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RESUMO

A mucosite intestinal (MI) € um efeito colateral do quimioterapico 5- Fluorouracil (5-
FU), que ainda ndo possui tratamento efetivo, de modo que os produtos de origem
natural tém sido amplamente pesquisados como proposta terapéutica para essa
patologia. A Epiisopiloturina (EPI) é um alcaloide derivado da Pilocarpus
microphyllus Stapf ex Wardleworth, que apresenta potencial antinociceptivo, anti-
helmintico, antioxidante, anti-inflamatério. Assim, sendo a MI uma condicao
patologica caracterizada pela inflamacédo e a EPI um composto potencialmente anti-
inflamatorio, objetivou-se no presente estudo avaliar o efeito da EPI na Ml induzida
por 5-FU. Inicialmente, realizou-se o protocolo OECD para a avaliacao toxicoldogica.
Os animais receberam doses elevadas de EPI via oral e em seguida foram
observados durante 14 dias e avaliados quanto ao niumero de leucdcitos circulantes,
a variacdo ponderal, ingestédo de racdo, agua e peso relativo dos 6gaos (rins, figado,
baco, coracdo e testiculo). Posteriormente, investigou-se o efeito da EPI na MI, os
animais foram submetidos a inducdo da MI por meio da administracéo do 5-FU (450
mg/kg) via intraperitoneal (i.p), e tratados com EPI i.p, por quatro dias. Apos a
eutanasia realizou-se a remoc¢ao do duodeno, jejuno e ileo para avaliacdo do efeito
da EPI na mucosite, através dos parametros de variacdo ponderal, numero de
leucdcitos circulantes, analise histopatolégica, morfométrica e avaliacdo do niumero
de mastocitos. ApOs essa fase selecionou-se a dose de 10 mg/kg e o segmento
jejuno para a execucdo do mesmo protocolo, porém com o0 uso do inibidor seletivo
de COX-2 (Celecoxibe). Avaliou-se entdo a dosagem de Malondialdeido (MDA), o
namero de células caliciformes, além do envolvimento da COX- 2 na Ml por meio de
imunohistoquimica. Por fim, foi realizada a modulacdo do 6xido nitrico (NO) na Mi
com L-NAME e L-arginina, o envolvimento do NO foi avaliado por imunohistoquimica
para iINOS e Docking molecular. Verificou-se que os animais tratados com EPI nao
apresentaram sinais clinicos de toxicidade, nem alteracées no nimero de leucocitos
circulantes e peso relativo dos 6rgédos. Observou-se ainda que na Ml a EPI nédo
atenuou a perda de peso, porém foi capaz de prevenir as alteracdes morfométricas,
histopatolégicas e a leucopenia, preveniu o aumento do numero de mastdcitos,
reduzir a dosagem de MDA e preservou as células caliciformes, bem como diminuiu
de forma estatisticamente significante a area imunomarcada para COX-2 e iNOS,
associada a forte interacdo molecular da EPI com a iNOS. Diante disso, constatou-
se que a EPI é pouco toxica e que apresentou efeito protetor na mucosite intestinal
induzida por 5-FU, reduzindo parametros inflamatorios e oxidativos com participacao
da via COX-2 e NO.

Palavras-chave: Quimioterapia. Inflamag&o. Mucosite. Toxicologia



ABSTRACT

Intestinal mucositis (MI) is a side effect of the chemotherapy 5-Fluorouracil (5-FU),
which does not yet have effective treatment, so that products of natural origin have
been widely researched as a therapeutic proposal for this pathology. Epiisopiloturin
(EPI) is an alkaloid derived from Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth,
which has antinociceptive, anthelmintic, antioxidant, anti-inflammatory potential.
Thus, since Ml is a pathological condition characterized by inflammation and PPE is
a potentially anti-inflammatory compound, the objective of this study was to evaluate
the effect of EPI on IM induced by 5-FU. Initially, the OECD protocol for the
toxicological evaluation. The animals received high doses of EPI orally and then were
observed for 14 days and evaluated for the number of circulating leukocytes, weight
variation, feed intake, water and relative weight of the organs (kidneys, liver, spleen,
heart and testis ). Subsequently, the effect of EPI on MI was investigated, animals
were submitted to MI induction by intraperitoneal (i.p) administration of 5-FU (450 mg
/ kg) and treated with i.p. EPI for four days. After euthanasia, the duodenum, jejunum
and ileum were removed to evaluate the effect of EPI on mucositis, through the
parameters of weight variation, number of circulating leukocytes, histopathological
analysis, morphometric analysis and mast cell count. After this phase the dose of 10
mg / kg and the jejunum segment were selected for the execution of the same
protocol, but with the use of the selective COX-2 inhibitor (Celecoxib).The dosage of
Malondialdehyde (MDA), the number of goblet cells, and the involvement of COX-2 in
IM were evaluated by immunohistochemistry. Finally, modulation of nitric oxide (NO)
in Ml with L-NAME and L-arginine was performed, the involvement of NO was
evaluated by immunohistochemistry for INOS and molecular docking. It was found
that the animals treated with EPI had no clinical signs of toxicity or changes in the
number of circulating leukocytes and relative body weight. It was also observed that
in IM, PPE did not attenuate weight loss, but was able to prevent morphometric,
histopathological and leucopenia changes, prevented the increase of mast cells,
reduce MDA dosage and preserved goblet cells as well as a statistically significant
decrease in the immunolabelled area for COX-2 and iNOS, associated with the
strong molecular interaction of EPI with INOS. In view of this, it was verified that EPI
is not very toxic and showed a protective effect on intestinal mucositis induced by 5-
FU, reducing inflammatory and oxidative parameters with COX-2 and NO pathway.

Keywords: Chemotherapy. Inflammation. Mucositis. Toxicology
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1 INTRODUCAO

Céancer é o nome dado a um conjunto de doencas que tém em comum o
crescimento desordenado e a invasao de tecidos e 6rgaos (COLLER, 2014). Estima-
se, para o Brasil, biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer
(INCA, 2018).

O tratamento do cancer envolve a realizacdo de procedimentos cirirgicos,
radioterapia e terapia sisttmica e a quimioterapia. Os medicamentos de
quimioterapia exercem o0s seus efeitos ao interferir no ciclo celular e no processo de
mitose, provocando uma maior propor¢cdo de morte celular em células cancerosas
em oposicdo as normais (DICKENS; AHMED, 2018). Todavia, 0s quimioterapicos
também podem ser citotéxicos na divisdo celular normal, em especial as células com
alta rotatividade mitética, como o 0sso, medula e mucosas. Neste sentido, a
mucosite constitui-se como um dos efeitos colaterais mais significativos no
tratamento do cancer e é caracterizada como uma condi¢cdo complexa resultante da
inflamacdo da mucosa (DICKENS; AHMED, 2018; REYES-GIBBY et al., 2017,
KARBELKAR; MAJUMDAR, 2016).

Entre os quimioterapicos de grande relevancia clinica e uso terapéutico esta
o 5-Fluorouracil (5-FU) que é também considerado um dos maiores responsaveis por
desencadear a mucosite em pacientes durante o tratamento. Esta, por sua vez, é
denominada mucosite oral ou mucosite intestinal, dependendo da area da
inflamagéo (CUBA et al., 2015).

A mucosite intestinal resulta em atrofia de vilosidades, ulceracéo e perda da
funcdo da barreira intestinal. Este mecanismo bioldgico leva os pacientes a sofrerem
de nauseas, vomitos, diarreia, dor, perda de peso, e necessidade de nutricdo enteral
ou parenteral, tal situacdo pode ainda provocar estado de desnutricdo e
desequilibrio eletrolitico, acarretando consequentemente um risco aumentado de
sepse e morte (KUIKEN et al., 2016; KIM et al., 2015).

Segundo Bastos et al. (2016) ainda nao existe uma terapia eficaz para esta
condicéo clinica, ficando evidente a necessidade de novas terapias preventivas, uma
vez que a mucosite pode resultar em necessidades de reducdo das doses do
guimioterapico, assim como aumento dos custos com salde, permanéncia
prolongada no hospital, comprometimento do estado nutricional e

consequentemente, da qualidade de vida do paciente.
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Devido a gravidade do problema, muitos pesquisadores buscaram investigar
novas solugbes para o tratamento da mucosite intestinal (KATO et al.,, 2017,
CAIXUAN et al., 2017; OH et al., 2017). A investigacdo da eficacia dos produtos de
origem natural para o tratamento dessa patologia também detém papel de destaque
na busca cientifica pelo desenvolvimento de alternativas para esse grave efeito
colateral. Algumas substancias derivadas de plantas foram investigadas como a
Curcuma longa L. Bidens pilosa L., Anacardium occidentale L., e [-Cariofileno
(BASTOS et al., 2016; AVILAA et al., 2015; MIRANDA, 2018; SILVA, 2018).

Em um contexto onde as substancias derivadas de plantas com potencial
terapéutico estdo sendo continuamente investigadas, € possivel destacar a
Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth (jaborandi, Rutaceae) que €
considerada uma espécie medicinal brasileira de grande importancia, principalmente
devido ao conteudo de alcaloides encontrado na mesma. Foram identificados 14
alcaloides na Pilocarpus, entre eles a pilocarpina, pilosina, anidropilosina,
pilocarpidina, isopilocarpidina, isopilosina, epiisopilosina e epiisopiloturina (EPI)
(LIMA et al., 2017).

A EPI ja demonstrou eficacia contra a esquistossomose (CAMPELO et al.,
2016) e vem sendo investigada por seu potencial anti-inflamatério, antinociceptivo
(SILVA et al., 2013) e anti-helmintico (GUIMARAES et al., 2015). Nicolau et al.
(2017) avaliaram o efeito do cloridato de EPI sobre o dano gastrico e intestinal
induzido por naproxeno. Eles observaram que a substancia foi capaz de reduzir a
expressao de citocinas pré-inflamatdérias, e o estresse oxidativo, aumentando o fluxo
sanguineo da mucosa géastrica. Mesmo com os resultados animadores obtidos, nota-
se, contudo, que ainda nao existe nenhum estudo que avalie o efeito desse alcaloide
sobre a mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil.

Assim, tendo em vista a ineficacia do tratamento para esse efeito colateral,
bem como, as graves repercussdes sintomatoldgicas, nutricionais e terapéuticas
provocadas, se faz crucial a existéncia de investigacfes cientificas que contribuam
significativamente para a solugcéo desse problema. Nesse sentido, a EPI apresenta-
se como um composto com um grande potencial para investigacdes, por se tratar de
um produto de origem natural ainda pouco explorado e que possui propriedade anti-
inflamatoria, que pode vir a se tornar uma promissora ferramenta terapéutica para o

tratamento da mucosite intestinal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer e quimioterapia

O céancer é definido, em esfera mundial, como um problema de saulde
publica de grande importancia epidemiolégica no que se refere & incidéncia e a
morbimortalidade. Em termos gerais caracteriza-se como um grupo de mais de 100
doencas, onde ocorre o0 acometimento de parte do corpo, assinalada pelo
crescimento descontrolado de células anormais que perderam a capacidade de
regulacdo, sendo destacada com um estigma de doenca incuravel, remetendo o ser
humano ao confronto com a finitude da vida (SANTOS et al., 2012; KUMAR et al;
2013).

Em 2012, o cancer foi responsavel por 8,2 milhdes de mortes, sendo o
cancer de figado, pulmao, estdmago, colorretal e cancer de mama, o0s que
provocaram maior mortalidade. Além disso, as estimativas mostram que nas
préximas duas décadas espera-se um aumento dos atuais 14 milhfes de novos
casos anualmente, para 22 milhées (OMS, 2014).

Os tratamentos mais utilizados atualmente para o cancer abrangem a
cirurgia, radioterapia, quimioterapia e novas variantes de terapia, tais como as
terapias-alvo que procuram abranger apenas as células neoplasicas (DICKENS;
AHMED, 2018). A quimioterapia é caracterizada pela administracdo de substancias
quimicas, isoladas ou associadas com outros medicamentos que agem nas
diferentes fases do ciclo celular, visando o tratamento da doenga sistemicamente.
Essa classe de terapéutico ndo abrange apenas células cancerigenas, como
também destroem as normais, uma vez que os dois tipos seguem as mesmas fases
do ciclo celular normal (GOLAN, 2014).

