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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 cancer de mama e colorretal. O presente trabalho avaliou o possivel efeito anti-inflamatério,
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 administracdo de dose Unica 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 inducdo e; 24, 48 e 72 horas pds-inducdo da mucosite. Apoés
trinta minutos da dltima administracdo do SIL, os animais foram eutanasiados com dose
excessiva de cetamina e xilasina. Os segmentos intestinais foram coletados para analise de
nitrato/nitrito (NO3/NOz2) e concentragdo 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 concentracdo de nitrato/nitrito em comparacéo
com as outras duas doses no duodeno (1,478+0,20 uM), jejuno (1,245+0,02 uM) e ileo
(1,273+0,15 uM) quando comparado ao grupo 5-FU+veiculo (duodeno: 2,590+0,11 uM, jejuno:
2,748+0,21 uM e no ileo: 2,588+0,06 uM) e; evitou o0 consumo de GSH (duodeno: 182,7+26,53
ug/g; jejuno: 155,4+13,43 nug/g e ileo 202,5+24,32 pg/g) ao comparar com 0 grupo 5-
FU+veiculo (duodeno: 94,64+11,51 pg/g; jejuno: 114,7+4,6 pg/g e ileo: 95,76+£9,01 pg/g).
Observou-se que o tratamento com SIL evitou o agravamento da lesdo intestinal que é
caracterizada pelo encurtamento das vilosidades intestinais, necrose parcial das criptas,
vacuolizagdo de células e presenca de infiltrados de polimorfonucleares. O tratamento com o
SIL (1388+233,7 células/mm?) ndo melhorou signicativamente a leucopenia ocasionada pelo 5-
FU (1331+83,77 células/mm:) e atenuou a atividade da MPO (duodeno: 0,92+0,43 U/mg;
jejuno: 2,036+0,28 U/mg e ileo: 2,82+0,67 U/mg) em comparagdo com 0s camundongos com
MI (duodeno: 6,67+1,3 U/mg; jejuno: 7,52+0,71 U/mg e ileo: 8,29+1,37 U/mg). Na avaliacdo
da integridade do epitélio ileal, observou-se uma prote¢cdo nos grupos em que receberam
tratamento com SIL tanto na RETE (25,0+3,512 Q/cm?) quanto na permeabilidade da mucosa
nos tempos 60 minutos (32,93+6,013 umol/cm?) e 90 minutos (51,63+8,295 umol/cm?). Esses
resultados demonstram que o tratamento com sildenafil atenua estresse oxidativo, inflamacao
e mantém a integridade epitelial podendo direcionar futuros estudos clinicos. Assim, o sildenafil
pode ter impacto terapéutico relevante visando seu reposicionamento como um medicamento

efetivo no tratamento ou como agente adjuvante da M.
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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 uM), jejunum
(1.245+£0.02 uM) and ileum (1.273+£0.15 uM) when compared to the group 5-FU+vehicle
(duodenum: 2.590+0.11 uM, jejunum: 2.748+0.21 uM and in the ileum: 2.588+0.06 uM) and;
avoided the consumption of GSH (duodenum: 182.7426.53 pg/g; jejunum: 155.4+13.43 pg/g
and ileum 202.5+24.32 ug/g) when compared with group 5- FU+vehicle (duodenum:
94.64+11.51 pg/g; jejunum: 114.7+4.6 pg/g and ileum: 95.76+9.01 pg/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/fmm3) did not
significantly improve the leukopenia caused by 5-FU (1331+83.77 cells/smm3) 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
Q/cm2) and in the permeability of the mucosa in the times of 60 minutes (32.93+6.013 pumol/
cm2) and 90 minutes (51.63+£8.295 umol/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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14
1 INTRODUCAO

1.1  Anatomia e fisiologia do intestino delgado

O intestino delgado é um érgdo complexo formado basicamente por quatro camadas:
mucosa, submucosa, muscular e serosa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013) que exercem
funcbes fundamentais para um bom funcionamento do organismo, como por exemplo, digestao,
absorcdo de nutrientes, producéo de alguns horménios reguladores e agem como barreira contra
agentes nocivos atuando como 6rgédo do sistema imune. (DUNCAN; GRANT, 2003).

Figura 1 — Esquematizacgao da composicao celular das camadas intestinais

Prega
circular

m. circular
m. longitudinal

Vasos sanguineos  pi, ., de Peyer

Serosa Glandulas Yilosidades

Fonte: Adaptado de SILVERTHORN, 2010; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013
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As vilosidades (vilos) presentes na mucosa apresentam projecdes alongadas formadas
pelo epitélio e lamina propria com aproximadamente 0,5 a 1,5 mm de comprimento,
representando as principais caracteristicas histoldgicas relacionadas aos eventos de absorcao.
Nelas estéo presentes os enterdcitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Em continuidade com
os vilos, encontram-se as criptas que representam a porcdo proliferativa do intestino
(BARRETT, 2015; NASCIUTTI et al., 2016), ou seja, as células do epitélio intestinal
necessitam constantemente de serem substituidas, enquanto as células-tronco, localizadas na
base das criptas, sdo partes integrantes deste processo, sendo mediados por varias vias de
sinalizacGes importantes. Ao amadurecer, essas células migram para as vilosidades (MADISON
et al., 2005). As células epiteliais que revestem o limen estdo organizadas no eixo-vilo cripta e

apresentam morfologia e func@es especificas, como observado na figura 2 e tabela 1.

Figura 2 — llustracdo esquematica dos tipos de células epiteliais do intestino delgado.

Célula tronco

Célula de Paneth  Célula Neuroendécrina  Célula Calciforme Enterdcitos Células M

Fonte: Adaptado de DAMJANOV, |, E LINDER, J. (1996).
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Tabela 1 — Tipos e fungdes de células epiteliais intestinais

CELULA FUNCAO LOCALIZACAO
ENTEROCITOS A principal célula de absorcéao Predominantemente no
do intestino delgado. epitélio

Secretam lisozima com a
CELULAS DE PANETH func'ona“dao_le de  defesa Base das criptas
contra bactérias e pode regular
flora intestinal.
Regular localmente atividade Localizadas principalmente
intestinal por meio de no

CELULAS hormoénios secretores (CCK, criptas, mas pode ser
ENTEROENDOCRINAS | secretina, GIP). encontrado em outros locais

dentro do epitélio.

Células secretoras de mucina  Localizadas em todo o

CELULAS que servem um  papel intestino delgado, maior
CALICIFORMES citoprotetor concentracdo no ileo do que o
e papel lubrificanteno TGI. jejuno.

Células que participam da

) resposta  imunoldgica e )

CELULAS M o Localizadas no ileo.
recobrem o foliculo linfoides

das placas de Peyer

Fonte: Adaptado de YAMADA; ALPERS, 2003.

A camada muscular da mucosa é responsavel 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 linfatico que auxiliam na funcdo absortiva do
intestino delgado. Células especializadas secretam muco e bicarbonato para manter o pH do
conteddo gastrico neutralizado. Além disso, existe uma série de nervos e ganglios que compdem

0 plexo submucoso que se conecta ao plexo miontérico, composto por fibras simpaticas,
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parassimpaticas e pds-ganglionares. Esses plexos, em conjunto, coordenam o peristaltismo
(VOLK; LACY, 2017).

Os neurbnios vasoconstritores presentes no plexo submucoso apresentam,
predominantemente, norepinefrina, enquanto os neurdnios inibitérios, no plexo mioentérico,
contém polipeptideo intestinal vasoativo (VIP), éxido nitrico (NO), trifosfato de adenosina
(ATP) e peptideo de AMP ciclico ativador da hipdfise. A acetilcolina, a substancia P e as
taquicininas sao os principais NTs excitatorios do TGI. Em geral, esses neurotransmissores séo
responsaveis por desempenhar um papel crucial na funcdo motora, sensorial e secretora do
intestino (FURNESS et al., 1985). A camada serosa é composta por um fino revestimento de

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

1.1.2 Aresposta inflamatdria do trato gastrintestinal.

O trato gastrintestinal (TGI) € constantemente exposto a agentes externos, como por
exemplo, micro-organismos, antigenos e grande quantidade de enzimas digestivas que possuem
potencial para comprometer a integridade dos tecidos, por esse motivo a resposta inflamatoria
é sempre presente. Componentes do sistema imune, como nddulos linfaticos, imunoglobulinas,
macrofagos e células linfoides sdo bastante abundantes por todo o TGI. A interacdo destes
elementos com a capacidade proliferativa dos enterdcitos constituem a barreira fisica e
imunolodgica capaz de regular a homeostase entre a mucosa intestinal e 0s micro-organismos
devido ao controle da resposta inflamatéria (ABRAHAM; MEDZHITQV, 2011).

No TGI os neutrofilos sdo responsaveis por destruirem micro-organismos que rompeu
a barreira epitelial e entraram no tecido ou na circulagdo. Os neutréfilos participam da resposta
imune inicial, sendo as primeiras células a migrarem da circulacao para o local do dano tecidual.
Esse deslocamento celular é rapido, porém envolve diversas etapas sendo mediadas por varias
moléculas (ABAS, 2008). Ao entrarem em contato com micro-organismos patogénicos, as
celulas epiteliais e as células residentes (células dendriticas, macrofagos, mastocitos) sinalizam
para a producdo de quimiocinas (moléculas capazes de atrair os neutrofilos) e citocinas (I1L-1,
TNF-a)). A agdo das quimiocinas associada a vasodilatagdo e diminuigdo do fluxo sanguineo
local facilita a aproximacéo dos neutrofilos a margem dos vasos sanguineos (RIBEIRO et al.,
2016).
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Quando os neutrofilos sdo fortemente ativados, os produtos microbicidas nao
diferenciam micro-organismos de tecidos préprios. Em consequéncia disso, quando esses
produtos entram em contato com o ambiente extracelular sdo capazes de causar a lesdo tecidual
(ABBAS, 2008).

