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RESUMO

5-fluorouracil (5-FU) é um antineoplasico eficaz no tratamento de tumores s6lidos. No entanto,
ele apresenta importantes efeitos colaterais que limitam o tratamento, incluindo a mucosite
intestinal. Euterpe oleracea Mart. ¢ uma planta da regido amazonica conhecida popularmente
como agai que possui alta atividade antioxidante e anti-inflamatdria atribuidas aos compostos
fendlicos presentes na fruta. Esse trabalho teve por objetivo avaliar alteragdes histopatologicas
e funcionais, estresse oxidativo e inflamag¢do em camundongos com lesdes da mucosa intestinal
induzidas por 5-FU e os efeitos do tratamento com o extrato hidroalcodlico do carogo de acai
(ASE) sobre esses parametros. Camundongos Swiss, pesando de 25-30g, foram separados em
cinco grandes grupos: um recebeu uma tnica inje¢ao intraperitoneal de 5-FU (450 mg/kg, i.p.),
outro recebeu solu¢do salina (5 mL/Kg, v.0.) e os demais foram separados em trés grupos que
receberam um tratamento de ASE, 30 min. antes da indu¢do da mucosite com o 5-FU, nas doses
de 10, 30 ou 100 mg/kg, v.0.; esse tratamento permaneceu pelos proximos 3 dias, até 30 min.
antes da eutanasia. Perda de peso dos animais foi avaliado por 3 dias. No dia 3 apds o tratamento
com 5-FU, os animais foram eutanasiados e amostras do intestino foram coletadas e avaliadas
quanto aos escores histopatoldgicos; niveis de glutationa (GSH), malondialdeido (MDA), 6xido
nitrico (NO) e mieloperoxidase (MPO); nivel das citocinas TNF-a e IL-1B; esvaziamento
gastrico; integridade da barreira intestinal; expressao génica de TLR-4, MyD88, PI3Ko, mTOR
e NF-kBp65 e expressdo proteica de TLR-4 e NF-kBp65. 5-FU induziu perda de peso nos
animais, lesdes intestinais, comprometimento significativo da funcdo de barreira epitelial,
encurtamento das vilosidades intestinais, vacuolizagdo celular, infiltracio de células
polimorfonucleares, perda de células epiteliais, producdo de radicais livres (NO), deplecdo de
GSH, aumento de MDA, aumento dos niveis de IL-1B e TNF-a, retardo do esvaziamento
gastrico, aumento da expressdo dos genes TLR-4, MyD88, PI3Ka, mTOR e NF-kBp65,
aumento da expressdo das proteinas TLR-4 e NF-kB. ASE (100 mg/kg) reduziu
significativamente a perda de peso dos animais, reverteu lesdes intestinais, recuperou a altura
das vilosidades, diminuiu infiltragdo de neutrofilos e niveis de MPO, diminuiu niveis de nitrato
e MDA, aumentou a concentra¢gdo de glutationa, reduziu niveis de IL-1p e TNF-aq, restaurou a
integridade da barreira intestinal, reduziu a expressdao dos genes TLR-4, MyD8S8, PI3Ka,
mTOR e NF-kBp65 e a expressdo das proteinas TLR-4 e NF-kB. Concluimos que o tratamento
com ASE reduziu inflamagdo e estresse oxidativo, reverteu alteragdes histologicas e atenuou
alteracdes funcionais por meio da reducdo na expressio génica da via TLR-
4/MyD88/PI3Ka/mTOR/NF-kBp65.

Palavras-chave: 5-fluorouracil. Mucosite intestinal. ASE.



ABSTRACT

5-fluorouracil (5-FU) is an antineoplastic agent effective in the treatment of solid tumors.
However, it has important side effects that limit treatment, including intestinal mucositis.
Euterpe oleracea Matrt. is a plant from the Amazon region popularly known as agai that has
high antioxidant and anti-inflammatory activity attributed to the phenolic compounds present
in the fruit. This study aimed to evaluate histopathological and functional changes, oxidative
stress and inflammation in mice with intestinal mucosa lesions induced by 5-FU and the effects
of treatment with hydroalcoholic acai stone extract (ASE) on these parameters. Swiss mice,
weighing 25-30g, were separated into five large groups: one received a single intraperitoneal
injection of 5-FU (450 mg / kg, ip), another received saline (5 mL / kg, orally) and the others
were separated into three groups that received an ASE treatment, 30 min. before mucositis
induction with 5-FU, at doses of 10, 30 or 100 mg / kg, orally; this treatment remained for the
next 3 days, up to 30 min. before euthanasia. Weight loss of the animals was evaluated for 3
days. On day 3 after 5-FU treatment, the animals were euthanized and intestinal samples were
collected and evaluated for histopathological scores; levels of glutathione (GSH),
malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO) and myeloperoxidase (MPO); level of TNF-a and
IL-1B cytokines; gastric emptying; intestinal barrier integrity; gene expression of TLR-4,
MyD88, PI3Ka, mTOR and NF-kBp65 and protein expression of TLR-4 and NF-kBp65. 5-FU
induced weight loss in animals, intestinal lesions, significant impairment of epithelial barrier
function, shortening of intestinal villi, cell vacuolization, infiltration of polymorphonuclear
cells, loss of epithelial cells, free radical production (NO), GSH depletion, increased MDA,
increased levels of IL-1p and TNF-a, delayed gastric emptying, increased expression of the
TLR-4, MyD88, PI3Ka, mTOR and NF-kBp65 genes, increased expression of TLR-4 and NF-
«kB. ASE (100 mg / kg) significantly reduced the animals' weight loss, reversed intestinal lesions,
recovered villus height, decreased neutrophil infiltration and MPO levels, decreased nitrate and
MDA levels, increased glutathione concentration, reduced levels of IL-1 and TNF-a, restored
the integrity of the intestinal barrier, reduced the expression of the TLR-4, MyD88, PI3Ka,
mTOR and NF-kBp65 genes and the expression of the TLR-4 and NF-kB proteins. We
concluded that ASE reduced inflammation and oxidative stress, reversed histological changes
and attenuated functional changes by reducing the gene expression of the TLR-
4/MyD88/PI3Ka/mTOR/NF-kBp65 pathway.

Keywords: 5-fluoracil. Intestinal mucositis. ASE.
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1 INTRODUCAO

O céancer ¢ a segunda principal causa de morte em todo o mundo. Ele foi o
responsavel por cerca de uma em cada seis mortes, em 2018. Os canceres de pulmao, prostata,
colorretal, estdmago e figado sdo os tipos mais comuns em homens, enquanto o de mama,
colorretal, pulmonar, colo do utero e de tireoide sdo os mais comuns entre as mulheres (World
Health Organization, 2020). No Brasil, a incidéncia estimada para o ano de 2020 ¢ de 626.030
novos casos, dos quais 27.080 devem ser diagnosticados s6 no estado do Ceard (INCA, 2020).

Terapias com cirurgia, radioterapia ou quimioterapia sdo utilizadas para o
tratamento, sendo mais usual a combinagdo entre os varios tipos existentes (ALMEIDA et al.,
2005). Contudo, a quimioterapia ¢ bastante utilizada com o objetivo de eliminar células
neoplésicas, o que compromete a viabilidade dessas células, bloqueando vias metabdlicas e/ou
bioquimicas sensiveis ao efeito do fArmaco utilizado (LIMA, 2004; RANG et al., 2007).

O quimioterapico S-fluorouracil (5-FU), bastante utilizado no tratamento de
adenocarcinomas (DIASIO; HARRIS, 1989; MITCHELL et al., 2006; GIFONI, 2012),
principalmente os de mama, do co6lon e do reto (DIASIO; HARRIS, 1989), atua incorporando-
se a0 RNA e impedindo a replicagdo celular (MCCARTHY et al., 1998; LEITAO et al., 2007a).
Entretanto, ele apresenta diversos efeitos secundarios relacionados ao trato gastrointestinal
(TGI), com destaque para a mucosite, encontrada em cerca de 40% dos pacientes (SONIS, 2004;
BOWEN et al., 2006; STRINGER et al., 2009; VLIET et al., 2010).

A mucosite pode se manifestar ao longo de todo o TGI, desde a boca até o anus,
sendo caracterizada por um dano as membranas mucosas, resultando em alteragdes estruturais,
funcionais e imunolégicas (SANGILD et al., 2018; CHARTIER; HOWARTH; MASHTOUB,
2020). Esse processo se inicia com a a¢dao do quimioterapico, ou outro agente antineoplasico,
diretamente sobre as células epiteliais e sobre a microbiota residente (SONIS, 2004; SONIS,
2010). Essas células lesionadas produzem espécies reativas de oxigénio (ROS), moléculas
padrdo associadas ao patdégeno (PAMPs) e moléculas padrao associadas ao dano (DAMPs)
(PICO et al., 1998; BASILE et al., 2019), resultando em ativacdo de receptores especificos,
como o receptor do tipo toll-4 (TLR-4), responsavel por reconhecer fragmentos da parede
celular de bactérias gram-negativas, os lipopolissacarideos (LPS), um tipo de PAMP (FANG et
al.,2017). A ativagdo desse receptor desencadeia a produgdo e fosforilagdo de mediadores como
o fator de diferenciagdo mieloide 88 (MyD88) (JUSTINO, 2016), o fator 6 associado ao
receptor de TNF da proteina ligada a ubiquitina (TRAF-6) (KAWAI et al., 2004), o
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fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), a proteina quinase B (Akt ou PKB) e o alvo de mamifero
da rapamicina (mTOR) (KIM et al., 2004) que culminam no estimulo para a transcricdo de
diversos mediadores inflamatérios (AHMAD et al., 2013). Outras repercussdes da produgao
dessas moléculas e ativacdo desses receptores sdo a utilizagdo de sistemas enzimaticos
antioxidantes celulares como a glutationa (GSH), a catalase (CAT), e a superoxido dismutase
(SOD); dano oxidativo aos lipidios de membrana celular, com aumento de malondialdeido
(MDA) (RTIBI et al., 2018; MENDES, 2019; QUARESMA et al., 2019); producdo de diversos
mediadores inflamatérios, como o fator de necrose tumoral o (TNF-a), interleucina 1§ (IL-1B),
IL-4 (SOARES et al., 2013) e IL-6; aumento do infiltrado neutrofilico (SOARES et al., 2008)
e ativacdo de grandes vias de sinalizagdo inflamatoria, a via do fator nuclear kappa B (NF-«xB)
e a via Proteino-quinase ativada por mitogenos (MAP quinase) (JUSTINO, 2016).

Diversos tratamentos tém sido explorados com intuito em reduzir ou reverter o
processo inflamatorio e oxidante, caracteristicos da fisiopatologia da mucosite (VAN SEBILLE
et al., 2015). Saleem et al. (2018) relatam que os compostos fendlicos sdo utilizados como
potentes antioxidantes, sendo utilizados com eficiéncia contra doencgas inflamatorias.

Estudos conduzidos por Rocha et al. (2007) e Silva et al. (2014) demonstram que o
caroco de agai apresenta maior teor de compostos fendlicos que a polpa e a casca, e que o extrato
hidroalcoolico do carogo (ASE) apresenta maior conteudo desses polifendis que o extrato do
acai e que o extrato aquoso.

Os efeitos farmacolégicos do ASE foram comprovados no modelo experimental de
hipertensao vascular (MATHEUS et al., 2006), disfuncgao cardiaca e endotelial (ROCHA et al.,
2007; DA COSTA et al., 2012; ZAPATA-SUDO et al., 2014), lesdo renal (DA COSTA et al.,
2012; DA COSTA et al., 2017), obesidade (DE OLIVEIRA et al., 2010), diabetes tipo II (DE
BEM et al., 2018 b) e inflamag¢do pulmonar (DE MOURA et al., 2012). Diversos estudos
prévios demonstraram ainda a auséncia de toxicidade nas doses de 200 mg/kg e 300 mg/kg por
dia, relatando efeito anti-inflamatério nos parametros avaliados (DE OLIVEIRA et al., 2010;
DA COSTAet al.,2012; DE MOURA et al.,2012; DE BEM et al.,2014; DE OLIVEIRA et al.,
2015; DA CONTA et al, 2017; DE BEM et al., 2018b; DA SILVA et al, 2020; DE BEM et al.,
2020)

Baseado na literatura, o presente trabalho destinou-se a investigar os efeitos
farmacologicos do extrato hidroalcoolico do carogo do acai e possivel participacdo das vias
inflamatorias TLR-4/NF-kB e MyD88/PI3K/mTOR nesse efeito, em modelo experimental de

mucosite intestinal induzido por 5-Fluorouracil.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer e tratamento

O termo cancer se refere as neoplasias malignas, comumente conhecidas como
tumores. Essas sdo caracterizadas pelo crescimento anormal de células, que excede aos tecidos
normais, mesmo apos a interrup¢do dos estimulos que deram origem a mudanca (MITCHELL
et al., 2006).

O cancer ¢ a segunda principal causa de morte no mundo, responsavel por cerca de
9,6 milhdes de mortes em 2018. Os tipos de canceres mais comuns no mundo sdo: pulmao (com
cerca de 2.09 milhdes de casos), mama (cerca de 2.09 milhdes de casos), colorretal (cerca de
1.80 milhdes de casos), prostata (em torno de 1.28 milhdes de casos), pele (ndo melanoma)
(cerca de 1.04 milhdes de casos) e estdmago (em torno de 1.03 milhdes de casos). Dentre os
tipos que apresentam maior mortalidade estdo, o cancer de pulmao, colorretal, estdmago, figado
e mama. Estima-se que cerca de 70% das mortes ocorrem em paises de baixa e média rendas
(World Health Organization, 2018).

No Brasil, os tipos de canceres mais comuns sdo: prostata, traqueia, bronquio e
pulmao e colorretal, para os individuos do sexo masculino, € mama colorretal e colo de utero
para as mulheres. A incidéncia estimada para o ano de 2020 ¢ de 309.230 casos nos homens e
316.140 casos em individuos do sexo feminino. Esses mesmos tipos foram os que mais levaram
os brasileiros ao 6bito no ano de 2017. A estimativa para novos casos, em 2020, na regido
Nordeste do Brasil é de 69.140 casos nos homens ¢ 67.070 nas mulheres. Para o estado do Ceara,
esses numeros serdo cerca de 27.080 novos casos em 2020, sendo 8.230 na capital e o restante
no interior do estado. Os tipos mais incidentes nos homens serdo: prostata (36,9%); estdmago
(8,05%); traqueia, bronquio e pulmao (7,29%); e colorretal (5,44%). Para as mulheres, esperam-
se que 26,7% das ocorréncias sejam nas mamas; 10,7% no colo do tutero; 6,59% na traqueia,
bronquio e pulmao; 6,38% na traqueia e que 4,2% sejam no colon e reto (Instituto Nacional de
Cancer, 2019).

Para o tratamento do cancer sdo utilizados varios métodos, sendo os mais
tradicionais a radioterapia, a quimioterapia e a cirurgia. Mais recentemente tém-se utilizado
outras formas terapéuticas que incluem a terapia de fotorradiacdo e a imunoterapia. O objetivo
de cada um desses tratamentos ¢ a cura da neoplasia, normalmente pela combinagdo de mais de

uma das técnicas citadas (ALMEIDA et al., 2005).
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A cirurgia leva a remocdo de tumores com eficécia, se ndo houver metastases. A
radioterapia, que normalmente utiliza raios gama, radioisdtopos como o cobalto 60, raios—X e
até prétons e mésons, ¢ usada junto a cirurgia, para a diminuicdo de tumores grandes, de
recorréncia e da chance de metéstases. A fotorradiagdo permite a localizagdo e a destrui¢ao do
tumor com maior seletividade pelo uso de radiacdo especifica com fluorescéncia (de 620 a 640
nm de comprimento de onda) para a deteccdo utilizando fibras 6ticas. A imunoterapia trabalha
estimulando as proprias defesas do corpo, sendo usada como adjuvante e, principalmente, para
destruir células cancerosas residuais. A quimioterapia ¢ a utilizagdo de um farmaco para a

destruicdo de células neoplasicas, tentando preservar as normais (ALMEIDA et al., 2005).

2.1.1 Terapias farmacoldgicas no cdncer

A quimioterapia no cancer pode ser usada como monoterapia ou adjunta de outros
tipos de tratamento (RANG et al., 2007). O objetivo do tratamento ¢ a erradicacdo de células
neoplésicas, com menor lesdo possivel aos tecidos saudaveis. Os quimioterapicos induzem as
células tumorais a morte ou comprometem a viabilidade dessas células, bloqueando vias
metabolicas ou bioquimicas sensiveis ao efeito do farmaco (LIMA, 2004).

Os principais farmacos anticancer podem ser divididos de acordo com sua estrutura
quimica e funcdo a nivel celular em: farmacos citotdxicos, hormdnios e antagonistas hormonais,

derivados de plantas e outros agentes, como exposto no Quadro 1 (RANG et al., 2007).

25



Quadro 1 — Classes farmacologicas de agentes quimioterapicos.

Categoria dos farmacos

Sub-classificaciao

Exemplos

Citotoxicos

Agentes alquilantes

Mostardas nitrogenadas, nitrossouréias,
bussulfano, cisplatina, dacarbazina.

Antimetabolitos

Metotrexato, Fluorouracil, citarabina,
gencitabina, fludarabina, pentostatina.

Antibidticos citotdxicos

Doxorrubicina, dactinomicina, bleomicina,
mitomicina, procarbazina, hidroxicarbamida.

Antagonistas hormonais

Tamoxifeno, toremifeno, anastrozol, letrozol,

Antiestrogen . )
CSITOgENos aminoglutetina.
Antiandrogenos Flutamida, bicalutamida.
Inibidores da sintese de hormonio supra-renal Trilostano.

Is6topos radioativos

Todo radioativo.

Outros

Glicocorticoides Prednisolona, dexametasona.
Estrogenos Dietilestilbestrol, etinilestradiol.
AL . Megestrol, norgesterona,
Hormonios Progestagenos 8 . g
medroxiprogesterona.
Analogos do hormoénio liberador de Gosserelina, busserrelina, octreotida,
gonadotrofina lanreotida.
Alcaloides da vinca vincristina, vimblastina, vindesina.
. Taxanos Paclitaxel, decetaxel.
Derivados de plantas p p
Etoposideos Etoposideo.
Campotecinas Irinotecano, topotecano.
Inibidores da tirosinase Imatinibe.

Anticorpos monoclonais

Rituxamabe, trastuzumabe.

Modificadores da resposta bioldgica

a-interferona, aldesleucina, tretinoina.

Fonte: Adaptado de RANG et al. (2007).
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Os farmacos citotoxicos afetam de modo especifico a funcdo microtubular e,
portanto, a formacdo do fuso mitdtico. Os agentes alquilantes possuem grupos quimicos na
molécula capaz de formar ligagdes covalentes com substancias nucleofilicas particulares nas
células. Os antimetabolitos incluem: antagonistas de folato (principal ¢ o metotrexato),
andlogos de pirimidina (o Fluorouracil) e analogos da purina (fludarabina, pentostatina,
cladribina, mercaptopurina e tioguanina); eles bloqueiam ou subvertem uma ou mais vias
metabolicas envolvidas na sintese de DNA. Os antibidticos citotoxicos tém origem em produtos
do metabolismo microbiano ¢ evitam a divisao celular em mamiferos (RANG et al., 2007).

Os derivados de plantas exercem efeitos citotoxicos potentes. Neste grupo estdo
incluidos os alcaloides da vinca, que se ligam a tubulina e inibem a mitose na metafase; os
taxanos, que se ligam aos microtibulos, congelando-os; o etoposideo, que inibe a sintese de
DNA por agdo na topoisomerase II; e as campotecinas, que inibem a topoisomerase I (RANG
et al.,2007).

Os hormonios (ou seus antagonistas) atuam em tumores sensiveis a hormdnios, seja
inibindo a producdo enddgena ou inibindo com ag¢des opostas (antagdnicas). Os principais
hormonios sdo glicocorticdides, estrogenos, androgenos e andlogos do hormoénio liberador de
ganadotrofina. Os principais antagonistas hormonais sdo antiestrogenos, antiandrogenos,
inibidores da sintese de hormonio supra-renal e isdtopos radioativos (RANG et al., 2007).

Dentre os outros farmacos classicamente utilizados destaca-se a procarbazina,
responsavel por inibir a sintese de DNA e RNA; a crisantaspase, que decompde a asparagina
em acido aspartico e amonia; a hidroxicarbamida, que inibe a ribonucleotideo redutase; a
ansacarina age sobre a topoisomerase II; a mitoxantrona causa quebra da cadeia de DNA; o
trilostano inibe a sintese de esteroide adreno cortical; os anticorpos monoclonais, que podem
ativar o sistema imune do hospedeiro para que a célula cancerosa seja destruida pelo sistema
complemento, ou fixam-se nas células defeituosas bloqueando receptores do fator de
crescimento e promovendo a apoptose (ambos agem lisando linfocitos B); o imatinibe, que ¢
um inibidor das vias da tirosina quinase (ele ¢ um inibidor competitivo do sitio de ATP,
bloqueando a atividade da enzima tirosina quinase ao impedir que o substrato seja fosforilado.
Este bloqueio previne a transdugdo de sinais de energia necessarios para a proliferagdo celular
e apoptose) e os modificadores da resposta bioldgica, que agem intensificando a resposta do
hospedeiro (RANG et al., 2007; AZEVEDO et al., 2017).

A toxicidade dos medicamentos antineoplasicos depende de fatores relacionados

aos medicamentos e aos pacientes. A respeito dos medicamentos, o regime de quimioterapia
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administrado, a dose do medicamento utilizado, a via de administracdo, a via de eliminagao e
o sinergismo dos medicamentos devem ser considerados. Os fatores mais importantes
dependentes do paciente sdo: estado fisiologico, idade, a administracdo de tratamentos
anteriores de quimioterapia ou radioterapia, patologias concomitantes do paciente (presenga de
metastases, desnutricdo, etc.) e, finalmente, a existéncia de insuficiéncia hepatica ou renal
(FERREIRO et al., 2003).

Nesse contexto, destacamos o 5-Fluorouracil (5-FU), que ¢ amplamente utilizado
em tumores oriundos de células epiteliais com padrdo de crescimento glandular
(adenocarcinomas) de diversas etiologias. Ele ¢ apontado como eficaz no tratamento de
canceres que sofreram metastases, ou que tem a possibilidade de fazé-lo. Entretanto, o 5-FU
apresenta toxicidade importante o que limita o esquema terapéutico isoladamente, sendo
necessario, por vezes, utilizad-lo em combinagdo com outros quimioterapicos, juntamente com
tratamentos cirargicos ou radioterapicos (MCCARTHY et al., 1998; MITCHELL et al., 2006;
LEITAO et al., 2007a; GIFONI, 2012). Neurotoxicidade, pericardites, perda ponderal,
mucosite, mielotoxicidade, cistite e toxicidade pulmonar sdo efeitos adversos associados ao uso

desse farmaco (FERREIRO et al., 2003; LIMA, 2004; BOWEN et al., 2006; VERDE, 2007).
2.1.2 O Antineoplasico 5-Fluorouracil (5-FU)

O 5-FU ¢ um farmaco antimetabdlico, analogo da uracila, preparada a partir da
substitui¢ao de um atomo de hidrogénio por um de fluor, na posi¢do cinco, mais estavel (Figura
1) (WOHLHUETER; MCIVOR; PLAGEMANN, 1980). Dessa maneira, a droga, apds
absorvida, ¢ incorporada ao RNA e impede a conversdo do nucleotideo uracila em timina,

impedindo a replicagdo celular (PINEDO; PETERS, 1988).

Figura 1 — Estruturas quimicas do 5-FU, uracila e timina.

O O O
F H CH;

| NH | NH |
”/go HAO /go

Fonte: Adaptado de LONGLEY, HARKIN E JOHNSTON (2003).
Da esquerda para a direita: 5-Fluorouracil, Uracila e Timina.
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O 5-Fluorouracil foi inicialmente sintetizado na segunda metade da década de 50 e
tem sido utilizado, desde entdo, para o tratamento de diferentes tipos de canceres (DIASIO;
HARRIS, 1989). Ele ¢ utilizado para o tratamento de canceres s6lidos, dentre eles, o0 de mama,
o colorretal (apresentando importante terapéutica), o de ovario e o de cabega e pescoco
(DIASIO; HARRIS, 1989; NOORDHUIS et al., 2004; SHIGA; HIRAIDE, 2020). A principal
forma de administragdo ¢ endovenosa. Ele pode ser administrado como um pro-farmaco oral,
entretanto, por essa via, a biodisponibilidade ¢ consideravelmente reduzida (GOIRAND et al.,
2018).

O 5-FU pode ser convertido em trés metabolitos ativos: o monofosfato de
fluordeoxiuridina (FAUMP), trifosfato de fluordeoxiuridina (FAUTP) e trifosfato de
fluoruridina (FUTP). A ativag¢ao do 5-Fluorouracil inicia-se pela conversdo em monofosfato de
fluoruridina (FUMP), que, em seguida, ¢ fosforilado em difosfato de fluoruridina (FUDP), o
qual, finalmente, podera ser fosforilado no metabolito ativo, o trifosfato de fluoruridina (FUTP),
ou convertido em difosfato de fluordeoxiuridina (FAUDP). Esse composto intermedidrio do
metabolismo de 5-FU pode ser fosforilado ou desfosforilado dando origem aos metabolitos
ativos FAUTP e FAUMP, respectivamente. Uma via alternativa ¢ a catalisa¢do pela timidina
fosforilase (TP) que converte 5-FU em fluordeoxiuridina (FUDR), que ¢ entdo fosforilado em
FAUMP pela timidina quinase. A conversdo do 5-Fluorouracil em diidrofluorouracil (DHFU)
pela diidropirimidina desidrogenase (DPD) ¢ a etapa limitante do catabolismo de 5-FU, tanto
em células normais como em células cancerigenas. Nenhum dos metabolitos produzidos por
essa via metabdlica apresenta efeito terapéutico. O figado ¢ o principal local de metabolizacdo
do 5-FU, cerca de 80%. Esse fArmaco possui uma eliminagao rapida e meia vida curta, cerca de
10 min. Uma baixa quantidade de 5-FU ¢ eliminada através da depuracdo urinaria (<10%) e
geralmente ¢ considerada insignificante (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003;
GOIRAND et al., 2018) como visto na Figura 2.
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Figura 2 - Metabolismo hepatico do 5-Fluorouracil.