O emprego da quimioterapia tem se destacado como uma das maneiras
mais importantes e propicias para o combate do cancer. Portanto, alguns fatores
devem ser analisados para o seu planejamento, como a idade do paciente, seu
estado nutricional, presenca ou nao de infecgdes, as funcdes renais, hepatica e
pulmonar, tipo de tumor, a presenca de metastase e a condicdo de vida do paciente
(NICOLUSSI; SAWADA et al.,, 2009; JORGE; SILVA, 2010). Simonson (2015)

considera que a quimioterapia do cancer produz potenciais efeitos secundarios
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graves e por vezes letais, permitindo que os oncologistas cultivem a relacéo positiva

entre risco e beneficio.

O quadro abaixo (Quadro 1) mostra exemplos de efeitos toxicos dos

quimioterapicos, conforme a época e que se manifestam apos aplicacéo.

Quadro 1: Efeitos toxicos dos quimioterapicos

Precoces (0 a3 | Imediatos (7a?2l1 | Tardio (meses) Ultra tardio
dias) dias) (meses ou anos)
Nauseas Mielossupresséo Imussupresséao Infertilidade
Vémitos Mucosite Miocardiopatia Carcinogénese
Mal estar Cistite hemorragica | Hiperpigmentacao Disturbios do
crescimento
Adinamia Imussupresséo Neurotoxicidade | Cirrose hepatica
Artralgias Anemia Nefrotoxicidade Mutagénese
Agitacao Plaguetopenia Alopecia Fibrose
Exatemas Aumento dos Pneumonia Sequelas no
efeitos da radiacao Sistema Nervoso
Central
Flebites Granulocitemia Esclerodemia

Fonte: Adaptado de INCA, 2017

Tendo em vista a diversidade de efeitos colaterais provocados pelos

diferentes quimioterapicos, por vezes se faz necesséario a reducdo da dose ou
aumento no intervalo de administracdo das drogas (DAUGHTON; RUBQY, 2013).

Assim, a elaboracdo de medidas mais eficazes no tratamento de efeitos adversos

causados pela quimioterapia tem papel crucial para a melhora da qualidade de vida

dos pacientes, uma vez que podem determinar na sua disposicdo para completar o
tratamento (CHAN; ISMAIL, 2014).

2.2 5-Fluorouracil

O 5-FU é um analogo da uracila (Figura 1) que pertence a classe das

fluoropirimidinas. Esse farmaco € um antimetabalito, isto €, pertence a um grupo que
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abrande drogas antineoplasicas que exercem maior efeito no tratamento oncoldgico
(CHU; DEVITA, 2001; TODEA et al., 2018).

Desenvolvido na década de 50, o 5-FU tem o objetivo de tratar pessoas com
cancer por meio da inibicdo de processos fundamentais, como a incorporacdo de
moléculas de DNA e/ou RNA, impedindo desse modo, a sintese e metabolismo de
novas células (HEIDELBERGER et al., 1957; RUTMAN; CANTAROW; PASCHKIS,
1954).

Figura 1: Estrutura das bases nitrogenadas pirimidinas uracila e 5-fluorouracil

@) O
HN | HN i
O)\N O)\N
H H
Uracila 5-fluorouracil

Fonte: Adaptado de VALENZUELA; NEIDIGH; WALL, 2014.

No que diz respeito ao processo de metabolizacdo do 5-FU (Figura 2), sabe-
se gque o mesmo requer multiplas conversdes para formar metabdlitos ativos
(KESHISHYAN et al., 2015). A sua entrada na célula pode ocorrer por mecanismo
de transporte facilitado, em razdo de sua semelhanca estrutural com a uracila, bem
como por transporte ndo facilitado. Intracelularmente o 5-FU é convertido em trés
principais metabdlitos ativos: monofosfato de fluorodeoxiuridina (FAUMP), trifosfato
de fluorodeoxiuridina (FAUTP) e trifosfato de fluorouridina (FUTP). A citotoxicidade
do 5-FU é caracterizada pela incorporacao errada de fluoronucleétidos no RNA e
DNA e a inibicdo da enzima timidilato sintase (TS) que é relacionada a sintese de
novos nucleotideos (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON,2003; GREM, 1997).

A enzima que cataboliza o 5-FU é a dihidropirimidina desidrogenase (DPD),
que converte 5-FU em dihidrofluorouracilo (DHFU). Mais de 80% do 5-FU
administrado é normalmente catabolizado principalmente no figado, onde DPD é
abundantemente expressa (HARRIS, 1989).

Em condicbes normais a TS transfere o grupo metil do 5,10 -

metilenotetraidrofolato para a deoxiuridina monofosfato (dUMP), formando a
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deoxitimidina monofosfato (dTMP), a qual seria convertida em deoxitimidina trifosfato
(dTTP), um dos quatro deoxirribonucleotideos essenciais para a sintese do DNA.
Todavia o FAUMP metabdlito ativo do 5-FU compete com dUMP ao se ligar ao TS e
ao folato, formando um complexo ternario covalente. Esse complexo blogueia o
acesso de dUMP ao sitio de ligacdo do nucleotideo, inibindo a sintese de dTMP.
Desse modo, hd um desbalanco nas concentracdes de outros deoxinucleotideos, e a
diminuicdo das concentracfes de dTTP além do aumento de deoxiuridina trifosfato
(dUTP). Tanto dUTP quanto a FAUTP podem ser incorporados ao DNA. Tal
despropor¢cdo de deoxinucleotideos e aumento de dUTP podem causar destruicdo
do DNA (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003; PINEDO; PETERS, 1988;
CHANG etal., 2012).

Figura 2: Mecanismo de acédo do 5-fluorouracil

FdUMP

Dana

> a0 DNA

sintese

Fonte: Adaptado de Araujo, 2013. A citotoxicidade do 5-FU é atribuida a trés mecanismos:
incorporacédo do fluorouridina trifosfato (FUTP) no RNA, incorporacdo do fluorodeoxiuridina
trifosfato (FAUTP) no DNA e inibicdo da enzima Timidilato Sintase (TS). 5-FU pode ser
convertido a fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP) e se ligar a Timidilato Sintase (TS),
inibindo a sua atividade e causando um desequilibrio na sintese dos nucleotideos.
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Conforme observado a acdo do 5-FU n&o se limita somente as células
neoplasicas, com isso, essa droga pode atuar em células normais, acarretando
consideraveis efeitos colaterais que podem em certas situacdes determinar desde a
reducdo do esquema terapéutico, como a sua total interrupcdo, provocando dessa
forma graves prejuizos na eficicia do tratamento oncoldgico (VILLA; SONIS, 2015).

Os efeitos adversos desse quimiotergpico variam consideravelmente de
acordo com o tratamento, a dose e a via de administracdo. Além disso, sdo mais
evidentes em células com grande indice de mitoses, como tecidos de rapida
proliferagdo. Entre os efeitos colaterais do 5-FU aqueles que séo considerados mais
comuns sd80 a mucosite, anorexia, nauseas, vomitos e diarreia, e em meio a
necessidade de manejo das diversas toxicidades relacionadas ao uso de 5-FU a
incidéncia de mucosite acabou por aumentar nos ultimos anos (VERDE, 2007;
VANLANCKER et al., 2016).

2.3 Mucosite

As mucosas sao camadas brandas, lisas e Umidas de células epiteliais e
tecido conjuntivo que revestem as passagens e cavidades do organismo que tém
contato direto ou indireto com 0 meio externo e servem como importante mecanismo
de protecdo. A inflamacdo dessa area € dada o nome de mucosite, que é
considerada uma toxicidade complexa e limitante que provoca alguns efeitos
adversos na cavidade bucal (mucosite oral) e/ou no intestino (mucosite intestinal)
(BORGES; MONTANHA; NUNES, 2014; REYES-GIBBY et al., 2017).

A mucosite gastrointestinal € um efeito colateral debilitante do tratamento
guimioterapico. Atualmente sem tratamento disponivel, trata-se de uma condicéo
dolorosa que pode requerer o uso de analgésicos fortes, e provocar dificuldades
para comer, beber e engolir, muitas vezes resultando na necessidade de nutricdo
enteral. Adicionalmente a mucosite tem sido associado com maior tempo de
hospitalizagdo e ao desenvolvimento de infeccbes (WORTHINGTON, 2011,
VANLANCKER et al., 2016).

O mecanismo pelo qual ocorre a mucosite se baseia no fato de que as
mucosas apresentam alta atividade mitética, além de elevado turnover celular.

Devido ao alto grau de descamacgdo celular, hd necessidade continua de
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multiplicagéo celular para recobrir a mucosa, que € entdo, rapidamente afetada
(SONIS, 2004; SAWADA et al., 2009).

Sonis et al. (2004) descreveram a mucosite oral como um processo
bioldgico, que pode ser dividido em cinco fases sequenciais: iniciacdo; sinalizacéo;
amplificagéo; ulceragédo e cicatrizagao (Figura 3). Assim, o curso evolutivo desta
patologia € representado por um complexo de alteracdes epiteliais e no tecido
conjuntivo (LIMA, 2004; SONIS, 2009).

De inicio, a aplicacdo de radiacdo e/ou quimioterapia danifica diretamente o
DNA e causa quebras nas fitas, resultando em morte clonogénica, isto é, a perda da
capacidade de divisdo celular das células basais epiteliais, além da geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). Nesta fase ainda ndo é possivel visualizar
danos na camada da mucosa, porém se inicia uma série de eventos na submocosa
(SONIS et al., 2004; FILHO, 2014).

Posteriormente as ROS estimulam as vias de transduc¢do que sinalizam por
sua vez a ativacdo dos fatores de transcricdo, como a p53 e o fator nuclear kappa B
(NF-kB), este induz a suprarregulacdo de diversos genes toxicos para a mucosa,
entre eles as citocinas proé-inflamatérias TNF-a, IL-6 e IL-1B, que por conseguinte
provocam dano ao tecido conjuntivo e ao endotélio acarretando apoptose das
células epiteliais basais e uma cascata de eventos que levam a ulceragéo epitelial
(SCULLY; SONIS, 2006; BOMBA et al., 2013). Também se acredita que alteracdes
da microbiota oral correlacionam-se com a progresséo e agravamento da mucosite,
visto que a colonizacdo bacteriana e / ou a colonizacdo secundaria das Ulceras
prolongam os tempos de cicatrizacao correspondentes (XIAO-XIA et al., 2017).

A cicatrizacdo se inicia com um sinal da matriz extracelular, o que leva a
proliferacdo, diferenciacdo e migracdo das células epiteliais e restauracdo da
integridade da mucosa (SONIS et al., 2004).



Figura 3: A patobiologia da mucosite oral em cinco fases
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Fonte: Adaptado de SONIS, 2009. Processo de desenvolvimento da mucosite oral em cinco
estagios: iniciacdo; primeira resposta ao dano (mensagem e sinalizagdo); amplificagéo;
ulceracao e cicatrizagao.

2.4 Mucosite intestinal

A forma intestinal da mucosite é um efeito colateral comum experimentado
por pacientes sob quimioterapia ou radioterapia abdominal para tratamento de
canceres que podem ou ndo ser originarios do trato alimentar. Contudo, ndo é um
processo mediado exclusivamente a nivel intestinal, observando-se
concomitantemente, lesdes orais, émese, anorexia, indisposicdo geral, além de dor
abdominal e principalmente, diarreia, o que provoca a reducdo da qualidade de vida
e até mesmo a interrupcdo do tratamento (CAIXUAN et al., 2017; KISSOW et al.,
2012).

Estudos que avaliaram a administracdo de 5-FU em animais observaram
gue o quimioterapico provoca grave MI, a qual é morfologicamente caracterizada
pelo encurtamento e destruicdo de criptas intestinais e intensa infiltracdo de células
inflamatorias, acompanhada de sintomas como diarreia e perda de peso corporal

(WU et al., 2011; CAIXUAN et al., 2017).