1.2 Quimioterapico 5- Fluorouracil

O 5-FU é utilizado para o tratamento de varios tipos de cancer, incluindo cancer
gastrointestinal, cancer de mama, cancer de cabeca e pescoco, ginecoldgico, bem como para o
tratamento primario do cancer colorretal, tendo maior impacto nesse ultimo tipo (APETOH,
2015). O 5FU é um antimetabolito da classe das fluoropirimidinas (MAGALHAES, 2018;
SETHY; KUNDU, 2021). Por ser um antimetabdlito, ndo inibe somente a sintese de DNA de
células neopléasicas, mas também, de células normais que possuem indices elevados de divisdo
mitotica como tecidos de rapida proliferacdo (SMITH et al., 2008). Na medula 6ssea 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 administrag&o.
(KOENIG; PATEL, 1970).

O mecanismo de acdo do 5-FU esta diretamente relacionado a natureza quimica desse
farmaco e da uracila. A uracila é uma base nitrogenada presente nos acidos nucleicos, sendo
constituinte do RNA. O 5-FU foi desenvolvido com o objetivo de inibir processos essenciais,
como a incorporacdo de moléculas de DNA e/ou RNA, que é um processo essencial para sintese
e metabolismo de novas células, ja que € uma molécula com estrutura bioquimica suficiente
para ser reconhecida pelo organismo, mas insuficiente para exercer as fun¢ées normais, e isso
culmina na alteracdo do metabolismo celular (RUTMAN, et al., 1954). Um estudo demonstrou
que havia uma enorme captacdo de uracila em hepatoma de ratos, e que a interferéncia nessa
captacdo poderia ser alvo do controle tumoral. Entdo, foi adicionado um composto do grupo
dos halogénios, denominado fluor, na posicao 5 da uracila criando assim o composto 5-FU,
classificado como analogo da pirimidina uracila (DEVITA; CHU, 2008).
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Figura 3 — Estrutura molecular do 5-FU

O

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

Em relacdo a sua farmacocinética e farmacodindmica, o 5-FU é rotineiramente
administrado via parenteral na prética clinica, ingerindo-se via oral, chegando ao intestino é
absorvido parcialmente e adentra ao sistema porta-hepatico como qualquer farmaco ingerido
por essa via. A biodisponibilidade do farmaco sofre reducdo significativa durante esse processo,
sendo 15- 20% do farmaco excretado por via urinaria (FOCACCETTI et al., 2015).

O 5-FU foi projetado a fim de impedir a metilacdo da uracila, impossibilitando
consequentemente sua sintese. O 5-FU é 80% catabolizado no figado, onde uma enzima
converte o 5-FU em diidrofluorouracila (DHFU). Dentro da célula o 5-FU é transformado em
metabolitos de fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP), fluorodesoxiuridina trifosfato
(FAUTP) e fluorouridina trifosfato (FUTP). O FAUMP se liga ao sitio ativo da enzima timidilato
sintase, impedindo a ligagdo do substrato normal, inibindo a formag&o de novo timidilato;
consequentemente, a sintese e reparacdo do DNA na fase S é cessada, 0 que resulta em morte
celular. O metabolito FAUTP pode ser incorporado erroneamente ao DNA, levando a quebra da
fita e resultando assim na morte celular. J& o metabdlito FUTP pode ser amplamente
incorporado ao RNA, alterando seu processo e funcionamento normais, apresentando
toxicidade ao RNA em diferentes niveis (HAGENKORT, 2016; BANERJEE et al., 2017;
LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003).
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Figura 4 — Mecanismo de agéo e metabolizacdo do 5-FU
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Fonte: Adaptado de Longley; Harkin; Johnston (2003).

Uma das principais preocupacfes, quanto a utilizacdo do 5-FU, atualmente € a
resisténcia dos tumores ao farmaco levando ao uso de concentracdes cada vez maiores. O
farmaco induz efeitos adversos como a citotoxicidade em células saudaveis, especialmente as
células epiteliais e da medula dssea, pois ndo possui especificidade para células neoplasicas
malignas (DO CARMO et al., 2018).

1.3 Mucosite intestinal associada a quimioterapia

A mucosite € o termo clinico utilizado para definir a inflamacdo faringo-esofagica-
gastrintestinal caracterizada por lesdes das membranas das mucosas da cavidade oral ou
intestinal que se manifestam por meio de um processo inflamatério e ulcerativo, de maneira
localizada ou difusa em consequéncia dos processos quimioterapicos e radioterapicos utilizados
no combate e/ou controle do crescimento tumoral. (CHIAPPELLI, 2005; MENEZES-GARCIA
etal., 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 quimioterapico. A prevaléncia da mucosite atinge quase 100% dos
individuos que fazem quimioterapia associada a irradiagdo (GIBSON et al, 2013).

Os sintomas que se manifestam clinicamente no trato gastrintestinal (TGI) sdo inchaco,
nauseas, 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 farmacos
citotoxicos, em muitos casos, levam a reducéo da dose ou suspensdo do protocolo de tratamento
do cancer (GUSSGARD et al., 2014). Esses efeitos podem ser agravados a depender de fatores
como: grau de malignidade da doenca, 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 interferéncia citotdéxica do quimioterapico sobre as células do trato
gastrointestinal; a outra, denominada mucosite indireta, se refere a susceptibilidade as infeccbes
oportunistas, principalmente as causadas por bactérias Gram-negativas e fungos, devido a
neutropenia por citotoxicidade, causada pelo quimioterapico as células da medula 0Ossea
(RAMANA et al., 2006).

A mucosa do TGI € particularmente susceptivel a complicagdes, sendo sua
fisiopatologia multifatorial (SMITH et al., 2008).  Sonis (2004) definiu a mucosite oral como
tendo 5 fases que sdo: iniciacdo, regulacdo e geracdo de mensagens, sinalizacao e amplificacéo,
ulceracdo e cicatrizacdo. A primeira fase recebe esse nome porque ocorre imediatamente apos
a exposicdo do 5-FU ao lumen intestinal. A toxicidade do farmaco culmina num dano ao DNA
apos exposicao da célula, gerando um aumento na producdo de EROs, bem como ativacao de

mediadores inflamatdrios observados na fase de resposta a danos primarios.

As citocinas pro-inflamatérias IL-1B, IL-2, IFN-y e TNF-o sdo 0s principais
componentes da fase nomeada amplificacdo de sinais, pois potencializam a lesdo tecidual
devido a ativacdo adicional do fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-xB), consequentemente
ativando vérias outras vias de sinalizacdo celular como a liberacdo de padrdes moleculares
associados a danos (DAMPS), que séo reconhecidos por receptores de reconhecimento padrdes,
como receptores Toll-like (TLR) nas células imunes inatas e células epiteliais, que implicam,
por exemplo, no recrutamento de neutrofilos (RIBEIRO et al., 2016).

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

e perda da integridade da mucosa, pois, durante o tratamento quimioterapico, a proliferacéo
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celular cessa e ocorre a perda progressiva de células do epitélio intestinal sem renovacéo,
resultando em uma perda da estrutura vilo-cripta que culmina na perda da funcéo intestinal
(RIBEIRO et al., 2016).

Aultima fase, e menos elucidada até 0 momento, ¢ a de cicatrizacdo que é caracterizada
pelo aumento da proliferacdo celular, diferenciacdo e migracdao de células epiteliais (SONIS,
2004; MAGALHAES, 2018). Logo, cada fase oferece um alvo potencial para intervencéo
terapéutica, ja que as fases ocorrem simultaneamente e se repetem clinicamente em qualquer
paciente.

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

- =

Fonte: Magalhées (2018)
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1.3.1 Contribui¢6es do LEFFAG em modelos de mucosite experimental

Nosso grupo de pesquisa vem ha varios anos desenvolvendo estudos relacionados a
mediadores e mecanismos envolvidos nos efeitos colaterais da quimioterapia. Leitdo et al., 2007
demonstraram o papel relevante do éxido nitrico na fase inicial da mucosite oral induzida por
5-FU. Observaram, também em Hamsters, que os inibidores seletivos do 6xido nitrico sintase
induzivel reduziam o curso inflamatorio da doenca. Em um outro estudo, Medeiros et al., 2010
observaram que a atorvastatina (ATV) foi capaz de reduzir, significativamente, parametros
inflamatorios e estresse oxidativo induzidos pelo 5-FU na mucosa oral de hamsters.

Em relacdo aos modelos de mucosite intestinal, induzidas por diferentes antineoplasicos,
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 ileo. Além de aumentar
a secrecdo de sodio e potéssio, medida pelo modelo de perfusdo intestinal, reduziu a area
absortiva, medida pela razdo de excregdo do manitol (CARNEIRO-FILHO et al., 2004). A
inducdo com irinotecano em camundongos causou uma intensa e significativa diarreia nos
animais, com diminuicdo da relacdo vilo-cripta. Foi observado, ainda, um aumento na
concentragéo intestinal de TNF- o, IL-1p ¢ CXCL1. Demostrou-se que o TNF-a, IL-1f ¢ 0
CXCL1 séo importantes mediadores na patogénese da mucosite intestinal e que a pentoxifilina
(PTX) e atalidomida (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 inibi¢cdo do TNF- oo (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 esta associada a alteracGes, na motilidade
digestiva, que persistem mesmo apos a resolucdo do processo inflamatério (SOARES et al.,
2008). Lima et al., 2005 demonstraram que a pentoxifilina (PTX) e a talidomida (TLD) foram
capazes de inibir a lesdo macroscépica e microscépica, 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 ativacdo plaquetaria (PAF) na patogénese 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
inflamatdrios e funcionais da mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos. Lima
(2016) observou que a dismotilidade durante a mucosite pelo 5-FU possui possivel participacdo

dos canais de sodio voltagem-dependentes sensiveis 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 alteracbes no SNE e nos VOCCs, 0 que parece estar relacionada com
alteracdes na cinética e/ou expressdo dos receptores serotoninergicos, devido a liberacdo de

serotonina por macrofagos e mastocitos.