Fonte: Adaptado de LONGLEY, HARKIN E JOHNSTON (2003).

5-FU — 5-Fluorouracil; DPD — diidropirimidina desidrogenase; DHFU — dihidrofluorouracil; FUMP —
monofosfato de fluorouridina; FUDP — difosfato de fluorouridina; FUTP — trifosfato de fluorouridina; FAUMP —
monofosfato de fluorodeoxiuridina; FAUDP — difosfato de fluorodeoxiuridina; FAUTP — trifosfato de
fluorodeoxiuridina; TS — timidilato sintetase; TK — timidina quinase; FUDR - fluorodeoxiuridina.

Acredita-se que o principal mecanismo de citotoxicidade do 5-Fluorouracil seja
devido a sua capacidade de incorporar fluoronucleotineo no DNA e/ou RNA. Outro mecanismo
atribuido a este antineoplasico ¢ a inibi¢do da enzima timidilato sintetase, demonstrado na
Figura 3. Essa ¢ responsavel pela conversdo de deoxiuridina monofosfato (dUMP) em
deoxitimidina monofosfato (d{TMP), utilizando o 5,10-metileno tetra-hidrofolato (CH,THF)
como um doador de grupos metil, entretanto, quando o metabolito ativo do 5-FU, que ¢ o
monofosfato de fluordeoxiuridina (FAUMP), esta presente, esse se acopla ao sitio de ligacao do
nucleotideo da enzima TS e forma um complexo estdvel TS/CH,THF. Esse complexo impede
o acesso de dUMP ao sitio de ligacdo do nucleotideo, inibindo a sintese de dTMP. Essa reagao
causa um desequilibrio nas concentragdes de deoxinucleotideos (ANTP), assim como, aumenta
os niveis de deoxiuridina trifosfato (dUTP). Ambas as situacdes causam destrui¢do do DNA. A
extensdo ao dano do DNA causado pela dUTP ¢ dependente dos niveis das enzimas pirofosfato

dUTPase e uracil-DNA glicosilase (UDG) (LONGLEY, HARKIN; JOHNSTON, 2003).
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Figura 3 — Mecanismo de a¢do do 5-Fluorouracil na enzima timidilato sintetase.

:@ -_—— _— Replicacio e

reparo do DNA

Destruicao
do DNA

Aumento de dUTP p——epmmte

T

Desequilibrio de ANTP .

Fonte. Adaptado de LONGLEY, HARKIN E JOHNSTON (2003).

TS - enzima timidilatosintase; cofator CH2THF - 5,10-metilenotetrahidrofolato; dUMP - deoxiuridina trifosfato;
dTMP - deoxitimidina monofosfato; dTTP - trifosfato de deoxitimidina; FAUMP - monofosfato de
fluordeoxiuridina.

O 5-FU apresenta diversos efeitos secundarios que variam de acordo com o
tratamento, a dose utilizada ¢ a via de administrag¢do. Esses efeitos sdo mais notaveis em células
com alta atividade mitotica, como tecidos de rapida proliferacao (KIM et al., 2006).

Devido a natureza nao seletiva do 5-FU entre células neoplésicas e células normais
¢ comum encontrar toxicidade gastrintestinal associada ao uso desse medicamento
(CHARTIER; HOWARTH; MASHTOUB, 2020). Portanto, os efeitos colaterais desse
antineoplédsico mais estudados sdo aqueles associados ao trato gastrintestinal, que resulta em
mucosite oral, mucosite intestinal, faringite, esofagite, gastrite e colite (KOENIG; PATEL,
1970). Além dos efeitos citados, Chartier, Howarth e Mashtoub (2020) afirmam que perda de
apetite, nausea e diarreia estdo entre os efeitos mais relatados.

Aproximadamente, entre 40% e 60% dos pacientes que recebem o tratamento com
o 5-FU apresentam mucosite, podendo esse indice chegar a 100%, quando ha a necessidade de
se utilizar altas doses. Esses efeitos contribuem para a interrup¢do do tratamento, a mudanga
no farmaco ou no esquema terapéutico, podendo trazer grande prejuizo para a eficacia do
tratamento oncolégico, refletindo na saiude e na qualidade de vida dos pacientes (SONIS, 2004;
BOWEN et al., 2006; STRINGER et al., 2009; VLIET et al., 2010; JUSTINO, 2016;
CHARTIER; HOWARTH; MASHTOUB, 2020).
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2.2 A mucosite intestinal

A mucosite intestinal ¢ caracterizada pela deterioracdo e ulceragdo da membrana
mucosa intestinal (CHARTIER; HOWARTH; MASHTOUB, 2020). Esse processo tem inicio
com a lesdo das células epiteliais, levando ao aumento do estresse oxidativo pela producao de
espécies reativas. Isso desencadeia a utilizagdo de sistemas enzimaticos antioxidantes celulares
como a glutationa (GSH), a catalase (CAT) e a superoxido dismutase (SOD). Essas espécies
reativas também estdo associadas ao dano oxidativo aos lipidios de membrana celular, levando
ao aumento de malondialdeido (MDA), um produto final da peroxidacdo lipidica. A lesdo
epitelial, agravada pelo desbalanco oxidativo, leva a ativagdo e producdo de diversos
mediadores inflamatorios, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina- 1p (IL-
1B), IL-4 e IL-6; ao aumento do infiltrado neutrofilico, indicado pelo aumento da enzima
mieloperoxidase e a ativag@o de vias do fator de necrose tumoral kappa B (NF-«B), produzindo
mais citocinas pro-inflamatérias. Esses mediadores retroalimentam o processo inflamatorio e
levam as alteragdes caracteristicas da mucosite intestinal (PICO et al., 1998; SOARES et al.,
2008; JUSTINO, 2016; RTIBI et al., 2018; QUARESMA et al., 2019; MENDES, 2019).

As manifestagdes clinicas observadas no curso da mucosite sdo varios sinais e
sintomas, incluindo dor abdominal, diarreia, disfagia, dispepsia, ndusea, vomitos e ulceras orais
(PARRILI et al., 1989; PEREIRA et al., 2016). Essas alteracdes, que podem aparecer ao longo
de todo o Trato Gastrointestinal (TGI), desde a boca até o anus, sdao caracterizadas como um
dano as membranas mucosas, levando a alteragdes estruturais, funcionais e imunologicas,
podendo comprometer a absor¢do de nutrientes e fluidos, fun¢des enddcrinas do TGI e a
integridade da barreira intestinal (SANGILD et al.,, 2018; CHARTIER; HOWARTH;
MASHTOUB, 2020).

2.2.1 Fisiopatologia da mucosite intestinal

A fisiopatologia da mucosite ¢ dividida em 5 estagios (Figura 4). O primeiro ¢ a
Iniciagdo: essa fase tem inicio pela exposicdo ao tratamento anticancer, seja a quimioterapia,
radioterapia, imunoterapia ou outro. Sdo induzidos danos diretos ao DNA, com geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e consequente aumento do estresse oxidativo. A lesdo nas
camadas epiteliais e submucosas no intestino, provoca a liberagdo de moléculas padrido

associado ao dano (DAMPs), a liberacdo de moléculas padrdo associada ao dano enddgeno
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(Peptideo antimicrobiano relacionado a Catelina - CRAMPs) e moléculas padrao associado
patdégeno (PAMPs), essa tltima, liberada pela destruigdo da microbiota residente (SONIS, 2004;
SONIS, 2010; BASILE et al., 2019).

A segunda fase ¢ a resposta ao dano primario ou fase da desregulacdo/ ativacao.
Nesse estagio, ROS, a resposta imune inata e as ligacdes de DAMPs, CAMPs ¢ PAMPs aos
seus receptores, aumentam a propagacdo dos danos celulares e ativam diversas vias de
transcri¢do, dentre essas, a via do NF-kB. Dessa forma, varias citocinas pro-inflamatorias
comecam a ser produzidas, como o fator de necrose tumoral-a. (TNF-a), IL-6, respondedores
ao estresse como ciclooxigenase-2 (COX-2), moduladores de citocinas por fibroblastos e
células endoteliais, que, por sua vez, levam a ativagao de genes relacionados a apoptose celular.
Nesta fase ha também uma expressdo aumentada de genes relacionados a moléculas de adesao
e angiogénese. Concomitante a esses processos, as drogas antineopldsicas ativam enzimas que
aumentam a morte celular programada (LOGAN et al., 2007; SONIS, 2010; BASILE et al.,
2019).

A fase seguinte, ou terceira fase, ¢ a amplificacdo do sinal. Nessa fase, a resposta
primaria desencadeia a expressao de varias moléculas que influenciam a resposta local. O NF-
kB ¢ regulado positivamente pelo TNF-a, que inicia a sinaliza¢dao de Proteina Quinase Ativada
por Mitogénio (MAPK), levando a ativacdo da sinaliza¢dao de jun N-terminal quinase. As vias
apoptoticas sdo ativadas nas células das camadas basais e submucosa, levando a ulceragdes no
tecido intestinal. As metaloproteinases (MMPs), especialmente a 1 e 3, causam a destrui¢ao do
coldgeno da matriz subepitelial, colaborando para a destrui¢do tecidual, e promove a
disseminagao de outros sinalizadores danosos (SONIS, 2004; BASILE et al., 2019). Nessa fase,
também aumenta a expressdo da oxido nitrico sintetase induzida (iNOS) com consequente
producdo de 6xido nitrico (LEITAO et al., 2007a).

O quarto estagio ¢ a ulceracdo: Nessa fase, a integridade da mucosa ¢ rompida e
terminagdes nervosas ficam expostas, aparecem as ulceragdes profundas e clinicamente
sintomadticas, levando a dor intensa. A colonizacdo das ulceras pela microbiota residente resulta
na liberacdo de mais citocinas que levam ao maior dano tecidual. As bactérias presentes podem,
ainda, invadir a lamina propria e atingir vasos levando ao quadro de septicemia. Essa fase ¢
considerada a mais significativamente sintomadtica, responsavel pelo aumento no custo da
assisténcia médica. Na mucosite intestinal, esse estagio fica evidente de 1 a 2 dias apds a
administracao do tratamento (CAMPOS et al., 2014; BASILE et al., 2019).

O ultimo estagio ¢ a cicatrizagdo ou cura: nessa etapa ocorre a cicatrizacio
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espontanea das Ulceras. A fase ¢ caracterizada pela diminui¢ao gradual da resposta inflamatoria
e o predominio de estimulos reparadores, com proliferacao epitelial, migragdo e diferenciagdo
estimulada pela matriz extracelular e restabelecimento da microbiota intestinal local. A
resolugdo desse estagio depende da condi¢do sist€émica do paciente (SONIS, 2004; CAMPOS
etal.,2014; BASILE et al., 2019).

Figura 4 — Fisiopatologia da mucosite.

Fonte: Adaptado de BATISTA et al. (2020).

2.2.2 Alteragées histopatologicas na mucosite intestinal

A mucosite intestinal induzida pelo quimioterapico 5-Fluorouracil leva a diversas
alteracdes histopatologicas e morfométricas, como a perda da arquitetura normal das criptas
intestinais, junto com o encurtamento dos vilos, reducdo na relagdo vilo/cripta, presenca de
vacuolos celulares, infiltracdo de células inflamatorias na lamina propria, edema, necrose,

morte celular, infiltragdo neutrofilica na camada muscular e por ultimo, ruptura da barreira
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epitelial intestinal (SOARES et al., 2013; DE MIRANDA et al., 2019; DE MIRANDA et al.,
2020).

Outros marcadores relacionados a manutencao da estrutura tecidual intestinal e que
encontram-se reduzidos na mucosite intestinal sdo: a quantidade de vilina e o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) (ARAUJO et al., 2015). A vilina ¢ um componente
estrutural das microvilosidades que forma a borda em escova do intestino delgado e
desempenha um papel fundamental na manuten¢do da organiza¢do da borda em escova ao se
ligar a F-actina em uma rede de filamentos (ATHMAN; LOUVARD; ROBINE, 2002) e o IGF-
1 circulante tém sido implicado no controle da proliferagdo epitelial intestinal por meio de
interagdes com nutrientes troéficos intestinais, hormdnios multiplos e fatores de crescimento
(GORDON et al., 2004)

O tratamento com o 5-FU ¢ ainda capaz de aumentar significativamente o niimero
de mastocitos degranulados e diminuir o nimero de células caliciformes (células de Globet) no
duodeno (DE MIRANDA et al., 2020). Aratjo et al. (2015) acrescentam que as células
caliciformes estdo reduzidas nas vilosidades e nas criptas e as que as células de Paneth
encontram-se reduzidas nas criptas, contribuindo para a deficiéncia na absor¢ao de nutrientes e
na perda de peso.

Costa et al. (2019) demostraram que essas alteragdes ocorrem a nivel de sistema
nervoso entérico com presenga de inflamagdo nas células da glia e diminui¢do de neurdnios

entéricos em animais tratados com o 5-FU.

2.2.3 Alteracgoes bioquimicas na mucosite intestinal

Os sistemas antioxidantes podem ser de dois tipos: o enzimatico como SOD, CAT, GPx,
tioredoxina e peroxiredoxina; ou ndo enzimatico como ascorbato, tocoferdis, GSH, bilirrubina
e acido urico. Os danos oxidativos causados na membrana e nas proteinas podem ser avaliados
pela formagdo de produtos como o MDA e a carboxilacdo de proteinas (DE MOURA;
RESENDE, 2016).

Nas membranas celulares, os lipidios, sdo particularmente suscetiveis a danos induzidos
por ROS, resultando em peroxidag¢ao lipidica e producdo MDA. Esse composto ¢ produzido a
partir de 4cidos graxos poli-insaturados, tanto por reagdes quimicas quanto por reagdes
catalisadas por enzimas. O MDA ¢ o principal subproduto das chamadas substancias reativas

ao acido tiobarbiturico e ¢ um dos biomarcadores mais medidos para o estresse oxidativo
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(BARRERA, 2012; TSIKAS, 2017). Encontra-se elevado em muitas doengas, incluindo a
patogénese de doengas intestinais relacionadas a inflamacao (TSIKAS, 2017; SOTTERO et al.,
2018).

Outro marcador do estresse oxidativo alterado na mucosite intestinal ¢ o GSH, um
tripipeptideo formado por L-glutamato, L-glicina e L-cisteina, que estd presente no citosol de
células epiteliais do intestino, como a forma de tiol reduzido biologicamente ativo. Sua
oxidac¢ao ao dissulfeto de glutationa (GSSG) ¢ frequentemente associada ao estresse oxidativo.
A homeostase redox de GSH na mucosa ¢ mantida pela sua sintese, pela regeneragdo a partir
de GSSG e pela captagio de GSH na mucosa, através da membrana apical. A defesa
antioxidante intraintestinal ¢ mediada por enzimas dependentes de GSH que sdo
compartimentadas dentro do citosol, mitocondrias e nucleo. As isoenzimas da glutaredoxina
(Grx) e da glutationa peroxidase (GPx) s@o as principais envolvidas no equilibrio redox
intestinal (CIRCU; AW, 2012; DIAZ DE BARBOZA et al., 2017). O GSH ¢ um antioxidante
multifuncional que desempenha um papel crucial na eliminagdo de radicais livres,
desempenhando um papel essencial para o funcionamento de células imunoldgicas. A oxidagdo
do GSH ao GSSG e a subsequente diminui¢cdo da quantidade de GSH / GSSG geralmente sdo
indicacdes uteis do aumento da producdo de ROS e diminuicdo da defesa antioxidante
(KURUTAS, 2016; DIAZ DE BARBOZA et al., 2017; PATIL et al., 2019).

Estudos t€ém mostrado que a mucosite intestinal induzida por 5-FU leva a alteracdes
na regulacdo de ROS e espécies reativas de nitrogénio (RNS), com aumento da concentragao
de malondialdeido (MDA) e diminui¢do dos niveis de glutationa (GSH), ambos marcadores
finais do estresse oxidativo (MENDES et al., 2019; QUARESMA et al., 2019; DE MIRANDA
et al., 2020).

Outro marcador importante ¢ o 6xido nitrico (NO). O NO ¢ uma molécula que contém
um elétron desemparelhado, um radical livre, tornando-a altamente reativa, com meia vida de
2 a 30 segundos. Apds a transmissao do sinal essa molécula transforma-se espontaneamente em
nitrito e nitrato (FORD; MIRANDA, 2020). O NO ¢ associado a uma infinidade de fung¢des
fisiologicas; no TGI regula a integridade da barreira epitelial, através da modulagao do fluxo
sanguineo, da inibi¢do da agregacao plaquetaria e da adesdo leucocitaria (CHRISTOPHERSON;
BREDT, 1997; LEITAO, 2007b; LEITAO et al., 2011). Essa molécula é sintetizada a partir de
L-arginina por um grupo de isoenzimas coletivamente denominadas NO sintase (NOS).
Existem trés isoformas distintas: a isoforma endotelial (eNOS), a neuronal (nNOS) ¢ a induzida

(INOS) (LEITAO, 2007b; WANG et al., 2020). A iNOS ¢ uma isoforma independente de calcio
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e constantemente induzivel. Portanto, a iNOS pode produzir grande quantidade de NO por um
periodo prolongado. Além disso, a iNOS ¢ uma enzima que pode ser estimulada por estresse
oxidativo, vias pro-inflamatorias e citocinas inflamatoérias (WANG et al., 2020). Os niveis
elevados de 6xido nitrico (NO) no soro e nos tecidos afetados, sintetizado, principalmente pela
iNOS, ¢ um dos principais biomarcadores da inflamacdo intestinal, contribuindo para a
exacerbagdo dessa inflamagao (KAMALIAN et al., 2020).

Outros marcadores de estresse oxidativo encontrados na mucosite intestinal sdo:
aumento da enzima o6xido nitrico sintetase induzida (iNOS) (AL-ASMARI et al., 2016b),
aumento de NO (JUSTINO, 2011), aumento da carbonilacdo de proteinas, de peroxido de
hidrogénio (H203), deplecdo significativa de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos,
como grupos glutationa peroxidase (GPx), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
sulfidrila (-SH) (RTIBI et al., 2018).

A infiltragdo neutrofilica no tecido intestinal ¢ indicada pelo aumento do contetido
de mieloperoxidase (MPO) tecidual. A MPO ¢ uma enzima catidnica contendo heme,
encontrada em granulos azuropilicos primarios de neutréfilos e, em menor grau, nos lisossomos
primarios de mondcitos, sendo a mielotoxicidade um dos principais efeitos colaterais em
pacientes recebendo tratamento com 5-FU (BHATTACHARYYA, et al., 2014; ARATANI,
2018).

Outros marcadores que se encontram alterados sdo: aumento da expressao de COX-
2 (DE MIRANDA et al., 2020), de moléculas de adesdao, como a molécula de adesdo vascular
1 (VCAM-1), molécula de adesdo intercelular-1, (ICAM-1) e VE-caderina (do inglés, vascular
endothelial cadherin), todas contribuintes do processo inflamatdrio na mucosite intestinal (LI

etal., 2017).

2.2.4 Alteragoes funcionais na mucosite intestinal

A permeabilidade intestinal ¢ a propriedade que permite a troca de solutos e fluidos entre
o limen e os tecidos, fungdo determinada principalmente pela integridade do epitélio, pelas TJs
que “selam” o espacgo paracelular e pela camada de muco (ODENWALD; TURNER, 2013;
CHANG et al., 2020a). As células epiteliais sdo interconectadas por complexos de jun¢do apical,
que sdo formados por TJs, juncdes aderentes e desmossomos. As TJs sdo compostas por
proteinas do nucleo, como as proteinas transmembrana, incluindo claudinas, occludina e

moléculas de adesdo juncional (JAMs). Essas moléculas se ligam diretamente a proteinas de
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estrutura periplasmatica (intracelular), as zonulas ocludens (ZOs). ZOs sdo os componentes
mais importantes para a constru¢do de uma barreira constitutiva de células epiteliais e regulam
a permeabilidade da barreira por meio da ancoragem de proteinas das TJs (CHANG et al.,
2020a). Essas estruturas regulam fortemente a permeabilidade paracelular, facilitando o
movimento de dgua e solutos entre as células, enquanto bloqueiam a translocacdo de antigenos
maiores. A estabilidade e a estrutura de TJs podem ser reguladas por uma série de fatores
intrinsecos e extrinsecos, incluindo citocinas e fatores de crescimento, estresse celular, presenca
de patdgenos, probidticos e peptideos dietéticos (ODENWALD; TURNER, 2013; GALIPEAU;
VERDU, 2016). A ruptura das TJs epiteliais d4 origem aos distirbios da barreira paracelular e
aumento da permeabilidade de mucosa, estando associadas as doengas inflamatorias intestinais
(KUO et al., 2019; WU et al., 2020b).

O aumento da permeabilidade intestinal estd relacionada com a presenga de leucécitos
polimorfonucleares (PMN) na camada epitelial intestinal e resultam em mudancas na fun¢ao
de barreira devido a modificagdes do citoesqueleto de actina nas células que compdem o
epitélio (EDENS et al., 2002). Além dessa alteragdo, o aumento de PMN implica na ocorréncia
de diarreias (MADARA et al., 1993), presente no modelo experimental de mucosite intestinal
por 5-FU (SOARES et al., 2013).

Outros marcadores implicados na disfunc¢ao da barreira sdo a expressao de TNFa e IL-
la, as quais estdo relacionadas com o aumento na permeabilidade da parede intestinal, pela
diminui¢do na expressdo de TJs (NUNES et al., 2019), a expressdo do fator transformador de
crescimento beta (TGF-1), uma citocina multifuncional que pode normalizar a barreira epitelial
ao regular positivamente a expressao de TJs (HOWE et al, 2005).

O processo inflamatdrio resulta em prejuizo na funcao da barreira intestinal uma
vez que as citocinas liberadas atuam sobre as tight junctions promovendo aumento da
permeabilidade, dificultando a absor¢do de nutrientes e influenciando na perda de peso
observado no modelo (OSHIMA; MIWA, 2016; SOARES et al., 2008). Outros processos
observados além da perda de peso sdo diarreia sanguinolenta e encurtamento do tamanho do
colon (LI et al., 2017).

Soares et al. (2008) demonstraram, também, uma alteragdo no padrao contratil do
intestino, relacionado a uma hiper-reatividade do musculo intestinal a agonistas, como o
carbacol, durante a mucosite intestinal por 5-FU. Essa alteracdo se mostrou presente tanto na
fase inflamatoria (do terceiro ao décimo quinto dia ap6s a indugdo da mucosite), quanto na pos-

inflamatoria (ap6s o décimo quinto dia). Justino (2011) e Quaresma et al. (2019) demonstraram
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que o uso do antineoplasico resulta em um retardo no esvaziamento gastrico ¢ um aumento da
reten¢do no segmento medial do intestino e redu¢do no segmento distal. Além disso, Lima
(2018) também mostrou que a permeabilidade intestinal, a resisténcia elétrica transepitelial
(TEER) e o transporte intestinal de agua e eletrolitos encontram-se alterados no modelo

experimental de mucosite intestinal por 5-FU.

2.2.5 Processo inflamatdério na mucosite intestinal

A inflamagdo presente na mucosite parece ter inicio com a destrui¢do de células
epiteliais pelo uso de quimioterapicos (SONIS, 2004). Esses danos causados ao epitélio
resultam na ativacdo de macrofagos da lamina propria e do inflamassoma NLPR3 (do inglés,
NOD-like receptor, family pyrin domain-containing 3). O inflamassoma ¢ um complexo
proteico citoplasmatico responsavel pela ativagdo de respostas inflamatorias contra estressores
intra ou extracelulares via clivagem da caspase-1 e subsequente ativagao e secre¢ao da citocina
pro-inflamatoérias IL-1B (NAKATA et al., 2019).

O tratamento com o 5-FU também ¢ associado com alteracdes na composi¢ao da
microbiota intestinal, levando a quadros diarreicos, caracteristicos do comprometimento
funcional do intestino (STRINGER et al., 2013). Essas alteragdes levam ao desequilibrio da
microbiota local, com aumento na liberagdo de lipopolissacarideos (LPS), uma proteina
encontrada na parede de bactérias gram negativas, no limen intestinal. Esse LPS ¢é reconhecido
por receptores do tipo Tool (TLRs), presentes nas células intestinais e em mondcitos,
macrofagos e células dentriticas (DOYLE; O'NEILL, 2006; FRANK et al., 2015; FANG et al.,
2017). Apos a ativacao, os TLRs tornam-se dimerizados e desencadeiam a ativagdo subsequente
de cascatas de sinalizagdo a jusante, como a indu¢do de uma variedade de citocinas
inflamatorias por transcri¢do, medindo a fosforilagao do inibidor do fator nuclear kappa B (IkB)

para ativar NF-«kB e dando inicio a todo o processo inflamatorio (LU ef al., 2018).

2.2.5.1 Receptores do tipo toll (TLR)

Os receptores do tipo toll (TLRs) sdo conhecidos como receptores padrdes de
reconhecimento (PRRs), importantes iniciadores da resposta imune inata, € reconhecem uma
grande diversidade de patogenos (bactérias, fungos, virus e parasitas em animais) que sdo

comumente chamados de padrio molecular associado ao patéogeno (PAMPs) (DOYLE;
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O'NEILL, 2006; RATHINAM; CHAN, 2018). Eles reconhecem também os DAMPs, liberados
de tecidos danificados, que por sua vez sdo capazes de ativar a resposta imune (DU et al., 2016).
Existem onze TLRs identificados em humanos, classificados em dois subgrupos de acordo com
sua localizagdo. Os TLRs 1, 2, 4, 5, 6, 10 e 11 estdo localizados na superficie celular e
respondem principalmente aos PAMPs, os TLRs 3, 7, 8 e 9 estdo localizados nos endossomos
e reconhecem, principalmente, acidos nucleicos de virus e bactérias (Figura 5) (KAWALI,

AKIRA, 2004; DU et al., 2016).

Figura 5 - Representagdo esquematica dos subtipos de receptores toll like.
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Fonte: Adaptado de DU et al. (2016).