26

Os mecanismos patogénicos da mucosite intestinal induzida por 5-FU séo
complexos e heterogéneos, e incluem toxicidade, apoptose, hipo-proliferacao,
estresse oxidativo e inflamacao anormal (YASUDA et al., 2012; RTIBI et al., 2018).

A instalacdo do estresse oxidativo e producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) estdo entre as principais causas de dano e morte celular apds a
exposicdo da mucosa intestinal as drogas quimioterapicas (LEE et al., 2009). Esses
disturbios no estado normal de células podem causar efeitos toxicos através da
producdo de peréxidos e radicais livres que danificam todos os componentes da
célula, incluindo proteinas e lipidios (SENER et al., 2012).

Rtibi et al. (2017) em seu estudo verificou que a intoxicagdo com 5-FU na
mucosite intestinal provoca o esgotamento das atividades das enzimas
antioxidantes, superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx), bem como efeitos deletérios sobre antioxidantes ndo enzimaticos, como
grupos sulfidrilo. Além disso, foi demonstrado também um aumento apreciavel de
MDA que € um importante marcador de peroxidacéo lipidica.

No que diz respeito ao processo de desenvolvimento da Ml sabe-se que
diferentemente da mucosite oral a Ml ndo apresenta a divisdo de fases de
desenvolvimento bem delimitadas (COSTA, 2016). A figura 4 apresenta 0 esquema

de desenvolvimento da mucosite intestinal.

Figura 4: Fisiopatologia da mucosite intestinal
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A Ml é, portanto, associada com a ruptura da barreira intestinal, e encontra-
se relacionada a um desequilibrio entre a proliferagcdo e apoptose de células
epiteliais do intestino. Duas disfuncdes tém sido claramente demonstradas na
mucosite intestinal: uma diminuicdo da proliferacdo e maior apoptose em células das
criptas intestinais na fase aguda induzida pelo efeito citotoxico e citostatico do 5-FU.
A hiperplasia das criptas e aumento compensatorio da proliferacdo celular sdo
elementos necessarios para a recuperacdo da mucosa apos a lesdo (CARNEIRO-
FILHO et al., 2004).

Atualmente, ndo h& tratamentos efetivos para mucosite intestinal, assim
sendo, € crucial o desenvolvimento de regimes terapéuticos alternativos que
proporcionem melhora da acdo dos quimioterapicos, por meio da amenizacdo dos
efeitos colaterais (OH et al., 2017). Levando-se em consideracdo, que de modo
geral, a terapéutica dessa patologia se concentra no controle da dor, na reidratacéo,
no tratamento basico do intestino, ou até mesmo na reducdo da dose, duracdo e
intensidade de radiacdo e quimioterapia (NAIDU et al., 2004).

Entre as medidas clinicas atuais para manejo da diarreia estdo as
intervengdes farmacoldgicas, com loperamida, enemas de sucralfatos, sulfasalazina,
oxigénio hiperbérico e os probiéticos, ndo existindo agente que possa efetivamente
controlar os mecanismos patobiologicos subjacentes a droga quimioterapica
anticancerigena (VAN et al., 2015). Nesse contexto muitas pesquisas estdo sendo
desenvolvidas com o objetivo de preencher essa lacuna terapéutica (OH et al.,2017;
LIU et al., 2017; CAIXUAN et al., 2017; KATO et al., 2017).

25 Mediadores inflamatérios na mucosite

Durante o curso da mucosite intestinal existe a contribuicdo de diversos
mediadores inflamatorios, isto €, compostos capazes de ativar ou aumentar
aspectos especificos da inflamagcdo. Com a quimioterapia ocorre a quebra das fitas
de DNA que provocam a producao de espécies reativas de oxigénio que por sua vez
desencadeia o processo, denominado de super-regulacdo caracterizado pela
ativacdo de fatores de transcricio como o NF-kB, producdo de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-13 e IL-6) e da enzima COX-2. As citocinas sao

mediadores inespecificos da resposta inflamatdria, com atividades quimiotaticas
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consideradas como fator chave na génese da resposta inflamatoria, responsaveis
por levar & injaria tecidual através de apoptose das células (SONIS, 2007; SONIS,
2013). Assim, tendo em vista a importante contribuicdo de tais mediadores

inflamatorios para a Ml se faz crucial o melhor entendimento dos mesmaos.

2.5.1 NF-kB

O estresse oxidativo e a inflamagdo desempenham um papel vital na
toxicidade gastrointestinal induzida por 5-FU As drogas quimioterapicas causam a
superproducao de espécies reativas de oxigénio (EROS), que desempenham papel
vital na translocacao de fator nuclear (NF) —kB via ativagédo do IkB (inibidor de kB)
quinase, provocando regulacdo positiva dos genes de resposta ao estresse,
incluindo o NF-kB (AI-ASMARI et al., 2015; AI-ASMARI et al., 2016).

Definido como uma familia de fatores de transcricdo latente e indutivel, o
NF-kB €& fundamental no controle da resposta inflamatéria (COLLINS;
MITXITORENA; CARMODY, 2016).

O NF-kB, provavelmente desempenha o papel mais proeminente no
desenvolvimento e funcdo do sistema imunolégico, quando desregulado, contribui
para a fisiopatologia da doenca inflamatéria (HAYDEN; GHOSH, 2012). Um estudo
realizado por Chang et al. (2012) demonstrou que tal molécula desempenhou papel
central na rede biolégica regulada por 5-FU.

A potencializacdo do processo inflamatério pelo NFkB, se da por meio da
inducdo da producdo de citocinas pro-inflamatoérias, como interleucina-18 (IL-1B),
Interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), além de receptores de
citocinas. As citocinas pré-inflamatérias sdo responsaveis por iniciar a inflamacao em
resposta a leséo tecidual (SULTANI et al., 2012; GOLAN et al., 2014).

Além disso, a sintese de todas estas proteinas é mediada por uma via de
sinalizacdo dependente de NF- kB (SHIH; WANG, YANG, 2015).Também existe
relacdo entre a sinalizagdo de NF-kB e expressdo de lipoxigenases e
ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), isso ocorre devido a capacidade do NF-kB
aumentar a sintese de eicosanoides, que sdo os mediadores lipidicos mais
importantes da inflamacéo (MUQAKU et al., 2016).

Por conseguinte, o controle da ativagdo de NF-kB pode ser considerado uma
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estratégia potente para o tratamento da inflamacdo, desse modo existe uma
tendéncia para o desenvolvimento de estudos nesse sentido (CHANG et al., 2012).

2.5.2 TNF-q, IL1-B, IL6

Fatores de necrose tumoral (TNF) referem-se a um grupo de citocinas que
estdo envolvidas na inflamacdo sistémica, estimulam a reacdo de fase aguda e
podem causar morte celular. O TNF-a, € o membro mais conhecido desta classe, é
produzido principalmente por macréfagos embora também possa ser produzido por
outros tipos de células como mondcitos, e células T apds a exposicdo a endotoxinas
bacterianas. (TRACEY et al., 2008; TAIWE; KUETE, 2017).

Essa citocina exerce multiplos efeitos pro-inflamatérios, inicialmente o TNF
ativa as células endoteliais a suprarregula a expressdo de moléculas de adesao de
superficie celular, estas sofrem outras alteracées fenotipicas que promovem adesao
e diapedese dos leucécitos, em seguida o TNF exerce efeito de retroalimentacéo
positiva sobre mondcitos e macrofagos adjacentes, promovendo a secrecdo de
citocinas, como a Interleucina-1 (IL-1) (GOLAN et al., 2014).

Interleucinas sdo citocinas secretadas primariamente por células da
linhagem hematopoética. A IL-1 € uma citocina que atua como ponte entre a
imunidade inata e a adaptativa. Existem duas formas de IL-1, IL-1a e IL-1[, que sdo
codificadas em genes diferentes. Nos seres humanos, a IL-1B desempenha
principalmente um papel imune, enquanto a IL-1a pode estar envolvida na
manutenc¢ao da funcao das células epiteliais (GOLAN et al., 2014).

A IL-1B atua como pré-inflamatéria produzida e secretada por varios tipos de
células em sua maior parte, por células mononucleares ativadas, principalmente as
células componentes do sistema imune inato, e é essencial para a resposta imune
na resisténcia a patégenos (DINARELLO, 2011).

Os efeitos pro-inflamatorios de IL-1p estdo relacionados a sua capacidade
de promover o recrutamento e retencdo de macrofagos no tecido, por via
dependente de caspase-1, e induzir a producdo de enzimas envolvias no processo
inflamatorio, tais como COX-2, INOS e fosfolipase A (RIDER et al., 2011,
MOLDOVEANU; DICULESCU; BRATICEVICI, 2015).
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Na mucosite intestinal induzida por 5-FU existe um aumento da expressao
de IL-1B, esta por sua vez estimula a produgédo de IL-6, aumenta a expressédo das
moléculas da adeséao e incentiva a proliferacdo célula (ARIFA et al. 2014; BEN-LULU
et al., 2012; MIRANDA, 2018).

O aumento da expressédo de TNF-qa, IL-1B e IL-6, s&o relacionados também
com a perda de peso, uma vez que, a reducdo dessas citocinas foi associada a
atenuacado da perda de peso na mucosite intestinal induzida por 5-FU (BARROS et
al., 2018).

Desse modo, compreende-se que as citocinas secretadas pelo sistema
imune intestinal sado fatores-chave na manutencdo da homeostase deste érgao, o
equilibrio entre citocinas pré-inflamatérias e regulatérias é fundamental na
determinacdo da imunidade protetora e no controle ou exacerbacdo da resposta
inflamatdria na mucosite intestinal (SOARES et al., 2011; JUSTINO et al., 2015;
BARROS et al., 2018).

2.5.3 COX-2

A ativacdo da transcricdo do fator nuclear NF-kb na mucosite intestinal
também determina a expressédo de enzimas fundamentais no processo inflamatério,
como é o caso da enzima ciclo-oxigenase-2 (COX-2) (CHANG et al., 2012).

O acido araquidbnico intracelular nao esterificado é convertido pelas
enzimas ciclo-oxigenase, lipooxigenase ou epoxigenase do citocromo. A via da ciclo-
oxigenase leva a formacdo de prostaglandinas, prostaciclina e tromboxanos. Nos
seres humanos, sao encontradas duas isoformas da ciclo-oxigenase, designadas
como COX-1 e COX-2, contudo, estudos cinéticos sugerem gue possa existir uma
terceira isoforma da cicloxigenase funcional a COX-3 (GOLAN et al., 2014).

A COX-1, é responsavel pela producédo de prostaglandinas envolvidas na
regulacdo de funcdes fisioldgicas, tais como homeostasia vascular, manutencédo do
fluxo sanguineo renal e gastrintestinal, funcdo renal, proliferagdo da mucosa
intestinal, a COX-2 por sua vez, é ativada apenas em resposta a estimulos
fisiopatologicos, tais como inflamatorios, citocinas ou toxinas, resultando na
liberacdo excessiva de prostanodides (JUAN et al., 2015).

A administracdo de 5-FU resulta em expressao elevada de COX-2 o que

provoca a superproducédo de prostaglandinas e a expressdo de metaloproteinases
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da matriz (MMPs), que provocam a degradacdo de colageno, membrana basal
epitelial, formacao de edema e, lesao tecidual (SONIS, 2004; LALLA et al., 2010; Al-
ASMARI et al., 2016).

Um estudo realizado por Freitas et al (2012) demonstrou que a
administracdo do latex de Calotropis procera foi capaz de reverter o aumento de IL-
18, TNF-a, INOS e COX-2 provocado pelo 5-FU na mucosite oral.

Araujo et al (2014) avaliou a COX-2 e outros marcadores inflamatérios na
mucosite intestnal, e observou que a a olmesartana diminuiu os niveis de IL-18 e
TNF-a, MMP-2, MMP-9, COX-2, RANK / RANKL e SOCs-1.

