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RESUMO 

 

A mucosite intestinal (MI) é um dos efeitos adversos mais incidentes da quimioterapia 

por 5-fluorouracil (5-FU), sendo considerada um fator limitante principalmente no tratamento 

do câncer de mama e colorretal. O presente trabalho avaliou o possível efeito anti-inflamatório, 

antioxidante e protetor do sildenafil (inibidor de fosfodiesterase do tipo 5) em modelo 

experimental de mucosite intestinal induzida por 5-FU. Para isso, a MI foi induzida em 

camundongos Swiss (25-30g) pela administração de dose única intraperitoneal de 5-FU 

(450mg/kg). Os animais foram tratados com sildenafil (SIL) nas doses de 5, 10 e 25mg/kg por 

via oral trinta minutos antes da indução e; 24, 48 e 72 horas pós-indução da mucosite.  Após 

trinta minutos da última administração do SIL, os animais foram eutanasiados com dose 

excessiva de cetamina e xilasina. Os segmentos intestinais foram coletados para análise de 

nitrato/nitrito (NO3/NO2) e concentração de glutationa reduzida (GSH) para escolha da melhor 

dose. A perda de peso foi avaliada por 3 dias. O tratamento com SIL na dose de 25 mg/kg foi a 

mais efetiva. Ela reduziu significativamente a concentração de nitrato/nitrito em comparação 

com as outras duas doses no duodeno (1,478±0,20 μM), jejuno (1,245±0,02 μM) e íleo 

(1,273±0,15 μM) quando comparado ao grupo 5-FU+veículo (duodeno: 2,590±0,11 μM, jejuno: 

2,748±0,21 μM e no íleo: 2,588±0,06 μM) e; evitou o consumo de GSH (duodeno: 182,7±26,53 

μg/g; jejuno: 155,4±13,43 μg/g e íleo 202,5±24,32 μg/g) ao comparar com o grupo 5-

FU+veículo (duodeno: 94,64±11,51 μg/g; jejuno: 114,7±4,6 μg/g e íleo: 95,76±9,01 μg/g). 

Observou-se que o tratamento com SIL evitou o agravamento da lesão intestinal que é 

caracterizada pelo encurtamento das vilosidades intestinais, necrose parcial das criptas, 

vacuolização de células e presença de infiltrados de polimorfonucleares.  O tratamento com o 

SIL (1388±233,7 células/mm3) não melhorou signicativamente a leucopenia ocasionada pelo 5-

FU (1331±83,77 células/mm3) e atenuou a atividade da MPO (duodeno: 0,92±0,43 U/mg; 

jejuno: 2,036±0,28 U/mg e íleo: 2,82±0,67 U/mg) em comparação com os camundongos com 

MI (duodeno: 6,67±1,3 U/mg; jejuno: 7,52±0,71 U/mg e íleo: 8,29±1,37 U/mg). Na avaliação 

da integridade do epitélio ileal, observou-se uma proteção nos grupos em que receberam 

tratamento com SIL tanto na RETE (25,0±3,512 Ω/cm2) quanto na permeabilidade da mucosa 

nos tempos 60 minutos (32,93±6,013 µmol/cm2) e 90 minutos (51,63±8,295 µmol/cm2).  Esses 

resultados demonstram que o tratamento com sildenafil atenua estresse oxidativo, inflamação 

e mantém a integridade epitelial podendo direcionar futuros estudos clínicos. Assim, o sildenafil 

pode ter impacto terapêutico relevante visando seu reposicionamento como um medicamento 

efetivo no tratamento ou como agente adjuvante da MI. 



 

Palavras-chave: Inflamação. 5-Fluorouracil. Inibidor de fosfodiesterase 5. Sildenafil.  



 

ABSTRACT 

 

ANTI-INFLAMMATORY AND ANTIOXIDANT EFFECTS OF SILDENAFIL IN 5-

FLUOROURACIL-INDUCED INTESTINAL MUCOSITIS EXPERIMENTAL MODEL 

 

Intestinal mucositis (IM) is one of the most common adverse effects of 5-fluorouracil (5-FU) 

chemotherapy, being considered a limiting factor mainly in the treatment of breast and 

colorectal cancer. The present work evaluated the possible anti-inflammatory, antioxidant and 

protective effect of sildenafil (phosphodiesterase type 5 inhibitor) in an experimental model of 

intestinal mucositis induced by 5-FU. For this, IM was induced in Swiss mice (25-30g) by the 

administration of a single intraperitoneal dose of 5-FU (450mg/kg). The animals were treated 

with sildenafil (SIL) at doses of 5, 10 and 25mg/kg orally thirty minutes before induction and; 

24, 48 and 72 hours post-induction of mucositis. Thirty minutes after the last administration of 

SIL, the animals were euthanized with an overdose of ketamine and xylasin. Intestinal segments 

were collected for analysis of nitrate/nitrite (NO3/NO2) and reduced glutathione (GSH) 

concentration to choose the best dose. Weight loss was assessed for 3 days. Treatment with SIL 

at a dose of 25 mg/kg was the most effective. It significantly reduced the concentration of 

nitrate/nitrite compared to the other two doses in the duodenum (1.478±0.20 μM), jejunum 

(1.245±0.02 μM) and ileum (1.273±0.15 μM) when compared to the group 5-FU+vehicle 

(duodenum: 2.590±0.11 µM, jejunum: 2.748±0.21 µM and in the ileum: 2.588±0.06 µM) and; 

avoided the consumption of GSH (duodenum: 182.7±26.53 μg/g; jejunum: 155.4±13.43 μg/g 

and ileum 202.5±24.32 μg/g) when compared with group 5- FU+vehicle (duodenum: 

94.64±11.51 µg/g; jejunum: 114.7±4.6 µg/g and ileum: 95.76±9.01 µg/g). It was observed that 

treatment with SIL prevented the worsening of the intestinal lesion, which is characterized by 

the shortening of the intestinal villi, partial necrosis of the crypts, vacuolization of cells and the 

presence of polymorphonuclear infiltrates. Treatment with SIL (1388±233.7 cells/mm3) did not 

significantly improve the leukopenia caused by 5-FU (1331±83.77 cells/mm3) and attenuated 

MPO activity (duodenum: 0.92±0, 43 U/mg, jejunum: 2.036±0.28 U/mg and ileum: 2.82±0.67 

U/mg) compared to mice with IM (duodenum: 6.67±1.3 U/mg; jejunum: 7.52±0.71 U/mg and 

ileum: 8.29±1.37 U/mg). In the evaluation of the integrity of the ileal epithelium, protection 

was observed in the groups that received treatment with SIL both in the RETE (25.0±3.512 

Ω/cm2) and in the permeability of the mucosa in the times of 60 minutes (32.93±6.013 µmol/ 

cm2) and 90 minutes (51.63±8.295 µmol/cm2). These results demonstrate that sildenafil 

treatment attenuates oxidative stress, inflammation and maintains epithelial integrity, which 



 

may guide future clinical studies. Thus, sildenafil may have a relevant therapeutic impact 

aiming its repositioning as an effective drug in the treatment or as an adjuvant agent for IM. 

 

Keywords: Inflammation. 5-Fluorouracil. Phosphodiesterase inhibitor 5. Sildenafil. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Anatomia e fisiologia do intestino delgado 

 

O intestino delgado é um órgão complexo formado basicamente por quatro camadas: 

mucosa, submucosa, muscular e serosa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013) que exercem 

funções fundamentais para um bom funcionamento do organismo, como por exemplo, digestão, 

absorção de nutrientes, produção de alguns hormônios reguladores e agem como barreira contra 

agentes nocivos atuando como órgão do sistema imune. (DUNCAN; GRANT, 2003).   

 

Figura 1 – Esquematização da composição celular das camadas intestinais 

Fonte: Adaptado de SILVERTHORN, 2010; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013 
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As vilosidades (vilos) presentes na mucosa apresentam projeções alongadas formadas 

pelo epitélio e lâmina própria com aproximadamente 0,5 a 1,5 mm de comprimento, 

representando as principais características histológicas relacionadas aos eventos de absorção. 

Nelas estão presentes os enterócitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Em continuidade com 

os vilos, encontram-se as criptas que representam a porção proliferativa do intestino 

(BARRETT, 2015; NASCIUTTI et al., 2016), ou seja, as células do epitélio intestinal 

necessitam constantemente de serem substituídas, enquanto as células-tronco, localizadas na 

base das criptas, são partes integrantes deste processo, sendo mediados por várias vias de 

sinalizações importantes. Ao amadurecer, essas células migram para as vilosidades (MADISON 

et al., 2005). As células epiteliais que revestem o lúmen estão organizadas no eixo-vilo cripta e 

apresentam morfologia e funções específicas, como observado na figura 2 e tabela 1. 

 

Figura 2 – Ilustração esquemática dos tipos de células epiteliais do intestino delgado. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de DAMJANOV, I., E LINDER, J. (1996). 
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Tabela 1 – Tipos e funções de células epiteliais intestinais   

 

CÉLULA FUNÇÃO LOCALIZAÇÃO 

ENTERÓCITOS 

 

A principal célula de absorção 

do intestino delgado. 

Predominantemente no 

epitélio 

 

CÉLULAS DE PANETH 

 

Secretam lisozima com a 

funcionalidade de defesa 

contra bactérias e pode regular 

flora intestinal. 

Base das criptas 

CÉLULAS 

ENTEROENDÓCRINAS 

Regular localmente atividade 

intestinal por meio de 

hormônios secretores (CCK, 

secretina, GIP). 

 

Localizadas principalmente 

no 

criptas, mas pode ser 

encontrado em outros locais 

dentro do epitélio. 

 

CÉLULAS 

CALICIFORMES 

 

Células secretoras de mucina 

que servem um papel 

citoprotetor 

e papel lubrificanteno TGI. 

Localizadas em todo o 

intestino delgado, maior 

concentração no íleo do que o 

jejuno. 

 

CÉLULAS M 

 

Células que participam da 

resposta imunológica e 

recobrem o folículo linfoides 

das placas de Peyer 

Localizadas no íleo. 

 

Fonte: Adaptado de YAMADA; ALPERS, 2003. 

 

 A camada muscular da mucosa é responsável pelo peristaltismo do intestino delgado e 

é subdividida em duas camadas: a camada circular interna e a longitudinal externa. A 

submucosa é composta por artérias e tecido linfático que auxiliam na função absortiva do 

intestino delgado. Células especializadas secretam muco e bicarbonato para manter o pH do 

conteúdo gástrico neutralizado. Além disso, existe uma série de nervos e gânglios que compõem 

o plexo submucoso que se conecta ao plexo miontérico, composto por fibras simpáticas, 
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parassimpáticas e pós-ganglionares. Esses plexos, em conjunto, coordenam o peristaltismo 

(VOLK; LACY, 2017).  

Os neurônios vasoconstritores presentes no plexo submucoso apresentam, 

predominantemente, norepinefrina, enquanto os neurônios inibitórios, no plexo mioentérico, 

contém polipeptídeo intestinal vasoativo (VIP), óxido nítrico (NO), trifosfato de adenosina 

(ATP) e peptídeo de AMP cíclico ativador da hipófise. A acetilcolina, a substância P e as 

taquicininas são os principais NTs excitatórios do TGI. Em geral, esses neurotransmissores são 

responsáveis por desempenhar um papel crucial na função motora, sensorial e secretora do 

intestino (FURNESS et al., 1985). A camada serosa é composta por um fino revestimento de 

células mesoteliais com uma camada frouxa subjacente (VOLK; LACY, 2017). 