TLR - receptores do tipo toll; LPS - Lipopolissacarideos; MD2 - proteina de diferenciagdo mieloide 2; CD14 -
cluster of differentiation 14; TIRAP - dominio TIR contendo proteina adaptadora; MyD88 - Fator de
diferenciagdo mieloide 88; TRAM - molécula adaptadora relacionada ao TRIF; TRIF - dominio TIR contendo
IFNp indutor de adaptador; TIR - Sinalizador intracellular da familia interleucina-1R.

Os TLRs sdo caracterizados por um dominio de repeticdo extracelular rica em
leucina (LRRs — do inglés Leucine Rich Repeats) e duas a quatro estruturas de cisteina
conservadas evolutivamente que medeiam o reconhecimento de PAMPs. Eles sinalizam através
de um caminho conservado na familia interleucina-1R (IL-1R ou TIR). O dominio TIR esta
presente em todos os membros da familia TLRs. (KAWAI; AKIRA, 2004; DU et al., 2016;
RATHINAM; CHAN, 2018).

2.2.5.1.1 Receptores do tipo toll — 4 (TLR-4)

O TLR-4 foi o primeiro da familia toll a ser identificado e ¢ um dos mais estudados.
Viérios trabalhos demonstram que ele apresenta uma super expressao em doengas relacionadas
ao TGI (LU et al.,2018). O TLR-4 ¢ um dos mais importantes receptores para o reconhecimento

de bactérias gram negativas; dentre os ligantes produzidos por essas bactérias, destacamos os
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flagelos, as lipoproteinas, peptideoglicanos e LPS. O reconhecimento desses microrganismos
ocorre em grande parte no receptor de LPS dos mamiferos - o complexo TLR-4 — MD2
(proteina de diferenciacdo mieloide 2) — CD14 (do inglés: cluster of differentiation 14) - que
estd presente em muitos tipos de células, incluindo macréfagos e células dendriticas (MILLER,

ERNST, BADER, 2005) (Figura 6).

Figura 6 - Esquema representativo do TLR-4.
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Fonte: Adaptado de MILLER, ERNST ¢ BADER (2005).

Componentes do TLR-4: complexo TLR4-MD2-CD14 (Receptor do tipo toll 4 - proteina de diferenciagao
mieloide 2 - cluster of differentiation 14); LLR (dominio de repeticdo extracelular rica em leucina); HYP (regido
hiper variavel) e o dominio intracelular TIR (caminho conservado na familia interleucina-1R).

Justino et al. (2019) demostraram que a mucosite intestinal induzida por 5-FU ativa
a resposta imune inata através da ativagdo dos receptores tipo toll 2 e 4. Essa ativacdo conta
com a participacdo da proteina MyD88 (fator de diferenciacdo mieloide 88), que ativa vias
celulares inflamatorias como a MAPK e NF-«B.

Em 1994 descobriu-se que uma proteina conhecida por estar envolvida na
diferenciag¢do mieloide (MyD88) estava relacionada aos dominios TIR (caminho conservado na
familia interleucina-1R). Posteriormente, foi confirmada sua participacdo como membro do
subgrupo TIR/TLR. Em seguida, outras proteinas adaptadoras, também conhecidas como
dominios TIR, foram identificadas; sdo elas: dominio TIR contendo proteina adaptadora

(TIRAP ou MAL); dominio TIR contendo IFNf indutor de adaptador (TRIF), também
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conhecido como molécula adaptadora 1 de TIR (TICAM-1); molécula adaptadora relacionada
ao TRIF (TRAM), também conhecida como proteina contendo TIR (TIRP) e molécula
adaptadora contendo TIR-2 (TICAM-2) e proteinas contendo SAM e ARM (SARM). O
recrutamento diferencial dessas proteinas adaptadoras aos TLRs formam a base da
especificidade nos processos de sinalizacdo ativados pelos TLRs (DOYLE; O'NEILL, 2006).
Existem duas cascatas de sinalizacdo inflamatdria para o TLR-4, uma dependente
de MyDS88 e outra independente. Na primeira, o dominio TIRAP se associa a molécula
adaptadora MyD88, comum a quase todos os TLRs, levando a ativacdo da expressdo de genes
inflamatorios produzidos pelo NF-kB (KAWAI et al., 1999). Os receptores TLR-3 e TLR-4 sdo
capazes de ativar a via de sinalizagdo independente de MyD88, que ¢ mediada pelas moléculas
adaptadoras TRIF e TRAM, com resultados distintos. Essa via é capaz de fosforilar moléculas
reguladoras de interferons (IRFs), resultando na sintese de interferons do tipo I, tais como o

IFN-y e B (DOYLE; O'NEILL, 2006) (Figura 7).
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Figura 7 - Cascata de sinalizacdo do TLR-4 dependente e independente de MyD88.
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Fonte: Adaptado de KAWALI et al. (2004).

TLR-4 - Receptor do tipo toll 4; TIRAP - dominio TIR contendo proteina adaptadora; MyD88 - Fator de
diferenciacdo mieloide 88; IRAKs - Receptor de interleucina 1 associado a quinase; TRAF-6 - fator 6 associado
ao receptor de TNF da proteina ligada & ubiquitina; NF-kB - fator nuclear kappa B; TRAM - molécula
adaptadora relacionada ao TRIF; TRIF - dominio TIR contendo IFN indutor de adaptador; Complexo
TBK/IKK - Inibidor da k quinase; IRF - fator regulador de interferon; IFN- - interferon beta.

A proteina MyD88, possui um dominio TIR C-terminal e um dominio de N-terminal,
que se associam ao dominio TIR dos TLRs e apos a ligacdo recruta o receptor de interleucina
1 associado a quinase- 4 (IRAK-4) para o complexo; esta, por sua vez, medeia a fosforilagdo
da IRAK-1. A IRAK-1 fosforilada se dissocia do complexo receptor e se associa ao fator 6
associado ao receptor de TNF da proteina ligada a ubiquitina (TRAF-6). O IRAK -1 e o TRAF-
6 se dissociam do complexo receptor e interagem com um complexo pré-associado ligado a
membrana da quinase ativada por fator de transformac¢do do crescimento beta (TAK-1) e duas
proteinas de ligacdo ao TAK-1 (TAB) denominadas TAB-1 e TAB-2. Em seguida o TAK-1 ¢
ativado e pode fosforilar alvos a jusante, como o complexo IkB quinase (IKKs) e as vias da

proteina quinase ativada por mitogénio (MAPKs). Uma vez ativado, o complexo IKK induz a
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fosforilagdo e subsequente degradacdo de IkB, fazendo com que o NF-kB seja liberado,

culminando na ativacdo do NF-kB e na expressdo de citocinas pro-inflamatérias, como
exemplificado na Figura 8§ (MILLER, ERNST, BADER, 2005; DOYLE; O'NEILL, 2006;
KOGUT et al., 2012).

Figura 8 - Via de sinalizacdo de TLR-4.
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Fonte: Adaptado de LI, JIANG E TAPPING (2010); FANG et al. (2017) e ZHOU et al. (2018).

TLR-4- receptor do tipo toll; MyD88- Fator de diferenciacdo mieloide 88; IRAK- Receptor de interleucina 1
associado a quinase; TRAF- fator associado ao receptor de TNF da proteina ligada a ubiquitina; TAK-; MEKK-
MAP quinase quinase quinase; JNK- do inglés: c-Jun NH2 terminal kinase ; ERK1/2- do inglés: extracellular
signal regulated kinase; AP1- fator de transcri¢do da proteina 1; TRAM- molécula adaptadora relacionada ao
TRIF; TRIF- dominio TIR contendo IFN-f indutor de adaptador; complexo IKK- ou IkB quinase, inibidores
enzimaticos do NF-kB; IRF- fator regulador de ineterferon; PI3K- fosfatidilinositol-3-quinase; Akt- ou PKB,
proteina quinase B; mTOR- via da rapamicina; NF-kB- fator nuclear xB.

Nucleo celular

As MAP quinases sdo vias de sinalizagdo celular muito conservadas ao longo da
evolucdo. A cascata cldssica consiste na ativagdo da MAP quinase quinase quinase (MAPKKK),
que fosforila a MAP quinase quinase (MAPKK), que ativa a MAP quinase especifica,
resultando na ativagdo de numerosas proteinas quinases, proteinas nucleares e fatores de

transcri¢do, levando a uma transdu¢do do sinal. Trés grandes grupos de MAP quinases sdao
44



reconhecidos em células de mamiferos: ERK1/2 (do inglés, extracellular signal regulated
kinase), p38 e JNK (do ingés, c-Jun NH: terminal kinase); essas juntamente com o NF-kB
controlam a resposta celular ao estresse e a inflamagdo (WAETZIG; SCHREIBER, 2003;
CUSCHIERI; MAIER, 2005; JUSTINO, 2016). A via MAPK ativa o fator de transcricdo da
proteina 1 (AP-1), que também ¢é responsavel pela expressao de citocinas pro-inflamatorias

(KOGUT et al., 2012).

2.2.5.1.2 A ativagao do mediador fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e da via da rapamicina

(mTOR)

Hyam et al. (2013) afirmam que o TRAF6, TAK-1, TAB-1 e 2, além de poder ativar
o complexo IkB quinase (IKKs), iniciam a fosforilagdao do fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K).

PI3Ks sdo enzimas que catalisam a fosforilagdo de um ou mais fosfolipideos de
inositol na posi¢do 3 do anel inositol. Ambos os substratos e produtos dessas reagdes sao
fosfolipideos cativos da membrana e a agdo das PI3Ks é gerar mensageiros moleculares
especificos nas membranas sobre as quais atuam. Existem oito PI3Ks em células de mamiferos
que sdo classificadas em trés familias; quatro isoformas da classe I (PI3Ka, B, vy, d), trés
isoformas da classe II (PI3KC2a, B, y) € uma unica isoforma da classe III. Alguns dos principais
processos celulares regulados pela sinalizagdo de classe I de PI3K incluem crescimento,
movimento e diferenciacdo. A atividade da classe III de PI3K ainda ¢ pouco compreendido,
mas ¢ provavel que envolva varios eventos de fosforilacdo catalisados por quinases anteriores
a ela na via. As PI3Ks de classe II sdo ainda menos compreendidas, mas evidéncias sugerem
que podem desencadear eventos regulatorios andlogos aos que ocorrem quando lipidios sdo
sintetizados por PI3Ks classe I1I/I (HAWKINS; STEPHENS, 2015).

O PI3K ¢ ativado pelo receptor tirosina quinase, que ativa varias moléculas de
sinalizacdo, sendo a proteina quinase B (Akt ou PKB) seu alvo preferido (AHMAD et al., 2013;
FANG et al., 2017). O Akt pode, em seguida, fosforilar IKK-a (uma das subunidades do
complexo IkB) no T23 (posi¢ao 23 correspondente a treonina na proteina) e essa fosforilagao é
um pré-requisito para a fosforilagdo em s534 (posi¢ao 534 correspondente a serina na proteina),
do p65 de IKK-a e IKK-f. Assim, a fosforilagdo de IkB leva a ativagdo de NF-kB (DAN et al.,
2008; BAI; UENO; VOGT, 2009; AHMAD et al., 2013). O alvo da via da rapamicina (mTOR)
também participa na sinalizagdo a jusante do TLR-4, desempenhando papeis de crescimento

celular e na regulacao imunologica (FANG et al., 2017).
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O mTOR ¢ uma proteina quinase serina/treonina altamente conservada, que
consiste em duas formas de complexos denominados complexo mTORI (mTORCI1) e
complexo mTOR2 (mTORC?2). Evidéncias revelaram que a ativagio de mTORCI1 esta
associada a uma ampla gama de vias de sinalizacdo complexas, incluindo sua proteina
ribossdmica alvo a jusante S6 (RPS6), bem como respostas inflamatérias (NEWTON et al.,
2015).

Zhou et al. (2018) esclarecem que a ativacdo de mTOR desempenha um papel
essencial na ativacdo de neutrofilos e macrofagos desencadeada por TLR-4, através da
sinalizagdo MyD88-MAPK (p38 quinase, JNK e ERK) e a via NF-kB a jusante, como
demonstra a Figura 8. Um estudo conduzido em leitdes, com inflamagao intestinal induzida por
LPS, mostrou a ativagdo das vias PI3K/Akt/mTOR, TLR4/NF-xB e IFN tipo I, repercutindo
em intenso estresse oxidativo e producao de mediadores apoptoticos e de remodelagao tecidual
(Yletal.,2017). Além disso, o mTOR também tem sido associado a fosforilagdo e ativagdo do
IRF-7, bem a como a produgdo aprimorada de IFNs do tipo I (LI, JIANG e TAPPING, 2010).
Schaefter ef al. (2011) encontraram que células mononucleares incubadas com LPS reduzem a
producdo de citocinas anti-inflamatorias, como IL-10 e IL-6, e sugerem que o status de ativagao
da via mTOR pode ser um marcador para identificar pacientes com alto risco de desenvolver
sindrome da resposta inflamatoria sistémica e complicagcdes pds-traumadticas. Da mesma
maneira, Zhou et al. (2018) relataram que o mTOR ativado e a autofagia prejudicada, levam a
piora da colite intestinal por meio da ativagdo de mediadores inflamatdrio

(TLR4/MyD88/MAPK e a via NF-kB a jusante) e ao aumento do estresse oxidativo.

2.2.5.2 O fator de transcri¢gdo NF-kB

O fator nuclear kappa B ¢ um fator transcricional necessario para a coordenagado de
respostas imune inata e adaptativa e ¢ crucial para a expressdo génica de muitos mediadores
celulares (ZINGARELLI et al., 2003). Ele foi descrito inicialmente em 1986, por Sen e
Baltimore, como um fator capaz de se ligar a cadeia leve kappa (k) de imunoglobulina de
linfocitos B, onde ele regula a transcricao (SEM; BALTIMORE, 1986).

Nos vertebrados a familia NF-kB compreende cinco subunidades, denominadas
p50, p52, p65 (RelA), c-Rel e RelB. Essas subunidades podem homodimerizar e
heteromedimerizar em varias combinagdes, as mais comuns consistem em dois polipeptideos

de 50 KDa (p50) e 65 KDa (p65). Nas células em repouso, o NF-kB reside no citoplasma
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associado fisicamente a proteinas conhecidas como inibidoras kB (IkB). Sdo conhecidas sete
espécies de [kBs: IkBa, IkBf3, IkBy, IkBg, Bcl-3, p100 e p105. A ativacdo do NF-«kB requer a
fosforilagdo de seus inibidores fisiologicos, em residuos de serina especificos. Esse processo
de fosforilagdo ¢ mediado pelo complexo de trés proteinas quinases (IKKs) as IKK-a, IKK-3
e IKK-y que desencadeiam a degradacao das [kBs pelo proteossoma 26S. A degradagao permite
que o NF-kB transloque até o nicleo onde regula a expressao de centenas de genes importantes
nas respostas imunes e inflamatorias. Esses, incluem citocinas, moléculas de adesdo e
quimiocinas, receptores necessarios para adesdo e transmigragdo de neutrofilos através das
paredes dos vasos sanguineos, receptores envolvidos no reconhecimento imune, como
membros do complexo principal de histocompatibilidade e proteinas envolvidas na
apresentacdo de antigenos. Expressa varios genes que neutralizam o processo apoptotico de
morte celular, regulam a proliferacdo e a sobrevivéncia celular, modulam a sobrevivéncia de
neutrofilos, além da diferenciacdo dos linfocitos B e T no local da infec¢do, permitindo que
essas c¢lulas medeiem suas fungdes antimicrobianas e imunolédgicas (ZINGARELLI, 2005).

Dentre os produtos liberados ap6s a ativagdo no NF-kB destacam-se: cicloxigenase-
2 (COX-2), a forma induzida de oxido nitrico sintase (iNOS) (ZINGARELLI, 2005) e uma
enorme variedade de citocinas pro-inflamatorios, Il1-1, IL-6, IL-8, IL-2, TNF-a e IL-1B
(JUSTINO et al., 2019).

Além de genes pro inflamatérios, o NF-«kB induz a expressdo do seu proprio
inibidor IkBa., sendo capaz de atenuar a ativagao continua do fator nuclear kB. Além disso, o
IkBa recém-sintetizado entra no nucleo para ligar o NF-xB ativado e poder transporta-lo de
volta ao citoplasma para finalizar a transcri¢ao dependente de NF-kB. Posteriormente, um novo
mecanismo foi descrito para a desativagdo de NF-kB envolvendo acetilagdo e desacetilagcdo da

subunidade p65 (ZINGARELLI et al., 2003).

2.3 O Tratamento da mucosite intestinal

Atualmente, os tratamentos para a mucosite sdo paliativos e tem o objetivo de
realizar a reidratacdo oral, a reposi¢do de eletrélitos, ou o uso de farmacos que reduzam a perda
de liquidos, ou diminuam a motilidade intestinal. Vérias substancias sdo utilizadas na pratica
clinica, tais como: Sulfato de zinco, antimicrobianos, analgésicos, antioxidantes, terapias de
produtos naturais, probioticos, entre outros (VAN SEBILLE et al., 2015).

Mais especificamente, para o tratamento da mucosite intestinal por 5-FU sdo
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descritos tratamentos com vitamina E, diminuindo MDA e aumentando grupos sulfidrila em
ratos (SUBRAMANIAM; SUBRAMANIAM; SHYAMALA DEVI, 1995); com o dipeptideo
alanil-glutamina, melhorando permeabilidade e morfologia intestinal de ratos (BAI; JIANG;
LIU, 1996; CARNEIRO-FILHO et al., 2004); com fibras dietéticas, protegendo a estrutura
intestinal e a fungdo da barreira intestinal de ratos (DENG et al., 1998) ou fibra alimentar
soluvel, reduzindo a toxicidade causada pelo quimioterapico (FUKUDOME et al., 2014); com
um extrato de alho envelhecido protegendo o intestino delgado de ratos (HORIE et al., 2001);
com 0 hormdnio do crescimento, em ratos (CLAVIJO et al., 2004); com anti-inflamatorio capaz
de inibir a produg@o de NF-kB, IFN-y e IL-12 (ZHAO et al., 2004); com o uso de farmacos que
inibem seletivamente tirosina-quinases (ZLOTNIK et al., 2005); com oleo de peixe,
preservando o niumero de linfécitos no intestino e os niveis de IgA (FUKATSU et al., 2008),
com 6leo de emu e oliva, reduzindo MPO e danos teciduais em ratas (MASHTOUB; TRAN;
HOWARTH, 2013) ou com o acido graxo Omega-3 diminuindo o dano a mucosa em
camundongos (GENEROSO et al., 2015); com antibidticos, como a minociclina em
camundongos (HUANG et al, 2009); com rebamipida, usado para protecdo de mucosas (KIM
et al., 2015); com L-arginina, promovendo a recuperagdo parcial da mucosa, reduzindo a
inflamagio e melhorando a permeabilidade intestinal (LEOCADIO et al., 2015; BALMANT et
al, 2018), L-citrulina, atenuando danos teciduais e diminuindo a permeabilidade intestinal
(ANTUNES et al., 2016) ou taurina, prevenindo complicagdes em ratos (AL-ASMARI et al.,
2016a). Os tratamentos mais recentes utilizam a administragdo de “bidticos” (BATISTA et al.,
2020), sejam eles probidticos, revertendo parametros inflamatdrios, oxidativos e funcionais
(JUSTINO et al., 2014; JUSTINO et al., 2015; LIMA et al., 2018; QUARESMA et al., 2019;
JUSTINO et al., 2019); prebidticos, que sdo fibras utilizadas pelos organismos da microbiota
durante o processo de fermentagao, resultando na produgdo de diversos compostos capazes de
modular a fungdo das células imunes no intestino, apresentando principalmente efeitos anti-
inflamatorios (LUU; VISEKRUNA, 2019), como por exemplo o uso de butirato, um tipo de
acido graxo de cadeia curta (SCFA) (FERREIRA et al., 2012); simbidticos, que ¢ a formulagdo
de probidticos e prebidticos juntos; paraprobiodticos, que sdo organismos inativados (BATISTA
et al., 2020) ou pds-bidticos, que se referem a fatores soliveis, que podem ser produtos (ou
subprodutos metabdlicos) secretados por bactérias viaveis ou liberados ap6s sua lise (CUEVAS-
GONZALEZ; LICEAGA; AGUILAR-TOALA, 2020).

Além desses compostos citados acima, varios compostos derivados de produtos

naturais foram usados no tratamento da mucosite intestinal por 5-FU, reduzindo seus efeitos
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adversos, como glicoglicerolipidios extraidos do espinafre (SHIOTA et al., 2010), extrato
aquoso de Ganoderma lucidum (WATANABE et al., 2013), extrato glicolico de Bidens pilosa
L. (Asteraceae) (DE AVILA ef al., 2015) e proantocianidinas de Ficus virens (CHEN et al.,
2017).

Os produtos naturais, incluindo extratos brutos, fragdes enriquecidas com
componentes bioativos e compostos puros derivados de ervas, bem como féormulas de ervas
podem reduzir a mucosite oral induzida por quimioterapia e radioterapia, a toxicidade
gastrointestinal, a hepatotoxicidade, a nefrotoxicidade, a lesdo do sistema hematopoiético, a
cardiotoxicidade e a neurotoxicidade (ZHANG et al., 2018).

Evidéncias recentes tém demonstrado que o uso de diversos fitoterapicos e produtos
naturais apresentaram alta eficacia no tratamento de doengas intestinais. Dentre esse compostos,
destacam-se aqueles capazes de manter a integridade da barreira epitelial intestinal, regular a
ativacao de macrdfagos, modular a atividade de moléculas mediadoras de resposta imune inata
e adaptativa e inibir desordens imunes, modulando TNF-a (GUO et al., 2017).

Outros mecanismos apontados no tratamento da mucosite intestinal, tratados com
produtos naturais sdo: efeitos antieméticos, reducao de apoptose e necrose epitelial, inibicao do
estresse oxidativo e inflamacao, inibi¢do da liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, reparos

em danos do DNA e redutor da motilidade intestinal, explicitados no Quadro 2.
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Quadro 2 — Produtos naturais e seus efeitos na mucosite intestinal.

Produto natural

Efeito biologico

Ingrediente ou fonte

Referéncia

Ginseng vermelho

Anti-inflamatorio

Ginsenosideos

KIM et al. (2017b)

6-Gingerol

Antiemético pela inibi¢ao de
receptores de neuroquinina-1,
serotonina e dopamina

O composto mais abundante
no gengibre

KONMUN et al. (2017)

Rehmannia glutinosa

Inibi¢do da inflamagdo e do
estresse oxidativo

Glicosideos iridoides,
glicosideos fennetilalcool e
derivados furfurais

SHI et al. (2016)

Rutina

Antioxidante e anti-inflamatorio

Uma flavona glicosilada
encontrada no ché preto e na
casca da maca

GAUTAM et al. (2016)

.....

Inibidor de NF-kB e caspases

Um derivado triterpenoide
pentaciclico obtido da planta
licorice

RASHID et al. (2017)

Antioxidante, anti-inflamatorio,

Cha verde ) ) ) e Produto fonte de catequinas EMAMI et al. (2014)
antibacteriano e anti motilidade
R DNA
o eparo do dano ao DN .. .| KATIYAR, PAL ¢ PRASAD
Proantocianidinas dependente da ativagdo imune e Uma classe dos polifendis

melhora da disfun¢do mitocondrial

(2017); YANG et al. (2017)




Diversos estudos tem demonstrado que as propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias de vérios agentes derivados de plantas possuem potencial significativo no
tratamento da mucosite intestinal, reduzindo os efeitos adversos causados pelo tratamento
anticancer (YAZBECK; HOWARTH, 2009; CHEN et al., 2016; GAUTAM et al., 2016; KIM
et al.,2017b; ZHANG et al., 2018; BOEING et al., 2020).

Nesse contexto, diversos compostos derivados de produtos naturais foram
pesquisados e demonstraram exercer propriedades anti-inflamatorias potentes (AZAB;
NASSAR; AZAB, 2016). Os metabolitos secundarios fenolicos sdo um grande grupo de
compostos organicos com vasta variedade de constituintes quimicos. Eles sdo bem conhecidos
por suas propriedades antioxidantes e seu papel protetor nos processos de doengas mediadas
por radicais livres. Por essa razdo, eles também sao relatados como eficazes contra doengas
inflamatorias. As classes mais comuns desse grupo de compostos sdo flavonoides, acidos

fenolicos, cumarinas, lignanas, entre outros (SALEEM et al., 2018).

2.3.1 Os compostos fendlicos ou polifendis

Nesse contexto, os polifendis sdo sintetizados no metabolismo secundario de
plantas a partir de duas rotas metabolicas principais: a via do 4cido chiquimico e a via do 4cido
mevaldnico, a qual ¢ menos significativa (VIZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010).

Os compostos fenolicos protegem os tecidos da planta contra injuria, insetos e
ataque de animais, além de atrair animais para a poliniza¢do ou dispersdo de sementes. Eles sdo
constituintes de varios alimentos. Possuem sabor amargo, odor e coloragcdo caracteristicos,
oferecendo prote¢ao contra processos oxidativos (MANACH et al., 2004; TANIGAWA; FUJII,
HOU, 2007; VIZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010).

Eles sdao largamente encontrados em frutas, bagas, caules, flores, legumes secos,
cereais, ervas e especiarias, vinho tinto, chd, café¢ e chocolates. Assim, esses compostos
antioxidantes sdo encontrados em maior quantidade nos alimentos quando comparado com os
demais fitoquimicos dietéticos (HUSSAIN et al., 2016). A quantidade pode diferir segundo a
variedade do fruto, a maturagdo, o momento da colheita, o armazenamento e fatores ambientais,
sendo a exposi¢cdo solar o maior determinante na producao desses compostos (D’ARCHIVIO
et al.,2007). Os métodos de preparo culinario também influem na quantidade de polifendis nos
alimentos. O descasque simples de frutas e legumes pode eliminar uma por¢ao significativa de

polifendis, porque essas substancias geralmente estdo presentes em concentragdes mais altas
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nas partes externas do que nas partes internas. Além disso o cozimento também influi reduzindo
significativamente o teor desses compostos (MANACH et al., 2004).