Compreende-se assim, a relevancia do uso de maracadores inflamatorios

como parametros para avaliar o papel protetor de substancias na mucosite.

2.6 Repercussdes nutricionais da mucosite

O tratamento quimioterapico e radioterapico embora possa contribuir para o
controle da doenca local e sobrevida do paciente, podem também causar varios
sintomas que comprometem a ingestdo oral, tais como disfagia, dor, xerostomia,
sensibilidade da mucosa, alteracbes do paladar e trismo. Por esta razdo os
pacientes com frequéncia requerem métodos de apoio nutricional
(DECHAPHUNKUL et al., 2013; GANZER et al., 2015).

Em pacientes com mucosite oral, os sintomas mais comuns sdo a
odinofagia, xerostomia e disgeusia, estes provocam alteragbes no paladar,
desnutricdo e desidratacdo que, por sua vez, predispdem o paciente a infeccdes
bacterianas e fungicas (KARBELKAR; MAJUMDAR, 2016).

Na mucosite intestinal por sua vez, o acometimento das diferentes regides
do intestino, provoca alteragfes substanciais nas funcdes fisiolégicas deste 6rgéo.
Existe o comprometimento da superficie das células epiteliais absortivas,
prejudicando a digestdo dos componentes da dieta, e a realizacdo do transporte de
nutrientes (MOWAT; AGACE, 2016).

As repercussdes nutricionais mais comuns nha mucosite intestinal estao
relacionadas a perda de peso, diarreia grave, perda de eletrolitosma absorcéo e
infeccdo. (RIBEIRO et al., 2016).Com relacdo ao tratamento dietoterapico na

mucosite, recomenda-se uma dieta com alimentos faceis de mastigar e engolir,
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liquidos, restrita em alimentos acidos, salgados ou condimentados. O uso do suporte
nutricional enteral ou parenteral, e até adiamento ou suspensdo do tratamento
quimioterapico pode ser necessario (LOPES et al., 2016; DUTRA; SAGRILO, 2014).

Dessa forma, compreende-se que 0s transtornos gastrointestinais provocados
pela mucosite oral e intestinal, podem levar o paciente a desnutricdo, acarretando
ineficiéncias nutricionais, e complica¢cées mais graves que elevam o risco de morte
sendo necessario desse modo, 0 acompanhamento nutricional, auxiliando na
prevencdo e controle de tais deficiéncias, assim como na tentativa de melhorar a
tolerancia ao tratamento quimioterapico e radioterapico. Vale a pena destacar que, a
recuperagdo do estado nutricional reduz o risco de complicagdes, melhorando a
resposta ao tratamento (NASCIMENTO et al., 2015).

2.7 Produtos naturais no tratamento da mucosite intestinal

A utilizagdo de plantas no combate a enfermidades é quase tdo antiga
quanto a histéria da humanidade. O Brasil, que € detentor de um rico conhecimento
tradicional associado as plantasmedicinais, sendo a fitoterapia, entendida como
parte fundamental da cultura brasileira (ASSIS; MORELLI-AMARAL; PIMENTA,
2015).

As plantas medicinais sdo empregadas na terapia farmacol6gica por meio de
extratos para a elaboracdo de produtos fitoterapicos ou como fonte de precursores
para a sintese de principios ativos (BOER; COTINGTING, 2014).

Os estudos cientificos em produtos naturais sdo frequentemente, guiados
pelo conhecimento etnobotanico e podem contribuirde forma substancial para a
inovacado terapéutica de muitas doencas, provendo novas estruturasquimicas e/ou
mecanismos de acado (TOMCHINSKY et al., 2013). Salienta-se ainda que 25% dos
farmacos empregados atualmente nos paises industrializadosadvém, direta ou
indiretamente, de produtos naturais (ANDRADE, 2014).

Nos ultimos anos, tém se despertado o interesse pela investigacdodo efeito
de produtos naturais e seus derivados na mucosite intestinal (SILVA, 2018; BAJIC et
al., 2016; KATO et al., 2015; CHEAH et al., 2014).

Diante disso, percebe-se que propicio o desenvolvimento de novas

pesquisas que busquem o efeito de um produto natural na mucosite intestinal.



33

2.8 Pilocarpus microphyllus Stapfex Wardlew “Jaborandi”

“Jaborandi” é a designacédo popular de um grupo de espécies pertencentes a
familia Rutaceae, do género Pilocarpus. Trata-se de um arbusto (Figura 5) que
ocorre no sub-bosque de florestas na regido de transicao entre os biomas Amazonia,
Cerrado e Caatinga (CALDEIRA et al., 2017).

As folhas do “jaborandi” sdo oriundas, em sua maioria, do extrativismo, no
Piaui, Maranhdo e Para. A planta € bastante conhecida principalmente devido a
importancia medicinal da pilocarpina, que € um dos constituintes farmacéuticos mais
extraidos e exportados do Brasil, considerado como uma importante fonte de renda
para muitas familias, que dependem do extrativismo das folhas de Pilocarpus
microphyllus Stapf ex Wardlew (P. microphyllus) (GRABHER, 2015; CALDEIRAS et
al, 2017).

A pilocarpina extraida das folhas de “aborandi” atua como agente
parassimpaticomimético colinérgico, ou seja, que estimula as secre¢cdes nhas
glandulas sudoriparas, lacrimais e salivares possui utilizacdo medicinal comprovada
no tratamento do glaucoma e xerostomia (FOX et al., 1986; SIDHU, 2014;
PERFEITO, 2018).

O género Pilocarpus (Rutaceae) é a uUnica fonte natural de pilocarpina
atualmente conhecida, sendo a P. microphyllusreconhecida como a mais
economicamente viavel para este fim (ABREU et al., 2007). Atualmente a espécie &
explorada comercialmente Unica e exclusivamente como fonte de pilocarpina
(AGBAN et. al., 2016; GIL-MONTOYA et.al., 2016).

A extracdo da pilocarpina a priori era de responsabilidade da empresa
Vegetex, instalada em Parnaiba (Pl), no ano de 1973, essa empresa de propriedade
da Merck, realizava a extracdo e comercializacdo de sais de pilocarpina com
matéria-prima vegetal de origem extrativista. Em 2002, a Vegetex foi adquirida pelo
Grupo Centroflora, passando a se chamar Vegeflora Extracbes do Nordeste Ltda.,
gue continuou a extrair pilocarpina a partir do “jaborandi” cultivado, ainda de
propriedade da Merck, e complementou sua producdo com o extrativismo no Piaui
Maranh&o e Para (HOMMA, 2012; GUMIER-COSTAet al., 2016).

Em termos econdmicos, ressalta-se que a extracdo do “jaborandi” é

responsavel por uma grande massa de recursos nas regidées Norte e Nordeste do


http://www.lume.ufrgs.br/browse?type=author&value=Grabher,%20Cristina
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Brasil. Em 2014, movimentou aproximadamente 252 toneladas no Norte e Nordeste
brasileiro perfazendo em torno de R$ 1 milhdo de um total de R$ 20,8 bilhdes

referentes ao extrativismo vegetal realizado no Brasil naquele ano (IBGE, 2014).

Figura 5: Planta arbustiva Pilocarpus microphyllus Stapf ex. Wardeworth

Fonte: PERFEITO, 2018

Vale a pena ressaltar, que a pilorcapina é apenas um dos muitos
alcoloidesimidazélicos ja isolados a partir da P. microphyllus, existindo uma enorme
gama de alcaloides isolados dessa planta queainda s&o pouco investigados, de
modo que € crucial o desenvolvimento de pesquisas que procurem elucidar o
potencial desses alcaloides (ANDRADE-NETO; MENDE; SILVEIRA, 1996; SILVA et
al., 2013; ROCHA, 2017).

2.9 Alcaloides isolados da P.microphyllus

Alcaloides sdo compostos nitrogenados de origem vegetal que possuem
alguma atividade farmacoldgica. Tais compostos sao definidos como basicos por
terem a presengca de um nitrogénio aminico. Sua distribuicdo no reino vegetal
encontra-se restrita a algumas familias e géneros, podendo ser encontrados em
varios orgdos das plantas com raiz, caule, sementes, casca e folhas (CARMO,
2014).

Nas espécies P. microphyllus ja foram identificados varios outros alcaloides
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além da pilocarpina, entre os quais a pilosina e epiisopilosina (BENTO et al .,
2010),isopilosina (SANTOS; MORENO, 2004), epiisopiloturina (VERAS et al ., 2013;
VOIGTLANDER et al ., 1978 ) e macaubine (SANTOS E MORENO, 2004). A Figura
6 apresenta as estruturas quimicas dos principais alcaloides isolados de P.

microphyllus.

Figura 6: Estrutura quimica de alcaloides isolados da P. micropyllus
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Fonte: Adaptado de CARMO et al.,2017

Além dos efeitos biolégicos da pilocarpina, ja elucidados anteriormente,
existe uma tendéncia recente a investigacao do efeito de outros alcaloides isolados
da P. micropyllus (FOX et al., 1986, SIDHU, 2014).

Um estudo realizado por Rocha, 2017 demonstrou in vitro, in vivo e in
silicoque a epiisopilosina apresenta atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria.
Além disso, esse alcaloide também foi retratado com atividade Anti- S. mansoni e
antibacteriana (ROCHA et al., 2017; GUIMARAES et al., 2018).

A lIsopilosina, macaubine e pilosina segundo Rocha et al. (2017) também
desempenham atividade S. mansoni e antibacteriana, porém, os estudos com esses
alcaloides ainda séo escassos.

Diante disso, os alcaloides derivados do P. micropyllus sdo apontados como
matéria prima promissora para pesquisas futuras que investiguem novas aplicages
farmacoldgicas e biotecnoldgicas dos outros alcaloides que até o presente momento
permanecem em sua grande maioria desconhecidos e inexplorados (LIMA et al.,
2015).


https://onlinelibrary-wiley.ez17.periodicos.capes.gov.br/doi/full/10.1002/ptr.5771#ptr5771-bib-0028
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2.10 Epiisopiloturina

A Epiisopiloturina (EPI) € um alcaloide imidazdlico descrito inicialmente por
Voightlander et al. (1978), esse composto hidrofobico, possui peso molecular286,33
g/mol, na sua estrutura quimica, contém um anel imidazolico ligado a um
ciclopentano heterociclico por meio de uma ligagdo C-C e um grupo hidrobenzilico
(VERAS et al., 2013).

O principal mecanismo de acdo da classe de alcaldides imidazdlico é a
inibicdo da sintese do ergosterol, que estd relacionado com a integridade e a
manutengao da fungdo da membrana celular de microrganismos (MIURA, 2009).

Neste sentido, as primeiras atividades biol6gicas descritas apontaram para o
efeito da EPI sobre microrganismos causadores de doencas negligenciadas. Miura
(2009) demonstrou o efeito da EPI contra cepas de Leishmania amazonenses, na
forma de amastigotas. Porém, outros estudos utilizando essa molécula contra outro
tipo de parasita também foram realizados, pesquisadores conseguiram avaliar, por
meio de testes in vitro e in vivo, a acdo dessa molécula contra o parasita causador
da esquistossomose, 0 parasita Schistosoma mansoni (S. mansoni) (VERAS et al,
2012; GUIMARAES et al 2015).

Veras et al., (2012) demonstrou que a EPI foi capaz ndo s6 de matar
esquistossémulos de diferentes idades e esquistossomos adultos, mas também inibe
a postura de ovos. Outro aspecto importante desse achado foi a observacao de que
a atividade anti-esquistossomose da EPI é seletiva, isto €, ndo exibindo citotoxidade
para células de mamiferos. .Além disso, de acordo com Lima (2016b) o composto
apresenta seguranca, podendo ser aplicado para novos testes in vivo.

Tendo em vista os resultados animadores encontrados, as pesquisas com 0
alcaloide foram ampliadas. Silva e colaboradores (2013) foram o0s primeiros a
publicar sobre o efeito da EPI sobre os parametros inflamatérios. No estudo, ou
autores mostraram que o composto apresentou atividade anti-inflamatéria por meio
da reducédoda atividade de mieloperoxidase (MPO) do nimero de leucécitos, e dos
niveis de TNF-a e IL-18. O mesmo estudo também apontou a atividade
antinociceptiva da EPI, ela reduziu a contor¢do induzida pelo acido acético e inibiu a
fase inicial aguda (primeira fase), e segunda fase do teste da formalina (SILVA et al.,
2013).