 

1.1.2  A resposta inflamatória do trato gastrintestinal. 

 

 O trato gastrintestinal (TGI) é constantemente exposto à agentes externos, como por 

exemplo, micro-organismos, antígenos e grande quantidade de enzimas digestivas que possuem 

potencial para comprometer a integridade dos tecidos, por esse motivo a resposta inflamatória 

é sempre presente. Componentes do sistema imune, como nódulos linfáticos, imunoglobulinas, 

macrófagos e células linfoides são bastante abundantes por todo o TGI. A interação destes 

elementos com a capacidade proliferativa dos enterócitos constituem a barreira física e 

imunológica capaz de regular a homeostase entre a mucosa intestinal e os micro-organismos 

devido ao controle da resposta inflamatória (ABRAHAM; MEDZHITOV, 2011). 

No TGI os neutrófilos são responsáveis por destruírem micro-organismos que rompeu 

a barreira epitelial e entraram no tecido ou na circulação. Os neutrófilos participam da resposta 

imune inicial, sendo as primeiras células a migrarem da circulação para o local do dano tecidual. 

Esse deslocamento celular é rápido, porém envolve diversas etapas sendo mediadas por várias 

moléculas (ABAS, 2008). Ao entrarem em contato com micro-organismos patogênicos, as 

células epiteliais e as células residentes (células dendríticas, macrófagos, mastócitos) sinalizam 

para a produção de quimiocinas (moléculas capazes de atrair os neutrófilos) e citocinas (IL-1, 

TNF-α). A ação das quimiocinas associada à vasodilatação e diminuição do fluxo sanguíneo 

local facilita a aproximação dos neutrófilos à margem dos vasos sanguíneos (RIBEIRO et al., 

2016). 
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Quando os neutrófilos são fortemente ativados, os produtos microbicidas não 

diferenciam micro-organismos de tecidos próprios. Em consequência disso, quando esses 

produtos entram em contato com o ambiente extracelular são capazes de causar a lesão tecidual 

(ABBAS, 2008). 

 

1.2  Quimioterápico 5- Fluorouracil 

 

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

gastrointestinal, câncer de mama, câncer de cabeça e pescoço, ginecológico, bem como para o 

tratamento primário do câncer colorretal, tendo maior impacto nesse último tipo (APETOH, 

2015). O 5FU é um antimetabólito da classe das fluoropirimidinas (MAGALHÃES, 2018; 

SETHY; KUNDU, 2021). Por ser um antimetabólito, não inibe somente a síntese de DNA de 

células neoplásicas, mas também, de células normais que possuem índices elevados de divisão 

mitótica como tecidos de rápida proliferação (SMITH et al., 2008). Na medula óssea resulta em 

granulocitopenia e trombocitopenia; no trato gastrintestinal resulta em mucosite oral, mucosite 

intestinal, faringite, esofagite, gastrite, colite, entre outros. Seus efeitos adversos variam 

significativamente de acordo com o tratamento, dose utilizada e via de administração. 

(KOENIG; PATEL, 1970). 

O mecanismo de ação do 5-FU está diretamente relacionado à natureza química desse 

fármaco e da uracila. A uracila é uma base nitrogenada presente nos ácidos nucleicos, sendo 

constituinte do RNA. O 5-FU foi desenvolvido com o objetivo de inibir processos essenciais, 

como a incorporação de moléculas de DNA e/ou RNA, que é um processo essencial para síntese 

e metabolismo de novas células, já que é uma molécula com estrutura bioquímica suficiente 

para ser reconhecida pelo organismo, mas insuficiente para exercer as funções normais, e isso 

culmina na alteração do metabolismo celular (RUTMAN, et al., 1954). Um estudo demonstrou 

que havia uma enorme captação de uracila em hepatoma de ratos, e que a interferência nessa 

captação poderia ser alvo do controle tumoral. Então, foi adicionado um composto do grupo 

dos halogênios, denominado flúor, na posição 5 da uracila criando assim o composto 5-FU, 

classificado como análogo da pirimidina uracila (DEVITA; CHU, 2008).  
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Figura 3 – Estrutura molecular do 5-FU 

 

Fonte: Adaptado de Longley; Harkin; Johnston (2003). 

 

Em relação a sua farmacocinética e farmacodinâmica, o 5-FU é rotineiramente 

administrado via parenteral na prática clínica, ingerindo-se via oral, chegando ao intestino é 

absorvido parcialmente e adentra ao sistema porta-hepático como qualquer fármaco ingerido 

por essa via. A biodisponibilidade do fármaco sofre redução significativa durante esse processo, 

sendo 15- 20% do fármaco excretado por via urinária (FOCACCETTI et al., 2015).  

O 5-FU foi projetado a fim de impedir a metilação da uracila, impossibilitando 

consequentemente sua síntese. O 5-FU é 80% catabolizado no fígado, onde uma enzima 

converte o 5-FU em diidrofluorouracila (DHFU). Dentro da célula o 5-FU é transformado em 

metabólitos de fluorodesoxiuridina monofosfato (FdUMP), fluorodesoxiuridina trifosfato 

(FdUTP) e fluorouridina trifosfato (FUTP). O FdUMP se liga ao sítio ativo da enzima timidilato 

sintase, impedindo a ligação do substrato normal, inibindo a formação de novo timidilato; 

consequentemente, a síntese e reparação do DNA na fase S é cessada, o que resulta em morte 

celular. O metabólito FdUTP pode ser incorporado erroneamente ao DNA, levando à quebra da 

fita e resultando assim na morte celular. Já o metabólito FUTP pode ser amplamente 

incorporado ao RNA, alterando seu processo e funcionamento normais, apresentando 

toxicidade ao RNA em diferentes níveis (HAGENKORT, 2016; BANERJEE et al., 2017; 

LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003). 
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Figura 4 – Mecanismo de ação e metabolização do 5-FU 

 

Fonte: Adaptado de Longley; Harkin; Johnston (2003). 

  

Uma das principais preocupações, quanto a utilização do 5-FU, atualmente é a 

resistência dos tumores ao fármaco levando ao uso de concentrações cada vez maiores. O 

fármaco induz efeitos adversos como a citotoxicidade em células saudáveis, especialmente as 

células epiteliais e da medula óssea, pois não possui especificidade para células neoplásicas 

malignas (DO CARMO et al., 2018). 

 

 

1.3 Mucosite intestinal associada à quimioterapia 

 

A mucosite é o termo clínico utilizado para definir a inflamação faringo-esofágica-

gastrintestinal caracterizada por lesões das membranas das mucosas da cavidade oral ou 

intestinal que se manifestam por meio de um processo inflamatório e ulcerativo, de maneira 

localizada ou difusa em consequência dos processos quimioterápicos e radioterápicos utilizados 

no combate e/ou controle do crescimento tumoral. (CHIAPPELLI, 2005; MENEZES-GARCIA 

et al., 2018). A mucosite é considerada um fator limitante da quimioterapia (SONIS et al., 2002) 

sendo um dos principais efeitos colaterais que pode acometer cerca de 40% dos pacientes 
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submetidos ao tratamento quimioterápico. A prevalência da mucosite atinge quase 100% dos 

indivíduos que fazem quimioterapia associada à irradiação (GIBSON et al, 2013).  

Os sintomas que se manifestam clinicamente no trato gastrintestinal (TGI) são inchaço, 

náuseas, dor abdominal e diarreia, com danos mais incidentes no intestino delgado (KEEFE et 

al., 2000). A diarreia é considerada um dos sintomas mais recorrentes da mucosite intestinal 

nos primeiros ciclos do tratamento, sendo observada em aproximadamente 70% dos pacientes 

em quimioterapia (KEEFE; GIBSON, 2007).  Os efeitos colaterais causados por fármacos 

citotóxicos, em muitos casos, levam a redução da dose ou suspensão do protocolo de tratamento 

do câncer (GUSSGARD et al., 2014). Esses efeitos podem ser agravados a depender de fatores 

como: grau de malignidade da doença, capacidade de defesa e o estado nutricional do paciente 

(RAMANA et al., 2006). 

Existem duas teorias aceitas quanto a etiologia da mucosite: uma refere-se mucosite 

direta, pois se trata da interferência citotóxica do quimioterápico sobre as células do trato 

gastrointestinal; a outra, denominada mucosite indireta, se refere a susceptibilidade às infecções 

oportunistas, principalmente as causadas por bactérias Gram-negativas e fungos, devido à 

neutropenia por citotoxicidade, causada pelo quimioterápico às células da medula óssea 

(RAMANA et al., 2006). 

A mucosa do TGI é particularmente susceptível a complicações, sendo sua 

fisiopatologia multifatorial (SMITH et al., 2008).  Sonis (2004) definiu a mucosite oral como 

tendo 5 fases que são: iniciação, regulação e geração de mensagens, sinalização e amplificação, 

ulceração e cicatrização. A primeira fase recebe esse nome porque ocorre imediatamente após 

a exposição do 5-FU ao lúmen intestinal. A toxicidade do fármaco culmina num dano ao DNA 

após exposição da célula, gerando um aumento na produção de EROs, bem como ativação de 

mediadores inflamatórios observados na fase de resposta a danos primários.  

As citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-2, IFN-γ e TNF-α são os principais 

componentes da fase nomeada amplificação de sinais, pois potencializam a lesão tecidual 

devido a ativação adicional do fator de transcrição nuclear kappa B (NF-κB), consequentemente 

ativando várias outras vias de sinalização celular como a liberação de padrões moleculares 

associados a danos (DAMPs), que são reconhecidos por receptores de reconhecimento padrões, 

como receptores Toll-like (TLR) nas células imunes inatas e células epiteliais, que implicam, 

por exemplo, no recrutamento de neutrófilos (RIBEIRO et al., 2016). 

 A quarta fase é a ulceração. Nela ocorre um aumento da permeabilidade intestinal (PI) 

e perda da integridade da mucosa, pois, durante o tratamento quimioterápico, a proliferação 
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celular cessa e ocorre a perda progressiva de células do epitélio intestinal sem renovação, 

resultando em uma perda da estrutura vilo-cripta que culmina na perda da função intestinal 

(RIBEIRO et al., 2016). 

 A última fase, e menos elucidada até o momento, é a de cicatrização que é caracterizada 

pelo aumento da proliferação celular, diferenciação e migração de células epiteliais (SONIS, 

2004; MAGALHÃES, 2018). Logo, cada fase oferece um alvo potencial para intervenção 

terapêutica, já que as fases ocorrem simultaneamente e se repetem clinicamente em qualquer 

paciente. 

 

 Figura 5 - Fases Fisiopatológicas da MI de acordo com o modelo de mucosite oral de Sonis. 

 

 

 Fonte: Magalhães (2018) 
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1.3.1  Contribuições do LEFFAG em modelos de mucosite experimental 

 

Nosso grupo de pesquisa vem há vários anos desenvolvendo estudos relacionados a 

mediadores e mecanismos envolvidos nos efeitos colaterais da quimioterapia. Leitão et al., 2007 

demonstraram o papel relevante do óxido nítrico na fase inicial da mucosite oral induzida por 

5-FU. Observaram, também em Hamsters, que os inibidores seletivos do óxido nítrico sintase 

induzível reduziam o curso inflamatório da doença. Em um outro estudo, Medeiros et al., 2010 

observaram que a atorvastatina (ATV) foi capaz de reduzir, significativamente, parâmetros 

inflamatórios e estresse oxidativo induzidos pelo 5-FU na mucosa oral de hamsters.  