A biodisponibilidade dos compostos fendlicos depende de varios parametros,
incluindo digestdo, absor¢do e metabolismo (HUSSAIN et al., 2016). A maioria dos polifendis
estd presente nos alimentos na forma de ésteres, glicosideos ou polimeros que ndo podem ser
absorvidos na sua forma ativa. Eles devem ser primeiramente hidrolisados por enzimas
intestinais ou por microbiota colonica antes de serem absorvidos. Durante a absor¢do, os
polifendis sdo conjugados no intestino delgado e posteriormente no figado. Esse processo inclui
principalmente metilagao, sulfatacdo e glucuronidagdo. Este ¢ um processo de desintoxicagao
metabdlica comum a muitos xenobiodticos que restringe seus potenciais efeitos toxicos e facilita
sua eliminagdo biliar e urindria, aumentando sua hidrofilicidade. Os polifendis em circulagdo
sdo derivados conjugados que sdo extensivamente ligados a albumina. Eles sdo capazes de
penetrar nos tecidos, particularmente naqueles onde sdo metabolizados. Esses compostos e seus
derivados sdo eliminados principalmente na urina e na bile. Os polifendis sdo secretados pela
via biliar no duodeno, onde sdo submetidos a agdo de enzimas bacterianas, especialmente a
glucoronidase, nos segmentos distais do intestino, ap6és o que podem ser reabsorvidos,
caracterizando a circulagdo entero-hepatica, o que levar a uma presenca mais longa de
polifendéis no corpo (MANACH et al., 2004; HUSSAIN et al., 2016).

Os polifenois constituem um grupo de compostos que vém sendo largamente
estudados em fungdo de sua agdo anti-inflamatoria, antibidtica e moduladora do fator de
transcri¢do 2 (Nrf2), que estd associado a protecdo celular contra o estresse oxidativo e a
inflamacdo (CARDOZO et al., 2013). A atividade antioxidante dos polifenois possui relagdo
com a capacidade de neutralizagdo ou sequestro de radicais livres e quelagdo de metais de
transicdo. Ele pode agir tanto na etapa de iniciacdo como na propagagdo do processo oxidativo
(SOUSA et al., 2007).

Até o momento, mais de oito mil compostos fenolicos foram identificados nas
plantas. Eles compreendem uma grande variedade de moléculas que possuem uma estrutura
fendlica (isto ¢, varios grupos hidroxila em anéis aromaticos), ou moléculas com um anel fenol,
como acidos fendlicos e alcoois fenolicos. Os polifendis sdo divididos em varias classes, de
acordo com o niimero de anéis de fenol que eles contém e com os elementos estruturais que
ligam esses anéis entre si. Os principais grupos de polifenois sdo: flavonoides, acidos fenolicos,
estilbenos e lignanas (Figura 9) (MANACH et al., 2004; D’ARCHIVIO et al., 2007; PANDEY;
RIZVI, 2009; YAHFOUFI et al., 2018).
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Figura 9 - Estrutura quimica dos polifenois.
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Fonte: Adaptado de MANACH et al. (2004).
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2.3.2 Os flavondides

Os flavonoides, uma das classes dos polifenois, sdo compostos fenodlicos
amplamente encontrados em alimentos de origem vegetal. Todos os componentes dessa classe
possuem um esqueleto de quinze carbonos com dois anéis aromaticos ligados a trés carbonos,
formando um anel heterociclico. A presenga e posi¢cdo dos elementos estruturais que ligam os
anéis entre si, e a depender do estado de oxidacdo do anel central do pirano, determinam as
acOes bioquimicas e a divisdo dos flavonoides em seis subclasses, conforme Quadro 3:
flavonois, flavonas, flavanonas, isofavonas, antocianidinas e flavanois (MANACH et al., 2004;

D’ARCHIVIO et al., 2007; NABAVI et al., 2015).

54



Quadro 3 — Subclasses dos Flavonoides e suas principais fontes alimentares.

&

Subclasse Estrutura quimica Exemplos de componentes Fontes alimentares
Maga; figos frescos; cranberies frescos,
V@ secos e adogados; couve de bruxelas; trigo
o e . i
) ) L sarraceno; chicoria; cerejas Morello
Flavonois Quercetina, Campferol, Miricetina .. ’ ’ ) >
“OH mirtilo; groselha; aspargos assados; goji
. beries; cebola roxa; alface; rabanete; salsa
secas e alcaparras frescas
o @ Uvas vermelhas; limdes; chicéria; aipo;
Flavonas @);(\ Luteolina, Apigenina, Tangeretina | pimenta verde; alcachofra; salsinha;
z orégano desidratado; salsa desidratada
°¢© Naringerina, Eriodictiol, Alcachofras; suco de toranja; laranja;
Flavanonas . o , .
Hesperedina limdes; uvas; orégano desidratado
(o]
. . . Magca e suco de maga; favas cozidas;
Catequinas, Epicatequinas, . .
) OH : . damasco; amora silvestre; péssegos; cacau
Flavanois Epigalocatequinas, . ; )
. em po seco; chocolate escuro; vinho tinto;
Proantocianidinas . ,
o chd preto; noz pecan; cha verde
Avelas; cereja Morello; peras; uvas pretas;
. o /© Pelargonidina, Cianidina, vinho tinto; noz pecan; morango; mirtilos;
Antocianidinas . o .
M or Delfinidina, Petunidina, Malvidina | framboesa; repolho roxo; groselha; amora
silvestre; grao de bico
o\
L - Tremocgo; brocolis; couve-flor; cevada;
Isoflavonas (Z( Daidzeina, Genisteina 50 ’ ’ ’
o

fava; extrato de vinho tinto; linhaga; soja

Fonte: Adaptado de KOZLOWSKA; SZOSTAK-WEGIEREK (2014); FENG et al. (2018) e KO (2014).
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Fontes alimentares importantes de flavondides sdo vegetais, frutas, sementes,
alguns cereais, além de vinho, chd e certas especiarias. O Quadro 3 demonstra exemplos de
alimentos que contém flavondides segundo suas subclasses.

As frutas conhecidas como beries (morangos, framboesas, amoras, mirtilos,
groselhas, agai e romd) sdo fontes de nutrientes bioativos, como os flavonoides. Diversos
estudos tém mostrado que o consumo regular desses alimentos pode ajudar a prevenir uma
ampla gama de patologias (FOLMER et al., 2014). Dentre as atividades descritas destacam-se
as fungdes antioxidante, a anti-inflamatdria, a antidiabética e a neuro protetiva (FENG et al.,
2018). Kozlowska e Szostak-Wegierek (2014) confirmam essas atividades ao afirmar que o
consumo regular de fontes alimentares de flavonoides esta associado com uma redug@o no risco
de doencas cronicas incluindo canceres, doencas cardiovasculares e desordens
neurodegenerativas. As atividades anti-inflamatérias moleculares dos flavonoides incluem a
inibi¢do de fatores de transcrigdo como NF-«kB e proteina-1 ativadora (AP-1) e, assim como o
proposto para o grupo dos polifenois, a ativagao do fator 2 relacionado ao fator nuclear-eritroide
(Nrf2) (SERAFINI; PELUSO & RAGUZZINI, 2010).

Dentre as beries com grande capacidade antioxidante, o acai, um fruto encontrado
na regido norte do Brasil, apresenta efeitos potentes contra doengas cronicas ndo transmissiveis,
motivo pelo qual vérios estudos tem sido conduzidos para investigar seu efeito antioxidante e

anti-inflamatorio (FRAGOSO et al., 2012; XIE et al., 2012; CHOI et al., 2017).

2.4 O Acai (Euterpe oleracea Mart.)

Os produtos mais explorados do agaizeiro sdo os palmitos e os frutos. Esses tltimos
continuem o principal produto de interesse cientifico (DEL POZO-INSFRAN; BRENES;
TALCOTT, 2004; FREITAS, 2010). A polpa extraida desses frutos tem se destacado no cenario
cientifico, devido aos beneficios a satde, atribuidos ao seu consumo. A espécie Euterpe tem um
elevado potencial econdmico, pois seus frutos sdo utilizados na preparagdo de bebidas
energéticas e exportadas para todo o mundo (YAMAGUCHI et al., 2015).

O Género Euterpe possui cerca de 28 (vinte e oito) espécies localizadas nas
Américas Central e Sul, distribuidas por toda a bacia amazonica, entretanto, apenas a E.
olerdacea e a E. precatoria tem os frutos explorados comercialmente (Figura 10). A E.
precatoria € nativa do estado do Amazonas, conhecido popularmente como "agai-do-amazonas"
e ¢ encontrado na bacia do rio Amazonas (CHOI et al., 1998). A E. oleracea, popularmente

conhecida como "acai-pard", ¢ encontrada principalmente em terras baixas € em areas de
9
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floresta inundada do estuario do rio Amazonas, nas propriedades brasileiras do Pard, Maranhao,

Tocantins, Amapa e também na Guiana e Venezuela (MUNIZ-MIRET, et al., 1996).

Figura 10 — Sementes e frutos das espécies comerciais do agai.
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Fonte: Adaptado de YAMAGUCHI et al. (2015).
A — E. precatoria e B — E. olerdcea.

Cada fruto de acai pesa aproximadamente 2g e a cor da fruta madura ¢é roxa escura.
Eles contém uma semente marrom clara que representa cerca de 90% do didmetro da fruta, (de
1 a2 cm) e até 90% do seu peso (de 0,7 a 1,9g). Essas sementes sdo cobertas por uma camada
de fibra rugosa (casca) sobre uma polpa violeta comestivel fina. Para separar as sementes da
polpa, os frutos sdo macerados com agua morna e fiados em retificadoras especiais
(RODRIGUES et al., 2006; ALESSANDRA-PERINI et al., 2018).

A polpa de agai é composta por aproximadamente 48% de lipidios, 13% de proteina,
8% de aminoacidos, 25% de agucares totais e compostos menores, como fibras e vitaminas.
Os lipidios representam cerca de 90% do total de calorias presentes no suco de agai, portanto,
o consumo desse produto fornece uma boa ingestao de 4cidos graxos mono e polinsaturados.
Além disso, a polpa ¢ rica em varios fitoquimicos, incluindo lignanas, compostos fendlicos
(antocianinas, proantocianidinas e outros flavondides) e resveratrol, em baixas concentragdes

(YAMAGUCHI et al., 2015; ALESSANDRA-PERINI et al., 2018).
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Silva et al. (2014) demonstraram em seus estudos que o caro¢o de acai apresenta
maior teor de compostos fendlicos (28,3%) do que o fruto inteiro (25,5%) e a casca (15,7%), e
que essa composicao quimica estd associada aos efeitos farmacologicos relacionados ao uso do
extrato do carogo do agai (ALESSANDRA-PERINI et al., 2018). Rocha et al. (2007)
corroboraram esses resultados ao mostrar que o extrato hidoalcodlico do caroco do agai
apresentou efeito vasodilatador mais potente que o extrato do agai e o extrato aquoso do carocgo
do agai, indicando que esse tipo de extragdo proporciona maior teor de fitoquimicos com agao

antioxidante.

2.4.1 O extrato hidroalcodlico do caroco do acai (ASE)

A analise do extrato hidroalcodlico obtido das sementes do acai (Euterpe olerdcea)
(ASE) demonstrou a presenga de dezoito procianidinas, além de dezenove compostos fendlicos,
incluindo catequinas e epicatequinas (MELO et al., 2016). A avaliagdo do extrato por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) revelou que ele ¢ composto por 88% de
proantocianidinas e, em menor percentual, por catequinas e epicatequinas. A analise quimica e
espectrométrica revelou que o ASE ¢ composto predominantemente de procianidinas
poliméricas (dimeros até pentdmeros), heteropolimeros com uma unidade de galocatequina e,
em menor grau, de procianidinas galilizadas (RODRIGUES et al., 2006; DE OLIVEIRA et al.,
2015).

Esse perfil de fitoquimicos ¢ apontado como o responsavel pelo potente efeito
antioxidante do ASE (RODRIGUES et al., 2006). Para a avaliagdo da capacidade antioxidante
de alimentos, que ¢ resultado de uma mistura de diferentes compostos bioativos com diferentes
mecanismos de a¢do, funcionando por interacdes sinérgicas, € necessario combinar mais de um
ensaio, in vitro. O ASE mostrou uma redugdo potente no radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) e no método ABTS (2,2 -azinobis-3-etilbenzotiazolina-6- acido sulfénico), ambos
utilizados para avaliar a capacidade antioxidante do composto. Além dessas metodologias, a
avaliagdo do ASE, através dos métodos FRAP (Ferric Reducing Ability - Capacidade de
reducdo férrica) e ORAC (capacidade de absorbancia do radical de oxigénio), reforgou a alta
capacidade antioxidante do composto, sugerindo que ele pode ter papel protetivo contra o
cancer de pulmao (MARTINEZ et al., 2018). O ASE apresentou, ainda, boa capacidade
antioxidante contra os radicais peroxil, peroxinitrito e hidroxila, (RODRIGUES et al., 2006).
Esses resultados comprovam o alto potencial antioxidante para o uso em alimentos, produtos

de satide e no tratamento de patologias com perfil oxidante (MARTINEZ et al., 2018).
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2.4.2 O efeito farmacologico do ASE

O ASE apresentou efeito antioxidante em modelo de ratos hipertensos com lesao
renovascular. Os resultados demonstraram que o extrato aumenta a atividade das enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase; aumenta a expressdao de SOD-1
¢ SOD-2 e diminui a enzima 6xido nitrico sintetase endotelial (eNOS). Nesse mesmo estudo, o
ASE preveniu o aumento dos niveis de malondialdeido (MDA), da proteina carbonil, o
remodelamento vascular e o aumento da expressdo de metaloproteinase 2 (MMP-2) (DA
COSTA et al., 2012). O ASE apresentou ainda diminui¢ao na producao de 6xido nitrico (NO)
através da inibi¢ao da enzima 6xido nitrico sintetase induzida (iNOS) em modelos de disfungao
cardiaca em ratos (ZAPATA-SUDO et al.,, 2014) e em cultura de células RAW 264.7
(MATHEUS et al.,2006). Esse extrato foi capaz, também, de reduzir os niveis de 8-isoprostrano,
um marcador de estresse oxidativo, em tecido adiposo branco de ratos obesos (SANTOS et al.,
2020).

Diversos outros estudos apontam o papel antioxidante do ASE na redugdo da
inflamagao, como por exemplo no estudo de Da Costa et al. (2017) que demostrou melhora na
lesdo renal, prevenindo a albumintiria e o aumento dos niveis séricos de ureia e creatinina. Além
disso, o ASE foi associado a diminui¢do dos danos glomerulares e fibrose renal em ratos
hipertensos com lesdo renovascular. Cordeiro et al. (2018) associou o uso dos polifenois
existentes no extrato do carocgo do agai na prevenc¢do da disfuncao renal, na melhora da barreira
da filtracdo renal e na preservagdo da morfologia renal em ratos diabéticos e espontaneamente
hipertensos, concluindo que o ASE fornece um recurso nutricional para a prevengdo de
nefropatia diabética e hipertensiva, através da reducao da pressao arterial sistolica e com agdes
vasodilatadoras.

O efeito antioxidante e vasodilatador também foi identificado como mecanismo
para evitar a disfuncdo endotelial e alteracdes estruturais vasculares na hipertensdo. Esses
efeitos sdo resultado da ativacdo da NOS e inibicdo da ativagdo da MMP-2 (ROCHA et al.,
2007; DA COSTA et al., 2012).

O aumento da biodisponibilidade do NO e as a¢des antioxidantes também foram
relacionados com a vasodilatagdo da artéria uterina, permitindo melhor fluxo sanguineo de
oxigénio e para o fornecimento de nutrientes ao feto em ratas gravidas, com dieta pobre em
proteina. Esse protocolo contribuiu para a melhoria dos parametros avaliados na prole relativos
a deficiéncia de proteina no desenvolvimento intrauterino (DE BEM et al., 2014). O ASE

também foi efetivo em proteger as alteragdes cardiovasculares maternas, em modelo
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experimental de pré-eclampsia, e as mudangas e restricdes de crescimento intrauterino da prole.
O efeito protetor foi parcialmente atribuido a sua propriedade antioxidante (DA SILVA et al.,
2020).

Ainda sobre o efeito vasodilatador, o ASE ¢ capaz de impedir a intolerancia ao
exercicio, a hipertrofia e disfun¢do cardiaca e a fibrose em ratos com infarto miocardial
(ZAPATA-SUDO et al., 2014). Além da disfun¢do endotelial, o extrato protege camundongos
alimentados com dieta rica em gordura contra a obesidade, a hipercolesterolemia, a
hiperglicemia e a resisténcia a insulina (DE OLIVEIRA et al., 2010). Outras atividades
relacionadas ao uso do ASE sdo: diminui¢do da ingestdo de alimentos e o ganho de massa
corporal, melhora da adiposidade e da esteatose hepatica. O mecanismo envolvido conta com a
expressdo reduzida do gene SREBP-1c, que codifica fator de transcricdo 1 de ligagdo ao
elemento regulador de esterol, e aumento da expressdao de pAMPK (proteina quinase ativada
por adenosina monofosfato fosforilada), que modula negativamente a ACC (acetil-CoA
carboxilase) e a HMG-CoA redutase (3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA redutase) (DE
OLIVEIRA et al., 2015).

Ratos diabéticos que receberam ASE e que foram induzidos ao treinamento fisico
reduziram a esteatose hepatica. O mecanismo envolve a diminuicdo da lipogénese hepatica
mediada por AMPK (proteina quinase ativada por adenosina monofosfato), inibicdo da
montagem e secre¢do de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e de colesterol total
e a elevacdo da excre¢do de colesterol na bile pelo transportador ABCG8 (do inglés, ATP-
binding cassette sub-family G member 5) (DE BEM et al., 2018b). Na obesidade, o extrato
demonstrou capacidade de modular o processo adipogénico, atuando na regulacdo da
diferenciagdo e maturacdo de adipocitos e, consequentemente, na inibi¢do do processo de
adipogénese (TRINDADE et al., 2019). Atuou, também, controlando a produ¢ao de mediadores
inflamatorios no tecido adiposo branco, como IL-6, TNF-a e a proteina quimioatraente de
monocito 1 (MCP-1) (SANTOS et al., 2020). Em ratos diabéticos o ASE aumentou a expressao
de proteinas sinalizadoras de insulina nos musculos esqueléticos e no tecido adiposo e
aumentou o peptideo semelhante a glucagon- 1 (GLP-1), hormdnio intestinal que leva a
secre¢do de insulina, no plasma. Associada ao treinamento fisico, o extrato potencializou a
redu¢do da glicemia, diminuindo os niveis de TNF-a, aumentando as expressoes de pAkt
(proteina quinase b fosforilada) e adiponectina no tecido adiposo e as expressdes de receptores
de insulina (IR) e pAMPK (proteina quinase ativada por adenosina monofosfato fosforilada) no
musculo esquelético (DE BEM et al., 2018a).

O Extrato do carogo do agai atua reduzindo a inflamagao pulmonar induzida pela
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fumaga de cigarros, diminuindo significativamente os niveis de macréfagos alveolares (AMs)
e numero de neutrofilos (PMNs), MPO, SOD, CAT, NO e TNF-a, aumentando GPx (DE
MOURA et, 2012). O efeito anti-inflamatério também foi observado em respostas nociceptivas
a dor aguda/inflamatéria em camundongos, reduzindo a hiperalgesia térmica, a contor¢ao
induzida por acido acético e a hiperalgesia térmica induzida por carragenina. Além disso, a
administracdo de ASE reduziu as fases neurogénica e inflamatoria apos injecao intraplantar de
formalina em ratos; preveniu a dor cronica em um modelo de ligacdo do nervo espinhal,
incluindo hiperalgesia térmica e alodinia mecanica (SUDO et al., 2015).

O ASE também foi eficaz em reduzir a ansiedade em ratos que foram separados
precocemente de suas maes. Esse efeito ¢ mediado pela correcdo nos niveis do hormdnio
estimulante de corticotrofina (CRH), na expressdo de receptores de cortisol e nos niveis de
norepinefrina. Os mecanismos subjacentes a este efeito benéfico do ASE podem envolver a
reducdo de hiperatividade do eixo hipotalamo-hipéfise adrenal (HPA), a ativagdo da via NO-
BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro) -TRKB (Receptor tropomiosina da quinase B)
no sistema nervoso central e sua propriedade antioxidante que contribui para a melhora da
neuroplasticidade, do sistema monoaminérgico e comportamento ansioso (DE BEM et al.,
2020).

O uso de ASE, in vitro, em células cancerosas mamarias (MCF-7) demonstrou
potente efeito citotoxico por estimulo de apoptose, autofagia e necrose das células neoplasicas
(SILVA et al., 2014; FREITAS et al., 2017). Em culturas de células humanas de carcinoma de
pulmao, esse extrato foi capaz de modular o ciclo celular e a taxa de apoptose, inibindo
efetivamente o crescimento celular (MARTINEZ et al., 2018).

Os efeitos do uso de agai foram verificados em diversos tipos de extratos, como
polpa, suco, 6leo e sementes. Uma revisdo relatou que eles tem sido administrados
principalmente pela via oral, por gavagem ou como parte integrante da dieta. A dose
administrada varia de 30 mg/Kg a 40.000 mg/Kg a depender do tipo de extrato
(ALESSANDRA-PERINI et al., 2018). Vérios estudos demonstram a auséncia de toxicidade
do acai. Sua utilizagdo revelou que o peso corporal, o consumo alimentar, a mortalidade, a
producdo de citocinas pr6 e anti-inflamatdrias, a expressdo citoplasmatica e nuclear de [3-
catenina, parametros oftalmologicos, hematoldgicos e bioquimicos, exame de urina, peso da
bexiga e do rim, marcadores bioquimicos renais, toxicidade renal e pulmonar, proteinas
hepaticas e estresse oxidativo do musculo e do figado permaneceram inalterados (STONER e¢
al., 2010; SCHAUSS et al., 2010; FRAGOSO et al., 2012; FRAGOSO et al., 2013;
NASCIMENTO et al., 2016; MONGE-FUENTES et al., 2017).
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Os trabalhos conduzidos exclusivamente com o extrato hidroalcodlico do
caroco do acai demonstraram auséncia de toxicidade em doses até 300 mg/Kg, administrados
diariamente por via oral, em modelos experimentais.

O uso de 200 mg/Kg de ASE ndo alterou a pressdo arterial sistolica; o MDA e
proteinas carboniladas, no plasma, no figado, no rim e no cérebro; a enzima superdxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase, no plasma, no figado, no cérebro e no rim; a enzima
6xido nitrico sintetase endotelial; o peso do figado; esteatose hepatica; as enzimas AST
(aspartato-aminotransferase) e ALT (alanino-aminotransferase); glicemia; colesterol total,
triglicerideos (TG), colesterol LDL (lipoproteina de baixa densidade) e HDL (lipoproteina de
alta densidade) (DA COSTA et al., 2012; DE BEM et al., 2014; DE BEM et al., 2017; DA
COSTAetal., 2017, DEBEM et al., 2018a; DE BEM et al., 2020). O uso dessa dose, associado
ao exercicio fisico, também ndo modificou a dosagem de hemoglobina glicada, utilizada para
analisar o perfil glicémico; a insulina sérica e o indice de HOMA (do inglés, homeostatic model
assessment), que avalia a presenca de resisténcia a agdo da insulina; o HOMA-BETA, utilizado
para avaliar a atividade das células pancreéticas; a expressao do receptor de insulina, GLUT-4;
dos niveis de leptina, adiponectina e GLP-1; de Akt e pAkt e das citocinas IL-6 ¢ TNF-a (DE
BEM et al., 2018a). Permaneceram inalterados volume e fibrose renal; nimero de glomérulos
(por area e por rim) e volume glomerular médio; ureia, creatina, albumina, renina, sodio e
potassio séricos e volume urindrio e excre¢do urinaria de proteinas (DE BEM et al., 2014; DA
COSTA et al., 2017).

O uso de 300 mg/kg do extrato do carogo ndo alterou os seguintes pardmetros:
ganho de peso corporal; gordura abdominal; variagdo na pressdo arterial sistolica; TG,
colesterol total, colesterol LDL e HDL séricos; TG e colesterol hepaticos; carbonilagdo de
proteinas e MDA hepaticos; glicemia; teste de tolerancia oral a glicose, insulina sérica; indice
de HOMA; HOMA-IR; MDA sérico; leptina e adiponectina plasmaticos; quantidade de
neutrofilos e macrofagos alveolares; infiltrado e MPO pulmonares; quantidade de nitrito, SOD,
CAT, GPx, razdo glutationa reduzida/oxidada, S8-isoprostano, TNF-a, IL-6 e MCP-1
(quimioatrantes de monocitos) (DE OLIVEIRA et al., 2010; DE MOURA et al., 2011; DE
OLIVEIRA et al., 2015; SANTOS et al., 2020).
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3. JUSTIFICATIVA

O cancer ¢ uma das doengas mais incidentes no mundo, sendo a segunda principal
causa de morte nos ultimos anos (WHO, 2020). O 5-Fluoruracil ¢ amplamente utilizado em
adenocarcinomas de diversas etiologias, sendo apontado como eficaz no tratamento de canceres
que sofreram metdstases, ou que tem a possibilidade de o fazer (MCCARTHY et al., 1998;
MITCHELL et al., 2006; LEITAO et al., 2007a; GIFONI, 2012). E indicado nos tratamentos
de cancer colorretal e de mama, que estdo entre os mais incidentes no Ceard, no Brasil e no
Mundo (WHO, 2020; INCA, 2020). Entretanto, esse tratamento pode trazer varios efeitos
colaterais debilitantes, entre eles a mucosite intestinal (FERREIRO et al., 2003).