1.4 O papel das espécies reativas de oxigénio no processo inflamatorio e de estresse

oxidativo da mucosite intestinal

O excesso de espécies reativas de oxigénio e o consumo de quantidades elevadas de
antioxidantes gerados nas fases iniciais do processo inflamatério da mucosite gera um
desequilibrio com instalacdo do estresse oxidativo (MONDIN et al., 2016). Isso culmina em
um aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatdrias que atuam como marcadores para células
do sistema imunolégico (SUKHOTNIK et al., 2014). E, consequentemente ocorre elevagdo na
atividade da enzima 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS), resultando em maior producdo de
oxido nitrico (NO) (FANGEL et al., 2019).

O oxido nitrico (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 tdxicos durante a patogénese da mucosite
provocando danos que resultam em dor e leséo aos tecidos (FANGEL et al., 2019). O NO
desempenha um papel critico na modulacdo de varios componentes da defesa da mucosa,
incluindo fluxo sanguineo e secrecao de muco (WALLACE; MILLER, 2000).

Quando as EROs superam as defesas antioxidantes da célula como a superdxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase e a glutationa (GSH), os danos aos tecidos ocorrem
(RIBEIRO et al., 2016). Considerado o mais importante antioxidante ndo enzimatico, a
Glutationa, é encontrada em células eucarioticas na sua forma reduzida GSH (y -L-glutamil-L-
cisteinil-glicina. A biossintese do GSH ocorre, predominantemente, no figado dependente da
acao duas enzimas (y-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
catalitico, através da atividade de trés 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 oxidacdo de GSH a GSSG. Enquanto a GR é responsavel pela
regeneracdo de GSH, a partir de GSSG, na presenca de NADPH (CHENG et al., 2017).

O estado redox intracelular (niveis GSH/GSSG > 90%) da célula s&o constantemente
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utilizados como um marcador da capacidade antioxidante das células que minimiza o acimulo
de dissulfetos e fornece um ambiente redutor dentro da célula. O sistema redox GSH é essencial
para manutencdo da homeostase intracelular e processos fisiologicos celulares normais e,
representa um dos mais importantes sistemas de defesa antioxidante para as células epiteliais e
inflamatorias. Em vérias doengas inflamatorias no TGI, o consumo dos niveis de GSH
intracelular ou aumento dos niveis de GSSG esta presente em conjunto com a inducdo de
mediadores inflamatorios e citocinas pré-inflamatorias (SCHMITT et al., 2015). Para a
quantificacdo do consumo de GSH por meio da espectofotometria, tem como base a reacao
cinética de oxidacdo da GS a GSSG, promovida pelo DTNB (HUBER; ALMEIDA, 2008).

Figura 6 — Sintese de GSH e ciclo catalitico.
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Fonte: Miranda (2020).

Alteracdes na permeabilidade intestinal pode estar relacionada a producédo exacerbada
de EROs por células inflamatérias (LEOCADIO, 2013). Estudos demonstraram que o aumento

da permeabilidade intestinal tinha relacdo com o efeito do estresse oxidativo nas proteinas de
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juncdo firmes e aderentes (RAO et al., 2002) sendo observado dissociacdo dos complexos
ocludina-ZO-1 e E-caderina-p-catenina, promovida pela fosforilagdo da tirosina nessas
proteinas. Os autores relacionaram o0s resultados a ativacdo de tirosinoguinase e
phosphatidylinositol 3-quinase pelas EROs (SHETH et al., 2003).

Outro estudo verificou que 0 aumento na expressao de INOS, com consequente aumento
na producao de 6xido nitrico promove ruptura das juncdes firmes e fosforilacdo da miosina em
enterdcitos (WU et al., 2011). As citocinas pro-inflamatdrias também tém sido relacionadas ao
aumento da permeabilidade intestinal (SUZUKI, 2013).

1.5 Fosfodiesterases

As fosfodiesterases (PDE) regulam uma série de processos fisioldgicos, mediando a
hidrolise do monofosfato de adenosina ciclica (AMPc) e monofosfato de guanosina ciclica
(GMPc), as suas formas inativas 5'monofosfatos. Esses mensageiros intracelulares sdo
responsaveis por mediar diversos processos, tais como motilidade do musculo liso, homeostase
de eletrdlitos, sinais neuroenddcrinos. A familia das fosfodiesterases € composta por 11
isoenzimas distribuidas em érgdos e sistemas dos mamiferos (SHI; MA; TANG, 2021) em
diferentes proporc6es nos tecidos e células (MOKRA; MOKRY, 2021).

Ao entrar na célula, o 6xido nitrico (NO, liberado pelas terminacdes nervosas e endotélio
vascular, atua diretamente com a enzima guanililciclase para aumentar as concentragdes
intracelulares de GMPc. O NO néo necessita de um receptor especifico na membrana celular
para exercer o seu efeito relaxante. Entdo, ele atravessa com facilidade a membrana celular se
liga a enzima guanililciclase e produz uma alteracao conformacional na molécula para aumentar
a sua atividade. A ativacdo da guanililciclase estimula a converséo da guanosina -5’ - trifosfato
(GTP) em guanosina-3', 5'-monofosfato ciclico (GMPc). A acumulacdo de GMPc intracelular
vai dar origem a uma série de acontecimentos, resultando na diminuicdo do célcio livre,
intracelular, e consequente relaxamento do masculo liso. A atividade do GMPc termina devido
a hidrolise do proprio GMPc, para guanosina trifosfato (GTP) por efeito de enzimas da familia
das Fosfodiesterases (PDE). Esse efeito esta envolvido na regulacéo por feedback negativo dos
niveis celulares de GMPc (BLOUNT et al., 2007).
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Figura 7 — Rota de sinalizagdo NO/GMPc
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Medicamentos que possuem como alvo as PDEs sdo fortemente consideradas por suas
propriedades cardiotdnica, vasodilatadora, relaxantes de musculatura lisa, antitrombdtica,
antinflamatéria e antiasméatica (PRICKAERTS et al., 2004). O sildenafil é um inibidor
competitivo da catalise pela PDE5 que promove um efeito de feedback positivo, representado
pela inibi¢do da degradacao, com acimulo do GMPc (BLOUNT et al., 2007).

1.5.1 Reposicionamento de farmacos — Sildenafil

O reposicionamento de farmacos é uma estratégia que vem ganhando forca permitindo
reduzir altos custos, tempo e falhas associadas a seguranca ou toxicidade quando comparado ao
processo tradicional de descoberta e desenvolvimento de farmacos (Figura 8) (ASHBURN;
THOR, 2004). O reposicionamento é dividido em quatro etapas: Identificacdo, aquisicao, testes
clinicos e registro com durabilidade de trés a doze anos para seu desenvolvimento, enquanto o
processo de descoberta de um novo farmaco dura em torno de 11 a 17 anos e é dividido em seis
etapas: Pesquisa sobre o alvo, “screening”, desenho do farmaco, avaliagdo biologica, testes

clinicos e registro (JARDIM, 2013).
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Figura 8 — Etapas do processo de pesquisa e desenvolvimento para novos farmacos.
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Figura 9 — Etapas de pesquisa e desenvolvimento de um novo farmaco versus Etapas de

reposicionamento de farmacos.
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Diversos exemplos de sucesso de reposicionamento de farmacos séo citados na literatura.
Um caso bem conhecido € o do Citrato do sildenafil que foi desenvolvido para o tratamento de
angina e durante os testes clinicos foi observado que sua fungdo vasodilatadora agia
primeiramente no 6rgao genital masculino e ndo no coragéo, o que orientou sua comercializacdo
para o tratamento da disfuncdo erétil (ALA; JAFARI; DEHPOUR, 2020). Este medicamento
foi patenteado em 1996, e aprovada para o uso terapéutico na disfuncdo erétil em 1998
(SCHWARZ et al., 2007). Em 2005, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
aprovou o uso do sildenafil no tratamento da hipertensdo 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 inflamagéo

Os inibidores de PDE sdo uma classe de farmacos que atuam em PDEs especificos em
células-alvo e podem ativar as proteinas quinases A/G, elevando os niveis de AMPc intracelular
e/lou GMPc, promovendo fosforilacdo de proteinas de efeito a jusante, que é eficaz em
diferentes doengas relacionadas a inflamagéo (SHI; MA; TANG, 2021).