Em relação aos modelos de mucosite intestinal, induzidas por diferentes antineoplásicos, 

foi observado que o tratamento com metotrexato, em ratos, induz uma importante atrofia de 

vilos com aumento da profundidade das criptas, no duodeno, jejuno e íleo. Além de aumentar 

a secreção de sódio e potássio, medida pelo modelo de perfusão intestinal, reduziu a área 

absortiva, medida pela razão de excreção do manitol (CARNEIRO-FILHO et al., 2004). A 

indução com irinotecano em camundongos causou uma intensa e significativa diarreia nos 

animais, com diminuição da relação vilo-cripta. Foi observado, ainda, um aumento na 

concentração intestinal de TNF- α, IL-1β e CXCL1. Demostrou-se que o TNF-α, IL-1β e o 

CXCL1 são importantes mediadores na patogênese da mucosite intestinal e que a pentoxifilina 

(PTX) e a talidomida (TLD) mostraram um efeito protetor nas estruturas intestinais. No entanto, 

apenas a PTX reduziu a severidade da diarreia induzida por irinotecano. Este resultado pode ser 

explicado devido a TLD ser mais seletiva na inibição do TNF- α (MELO et al.; 2008). 

Quanto aos modelos de mucosite intestinal induzidos especificamente por 5-FU, nosso 

grupo de pesquisa demonstrou que a MI em ratos está associada a alterações, na motilidade 

digestiva, que persistem mesmo após a resolução do processo inflamatório (SOARES et al., 

2008). Lima et al., 2005 demonstraram que a pentoxifilina (PTX) e a talidomida (TLD) foram 

capazes de inibir a lesão macroscópica e microscópica, bem como o aumento da atividade de 

mieloperoxidase (MPO) em modelos de MI em Hamster. Soares et al., (2010) demonstraram 

pela primeira vez o papel do fator de ativação plaquetária (PAF) na patogênese da mucosite 

intestinal. Observou-se que os ratos PAFR / - foram protegidos contra os danos causados pelo 

tratamento com 5-FU na microscopia intestinal. Em outro estudo Justino et al., (2015) 

demonstraram que Lactobacillus acidophilus foram capazes de melhorar os aspectos 

inflamatórios e funcionais da mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos. Lima 

(2016) observou que a dismotilidade durante a mucosite pelo 5-FU possui possível participação 

dos canais de sódio voltagem-dependentes sensíveis a TTX. Recentemente, Lima (2021) 
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demonstrou em seus estudos que a dismotilidade gastrintestinal na mucosite induzida por 5-FU 

é ocasionada por alterações no SNE e nos VOCCs, o que parece estar relacionada com 

alterações na cinética e/ou expressão dos receptores serotoninérgicos, devido a liberação de 

serotonina por macrófagos e mastócitos. 

 

1.4  O papel das espécies reativas de oxigênio no processo inflamatório e de estresse 

oxidativo da mucosite intestinal 

 

O excesso de espécies reativas de oxigênio e o consumo de quantidades elevadas de 

antioxidantes gerados nas fases iniciais do processo inflamatório da mucosite gera um 

desequilíbrio com instalação do estresse oxidativo (MONDIN et al., 2016). Isso culmina em 

um aumento nos níveis de citocinas pró-inflamatórias que atuam como marcadores para células 

do sistema imunológico (SUKHOTNIK et al., 2014). E, consequentemente ocorre elevação na 

atividade da enzima óxido nítrico sintase indutível (iNOS), resultando em maior produção de 

óxido nítrico (NO) (FANGEL et al., 2019). 

O óxido nítrico (NO) é um mediador crucial da defesa da mucosa gastrintestinal 

(MUSCARA; WALLACE, 1999), porém pode contribuir para danos na mucosa em alguns 

casos, como por exemplo, sendo um dos mediadores tóxicos durante a patogênese da mucosite 

provocando danos que resultam em dor e lesão aos tecidos (FANGEL et al., 2019). O NO 

desempenha um papel crítico na modulação de vários componentes da defesa da mucosa, 

incluindo fluxo sanguíneo e secreção de muco (WALLACE; MILLER, 2000). 

Quando as EROs superam as defesas antioxidantes da célula como a superóxido 

dismutase, catalase, glutationa peroxidase e a glutationa (GSH), os danos aos tecidos ocorrem 

(RIBEIRO et al., 2016). Considerado o mais importante antioxidante não enzimático, a 

Glutationa, é encontrada em células eucarióticas na sua forma reduzida GSH (ү -L-glutamil-L-

cisteinil-glicina. A biossíntese do GSH ocorre, predominantemente, no fígado dependente da 

ação duas enzimas (ү-GCS e GS) (CHENG et al., 2014).  Para que o desenvolvimento da 

atividade protetora da glutationa seja expressa e mantida, a GSH é regenerada pelo ciclo 

catalítico, através da atividade de três grupos de enzimas: a glutationa peroxidase (GPX), a 

glutationa oxidase (GO) e a glutationa redutase (GR) juntas formam o sistema de glutationa. 

GO e GSH-Px catalisam a oxidação de GSH à GSSG. Enquanto a GR é responsável pela 

regeneração de GSH, a partir de GSSG, na presença de NADPH (CHENG et al., 2017). 

O estado redox intracelular (níveis GSH/GSSG > 90%) da célula são constantemente 
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utilizados como um marcador da capacidade antioxidante das células que minimiza o acúmulo 

de dissulfetos e fornece um ambiente redutor dentro da célula. O sistema redox GSH é essencial 

para manutenção da homeostase intracelular e processos fisiológicos celulares normais e, 

representa um dos mais importantes sistemas de defesa antioxidante para as células epiteliais e 

inflamatórias. Em várias doenças inflamatórias no TGI, o consumo dos níveis de GSH 

intracelular ou aumento dos níveis de GSSG está presente em conjunto com a indução de 

mediadores inflamatórios e citocinas pró-inflamatórias (SCHMITT et al., 2015). Para a 

quantificação do consumo de GSH por meio da espectofotometria, tem como base a reação 

cinética de oxidação da GS a GSSG, promovida pelo DTNB (HUBER; ALMEIDA, 2008). 

 

Figura 6 – Síntese de GSH e ciclo catalítico. 

 

Fonte: Miranda (2020). 

 

 

Alterações na permeabilidade intestinal pode estar relacionada a produção exacerbada 

de EROs por células inflamatórias (LEOCÁDIO, 2013). Estudos demonstraram que o aumento 

da permeabilidade intestinal tinha relação com o efeito do estresse oxidativo nas proteínas de 
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junção firmes e aderentes (RAO et al., 2002) sendo observado dissociação dos complexos 

ocludina-ZO-1 e E-caderina-β-catenina, promovida pela fosforilação da tirosina nessas 

proteínas. Os autores relacionaram os resultados à ativação de tirosinoquinase e 

phosphatidylinositol 3-quinase pelas EROs (SHETH et al., 2003). 

Outro estudo verificou que o aumento na expressão de iNOS, com consequente aumento 

na produção de óxido nítrico promove ruptura das junções firmes e fosforilação da miosina em 

enterócitos (WU et al., 2011). As citocinas pró-inflamatórias também têm sido relacionadas ao 

aumento da permeabilidade intestinal (SUZUKI, 2013). 

 

1.5   Fosfodiesterases  

 

As fosfodiesterases (PDE) regulam uma série de processos fisiológicos, mediando a 

hidrólise do monofosfato de adenosina cíclica (AMPc) e monofosfato de guanosina cíclica 

(GMPc), às suas formas inativas 5´monofosfatos. Esses mensageiros intracelulares são 

responsáveis por mediar diversos processos, tais como motilidade do músculo liso, homeostase 

de eletrólitos, sinais neuroendócrinos. A família das fosfodiesterases é composta por 11 

isoenzimas distribuídas em órgãos e sistemas dos mamíferos (SHI; MA; TANG, 2021) em 

diferentes proporções nos tecidos e células (MOKRA; MOKRY, 2021).  

Ao entrar na célula, o óxido nítrico (NO, liberado pelas terminações nervosas e endotélio 

vascular, atua diretamente com a enzima guanililciclase para aumentar as concentrações 

intracelulares de GMPc. O NO não necessita de um receptor específico na membrana celular 

para exercer o seu efeito relaxante. Então, ele atravessa com facilidade a membrana celular se 

liga à enzima guanililciclase e produz uma alteração conformacional na molécula para aumentar 

a sua atividade. A ativação da guanililciclase estimula a conversão da guanosina -5’ - trifosfato 

(GTP) em guanosina-3', 5'-monofosfato cíclico (GMPc). A acumulação de GMPc intracelular 

vai dar origem a uma série de acontecimentos, resultando na diminuição do cálcio livre, 

intracelular, e consequente relaxamento do músculo liso. A atividade do GMPc termina devido 

à hidrólise do próprio GMPc, para guanosina trifosfato (GTP) por efeito de enzimas da família 

das Fosfodiesterases (PDE). Esse efeito está envolvido na regulação por feedback negativo dos 

níveis celulares de GMPc (BLOUNT et al., 2007). 
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Figura 7 – Rota de sinalização NO/GMPc 

 

 

Fonte: SELBACH (2011) 

 

Medicamentos que possuem como alvo as PDEs são fortemente consideradas por suas 

propriedades cardiotônica, vasodilatadora, relaxantes de musculatura lisa, antitrombótica, 

antinflamatória e antiasmática (PRICKAERTS et al., 2004). O sildenafil é um inibidor 

competitivo da catálise pela PDE5 que promove um efeito de feedback positivo, representado 

pela inibição da degradação, com acúmulo do GMPc (BLOUNT et al., 2007). 

 

1.5.1  Reposicionamento de fármacos – Sildenafil 

 

 O reposicionamento de fármacos é uma estratégia que vem ganhando força permitindo 

reduzir altos custos, tempo e falhas associadas a segurança ou toxicidade quando comparado ao 

processo tradicional de descoberta e desenvolvimento de fármacos (Figura 8) (ASHBURN; 

THOR, 2004). O reposicionamento é dividido em quatro etapas: Identificação, aquisição, testes 

clínicos e registro com durabilidade de três a doze anos para seu desenvolvimento, enquanto o 

processo de descoberta de um novo fármaco dura em torno de 11 à 17 anos e é dividido em seis 

etapas: Pesquisa sobre o alvo, “screening”, desenho do fármaco, avaliação biológica, testes 

clínicos e registro (JARDIM, 2013).  
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Figura 8 – Etapas do processo de pesquisa e desenvolvimento para novos fármacos. 

 

 

Fonte: Lombardino; Lowe (2004) 

 

 

Figura 9 – Etapas de pesquisa e desenvolvimento de um novo fármaco versus Etapas de 

reposicionamento de fármacos. 

 

 

Fonte: Adaptado de Ashburn; Thor (2004). 
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Diversos exemplos de sucesso de reposicionamento de fármacos são citados na literatura. 

Um caso bem conhecido é o do Citrato do sildenafil que foi desenvolvido para o tratamento de 

angina e durante os testes clínicos foi observado que sua função vasodilatadora agia 

primeiramente no órgão genital masculino e não no coração, o que orientou sua comercialização 

para o tratamento da disfunção erétil (ALA; JAFARI; DEHPOUR, 2020). Este medicamento 

foi patenteado em 1996, e aprovada para o uso terapêutico na disfunção erétil em 1998 

(SCHWARZ et al., 2007). Em 2005, a ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) 

aprovou o uso do sildenafil no tratamento da hipertensão pulmonar (ZHAO et al., 2003). O 

sildenafil tem apresentado um efeito gastroprotetor potencialmente interessante, porém as vias 

ainda precisam ser elucidadas, e seu uso como agente gastroprotetor precisa ser validado 

(ALVES et al., 2020). 