A mucosite ¢ caracterizada por inflamacao intestinal que causa alteragdes epiteliais
como ulceragdes e alteragcdes significativas na estrutura da membrana mucosa como a
infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares com danos subsequentes a barreira epitelial
(SOARES et al., 2013; JUSTINO et al., 2015), aumento na produgdo de espécies reativas de
oxigénio (QUARESMA et al., 2019) e ativacdo de vias inflamatorias importantes como a TLR-
4/MyD88/NF-«kB/MAPK e a via PI3K/AKT/mTOR (Y1 et al., 2017; JUSTINO et al., 2019). E
seguida ainda por manifestagdes clinicas, tais como dor, nauseas, dispepsia, disfagia, vomitos
e diarreia. (PEDROSO et al., 2015). Existe grande quantidade de substancias em investigacao
para o tratamento da mucosite intestinal; entre essas, extratos oriundos de produtos naturais se
mostraram bastante promissores em reduzir a toxicidade gastrointestinal induzida por
quimioterapia e radioterapia (ZHANG et al., 2018). Dentre esses extratos, o extrato
hidroalcoolico do caro¢o do agai possui efeito antioxidante e anti-inflamatério, como o
demonstrado no modelo de inflamag¢do pulmonar induzida pela fumaca de cigarros, reduzindo
significativamente o nimero de neutroéfilos, mieloperoxidase, SOD, CAT, GPx, de 6xido nitrico
e TNF-a (DE MOURA et al., 2012). Em adi¢do, o efeito anti-inflamatério também foi
observado quando utilizado uma dose de 100 mg/Kg por dia em respostas nociceptivas a dor
aguda/inflamatdria em camundongos (SUDO et al., 2015).

Dado o exposto, no presente trabalho, objetivamos analisar o efeito do extrato
hidroalcodlico do caroco do acai (ASE) nos padrdes inflamatério e funcionais no
desenvolvimento da mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil. Acredita-se que esse
tratamento pode ser utilizado como coadjuvante na terapia anticancer, reduzindo os efeitos
colaterais causados pelo antineoplasico 5-FU. Ademais, inexistem na literatura estudos com o

ASE na mucosite intestinal, induzida pelo 5-FU, fazendo deste trabalho um estudo inovador.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito farmacoldgico do extrato hidroalcodlico do carogo de Euterpe oleracea
Mart (acai) (ASE) em eventos inflamatérios, oxidantes e alteragdes funcionais, bem como
investigar o mecanismo de a¢do molecular na mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil

em camundongos.

4.2 objetivos especificos

e Avaliar o efeito do ASE na perda de massa corporal dos camundongos com mucosite
intestinal induzida por 5-Fluorouracil;

e Investigar o efeito do ASE nas alteracdes histopatoldgicas e infiltragdo neutrofilica na
mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos;

e Avaliar o efeito do ASE através da atividade da MPO nos segmentos intestinais de
camundongos com mucosite intestinal, seguida da mensura¢do dos niveis de citocinas
pro-inflamatoérias (IL-1p e TNF- a);

e Investigar o efeito do ASE através da analise da atividade da enzima glutationa reduzida,
niveis de MDA e nitrato/nitrito nos segmentos intestinais (duodeno, jejuno e ileo) de
camundongos com mucosite intestinal;

e Avaliar o efeito do ASE nas alteragdes funcionais (esvaziamento gastrico e transito
gastrintestinal, e integridade da mucosa intestinal) em camundongos com mucosite
intestinal induzida por 5-FU;

e Analisar o efeito do ASE na expressao génica de TLR-4, MyD88, PI3K, mTOR e NF-
kB na mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos;

e Analisar o efeito do ASE na expressao protéica de TLR4 e NF-xB na mucosite intestinal

induzida por 5-FU em camundongos.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais e grupos experimentais

Camundongos Swiss (Mus musculus) machos (25 e 30g) foram utilizados nos
experimentos, provenientes do Biotério Setorial do departamento de Fisiologia e Farmacologia
da Universidade Federal do Ceard (UFC). Os animais foram acondicionados em caixas de
polipropileno, mantidos em ambiente a temperatura de 22°C e umidade relativa entre 50-60%.
Os ciclos de 12 h claro/escuro foram controlados. Os animais receberam rag¢do padrao (Purina
Chow®) e agua “ad libitum”.

Os grupos experimentais foram formados com 6 a 8 camundongos. Os grupos foram

divididos segundo o Quadro 4.

Quadro 4: Grupos experimentais para a avaliagdo do efeito do ASE.

Animais receberam uma unica administragdo de solugdo salina
(5mL/kg, i.p).
Animais receberam uma tnica dose de 5-Fluorouracil (450 mg/kg,
ip.).
Animais foram pré-tratados com ASE (10 mg/kg, v.0.) 30 min antes da
Grupo ASE 10 administragao de 5-Fluorouracil (450mg/Kg, i.p.). O tratamento com
mg/kg ASE permaneceu diariamente, a cada 24h, até o 4°dia, 30 min. antes da

Grupo Salina

Grupo 5-FU

eutanasia.

Animais foram pré-tratados com ASE (30 mg/kg, v.0.) 30 min antes da
Grupo ASE 30 administragao de 5-Fluorouracil (450mg/Kg, i.p.). O tratamento com

mg/kg ASE permaneceu diariamente, a cada 24h, até o 4°dia, 30 min. antes da
eutandsia.

Animais foram pré-tratados com ASE (100 mg/kg, v.0.) 30 min antes
Grupo ASE 100 da administracdo de 5-Fluorouracil (450mg/Kg, i.p.). O tratamento

mg/kg com ASE permaneceu diariamente, a cada 24h, até o 4°dia, 30 min.
antes da eutandsia.

Fonte: Elaboragao propria.

Os protocolos experimentais desenvolvidos obedeceram aos Padrdes de Uso de Animais
de Laboratério da Universidade Federal do Ceard. Esta pesquisa foi submetida a apreciacdo do
Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFC (CEPA), tendo sido aprovado sob Protocolo
N°5133091118 (Anexo 1). Todos os procedimentos adotados foram realizados com o intuito de

reduzir o nimero de animais, a dor, o sofrimento e o estresse dos mesmos.
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5.2. Obtencao do extrato hidroalcooélico de Euterpe oleracea Mart. (Acai)

O extrato hidroalcodlico de Euterpe oleracea Mart. (Agai) foi fornecido cortesmente
pelo Laboratorio de Farmacologia e Plantas Medicinais da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ). Os frutos de Euterpe oleracea Mart. (Agai) foram coletados na Baia da
Amazodnia (Belém do Paré, Brasil) e as amostras foram identificadas no museu Goeldi (Belém
do Para, Brasil), espécime depositado sob o nimero MG 205222. Extratos hidroalcoolicos
foram obtidos a partir da decocgdo dos carocgos dos frutos, como descrito por De Moura et al.
(2012).

O estudo da composi¢ao quimica do ASE, usando HPLC (cromatografia liquida de alta
eficiéncia) e espectometria de massa, foi caracterizado e publicado por De Oliveira et al. (2015).
Baseado no estudo de HPLC, proantocianidinas foi o componente encontrado em maior
quantidade no extrato, seguido de catequina e epicatequina, os quais tem demonstrado efeitos
anti-inflamatorio e antioxidante (DE MOURA et al., 2011; DE MOURA et al., 2012; DE
FREITAS CASTRO et al., 2019).

5.3 Induc¢ao da mucosite intestinal e tratamento com extrato hidroalcodlico do caroco do

acai

Como representado pelo Quadro 4 e pela Figura 11, os camundongos foram separados
aleatoriamente em 5 grupos contendo de 6 a 8 animais. Um grupo recebeu a administracdo de
solu¢do salina em dose tnica (SmL/kg, i.p) — Grupo Salina — em outro grupo, os camundongos
receberam o 5-FU em dose unica (450 mg/kg, i.p.) — Grupo 5-FU. Os demais grupos foram pré-
tratados com extrato hidroalcodlico do carogo de agai nas doses de 10, 30 ou 100 mg/kg, v.0. O
ASE liofilizado foi diluido em solugdo salina e administrado 30 min. antes da inducdo da
mucosite por 5-FU, permanecendo nos dias subsequentes, com intervalo de 24 h, até o quarto
dia, 30 min. antes da eutanasia. As doses do ASE foram determinadas de acordo com Sudo et
al. (2015). No quarto dia apos indugdo da mucosite, todos os animais foram levemente
anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg) para coleta de sangue periférico
diretamente do plexo retro-orbital para contagem total de leucocitos sanguineos.

Posteriormente, foi realizada a eutanasia e os segmentos intestinais (duodeno,

jejuno e ileo) foram retirados e congelados no freezer a —80°C para posterior analise.

66



Figura 11 - Esquema da indug@o da mucosite intestinal por 5-fluorouracil e o tratamento com o

ASE em camundongos.
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ASE 30 min. antes ASE 30 min.
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)

Tempo (dias)

Fonte: Elaboragdo propria

5.4 Avaliacido dos parametros relacionados ao dano oxidativo

5.4.1 Anadlise da glutationa

A dosagem da GSH foi realizada segundo o método proposto por Sedlak e Lindsay
(1968) nas amostras do duodeno, jejuno e ileo dos grupos experimentais. Para determinagao
dos niveis de grupos sulfidrilicos ndo protéicos, amostras de 50 a 100 mg do duodeno, jejuno e
ileo dos animais foram homogeneizadas em 1 ml de Acido Etilenodiamino Tetra-Acético
(EDTA) 0,02 M para cada 100 mg de tecido. Adicionaram-se 320 pL de dgua destilada e a 80
uL de Acido Tricloroacético (TCA), a 50%, em aliquotas de 400 pL do homogeneizado. Para a
precipitacdo das proteinas, os tubos foram centrifugados a 3.000 rpm por 20 min a 4 °C.
Posteriormente, foram adicionados 800 pL de tampao Tris 0,4 M (pH 8,9) e 20 uL de DTNB
0,01 M (reagente de Ellman®) a 400 puL do sobrenadante. A mistura foi agitada por 3 minutos
e a absorbancia lida a 412 nm em espectrofotometro, contra um reagente branco (sem o

homogenato). Os resultados foram expressos como pug de GSH/g de tecido.

5.4.2 Analise do malondialdeido

Para a determinacdo dos niveis de malondialdeido, foi utilizado o método de Tbars
adaptado por Lee et al. (2005). A dosagem foi determinada nos fragmentos de duodeno, jejuno
e ileo previamente coletados e congelados a —80°C. As amostras (100 mg de tecido) foram

homogeneizadas em KCL 1,15 mM. Aliquotas de 250 uL. do homogenato foram adicionadas a
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1,5mL de acido fosfoérico (H3PO4) 1% e 500 pL de acido tiobarbiturico (0,6%). A mistura foi
agitada e permaneceu em banho-maria por 45 min a 100 °C. Em seguida, a reag¢do foi
rapidamente resfriada e adicionaram-se 2 mL de n-butanol. A mistura foi agitada e centrifugada
(1.200 rpm, 10 min, 4°C). O sobrenadante foi analisado em espectrofotometro e o resultado
expressa a diferenga de absorbancias entre as faixas 535 nm e 525 nm, tendo como unidade

nmol de MDA/g de tecido.

5.4.3 Anadlise de nitrato e nitrito

As concentracdes de nitrato e nitrito foram determinadas pela reacao de Griess conforme
protocolo modificado por Misko et al. (1993). A quantificagdo foi determinada nos segmentos
de duodeno, jejuno e ileo previamente coletados e congelados a —80°C. Para medir as
concentragdes, uma solucdo de 0,5 U/mL de nitrato redutase (Sigma, St Louis, MO) foi
inicialmente preparada em um tampao de KH>PO4 contendo NADPH e agua. Esta solugao foi
incubada com os homogenatos de tecidos em uma microplaca por 12 h para converter NO3; em
NO,. Dessa maneira, a solugao de Griess (solucao contendo 1% de sulfanilamida em 2,5% de
H3PO4) e outra solugdo de 0,1% de NEED em 2% de H3PO4 foram adicionadas a microplaca e
realizada uma leitura em espectrofotometro a 560 nm. Os resultados foram expressos em

micromoles de nitrito usando uma curva padrao interna.

5.5 Avaliacido da perda da massa corporal e contagem sanguinea de leucocitos totais

Avaliamos a massa corporal dos animais durante 4 dias apds administracdo de 5-FU.
Alteragdo média relativa do peso corporal (%) foi registrada diariamente e expressa como média
+ Erro Padrdo da Média (EPM) em relacdo ao controle (dia 0 = 100%).

Para investigacdo da leucopenia, o nlimero total de leucocitos plasmaticos foi contado
para verificar o efeito do 5-Fluorouracil. Os animais foram levemente anestesiados com
cetamina (100 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg) para coleta do sangue do plexo retro-orbital. A
determinagdo foi realizada ap6s a dilui¢do do sangue com solucdo de Turk (4cido acético 2%,
violeta de Genciana 0,2%). A contagem de células foi realizada com o auxilio da camara de
Newbauer, um microscépio 6ptico (100X) e um contador automatico de células (Coulter Ac.T).
A avaliacdo das amostras foi realizada através de um estudo cego por um biomédico experiente
(S.D.0.). Os resultados foram expressos como numero de células contado nos quatro campos

da cAmara de Newbauer e multiplicado por 103/ uL. Essa avaliagdo foi realizada para averiguar
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o efeito imunossupressor do 5-Fluorouracil conjuntamente ao tratamento com o ASE.

5.6 Avaliacio dos parametros inflamatorios

5.6.1 Avaliacao histopatologica

Apo6s coletados, os segmentos obtidos do duodeno, jejuno e ileo foram fixados em

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

alcool 70% e posteriormente parafinizados. A seguir, foram realizados cortes histologicos de 3

a 4 um de espessura e corados em hematoxilina e eosina. Posteriormente, com o auxilio de um

microscopio Optico acoplado ao sistema de aquisi¢cdo de imagens (MOTIC IMAGES PLUS

2.0), as laminas foram analisadas por um histopatologista (P.M.G.S.) experiente, através de um

estudo cego, e tiveram suas imagens capturadas para avaliacdo histopatologica. O grau e a

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

Macpherson e Pfeiffer (1978), utilizados, conforme Tabela 1.

Tabela 1- Sistema de escores de Macpherson e Pfeiffer.

Escores Achados Microscopicos
0 Achados histolégicos normais.
Mucosa: vilos encurtados, perda da arquitetura das criptas, infiltrado de
1 células inflamatdrias, vacuolizagdo e edema.
Muscular: normal.
Mucosa: vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das criptas,
2 intenso infiltrado de células inflamatorias, vacuolizacao e edema.
Muscular: Normal.
Mucosa: vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das criptas,
3 intenso infiltrado inflamatorio, vacuolizagio e edema.

Muscular: edema, vacuolizagdo e infiltrado neutrofilico.

Fonte: MACPHERSON E PFEIFFER (1978).

5.6.2 Atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO)

A quantificacdo do aciimulo de neutréfilos no intestino (duodeno, jejuno e ileo) de

camundongos com mucosite intestinal por 5-Fluorouracil foi determinada pelo ensaio da
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atividade de MPO, uma enzima encontrada nos granulos azuréfilos de neutrofilos, utilizada
como marcador da presenca de neutrdfilos no tecido inflamado. Uma amostra de cada segmento
intestinal (previamente perfundido com salina) foi coletado e incubado em 200 pL de tampao
gelado (NaCl 0,1 M, NaPO4 0,02 M, NaEDTA 0,012 M; pH 4,7); posteriormente, os tecidos
foram homogeneizados com o auxilio de um triturador (Pollytron). A amostra homogeneizada
foi centrifugada a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Realizou-se um choque hipotdnico no
sedimento celular (pellet) com 1.000 pl de NaCl 0,2%. Apds nova centrifugagdo a 3.000 rpm
por 15 minutos a 4°C, o “pellet” foi ressuspenso em tampao NaPO4 0,05M (pH 5,4) contendo
0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e novamente homogeneizado. A seguir,
o homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Apds a centrifugagao,
50 pL do sobrenadante foram adicionados nos pogos da placa de 96 pogos para o ensaio. Em
cada po¢o, adicionou-se 25 pL de TMB (3, 3°, 3, 3- tetramethylbenzidine; 1,6 mM) e 100 puL
de H»0: (0,5 mM) e posteriormente a placa foi incubada por 5 min a 37 °C. A seguir, a reagao
foi interrompida com acido sulftrico 4 M. Realizou-se a quantificagdo dos neutréfilos a partir
de uma curva padrio de neutrofilos (I x 10° neutréfilos/pogo/50 uL). Determinou-se a
absorbancia em leitor de ELISA no comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram
expressos como numero de neutrofilos/mg de tecido (BRADLEY; CHRISTENSEN;
ROTHSTEIN, 1982).

5.6.3 Analise dos niveis das citocinas pro-inflamatorias IL-1f e TNF-a.

As concentragdes de IL-1 e TNF-a foram determinadas nos segmentos intestinais que
foram congelados a —80°C. Estes foram homogeneizados em solucdo tampao de PBS, ¢ a
amostra foi centrifugada por 10 min em 3.000 rpm. O sobrenadante foi imediatamente coletado
para dosagem de IL-1B e TNF-a (DA SILVA MONTEIRO et al., 2019). As detecgdes das
concentragdes dessas citocinas foram realizadas por ELISA, conforme orientacdo do fabricante
(R&D® system). Os resultados foram expressos em pg/ml a partir de uma curva padrao

fornecida pelo fabricante.
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5.7 Analise da expressao de marcadores inflamatorio por PCR quantitativo em tempo

real (qPCR).

5.7.1 Extracdo do RNA total

As amostras foram congeladas a —80°C até o momento da extragdo. Realizou-se um
homogenato, quando cada tecido foi posto em contato com uma esfera de metal congelada a —
80°C, sob agitacdo por 3 minutos. Foi feito um homogenato com trizol e, em seguida, a
extracdo de RNA foi realizada com o sistema RNAase Lipid Tissue Mini Kit (QIAGEN, Hilden,
Germany) de acordo com o protocolo do fabricante. Ap6s a finalizagdo do processo de extragao,
IuL de RNA total de cada amostra foi dosado pelo Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos) com a finalidade de verificar qualidade das amostras e quantificar suas

concentragdes, para fornecer RNA para transcricdo em DNA complementar (cDNA).

5.7.2 Sintese de cDNA

O RNA total isolado, armazenado a —80 °C, seguiu para a sintese de cDNA através do
iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories, USA), de acordo com a instru¢des do
fabricante. O protocolo da reagdo continha 1 pLL da enzima transcriptase reversa, 4 pl do tampao
5x iScript Reaction Mix (solugdo constituida de oligonucleotideos e iniciadores aleatorios), um
volume da amostra de RNA uniformizado para 200 ng/pL e completado a reagdo com agua livre
de nuclease em volume suficiente para completar 20 pL. O protocolo padrao do termociclador
iCycler (Bio-Rad Laboratories, USA) foi 25° C por 5 min., 42° C por 30 min. e 85° C por 5 min.
O cDNA foi armazenado em freezer a —20° C até sua posterior amplificagdo no PCR

quantitativo em tempo real (qQPCR).

5.7.3 PCR quantitativo em tempo real (qPCR) para os genes: TLR-4, MyD88, PI3Kc,
mTOR e NF-kBp65

A transcri¢do relativa dos genes TLR-4, MyDS88, PI3Ka, mTOR e NF-kBp65 foi
realizada através do equipamento iQ5 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories,
Estados Unidos). Como mostrado no Quadro 5, a sequéncia dos iniciadores de DNA (primers)

dos genes investigados foi obtida no sitio eletronico do National Center for Biotechnology
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Information (NCBI), no qual o gene de referéncia utilizado foi a subunidade ribossomal 18S

(18S).

Quadro 5 - Sequéncias de iniciadores e condi¢des de PCR para os genes avaliados.

Condicoes
Gene Sequéncia dos iniciadores N° NBCI de

anelamento

F- ATGGCATGGCTTACACCACC
TLR-4 NM _021297.3 2077- 60°C
R- GAGGCCAATTTTGTCTCCACA B

F- TCATGTTCTCCATACCCTTGGT
MyD88 NM _010851.3 2077- 60°C
R- AAACTGCGAGTGGGGTCAG

F- CCACGACCATCTTCGGGTG
PI3Ka NM_008839.3 2077- 60°C
R- ACGGAGGCATTCTAAAGTCACTA

F- ACCGGCACACATTTGAAGAAG

mTOR NM_020009.2 2077- 60°C
R- CTCGTTGAGGATCAGCAAGG B
NF- F- TGCTTCTCTCGCCAGGAATAC
AF199371.2 2077- 60°C
kBp65 R- TGCTTCTCTCGCCAGGAATAC
F- CGGACAGGATTGACAGATTG
18S NR _003278.3 2077- 60°C

R- CAAATCGCTCCACCAACTAA

Fonte: Elaboragdo propria.
F- Forward primer sequéncia 5’- 3°; R- Reverse primer sequéncia 5’ - 3’

Para a reagdo, foram utilizados 10 pl da SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems®, Inglaterra), 2 pL de cada iniciador (0,2 uM) e 1 pl de cDNA das amostras,
completando com 4gua livre de nucleases para um volume final de 20uL. Todos os iniciadores
utilizados e as condi¢des da qPCR estdo no Quadro 5. Todos os ciclos comegaram com a etapa
de desnaturacdo (20 segundos a 95°C) e finalizaram com etapa de extensdo (45 segundos por 1
minuto a 72°C). Os dados foram obtidos com o sofiware do sistema CFX96 (BioRad®,
Califérnia, EUA) e foram baseados nos valores do ciclo de limiar, em que a fluorescéncia
observada ¢ de 10 vezes maior do que a fluorescéncia basal para cada ensaio de qPCR. Todas
as amplificacdes foram finalizadas com a curva de melting, realizada para assegurar
especificidade da amplificacdo e detectar a formacdo de dimeros de iniciadores ou qualquer

outro produto inespecifico.
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Os valores do ciclo quantitativo (Cq ou CT) para os genes testados foram exportados
para o Microsoft Excel (Microsofi®, Estados Unidos) e os niveis relativos d¢ mRNA foram
calculados de acordo com a metodologia 2-24¢T, na qual AACT= (CT gene alvo — CT gene
referéncia do grupo tratado) / (CT gene alvo — CT gene referéncia do controle) como descrito

por Livak e Schmittgen (2001).

5.8 Analise da expressao proteica de TLR-4 e NF-kB

Segmentos do ileo foram coletados e macerados em solugdo de lise. A proteina total
das amostras foi quantificada usando o kit de teste de proteina BCA (Bio-Rad, Hercules, CA,
EUA). As proteinas extraidas (50 pg/pogo) foram misturadas com tampao de carregamento,
fervidas a 95 °C por 5 min e separadas em gel de poliacrilamida a 10% (Bio-Rad). Apds
eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) (Bio-Rad). A membrana foi bloqueada com albumina sérica bovina a 5% (BSA) por
1h e depois incubada com anti-NF-kB p105/p50 de coelho (1:200; Abcam Cambridge, Reino
Unido) e TLR-4 (1:100; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) durante a noite a 4 °C. Em seguida,
as membranas foram incubadas com anticorpo secundario anti-coelho de cabra (1:2.500;
Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) a temperatura ambiente por 1 h. A deteccao foi avaliada por
quimioluminescéncia (substrato Clarity ™ Western ECL, Bio-Rad). As imagens foram
coletadas usando o sistema Molecular Imager ChemiDoc XRS + (Bio-Rad). O normalizador
P38 foi usado como referéncia interna. A andlise densitométrica foi realizada no sofiware

Imagel®.

5.9 Avaliacio dos parametros funcionais da mucosite intestinal

5.9.1 Avaliacao do esvaziamento gdstrico e tempo de transito intestinal

Para avaliacdo da motilidade do trato gastointestinal (TGI), foi realizada a técnica do
esvaziamento gastrico descrita por Reynell e Spray (1956) com adaptacdes. Os animais
receberam tratamento com ASE 30 minutos antes do experimento de esvaziamento gastrico.
Para a realiza¢do do experimento, os animais foram deixados em jejum alimentar, porém com
agua ad libitum, 8 h antes do inicio. Os camundongos receberam por gavagem 0,3 ml de uma
solugdo contendo um marcador nio absorvivel (0,75 mg/mL de vermelho de fenol, diluido em

glicose a 5%). Decorridos 10 min, os animais foram sacrificados através de eutanasia e, entao,
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submetidos a laparotomia mediana para expor o estdmago e os intestinos. Para tanto, foram
realizadas ligaduras obstrutivas, ao nivel das jungdes esdfago-gastrica, gastroduodenal e
ileocecal. As amostras foram removidas e divididas em estomago e intestino proximal, medial
e distal. O intestino foi dividido nas seguintes propor¢des: Proximal (40%), Medial (30%) e
Distal (30%). As amostras foram cortadas e homogeneizadas em solu¢dao de 100 mL de NaOH
0,IN, por 30 segundos, utilizando um mixer elétrico (sector®). Apods tal processo, o
homogenato foi, entdo, mantido em repouso por 20 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, 1 mL do sobrenadante foi coletado e centrifugado, por 10 minutos, a 2.800
rpm. Dessa primeira centrifugagdo, foram retirados 500 pl para que as proteinas contidas nesse
volume fossem precipitadas em 0,5 ml de acido tricloroacético 20% (TCA) e, posteriormente,
centrifugadas por 20 minutos a 2.800 rpm. Finalmente, 150 mL desse sobrenadante foram
adicionados a 200 mL de NaOH a 0,5N. A absorbancia foi determinada a 540 nm usando um
espectrofotometro. A retencdo percentual (%) da refeicdo teste (vermelho-fenol + glicose 5%)

em cada segmento foi calculada pela seguinte equagao:

Quantidade de VF recuperado no segmento X

Retencao no segmento X =
¢ g ¥ da quantidade de VF recuperado nos segmentos do TGI

Onde: VF = Vermelho de fenol.

X = Segmento em questao

O transito intestinal foi calculado para cada segmento intestinal, dividindo a quantidade
de vermelho de fenol, recuperado de um determinado segmento, pela quantidade de vermelho

de fenol recuperado de todos os trés segmentos e expressa em porcentagem.

5.9.2 Avaliacao da integridade da barreira intestinal ex vivo

5.9.2.1 Avaliagdo da Resisténcia Elétrica Transepitelial (RET)

Amostras de 1 cm do ileo foram utilizadas. A amostra foi dissecada e suas camadas
musculares foram removidas com o auxilio de uma lupa estereoscdopica, em uma placa contendo
solugdo de Krebs (NaCl 145 mM, KH>PO4 0,4 mM, KoHPO4 1,6 mM, glicose 5 mM, MgCl 1
mM, e CaCl; 1,2 mM; pH 7.4). O lado luminal e ndo luminal foram montados nas camaras de

Ussing (Mussler Scientific Instruments, Aachen, Alemanha) com uma 4rea de exposicdo de
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0,017 cm?. A solugdo de Krebs foi mantida a 37 °C e aerada com mistura carbogénica (95%
02; 5% COz). O RET da linha de base foi calculado de acordo com a lei de Ohm, a partir de
desvios de tensdo induzidos por pulsos bipolares de 50 pA, com duragdo de 200 ms, a cada 6 s,
aplicados por fios de platina. Todos os experimentos foram conduzidos em condi¢des de
circuito aberto por 30 minutos e a RET foi continuamente medida, sendo representada como
Q/cm? (TOBEY et al., 2004). Os resultados foram expressos como percentual de variagdo da

resisténcia basal, sendo a resisténcia basal considerada como 100% (Figura 12).