Apoés esses achados, verificou-se que na literatura ja existem dados que
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apontam o efeito anti-inflamatoério da EPI sobre o trato gastrointestinal. Nicolau et al.
(2017) demonstrou que o pre-tratamento com cloridato de EPI reduziu a lesao
macroscopica gastrica e intestinal induzida por naproxano, através de mecanismos
antioxidantes, reducéo de citocinas e aumento da taxa de fluxo sanguineo.

Carvalho et al. (2018) evidenciou que a EPI foi capaz reverter parametros de
inflamacdoe peroxidacdo lipidica, a citar Cicloxigenase -2 (COX-2), o6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS), malondialdeido (MDA), além de preservar 0s niveis
de GSH no modelo da doenca de Crohn iinduzido pelo acido
trinitrobenzenosulfénico. Sendo apontada como uma importante ferramenta
farmacoldgica contra as doencas inflamatdrias intestinais.

A Figura 7 apresenta uma representacdo das principais atividades ja

reportadas pela EPI.

Figura 7: Atividades bioldgicas da Epiisopiloturina
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A EPI mostra-se desse modo, como um protétipo a farmaco, porém ela
apresenta baixa solubilidade aquosa, tal condicdo se apresenta como um entrave na
dissolucéo deste protétipo, podendo repercutir na sua absorcéo e biodisponibilidade.
Assim, novas alternativas tecnoldgicas estdo sendo investigadas com intuito de
aumentar a biodisponibilidade desse alcaloide. A complexagéo com ciclodextrinas,
polimero capaz de interagir com o farmaco hidrofobico, e aumentar a solubilidade
incrementou de forma satisfatéria o perfil de dissolucdo da EPI, sendo estes
potenciais excipientes para o ajuste desta propriedade (MELO, 2015).

Lima (2016b) demonstrou que uma nanoformulagcdo usando sistema
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autoemulsificante se mostrou um bom carreador de EPI, capaz de aumentar sua
absorcdo no sistema gastrointestinal, como também sua concentracdo na circulacao
sistémica, melhorando sua biodisponibilidade plasmatica apds administracdo via
oral.

Dessa forma, a EPI é considerada alcaloide promissor com relacdo as suas
atividades farmacoldgicas, biodisponilidade e toxicidade, além de possuir elevado
potencial econdmico, por se tratar de um alcaloide extraido do residuo de producéo
da pilocarpina (LIMA, 2016b).

2.11 Docking molecular da epiisopiloturina

O Docking molecular ou docagem € uma técnica de acoplamento molecular
possibilitam a predicéo da provavel forma de acdo de uma molécula com seu ligante.
Atualmente o docking molecular representa um dos métodos mais utilizados no
desenho de novos farmacos, em virtude de sua conveniéncia e baixo custo. Esta
ferramenta computacional busca por um ligante capaz de ligar tanto
geometricamente quanto energeticamente em um sitio de ligacdo de uma proteina
(LIU et al., 2018).

As associacdes entre moléculas biolégicas sdo de grande interesse para
diferentes areas que visam interferir de alguma forma na sua atividade, seja para
determinar a morte de patdgenos, impedir a proliferacdo destes ou mesmo para
reparar processos metabolicos (STAFE Net al., 2017).

A docagem molecular é uma abordagem computacional desenvolvida para
imitar o evento de ligacdo entre moléculas (SCARPINO et al., 2018; SOTRIFFER,
2018). Assim, o docking pode ser implementado durante o planejamento de
medicamentos auxiliados por computador para descrever interagdes entre inibidores
e alvos biolégicos (DONG et al., 2019).

Técnicas de desenho assistido por computador sdo usadas para a avaliagao
rapida de bibliotecas quimicas, com o objetivo de orientar e acelerar o
desenvolvimento em estagio inicial de novos compostos ativos. Nota-se um
acelerado e crescente interesse em bancos de dados de produtos naturais e
componentes dietéticos que sado conhecidos por representarem uma vasta

diversidade quimica com complexidades e arquiteturas subjacentes. De fato, a
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maioria dos produtos naturais é variada por grupos quimicos que refletem novas
propriedades / caracteristicas moleculares comparadas a compostos sintéticos, e as
drogas disponiveis e analises de quimioinformatica podem sugerir que Vvarias
classes sdo consideradas como entidades farmaceuticamente relevantes (DEL RIO
et al., 2014).

Neste sentido, um ensaio de docking molecular foi realizado com a EPI
(Figura 8), e foi observado que EPI estabeleceu importantes interagcbes com
residuos de aminoacidos considerados essenciais para a ligagcdo com as isoformas
COX-1 e COX-2, sendo essas interagdes maiores para COX-2 (ROCHA, 2017).

Figura 8: Docking molecular da EPI com COX-2

Fonte: Rocha, 2017. (a) Conformacdo de ligacdo prevista para EPI no sitio de ligacao da
COX-2 no residuo Tyr355 (b) Interagfes entre EPI e COX-2 no sitio de ligacdo dos residuos
(c6digo PDB 1CX2).

A interacdo direta da EPI com as isoformas COX-1 e COX-2 estimulam e
alicercam ainda mais o desenvolvimento de pesquisas com esse alcaloide (ROCHA,
2017).

Assim, tendo em vista o potencial promissor da EPlI como um agente anti-
inflamatorio e a grande problematica da mucosite intestinal, pretende-se esclarecer a
seguinte hipbtese: a EPI apresenta um efeito protetor no modelo de mucosite

intestinal induzido por 5-FU.



40

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar o efeito protetor da Epiisopiloturina (EPI) sobre a mucosite

intestinal experimental induzida por 5-Fluorouracil em camundongos.

3.2 Especificos

e Avaliar a toxicidade aguda da EPI;

e Avaliar os efeitos da EPI sobre a perda ponderal de camundongos no
modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU;

e Verificar o efeito da EPI sobre o numero de leucécitos na mucosite
intestinal induzida por 5-FU.

e Identificar os efeitos da EPI sobre as alteracdes histoldgicas em vilo e
cripta induzidas por 5-FU na mucosa intestinal;

e Investigar o efeito do EPI sobre a contagem de mastdcitos na mucosite
intestinal induzida por 5-FU em camundongos;

e Avaliar o efeito da EPI sobre o nimero de células caliciformes na mucosite
intestinal induzida por 5-FU;

e Avaliar os efeitos da EPI sobre os parametros oxidativos induzidos pelo 5-
FU, por meio da dosagem de malondialdeido;

e Investigar o papel da COX-2 no efeito protetor da EPI,;

e Investigar o papel da iINOS no efeito protetor da EPI;

e Realizar o docking molecular da EPI com a iNOS;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do Material Vegetal

As folhas de “Jaborandi” (Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew) foram
obtidas no municipio de Matias Olimpio, Piaui, Brasil (Latitude, grausdecimais S -
3.7158; longitude, graus decimais W -42.5555). A planta foi identificada pela Profa.
Dra. Ivanilza Moreira de Andrade, Departamento de Biologia, da Universidade
Federal do Piaui (UFPI) e uma amostra de voucher do espécime, numero de
voucher Exsicata 27.152, foi depositado no herbario HDELTA- UFPI, Parnaiba,

Piaui, Brasil.

4.2 Isolamento e purificacdo da Epiisopiloturina

A purificacdo da EPI foi realizada segundo patente de depdsito niumero Pl
0904110-9 junto ao Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI). O
isolamento de EPI foi realizado pela aplicagdo da cromatografia liquida de
altaeficiéncia (HPLC) a fim de obter pureza EPI superior a 98%. A viabilidadedo
método foi confirmada através de HPLC e espectrometria de massa poreletrospray
(VERAS et al., 2013).

4.3 Farmacos, reagentes, materiais e solucdes

A EPI foi diluida em Dimetilsulféxido (DMSO) 2% conforme descrito por
Veras et al. (2013). Os demais reagentes e produtos quimicos de grau analitico

estdo detalhados no Apéncide A.

4.4  Animais

Foram utilizados camundongos machos Swiss (Mus musculus) com peso
entre 20-30g, provenientes do Biotério do Departamento de Cirurgia da Universidade
Federal do Ceara (UFC), os mesmos foram mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Morfologia — UFC, Fortaleza, Ceara, Brasil.
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Os animais foram separados aleatoriamente (n=6/grupo) e acondicionados
em caixas de polipropileno, nas medidas de 41x34x16 com tampas em arame de
ferro com tratamento de zincagem nas medidas aproximadas de 41x34x16 cm e
mantidos em salas com o horario controlado 12/12 ciclo claro/escuro a23 + 2°C, e
com alimentos (racdo padrdo) e agua ad libitum. Os animais ficaram em uma sala
climatizada com exaustdo de gases. As gaiolas foram lavadas, e a maravalha
substituida duas vezes na semana.

Para a realizacdo da eutanasia se optou pelo método por sobredose de
anestésico cetamina 10% (300mg/kg) e Xilazina 2% (30 mg/kg). Os animais foram
eutanasiados em um ambiente silencioso. O procedimento foi realizado de acordo
com a normativa 37 do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo animal) e ap0s a eutanasia se realizou a observacdo cautelosa da

auséncia de reflexo corneal para confirmar a morte do animal (PACHALY, 2006).

4.5 Consideracdes éticas

Durante o experimento realizou-se a observancia dos principios éticos da
experimentacao animal normatizados pelo CONCEA. Além disso, se utilizou do novo
método de manipulacdo de camundongos com as maos em forma de concha,
recomendado pela National Centre for the Replacement, Refinement and Reduction
Animals and Reseach, objetivando a reducéo da ansiedade nos animais, bem como
melhor desempenho durante os experimentos (GOUVEIA, K.; HURST, 2017). O
protocolo experimental foi submetido e aprovado (Anexos A e B) pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFC (9071050418) e da UFPI (471/18).

4.6  Avaliacédo toxicolégica da EPI

A avaliacado da toxicidade pré-clinica aguda para a EPI foi realizada com base
nas “Diretrizes para Testes de Produtos Quimicos” n°® 423 da Organisation for
Economic Co-operation and Development (OECD 2001), com modificacdes.
Camundongos (n = 3 machos/ grupo) foram submetidos a doses Unicas de 50 mg/kg
300 ou 2000 mg / kg de EPI via oral e foram observados quanto aos sinais clinicos
de toxicidade (30 min, 1h, 2h e 4 h) e morte por 24h (Apéndice B). Posteriormente se
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realizou a comparagao entre o grupo controle (DMSO) e a EPI 300 mg/kg por
quartorze dias. Durante todos os dias 0os animais observados cautelosamente para
deteccado de sinais sugestivos de toxicidade no Sistema Nervoso Central (SNC), ou
Autondmo (SNA).

No ultimo dia do protocolo os animais foram anestesiados e o sangue do
plexo orbital foi retirado para a avaliagdo do numero de leucécitos circulantes. Em
seguida foram eutanasiados e o0s seguintes orgaos foram retirados: figado, rins,
baco, coracédo e testiculos. Os 6rgdos foram pesados para a avaliacdo do peso
relativo (Peso do 6rgdo/peso do animal) conforme descrito por Mangueira et al.
(2017).

4.7 Inducéo e tratamento da mucosite intestinal

Utilizou-se o modelo de indugdo de mucosite intestinal descrito por
Carneiro-Filho et al. (2004) adaptado, a qual os camundongos foram tratados com
dose Unica de 5-FU (450 mg/kg) via i.p. A Figura 9 apresenta o esquema de
inducgéo e tratamento da mucosite.

Para o tratamento da mucosite intestinal induzida por 5-FU, os animais
receberam duas diferentes doses de Epiisopiloturina via i.p um dia apés a injecéo
de 5-FU. Os demais grupos receberam a solu¢do contendo substancia veiculo.