Em pesquisas realizadas por Karakoyun et al, (2011) e Yildirim et al, (2010) foram vistas
acOes anti-inflamatorias do SIL em colite aguda e em modelos de fibrose pulmonar induzida
em ratos por meio da prevencdo de peroxidacdo lipidica, da producédo de citocinas e acimulo
de neutréfilos. Em um outro modelo de colite induzida por &cido acético, o sildenafil foi capaz
de reduzir a atividade de MPO e peroxidacdo lipidica, além de melhorar as alteracGes
histolégicas da mucosa do colon, com um efeito semelhante ao da prednisolona
(KHOSHAKHLAGH et al., 2007). Santos et al (2005), observaram que o Sildenafil foi capaz
de atuar atraves do mecanismo dependente de NO inibindo a gastropatia induzida por
indometacina, possivelmente através de uma reducdo da adesao e manutencédo de leucocitos no
fluxo sanguineo gastrico. Outro estudo revelou que o sildenafil, devido a sua seletividade e
potente inibicdo da fosfodiesterase 5, reduziu significativamente o estresse oxidativo e a
severidade da reacdo inflamatoria 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-

inflamatdrio, inibindo a colite em ratos induzida pelo TNBS, reduzindo os niveis de TNF-a no
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tecido de colon e melhorando o peso corporal. Combinado com o composto U-74389G com
propriedades antioxidantes, pode reduzir ainda mais os niveis de TNF-a e malondialdeido,
reduzir o escore do indice de dano da mucosa e o escore de histopatologia microscopica. Além
desse modelo, citado acima, em 2017, o pesquisador Lin et al. constatou em seu estudo que no
modelo de cancer de colén em camundongo induzido pelo AOM/DSS associado a colite, a
expressdo de PDE5 no tecido de cdlon foi regulada, e o sildenafil poderia modular o
microambiente inflamatdrio, inibindo a infiltracdo de células no tecido e, consequentemente,
inibindo a ocorréncia de colite induzida pelo DSS e cancer de célon causado pela colite.
Como mencionado acima, existe um conjunto de evidéncias do sildenafil que
demonstram acdo anti-inflamatdria e aumento da capacidade de reparacdo tecidual. No entanto,
os efeitos do SIL sobre o curso da mucosite ainda ndo foram relatados. Dessa forma, estudos
para reposicionamento do medicamento sildenafil pode ser viavel seja como tratamento, seja

como agente adjuvante da mucosite intestinal.
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2 JUSTIFICATIVA

O cancer € uma das principais e mais incidentes doencas existente no mundo, sendo a
segunda principal causa de morte nos ultimos anos (WHO, 2021). A mucosite é recorrente em
pacientes submetidos ao tratamento contra o cancer que, além de gerar desconforto e dor, afeta
consideravelmente a qualidade de vida do paciente (MIRANDA, 2019). Isso pode se agravar,
sendo necessario as reducdes de dose ou mesmo a descontinuacgdo do tratamento quimioterapico,
culminando na reducdo da eficacia terapéutica e na taxa de sobrevida dos pacientes
(CHIAPPELLI, 2005). Apesar de avancgos e buscas por medicamentos para prevencao e cura
dessa enfermidade, ainda ndo se tem a disposi¢do, no mercado, um medicamento efetivo para
tratamento da mucosite (MIRANDA, 2019). A terapia da inflamacdo da mucosa é apenas
paliativa e ndo ataca o problema diretamente, propiciando, apenas, um alivio temporario dos
sintomas (JUSTINO et al., 2015).

A busca por um tratamento, 100% eficaz, tem sido explorada. Pesquisas utilizando a
abordagem de reposicionamento de farmacos vém ganhando forca nos ultimos anos (JARDIM,
2013), isso porgue, 0 processo de desenvolvimento de um novo farmaco é complexo e de alto
custo financeiro, necessitando de esforcos em diversos aspectos relacionados a inovagédo,
tecnologia e gestdo (GUIDO et al.,, 2008). Outra abordagem interessante é a reducdo
consideravel da taxa de falhas associadas a seguranca ou toxicidade (estimada em 45%)
(ASHBURN; THOR, 2004).

O sildenafil é um exemplo de sucesso de reposicionamento de farmaco. H& muito tempo
o SIL (inibidor de PDE5) tem sido comercializado e utilizado no tratamento clinico de
disfuncdo erétil quando, na verdade, ele foi desenvolvido para o tratamento de angina, ou seja,
durante os testes clinicos foi observado que sua funcéo vasodilatadora agia primeiramente no
6rgdo genital masculino e ndo no coracao (ALA; JAFARI; DEHPOUR, 2020). Anos depois foi
aprovado pela ANVISA para o tratamento de hipertensdo pulmonar (ZHAO et al., 2003).

A literatura tem demonstrado que inibidores de PDE reduzem a producéo de citocinas
pro-inflamatorias (TEIXEIRA et al., 1997; HEYSTEK et al., 2003) e possuem efeitos
vasodilatores (ALENCAR et al., 2018). E, por todas as evidéncias de acdo anti-inflamatdria e
aumento da capacidade de reparacdo tecidual, o reposicionamento do medicamento sildenafil
pode ser viavel seja como tratamento, seja como agente adjuvante da mucosite intestinal. Dessa

forma, o projeto consistiu em avaliar o possivel efeito anti-inflamatorio e antioxidante do
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sildenafil em animais com mucosite intestinal com intuito de buscar alternativas terapéuticas

eficazes.



33

3 OBJETIVOS

3.2 Objetivo Geral

Analisar 0s aspectos anti-inflamatério e antioxidante do sildenafil (inibidor de

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

fluorouracil.

3.3 Objetivos Especificos

Avaliar perda e/ou ganho da massa corporal dos grupos experimentais durante os trés 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 ileo em animais tratados com o sildenafil em modelo
experimental de mucosite intestinal induzida por 5-fluorouracil, afim de observar um

possivel efeito antioxidante;

Avaliar o efeito do sildenafil nas alteracGes histopatoldgicas e morfométricas nos

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

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

animais com mucosite intestinal tratados com o sildenafil;

Avaliar a integridade do epitélio ileal por meio dos pardmetros de analise de resisténcia
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 METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (Mus muscullus) com massa corpérea
variando entre 25-30 gramas, procedentes do Biotério Setorial da Universidade Federal do
Ceara (UFC) do departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina. Todos
os animais foram mantidos em condic¢des adequadas de luz (ciclo de 12 horas claro/ 12 horas
escuro) e temperatura (constantes de temperatura equivalente a 26 £ 1 °C), acondicionados em
caixas plésticas de polipropileno (41 cm de comprimento x 34 cm de largura x 17 cm de altura)
com maravalha, recebendo agua filtrada e racdo padrdo ad libitum até a realizacdo dos
experimentos.

Os protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com os principios éticos e
manipulagdo animal conforme regido pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA), criado em 2008 pela Lei n° 11.794/08 (Lei Arouca). O projeto também
seguiu as diretrizes impostas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFC,
aprovado sob protocolo de n® 6943011220 (ANEXO A).

4.2  Obtencdo 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 realizagcdo da curva dose-resposta foram
escolhidas de acordo com Yildirim et al (2010) e Karakoyun et al (2011); e dissolvidas em
veiculo DMSO a 4%.

4.3  Protocolo experimental
4.3.1 Grupos Experimentais

Os camundongos Swiss machos foram divididos aleatoriamente em 3 grupos principais
(Salina, 5-FU + Veiculo e 5-FU + sildenafil). O grupo 5-FU + sildenafil foram subdivididos em

3 grupos para analise de 3 doses (5, 10 e 25mg/kg) e escolha da melhor dose, totalizando 5
grupos (TABELA 2).
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Tabela 2 — Descrig¢do dos grupos experimentais
GRUPOS EXPERIMENTAIS

GRUPO DESCRICAO (n) ANIMAIS

Controle negativo em que foi administrado salina (NaCl
Salina 0,9% i.p), tratados com salina (gavagem durante 3 dias) 6

e eutanasiados no terceiro dia experimental.

Animais em que foi administrado 5-Fluorouracil

; (450mg/kg, i.p., dose Unica), tratados com o veiculo
5FU+veiculo ) ] ) 6

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

dia experimental.

Animais em que foi administrado 5-Fluorouracil

) ] (450mg/kg, i.p., dose Unica), tratados com sildenafil
5FU+sildenafil (5mg/kg) ) ) 6
(5mg/kg, gavagem, durante 3 dias) e eutanasiados no

terceiro dia experimental.

Animais em que foi administrado 5-Fluorouracil

. ) (450mg/kg, i.p., dose Unica) e tratados com sildenafil
5FU+sildenafil (10mg/kg) . . 6
(10mg/kg, gavagem, durante 3 dias) e eutanasiados no

terceiro dia experimental.

Animais em que foi administrado 5-Fluorouracil

) ) (450mg/kg, i.p., dose Unica), tratados com sildenafil
5FU+sildenafil (25mg/kg) ) ) 6
(25mg/kg, gavagem, durante 3 dias) e eutanasiados no

terceiro dia experimental.

4.3.2 Administracdo do 5-Fluorouracil e tratamento com sildenafil.

Os animais foram pré-tratados com DMSO 4% (50uL v.0) ou sildenafil (inibidor de
fosfodiesterase do tipo 5 ) nas doses de 5, 10 e 25mg/kg (50uL v.0). Em seguida, os animais
foram tratados com uma dose Unica intraperitoneal de salina no grupo controle negativo e 5-FU
(450 mg/kg) para a indugdo da mucosite intestinal nos grupos 5-FU + veiculo e 5-FU +
sildenafil. Os animais foram tratados 24, 48 e 72 horas ap6s indugdo da mucosite intestinal com
o sildenafil nas trés doses mencionadas acima. Enquanto, os animais do grupo controle negativo
receberam apenas salina (v.0). Esses animais foram pesados diariamente e eutanasiados no 3°

dia (fase inflamatoria), trinta minutos ap6s o Gltimo tratamento com salina, DMSO 4% ou
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sildenafil. Parte dos segmentos foram armazenadas no freezer -80°C para avaliagOes
bioguimicas dos parametros de estresse oxidativo (glutationa e nitrato/nitrito) a fim de obter a
escolha da melhor dose nos trés segmentos intestinais. Em seguida, com a melhor dose
escolhida, foram realizados os seguintes testes: Analise histopatoldgica e morfométrica, na qual
as amostras foram coletadas, mantidas em formol e posteriormente conservados em alcool 70%.
Foi realizado, também, a leucopenia através da coleta de sangue pelo plexo retro-orbital dos
camundongos, ensaio de mieloperoxidase do duodeno, jejuno e ileo e a andlise funcional do
tecido ileal por meio dos pardmetros de analise de resisténcia transepitelial (RETE) e

permeabilidade.