Figura 12 - Desenho esquematico do estudo da RET em cAmara de Ussing.

Equilfbrio Solu¢do desafio
Q|
(v X JUL
]

| f

N&o luminal ‘ Luminal

A da RETT

Resisténcia Elétrica Trans-Epitelial
RETE (Q/cm?)

Mucosa intestinal

Fonte: adaptado de NICOLAU (2018).

5.9.2.2 Avaliacdo da Permeabilidade

A permeabilidade epitelial foi avaliada apos a andlise inicial do RET. Para este
protocolo, a mucosa do ileo foi mantida nas cAmaras de Ussing e a solugio que fica em contato
com o lado luminal da mucosa foi substituida por uma soluc¢ao contendo fluoresceina (1mg/ml,
376 Da, diluida em KREBS; pH 7,4), um fluorescente permeével que passa através da camada
mucosa (FARRE et al., 2008). A permeabilidade foi avaliada em intervalos de 30 minutos por
90 minutos. Em seguida, 100 pl foram coletados do lado ndo luminal da camara. A mesma
quantidade de solugdo foi retirada a cada intervalo de tempo do lado luminal, a fim de manter
equilibrado o volume nos dois lados da camara (Figura 13). A permeabilidade do tecido a
fluoresceina foi calculada a partir da medida de fluoresceina na amostra mediante uso de um
fluorimetro (Fluostar Optima, BMG labtech. Ontemberg, Germany) e expressa na forma de

razdo de intensidade de fluorescéncia, dividindo-se a intensidade de fluorescéncia em cada
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tempo pela intensidade de fluorescéncia no tempo inicial. Os valores do fluxo de fluorescéncia
foram expressos como razio de intensidade de fluoresceina Tn/Ty a partir de uma curva padrao
feita para cada andlise, onde To € o tempo inicial e Tn o tempo analisado (VANHEEL et al.,

2014; SILVA et al., 2017).

Figura 13 - Desenho esquematico do experimento para medir permeabilidade transepitelial a

fluoresceina.

* Fluoresceina (375 Da, 10
mg/mL) no lado luminal.

0,eCO,

Equagdo:

* Coleta no lado ndo mucoso
nos momentos:

o 0’-30°-60-90°-120’ R -

S|

* Leitura feita por fluorimetria e
resultados emitidos com base
na intensidade de
fluorescéncia.

N&o luminal Luminal

Mucosa intestinal

Fonte: Adaptado de NICOLAU (2018).

5.10 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média £ E.P.M (Erro Padrao da Média), para as
variaveis com distribui¢do normal ou pela mediana (minimo-maximo), para as varidveis sem
distribuicao normal.

A andlise estatistica entre os grupos realizou-se empregando o teste de andlise de
variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparacdes multiplas de Bonferroni ou Kruskal
Wallis, seguido pelo teste de Dunn, conforme propriedade, respectivamente, para dados
paramétricos e ndo-paramétricos, baseando-se na continuidade das variaveis em analise. Os
dados de qPCR foram analisados pelo teste de Mann-Whitney. Os resultados foram expressos
como média + erro padrao médio (E.P.M) ou como valor mediano, maximo e minimo, seguido
do Intervalo de Confianca (CI). Os resultados foram considerados estatisticamente
significativos quando P <0,05. Para a realizagdo dos testes estatisticos utilizou-se o Software

GraphPad Prism®, versdo 5.0.
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito de ASE no dano oxidativo induzido por 5-FU

6.1.1 Anadlise da glutationa

As concentracdes de GSH no grupo 5-FU (duodeno: 114,6 + 10,4; jejuno: 118,4 + 5.4;
e ileo: 95,8 + 9,0 mg/g de tecido) foram significativamente reduzidos comparados ao grupo
salina (duodeno: 244,1 + 39,9; jejuno 275,8 + 62,3; e ileo: 184,8 + 14,6 mg/g de tecido). O
tratamento com ASE 100 mg/kg (duodeno: 211,1 + 22,1; jejuno: 230,2 & 26,6; e ileo: 202,5 +
24,3 mg/g de tecido) restaurou significativamente o contetido de GSH ao nivel do controle
como visualizado na Figura 14. Entretanto, os tratamentos com ASE na dose de 30 mg/kg
(duodeno: 153,1 + 16,1; jejuno: 166,1 £ 19,7; e ileo: 135,9 + 12,5 mg/g de tecido) e na dose de
10 mg/Kg (duodeno:104,9 + 8,8; jejuno: 106,7 + 13,7 e ileo: 98,5 + 8,5 mg/g de tecido) ndo
foram capazes de restaurar os niveis de GSH, ndo existindo diferenca estatistica entre esses

grupos € o grupo 5-FU.
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Figura 14 - Efeito do ASE nos niveis de glutationa em intestino de camundongos tratados com 5-FU. Os animais
receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram tratados com ASE
(100 mg/Kg, v.o., ou 30 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida.
Grupos contendo de 6 a 8 animais. Foi retirado um segmento de 1cm do duodeno, do jejuno e do ileo para dosagem
por leitor em microplacas. Os valores representam a média + E.P.M. Significancia P < 0.05; * P <0,05 quando
comparado ao grupo controle (salina); # P <0,05 quando comparado ao grupo 5-FU; &P <0,05 quando comparado
ao grupo ASE 10 mg/Kg e ASE 30 mg/Kg. Foi utilizado ANOVA, seguido do Bonferroni.

6.1.2 Andlise do malondialdeido

A Figura 15 demonstra que a administra¢ao de 5-FU causou o aumento na peroxidacdo
lipidica nos segmentos intestinais (duodeno: 92,8 + 17,1; jejuno: 63,2 + 7,6; ileo: 55,1 + 5,7

nmol/g de tecido), comparado ao grupo salina (duodeno: 24,9 + 4,4; jejuno:13,6 + 2,5; ileo:
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15,7 2,3 nmol/g de tecido). O tratamento com ASE na dose de 10 mg/g (duodeno: 46,5 =+ 1,3;
jejuno: 43,1 + 2.5 e ileo: 40,0 + 2,1 mg/g de tecido), 30 mg/kg (duodeno: 44,5 + 3.4; jejuno:
47,2 £ 4,5 e ileo: 37,7 £ 2,2 mg/g de tecido) e ASE 100 kg/kg (duodeno: 26,0 + 3.4; jejuno:
29,9 + 4.2 e ileo: 24,0 £+ 2,7 nmol/g de tecido) reduziu os niveis de MDA comparado ao grupo
5-FU. Entretanto a dose de 100 mg/Kg reduziu, em todos os segmentos, restabelecendo
totalmente os niveis de MDA no duodeno. Essa ultima dose demonstrou estar estatisticamente

menor que as demais.