Figura 9: Esquema de inducao e tratamento da mucosite intestinal

EPI (1mg/kg
? ' ou 10mg/kg) '
F 4 ja— N )
(g DIAS
\ 7 EPI (4h)
) (450 mg/kg)

Eutanasia

4.8 Grupos experimentais

Os camundongos foram divididos inicialmente em quatro grupos, sendo cada

grupo constituido por 6 (seis) animais. As doses de Episupiloturine foram
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estabelecidas apés vasto resgate na literatura, e optou-se pelas doses de 1 mg/kg e
10 mg/kg conforme apresentado no trabalho de Rocha, 2017.

4.8.1 Definicdo da melhor dose

e Grupo | (DMSO): receberam solucédo veiculo de DMSO 1mg/kg e
intraperitoneal (i.p), paralelamente aos outros grupos tratados ao longo
do estudo.

e Grupo Il (5-FU): os animais receberam no dia da inducdo da mucosite
uma dose uUnica de 5-FU (450mg/kg de peso do animal) i.p. e foram
tratados com uma solugcdo de DMSO 2% + agua destilada nos quatro
dias posteriores.

e Grupo Il (EPI 1mg): receberam 5-FU 450mg/kg i.p no dia da indugao
e foram tratadas com Epiisopiloturina i.p diluida em DMSO 2%, na
dose de 1mg/kg/dia nos quatro dias posteriores.

e Grupo IV (EPI 10mg): receberam 5-FU 450mg/kg i.p e tratamento
com Epiisopiloturina i.p diluida em DMSO 2% na dose de 10mg/kg/dia
nos quatro dias posteriores.

4.8.2 Avaliacdo do papel da cicloxigenase 2 (COX-2) na mucosite intestinal

induzida por 5-FU e o seu envolvimento no efeito protetor da EPI

Realizou-se o0 mesmo protocolo de inducdo a mucosite intestinal, contudo

foram utilizados os seguintes grupos experimentais:

e Grupo | (DMSO): receberam a solucao veiculo de DMSO 2% 10mg/kg e
intraperitoneal (i.p), paralelamente aos outros grupos tratados ao longo
do estudo.

e Grupo Il (5-FU):receberam, no primeiro dia do protocolo experimental,
dose Unica de 5-FU (450mg/Kg de peso do animal) i.p. e foram tratados
com foram tratados com uma solucdo de DMSO 2% + agua destilada
nos quatro dias posteriores.

e Grupo lll (EPI 10 mg/kg): receberam 5-FU 450mg/kg i.p no primeiro dia
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do experimento e tratamento com Epiisopiloturina (10 mg/kg) diluida em
DMSO 2%, na dose de 1mg/kg/dia nos quatro dias posteriores.

e Grupo IV (Celecoxibe): receberam no primeiro dia do protocolo
experimental, dose Unica de 5-FU (450mg/Kg de peso do animal) por via
intraperitoneal (i.p). Nos dias seguintes do protocolo experimental foi
administrado apenas Celecoxibe (7,5 mg/kg, i.p).

e Grupo V (Celocoxibe + EPI 10 mg/kg): os animais receberam no
primeiro dia do protocolo experimental, dose Unica de 5-FU (450mg/Kg
de peso do animal) por via intraperitoneal (i.p), no segundo dia de
protocolo receberam EPI diluida em DMSO 2% (10 mg/kg) e Celecoxibe
(7,5 mg/kg, i.p).

4.8.3 Avaliagdo do papel do Oxido nitrico na mucosite intestinal induzida por 5-FU e

0 seu envolvimento no efeito protetor da EPI

e Grupo | (DMSO): receberam a solucédo veiculo de DMSO 2% 10mg/kg e
intraperitoneal (i.p), paralelamente aos outros grupos tratados ao longo
do estudo.

e Grupo Il (5-FU): receberam, no primeiro dia do protocolo experimental,
dose Unica de 5-FU (450mg/Kg de peso do animal) i.p. e foram tratados
com DMSO nos quatro dias posteriores.

e Grupo Il (EPI 10): receberam 5-FU 450mg/kg i.p no primeiro dia do
experimento e tratamento com Epiisopiloturina (10 mg/kg) diluida em
DMSO 2%, na dose de 1mg/kg/dia nos quatro dias posteriores.

e Grupo IV (L-NAME): receberam, no primeiro dia no primeiro dia do
protocolo experimental, dose Unica de 5-FU (450mg/Kg de peso do
animal) i.p. e foram tratados com o bloqueador da sintese de Oxido
nitrico L-NAME (20 mg/kg i.p).

e Grupo V (L-NAME+ EPI 10 mg/kg) os animais receberam, no primeiro
dia do protocolo experimental, dose Unica de 5-FU (450mg/Kg de peso
do animal) por via intraperitoneal (i.p). Nos dias seguintes do protocolo
experimental receberam L-NAME (20 mg/kg i.p) + EPI 10 mg/kg (diluida
em DMSO).
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e Grupo VI (L-Arginina): receberam no primeiro dia do protocolo
experimental, dose Unica de 5-FU (450mg/Kg de peso do animal) por via
intraperitoneal (i.p). Nos dias seguintes do protocolo experimental foi
administrado L-Arginina (300 mg/kg), um substrato necessario para a

sintese de 6xido nitrico.

49 Coletadas amostras de tecidos

Apbs a eutanasia os animais foram dissecados para a coleta dos segmentos
intestinais duodeno, jejuno e ileo, que foram lavados e depositados em eppendorfs
previamente identificados ou em cassetes (para amostras histologicas). A figura 10

apresenta o esquema simplificado de coleta daamostra.

Figura 10: Coleta das amostras de teciduais
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410 Parametros avaliados

A Figura 11 apresenta o fluxograma com o delineamento experimental e os
parametros avaliados ap0s a eutanasia.

Figura 11: Delineamento experimental
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4.10.1 Avaliacao ponderal

Durante todo o periodo experimental, a massa corporea dos camundongos
foi aferida em balanca antes da administracdo de quaisquer dos compostos
(DMSO, 5-FU e EPI). Os valores encontrados foram expressos em % de variagao
de massa corpérea, utilizando-se da seguinte formula:

Peso do dia X100

Peso do primeiro dia.
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4.10.2 Andlise histopatologica e morfométrica

Para a realizacdo da analise histopatologica as amostras dos segmentos
intestinais foramfixadas em formol tamponado a 10%. Decorridas 18 horas, retirou-
se 0 material biolégico do formol e os mesmos foram inseridos no alcool 70%,
posteriormente sofreram processo de desidratacdo e clareamento. Em seguida a
amostra passou por diversos banhos de solucfes hidroalcoodlicas crescentes (70 a
100% de etanol). Logo em seguida as amostras preparadas foram incluidas em
parafina previamente derretida.

Os blocos rigidos obtidos foram levados para sec¢cdo em um micrétomo. A
analise morfométrica (Figura 12) realizou-se a partir dos tecidos preparados e
corados com hematoxilina e eosina (H&E) em um microscoépio 6ptico acoplado ao
sistema de aquisicao de imagens (LEICA), utilizou-se do software ImageJ para a
afericdo da altura do vilo e profundidade da cripta. Ressalta-se que para a conversao
das medidas obtidas em pixels no Image J se mensurou a area conhecida de 200um
obtida na fotomicrografia, posteriormente o software foi configurado para converter

automaticamente os pixels em um por meio da opg¢ao “Set scale”.

Figura 12: Avaliacdo morfométrica de vilos e criptas
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Na analise histopatoldgica foi realizado um estudo-cego e randomizado, por
uma histopatologista experiente. Durante a analise avaliou-se a severidade da
mucosite, por meio dos aspectos relativos a arquitetura tecidual, com enfoque nos
vilos e criptas, e ocorréncia de criptas necréticas. Os niveis de intensidade da
mucosite foram, entdo, definidos por um sistema de escores de Woo et al. (2000),
descritos na Figura 13.
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Figura 13: Sistema de escores definido por Woo et al.(2000)
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4.10.3 Leucograma

O leucograma foi realizado previamente a eutanasia, os animais foram
anestesiados com combinacdo de anestésicos (Xilazina 10m/kg e Cetamina
80mg/kg), e obteu-se amostras de sangue periférico do plexo orbital, que
posteriormente foram diluidas em liquido de Turk a uma propor¢ao de 20 uL de
sangue para 380 L de solucéo. Apds isso, se realizou a contagem do numero total
de leucécitos em camara de Neubauer (MOURA et al.; 1998), os resultados foram

expressos na forma de nimero total de leucécitos por mm? de sangue.

4.10.4 Analise da concentracdo de mastocitos

Para evidenciar a presenca e contagem de mastdcitos, os blocos de
parafina com amostras de mucosa intestinal foram cortados e corados com a
coloracdo com azul de toluidina, segundo o método de Michalany (1998).

Apés a confeccdo das laminas, realizou-se a quantificacdo por meio da
contagem dos mastdécitos, localizados no tecido conjuntivo e visualizados em
coloragdo metacromatica.

Foram contabilizados 10 campos por animal, utilizando-se da objetiva de
40 X no microscopio.
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4.10.5 Mensuracédo da producao de muco intestinal com coloracdo PAS

O protocolo baseou-se nas recomendacdes do fabricante EasyPath. As
laminas foram desparafinizadas em xilol e hidratadas com banhos crescentes de
alcool 99% 95% 70%, posteriormente adicionou-se 10 gotas do acido periédico, em
seguida os tecidos foram lavados em agua corrente e em agua destilada, cobriu-se o
tecido com 10 gotas do reagente de Schiff por 15 minutos em camara escura, em
seguida as laminas foram lavadas e secas. Adicionou-se entdao 10 gotas de
Hematoxilina de Carazzi por 4 minutos. Por fim as laminas foram lavadas em agua
corrente e desidratadas em banho de alcool ascendente até o xilol.

As células foram quantificadas por meio de contagem do numero de células
caliciformes marcadas em puarpuro-magenta em 10 vilos e criptas (SANO et al.,
2017).

4.10.6 Imunohistoquimica para iINOS e COX

Imunohistoquimica para iINOS e COX-2 foi realizada utilizando método de
estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE, 1981). Escolheu-se o segmento
intestinal e a dose que obtiveram a melhor resposta na primeira etapa do
experimento para a avaliacdo imunohistoquimica. As laminas contendo os cortes do
segmento intestinal foram desparafinizados, por meio de incubacdo em estuda a
60°C overnight e de trés banhos de xilol, durante 5 minutos cada. Decorrido este
tempo, os cortes intestinais foram hidratados em dois banhos em etanol absoluto,
um banho em etanol (90%), um banho em etanol a 80% e um banho em etanol a
70%, durante trés minutos cada. Na etapa seguinte, as laminas contendo os cortes
foram submersas a um banho de agua destilada por 10 minutos e, em seguida, com
tampéo citrato (DAKO ®, pH 7,0) em banho-maria (95°C) por 20 minutos, para a
recuperacdo antigénica. Apo6s o resfriamento, obtido em temperatura ambiente
durante 20 minutos, foram feitas lavagens com solucdo tamponada de fosfato (PBS),
por 5 minutos. Seguido do bloqueio da peroxidase enddégena com solucdo de H202
a 3% (Abcam), durante 30 minutos. Posteriormente, os cortes foram lavados com
PBS e, depois, incubados overnight (4° C) com anticorpo primario rabbit (Abcam)
anti-INOS e Goat anti-COX-2. Para os controles negativos, 0s anticorpos primarios

foram omitidos. Apds este periodo, os cortes foram lavados com PBS e incubados
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com o anticorpo secundério. Depois de lavado, os cortes foram incubados com o
complexo estrepto-avidina peroxidase conjugada (complexo ABC Abcam) por 30
minutos. Ap6s nova lavagem com PBS, realizou-se a coloracdo com o cromdgeno
3,3 diaminobenzidine-perdoxido (DAB, DAKO ®), seguida por contra-coloracdo com
hematoxilina de Mayer, durante 5 minutos. Por fim, se realizou a desidratagdo das

amostras e montagem das laminas.