 

 

1.5.2  Inibidor de fosfodiesterase 5 (sildenafil) e inflamação  

 

Os inibidores de PDE são uma classe de fármacos que atuam em PDEs específicos em 

células-alvo e podem ativar as proteínas quinases A/G, elevando os níveis de AMPc intracelular 

e/ou GMPc, promovendo fosforilação de proteínas de efeito a jusante, que é eficaz em 

diferentes doenças relacionadas à inflamação (SHI; MA; TANG, 2021).  

Em pesquisas realizadas por Karakoyun et al, (2011) e Yildirim et al, (2010) foram vistas 

ações anti-inflamatórias do SIL em colite aguda e em modelos de fibrose pulmonar induzida 

em ratos por meio da prevenção de peroxidação lipídica, da produção de citocinas e acúmulo 

de neutrófilos. Em um outro modelo de colite induzida por ácido acético, o sildenafil foi capaz 

de reduzir a atividade de MPO e peroxidação lipídica, além de melhorar as alterações 

histológicas da mucosa do colón, com um efeito semelhante ao da prednisolona 

(KHOSHAKHLAGH et al., 2007). Santos et al (2005), observaram que o Sildenafil foi capaz 

de atuar através do mecanismo dependente de NO inibindo a gastropatia induzida por 

indometacina, possivelmente através de uma redução da adesão e manutenção de leucócitos no 

fluxo sanguíneo gástrico. Outro estudo revelou que o sildenafil, devido a sua seletividade e 

potente inibição da fosfodiesterase 5, reduziu significativamente o estresse oxidativo e a 

severidade da reação inflamatória no tecido pulmonar de ratos submetidos a queimaduras 

experimentais (GOKAKIN et al., 2013). 

 Margonis e colaboradores (2015) demonstraram que o Sildenafil tem um efeito anti-

inflamatório, inibindo a colite em ratos induzida pelo TNBS, reduzindo os níveis de TNF-α no 
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tecido de cólon e melhorando o peso corporal. Combinado com o composto U-74389G com 

propriedades antioxidantes, pode reduzir ainda mais os níveis de TNF-α e malondialdeído, 

reduzir o escore do índice de dano da mucosa e o escore de histopatologia microscópica. Além 

desse modelo, citado acima, em 2017, o pesquisador Lin et al. constatou em seu estudo que no 

modelo de câncer de colón em camundongo induzido pelo AOM/DSS associado à colite, a 

expressão de PDE5 no tecido de cólon foi regulada, e o sildenafil poderia modular o 

microambiente inflamatório, inibindo a infiltração de células no tecido e, consequentemente, 

inibindo a ocorrência de colite induzida pelo DSS e câncer de cólon causado pela colite. 

Como mencionado acima, existe um conjunto de evidências do sildenafil que 

demonstram ação anti-inflamatória e aumento da capacidade de reparação tecidual. No entanto, 

os efeitos do SIL sobre o curso da mucosite ainda não foram relatados. Dessa forma, estudos 

para reposicionamento do medicamento sildenafil pode ser viável seja como tratamento, seja 

como agente adjuvante da mucosite intestinal. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

O câncer é uma das principais e mais incidentes doenças existente no mundo, sendo a 

segunda principal causa de morte nos últimos anos (WHO, 2021). A mucosite é recorrente em 

pacientes submetidos ao tratamento contra o câncer que, além de gerar desconforto e dor, afeta 

consideravelmente a qualidade de vida do paciente (MIRANDA, 2019). Isso pode se agravar, 

sendo necessário as reduções de dose ou mesmo a descontinuação do tratamento quimioterápico, 

culminando na redução da eficácia terapêutica e na taxa de sobrevida dos pacientes 

(CHIAPPELLI, 2005). Apesar de avanços e buscas por medicamentos para prevenção e cura 

dessa enfermidade, ainda não se tem à disposição, no mercado, um medicamento efetivo para 

tratamento da mucosite (MIRANDA, 2019).  A terapia da inflamação da mucosa é apenas 

paliativa e não ataca o problema diretamente, propiciando, apenas, um alívio temporário dos 

sintomas (JUSTINO et al., 2015).  

A busca por um tratamento, 100% eficaz, tem sido explorada. Pesquisas utilizando a 

abordagem de reposicionamento de fármacos vêm ganhando força nos últimos anos (JARDIM, 

2013), isso porque, o processo de desenvolvimento de um novo fármaco é complexo e de alto 

custo financeiro, necessitando de esforços em diversos aspectos relacionados à inovação, 

tecnologia e gestão (GUIDO et al., 2008). Outra abordagem interessante é a redução 

considerável da taxa de falhas associadas a segurança ou toxicidade (estimada em 45%) 

(ASHBURN; THOR, 2004). 

O sildenafil é um exemplo de sucesso de reposicionamento de fármaco. Há muito tempo 

o SIL (inibidor de PDE5) tem sido comercializado e utilizado no tratamento clínico de 

disfunção erétil quando, na verdade, ele foi desenvolvido para o tratamento de angina, ou seja, 

durante os testes clínicos foi observado que sua função vasodilatadora agia primeiramente no 

órgão genital masculino e não no coração (ALA; JAFARI; DEHPOUR, 2020). Anos depois foi 

aprovado pela ANVISA para o tratamento de hipertensão pulmonar (ZHAO et al., 2003). 

A literatura tem demonstrado que inibidores de PDE reduzem a produção de citocinas 

pró-inflamatórias (TEIXEIRA et al., 1997; HEYSTEK et al., 2003) e possuem efeitos 

vasodilatores (ALENCAR et al., 2018). E, por todas as evidências de ação anti-inflamatória e 

aumento da capacidade de reparação tecidual, o reposicionamento do medicamento sildenafil 

pode ser viável seja como tratamento, seja como agente adjuvante da mucosite intestinal. Dessa 

forma, o projeto consistiu em avaliar o possível efeito anti-inflamatório e antioxidante do 
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sildenafil em animais com mucosite intestinal com intuito de buscar alternativas terapêuticas 

eficazes. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.2 Objetivo Geral 

 

Analisar os aspectos anti-inflamatório e antioxidante do sildenafil (inibidor de 

fosfodiesterase do tipo 5) em modelo experimental de mucosite intestinal induzida por 5-

fluorouracil. 

 

3.3 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar perda e/ou ganho da massa corporal dos grupos experimentais durante os três dias 

que correspondem ao curso da mucosite intestinal tratados com o sildenafil;  

 

 Avaliar o consumo de Glutationa reduzida (GSH) e Nitrato/Nitrito (NO3/NO2) nos 

segmentos duodeno, jejuno e íleo em animais tratados com o sildenafil em modelo 

experimental de mucosite intestinal induzida por 5-fluorouracil, afim de observar um 

possível efeito antioxidante; 

 

 Avaliar o efeito do sildenafil nas alterações histopatológicas e morfométricas nos 

segmentos duodeno, jejuno e íleo em animais com mucosite intestinal;  

 

 Avaliar a atividade da mieloperoxidase (MPO) nos segmentos duodeno, jejuno e íleo em 

animais com mucosite intestinal tratados com o sildenafil; 

 

 Avaliar a integridade do epitélio ileal por meio dos parâmetros de análise de resistência 

transepitelial (RETE) e permeabilidade em animais tratados com o sildenafil em modelo 

experimental de mucosite intestinal induzida por 5-fluorouracil. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1  Animais 

 

Foram utilizados camundongos Swiss machos (Mus muscullus) com massa corpórea 

variando entre 25-30 gramas, procedentes do Biotério Setorial da Universidade Federal do 

Ceará (UFC) do departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina. Todos 

os animais foram mantidos em condições adequadas de luz (ciclo de 12 horas claro/ 12 horas 

escuro) e temperatura (constantes de temperatura equivalente a 26 ± 1 °C), acondicionados em 

caixas plásticas de polipropileno (41 cm de comprimento x 34 cm de largura x 17 cm de altura) 

com maravalha, recebendo água filtrada e ração padrão ad libitum até a realização dos 

experimentos.  

Os protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com os princípios éticos e 

manipulação animal conforme regido pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA), criado em 2008 pela Lei nº 11.794/08 (Lei Arouca). O projeto também 

seguiu as diretrizes impostas pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFC, 

aprovado sob protocolo de nº 6943011220 (ANEXO A). 

 

4.2 Obtenção do inibidor de fosfodiesterase 5 – Sildenafil 

 

O citrato de sildenafil foi cotado, solicitado e comprado pela empresa Sigma Aldrich. 

As doses utilizadas de 5, 10 e 25 mg/kg para a realização da curva dose-resposta foram 

escolhidas de acordo com Yildirim et al (2010) e Karakoyun et al (2011); e dissolvidas em 

veículo DMSO à 4%.   

 

4.3 Protocolo experimental 

 

4.3.1 Grupos Experimentais 

 

Os camundongos Swiss machos foram divididos aleatoriamente em 3 grupos principais 

(Salina, 5-FU + Veículo e 5-FU + sildenafil). O grupo 5-FU + sildenafil foram subdivididos em 

3 grupos para análise de 3 doses (5, 10 e 25mg/kg) e escolha da melhor dose, totalizando 5 

grupos (TABELA 2). 
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Tabela 2 – Descrição dos grupos experimentais 

GRUPOS EXPERIMENTAIS 

GRUPO DESCRIÇÃO (n) ANIMAIS 

Salina 

Controle negativo em que foi administrado salina (NaCl 

0,9% i.p), tratados com salina (gavagem durante 3 dias) 

e eutanasiados no terceiro dia experimental. 

6 

5FU+veículo 

Animais em que foi administrado 5-Fluorouracil 

(450mg/kg, i.p., dose única), tratados com o veículo 

(DMSO 4% durante 3 dias) e eutanasiados no terceiro 

dia experimental. 

6 

5FU+sildenafil (5mg/kg) 

Animais em que foi administrado 5-Fluorouracil 

(450mg/kg, i.p., dose única), tratados com sildenafil 

(5mg/kg, gavagem, durante 3 dias) e eutanasiados no 

terceiro dia experimental. 

6 

5FU+sildenafil (10mg/kg) 

Animais em que foi administrado 5-Fluorouracil 

(450mg/kg, i.p., dose única) e tratados com sildenafil 

(10mg/kg, gavagem, durante 3 dias) e eutanasiados no 

terceiro dia experimental. 

6 

5FU+sildenafil (25mg/kg) 

Animais em que foi administrado 5-Fluorouracil 

(450mg/kg, i.p., dose única), tratados com sildenafil 

(25mg/kg, gavagem, durante 3 dias) e eutanasiados no 

terceiro dia experimental. 