DUODENO JEIUNO
120+
80+
100
~~~
S o)
i) =l 604
2 80 ot #
QJ -
o (]
on o #
= . o0
s 2 = 404
g # # g #&
g 0 T g
< e N
a #& <
= % 20
20- |
oLEE .
Salina ,ASE'O ASE 30 ASE'OO, Salina CASE10  ASE30  ASE 100,
' mgkg : . : mgkg :
L ]
I 5FU b . 5-FU .
ILEO
80
=)
=] 604
Q
Q
8
[0}
. #
o0 #
I-
= 40 T
g
N #&
<
% 204
0
Salina ASE10 ASE30 ASE 100
L 1l
L mgkg 1
L ]
! 5-FU !

Figura 15 - Efeito do ASE nos niveis de MDA em intestino de camundongos tratados com 5-FU. Os animais
receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram tratados com ASE
(100 mg/Kg, v.o., ou 30 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida.
Grupos contendo de 6 a 8 animais. Foi retirado um segmento de 1cm do duodeno, do jejuno e do ileo para dosagem
por leitor em microplacas. Os valores representam a média + E.P.M. Significancia P < 0.05; * P <0,05 quando
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comparado ao grupo controle (salina); # P <0,05 quando comparado ao grupo 5-FU; &P <0,05 quando comparado
ao grupo ASE 10 mg/Kg e ASE 30 mg/Kg. Foi utilizado ANOVA, seguido do Bonferroni.

6.1.3 Andlise de nitrato

Os niveis de nitrato no grupo 5-FU (duodeno: 0,5 + 0,0 uM; jejuno: 0,3 + 0,1 uM e ileo:
0,7 £ 0,1 uM) foram maiores que os encontrados no grupo salina (duodeno: 0,2 + 0,0 uM;
jejuno: 0,2 = 0,0 uM e ileo: 0,2 = 0,0 uM). O tratamento com ASE 10 mg/kg (duodeno: 0,5 +
0,1 uM; jejuno: 0,4 + 0,0 uM e ileo: 0,44 + 0,0 uM) ndo foi capaz de reduzir os niveis de nitrato
em nenhum segmento analisado. Entretanto, como observado na Figura 16, as doses de ASE 30
mg/kg (duodeno: 0,3 + 0,0 uM; jejuno: 0,3 £ 0,0 uM e ileo: 0,31 + 0,0 uM) e ASE 100 mg/kg
(duodeno: 0,3 = 0,0 uM; jejuno: 0,3 + 0,0 uM e ileo: 0,3 £ 0,0 uM) reduziram significativamente

os niveis de nitrato.
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Figura 16 - Efeito do ASE nos niveis de nitrato em intestino de camundongos tratados com 5-FU. Os animais
receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram tratados com ASE
(100 mg/Kg, v.0., ou 30 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida.
Grupos contendo de 6 a 8 animais. Foi retirado um segmento de 1cm do duodeno, do jejuno e do ileo para dosagem
por leitor em microplacas. Os valores representam a média + E.P.M. Significancia P < 0.05; * P <0,05 quando
comparado ao grupo controle (salina); # P <0,05 quando comparado ao grupo 5-FU; &P <0,05 quando comparado
ao grupo ASE 10 mg/Kg e ASE 30 mg/Kg. Foi utilizado ANOVA, seguido do Bonferroni.

6.2. Efeito do ASE na perda de peso

Mortalidade ndo foi observada durante o periodo de estudo. Entretanto, a administracao
de 5-FU promoveu a perda de peso apos 24 h, permanecendo 72 h ap6s a indugdo (24h: 94,4 +
2,0; 48h: 89,9 + 3,5; 72h: 85,2 £+ 3,0%), comparado ao grupo controle (24h: 100,8 + 3,1; 48h:
104,8 £2,5; 72h: 108,9 + 2,2%). O tratamento desses animais com ASE 10 mg/kg (24h: 94,5 +
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2,2; 48h: 92,2 + 3,1; 72h: 89,3 + 3,3), ASE 30 mg/kg (24h: 96,9 + 1,4; 48h: 94,7 + 2,3; 72h:
92,6 + 4,4) e ASE 100 mg/kg (24h: 96,1 + 0,11; 48h: 93,3 + 1,8; 72h: 92,2 + 0,2%) reduziu a
perda de peso induzida pelo 5-FU, como observado na Figura 17. Todas as doses reduziram
significativamente a perda ponderal no ultimo dia. Entretanto, apenas as doses de 30 mg/kg e
100 mg/kg reduziram significativamente a perda de peso no segundo dia. Nao houve diferenca

estatistica entre as doses testadas em nenhum dos dias.

Salina

5-FU + Salina

5-FU + ASE 10 mg/kg
5-FU + ASE 30 mg/kg
5-FU+ASE 100 mg/kg

kdome

% Peso corporal inicial

80 L] | 1

Dias apos indugao

Figura 17 - Efeito do ASE na variag@o de peso corporal nos grupos experimentais. Os animais receberam salina
(5mL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram tratados com ASE (100 mg/Kg, v.o.,
30 mg/Kg, v.o. ou 10 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos. Grupos contendo de 6 a 8 animais. Os
animais foram pesados diariamente, durante todo o experimento. Os valores foram expressos como média+ E.P.M.
*p<0,05 comparado com o grupo controle/salina (C), # p<0,05 comparados com o grupo 5- FU + salina, pelo teste
ANOVA seguido de Bonferroni.

A dose de 100 mg/kg demonstrou ser mais efetiva comparada as dose de 10 mg/kg e 30
mg/Kg em prevenir as alteragdes relacionadas ao estresse oxidativo (GSH, MDA e NO3) e as

alteracdes ponderais. Portanto, selecionamos a dose de 100 mg/kg para os demais experimentos.

6.3 Efeito do ASE na leucopenia

Conforme demonstrado na Figura 18, o 5-FU (30,833 + 6,080 células/mm?) reduziu
significativamente o nimero de leucocitos totais circulantes em comparacdo ao grupo salina
(113,200 + 7,977 células/mm?). ASE na dose de 100 mg/Kg (25,571 + 5,802 células/mm?) ndo

alterou o numero de leucocitos totais comparado com o grupo 5-FU.
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Figura 18 - Efeito do ASE na leucopenia induzida pelo 5-FU. Os animais receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU
(450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram tratados com ASE (100 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro
dias consecutivos. Grupos contendo de 6 a 8 animais. No quarto dia, analisou-se a contagem sanguinea de

leucocitos. Os valores representam a média + E.P.M. * p <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina).
ANOVA e teste de Bonferroni.

6.4 Efeito do ASE nos parametros inflamatoérios
6.4.1 Efeitos do ASE nas alteragoes histopatologicas

A Figura 19 e a Tabela 2 demonstram que a administragdo de 5-FU causou alteragdes
histopatologicas no duodeno, jejuno e ileo, incluindo encurtamento dos vilos, vacuolizagao
celular e intensa infiltragdo de células inflamatdrias. O tratamento com ASE 100 mg/kg reverteu

as alteracdes histopatologicas induzida pelo 5-FU na mucosa intestinal.

Tabela 2 - Andlise histologica do intestino de camundongos com mucosite intestinal induzida

por 5-FU e tratados com ASE.

Grupos
Escores
experimentais
DUODENO JEJUNO ILEO
Controle (Salina) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-1)
5-FU + Salina 3(2-3)° 3(2-3)° 2 (2-3)"
5-FU + ASE (100
0 (0-1)* 1 (0-2)* 0 (0-2)*

mg/Kg)

Os animais receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram tratados
com ASE (100 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida. Grupos
contendo de 6 a § animais. Foi retirado um segmento de lcm de cada segmento intestinal (duodeno, jejuno e ileo)
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para processamento histologico e coloracdo com hematoxilina e eosina. Os escores foram atribuidos seguiram o
seguinte padrdo: escore 0 (Achados histologicos normais); 1 (Mucosa: vilos encurtados, perda da arquitetura das
criptas, infiltrado de células inflamatdrias, vacuoliza¢ao e edema. Muscular: normal); 2 (Mucosa: vilos encurtados
com células vacuolizadas, necrose das criptas, intenso infiltrado de células inflamatorias, vacuoliza¢do e edema.
Muscular: Normal) e 3 (Mucosa: vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das criptas, intenso infiltrado
inflamatorio, vacuolizagdo e edema. Muscular: edema, vacuolizacdo e infiltrado neutrofilico).Os valores
representam a média +£ E.P.M. Significancia P < 0.05; * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina); #
P <0,05 quando comparado ao grupo 5-FU. Foi utilizado ANOVA, seguido do Kruskal-Wallis.

Figura 19 - Efeito do tratamento com o ASE nas altera¢des histopatologicas no duodeno, jejuno e ileo induzidas
por 5-FU em camundongos. Os animais receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia
experimental e foram tratados com ASE (100 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo
eutanasiados em seguida. Grupos contendo de 6 a 8 animais. Foi retirado um segmento de 1cm de cada segmento
intestinal (duodeno, jejuno e ileo) para processamento histolégico e coloragdo com hematoxilina e eosina.
Fotomicrografias (400X) do duodeno decamundongos tratados com salina (A), 5-FU + salina (D), 5-FU
+ ASE (G); do jejuno de camundongos tratados com salina (B), 5-FU + salina (E), 5-FU + ASE (H) e do ileo de
camundongos tratados com salina (C), 5-FU + salina (F), 5-FU + ASE (I) . Observa-se que os tratamentos com
ASE (G, H e I) reverteram a vacuolizacdo (setas pretas) e infiltragdo neutrofilica (setas amarelas).
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6.4.2 Efeitos do ASE na atividade da MPO

Administragdo de 5-FU promoveu aumento na atividade de MPO no duodeno (2,4 = 0,3
UMPO/mg de tecido), no jejuno (4,1 + 0,6 UMPO/mg de tecido) e no ileo (5,2 + 1,0 UMPO/mg
de tecido), quando comparados com o grupo salina (duodeno: 0,7 + 0,3 UMPO/mg de tecido;
jejuno: 0,4 £ 0,2 UMPO/mg de tecido e ileo: 1,3 = 0,5 UMPO/mg de tecido). O tratamento com
ASE 100mg/kg reverteu totalmente a infiltracdo neutrofilica no duodeno (1,0 + 0,3 UMPO/mg
de tecido), no jejuno (0,8 £ 0,6 UMPO/mg de tecido) e no ileo (1,3 + 0,4 UMPO/mg de tecido)

em compara¢do com o grupo 5-FU (Figura 20).
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Figura 20 - Efeito do ASE na infiltragdo neutrofilica causada na mucosite intestinal induzida por 5-FU em
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camundongos. Os animais receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental
e foram tratados com ASE (100 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida.
Grupos contendo de 6 a 8 animais. Segmentos de duodeno (A), jejuno (B) e ileo (C) foram obtidos para a realizagao
do ensaio da atividade de MPO. Os valores foram expressos como média + E.P.M. (n = 8). Significancia P < 0.05;
* P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina); # P <0,05 quando comparado ao grupo 5-FU. ANOVA e
teste de Bonferroni.

6.4.3 Efeitos do ASE nos niveis de citocinas pro inflamatorias (IL-1f e TNF-a)

Os niveis de IL-1p aumentaram significativamente (p <0,05) no grupo que recebeu 5-
FU em todos os segmentos intestinais (duodeno: 295,9 + 31,9 pg/ml; jejuno: 258,9 &+ 36,5 pg/ml
e ileo: 314,5 £ 56,6 pg/ml) quando comparado com o grupo controle (duodeno: 44,5 + 10,9
pg/ml; jejuno: 74,0 + 19,5 pg/ml e ileo: 62,0 = 9,2 pg/ml). Observa-se na Figura 21, que o
tratamento com o ASE 100 mg/kg diminuiu significativamente os niveis de IL- 1P (duodeno:
185,9 £+ 26,1 pg/ml; jejuno: 139,4 + 31,7 pg/ml e ileo: 151,6 + 26,1 pg/ml), comparado com o

grupo que recebeu o 5-FU.
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Figura 21 - Efeito do tratamento com o ASE nos niveis de IL-1 em camundongos com mucosite intestinal induzida
por 5-FU. Os animais receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e
foram tratados com ASE (100 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida.
Grupos contendo de 6 a 8 animais. Foi retirado um segmento de 1cm do duodeno, do jejuno e do ileo para dosagem
por leitor de microplacas por absorbancia. Os valores representam a média + E.P.M. Significancia P < 0.05; * P
<0,05 quando comparado ao grupo controle (salina); # P <0,05 quando comparado ao grupo 5-FU. Foi utilizado
ANOVA, seguido do Bonferroni.
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A Figura 22 demonstra que administragao de 5-FU (duodeno: 122,7 + 18,5 pg/ml; jejuno:
106,7 £ 13,6 pg/ml e ileo: 109,2 + 16,3 pg/ml) causou o aumento dos niveis de TNF-a quando
comparado com o grupo controle (duodeno: 48,3 + 12,9 pg/ml; jejuno: 57,8 + 9,7 pg/ml e ileo:
45,0 £ 15,5 pg/ml). O tratamento com ASE reduziu significativamente os niveis da citocina nos

segmentos analisados (duodeno: 63,3 = 10,4 pg/ml; jejuno: 55,0 £ 15,2 pg/ml e ileo: 78,3 £ 6,3

pg/ml).
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Figura 22 - Efeito do tratamento com o ASE nos niveis de TNF-a em camundongos com mucosite intestinal
induzida por 5-FU. Os animais receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia
experimental e foram tratados com ASE (100 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo
eutanasiados em seguida. Grupos contendo de 6 a 8 animais. Foi retirado um segmento de lecm do duodeno, do
jejuno e do ileo para dosagem por leitor de microplacas por absorbancia. Os valores representam a média + E.P.M.
Significancia P < 0.05; * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina); # P <0,05 quando comparado ao
grupo 5-FU. Foi utilizado ANOVA, seguido do Bonferroni.
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6.5 Avaliacdo da expressdo génica de marcadores inflamatérios: TLR-4, MyD88, PI3Ka,

mTOR e NF-«Bp65

6.5.1 Avaliagdo da transcrigdo génica de TLR-4

A Figura 23 e o Quadro 6 representam a expressao relativa para TLR-4. Observa-se que
os animais tratados com 5-FU tiveram um aumento de 8,37 vezes (min. 3,13; max. 19,08; CI
95% 6,06-12,83), em relagdo ao grupo salina (min. 0,6; max. 2,46; CI 95% 0,6-1,61) (p
<0,0001). A administracdo de ASE 100 mg/kg reduziu significativamente a expressdao de TLR-
4 em 33,33 vezes (min. 0,021; max. 0,047; CI 95% 0,02-0,04) em comparagdao com o grupo 5-
FU (min. 0,37; méx. 2,27; CI 95% 0,72-1,53) (p<0,0001).

#

Expressao Relativa de TLR-4
s
A

Sallina ' ASE lO(l) mg/Kg

5-FU

Figura 23 - Efeito do ASE nos niveis de mRNA para TLR-4 em mucosa ileal de camundongos tratados com 5-FU.
Os animais receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram tratados
com ASE (100 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida. Grupos
contendo de 6 a 8 animais. Foi retirado o ileo para analise da expressdo de mRNA por PCR quantitativo. Expressao
génica de TLR-4 em relagdo ao controle salina. SignificAncia P < 0.05; * P <0,05 quando comparado ao grupo
controle (salina); # P <0,05 quando comparado ao grupo 5-FU. Dados foram expressos como mediana, minimo e
maximo e analise estatistica foi realizada por teste de Mann-Whittney.

6.5.2 Avaliagdo da transcrigcdo génica de MyD88

A Figura 24 e o Quadro 6 mostram que a administracdo de 5-FU induziu aumento de
2,35 vezes a expressao génica de MyD88 (min. 1,89; méx. 5,44; CI 95% 2,0-3,78), comparado
ao grupo controle (min. 0,45; max. 2,57; C195% 0,49-1,84) (p <0,0046). O tratamento do grupo
mucosite com ASE 100 mg/kg reduziu significativamente MyD88 em 5,29 vezes (min. 0,06;
max. 0,36; CI 95% 0,11-0,28) em comparacdo com o grupo 5-FU (min. 0,7; max. 2,0; CI 95%
0,74-1,4) (p<0,0001).
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Figura 24 - Efeito do ASE nos niveis de mRNA para MyD88 em mucosa ileal de camundongos tratados com 5-
FU. Os animais receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram
tratados com ASE (100 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida.
Grupos contendo de 6 a 8 animais. Foi retirado o ileo para andlise da expressdao de mRNA por PCR quantitativo.
Expressao génica de MyD88 em relacdo ao controle salina. Significancia P < 0.05; * P <0,05 quando comparado
ao grupo controle (salina); # P <0,05 quando comparado ao grupo 5-FU. Dados foram expressos como mediana,
minimo e maximo e analise estatistica foi realizada por teste de Mann-Whittney.

6.5.3 Avaliagdo da transcri¢do génica de PI3Kca

A Figura 25 e o Quadro 6 representam a expressao relativa para PI3Ka. Observa-se que
os animais tratados com 5-FU tiveram um aumento de 4,89 vezes (min. 3,83; max. 9,32; C1 95%
4,27-6,73) em relagdo ao grupo salina (min. 0,28; max. 2,84; CI 95% 0,46-2,0) (p <0,0001). A
administracdo de ASE 100 mg/kg reduziu significativamente a expressao de PI3Ka em 35,7
vezes (min. 0,01; max. 0,04; CI 95% 0,02-0,03) em comparacdo com o grupo 5-FU (min. 0,72;
max. 1,76; CI1 95% 0,8-1,27) (p <0,0001).
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Figura 25 - Efeito do ASE nos niveis de mRNA para PI3Ka em mucosa ileal de camundongos tratados com 5-FU.
Os animais receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram tratados
com ASE (100 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida. Grupos
contendo de 6 a 8 animais. Foi retirado o ileo para analise da expressdo de mRNA por PCR quantitativo. Expressao
génica de PI3Ka em relagdo ao controle salina. Significancia P < 0.05; * P <0,05 quando comparado ao grupo
controle (salina); # P <0,05 quando comparado ao grupo 5-FU. Dados foram expressos como mediana, minimo e
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maximo e analise estatistica foi realizada por teste de Mann-Whittney.

6.5.4 Avaliagdo da transcrigdo génica de mTOR

A Figura 26 e o Quadro 6 representam a expressao relativa para mTOR. Observa-se que
os animais tratados com 5-FU tiveram um aumento de 3,94 vezes (min. 2,54; max. 8,12; C195%
3,41-6,11) em relacdo ao grupo salina (min. 0,46; max. 2,49; CI 95% 0,6-1,65) (p <0,0001). A
administracdo de ASE 100 mg/kg reduziu significativamente a expressdo de mTOR em 22,22
vezes (min. 0,03; max. 0,08; CI 95% 0,03-0,06) em comparacdo com o grupo 5-FU (min. 0,57;
max. 1,82; CI1 95% 0,76-1,4) (p <0,0001).
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Figura 26 - Efeito do ASE nos niveis de mRNA para mTOR em mucosa ileal de camundongos tratados com 5-FU.
Os animais receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram tratados
com ASE (100 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida. Grupos
contendo de 6 a 8 animais. Foi retirado o ileo para analise da expressdo de mRNA por PCR quantitativo. Expressao
génica de mTOR em relagdo ao controle salina. Significancia P < 0.05; * P <0,05 quando comparado ao grupo
controle (salina); # P <0,05 quando comparado ao grupo 5-FU. Dados foram expressos como mediana, minimo e
maximo e analise estatistica foi realizada por teste de Mann-Whittney.

6.5.5 Avaliagdo da transcrigdo génica de NF-xkBp65

A Figura 27 e o Quadro 6 representam a expressao relativa para NF-kBp65. Observa-se
que os animais tratados com 5-FU tiveram um aumento de 5,61 vezes (min. 2,57; max. 9,88;
CI 95% 4,32-7,65) em relagdo ao grupo salina (min.0,29; max. 3,16; CI 95% 0,38-2,17) (p
<0,0002). A administragdo de ASE 100 mg/kg reduziu significativamente a expressdo de NF-
kBp65 em 18,52 vezes (min. 0,03; max. 0,10; CI 95% 0,04-0,09) em comparacao com o grupo
5-FU (min. 0,046; max. 1,78; CI 95% 0,77-1,37) (p <0,0001).

91



‘; 10-
=
Z 8
)
-
E 9
=
< 44
[~
lg 2
g
=3 04
=]
=

#
e

L]
Salina

ASE 101') mg/Kg

5-FU

Figura 27 - Efeito do ASE nos niveis de mRNA para NF-kBp65 em mucosa ileal de camundongos tratados com
5-FU. Os animais receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram
tratados com ASE (100 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida.
Grupos contendo de 6 a 8 animais. Foi retirado o ileo para andlise da expressdao de mRNA por PCR quantitativo.
Expressao génica de NF-kBp65 em relagdo ao controle salina. Significancia P <0.05; * P <0,05 quando comparado
ao grupo controle (salina); # P <0,05 quando comparado ao grupo 5-FU. Dados foram expressos como mediana,
minimo e maximo e analise estatistica foi realizada por teste de Mann-Whittney.

Quadro 6 — Valores das expressoes relativas de TLR-4, MyD88, PI3Ka, mTOR e NF-kBp65 e

analise estatistica

Expressao Expressao Expressao
relativa do relativa do relativa do
grupo 5- Nivel de |grupoASE| Nivelde |grupoASE| Nivelde
Gene Cepe A C e A C e A
FU com o |significincia com o significancia com o significancia
grupo grupo grupo S-
salina salina FU
Aumenta Diminui 4 Diminui
TLR-4 - p <0,0001 p <0,0014 33,33 p <0,0001
8,37 vezes* vezes*
vezes#
Aumenta Diminui Diminui
MyD88 2,35 vezes* p <0,0046 1,97 vezes p <0,053 5,29 vezes# p <0,0001
Aumenta Diminui Diminui
PI3Ka 84,89* p <0,0001 6.66 vezes* p <0,021 35.7 vezes# p <0,0001
vezes
Aumenta Diminui 5 Diminui
mTOR | 24 p <0,0004 4 p <0,0014 22,22 p <0,0001
3,94 vezes* vezes*
vezes#
NF- Aumenta Diminui Diminui
kBp65 | 5,61 vezes* p <0,0002 3,33 vezes* p<0,013 Vlegz’essz# p <0,0001

Efeito do tratamento com ASE em mucosa ileal de camundongos tratados com 5-FU. Os animais receberam salina
(5mL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram tratados com ASE (100 mg/Kg, v.0.)
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ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida. Foi retirado o ileo para analise de mRNA
por PCR quantitativo. Significancia P < 0.05; * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina); # P <0,05
quando comparado ao grupo 5-FU. Foi utilizado o teste de Mann-Whittney.

6.6 Efeito do ASE na expressao proteica de marcadores inflamatorios: TLR-4 e NF-kBp65

Administragdo de 5-FU aumentou significativamente (p<0,05) a expressao de TLR-4
(TLR4/p38: 0,72 +0,10) no segmento ileal, quando comparado com o grupo salina (TLR4/p38:
0,19 + 0,10). O tratamento com o ASE 100 mg/kg reduziu a expressao do TLR-4 (TLR4/p38:
0,24 + 0,04), quando comparado com o grupo 5-FU (Figura 28).
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Figura 28 - Efeito do ASE na expressao proteica de TLR-4 em ileo de camundongos tratados com 5-FU. Os animais
receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram tratados com ASE
(100 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida. Grupos contendo de 6 a
8 animais. Foi retirado um segmento de 1cm do ileo para analise por Wetern blot. Os valores representam a média
+ E.P.M. Significancia P < 0.05; * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina); # P <0,05 quando
comparado ao grupo 5-FU. Foi utilizado ANOVA, seguido do Bonferroni.

A Figura 29 demonstra que administracdo de 5-FU aumentou significativamente a
expressdao de NF-kBp p65 (NF-kBp 65/p38: 1,55 + 0,12) no ileo, quando comparado com o
grupo salina (NF-kB p65/p8: 0,37 +0,17). A administracdo de ASE 100 mg/kg (NF-«xB p65/p38:

0,30 £ 0,07) reverteu totalmente esse aumento quando comparado com o grupo 5-FU (p <0,05).
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Figura 29 - Efeito do ASE na expressdo proteica de NF-kBp65 em ileo de camundongos tratados com 5-FU. Os
animais receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram tratados
com ASE (100 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida. Grupos
contendo de 6 a 8 animais. Foi retirado um segmento de lecm do ileo para analise por Wetern blot. Os valores
representam a média + E.P.M. Significancia P < 0.05; * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina); #
P <0,05 quando comparado ao grupo 5-FU. Foi utilizado ANOVA, seguido do Bonferroni.

6.7 Efeito do ASE nos parametros funcionais da mucosite intestinal

6.7.1 Esvaziamento gastrointestinal

Administragdo de 5-FU promoveu um retardo significativo (P<0,05) da refeigdo teste
no estobmago dos animais (46,0 + 5,8%), comparados com grupo controle que recebeu salina
(24,2 + 2,4%). O tratamento dos animais com ASE 100 mg/kg reduziu as altera¢des causadas
pelo 5-FU (30,2 + 3,6%), como observado na Figura 30. A Figura 31 mostra que o 5-FU causou
retardo do transito intestinal, nas por¢des proximal (31,0 + 2,7%) e distal (25,7 = 4,0%) do
intestino, quando comparado com o grupo controle (proximal: 21,0 + 1,8% e distal: 17,2 +
1,8%). O tratamento com ASE 100 mg/kg (proximal: 16,5 +2,1% e distal: 13,4 +2,1%) reduziu
o retardo do transito intestinal. A por¢ao medial do intestino ndo apresentou variagdo entre os

grupos para o ensaio de transito intestinal.
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Figura 30 - Efeito do ASE no esvaziamento gastrico em camundongos tratados com 5-FU. Os animais receberam
salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram tratados com ASE (100 mg/Kg,
v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida. Grupos contendo de 6 a 8§ animais.
Foi retirado o estdmago e todo o intestino delgado para mensura¢do do vermelho de fenol, administrado por
gavagem. O intestino delgado foi dividido em 3 porgdes (intestino proximal, medial e distal). Os valores
representam a média + E.P.M. Significancia P < 0.05; * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina); #
P <0,05 quando comparado ao grupo 5-FU. Foi utilizado ANOVA, seguido do Bonferroni.
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Figura 31 - Efeito do ASE no transito intestinal em camundongos tratados com 5-FU. Os animais receberam salina
(5mL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram tratados com ASE (100 mg/Kg, v.0.)
ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida. Grupos contendo de 6 a 8 animais. Foi
retirado o estdmago e todo o intestino delgado para mensuragdo do vermelho de fenol, administrado por gavagem.
O intestino delgado foi dividido em 3 por¢des (intestino proximal, medial e distal). Os valores representam a média
+ E.P.M. Significancia P < 0.05; * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina); # P <0,05 quando
comparado ao grupo 5-FU. Foi utilizado ANOVA, seguido do Bonferroni.

6.7.2 Efeito do ASE na resisténcia elétrica transepitelial (RET)

Observa-se na Figura 32 que a resisténcia elétrica transepitelial do ileo de animais com
mucosite intestinal foi reduzida (6,5 + 1,0 ohm.cm?), quando comparado com o grupo controle
(24,1 £ 1,5 ohm.cm?). O ileo dos animais com mucosite tratados com ASE 100 mg/kg aumentou

significativamente a resisténcia elétrica transepitelial (12,6 + 1,1 ohm.cm?) quando comparado

com o grupo 5-FU.
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Figura 32 - Efeito do ASE na resisténcia elétrica transepitelial da mucosa intestinal em camundongos tratados com
5-FU. Os animais receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram
tratados com ASE (100 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida.
Grupos contendo de 6 a 8 animais. Foi retirado o ileo para analise da resisténcia elétrica transepitelial (RET). Os
valores representam a média + E.P.M. Significancia P < 0.05; * P <0,05 quando comparado ao grupo controle
(salina); # P <0,05 quando comparado ao grupo 5-FU. Foi utilizado o teste t de student ndo pareado.

6.7.3. Permeabilidade da mucosa intestinal

Os animais com mucosite intestinal tiveram um aumento da intensidade de fluoresceina
no ileo em diferentes tempos (tempo 30 s: 97,5 + 14,4, tempo 60 s: 149,7 & 24,2 e tempo 90 s:
191,6 + 35,5 intensidade de fluoresceina), quando comparado com o grupo salina (tempo 30 s:
17,7 £ 6,0, tempo 60 s: 33,5 = 13,3 e tempo 90 s: 41,8 + 13,4 intensidade de fluoresceina). O
tratamento com ASE preveniu aumento na intensidade de fluoresceina (tempo 30 s: 36,4 £ 9,3,
tempo 60 s: 72,4 £ 15,7 e tempo 90 s: 89,7 + 18,4 intensidade de fluoresceina) no lado nao

luminal (Figura 33).
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Figura 33 - Efeito do ASE na permeabilidade da mucosa intestinal em camundongos tratados com 5-FU. Os
animais receberam salina (SmL/kg, i.p) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no primeiro dia experimental e foram tratados
com ASE (100 mg/Kg, v.0.) ou salina por quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados em seguida. Grupos
contendo de 6 a 8 animais. Foi retirado o ileo para andlise da permeabilidade intestinal. A permeabilidade foi
avaliada pela concentrag@o da intensidade de fluoresceina nos minutos 0, 30, 60 e 90. Os valores representam a
média + E.P.M. Significancia P < 0.05; * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina); # P <0,05 quando
comparado ao grupo 5-FU. Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk seguido pelo teste t student ndo pareado.
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7 DISCUSSAO

A mucosite intestinal, caracterizada por inflamagao intensa, ¢ o principal efeito colateral
associado ao tratamento com 5-FU (BOWEN; KEEFE, 2008). A inflama¢do intestinal,
desencadeada pelo uso desse quimioterdpico, ativa a via TLR-4/MyD88/NF-kB/MAPK,
resultando na produgdo de diversas citocinas pro-inflamatérias (JUSTINO et al., 2019). E
relatado que, durante o processo inflamatorio intestinal, outra via, a PI3K/AKT/mTOR, também
estd ativa e contribui significativamente para a producao de mediadores inflamatorios (Y1 et al.,
2017). Nesse contexto, o principal objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do extrato
hidroalcoolico do caroco do agai (ASE) nas vias inflamatdrias no curso da mucosite intestinal
por 5-FU.

A mucosite intestinal, induzida pelo 5-FU em camundongos, resultou na indug¢ao de uma
lesdo tecidual, apresentando um importante comprometimento da barreira epitelial funcional
com a presenga das seguintes alteracdes: encurtamento das vilosidades intestinais, vacuolizagao
celular, intensa infiltracdo de células inflamatdrias, com aumento na dosagem de MPO,
leucopenia, diarreia, seguida de importante perda ponderal, reducdo da resisténcia elétrica
transepitelial (RET), aumento da permeabilidade da mucosa intestinal, aumento do retardo no
esvaziamento gastrico e transito intestinal. Além disso, o 5-FU foi capaz de induzir alteragdes
da expressao de TLR-4, MyD88, PI3K, mTOR, NF-kB, IL-1[3, TNF-a e na produciao de ROS,
alterando as dosagens de NO3, MDA e GSH.

A pesquisa demonstrou que a utilizagdo do extrato hidroalcoolico de Euterpe oleracea
Mart. (Agai) reduziu as alteragdes histopatologicas, as alteragdes inflamatorias e as alteragdes
funcionais no intestino, induzidas pelo quimioterapico.

Inicialmente, observou-se que o tratamento com o ASE na dose de 100 mg/kg reduziu
os danos relacionados ao estresse oxidativo e a perda de peso a parametros semelhantes ao
controle salina, em contraste com as doses de 10 mg/Kg e 30 mg/kg. Portanto, optou-se pela
dose de 100 mg/kg para a avalia¢do dos demais marcadores inflamatdrios e funcionais avaliados.
Sudo ef al. (2015) demonstraram o efeito anti-inflamatdrio de ASE na dose de 100 mg/kg, em
modelo de dor neuropética e dor aguda, em roedores, produzindo maiores efeitos, quando
comparada com as doses de 30 mg/kg e 300 mg/Kg.

Um efeito colateral importante, resultado do uso do 5-FU, ¢ a presenca de leucopenia.
Esse efeito ¢ esperado e demonstra que o quimioterdpico esta exercendo seu efeito
farmacologico adequadamente, fato ja descrito por diversos autores deste grupo de pesquisas

(SOARES et al., 2008; SOARES et al., 2013; JUSTINO et al., 2014; JUSTINO et al 2015;
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QUARESMA et al., 2019). O tratamento com ASE ndo alterou a ocorréncia da leucopenia,
demonstrando que o extrato ndo interfere na agdo farmacolédgica do 5-FU, no quesito contagem
de leucocitos.

Estudos recentes mostraram que o 5-FU causa danos diretos ao epitélio intestinal,
resultando em aumento na producdo de ROS e alteracdo no sistema de defesa antioxidante,
levando a um estado de estresse oxidativo (SONIS, 2004; SOARES et al., 2008; JUSTINO et
al., 2014; JUSTINO et al., 2015; QUARESMA et al., 2019). O estresse oxidativo reflete um
desequilibrio entre a formacdo de agentes oxidantes e a atividade de sistemas antioxidantes,
com uma maior concentracdo de espécies altamente reativas, causando graves danos as
estruturas celulares, como lipidios de membranas, proteinas, DNA e RNA. Essa condi¢do ¢
resultado do aumento na producgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por diferentes vias
metabolicas, ou da atividade deficiente do sistema de protecdo antioxidante (DA SILVA et al.,
2020). A interrupcdo desse equilibrio antioxidante na mucosa intestinal contribui
significativamente para a patogénese de muitas doengas no TGl (BHATTACHARY YA et al.,
2014).

Esta pesquisa constatou que o tratamento com ASE reduziu a peroxidacdo lipidica
mitigada, induzida por 5-FU em todos os segmentos intestinais. Esses resultados estdo de
acordo com a literatura, a qual relata o efeito antioxidante desse extrato diminuindo os aumentos
de MDA em plasma e em tecido adiposo visceral de ratos obesos com sindrome metabdlica (DE
OLIVEIRA et al., 2010; SANTOS et al., 2020); em artéria e no rim de ratos com hipertensao
renovascular (DA COSTA et al., 2012; DA COSTA et al., 2017); em figado de camundongos
obesos (DE OLIVEIRA et al., 2015); em figado e sangue de ratos diabéticos em associagao
com exercicio fisico (DE BEM et al., 2018a); no plasma e no rim de ratos adultos, os quais
foram submetidos a restri¢cao proteica durante a gestacdo (DE BEM et al., 2014); no plasma de
animais submetidos a restricdo no crescimento fetal por pré-eclampsia materna (DA SILVA et
al., 2020) e no cérebro de ratos submetidos a separacdo materna periddica (DE BEM et al.,
2020).

RODRIGUES et al. (2006) e MARTINEZ et al. (2018) demonstraram que o ASE possui
potente efeito antioxidante, possuindo a capacidade de capturar radicais livres. Esses autores
definem ainda que o extrato possui boa capacidade antioxidante contra os radicais peroxil,
peroxinitrito e hidroxila. Essa atividade do ASE ¢ atribuida a presenca de diversos compostos
fenolicos em sua composic¢do, incluindo procianidinas, catequinas e epicatequinas (MELO et
al., 2016). De oliveira et al. (2015) esclarecem que o ASE ¢ formado por 88% de