4.10.7 Docagem molécular com a isoforma de INOS

A estrutura do iNOS foi obtida a partir de um banco de dados de proteinas e
a estrutura tridimensional da epiisopiloturina foi determinada. As Conformacdes de
ligacdo apropriadas foram descobertas através de simulacdes de acoplamento
automatico (ALVARENGA et al., 2017).

4.11 Andlise estatistica

Para a realizacdo da andlise estatistica entre os grupos utilizou-se o Teste
Shapiro Wilk para verificar a normalidade da amostra. Posteriormente realizou-se
o teste de andlise de variancia ANOVA one-way, seguido pelo pds-teste de
comparacdes multiplas de Tukey. Para a avaliacao da variavel perda ponderal, se
optou pelo ANOVA two-way seguido pelo poOs-teste de Tukey. Na avaliacdo
toxicoldgica foi utilizado o teste t de Student.

Para os dados ndo paramétricos, utilizou-se do teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunns. O intervalo de confianca adotado foi de 95%, isto €,
resultados que apresentarem p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio do software
GradPad Prism, versado 6.0. Todos os resultados foram expressos em média *
erro padrdo da média (EPM), exceto os scores histopatoldgicos que foram

apresentados pelos valores de mediana, minimo e maximo.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagéo toxicidade aguda da EPI

Os grupos tratados ndo demonstraram diferenca significativa de peso nos
dias de experimento. A EPI ndo provocou toxicidade aparente nos animais e néo
ocorreu nenhuma morte. Durante a observagédo diaria, 0s animais ndo apresentaram
mudangas comportamentais expressivas, e a EPI n&o demonstrou possuir
capacidade toxica estimulante ou depresssora sobre o sistema nervoso central, além
disso, também ndo apresentaram diarréia, respiracdo forcada, lacrimejamento,

cianose, diminuicéo da forca para agarrar, contor¢des abdominais e ambulacéo.

Com relacdo a variacdo ponderal (Figura 14 C), observou-se que tanto os
grupos tratados com EPI 300 mg/kg, quanto os animais que receberam o veiculo
(DMSO) aumentaram de peso ao longo dos 14 dias de experimento, contudo, né&o foi
observada nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. De
igual maneira, a ingestdo média de agua e racdo nao foi diferente estatisticamente
entre os grupos controle e EPI 300 mg/kg, conforme demonstrado na Figura 14 A e
B.

Realizou-se também a contagem dos leucdcitos totais dos grupos avaliados
demonstrando que ndo houve diferenca significativa entre os grupos EPI 300 mg/kg
DMSO (Figura 15).

Observou-se ainda, que nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre o grupo controle e o tratado com EPI com relacdo ao peso dos 6rgaos
necropciados (figado, o rim, o baco, o coracdo e os testiculos). Conforme

demonstrado na Tabela 1.
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Figura 14: Avaliacdo da toxicidade aguda da EPI sobre os parametros de ingestao
de &gua, racdo e do ganho de peso
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A: Consumo médio de racao; B: Ingestdo média de agua; C: Avaliacdo ponderal. Os valores
foram apresentados como média + EPM da ingestdo média de agua por camundongo. Para
analise estatistica foi utilizado o teste t de student.
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Figura 15: Avaliacédo do efeito da Epiisopiloturina sobre o niumero de leucdcitos
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Os valores foram apresentados como média = EPM do nimero de leucdcitos por mms3. Para
analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de Tukey.

Tabela 1: Efeito da EPI sobre o peso relativo dos 6rgaos

GRUPO Figado Rins Baco Coracao Testiculos
DMSO 0,04+0,01 0,02+0,00 0,001+0,00 0,004+0,00 0,005+0,00
EPI 50 0,04+0,00 0,01+0,00 0,001+0,00 0,005+0,00 0,005+0,00

EPI 300 0,04+0,00 0,01+0,00 0,002+0,00 0,004+0,00 0,005+0,00
EPI 2000 0,04+0,00 0,02+0,00 0,001+0,00 0,005+0,00 0,005+0,00

Os valores foram apresentados como média + DPM do peso do 6rgédo. Para analise
estatistica foi utilizado o teste ANOVA One Way seguido do pés-teste de Tukey.
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5.2 Efeito do tratamento com EPI sobre a andlise ponderal de camundongos
com mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Observou-se que a EPI em ambas as doses testadas (1mg/kg e 10 mg/kg)
guando comparada com o grupo 5-FU né&o apresentaram diferenca estatisticamente
significativa. O grupo 5-FU diferiu estatisticamente do grupo DMSO, conforme
visualizado na Figura 16.

Figura 16: EPI ndo atenuou a perda ponderal provocada pela mucosite intestinal
induzida por 5-FU em camundongos
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Os resultados foram expressos como média + EPM da avaliacdo ponderal do peso inicial,
de um minimo de 6 animais por grupo. Para a analise estatistica foi utilizado o teste two-
way ANOVA seguido do teste Tukey, onde o # p<0,05 quando comparados com 0 grupo
DMSO.
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5.3 Avaliacédo do efeito da EPI sobre o numero de leucdcitos na mucosite

intestinal induzida por 5-FU.

Verificou-se, conforme observado na Figura 17, que o grupo DMSO (4450 +
515,2) apresentou diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo 5-FU
(p<0,05).

Observou-se ainda, que o numero de leucocitos encontrados nos grupos
tratados com EPI nas doses de 1 mg/kg (5842 + 162,5) e 10 mg/kg (5533 =* 288,9)
demonstrou uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado

com o numero de leucdcitos observado no grupo 5-FU (1858 + 260,3).

Figura 17: Efeito da EPI na contagem de leucécitos de animais submetidos a
mucosite intestinal induzida por 5-FU
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Os valores foram apresentados como média £+ EPM do nimero de leucécitos por mm3. Para
andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de Tukey, onde o #p<0,05
vs grupo DMSO e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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5.4 Efeito do tratamento com EPI sobre as alteracdes histopatoldgicas em

camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.

O grupo 5-FU (Figura 18 D, E, F) tratado apenas com a solucao veiculo,
apresentou notavel encurtamento na altura das vilosidades e no comprimento das
criptas, além de vacuolizacdo das células de tecido epitelial e intenso infiltrado de
células inflamatodrias, quando comparado com o grupo DMSO (Figura 18 A, B, C)
gue apresentou integridade na arquitetura dos vilos e criptas, e escassez de células
inflamatérias.

Verificou-se, por sua vez, que nos grupos tratados com EPI nas doses de 1
mg/kg e 10mg/kg, o duodeno e jejuno apresentaram menor encurtamento dos vilos e
profundidade quando comparados com o grupo 5-FU, além disso, evidenciou-se
também nos grupos tratados uma diminuicdo de infiltrados inflamatdrios e
vacuolizacdo celular.

No segmento ileo, por sua vez, observou-se apenas uma diferenca sutil nas
alteracdes histopatoldgicas dos grupos tratados com EPI 1mg/kg e 10 mg/kg

guando comparada com o grupo 5-FU (Figura 18 G, H, I).
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Figura 18: Fotomicrografias dos segmentos duodeno, jejuno e ileo de camundongos
e efeito protetor da EPI sobre as alteracdes morfométricas e histopatoldgicas na
mucosite intestinal induzida por 5-FU
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A, B, C correspondem aos trés segmentos intestinais (duodeno, jejuno e ileo,
respectivamente) do grupo DMSO. O infiltrado de células inflamatdrias é representado
pelassetas vermelhas, as setas laranjas representam diminuicdo nas vilosidades intestinais,
e a perda de arquitetura das criptas intestinais foi ilustrada pelas setas azuis. Os grupos em
tratamento com a EPI 1mg/kg séo representados pelas letras G, H e | e para o grupo
10mg/kg utilizou-se das letras J, K e L. Todas as imagens foram obtidas na objetiva de 10x
(200um) exceto as imagens ampliadas (D, E, F) que foram obtidas com o aumento de 20x
(100um).
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55 Efeito do tratamento com EPI nos escores histopatolégico de

camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.

O grupo DMSO apresentou diferenca estatisticamente significativa quando
comparado com o grupo 5-FU (p<0,05), conforme demonstrado na Tabela 02.

Observou-se ainda uma diferenca estatisticamente significativa do grupo EPI
nas doses de 1 mg/kg e 10 mg/kg (p<0,05) quando comparado com o grupo 5-FU
no duodeno e jejuno.

No ileo, por sua vez, nenhuma das doses apresentou diferenca

estatisticamente significante quando comparada ao grupo 5-FU (p<0,05).

Tabela 2: Repercussdes do tratamento com EPI sobre os escores Histopatol6gicos
em camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU

Segmentos Grupos Experimentais
Intestinais
DMSO 5-FU EPI (mg/kg)
1 10
Duodeno 0 (0-0) 4 (4-4)# 1(1-2)* 1 (1-4)*
Jejuno 0 (0-0) A(4-d)# 2 (0-4)* 1,7 (1-3,5) *
fleo 0 (0-0) 4 (4-4)# 2,5 (1-4) 3 (1-4)

Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de multiplas
comparacfes de Dunns. Os valores foram expressos como mediana, minimo e maximo,
onde # p<0,05 vs DMSO e * vs grupo 5-FU.



60

5.6 Efeito do tratamento com EPI nas alteracdes morfométricas na altura das
vilosidades dos segmentos intestinais de camundongos com mucosite

intestinal induzida por 5-FU.

A andlise morfométrica propiciou a mensuracao da altura dos vilos no duodeno,
jejuno e ileo (Figura 19 A, B, e C). O grupo 5-FU provocou a reducao
estatisticamente significante na altura das vilosidades tanto no segmento duodenal
(199,8+ 5,50 um) quanto jejunal (155,0+ 7,02 um) quando comparado com O grupo
DMSO (419,3+ 17,17um; 405,4 + 24,31) nestes segmentos.

Observou-se que no duodeno e jejuno, respectivamente, a EPI 1mg/kg
(318,7+17,88 um; 233,4+ 10,34 um) e EPI 10 mg/kg (283,6 + 13,68 um; 280,1+
15,57 um) aumentaram de maneira estatisticamente significativa a altura dos vilos
guando comparado ao grupo 5-FU (Figura 19, A e B).

No que se refere ao segmento ileo, observou-se que o tratamento com EPI 1
mg/kg (206,2 + 20,87 um) e EPI 10 mg/kg (280,3 + 38,36 um) ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa quando comparado com o grupo 5-FU, este,
por sua vez, provocou reducado estatisticamente significativa (p<0,05)na altura das
vilosidades (222,2 + 14,64 um) quando comparados com o grupo DMSO (342,7 £
10, 44).
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Figura 19: Efeito do tratamento com EPI na altura dos vilos no duodeno, jejuno e ileo de camundongos com mucosite intestinal
induzida por 5-FU
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A: Segmento duodeno; B: Jejuno; C: ileo. Os valores foram expressos como média + EPM. Para analise estatistica utilizou-se o teste one-
way ANOVA seguido de Tukey, os valores foram considerados significativos quando apresentaram p <0,05. Onde o #p<0,05 vs grupo
DMSO e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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5.7 Efeito do tratamento com EPI nas alteracdes morfométricas na
profundidade das criptas dos segmentos intestinais de camundongos com

mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Ao se tratar da analise morfométrica da profundidade das criptas, observou-se
gue no duodeno o grupo 5-FU diminuiu de maneira estatisticamente significativa
(p<0,05) a profundidade da cripta (108,5 + 9,32 um), quando comparado com o
grupo DMSO.

Verificou-se, ainda que no duodeno a EPI na dose de 1mg/kg (177,3 + 9,74)
diferiu estatisticamente do grupo 5-FU (108,5+ 9,73), conforme visualizado na Figura
20 A. Contudo a dose de 10mg/kg ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa quando comparada com o grupo 5-FU.