6 

 

 

4.3.2 Administração do 5-Fluorouracil e tratamento com sildenafil. 

 

Os animais foram pré-tratados com DMSO 4% (50µL v.o) ou sildenafil (inibidor de 

fosfodiesterase do tipo 5 ) nas doses de 5, 10 e 25mg/kg (50µL v.o). Em seguida, os animais 

foram tratados com uma dose única intraperitoneal de salina no grupo controle negativo e 5-FU 

(450 mg/kg) para a indução da mucosite intestinal nos grupos 5-FU + veículo e 5-FU + 

sildenafil. Os animais foram tratados 24, 48 e 72 horas após indução da mucosite intestinal com 

o sildenafil nas três doses mencionadas acima. Enquanto, os animais do grupo controle negativo 

receberam apenas salina (v.o). Esses animais foram pesados diariamente e eutanasiados no 3º 

dia (fase inflamatória), trinta minutos após o último tratamento com salina, DMSO 4% ou 
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sildenafil. Parte dos segmentos foram armazenadas no freezer -80°C para avaliações 

bioquímicas dos parâmetros de estresse oxidativo (glutationa e nitrato/nitrito) a fim de obter a 

escolha da melhor dose nos três segmentos intestinais. Em seguida, com a melhor dose 

escolhida, foram realizados os seguintes testes: Análise histopatológica e morfométrica, na qual 

as amostras foram coletadas, mantidas em formol e posteriormente conservados em álcool 70%. 

Foi realizado, também, a leucopenia através da coleta de sangue pelo plexo retro-orbital dos 

camundongos, ensaio de mieloperoxidase do duodeno, jejuno e íleo e a análise funcional do 

tecido ileal por meio dos parâmetros de análise de resistência transepitelial (RETE) e 

permeabilidade. 

 

Figura 10 – Desenho Experimental 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.3.3 Análise ponderal 

 

Um importante fenômeno no curso da mucosite é a perda de peso que pode ser 

decorrente de diarreia, caracterizada pelo desequilíbrio entre absorção e secreção no intestino. 

No intuito de avaliar a perda ou o ganho de peso dos animais nos grupos experimentais, durante 

os 3 dias que correspondem ao curso da mucosite intestinal induzida por 5-FU, os animais foram 

pesados e ao final foi montada uma curva ponderal em porcentagem, considerando o peso 

inicial como 100%. 

 

4.3.4 Consumo de glutationa reduzida (GSH) 

 

Com o objetivo de determinar a concentração dos níveis de grupos sulfidrílicos não-

proteicos, as amostras dos segmentos duodeno, jejuno e íleo (40 a 50 mg)  foram 

homogeneizadas em 1 mL de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,02 M para cada 100 

mg de tecido. Alíquotas de 400 µl do homogenato foram misturadas em 320 µl de H2O destilada 

e 80 µl de ácido tricloroacético (TCA) a 50% para precipitação das proteínas. Em seguida o 

material foi centrifugado por 15 minutos em rotação de 3000 rpm à uma temperatura de 4 ºC. 

Posteriormente, novas alíquotas de 400 µl do sobrenadante foram misturadas com 800 µl de 

tampão TRIS com concentração de 0,4 M, pH 8.9 e com 20 µl 5,5-dithiobis-2-nitro-benzoic 

acid (DTNB) e agitadas por 3 minutos. A absorbância foi determinada a 412 nm contra um 

reagente branco (ausência de homogenato) em espectrofotômetro. A concentração de GSH foi 

expressa μg/mg de tecido a partir de uma curva padrão (SEDLAK; LINDSAY, 1968). 

 

4.3.5 Dosagem de nitrato/nitrito 

 

A dosagem de nitrito foi determinada nos fragmentos de duodeno, jejuno e íleo 

congelados no freezer à -80ºC e, foi obtida, sendo um indicador da produção de óxido nítrico, 

através da determinação do conteúdo total de nitrito/nitrato (NO2 / NO3) no intestino através da 

concentração total nas amostras determinada espectrofotometricamente pela reação de Griess. 

O teste foi realizado de acordo com as instruções do fabricante, utilizando placa de Elisa em 

560 nm (Green et al. 1981). Os resultados foram expressos em micromoles. 
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4.3.6 Análise morfométrica e histopatológica 

 

As amostras dos segmentos duodeno, jejuno e íleo dos animais salina, 5-FU + DMSO 

4% e 5-FU + SIL 25mg/kg foram coletadas e fixadas em formol a 10%. Após 24 horas, os 

segmentos foram conservados em álcool 70% e posteriormente embebidos em parafina. Em 

seguida, foram cortados em seções de 5 μm com auxílio de um micrótomo e corados com 

hematoxilina-eosina. A seguir, com o auxílio de um microscópio ótico acoplado ao sistema de 

aquisição de imagens (LEICA), foram medidas as alturas de 10 vilos e as profundidades de 10 

criptas de cada lâmina para cálculo da razão vilo/cripta. As lâminas foram avaliadas por um 

histopatologista (PMGS) que não conhecia os tratamentos realizados utilizando os critérios 

histopatológicos descrito por MacPherson e Pfeiffer (1978) como demonstrado na Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Critérios histopatológicos  

ESCORES ACHADOS MICROSCÓPICOS 

0 Achados histológicos normais. 

1 
Mucosa: Vilos encurtados, perda da arquitetura das criptas, infiltrado de células inflamatórias, 

vacuolização e edema.  Muscular: Normal. 

2 
Mucosa: Vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das criptas, intenso infiltrado de 

células inflamatórias, vacuolização e edema.  Muscular: Normal. 

3 
Mucosa: Vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das criptas, intenso infiltrado 

inflamatório, vacuolização e edema.  Muscular: edema, vacuolização e infiltrado neutrofílico. 

Fonte: Elaborado pelo próprio autor baseada na literatura descrita por MacPherson e Pfeiffer (1978). 

 

4.3.7 Leucograma 

 

Os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg) para 

coleta do sangue do plexo retro-orbital. O número total de leucócitos plasmáticos foi 

determinado a partir da diluição com solução de Turk (Ácido acético 2%, Violeta Genciana 
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0,2%).  A contagem dos leucócitos plasmáticos foi realizada com o auxílio da câmara de 

Newbauer juntamente com o uso de microscópio ótico (100X) e um contador automático de 

células (Coulter Ac.T). A avaliação das amostras foi realizada através de um estudo cego por 

um biomédico experiente (P.R.P.F.).  Os resultados foram expressos como número total de 

leucócitos contados nos quatro campos da câmara de Newbauer e posteriormente multiplicados 

pelo fator de correção da câmara. Por fim, os valores foram expressos como n°células/mm3 

(SOARES et al., 2008). 

 

4.3.8 Determinação da atividade de mieloperoxidase 

 

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima encontrada predominantemente em grânulos 

azurófilos de leucócitos polimorfonucleares (KLEBANOFF, 2005) e tem sido usado como 

índice quantitativo para avaliar a inflamação em vários tecidos, incluindo o trato gastrintestinal 

(GENOVESE, 2006).  

Foram utilizados de 40 a 50 mg dos segmentos duodeno, jejuno e íleo. Para tanto, as 

amostras foram suspensas em tampão de hexadeciltrimetilamônio (HTAB) (pH 6,0; 50 mg de 

tecido por mL de tampão) e em seguida foram maceradas com um homogeneizador de tecidos. 

Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 4500 rpm, durante 10 minutos, a uma 

temperatura de 4 °C; o sobrenadante foi, então, colhido. Os níveis teciduais da atividade de 

MPO foram determinados por meio da técnica descrita por Bradley et al (1982) utilizando 

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

atividade de MPO baseou-se na velocidade de oxidação do substrato o-dianisidina na presença 

de H2O2, evidenciada pela mudança de absorbância medida a 450 nm em espectrofotômetro 

(Thermo Scientific, modelo BioMate 3S). Ânion superóxido é produzido à medida que ocorre 

degradação do peróxido de hidrogênio que é responsável por converter o-dianisidina em 

composto de cor marrom. Uma unidade de MPO será definida como aquela capaz de converter 

1 μM de peróxido de hidrogênio à água em 1 minuto a 22 °C. Os resultados foram expressos 

como unidade de MPO/ mg de tecido. 

  

4.3.9 Dissecação ileal 

 

Os animais foram anestesiados por uma injeção intraperitoneal de uma solução de 

Quetamina (100mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg) e eutanasiados por exsanguinação através de 

secção da aorta abdominal. Em seguida, realizou-se a identificação do íleo, dissecção e remoção 
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do mesmo que foi colocado numa placa de Petri com solução de Krebs fria (NaCl 116,25mM 

+ MgCl2 6H2O 1,2mM + NaHCO3 25 mM + CaCl2 2H2O 1,25 mM + KH2PO4•2H2O 2 mM 

+ Glicose 11 mM). A porção serosa rente à camada muscular foi removida e, assim, foi utilizada 

uma Lupa (Leica LED2500, Leica Microsystems) para a identificação das porções, o que se 

procedeu com a realização de cortes adequados para análises de permeabilidade e resistência 

na Câmara de Ussing. 

 

4.3.10 Resistência transepitelial 

 

Após dissecada, a porção do íleo foi imediatamente montada numa Câmara de Ussing 

(Mussler Scientific Instruments, Aachen, Germany) adaptada, com a região da comissura 

anterior exatamente no orifício de 0.017 cm2 do adaptador. Todas as câmaras de Ussing com os 

tecidos foram preenchidas com 3.5 ml de solução de Krebs (NaCl 116,25 mM + MgCl2 6H2O 

1,2 mM + NaHCO3  25 mM + CaCl2 2H2O  1,25 mM + KH2PO4 2H2O  2 mM + Glicose 11 

mM) com pH 7,4 para registrar a resistência transepitelial basal, calculada de acordo com a lei 

de Ohm através das alterações de voltagem induzidas por pulsos de corrente bipolares de 50 

µA, duração de 200 milissegundos a cada 6 segundos, aplicada através de fios de platina. Todos 

os experimentos foram realizados em circuitos abertos. 

Após um período para equilíbrio (cerca de 30 minutos) e registro da resistência basal, a 

RETE foi, então, continuamente gravada em 30 minutos e expressa em Ω cm2.  

 

4.3.11 Permeabilidade transepitelial 

 

Para avaliação da permeabilidade transepitelial ileal, a RETE se registrou por 60 

minutos, de acordo com metodologia descrita para a medida de RETE. Em seguida a solução 

do lado luminal foi substituída por solução de fluoresceína 1 mg/mL. Uma amostra de 100 µL 

foi retirada do lado seroso da câmara nos tempos 0, 1, 30, 60 e 90 minutos. A mesma quantidade 

de solução também foi retirada a cada intervalo de tempo do lado mucoso a fim de manter 

equilibrado o volume nos dois lados da câmara. Durante todo o período de utilização da solução 

de fluoresceína, o ambiente se manteve escuro para evitar degradação da mesma. A 

permeabilidade do tecido à fluoresceína se calculou a partir da medida de fluoresceína na 

amostra, mediante uso de um fluorímetro (Fluostar optima, BMG labtech. Ontemberg, 

Germany) e expresso na forma de razão de intensidade de fluorescência, dividindo-se a 

intensidade de fluorescência em cada tempo pela intensidade de fluorescência no tempo inicial. 
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4.4 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos em média ± erro padrão da média (EPM). Para 

comparação entre os grupos experimentais foi utilizada a análise de variância univariada (One 

way-ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. Os gráficos foram plotados e as análises 

estatísticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism versão 9.0, sendo consideradas 

diferenças significativas quando o valor de p apresentou-se inferior a 0,05 (p< 0,05). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1  Efeito do tratamento com o sildenafil na variação de peso corporal dos animais com 

mucosite intestinal induzida por 5-FU. 