Figura 10 — Desenho Experimental
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4.3.3 Analise ponderal

Um importante fenémeno no curso da mucosite € a perda de peso que pode ser
decorrente de diarreia, caracterizada pelo desequilibrio entre absorcéo e secrecao no intestino.
No intuito de avaliar a perda ou 0 ganho de peso dos animais nos grupos experimentais, durante
0s 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 o0 peso

inicial como 100%.

4.3.4 Consumo de glutationa reduzida (GSH)

Com o objetivo de determinar a concentracdo dos niveis de grupos sulfidrilicos ndo-
proteicos, as amostras dos segmentos duodeno, jejuno e ileo (40 a 50 mg) foram
homogeneizadas em 1 mL de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,02 M para cada 100
mg de tecido. Aliquotas de 400 pl do homogenato foram misturadas em 320 pl de H2O destilada
e 80 pl de acido tricloroacético (TCA) a 50% para precipitacdo das proteinas. Em seguida o
material foi centrifugado por 15 minutos em rotacdo de 3000 rpm a uma temperatura de 4 °C.
Posteriormente, novas aliquotas de 400 pl do sobrenadante foram misturadas com 800 pl de
tamp&o TRIS com concentracdo de 0,4 M, pH 8.9 e com 20 ul 5,5-dithiobis-2-nitro-benzoic
acid (DTNB) e agitadas por 3 minutos. A absorbancia foi determinada a 412 nm contra um
reagente branco (auséncia de homogenato) em espectrofotémetro. A concentracdo de GSH foi

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

4.3.5 Dosagem de nitrato/nitrito

A dosagem de nitrito foi determinada nos fragmentos de duodeno, jejuno e ileo
congelados no freezer a -80°C e, foi obtida, sendo um indicador da producéo de oxido nitrico,
através da determinacdo do contetdo total de nitrito/nitrato (NO2 / NOz) no intestino através da
concentracéo total nas amostras determinada espectrofotometricamente pela reagdo de Griess.
O teste foi realizado de acordo com as instru¢des 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 Andlise morfométrica e histopatoldgica

As amostras dos segmentos duodeno, jejuno e ileo dos animais salina, 5-FU + DMSO
4% e 5-FU + SIL 25mg/kg foram coletadas e fixadas em formol a 10%. Apds 24 horas, 0
segmentos foram conservados em alcool 70% e posteriormente embebidos em parafina. Em
sequida, foram cortados em segdes de 5 um com auxilio de um micrétomo e corados com
hematoxilina-eosina. A seguir, com o auxilio de um microscopio 6tico acoplado ao sistema de
aquisicao de imagens (LEICA), foram medidas as alturas de 10 vilos e as profundidades de 10
criptas de cada lamina para célculo da razdo vilo/cripta. As laminas foram avaliadas por um
histopatologista (PMGS) que ndo conhecia os tratamentos realizados utilizando os critérios

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

Tabela 3 - Critérios histopatolégicos

ESCORES ACHADOS MICROSCOPICOS

0 Achados histoldgicos normais.

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

1
vacuolizacdo e edema. Muscular: Normal.

5 Mucosa: Vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das criptas, intenso infiltrado de
células inflamatdrias, vacuolizagdo e edema. Muscular: Normal.
Mucosa: Vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das criptas, intenso infiltrado

3

inflamatorio, vacuolizagdo e edema. Muscular: edema, vacuolizagdo e infiltrado neutrofilico.

Fonte: Elaborado pelo préprio 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 numero total de leucdcitos plasmaticos foi

determinado a partir da diluicio com solucdo de Turk (Acido acético 2%, Violeta Genciana
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0,2%). A contagem dos leucocitos plasmaticos foi realizada com o auxilio da cAmara de
Newbauer juntamente com o uso de microscépio 6tico (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 (P.R.P.F.). Os resultados foram expressos como numero total de
leucdcitos contados nos quatro campos da camara de Newbauer e posteriormente multiplicados
pelo fator de correcdo da cAmara. Por fim, os valores foram expressos como n°células/mm?
(SOARES et al., 2008).

4.3.8 Determinagédo da atividade de mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPQO) é uma enzima encontrada predominantemente em granulos
azurdéfilos de leucocitos polimorfonucleares (KLEBANOFF, 2005) e tem sido usado como
indice quantitativo para avaliar a inflamag&o em varios tecidos, incluindo o trato gastrintestinal
(GENOVESE, 2006).

Foram utilizados de 40 a 50 mg dos segmentos duodeno, jejuno e ileo. Para tanto, as
amostras foram suspensas em tampéao de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) (pH 6,0; 50 mg de
tecido por mL de tampé&o) 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, entdo, colhido. Os niveis teciduais da atividade de
MPO foram determinados por meio da técnica descrita por Bradley et al (1982) utilizando
0,0005% de perdxido de hidrogénio e o-dianosidina como substrato para a MPO. A medida de
atividade de MPO baseou-se na velocidade de oxidagéo do substrato o-dianisidina na presenca
de H>O2, evidenciada pela mudanca de absorbancia medida a 450 nm em espectrofotdmetro
(Thermo Scientific, modelo BioMate 3S). Anion superoxido é produzido & medida que ocorre
degradacdo do perdxido de hidrogénio que € responsavel por converter o-dianisidina em
composto de cor marrom. Uma unidade de MPO sera definida como aquela capaz de converter
1 uM de perdxido de hidrogénio a 4gua em 1 minuto a 22 °C. Os resultados foram expressos

como unidade de MPO/ mg de tecido.
4.3.9 Dissecacao ileal
Os animais foram anestesiados por uma injecdo intraperitoneal de uma solucdo de

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

seccao da aorta abdominal. Em seguida, realizou-se a identificacéo do ileo, dissec¢cdo e remocao
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do mesmo que foi colocado numa placa de Petri com solucdo de Krebs fria (NaCl 116,25mM
+ MgCI2 6H20 1,2mM + NaHCO3 25 mM + CaCl2 2H20 1,25 mM + KH2PO4+¢2H,0 2 mM
+ Glicose 11 mM). A porcdo serosa rente a camada muscular foi removida e, assim, foi utilizada
uma Lupa (Leica LED2500, Leica Microsystems) para a identificacdo das porc@es, 0 que se
procedeu com a realizacdo de cortes adequados para anélises de permeabilidade e resisténcia
na Camara de Ussing.

4.3.10 Resisténcia transepitelial

Ap0s dissecada, a porcao do ileo foi imediatamente montada numa Camara de Ussing
(Mussler Scientific Instruments, Aachen, Germany) adaptada, com a regido da comissura
anterior exatamente no orificio de 0.017 cm? do adaptador. Todas as cAmaras de Ussing com os
tecidos foram preenchidas com 3.5 ml de solucéo de Krebs (NaCl 116,25 mM + MgCl. 6H20
1,2 mM + NaHCO3 25 mM + CaCl,2H,0 1,25 mM + KH2PO4 2H20 2 mM + Glicose 11
mM) com pH 7,4 para registrar a resisténcia transepitelial basal, calculada de acordo com a lei
de Ohm através das alteracGes de voltagem induzidas por pulsos de corrente bipolares de 50
WA, duracdo de 200 milissegundos a cada 6 segundos, aplicada através de fios de platina. Todos
0s experimentos foram realizados em circuitos abertos.

Ap6s um periodo para equilibrio (cerca de 30 minutos) e registro da resisténcia basal, a

RETE foi, entdo, continuamente gravada em 30 minutos e expressa em  cm?.

4.3.11 Permeabilidade transepitelial

Para avaliacdo da permeabilidade transepitelial ileal, a RETE se registrou por 60
minutos, de acordo com metodologia descrita para a medida de RETE. Em seguida a solucao
do lado luminal foi substituida por solucdo de fluoresceina 1 mg/mL. Uma amostra de 100 pL
foi retirada do lado seroso da cdmara nos tempos 0, 1, 30, 60 e 90 minutos. A mesma quantidade
de solucdo também foi retirada a cada intervalo de tempo do lado mucoso a fim de manter
equilibrado o volume nos dois lados da cdmara. Durante todo o periodo de utilizacdo da solugéo
de fluoresceina, o ambiente se manteve escuro para evitar degradacdo da mesma. A
permeabilidade do tecido a fluoresceina se calculou a partir da medida de fluoresceina na
amostra, mediante uso de um fluorimetro (Fluostar optima, BMG labtech. Ontemberg,
Germany) e expresso na forma de razdo de intensidade de fluorescéncia, dividindo-se a

intensidade de fluorescéncia em cada tempo pela intensidade de fluorescéncia no tempo inicial.
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4.4 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM). Para
comparacao entre os grupos experimentais foi utilizada a anélise de variancia univariada (One
way-ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. Os graficos foram plotados e as analises
estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism versdo 9.0, sendo consideradas

diferencas 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 variacdo de peso corporal dos animais com

mucosite intestinal induzida por 5-FU.