proantocianidinas (PAs) poliméricas (dimeros até pentdmeros), heteropolimeros e, em menor
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grau, de procianidinas galilizadas. De fato, Cheah et al. (2009) mostraram que as
proantocianidinas dos extratos de sementes de uva (GSE) diminuiram os danos oxidativos
induzidos por 5-FU em um modelo de rato com mucosite intestinal. Em adi¢ao, a rutina (RUT),
um flavonoide, também foi capaz de reduzir o estresse oxidativo, diminuindo as concentragdes
de MDA na mucosite intestinal por 5-FU em camundongos (FIDELES et al., 2020).

Outro marcador do estresse oxidativo alterado na mucosite intestinal induzida pelo 5-
FU é o GSH (QUARESMA et al., 2019). A administragdo de ASE na mucosite intestinal
restaurou os niveis de GSH, em todos os segmentos intestinais, a0 mesmo patamar daquele
encontrado nos animais controle. Varios trabalhos demonstram a eficiéncia desse extrato em
restaurar os niveis de GSH em artéria e no rim de ratos com hipertensdo renovascular (DA
COSTA et al., 2012; DA COSTA et al., 2017); em figado e sangue de ratos diabéticos em
associacdo com exercicio fisico (DE BEM et al., 2018a); no plasma e no rim de ratos adultos,
os quais foram submetidos a restri¢ao proteica durante a gestacdo (DE BEM et al., 2014); no
cérebro de ratos submetidos a separacdo materna periddica (DE BEM et al., 2020) e no pulmao
de camundongos com inflamacao pulmonar induzida por fumaca de cigarro DE MOURA et al.,
2011). Esses autores atribuem os efeitos antioxidantes a composicdo do extrato, exatamente
como Cheah et al. (2009) e FIDELES et al. (2020), que demonstraram a capacidade de
polifendis em restaurar os niveis de GSH; no primeiro, o efeito de proantocianidinas do GSE e,
no segundo, da RUT em mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Outro composto que se apresenta alterado e ¢ avaliado para a investigagao do processo
oxidativo ¢ o NO. O tratamento com ASE, no nosso modelo de mucosite intestinal, também
limitou os niveis de nitrato em todos os segmentos intestinais. Esses resultados corroboram com
os achados anteriores na literatura que indicam reducdo de nitrato em ratos hipertensos com
lesdao renovascular (DA COSTA et al., 2017); no plasma e no rim de ratos adultos, os quais
foram submetidos a restri¢ao proteica durante a gestacdo (DE BEM et al., 2014); no cérebro de
ratos submetidos a separacdo materna periddica (DE BEM et al., 2020); e no pulmao de
camundongos com inflamacdo pulmonar induzida por fumaca de cigarro (DE MOURA et al.,
2011), tratados com o ASE. Matheus et al. (2006) afirmam que o ASE parece ser capaz de
reduzir a producdo de NO pela redugdo na atividade de iNOS, em processos inflamatorios.
Zapata-Sudo et al., (2014) discutem também que o ASE possui agdo vasodilatadora, dependente
da ativagdo da via NO-cGMP (guanilato ciclase soluvel) e também pode envolver a liberagao
de fator de hiperpolarizacdo derivado do endotélio (EDHF). Esses trabalhos correlacionam os
efeitos do ASE a presenga dos compostos bioativos presentes, do mesmo modo que um estudo,

conduzido em células epiteliais colonicas (IECs) inflamadas e tratadas com extrato de vinho
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tinto (rico em compostos fendlicos), que apontou inibigdo tanto do aumento de 6xido nitrico
derivado da iNOS, quanto de nitragdo da proteina tirosina, um biomarcador do estresse
nitrosativo que normalmente requer a reacdo do 6xido nitrico com o radical superdxido
(NUNES et al., 2013). Esse resultado foi o mesmo encontrado por Pepe et al. (2020), no qual
o extrato de suco de roma (Punica granatum L.), rico em polifénois, inibiu a expressao de iNOS
e formacao de nitrotirosina em IECs tratadas com 5-FU.

Kamalian et al. (2020) afirmam que os flavonoides, um subgrupo dos polifendis,
regulam a produgdo de NO e a expressao da iNOS. Eles esclarecem ainda que o receptor ativado
por proliferador de peroxissoma y (PPARy) ¢ um fator de transcricdo importante dos genes de
oxidagdo e metabolismo lipidico em macrofagos e possui atividades anti-inflamatérias. Os
flavonoides atuam ativando a expressdo genética do fator PPARy, reconhecido por ser um
participante chave na regulacao negativa da iNOS. (KAMALIAN et al., 2020).

O estresse oxidativo promove diminui¢do das atividades bioldgicas, ativacdo
imunolodgica e inflamagdo (DIAZ DE BARBOZA et al., 2017). Miyazono et al. (2004) e Chami
et al. (2018) acrescentam que a producdo de ROS estd associada a inflamacao; a regulacio da
resposta imune; a sinalizagdo de quimiotaxia pro-inflamatéria para o local lesionado,
precedendo a infiltracdo de neutrofilos; a interagdo das células imunes e a ativagdo e a supressao
imunologicas; demonstrando que o estresse oxidativo desempenha um papel importante no
dano do tecido intestinal.

De fato, a mucosite intestinal induzida por 5-FU ¢ descrita pela literatura por importante
repercussdo inflamatoria, com incidéncia de diarreia (JUSTINO, 2016), perda de peso
(SOARES et al., 2008; CHEN et al., 2017), aumento da apoptose de células epiteliais, atrofia
das criptas e das vilosidades, diminui¢do da razdo vilosidade/cripta (SOARES et al., 2008;
MENDES, 2019), células vacuoladas, necrose de cripta, infiltragdo celular inflamatoria intensa,
vacuolizacdo e edema (JUSTINO et al., 2014), levando a destrui¢do da arquitetura intestinal.
Essa destruicdo direta das células intestinais resulta em dano mucoso e estabelecimento de
severo processo inflamatorio, com liberagdo de citocinas (SONIS, 2004). A presenca da
inflamacao intestinal leva ao aumento de células polimorfonucleares no epitélio, implicando na
ocorréncia de diarreias (MADARA et al., 1993) e resultam em prejuizo na fungdo da barreira
intestinal, uma vez que as citocinas atuam sobre as tight junctions (TJs) promovendo aumento
da permeabilidade, dificultando a absor¢do de nutrientes e influenciando na perda de peso
(OSHIMA; MIWA, 2016).

Nesta pesquisa, o uso de ASE, nas doses de 30 mg/Kg e 100 mg/Kg, foi capaz de

diminuir a perda de peso no dia 2 e no dia 3 ap6s a indugao; foi ainda capaz de reduzir os danos

102



histologicos no duodeno, jejuno e ileo, pela reducdo na vacuolizagdo, na infiltragdo neutrofilica
e na inflamacao.

A literatura ndo estabelece paralelo entre o uso de ASE e a reducdo na perda ponderal.
Entretanto, Chen et al. (2017) demonstraram que PAs das sementes de Ficus virens melhoraram
a perda de peso e as lesdes jejunais em ratos com mucosite intestinal induzida por 5-FU. Da
mesma forma, GSE, rico em PAs, foi capaz de reduzir os escores histologicos qualitativos de
dano no jejuno proximal, aumentar a altura das vilosidades no jejuno proximal e ileo distal e
atenuar a redugdo da espessura da mucosa no jejuno e no ileo, em ratos com mucosite intestinal
induzida por 5-FU (CHEAH et al., 2009). O mecanismo envolvido na protecdo do epitélio
parece ter relacdo com o tamanho das PAs, seu peso molecular e a capacidade de absorcao
intestinal, fazendo com que elas cheguem ao colon intactas, o que ofereceria a protecao
observada por esses autores (DEPREZ et al., 2000; GONTHIER et al., 2003; CHEAH et al.,
2009). Adicionalmente, Atiq et al. (2019) mostraram que a daidzeina, um composto fenolico,
reverteu significativamente a perda de peso, aliviou a diarreia e melhorou as deformidades
histopatologicas associadas a inflamac¢do em camundongos com mucosite intestinal induzido
por 5-FU; e Fideles et al. (2020) apontaram que o uso de RUT preveniu as alteragdes
histologicas causadas na mucosite intestinal por 5-FU.

Outro marcador inflamatorio avaliado foi a MPO, um indicador da infiltragdo
neutrofilica e um dos principais efeitos colaterais em pacientes recebendo tratamento com 5-
FU (BHATTACHARYYA, et al., 2014; ARATANI, 2018). Nossos achados incluem diminui¢ao
de MPO em todos os segmentos intestinais apds administracdo sistémica de ASE. Esses
resultados encontram fundamentacdo em outro estudo que aponta o uso de ASE como o
responsavel pela reducdo de MPO, macrdfagos alveolares e nimero de neutréfilos no pulmao
de camundongos com inflama¢ao pulmonar induzida por fumaga de cigarro (DE MOURA et
al.,2011) e no estudo de Cordeiro et al. (2018), no qual o ASE inibiu a proteina quimioatraente
de monocitos (MCP-1) em ratos diabéticos e espontaneamente hipertensos. Esses resultados
sdo esperados, pois encontram paralelo com varios estudos que utilizaram outros polifendis,
como a RUT e PAs, que reduziram os niveis de MPO em modelos experimentais de mucosite
intestinal por 5-FU (CHEAH et al., 2009; FIDELES et al., 2020) e como o resveratrol, que
reduziu MPO em ratas submetidas a isquemia/lesdo de reperfusdo intestinal (OZKAN et al.,
2009).

Os neutrofilos ativados apds dano tecidual, expressam um vasto e diversificado
repertdrio de citocinas que sdo cruciais nas respostas imunes inatas e adaptativas e para a defesa

do organismo (MANTOVANI et al., 2011; MORTAZ et al., 2018). Além do papel
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desempenhado pelos neutréfilos, a lesdo das camadas epiteliais e submucosas no intestino,
causados pelo uso de quimioterdpicos, provoca a liberagdo de DAMPs, CRAMPs e PAMPs
(SONIS, 2004; SONIS, 2010; BASILE et al., 2019). Essas moléculas ativam receptores como
TLR-2 e TLR-4, que, por sua vez, ativam vias inflamatorias importantes, como a via
MyD88/NF-kB/MAPK e a via PI3K/AKT/mTOR (Y1 et al., 2017; JUSTINO et al., 2019) que
contribuem para o aumento na produ¢do de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a, IL-18,
IL-4 e IL-6 (SOARES et al., 2008; JUSTINO, 2016; RTIBI et al., 2018; MENDES, 2019).

Esses achados estdo de acordo com estudo anterior que mostrou a expressdo aumentada
de TLR4 e NF-kB em tecidos intestinais de ratos apos hipoxia aguda (LUO; GUO; ZHOU
2012). A via TLR/MyD88/NF-«B tem sido implicada, em varios estudos, no dano epitelial de
varios modelos experimentais de mucosite (WONG et al., 2015; KHAN; WARDILL; BOWEN,
2018; CHANG et al., 2020b), da mesma maneira que a via PI3K/AKT/mTOR (Yl et al., 2017).
A implicag@o dessa ultima via ja ¢ relatada em diversos modelos de colite, estando envolvida
na regulacdo e na liberagdo de citocinas pro-inflamatérias como o TNF-o (HUANG et al., 2011;
LONG et al., 2013; TOKUHIRA et al., 2015).

PAMPs e DAMPs também sdo responsaveis pela participacdo na formacdo de
inflamassomas (CHAUHAN; VANDE WALLE; LAMKANFI, 2020). Esses, sdo complexos
multiprotéicos que processam pro-citocinas em formas maduras de IL-1 e IL-18 e induzem a
morte celular (OPIPARI; FRANCHI, 2015). Rathinam e Chan (2018) relatam, ainda, que o
aumento de NLRP3, um tipo de inflamassoma, estd relacionado com a complicagdo e a
severidade de doencas inflamatorias intestinais.

O uso de ASE na mucosite intestinal resultou em restricdo na producdo de diversos
marcadores inflamatdrios, como na produgdo de IL-1 3 e TNF-a; na expressao proteica de TLR-
4 e NF-xB e na expressao génica de TLR-4, MyD88, PI3K, mTOR e NF-kB.

Trabalhos anteriores demonstraram que o ASE ¢ eficiente em: abreviar a inflamacao
pulmonar induzida pela fumaca de cigarros, reduzindo TNF-o em ratos (DE MOURA et al,
2012); diminuir a inflamag¢ao no tecido adiposo branco, inibindo a elevacao de IL-6 e TNF-a
em ratos obesos (SANTOS et al., 2020); reduzir o aumento da expressdo de caspase-3, IL-6 e
TNF-a em ratos diabéticos e espontaneamente hipertensos (CORDEIRO et al., 2018) e diminuir
TNF-o em ratos obesos e diabéticos, associado a administragdo de ASE e exercicio fisico (DE
BEM et al., 2018b). Sudo et al. (2015) sugerem, ainda, que a administragdo sistémica de ASE
¢ capaz de exercer seu papel anti-inflamatorio através da inibicdo das COX 1 e COX 2. Esse
papel anti-inflamatdrio encontra correspondéncia em trabalhos que utilizaram extratos ricos em
polifendis, como o conduzido por Zhuang et al. (2019), o qual sugere que o uso de um composto
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rico em flavonoides foi capaz de reduzir IL-13 e outros marcadores inflamatorios em modelo
de cultura de células epiteliais intestinais. David et al. (2019) demonstrou ainda o efeito anti-
inflamatorio de procianidinas com camundongos portadores de tumor de Ehrlich, reduzindo os
niveis de TNF-a e IL-13; Radwan e Karam (2020) relataram que o uso de resveratrol foi capaz
de modular o aumento na produgdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-1p em
ratos com inflamagdo intestinal e Zhao ef al. (2019) relatam a atividade anti-inflmatéria dos
polifendis do mel com menor producgdo de IL-1 B, IL-6, TNF-a e IFN-y em ratos com colite
ulcerativa.

Lauterbach et al. (2008) esclarecem que o TNF-a ¢ uma citocina pleiotrofica capaz de
ativar células endoteliais e neutrofilos, portanto, De Moura et al. (2012) atribuem a redugdo na
migracdo de células inflamatérias ao efeito do ASE em diminuir a expressdo de TNF-a e
consequentemente a expressdo de moléculas de adesdo. Estudos anteriores reforcam esses
resultados, sugerindo que polifendis e PAs sdo capazes de reduzir a produ¢do de moléculas de
adesdo no processo inflamatério (DELL'AGLI; BUSCIALA; BOSISIO, 2004; GARBACKI et
al., 2005), contribuindo para a redu¢@o na producado de citocinas pro-inflamatoérias.

Trabalhos recentes demonstraram ainda que o uso de procianidinas reduzem a
inflamacao através da diminuicdo na liberacdo de IL-1 e na ativagdo de NLRP3 em pancreas
diabético (YIN et al., 2015), em macréfagos estimulados com LPS (MARTINEZ-MICAELO
et al., 2015), em modelo de inflamacao pulmonar (JIANG; YANG; GUI , 2018) e em cultura
de células epiteliais do intestino (ZHUANG et al., 2019). Chang et al. (2020b) demonstraram
também que o uso de um composto flavonoide reduziu a expressdo de IL-1P e a ativagao de
NLRP3 em lesdo ileal induzida por LPS em galinhas, reduzindo assim a inflamagdo e o dano
mucoso

Os polifenodis, ou compostos fenolicos sdo capazes de modular a via de sinalizacio
inflamatoria por meio de um mecanismo baseado em atividades antioxidativas e de eliminagao
de radicais livres, reduzindo o estresse oxidativo e inibindo a transducdo de sinal para a
producdo de mediadores pré-inflamatorios. Eles podem regular as atividades celulares das
células relacionadas a inflamagdo, como os mastocitos, os macréfagos, os linfocitos e os
neutrofilos (KIM et al., 2004; SINGH, et al., 2020).

O tratamento com o 5-FU também ¢ associado com alteracdes na composi¢cdo da
microbiota intestinal, levando-a ao desequilibrio, com aumento na liberag¢do de LPS
(STRINGER et al., 2013) que ¢ reconhecido por TLR-4, presentes nas células intestinais e em
monocitos, macréfagos e células dentriticas (DOYLE; O'NEILL, 2006; FRANK et al., 2015;
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FANG et al., 2017). O TLR-4 se liga a uma proteina adaptadora, o MyD88; em seguida o
receptor TRAF-6 ¢ requerido para a associacdo ao TAK-1, TAB-1 e TAB-2. Posteriormente, o
TAK-1, ativado, fosforila o complexo IkB quinase (IKKs), que induz a liberagdo de NF-kB
para o nucleo (MILLER, ERNST, BADER, 2005; DOYLE; O'NEILL, 2006; O'NEILL;
BOWIE, 2007; KOGUT et al., 2012; JUSTINO et al., 2019). Alguns autores apontam que o
TRAF6, TAK-1, TAB-1 e 2 fosforilam PI3K (HYAM et al. 2013), que, por sua vez, ativa Akt
(AHMAD et al., 2013; FANG et al., 2017). O Akt pode, em seguida, fosforilar IKK-a e assim
ativar NF-xB (DAN et al., 2008; BAI; UENO; VOGT, 2009; AHMAD et al., 2013), ou ativar
o mTOR, que também participa na sinalizacdo a jusante do TLR-4 (FANG et al., 2017).
Mecanisticamente, mTOR regula as respostas inflamatdrias intestinais por meio de TLR-4 a
montante, através da sinalizagdo MyD88-MAPK e a via NF-kB a jusante (ZHOU et al., 2018).
O papel do ASE em reduzir TLR-4, MyD88, PI3K, Akt e NF-kB, ndo foi descrito na
literatura até o presente momento. No entanto, outros trabalhos utilizando compostos fenolicos
demonstram a reducdo desses mediadores inflamatdrios. Os polifendis do agai foram
implicados na reducdo da expressdo dos mediadores inflamatoérios: TLR-4, TRAF-6, COX-2,
NF-kB e ICAM-1 em cultura de células de miofibroblastos (CCD-18Co) (DIAS et al., 2015).
Esses resultados estdo de acordo com trabalhos anteriores que mostraram a acdo de quatro
subclasses de flavonoides com estruturas semelhantes, incluindo duas antocianinas (delfinidina
e cianidina), dois flavonois (miricetina e quercetina), duas flavonas (luteolina e apigenina) e
duas isoflavonas (genisteina e daidzeina) quanto aos seus efeitos capaz de inibir a ativagdo de
NF-«B e a expressdo de VCAM1 e ICAM-1 induzido por LDL oxidada (YT et al., 2012).
Pérez-Cano et al. (2014) descrevem trés mecanismos envolvidos na a¢cdo modulatoria
dos flavondides nas vias de sinalizagdo mediadas por TLR. O primeiro deles ¢ a modulagio da
composicao da microbiota intestinal, privilegiando cepas de bactérias benéficas em detrimento
de cepas patogénicas. Essa acdo ¢ realizada pelos flavonodides naturais e por seus metabolitos.
O segundo ¢ a ativagdo de TLR, que requer processos adicionais que podem ser direcionados
por flavonodides. Esses processos incluem o acumulo de balsas lipidicas, que atuam como
plataformas para moléculas a jusante e parecem ser um fator chave na ativagdo de células
imunes, dimerizacdo/oligomerizagdo de TLR, sua glicosilagdo e a participacdo de proteinas
adaptadoras. Os flavonoides atuariam interagindo com essas balsas lipidicas, suprimindo a
dimerizacao induzida por LPS de TLR-4. Por tltimo, os flavonoides podem regular diferentes
proteinas quinases que atuam em varias cascatas de sinalizagdo intracelular, entre elas, a MAPK

e o NF-kB (através da regulagdo de IkBs). Confirmando essas proposi¢des, Rossin et al. (2019)
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demonstraram que os polifenois do cacau foram eficazes em reduzir a expressao e a ativagao
de TLR-4, propondo que o mecanismo relacionado a essa acdo ¢ a interagdo desses polifendis
com balsas de lipidios, onde proteinas de membrana especificas necessarias para a ativagao do
receptor — incluindo TLRs e NADPH oxidase — estdo localizadas. Radwan e Karam (2020)
relataram ainda que o uso de resveratrol, foi capaz de modular a ativacdo de NF-xB. Esses
autores sugerem que o mecanismo por tras desse efeito ¢ a regulagdo na producdo de ROS
durante o processo inflamatorio no intestino. Zhao et al. (2019) atribuem a atividade anti-
inflamatoria dos polifendis do mel a sua capacidade de inibir NF-«kB pela super regulacao de
IkB-a (um inibidor de NF-kB) e consequente menor produgdo de citocinas pro-inflamatorias.
Em adicdo, Kamalian et al. (2020) esclarecem que os flavonoides regulam a inflamag¢do por
duas vias principais: as vias de sinalizacdo NF-xB e JAK/STAT. Essas vias sdo ativadas, durante
o processo inflamatorio, em macréfagos presentes nos tecidos lesionados, apos a sensibilizagao
dos receptores TLR-4 ¢ INF-y.

Outros achados incluem o trabalho de Jiang et al. (2019), que relatou o uso de
procianidinas em camundongos com colite induzida por acido trinitrobenzeno sulfénico
(TNBS), reduzindo a inflamacdo por inibir a via de sinalizagdo PI3K/Akt e de KIM et al.
(2017a), no qual polifendis da manga (Mangifera Indica L.) reduziram a resposta inflamatdria
associada a colite in vitro e in vivo, por meio da modulagcdo da via mTOR e dos mecanismos
pos-traducionais associados. Essa pesquisa indicou a diminui¢do do mRNA de PI3K, que reduz
a ativacao de Akt e consequentemente mTOR, resultando em menor produg¢ao de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a, IL-18 e a iNOS no nivel de mRNA e proteina. Outro estudo com
polifenois, como elagitaninos e antocianinas em roma (Punica granatum L.), também relatou a
inibicdo da fosforilagdo da expressao de PI3K, Akt e mTOR, relacionando tal fato ao efeito
anti-inflamatorio na inflamacao colorretal (BANERJEE et al., 2013).

Farkas et al. (2006) sugerem que a presenga de mTOR esta relacionado com a aderéncia
e o extravasamento de leucécitos durante a indugdo da colite cronica; Zhou et al. (2018)
complementam essa informag¢do, demonstrando que o silenciamento do mTOR atenuou
notavelmente a inflamacao induzida por LPS e a lesdo oxidativa. Assim, fica sugerido que o
efeito antioxidante dos polifenois resulta em menor producdo de ROS nos tecidos lesados e
consequente menor infiltragdo de leucécitos, com menor produgado de citocinas e de mediadores
inflamatoérios (KIM et al., 2004; MIYAZONO et al., 2004; SINGH, et al., 2020; KAMALIAN
et al., 2020).

Adicionalmente, estudos in vitro e in vivo, demonstram que a inibi¢do, ou a perda

genética de PI3K causa redugcdo no recrutamento e ativacdo de linfocitos, neutréfilos,
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macrofagos e eosindfilos (TANG et al., 2016). Xie et al. (2014) provaram que a inibi¢ao
farmacologica do PI3K suprime a producdo de citocinas pro-inflamatdrias em monocitos e
macrofagos, além de modular a motilidade de macréfagos e a neovascularizacdo. Por essa razao,
alguns autores relacionam a modulagdo da via PI3K/Akt/mTOR a secrecdo de TNF-a e IL-1,
sugerindo que esta sinalizacdo esta envolvida na secre¢do de citocinas inflamatérias (GHIGO
etal.,2010; RADWAN; KARAM; 2020).

A inflamagdo intestinal estd associada a anormalidades no controle da motilidade
gastrointestinal, ndo apenas no local da inflamag¢do, mas também em locais distantes nao
inflamados (AKIHO et al., 2005). Macréfagos residentes do intestino parecem ter relagdo com
esse fato; eles produzem prostaglandinas e NO em condi¢des inflamatdrias, o que tem sido
associado a dismotilidade gastrointestinal (TAJIMA et al., 2012). Soares et al. (2008)
acrescentam, ainda, que a alteracdo da motilidade gastrintestinal ocorre ndo somente na fase
inflamatoria, mas também na fase pos-inflamatdria. Essas alteragdes possuem repercussao em
todo o TGI, pois, mesmo frente a auséncia de sinais histopatologicos inflamatorios, a fungao
motora apresenta-se alterada (MENDES, 2019; AKIHO et al., 2005). Essa inflamag¢do induz
alteracdes agudas e duradouras na contratilidade do musculo liso, envolvendo varios
mediadores inflamatdrios, que contribuem para a dismotilidade intestinal, levando a
hipercontratilidade de musculos profundos do estomago e duodeno (SOARES et al., 2008;
SONNIER et al., 2012; SOARES et al., 2013; JUSTINO et al., 2015).

Adicionalmente, Costa et al. (2019) demonstram que a mucosite induzida por 5-FU
ocasiona uma lesdo inflamatoéria na mucosa intestinal, induzindo uma gliose reativa e redugao
de neurdnios entéricos, confirmando a sugestio de Mendes (2019) de que essa inflamagao
repercute no remodelamento do sistema nervoso entérico, levando a uma hiperexcitabilidade
neuronal de IPANs (neurdnios aferentes primarios intrinsecos), neur6nios motores,
interneuronios e alteracdes na producgdo e na liberacdo de neurotransmissores, resultando em
hipercontratilidade do musculo liso intestinal de forma persistente, mesmo apos a resolug¢ao da
inflamacao.

Esta pesquisa demonstrou que o ASE reduziu o retardo no esvaziamento gastrico e na
retencdo fracional do intestino nas por¢des proximal e distal. Esses resultados estdo de acordo
com trabalhos que utilizaram alguns compostos fenolicos e extratos contendo polifendis,
demonstrando melhora da motilidade gastrointestinal; ¢ o caso do Fructus aurantii, um
flavonoide derivado de Citrus aurantium, pesquisado em ratos portadores de dispepsia
funcional. Ele foi responsavel por aumentar a motilidade gastrointestinal e melhorar os niveis

de hormdnios associados a motilidade gastrointestinal (ZHU et al., 2020).
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Outro estudo conduzido com suco de uva integral, fonte de fitoquimicos, como
polifenois, resveratrol e proantocianidinas, relatou alguns efeitos benéficos na prevencao da
dispepsia mediada pelo quimioterapico cisplatina (KO et al., 2016). Esses autores discutem que
a presenga de flavonoides no suco de uva seria o responsavel pelo aumento na expressao do
mRNA da grelina no estdmago, acelerando o esvaziamento gastrico. A grelina ¢ um peptideo
que libera o hormonio do crescimento, expresso predominantemente no estdmago, € que, dentre
outras funcdes, participa da estimulacdo da motilidade gastrica (DATE et al., 2000). Sua
presenga estd associada ao maior esvaziamento gastrico em ratos ap6s uso de cisplatina (KO et
al., 2016). Corroborando os efeitos dos flavonoides sobre a maior expressdo de grelina, Takeda
et al. (2008) relatam que o uso de Rikkunshito, um medicamento fitoterdpico rico em
flavonoides, melhorou a liberacdo de grelina em ratos tratados com cisplatina.

A motilidade do TGI ¢ controlada por varios tipos celulares, entre eles, as células
intersticiais de Cajal, que sdo caracterizadas pela capacidade de despolarizagdo ciclica e
espontanea e criacao de ondas lentas no intestino, atuando como marca-passo no trato alimentar
(PASTERNAK et al., 2016; HWANG; KIM; KIM, 2020). Portanto, uma substancia capaz de
modular o funcionamento dessas células poderia regular a motilidade gastrointestinal. Essa
proposicao foi comprovada pelos estudos de Hwang, Kim e Kim (2020), no qual a hesperidina,
um flavondide citrico, foi capaz de despolarizar o potencial do marca-passo das células
intersticiais de Cajal no intestino de camundongos, acelerando o esvaziamento géstrico € o
transito intestinal. Outro estudo conduzido em ratos com isquemia/reperfusdo intestinal,
demonstrou que o uso de PAs via oral melhorou os danos induzidos as células intersticiais de
Cajal, restabelecendo a amplitude da contratilidade e a frequéncia de onda lenta do musculo
liso, 0o que resultou em alivio no distirbio da motilidade intestinal e diminui¢cdo da lesao
intestinal (LUO et al., 2016).

Outro mecanismo proposto para a regulacdo da motilidade do TGI ¢ a ligacdo de
polifenois aos receptores de sabor do tipo 2 (T2Rs). Esses receptores encontram-se em diversos
6rgdos, mas principalmente ao longo do TGI. Entretanto, o intestino delgado ¢ a regido onde o
T2R parece ser crucial para uma ampla gama de processos metabolicos. Observou-se que a agao
de compostos bioativos no intestino inicia uma cascata de feedback que influencia o
esvaziamento gastrico, a saciedade e a resposta glicémica. Os mecanismos subjacentes a esse
processo sdo complexos, mas recentemente foi demonstrado que a liberagdo de hormdnio
mediada por T2R ¢ um dos meios pelos quais o intestino detecta o conteudo intraluminal. Além
disso, foi demonstrado que a estimulagdo de T2Rs em células enteroendocrinas induz a

liberagdo de hormdnios gastrointestinais envolvidos na modulagdo do metabolismo energético,
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como a grelina, a colecistocinina e o GLP-1 (WU et al., 2002; XIE et al., 2018; TARRAGON;
MORENO, 2020).

Todas as alteragdes inflamatoérias induzidas pelo 5-FU ocasionam, ainda, o aumento da
permeabilidade intestinal e redu¢do de RET, com diminui¢ao na produgdo de TJs e translocacao
bacteriana (PRISCIANDARO et al.,2012; FORSGARD et al.,2016; DE BARROS et al., 2018;
KUO et al, 2019). A regulagdo da permeabilidade conferida pela estabilidade e pela estrutura
de TJs podem ser reguladas por uma série de fatores, incluindo citocinas, fatores de crescimento,
estresse celular, presenca de patdogenos, probiodticos e peptideos dietéticos (ODENWALD;
TURNER, 2013; GALIPEAU; VERDU, 2016).

A ruptura das TJs epiteliais da origem aos distirbios da barreira paracelular e aumento
da permeabilidade de mucosa, estando associadas as doencas inflamatoérias intestinais (KUO et
al.,2019; WU et al., 2020b).

A literatura ndo possui dados sobre o efeito do ASE na permeabilidade intestinal
induzida por 5-FU. Nesse sentido, a presente pesquisa € pioneira em demonstrar que o extrato
do caroco do agai foi capaz de reduzir a permeabilidade intestinal e a RET. Tais achados
encontram paralelo na literatura ao avaliarmos os efeitos benéficos de diversos polifendis sobre
a permeabilidade intestinal.

Wu et al. (2020a), utilizando um modelo de inflamagao intestinal em camundongos e
uma dieta com milho enriquecido com flavan-4-ols, um tipo de flavonoide, revelaram melhora
da inflamagdo do cdlon ao restaurar a funcdo de barreira intestinal. Sharma et al. (2020)
demonstraram que o uso de flavonoides em cultura de células intestinais (Caco-2) reduziu a
inflamagdo com melhora na expressdo de ZO-1, ocludina e claudina, revertendo a diminui¢ao
da resisténcia elétrica transepitelial e o aumento da permeabilidade da membrana. Efeito
semelhante foi observado ao utilizar o GSE, em células Caco 2, restaurando a integridade da
barreira epitelial (NALLATHAMBI et al., 2020). Os autores desse estudo propdem que o
mecanismo para tal acdo ¢ o poder antioxidante dos polifendis, que eliminam ROS intestinais,
reduzindo assim o estresse oxidativo ¢ diminuindo a inflamacao intestinal. O uso de GSE
reduziu a expressdo de TNF-o e IL-la, as quais estdo relacionadas com o aumento na
permeabilidade da parede intestinal, pela diminui¢do na expressao de TJs (NUNES et al., 2019),
e aumentou a expressdao do fator transformador de crescimento beta (TGF-1), uma citocina
multifuncional que pode normalizar a barreira epitelial ao regular positivamente a expressao de
TJs (HOWE et al, 2005). Em concordancia com esse estudo, Sheng et al. (2020) evidenciaram
que o uso do extrato de PAs de semente de uva, em modelo de inflamagdo intestinal em

camundongos, foi capaz de aumentar o mRNA de ZO-1, claudina e ocludina, restabelecendo,

110



também, a barreira intestinal.

Figura 34 — Hipdtese das vias que sdo moduladas pelo ASE
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Com base na literatura consultada e nos dados que obtivemos, sugerimos o seguinte
modelo hipotético: o 5-FU causa danos diretos ao epitélio intestinal, levando a alteracdes
histopatologicas com necrose, vacuolizacdo e infiltragao de células inflamatorias, resultando na
producdo de DAMPs, PAMPs e CRAMPs; aumento na producdo de ROS e estresse oxidativo,
que causariam mais danos ao epitélio. Causa, ainda, a destrui¢do da microbiota, levando a
disbiose com aumento na liberagdo de LPS no limen intestinal. Em seguida, ocorre a ativagao
do receptor TLR-4 que, através do mediador MyD88, ativa TRAF-6. Os passos seguintes seriam
a ativagdo de IKK que ira fosforilar NF-kB, ao mesmo tempo que ativa PI3K, que fosforila Akt
e, por fim, ativa mTOR, que contribui para a fosforilacdo de NF-kB. Esse fator desloca para o
nucleo, onde ird ativar a transcri¢do de citocinas pro-inflamatorias, como a TNF-a e IL-1f3.
Essas citocinas atuam sobre as TJs e sobre o proprio epitélio intestinal, aumentando a
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permeabilidade paracelular e diminuindo a resisténcia elétrica transepitelial; atuam sobre a
musculatura lisa do intestino, resultando em alteragcdes na motilidade gastrointestinal e sobre os
vasos, aumentado a permeabilidade vascular e a migragdo de células inflamatdrias para o
intestino. Nossa hipotese propde que os compostos fendlicos presentes no ASE sdo capazes de
reduzir os danos causados diretamente ao epitélio intestinal; de atuar sobre a ativagdo de TLR-
4 e de serem oxidados frente a processos de estresse oxidativo, preservando sistemas
antioxidantes celulares e a peroxidagdo lipidica da membrana. Desse feito, o ASE atuaria como
anti-inflamatorio  por,  possivelmente, inibir a  ativagdo da  via  TLR-
4/MyD88/PI3K/Akt/mTOR/NF-kB, abreviando a produ¢do de TNF-a e IL-1p3, a migracdo de
neutrofilos (MPO), restaurando a fun¢do da barreira intestinal e reduzindo a dismotilidade

gastrointestinal.
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8 CONCLUSAO

v A dose de 100 mg/Kg de ASE foi a mais efetiva em melhorar os pardmetros de
estresse oxidativo em todos os segmentos intestinais de camundongos com mucosite
intestinal por 5-FU.

v O ASE atenua as alteragdes de perda de peso, infiltragdo de neutréfilos e alteragdes
histopatologicas causadas no modelo de lesdo intestinal induzida por 5-Fluorouracil
em camundongos.

v O ASE possui atividade anti-inflamatoria no modelo de lesdo intestinal induzida por
5-Fluorouracil em camundongos.

v" O ASE altera a via de sinalizagdo celular, diminuindo a expressdo génica de TLR-
4/MyD88/PI3K/mTOR/NF-kB em animais com mucosite intestinal induzida por 5-
Fluorouracil.

v" O ASE restringe as elevagdes das expressdes proteicas de TLR-4 ¢ NF-xB em
animais com mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil.

v" O ASE reduz a alteragdo da permeabilidade intestinal em animais com mucosite
intestinal induzida por 5-Fluorouracil.

v O ASE diminui a alteragdo da motilidade gastrointestinal, em animais com mucosite

intestinal induzida por 5-Fluorouracil.
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