 

A Figura 11 demonstra que a indução da mucosite intestinal é caracterizada por uma 

mudança significativa de peso corporal. O 5-FU + veículo promoveram uma perda ponderal 

significativa 24 horas após a indução (93,54±0,49%) que perdurou até o terceiro dia 

(88,26±0,65%), quando comparado ao grupo controle tratado apenas com salina. Os animais 

tratados com 5-FU + sildenafil na dose de 25 mg/kg tiveram perda de peso, significantemente, 

reduzida no primeiro dia (97,14±0,76%), segundo dia (96,12±0,67%) e terceiro dia 

(93,83±1,06%) em relação ao grupo tratado somente com 5-FU+veículo. As doses de 5 mg/kg 

e 10 mg/kg não obtiveram resultados significativos. Observou-se ganho de peso corporal no 

grupo salina que ocorreu durante todo o período experimental, sendo o ganho máximo no 

terceiro dia de 3,4%, quando comparado ao primeiro dia. O grupo 5-FU+veículo teve uma perda 

de peso de cerca de 11, 74% no último dia do experimento em relação ao primeiro dia, enquanto 

o grupo 5-FU + sildenafil teve uma perda de peso total de apenas 6,17%. 

 

Figura 11 – Efeito do sildenafil (inibidor de fosfodiesterase do tipo 5) na variação de peso 

corporal nos grupos experimentais. 
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Os animais foram pré-tratados com sildenafil nas doses de 5, 10 e 25mg/kg e receberam uma dose única 

intraperitonial, de 5-FU (450mg/Kg,), trinta minutos após o pré tratamento. Em seguida foram tratados com 
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sildenafil durante 3 dias. Os animais foram pesados diariamente durante todo o período experimental. Os valores 

foram expressos como média ± E.P.M. *p<0,05 comparados com o grupo 5- FU + veículo, #p<0,05 comparados 

ao grupo salina, pelo teste ANOVA seguido de Bonferroni. 

 

 

5.2 Efeito do tratamento com o sildenafil no consumo de GSH nos segmentos intestinais 

após indução do modelo de mucosite intestinal. 

 

 A Figura 12 ilustra que a administração de 5-FU induz um consumo significativo 

(p<0,05) de glutationa reduzida no duodeno (12A) (94,64±11,51 µg/g) no jejuno (12B) 

(114,7±4,6 µg/g) e no íleo (12C) (95,76±9,01 µg/g) ao comparar com os segmentos dos animais 

do grupo controle salina (duodeno: 186,2±7,6 µg/g, jejuno: 252,8±57,45 µg/g e íleo: 

184,8±14,64 µg/g). O tratamento com 5-FU+sildenafil impediu o consumo de glutationa no 

duodeno na dose de 25mg/kg (182,7±26,53 µg/g), no jejuno (155,4±13,43 µg/g), e no íleo a 

dose de 25mg/kg também se configurou como a melhor (202,5±24,32 µg/g), quando 

comparados aos animais que receberam somente 5-FU+veículo. 

 

Figura 12- Sildenafil evita o consumo de glutationa reduzida em modelo de mucosite intestinal 

induzida por 5-FU em camundongos. 
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Os animais foram pré-tratados com sildenafil nas doses de 5, 10 e 25mg/kg e receberam uma dose única 

intraperitonial, de 5-FU (450mg/Kg,), trinta minutos após o pré tratamento. Em seguida foram tratados durante 3 

dias e eutanasiados no terceiro dia para coleta dos segmentos duodeno (12A), jejuno (12B) e íleo (12C) para 

realização do ensaio de GSH. Os valores foram expressos como média ± E.P.M. (n = 6). #< p 0.05 quando 

comparado ao grupo salina e *p < 0.05 quando comparado ao grupo 5-FU + veículo, pelo ANOVA seguido pelo 

pós teste de Bonferroni.  

 

5.3  Efeito do sildenafil no aumento das concentrações de nitrito nos segmentos 

intestinais após indução da mucosite. 

 

Na figura 13, observou-se que no duodeno, jejuno e íleo dos animais que receberam 

somente 5-FU e veículo, houve um aumento significativo das concentrações de nitrito no 

duodeno (13A) 2,590±0,11 μM, jejuno (13B) 2,748±0,21 μM e no íleo (13C) 2,588±0,06 μM, 

quando comparados ao grupo de animais salina (duodeno: 0,213±0,023 μM; jejuno: 0,19±0,01 

μM e íleo: 0,205±0,02 μM. O tratamento com SIL reduziu significativamente com a dose de 5 

mg/kg apenas no duodeno (1,638±0,16 μM) e a dose de 10 mg/kg também reduziu apenas no 

duodeno (1,764±0,18 μM), enquanto na dose de 25 mg/kg houve uma redução significativa no 

duodeno (1,478±0,20 μM), jejuno (1,245±0,02 μM) e íleo (1,273±0,15 μM), quando 

comparados aos animais que receberam somente 5-FU+veículo. Sendo assim, a melhor dose-

resposta nos segmentos intestinais foi a de 25mg/kg. 
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Figura 13- Sildenafil reduz os níveis de nitrito nos segmentos intestinais induzidos por 5-FU 

em camundongos. 
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realização do ensaio de nitrato/nitrito. Os valores foram expressos como média ± E.P.M. (n = 6). Significância # p 

< 0.05 quando comparado ao grupo salina e *p < 0.05 quando comparado ao grupo 5-FU + veículo, pelo ANOVA 

seguido pelo pós teste de Bonferroni.  

 

 

5.4 Efeito do sildenafil na análise histopatológica da lesão intestinal induzida por 5-FU. 

 

Após a escolha da melhor dose, a partir dos testes de parâmetros de estresse oxidativo, 

foram realizados os demais experimentos. Conforme apresentado na tabela 4, os escores 

histopatológicos evidenciam que os animais que receberam somente salina apresentaram 

mucosa e camada muscular normais nos segmentos do duodeno, jejuno e íleo. O grupo que 

recebeu 5-FU+veículo apresentou mucosa com vilos encurtados e células vacuolizadas, necrose 

das criptas, intenso infiltrado inflamatório, vacuolização e edema, mas a camada muscular 

encontrou-se normal, o que conferiu um escore superior, quando comparado ao grupo salina. Já 

o grupo que recebeu o tratamento com sildenafil na dose de 25 mg/kg (5-FU+SIL 25 mg/kg) 

apresentou uma melhora significativa nos escores histopatológicos. 

 

Tabela 4 - Escores histopatológicos dos segmentos intestinais de camundongos 

com mucosite intestinal induzida por 5-FU e tratados ou não com sildenafil. 

 

GRUPOS 

EXPERIMENTAIS (n=6) 

ESCORES 

DUODENO JEJUNO ÍLEO 

Salina 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 

5-FU+veículo 1# (0-2) 2# (1-3) 2# (1-3) 

5-FU+SIL 25 mg/kg 0* (0-1) 1* (0-1) 0* (0-1) 

 

Os valores representam a media ± E.P.M. # p<0,05 quando comparado ao grupo salina e * 

p<0,05 quando comparado ao grupo 5- FU + veículo. ANOVA e teste de Bonferroni. 

 

 

Observou-se que o 5-FU promoveu uma redução da relação vilo-cripta em todos os 

segmentos intestinais (Fig 14 – D, E, F), quando comparados ao grupo salina (Fig 14 – A, B, 

C). Verificou-se, também, nas fotomicrografias do duodeno, jejuno e íleo (Fig 14 – D, E, F), 

respectivamente, a presença de células polimorfonucleares, caracterizando a infiltração 

neutrofílica versus o grupo salina (Fig 14 – A, B, C). Observou-se que o tratamento de 5-
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FU+sildenafil 25 mg/kg atenuou essas alterações induzidas por 5-FU, no duodeno (Fig 14 – G), 

no jejuno (Fig 14 – H) e no íleo (Fig 14 – I). 

 

 

Figura 14 – Fotomicrografias de amostras dos segmentos duodeno, jejuno e íleo após a 

administração do sildenafil (inibidor de fosfodiesterase 5) na mucosite intestinal induzida por 

5-FU em camundongos. 

 

 

 

Fotomicrografias (40x) do duodeno, jejuno e íleo de camundongos tratados com salina (A, D, G), 5-FU+veículo 

(B, E, H) e 5-FU+SIL 25 mg/kg (C, F, I). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SIL 25 mg/kg (C, F, I) 

atenuaram o encurtamento dos vilos e aprofundamento das criptas induzidos por 5-FU+veículo (B, E, H). Observa-

se que os tratamentos com 5-FU+SIL (C, F, I) atenuaram o intenso infiltrado inflamatório e vacuolização, induzido 

por 5-FU. A – salina duodeno; B- salina jejuno; C- salina íleo; D – 5FU+veículo duodeno; E - 5FU+veículo jejuno; 

F - 5FU+veículo íleo; G- 5FU+SIL duodeno; H - 5FU+SIL jejuno; I - 5FU+SIL íleo; Destruição da arquitetura dos 

vilos e criptas (seta vermelha); Infiltrado inflamatório (setas pretas). Aumento 40x. 
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5.5 Efeito do sildenafil nas alterações intestinais morfométricas induzidas por 5-FU. 

 

A figura 15 demonstra que o 5-FU induziu uma diminuição significativa na altura dos 

vilos dos segmentos duodeno (388±9,165 µm), jejuno (284,7±9,1 µm) e íleo (209,4±2,77 µm); 

causou um aumento na profundidade das criptas, também, no duodeno (241,9±4,772), jejuno 

(213,5±12,63 µm) e íleo (206,4±3,790 µm), quando comparados aos grupos controles dos 

segmentos tanto na altura dos vilos (duodeno: 619,9±17,43 µm; jejuno: 461,7±10,76 µm; íleo: 

341,3± 11,0 µm) como na profundidade das criptas (duodeno: 150,8±3,364 µm; jejuno: 

126,4±3,341 µm e íleo: 138,3±3,909 µm). Consequentemente, houve uma redução da relação 

vilo/cripta no grupo 5-FU+veículo (duodeno: 1,57±0,05 µm; jejuno: 1,35±0,09 µm e íleo: 

1,016±0,02 µm) ao comparar com o grupo salina (duodeno: 4,117± 0,16 µm; jejuno: 

3,637±0,091 µm e íleo: 2,471±0,069 µm). 

Observou-se que o tratamento com sildenafil foi capaz de impedir a diminuição da altura 

dos vilos (duodeno: 461,9±10,73 µm; jejuno: 375,8±6,857 µm e íleo: 259,3±6,254 µm), o 

aumento profundidade das criptas (duodeno: 166,4±4,79 µm; jejuno: 149,9±8,339 µm e íleo: 

148,9±2,104 µm) e a diminuição da relação vilo/cripta (duodeno: 2,862±0,14 µm; jejuno: 

2,53±0,136 µm e íleo: 1,629±0,0249 µm), quando comparados ao grupo 5-FU+veículo. 
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Figura 15 – Efeito do tratamento com sildenafil (inibidor de fosfodiesterase tipo 5) nas 

alterações morfométricas nos segmentos intestinais induzidas por 5-FU em camundongos. 
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Os animais foram pré-tratados com sildenafil na dose de 25mg/kg e receberam uma dose única intraperitonial, de 

5-FU (450mg/Kg,), trinta minutos após o pré tratamento. Em seguida foram tratados durante 3 dias e eutanasiados 

no terceiro dia para coleta dos segmentos duodeno, jejuno e íleo para realização da análise morfométrica. Esses 

segmentos foram obtidos para a medida da altura dos vilos (15A, 15B e 15C), profundidade das criptas (15D, 15E 

e 15F) e razão vilo/cripta (15G, 15H e 15I).  Os valores foram expressos como média ± E.P.M. (n = 6). 