A Figura 11 demonstra que a indugdo da mucosite intestinal € caracterizada por uma
mudanca significativa de peso corporal. O 5-FU + veiculo promoveram uma perda ponderal
significativa 24 horas apos a indugdo (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 relacdo ao grupo tratado somente com 5-FU+veiculo. As doses de 5 mg/kg
e 10 mg/kg ndo obtiveram resultados significativos. Observou-se ganho de peso corporal no
grupo salina que ocorreu durante todo o periodo experimental, sendo o ganho maximo no
terceiro dia de 3,4%, quando comparado ao primeiro dia. O grupo 5-FU+veiculo teve uma perda
de peso de cerca de 11, 74% no ultimo dia do experimento em relagéo ao primeiro dia, enquanto

0 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 variacdo 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 Unica

intraperitonial, de 5-FU (450mg/Kg,), trinta minutos apds o pré tratamento. Em seguida foram tratados com
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sildenafil durante 3 dias. Os animais foram pesados diariamente durante todo o periodo experimental. Os valores
foram expressos como média + E.P.M. *p<0,05 comparados com o grupo 5- FU + veiculo, #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

apos inducdo do modelo de mucosite intestinal.

A Figura 12 ilustra que a administragdo de 5-FU induz um consumo significativo
(p<0,05) de glutationa reduzida no duodeno (12A) (94,64+11,51 pg/g) no jejuno (12B)
(114,7+4,6 pg/g) e noileo (12C) (95,76+9,01 ng/g) ao comparar com 0s segmentos dos animais
do grupo controle salina (duodeno: 186,2+7,6 ug/g, jejuno: 252,8457,45 ug/g e ileo:
184,8+14,64 pg/g). O tratamento com 5-FU+sildenafil impediu o consumo de glutationa no
duodeno na dose de 25mg/kg (182,7+26,53 pg/g), no jejuno (155,4+13,43 ug/g), e no ileo a
dose de 25mg/kg também se configurou como a melhor (202,5+24,32 ug/g), quando

comparados aos animais gque receberam somente 5-FU+veiculo.

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 Unica
intraperitonial, de 5-FU (450mg/Kg,), trinta minutos apds o pré tratamento. Em seguida foram tratados durante 3
dias e eutanasiados no terceiro dia para coleta dos segmentos duodeno (12A), jejuno (12B) e ileo (12C) para
realizacdo 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 + veiculo, pelo ANOVA seguido pelo

pos teste de Bonferroni.

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

intestinais ap6s inducdo da mucosite.

Na figura 13, observou-se que no duodeno, jejuno e ileo dos animais que receberam
somente 5-FU e veiculo, houve um aumento significativo das concentracdes de nitrito no
duodeno (13A) 2,590+0,11 uM, jejuno (13B) 2,748+0,21 uM e no ileo (13C) 2,588+0,06 uM,
quando comparados ao grupo de animais salina (duodeno: 0,213+0,023 uM; jejuno: 0,19+0,01
uM e ileo: 0,205+0,02 uM. O tratamento com SIL reduziu significativamente com a dose de 5
mg/kg apenas no duodeno (1,638+0,16 uM) e a dose de 10 mg/kg também reduziu apenas no
duodeno (1,764+0,18 uM), enquanto na dose de 25 mg/kg houve uma reducdo significativa no
duodeno (1,478+0,20 uM), jejuno (1,245+0,02 uM) e ileo (1,273+0,15 uM), quando
comparados aos animais que receberam somente 5-FU+veiculo. Sendo assim, a melhor dose-

resposta nos segmentos intestinais foi a de 25mg/kg.
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Figura 13- Sildenafil reduz os niveis de nitrito nos segmentos intestinais induzidos 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 Unica

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

dias e eutanasiados no terceiro dia para coleta dos segmentos duodeno (13A), jejuno (13B) e ileo (13C) para
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realizacéo do ensaio de nitrato/nitrito. Os valores foram expressos como média + E.P.M. (n = 6). Significancia # p
< 0.05 quando comparado ao grupo salina e *p < 0.05 quando comparado ao grupo 5-FU + veiculo, pelo ANOVA

seguido pelo pos teste de Bonferroni.

5.4 Efeito do sildenafil na andlise histopatoldgica da leséo intestinal induzida por 5-FU.

Ap0s a escolha da melhor dose, a partir dos testes de parametros de estresse oxidativo,
foram realizados os demais experimentos. Conforme apresentado na tabela 4, os escores
histopatoldgicos evidenciam que os animais que receberam somente salina apresentaram
mucosa e camada muscular normais nos segmentos do duodeno, jejuno e ileo. O grupo que
recebeu 5-FU+veiculo apresentou mucosa com vilos encurtados e células vacuolizadas, necrose
das criptas, intenso infiltrado inflamatorio, vacuolizacdo e edema, mas a camada muscular
encontrou-se normal, o que conferiu um escore superior, quando comparado ao grupo salina. Ja
0 grupo que recebeu o tratamento com sildenafil na dose de 25 mg/kg (5-FU+SIL 25 mg/kQ)

apresentou uma melhora significativa nos escores histopatoldgicos.

Tabela 4 - Escores histopatolégicos dos segmentos intestinais de camundongos
com mucosite intestinal induzida por 5-FU e tratados ou ndo com sildenafil.

GRUPOS ESCORES
EXPERIMENTAIS (n=6) DUODENO JEJUNO ILEO
Salina 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1)
5-FU+veiculo 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 + veiculo. ANOVA e teste de Bonferroni.

Observou-se que 0 5-FU promoveu uma redugéo da relagéo 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 ileo (Fig 14 — D, E, F),
respectivamente, a presenca de células polimorfonucleares, caracterizando a infiltracdo

neutrofilica 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 altera¢des induzidas por 5-FU, no duodeno (Fig 14 — G),
no jejuno (Fig 14 — H) e no ileo (Fig 14 — ).

Figura 14 — Fotomicrografias de amostras dos segmentos duodeno, jejuno e ileo apds a
administracdo do sildenafil (inibidor de fosfodiesterase 5) na mucosite intestinal induzida por

5-FU em camundongos.

Fotomicrografias (40x) do duodeno, jejuno e ileo de camundongos tratados com salina (A, D, G), 5-FU+veiculo
(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+veiculo (B, E, H). Observa-
se que os tratamentos com 5-FU+SIL (C, F, I) atenuaram o intenso infiltrado inflamatorio e vacuolizagéo, induzido
por 5-FU. A—salina duodeno; B- salina jejuno; C- salina ileo; D — 5FU+veiculo duodeno; E - 5FU+veiculo jejuno;
F - 5SFU+veiculo ileo; G- 5FU+SIL duodeno; H - 5SFU+SIL jejuno; | - 5FU+SIL ileo; Destruicdo da arquitetura dos

vilos e criptas (seta vermelha); Infiltrado inflamatdrio (setas pretas). Aumento 40x.
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5.5  Efeito do sildenafil nas alterac6es intestinais morfométricas induzidas por 5-FU.

A figura 15 demonstra que o 5-FU induziu uma diminuicéo significativa na altura dos
vilos dos segmentos duodeno (388+9,165 pum), jejuno (284,7+9,1 um) e ileo (209,4+2,77 um);
causou um aumento na profundidade das criptas, também, no duodeno (241,9+4,772), jejuno
(213,5+12,63 pum) e ileo (206,4+3,790 um), quando comparados aos grupos controles dos
segmentos tanto na altura dos vilos (duodeno: 619,9+17,43 um; jejuno: 461,7+£10,76 um; ileo:
341,3+ 11,0 um) como na profundidade das criptas (duodeno: 150,8+3,364 um; jejuno:
126,4+3,341 um e ileo: 138,3+3,909 um). Consequentemente, houve uma reducdo da relacdo
vilo/cripta no grupo 5-FU+veiculo (duodeno: 1,57+0,05 pum; jejuno: 1,35+0,09 um e ileo:
1,016+0,02 pm) ao comparar com o grupo salina (duodeno: 4,117+ 0,16 pm; jejuno:
3,637+0,091 um e ileo: 2,471+0,069 um).

Observou-se que o tratamento com sildenafil foi capaz de impedir a diminuicédo da altura
dos vilos (duodeno: 461,9+10,73 um; jejuno: 375,8+6,857 um e ileo: 259,346,254 um), o
aumento profundidade das criptas (duodeno: 166,4+4,79 um; jejuno: 149,948,339 um e ileo:
148,942,104 um) e a diminuicdo da relacdo vilo/cripta (duodeno: 2,862+0,14 um; jejuno:
2,53+0,136 um e ileo: 1,629+0,0249 um), quando comparados ao grupo 5-FU+veiculo.
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Figura 15 — Efeito do tratamento com sildenafil (inibidor de fosfodiesterase tipo 5) nas

alteragBes morfométricas nos segmentos intestinais induzidas por 5-FU em camundongos.

800

Altura dos vilos (um)

600

4004

2004

DUODENO

T
Salina DMSO SIL 25mg/kg

Profundidade das criptas

(Hm)

3001

200

1004

()

Altura vilo/ Profundidade

N w I (4]
1 1 1 1

cripta (um)

[EN
1

5-FU

DUODENO

Salina DMSO SIL 25mg/kg

—
5FU
DUODENO
T
*
#

o

Salina DMSO SIL 25mg/kg

—
5FU

B C
JEJUNO ILEO
600
. 400
IS —
E . E T
. * = 300
5 400 @ *
= # = #
a & 2004
= 200 3
© «
3 5 100
< <
0 I 0 T
Salina DMSO SIL 25mg/kg Salina DMSO SIL 25mgl/kg
— —
5-FU 5-FU
E F
JEJUNO ILEO
300
3 w250
o # 8
— Q.
G S 200
a _ 200 N s
SE S ~ 150
- = (] £
T = T2
2 100 5 1004
= 2
2 3 50
2 °
0- o 0-
Salina DMSO SIL 25mg/kg Salina DMSO SIL 25mg/kg
— —
5FU SFU
H |
JEJUNO ILEO
5_
S 4-
a ()
S 44 3
'g - T 8 3
5 -
=) —
2 § o * SE
g © s
3 2 24 & g 27 *
S0 - 25 #
=5
g 14 s 17
2 Ei
< 0 <
r _
Salina DMSO SIL 25mg/kg Salina DMSO SIL 25mg/kg
— —
5FU 5FU



50

Os animais foram pré-tratados com sildenafil na dose de 25mg/kg e receberam uma dose Unica intraperitonial, de
5-FU (450mg/Kg,), trinta minutos apés o pré tratamento. Em seguida foram tratados durante 3 dias e eutanasiados
no terceiro dia para coleta dos segmentos duodeno, jejuno e ileo para realizacdo da analise morfométrica. Esses
segmentos foram obtidos para a medida da altura dos vilos (15A, 15B e 15C), profundidade das criptas (15D, 15E
e 15F) e razdo vilo/cripta (15G, 15H e 151). Os valores foram expressos como média + E.P.M. (n = 6).
Significancia #< p 0.05 quando comparado ao grupo salina e *p < 0.05 quando comparado ao grupo 5-FU + veiculo,
pelo ANOVA seguido pelo pos 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 administracdo do 5-FU+veiculo (1331+83,77
células/mme) induziu significativamente leucopenia nos camundongos, quando comparados
com o grupo salina (4100+308,4 células/mm:). O tratamento com sildenafil na dose de 25
mg/kg (1388+233,7 célulass/mm:) ndo 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 Unica intraperitonial, de
5-FU (450mg/Kg,), trinta minutos apés 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 realizacéo do

leucograma, em seguida foram eutanasiados. Os valores foram expressos como média + E.P.M. (n = 6).
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Significancia #< p 0.05 quando comparado ao grupo salina e *p < 0.05 quando comparado ao grupo 5-FU + veiculo,
pelo ANOVA seguido pelo pds teste de Bonferroni.

5.7  Efeito do sildenafil no aumento da atividade de mieloperoxidase ap6s inducéo da

mucosite intestinal.

A Figura 17 demonstra que a administragcdo de 5-FU induz um aumento significativo
(p<0,05) da infiltracdo neutrofilica no duodeno (17A) (6,67+1,3 U/mg), jejuno (17B)
(7,52+0,71 U/mg) e ileo (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 ileo: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 infiltragdo neutrofilica no duodeno (0,92+0,43 U/mg), no jejuno
(2,036+0,28 U/mg) e no ileo (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 Unica intraperitonial, de
5-FU (450mg/Kg,), trinta minutos apds o pré tratamento. Em seguida foram tratados durante 3 dias e eutanasiados
no terceiro dia para coleta dos segmentos duodeno (17A), jejuno (17B) e ileo (17C) para realizacdo do ensaio de
MPO. Os valores foram expressos como média + E.P.M. (n = 6). Significancia #< p 0.05 quando comparado ao
grupo salina e *p < 0.05 quando comparado ao grupo 5-FU + veiculo, pelo ANOVA seguido pelo pds teste de

Bonferroni.
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5.8 Efeitos do sildenafil na resisténcia elétrica (RETE) e permeabilidade da mucosa ileal.

Conforme mostrado na figura 18A, a RETE da mucosa ileal do grupo salina foi de
32,045,141 Q/cm? e 14,4+0,75 Q/cm? no grupo 5-FU+veiculo. O valor do RETE na mucosa do
fleo SFU+SIL 25mg/kg foi de 25,0+3,512 Q/cm? Assim, observa-se que os achados
demonstraram que a resisténcia elétrica transepitelial do ileo dos animais com mucosite
intestinal foi reduzida, quando comparado com o grupo salina e, que o tratamento com sildenafil
protegeu a funcdo da integridade da barreira.

Conforme demonstrado na figura 18B, o grupo 5FU+veiculo teve um aumento
significativo na permeabilidade da mucosa do ileo em 30 minutos (25,40+3,697 pumol/cm?), em
60 minutos (62,2+5,375 pmol/cm?) e 90 minutos (92,338,453 pmol/cm?), em rela¢io ao grupo
salina (30min: 11,13+2,601 pmol/cm?; 60min: 19,26+3,904 umol/cm?; 90min: 26,65+4,351
umol/cm?). Por outro lado, a permeabilidade da mucosa do grupo tratado com sildenafil em 60
minutos (32,93+6,013 umol/cm?) e 90 minutos (51,63+8,295 pmol/cm?) foi significamente
inferior ao grupo 5FU+veiculo. Nenhuma diferenca estatistica foi identificada na

permeabilidade da mucosa entre o grupo salina e o grupo 5-FU tratado com sildenafil.



53

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 Unica intraperitonial,
de 5-FU (450mg/Kg,), trinta minutos ap6s o pré tratamento. Em seguida foram tratados durante 3 dias e
eutanasiados no terceiro dia para coleta e dissecacéo do ileo para realizacdo dos experimento de resisténcia
(A) e permeabilidade (B). Os valores foram expressos como média + E.P.M. (n = 6). Significancia # p < 0.05
quando comparado ao grupo salina e *p < 0.05 quando comparado ao grupo 5-FU + veiculo, pelo ANOVA
seguido pelo pos teste de Bonferroni.
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6 DISCUSSAO

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
administracao de 5-FU causou uma leséo, apresentando as seguintes alteragdes: Perda ponderal
de peso durante a fase inflamatdria da doenca, aumento do consumo de GSH, aumento das
concentracdes de oxido nitrico (NO), alteracBes histologicas e morformétricas, leucopenia,
aumento da atividade de MPO e alteracGes na integridade da mucosa ileal. Todas essas
alteracdes foram revertidas pelo tratamento com o sildenafil que foi capaz de reduzir de forma
significativa essas alteracbes causadas pelo 5-FU. Foram analisados os trés segmentos
intestinais em trés doses diferentes: 5 mg/kg, 10 mg/kg e 25 mg/kg. Inicialmente, observou-se
gue a melhor dose na analise ponderal do peso e nos testes bioquimicos para parametros de
estresse oxidativo foi a de 25mg/kg. Portanto, optou-se pela dose de 25mg/kg para a realizacéo
dos demais experimentos: histologia, morfometria, leucopenia, mensuracdo de MPO e; para a
avaliacdo 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 presenca de leucopenia. Esse é
um efeito esperado que demonstra que o quimioterapico estd exercendo sua funcédo
farmacologicamente adequada. Isso ja 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 ndo alterou o curso da leucopenia, sugerindo que o inibidor de PDE-5 ndo interfere
na acdo farmacoldgica do 5-FU, quando se refere a contagem de leucécitos.

Efeitos protetores do pré-tratamento com o sildenafil ja foram observados anteriormente
em lesdes intestinais. Soydan et al. (2009), demonstraram que o pré-tratamento com o sildenafil
impediu que a isquemia promovesse 0 comprometimento das respostas de acetilcolina que
poderia levar a dismotilidade e prejuizos vasculares. Foi sugerido, também, que o sildenafil
induza mediadores enddgenos que trabalhem para aumentar a producgéo de 6xido nitrico, que,
entdo ativa a guanilato ciclase para aumentar os niveis ciclicos de GMP. Elevagdes nesses niveis
podem entdo trabalhar na vasodilatacdo do leito vascular do 6rgdo (RAKESH C et al., 2005).
Apesar de alguns relatos demonstrarem o efeito protetor do sildenafil em modelos de lesdes
inflamatdrias (LIN et al., 2017), o potencial protetor deste medicamento, contra inflamacéo em
camundongos com mucosite induzida por 5-FU, nédo foi relatado até o momento.

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

mucosite intestinal, sendo caracterizada por sintomas sistémicos 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 presenca de inflamac&o intestinal resulta em prejuizos na fungdo da barreira intestinal, uma
vez que o0 aumento de radicais livres leva a ruptura das junc@es firmes e fosforilacdo da miosina
em enterdcitos (WU et al., 2011). Além disso, citocinas pré-inflamatorias, também, promovem
aumento da permeabilidade intestinal, dificultando a absor¢do 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+veiculo (11,74%)
possivelmente devido a ativagéo de respostas inflamatdrias. Logo, esse quadro justificaa menor
capacidade de absor¢do do intestino, levando os animais a um quadro de desnutrigdo.
Destacamos que aqueles 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 administracdo de 5-FU induz a
mucosite intestinal, sendo caracterizada, histologicamente, por encurtamento de vilosidades e
destruicdo de criptas intestinais (BENSON et al., 2004; SOARES et al., 2008; HUANG et al.,
2009). Sabe-se que a lesdo epitelial, associada a utilizacdo de antineoplasicos, geralmente, é
marcada pela infiltracdo neutrofilica, estando presente na mucosa intestinal que caracteriza a
fase inflamatoria (SONIS, 2004). Observou-se em nossos estudos que o tratamento com
sildenafil reduziu os danos histologicos, reduzindo a infiltracdo de neutréfilos e preservando a
relacdo vilo/cripta. Esses achados vao de acordo com o que foi demonstrado por MOORE et al.,
(2020) que, também, evidenciaram uma melhora nos escores histoldgicos de lesdes intestinais
em modelo de isquemia mesentérica aguda. Estudos também demonstraram que o sildenafil
possui esse efeito de propriedades protetoras epiteliais especificas. Em um modelo de leséo
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 € um parametro que tem sido amplamente
utilizado para marcar de maneira indireta o quantitativo de infiltrado de polimorfonucleares no
processo inflamatorio 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+Veiculo e uma atividade reduzida nos animais que foram tratados com SIL,
reforcando a ideia proposta por Justino et al (2015) em que a liberagdo da enzima
mieloperoxidase dos granulos azurofilos catalisa a formacdo de um poderoso acido oxidante

que pode culminar em danos no DNA, proteinas e lipideos. Além de agir no endotélio vascular,
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promovendo a liberacdo de mediadores pro-inflamatorios e expressdo de moléculas de adeséo,
levando ao aumento da permeabilidade vascular e aumento da adesdo de neutrofilos. 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 acido acético
(KHOSHAKHLAGH et al., 2007); em modelo lesdo 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 producdo de EROs e modificacbes 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 desequilibrio entre a formacao de agentes oxidantes e a atividade de sistemas
antioxidantes induzindo graves danos as estruturas celulares, como lipidios de membranas,
proteinas, DNA e RNA. Essa condi¢do é consequéncia do aumento na producdo EROs por
diferentes vias metabdlicas, e/ou da deficiéncia ou inatividade do sistema de protecdo
antioxidante (DA SILVA et al., 2020). A interrupcéo desse equilibrio antioxidante na mucosa
intestinal contribui significativamente para a patogénese de muitas doencas no TGl
(BHATTACHARYYA et al., 2014).