Significância #< p 0.05 quando comparado ao grupo salina e *p < 0.05 quando comparado ao grupo 5-FU + veículo, 

pelo ANOVA seguido pelo pós teste de Bonferroni.  

 

 

5.6 Efeito do tratamento com o sildenafil sobre a leucopenia induzida por 5-FU em 

camundongos. 

 

Conforme demonstrado na figura 16, a administração do 5-FU+veículo (1331±83,77 

células/mm3) induziu significativamente leucopenia nos camundongos, quando comparados 

com o grupo salina (4100±308,4 células/mm3 ). O tratamento com sildenafil na dose de 25 

mg/kg (1388±233,7 células/mm3) não modicou de maneira significativa a leucopenia 

ocasionada pelo 5-FU. 

 

Figura 16 – Efeito do sildenafil (inibidor de fosfodiesterase do tipo 5) na leucopenia induzida 

por 5-FU em camundongos. 
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Os animais foram pré-tratados com sildenafil na dose de 25mg/kg e receberam uma dose única intraperitonial, de 

5-FU (450mg/Kg,), trinta minutos após o pré tratamento. Em seguida foram tratados durante 3 dias e anestesiados 

com cetamina (100 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg) para coleta do sangue do plexo retro-orbital.  Para realização do 

leucograma, em seguida foram eutanasiados. Os valores foram expressos como média ± E.P.M. (n = 6). 
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Significância #< p 0.05 quando comparado ao grupo salina e *p < 0.05 quando comparado ao grupo 5-FU + veículo, 

pelo ANOVA seguido pelo pós teste de Bonferroni.  

 

 

5.7 Efeito do sildenafil no aumento da atividade de mieloperoxidase após indução da 

mucosite intestinal. 

 

A Figura 17 demonstra que a administração de 5-FU induz um aumento significativo 

(p<0,05) da infiltração neutrofílica no duodeno (17A) (6,67±1,3 U/mg), jejuno (17B) 

(7,52±0,71 U/mg) e íleo (17C) (8,29±1,37 U/mg), quando comparados aos segmentos dos 

animais do grupo controle (duodeno: 0,60±0,2 U/mg; jejuno 1,10±0,31 U/mg e íleo:1,27±0,46 

U/mg). O tratamento com 5-FU + sildenafil 25 mg/kg quando comparados ao grupo em que foi 

induzido a mucosite reduziu a infiltração neutrofílica no duodeno (0,92±0,43 U/mg), no jejuno 

(2,036±0,28 U/mg) e no íleo (2,82±0,67 U/mg).  

 

Figura 17 – Sildenafil reduz a atividade de MPO em modelo de mucosite intestinal induzida 

por 5-FU em camundongos. 
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Os animais foram pré-tratados com sildenafil na dose de 25mg/kg e receberam uma dose única intraperitonial, de 

5-FU (450mg/Kg,), trinta minutos após o pré tratamento. Em seguida foram tratados durante 3 dias e eutanasiados 

no terceiro dia para coleta dos segmentos duodeno (17A), jejuno (17B) e íleo (17C) para realização do ensaio de 

MPO. Os valores foram expressos como média ± E.P.M. (n = 6). Significância #< p 0.05 quando comparado ao 

grupo salina e *p < 0.05 quando comparado ao grupo 5-FU + veículo, pelo ANOVA seguido pelo pós teste de 

Bonferroni. 

A B C 
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5.8  Efeitos do sildenafil na resistência elétrica (RETE) e permeabilidade da mucosa ileal. 

 

 Conforme mostrado na figura 18A, a RETE da mucosa ileal do grupo salina foi de 

32,0±5,141 Ω/cm2 e 14,4±0,75 Ω/cm2 no grupo 5-FU+veículo. O valor do RETE na mucosa do 

íleo 5FU+SIL 25mg/kg foi de 25,0±3,512 Ω/cm2. Assim, observa-se que os achados 

demonstraram que a resistência elétrica transepitelial do íleo dos animais com mucosite 

intestinal foi reduzida, quando comparado com o grupo salina e, que o tratamento com sildenafil 

protegeu a função da integridade da barreira.  

 Conforme demonstrado na figura 18B, o grupo 5FU+veículo teve um aumento 

significativo na permeabilidade da mucosa do íleo em 30 minutos (25,40±3,697 µmol/cm2), em 

60 minutos (62,2±5,375 µmol/cm2) e 90 minutos (92,33±8,453 µmol/cm2), em relação ao grupo 

salina (30min: 11,13±2,601 µmol/cm2; 60min: 19,26±3,904 µmol/cm2; 90min: 26,65±4,351 

µmol/cm2). Por outro lado, a permeabilidade da mucosa do grupo tratado com sildenafil em 60 

minutos (32,93±6,013 µmol/cm2) e 90 minutos (51,63±8,295 µmol/cm2) foi significamente 

inferior ao grupo 5FU+veículo. Nenhuma diferença estatística foi identificada na 

permeabilidade da mucosa entre o grupo salina e o grupo 5-FU tratado com sildenafil.   
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Figura 18- Efeito do tratamento com o sildenafil (inibidor de fosfodiesterase 5) na integridade 

da mucosa ileal dos camundongos com mucosite induzidos por 5-FU. 
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Os animais foram pré-tratados com Sildenafil na dose de 25mg/kg e receberam uma dose única intraperitonial, 

de 5-FU (450mg/Kg,), trinta minutos após o pré tratamento. Em seguida foram tratados durante 3 dias e 

eutanasiados no terceiro dia para coleta e dissecação do íleo para realização dos experimento de resistência 

(A) e permeabilidade (B). Os valores foram expressos como média ± E.P.M. (n = 6). Significância # p < 0.05 

quando comparado ao grupo salina e *p < 0.05 quando comparado ao grupo 5-FU + veículo, pelo ANOVA 

seguido pelo pós teste de Bonferroni.  
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6 DISCUSSÃO 

 

Com o intuito de se estudar o sildenafil (inibidor de fosfodiesterase do tipo 5) na 

mucosite intestinal induzida pelo 5- Fluorouracil, o presente estudo demonstrou que a 

administração de 5-FU causou uma lesão, apresentando as seguintes alterações: Perda ponderal 

de peso durante a fase inflamatória da doença, aumento do consumo de GSH, aumento das 

concentrações de óxido nítrico (NO), alterações histológicas e morformétricas, leucopenia, 

aumento da atividade de MPO e alterações na integridade da mucosa ileal. Todas essas 

alterações foram revertidas pelo tratamento com o sildenafil que foi capaz de reduzir de forma 

significativa essas alterações causadas pelo 5-FU. Foram analisados os três segmentos 

intestinais em três doses diferentes: 5 mg/kg, 10 mg/kg e 25 mg/kg. Inicialmente, observou-se 

que a melhor dose na análise ponderal do peso e nos testes bioquímicos para parâmetros de 

estresse oxidativo foi a de 25mg/kg. Portanto, optou-se pela dose de 25mg/kg para a realização 

dos demais experimentos: histologia, morfometria, leucopenia, mensuração de MPO e; para a 

avaliação da integridade da mucosa optou-se também pela dose de 25mg/kg, mas apenas no 

segmento ileal. 

O 5-FU produz um efeito colateral importante que é a presença de leucopenia. Esse é 

um efeito esperado que demonstra que o quimioterápico está exercendo sua função 

farmacologicamente adequada. Isso já foi descrito por membros do nosso grupo de pesquisa 

(JUSTINO et al., 2015; QUARESMA et al., 2019; SOARES et al., 2008). O tratamento com 

sildenafil não alterou o curso da leucopenia, sugerindo que o inibidor de PDE-5 não interfere 

na ação farmacológica do 5-FU, quando se refere a contagem de leucócitos. 

Efeitos protetores do pré-tratamento com o sildenafil já foram observados anteriormente 

em lesões intestinais. Soydan et al. (2009), demonstraram que o pré-tratamento com o sildenafil 

impediu que a isquemia promovesse o comprometimento das respostas de acetilcolina que 

poderia levar à dismotilidade e prejuízos vasculares. Foi sugerido, também, que o sildenafil 

induza mediadores endógenos que trabalhem para aumentar a produção de óxido nítrico, que, 

então ativa a guanilato ciclase para aumentar os níveis cíclicos de GMP. Elevações nesses níveis 

podem então trabalhar na vasodilatação do leito vascular do órgão (RAKESH C et al., 2005).  

Apesar de alguns relatos demonstrarem o efeito protetor do sildenafil em modelos de lesões 

inflamatórias (LIN et al., 2017), o potencial protetor deste medicamento, contra inflamação em 

camundongos com mucosite induzida por 5-FU, não foi relatado até o momento. 

Estudos prévios em camundongos demonstraram que a administração de 5-FU induz a 

mucosite intestinal, sendo caracterizada por sintomas sistêmicos como diarreia e consequente 
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perda de peso (BENSON et al., 2004; SOARES et al., 2008; HUANG et al., 2009). Isso porque 

a presença de inflamação intestinal resulta em prejuízos na função da barreira intestinal, uma 

vez que o aumento de radicais livres leva a ruptura das junções firmes e fosforilação da miosina 

em enterócitos (WU et al., 2011). Além disso, citocinas pró-inflamatórias, também, promovem 

aumento da permeabilidade intestinal, dificultando a absorção de nutrientes que 

consequentemente influencia na perda de peso (SUZUKI, 2013). Nesse estudo, observou-se 

que houve perda de peso corporal dos animais tratados somente com 5-FU+veículo (11,74%) 

possivelmente devido à ativação de respostas inflamatórias. Logo, esse quadro justifica a menor 

capacidade de absorção do intestino, levando os animais a um quadro de desnutrição. 

Destacamos que àqueles que receberam 5-FU +sildenafil na dose de 25mg/kg obtiveram uma 

perda de peso menos acentuada (6,17%). Margonis et al., 2015 também observou um ganho de 

peso em ratos nos quais foram induzidos colite por TNBS e tratados com sildenafil. 

Estudos prévios em camundongos demonstraram que a administração de 5-FU induz a 

mucosite intestinal, sendo caracterizada, histologicamente, por encurtamento de vilosidades e 

destruição de criptas intestinais (BENSON et al., 2004; SOARES et al., 2008; HUANG et al., 

2009). Sabe-se que a lesão epitelial, associada à utilização de antineoplásicos, geralmente, é 

marcada pela infiltração neutrofílica, estando presente na mucosa intestinal que caracteriza a 

fase inflamatória (SONIS, 2004). Observou-se em nossos estudos que o tratamento com 

sildenafil reduziu os danos histológicos, reduzindo a infiltração de neutrófilos e preservando a 

relação vilo/cripta. Esses achados vão de acordo com o que foi demonstrado por MOORE et al., 

(2020) que, também, evidenciaram uma melhora nos escores histológicos de lesões intestinais 

em modelo de isquemia mesentérica aguda. Estudos também demonstraram que o sildenafil 

possui esse efeito de propriedades protetoras epiteliais específicas. Em um modelo de lesão 

pulmonar aguda foi visto que o sildenafil diminuiu o dano oxidativo e a apoptose independente 

dessa sua propriedade (KOSUTOVA et al., 2019). 

A atividade da enzima mieloperoxidase é um parâmetro que tem sido amplamente 

utilizado para marcar de maneira indireta o quantitativo de infiltrado de polimorfonucleares no 

processo inflamatório em diversos tecidos, incluindo o trato gastrintestinal (JUSTINO et al., 

2015). Foi identificado um aumento da atividade da mieloperoxidase no grupo em que foi 

administrado 5-FU+Veículo e uma atividade reduzida nos animais que foram tratados com SIL, 

reforçando a ideia proposta por Justino et al (2015) em que a liberação da enzima 

mieloperoxidase dos grânulos azurófilos catalisa a formação de um poderoso ácido oxidante 

que pode culminar em danos no DNA, proteínas e lipídeos. Além de agir no endotélio vascular, 
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promovendo a liberação de mediadores pró-inflamatórios e expressão de moléculas de adesão, 

levando ao aumento da permeabilidade vascular e aumento da adesão de neutrófilos. Esses 

resultados corroboram com os achados da literatura, pois foi visto que o sildenafil foi capaz de 

reduzir a atividade da MPO em diversos modelos, incluindo a colite induzida por ácido acético 

(KHOSHAKHLAGH et al., 2007); em modelo lesão pulmonar e renal induzido em ratos 

(CARDICI et al., 2011); em modelo de fibrose pulmonar (YILDIRIM et al., 2010). 

De acordo com a literatura, o 5-FU causa danos diretos na mucosa intestinal, 

culminando no aumento da produção de EROs e modificações no sistema de defesa 

antioxidante, levando a um quadro de estresse oxidativo (SONIS, 2004; SOARES et al., 2008; 

JUSTINO et al., 2014; JUSTINO et al., 2015; QUARESMA et al., 2019). O estresse oxidativo 

é marcado pelo desequilíbrio entre a formação de agentes oxidantes e a atividade de sistemas 

antioxidantes induzindo graves danos às estruturas celulares, como lipídios de membranas, 

proteínas, DNA e RNA. Essa condição é consequência do aumento na produção EROs por 

diferentes vias metabólicas, e/ou da deficiência ou inatividade do sistema de proteção 

antioxidante (DA SILVA et al., 2020). A interrupção desse equilíbrio antioxidante na mucosa 

intestinal contribui significativamente para a patogênese de muitas doenças no TGI 

(BHATTACHARYYA et al., 2014). 

Avaliamos o consumo da glutationa reduzida (GSH) que é um grupo sulfídrico não 

proteico que tem ação antioxidante, sendo essencial na proteção das células contra o estresse 

oxidativo e na multiplicação dos linfócitos (DANTAS, 2006); logo, o GSH é um marcador de 

estresse oxidativo que sofre alterações durante o curso da mucosite intestinal (QUARESMA et 

al., 2019), ou seja, o esgotamento dos níveis de GSH intracelular está presente 

concomitantemente com a presença de mediadores inflamatórios e citocinas pró-inflamatórias 

(SCHMITT et al., 2015). Estudos anteriores provaram que os antioxidantes inibem a ativação 

do NF-κB e bloqueiam a expressão de citocinas inflamatórias (WANG et al., 2006). Observou-

se, em nossos estudos, que a administração de sildenafil evitou o consumo de GSH nos 

segmentos duodeno, jejuno e íleo, quando comparados aos animais salina (controle), sugerindo 

uma redução do consumo de GSH, configurando seu efeito benéfico frente a mucosite intestinal 

induzida por 5-FU em camundongos. Diversos estudos têm demonstrado esse efeito 

antioxidante do sildenafil em modelos de doenças inflamatórias. Laxmi et al., (2019) 

demonstrou em um modelo animal de asma brônquica que o sildenafil foi capaz de reduzir 

parâmetros de estresse oxidativo, tais como, MDA e aumentou os níveis de GSH no soro. 

Iordache et al., (2020) observou que o sildenafil evitou o consumo de GSH em modelo animal 
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de nefropatia, sugerindo que o sildenafil desencadeou a diminuição da superprodução de EROs. 

Outro parâmetro utilizado para avaliar o estresse oxidativo foi o NO. O tratamento com 

sildenafil limitou os níveis de nitrato nos segmentos intestinais duodeno, jejuno e íleo. Esses 

dados estão correlacionados com os achados da literatura em que demonstra uma ação 

antioxidante do sildenafil mediado por esse parâmetro. Foi evidenciado por Kosutova et al., 

(2018) em seus estudos, o inibidor de fosfodiesterase 5 foi capaz de reduzir os níveis de 

nitrato/nitrito em modelo de lesão pulmonar aguda. Laxmi et al., (2019) demonstraram o mesmo 

efeito em modelo animal de asma brônquica. Além disso, Santos et al (2005), observaram que 

o sildenafil foi capaz de atuar através do mecanismo dependente de NO inibindo a gastropatia 

induzida por indometacina, possivelmente através de uma redução da adesão e manutenção de 

leucócitos no fluxo sanguíneo gástrico.  

A evidência da diminuição de marcadores de estresse oxidativo ocasionados pelo 

sildenafil, fornecidos em nossos estudos, confirmam dados anteriores, indicando propriedades 

anti-inflamatórias. O AMPc e o GMPc controlam diversos processos celulares, como 

inflamação, sinais neuroendócrinos e degranulação de neutrófilos (LAXMI et al., 2019).  O 

GMPc é sintetizado por guanilato ciclases solúveis e o sildenafil age como um antagonista de 

PDE-5, aumentando os níveis de GMPc e aumentando a sinalização de NO-GMPc. A ativação 

de guanilato ciclases solúveis e geração de GMPc medeiam os efeitos do NO.  Além disso, 

NO sintase (NOS) é responsável pela formação do NO. O sildenafil também induz a expressão 

de mRNA de eNOS (ANDERSSON, 2018). Estudos demonstram que a produção de NO, a 

partir de eNOS em concentrações nanomolares, possuem atividade anti-inflamatória que pode 

está relacionada com a inibição do NF-kβ (AIZAWA et al., 2003). Em contrapartida, estudos 

demonstraram que o SIL inibiu a expressão de iNOS e produção de NO induzida por LPS em 

células microgliais primárias de ratos (ZHAO et al., 2011).   

 Durante o processo inflamatório que cursa a mucosite induzida por 5FU observa-se um 

aumento da permeabilidade intestinal e redução da RETE (DE BARROS et al., 2018). Essa 

disfunção na barreira pode culminar em translocação microbiana, induzindo a inflamação 

(VANCAMELBEKE; VERMEIRE 2017). Em nossos achados observou-se que o sildenafil foi 

capaz de reverter esses parâmetros em ambos os testes de funcionalidade, evitando a disfunção 

da integridade da barreira. Porém, não há dados na literatura que associe o efeito do sildenafil 

sobre a permeabilidade intestinal e RETE. Sabe-se que fatores pró-inflamatórios como TNF-α, 

IL-1β, IL-6 e IFN-γ, estresse celular, presença de patógenos, probióticos e peptídeos dietéticos 

têm ligação direta com a regulação da permeabilidade (VERDU, 2016; CAPALDO; NUSRAT 
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2009).  

Embora a patologia da mucosite intestinal induzida por quimioterápico não seja 

totalmente elucidada, sabe-se da importante participação das citocinas, uma vez que estas 

regulam e ampliam a resposta imune, induzem lesão tecidual e medeiam complicações 

(SARTOR, 1994). Hamouda et al, (2017) demonstraram que o 5-FU aumenta 

significativamente as citocinas pró- inflamatórias, como TNF-α e IL-1β, IL-4 e IL-6, sendo 

provável que o TNF-α seja um mediador chave da apoptose em resposta a esse medicamento. 

Isso porque, os neutrófilos ativados, após dano tecidual, sinalizam para diversas citocinas que 

são cruciais nas respostas imunes inatas e adaptativas para a defesa do organismo 

(MANTOVANI et al., 2011; MORTAZ et al., 2018). Outros estudos demonstraram aumento de 

IL-1β na mucosa intestinal de pacientes com doenças inflamatórias intestinais e em tecidos 

intestinais de animais submetidos à colite experimental (YANG et al., 2017). Yan et al. (2006) 

demonstraram que a IL-1 β estimula a expressão de genes responsáveis pela produção de fatores 

inflamatórios em cultura de células epiteliais. Possivelmente, o aumento da expressão desses 

genes ocorre pela ação de NF-kβ. 

Estudos prévios demonstraram que inibidores de fosfodiesterase (PDE) reduzem a 

produção de citocinas pró-inflamatórias por meio da inibição do NF-kβ (TEIXEIRA et al., 1997; 

HEYSTEK et al., 2003; HERVE et al., 2008; SCHAFER et al., 2014). Zhao et al., (2011) 

observaram que o SIL atenuou respostas pró-inflamatórias induzidas por LPS em células 

microgliais N9, regulando a ativação MAPK/ NF-kβ, inibindo a fosforilação de ERK1/2, p38 e 

JNK. A elevação dos níveis de GMPc pela inibição do PDE5 é um conhecido ativador da 

proteína quinase dependente de GMPc (PKG), que resulta na inibição de ativação da via MAPK 

(SUHASINI et al., 1998). Essa é uma via pertinente a ser estudada na MI com o tratamento do 

SIL que, consequentemente, podem refletir numa diminuição do processo inflamatório. 

Já é bem descrito na literatura que o 5-FU interfere na via MAPK.  As vias envolvendo 

as MAPKs constituem as vias mais importantes da transdução do sinal, da superfície celular ao 

núcleo. Elas estão envolvidas na proliferação, diferenciação e morte celular. Dessa forma, as 

MAPKs ativam numerosas proteínas quinases, proteínas nucleares e fatores de transcrição, 

culminando numa transdução de sinal. (JUSTINO et al., 2015). Yang et al. (2010) mostraram o 

tratamento com 5-FU em células HT29 elevou, significativamente, o nível de phospho-p38 em 

células HT29 em comparação com as células não tratadas, sugerindo que o 5-FU aumentou a 

fosforilação da p38 em células HT29. Justino et al., (2015) demonstraram em suas pesquisas 

que durante a fase inflamatória da mucosite intestinal ocorre a ativação da via MAPK que induz 
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a produção de NF-kβ e a produção de citocinas pró-inflamatórias, aumentando assim, o 

processo inflamatório.   

Essa possibilidade sugere um modelo hipotético em que o sildenafil esteja associado ao 

processo de proteção da integridade da mucosa e diminuição de parâmetros inflamatórios e de 

estresse oxidativo, porém mais estudos são necessários acerca deste mecanismo.  

 

Figura 19 – Modelo hipotético do mecanismo de ação do sildenafil. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor.  
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7    CONCLUSÃO 

 

 O presente estudo demostrou que o sildenafil (inibidor de fosfodiesterase do tipo 5) 

melhorou os parâmetros inflamatórios, oxidantes e funcionais na mucosite intestinal, induzida 

por 5-FU, bem como preveniu a integridade da mucosa em camundongos, sugerindo um perfil 

anti-inflamatório, antioxidante e protetor. Esse efeito farmacológico do sildenafil se deve ao 

seu mecanismo de ação que já é bem descrito na literatura, visto que, ele apresenta efeito 

vasodilatador. Assim, o sildenafil pode ter impacto terapêutico relevante, visando seu 

reposicionamento como um medicamento efetivo no tratamento ou como agente adjuvante da 

mucosite intestinal. Porém, mais estudos sobre o mecanismo de ação do SIL são necessários, a 

fim de ser elucidada essa questão. 
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ANEXO A – Certificado da comissão de ética no uso de animais. 
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