Avaliamos o consumo da glutationa reduzida (GSH) que é um grupo sulfidrico nao
proteico que tem acdo antioxidante, sendo essencial na protecdo das células contra o estresse
oxidativo e na multiplicacdo dos linfocitos (DANTAS, 2006); logo, 0 GSH é um marcador de
estresse oxidativo que sofre alteracfes durante o curso da mucosite intestinal (QUARESMA et
al.,, 2019), ou seja, o esgotamento dos niveis de GSH intracelular esta presente
concomitantemente com a presenca de mediadores inflamatorios e citocinas pré-inflamatorias
(SCHMITT et al., 2015). Estudos anteriores provaram que os antioxidantes inibem a ativacao
do NF-«B e bloqueiam a expressao de citocinas inflamatorias (WANG et al., 2006). Observou-
se, em nossos estudos, que a administracdo de sildenafil evitou o consumo de GSH nos
segmentos duodeno, jejuno e ileo, quando comparados aos animais salina (controle), sugerindo
uma reducéo do consumo de GSH, configurando seu efeito benéfico frente a mucosite intestinal
induzida por 5-FU em camundongos. Diversos estudos tém demonstrado esse efeito
antioxidante do sildenafil em modelos de doengas inflamatorias. Laxmi et al., (2019)
demonstrou em um modelo animal de asma brénquica que o sildenafil foi capaz de reduzir
parametros de estresse oxidativo, tais como, MDA e aumentou os niveis de GSH no soro.

lordache et al., (2020) observou que o sildenafil evitou o consumo de GSH em modelo animal



57

de nefropatia, sugerindo que o sildenafil desencadeou a diminuicéo da superproducao de EROs.

Outro parametro utilizado para avaliar o estresse oxidativo foi 0 NO. O tratamento com
sildenafil limitou os niveis de nitrato nos segmentos intestinais duodeno, jejuno e ileo. Esses
dados estdo correlacionados com os achados da literatura em que demonstra uma acgao
antioxidante do sildenafil mediado por esse parametro. Foi evidenciado por Kosutova et al.,
(2018) em seus estudos, o inibidor de fosfodiesterase 5 foi capaz de reduzir os niveis de
nitrato/nitrito em modelo de leséo pulmonar aguda. Laxmi et al., (2019) demonstraram o mesmo
efeito em modelo animal de asma brénquica. 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 atraves de uma reducdo da adesdo e manutencgdo de

leucdcitos no fluxo sanguineo gastrico.

A evidéncia da diminuicdo de marcadores de estresse oxidativo ocasionados pelo
sildenafil, fornecidos em nossos estudos, confirmam dados anteriores, indicando propriedades
anti-inflamatérias. O AMPc e o GMPc controlam diversos processos celulares, como
inflamacao, sinais neuroendocrinos e degranulacdo de neutrofilos (LAXMI et al., 2019). O
GMPc é sintetizado por guanilato ciclases soluveis e o sildenafil age como um antagonista de
PDE-5, aumentando os niveis de GMPc e aumentando a sinalizacdo de NO-GMPc. A ativacdo
de guanilato ciclases solUveis e geracdo de GMPc medeiam os efeitos do NO. Além disso,
NO sintase (NOS) é responsavel pela formacédo do NO. O sildenafil também induz a expresséao
de mRNA de eNOS (ANDERSSON, 2018). Estudos demonstram que a producdo de NO, a
partir de eNOS em concentragdes nanomolares, possuem atividade anti-inflamatéria que pode
esta relacionada com a inibicdo do NF-kpB (AIZAWA et al., 2003). Em contrapartida, estudos
demonstraram que o SIL inibiu a expressdo de iNOS e producdo de NO induzida por LPS em

celulas microgliais primarias de ratos (ZHAO et al., 2011).

Durante o processo inflamatério que cursa a mucosite induzida por 5FU observa-se um
aumento da permeabilidade intestinal e reducdo da RETE (DE BARROS et al., 2018). Essa
disfungdo na barreira pode culminar em translocagdo microbiana, induzindo a inflamagéo
(VANCAMELBEKE; VERMEIRE 2017). Em nossos achados observou-se que o sildenafil foi
capaz de reverter esses parametros em ambos os testes de funcionalidade, evitando a disfungéo
da integridade da barreira. Porém, ndo ha dados na literatura que associe o efeito do sildenafil
sobre a permeabilidade intestinal e RETE. Sabe-se que fatores pro-inflamatérios como TNF-a,
IL-1PB, IL-6 e IFN-y, estresse celular, presenga de patogenos, probidticos e peptideos dietéticos
tém ligacdo direta com a regulacdo da permeabilidade (VERDU, 2016; CAPALDO; NUSRAT
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2009).

Embora a patologia da mucosite intestinal induzida por quimioterdpico ndo seja
totalmente elucidada, sabe-se da importante participacdo das citocinas, uma vez que estas
regulam e ampliam a resposta imune, induzem leséo tecidual e medeiam complicagdes
(SARTOR, 1994). Hamouda et al, (2017) demonstraram que o0 5-FU aumenta
significativamente as citocinas pro- inflamatdrias, como TNF-a e IL-1pB, IL-4 e IL-6, sendo
provavel que 0 TNF-a seja um mediador chave da apoptose em resposta a esse medicamento.
Isso porque, os neutréfilos ativados, apos dano tecidual, sinalizam para diversas citocinas que
sdo 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-1B na mucosa intestinal de pacientes com doengas inflamatérias intestinais e em tecidos
intestinais de animais submetidos a colite experimental (YANG et al., 2017). Yan et al. (2006)
demonstraram que a IL-1 B estimula a expressao de genes responsaveis pela produgao de fatores
inflamatorios em cultura de células epiteliais. Possivelmente, 0 aumento da expressdo desses

genes ocorre pela acdo de NF-kp.

Estudos prévios demonstraram que inibidores de fosfodiesterase (PDE) reduzem a
producdo de citocinas pro-inflamatérias por meio da inibicdo do NF-kp (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 pré-inflamatorias induzidas por LPS em células
microgliais N9, regulando a ativagdo MAPK/ NF-kB, inibindo a fosforilagdo de ERK1/2, p38 e
JNK. A elevacdo dos niveis de GMPc pela inibicdo do PDE5 é um conhecido ativador da
proteina quinase dependente de GMPc (PKG), que resulta na inibicao de ativacao 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 diminuicao do processo inflamatério.

J& é bem descrito na literatura que o 5-FU interfere na via MAPK. As vias envolvendo
as MAPKSs constituem as vias mais importantes da transducao do sinal, da superficie celular ao
nacleo. Elas estdo envolvidas na proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. Dessa forma, as
MAPKSs ativam numerosas proteinas quinases, proteinas nucleares e fatores de transcricéo,
culminando numa transducdo de sinal. (JUSTINO et al., 2015). Yang et al. (2010) mostraram o
tratamento com 5-FU em células HT29 elevou, significativamente, o nivel de phospho-p38 em
células HT29 em comparacdo com as células ndo tratadas, sugerindo que o 5-FU aumentou a
fosforilacdo da p38 em celulas HT29. Justino et al., (2015) demonstraram em suas pesquisas
que durante a fase inflamatoria da mucosite intestinal ocorre a ativagédo da via MAPK que induz
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a producdo de NF-kPB e a producdo de citocinas pro-inflamatérias, aumentando assim, o
processo inflamatério.

Essa possibilidade sugere um modelo hipotético em gue o sildenafil esteja associado ao
processo de protecédo da integridade da mucosa e diminuicdo de pardmetros inflamatorios e de

estresse oxidativo, porém mais estudos sao necessarios acerca deste mecanismo.

Figura 19 — Modelo hipotético do mecanismo de acdo do sildenafil.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demostrou que o sildenafil (inibidor de fosfodiesterase do tipo 5)
melhorou os pardmetros inflamatdrios, oxidantes e funcionais na mucosite intestinal, induzida
por 5-FU, bem como preveniu a integridade da mucosa em camundongos, sugerindo um perfil
anti-inflamatorio, antioxidante e protetor. Esse efeito farmacologico do sildenafil se deve ao
seu mecanismo de acdo que ja € bem descrito na literatura, visto que, ele apresenta efeito
vasodilatador. Assim, o sildenafil pode ter impacto terapéutico relevante, visando seu
reposicionamento como um medicamento efetivo no tratamento ou como agente adjuvante da
mucosite intestinal. Porém, mais estudos sobre 0 mecanismo de a¢do do SIL sdo necessarios, a

fim de ser elucidada essa questéo.
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