Ao se mensurar a profundidade das criptas no segmento do jejuno, conforme
a Figura 20 B, observou-se que 5-FU promoveu diminuigcdo na profundidade das
criptas (86,98 * 6,41 pum) de maneira estatisticamente significante quando
comparado ao grupo DMSO (142,5 £ 9,05 um). Em contraste notou-se que a EPI
nas duas doses provocou reversao do efeito causado pelo 5-FU, isto €, aumento
estatisticamente significativo da profundidade da cripta (166,1+8,90 e 159,6 +14,67)
para EPI 1mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente.

Com relacéo ao ileo, pode-se observar conforme visualizado na figura 20 C,

nao houve diferenca estatisticamente significante entre 0s grupos.
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Figura 20: Efeito do tratamento com EPI nas alteragcbes morfométricas na profundidade das criptas dos segmentos intestinais de

camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU
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A: Segmento duodeno; B: Jejuno; C: ileo. Os valores foram expressos como média + EPM. Para analise estatistica utilizou-se o teste one-
way ANOVA seguido de Tukey. Os valores foram considerados significativos quando apresentaram p <0,05. Onde o #p<0,05 vs grupo

DMSO e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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5.8 Efeito do tratamento com EPI na relacdo vilo/cripta dos segmentos

intestinais de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU

ApOGs a mensuracgédo e analise da relagdo vilo/cripta no segmentodo duodeno,
(Figura 21 A), observou-se que o grupo 5-FU promoveu redugédo da relacao
vilo/cripta (1,81 + 0,13 pum) de maneira estatisticamente significante quando
comparado ao grupo DMSO (2,47 + 0,15 um). Por sua vez, observou-se que 0
tratamento com EPI nas duas doses néo foi capaz de reverter o efeito provocado
pelo 5-FU, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa dos grupos EPI 1
(1,88 £ 0,17um), EPI 10 (2,16 £ 0,19um) quando comparado com o grupo 5-FU.

No que diz respeito a relacdo vilo/cripta no jejuno, € possivel observar na
Figura 21 B que o grupo 5-FU apresentou diferenca estatisticamente significativa
(1,44 = 0,13 pm) quando comparado ao grupo DMSO (2,98+0,30). Verificou-se ainda
que a EPI na dose de 10mg/kg (2,25 = 0,16 um) foi capaz de reverter de maneira
estatisticamente significativa (p<0,05) a reducdo da relagcéo vilo/cripta provocada
pelo 5-FU, ao passo que na dose de 1mg/kg por ndo houve diferenca
estatisticamente significante (1,46 = 0,13 pm).

Em contraste com o que foi observado nos segmentos anteriores, no segmento
ileo ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo 5-FU (1,55 *
0,13 um) e o grupo DMSO (2,42+ 0,14um) (Figura 21 C). Os grupos tratados com
EPI 1 (1,83 £ 0,37 um) e EPI 10 (2,56 £ 0,36 um) também ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo 5-FU.
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Figura 21: Efeito do tratamento com EPI Basica na relacao vilo/cripta dos segmentos intestinais de camundongos com mucosite
intestinal induzida por 5-FU
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Os valores foram expressos como média + EPM. Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de Tukey. Os valores
foram considerados significativos quando apresentaram p <0,05. Onde o #p<0,05 vs grupo DMSO e * p<0,05 vc grupo 5-FU.
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5.9 Efeito do tratamento com EPI na contagem de mastécitos dos
segmentos duodeno, jejuno e ileo de camundongos com mucosite intestinal

induzida por 5-FU.

Observou-se que o grupo 5-FU apresentou diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) no numero de mastocitos quando comparado com 0 grupo
DMSO (0,86%0,31; 0,83+0,14) no duodeno e jejuno, respectivamente.

Verificou-se que de maneira semelhante no duodeno e jejuno (Figura 22 A e
B) a EPI na dose de 1mg/kg (1,65+0,11; 0,90 = 0,09) e 10mg/kg (0,90 + 0,23; 0,43 £
0,09) provocou a reducdo estatisticamente significativa do niamero de mastdcitos,
guando confrontado com o grupo 5-FU (4,62+0,51; 2,34+ 0,4).

No ileo por sua vez, observou-se que o tratamento com EPI na dose de
1mg/kg (0,66 £ 0,24) nédo diferiu de maneira estatisticamente significativa do 5-FU,
ao passo que a EPI 10 mg/kg (0,14+0,05) diminuiu de maneira estatisticamente
significativa 0 nimero de mastdcitos quando comparado ao 5-FU.

As fotomicrografias da figura 23 representam o numero de mastécitos por
campo, observou-se que a EPI 1 e EPI 10 foi capaz de reduzir o niamero de

mastoécitos por campo no duodeno e jejuno quando comparado com o 5-FU.
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Figura 2214: A Epiisopiloturina reduz a contagem de mastocitos nos segmentos intestinais de camundongos submetidos a
mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Duodeno Jejuno i
eo
o %7 I o 27 # 2.0
% # Q T g
5 | 5 £ |
L L 1.59
2 2 o
2 . 2 == : I
E E . £
- 5 i 5 0% i
.l : i MM - o
z 2 o
0- T 0- T T = 0.0+ T . T
DMSO - DMSO - EPI1 EPI 10 DMSO - EPI1 EPI 10
A B C
5-FU (450 mg/kg) 5-FU (450 mg/kg) 5-FU (450 mg/kg)

A- Duodeno; B- Jejuno e C- ileo. Os valores foram expressos como média + EPM. Para andlise estatistica foi utilizado o teste One-Way
ANOVA seguido de Tukey. Os valores foram considerados significativos quando apresentaram p <0,05. Onde o #p<0,05 vs grupo DMSO e
*p<0,05 vs grupo 5-FU.
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Figura 23: EPI reduz o numero de mastdcitos no duodeno e jejuno de camundongos
com mucosite intestinal induzida pelo 5-FU
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Os segmentos foram corados com azul de toluidina. A, B, C: DMSO no duodeno, jejuno e
ileo; D, E, F: 5-FU; G, H, I: EPI 1 mg/kg; J, K, L: EPI 10 mg/kg. Os painéis foram obtidos na
escala de 50 ym (40x).
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5.10 Efeito da EPI sobre o numero de células caliciformes no modelo de

mucosite intestinal induzida por 5-FU.

A partir dos parametros anteriormente observados, optou-se por selecionar a
dose de 10 mg/kg e o segmento jejuno para se dar continuidade a avaliacao.

Ao se tratar da contagem do numero de células caliciformes, observou-se que o
grupo 5-FU apresentou estatisticamente (p<0,05) menos células que o grupo
controle DMSO (20,3 + 1,0), conforme ilustrado na Figura 24. Verificou-se ainda que
a EPI na dose de 10mg/kg preservou de forma estatisticamente significativa o
namero de células caliciformes no jejuno (11,60+1,4) quando comparada com o
namero de células do grupo 5-FU (3,21 0,84).

Na figura 24 é possivel observar o aumento do numero de células caliciformes
coradas em purpura-magenta no grupo EPI 10 mg/kg (Figura 25 C) quando
comparado com o 5-FU (Figura 25 B) em que notou-se uma reducéo de tais células.
Evidenciou-se ainda a elevada presenca de tais células no grupo controle (Figura 25
A).

Figura 24: EPI previne a reducédo do numero de células caliciformes provocada pelo
5-FU no modelo de mucosite intestinal
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Foram contadas as células presentes em 10 vilos e criptas. Os valores foram expressos
como média + EPM. Para analise estatistica utilizou-se o teste one-way ANOVA seguido de
Tukey. Os valores foram considerados significativos quando apresentaram p <0,05, onde o
#p<0,05 vs grupo DMSO e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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Figura 25: EPI previne a reducao do numero de células caliciformes provocada pelo
5-FU no modelo de mucosite intestinal
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A: DMSO; B: 5-FU450 mg/kg; C: EPI 10 mg/kg. As células caliciformes sdo apontadas
pelas setas laranjas. Os painéis foram obtidos com o aumento de 20x (100um).
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5.11 Efeito da EPI sobre os niveis teciduais de MDA na mucosite intestinal
induzida por 5-FU

O 5-FU (52,81+5,23) provocou aumento (p<0,05) dos niveis de MDA quando
comparado com o grupo DMSO (34,46+2,41). Demonstrou-se que no jejuno a EPI
na dose de 10mg/kg reduziu de forma estatisticamente significativa (p<0,05) os
niveis de MDA (30,90 + 3,66), em comparacao ao grupo 5-FU (Figura 26).

Figura 26: EPI reduz os niveis teciduais de MDA no jejuno de camundongos com
mucosite intestinal induzida por 5-FU
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Os valores foram apresentados como média + EPM dos niveis de MDA expressos em g
MDA/g de tecido. Para a analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de
Teste de Tukey. Os valores foram considerados significativos quando apresentaram p <0,05,
onde # p<0,05 vs grupo DMSO e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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5.12 Avaliacdo da cicloxigenase (COX-2) no efeito protetor da EPI sobre a
imunomarcagdo para COX-2 em camundongos submetidos a mucosite

intestinal induzida por 5-FU

Observou-se a existéncia de diferenca estatisticamente significativa entre o
grupo 5-FU e DMSO. Na Figura 28 B, observa-se que os animais tratados apenas
com DMSO apresentaram imunomarcacgao sutil para COX-2, quando comparado
ao grupo lesivo 5-FU, na qual se observa intensa e generalizada imunomarcacao
para COX-2 (Figura 28 C).

Elucidou-se ainda, que os grupos tratados com EPI 10 mg/kg, com CLX e
com a combinagcdo de CLX+ EPI (Figura 27) apresentaram reducéo
estatisticamente significativa da area imunomarcada para COX-2 quando
comparado com o grupo 5-FU.

Verificou-se também que o tratamento combinado de CLX+ EPI apresentou
menor area imunomarcada quando comparado com o grupo tratado apenas com
EPI, observando-se diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos.
(Figuras 27 e 28 F).

A Figura 28 A corresponde ao controle negativo, na qual representa uma
amostra de jejuno onde o anticorpo primario foi substituido pelo PBS-BSA 5%, nao

sendo observada marcacéao pra COX-2.
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Figura 27: Avaliacdo da cicloxigenase (COX-2) no efeito protetor da EPI sobre a
imunomarcacao para COX-2 em camundongos submetidos & mucosite intestinal
induzida por 5-FU
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CN: Controle Negativo representa uma amostra do jejuno onde o anticorpo primario foi substituido
pelo PBS-BSA 5% e ndo mostra marcacao pra COX. DMSO: Solucdo veiculo de dimetilsulféxido.
CLX: Celecoxibe 7,5 mg/kg . EPI: Epiisopiloturina 10mg/kg. CLX+ EPI: Celecoxibe+Epiisopiloturina.
Os valores foram expressos como média + EPM do percentual da area imunomarcada para COX-2.
Para analise estatistica foi utilizado o teste Kruskal-Wallis seguido de Dunn, onde o #p<0,05 vs grupo
DMSO, *p<0,05 vs grupo 5-FU, &< vs grupo EPI 10.
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Figura 28: Fotomicrografias de Imunohistoquimica para COX-2 do segmento jejuno

de camundongos submetidos & mucosite intestinal induzida por 5-FU e tratados com
EPI

A: Controle Negativo; B: Grupo DMSO; C: Grupo 5-FU; D: CLX, grupo Celecoxibe (7,5
mg/kg); E: Grupo EPI (10 mg/kg); F: Grupo Celecoxibe+ Epiisopiloturine. O Controle
negativo representa uma amostra do jejuno onde o anticorpo primario foi substituido pelo
PBS-BSA 5% e ndo mostra marcagdo para COX-2. Os painéis foram obtidos na objetiva de
20x(100 um). As setas vermelhas indicam a &rea marcada para COX-2.
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5.13 Avaliagcdo do envolvimento da COX-2 no efeito protetor da EPI sobre as
alteraces morfométricas e histopatolégicas em camundongos submetidos a

mucosite intestinal induzida por 5-FU.

O 5-FU provocou diminuicdo com diferenga estatisticamente significativa na altura
dos vilos (66,17+ 4,72) quando comparado ao grupo DMSO (215,9+6,68), além
disso, o grupo 5-FU apresentou intenso infiltrado de células inflamatérias (Figura 30
B), vacuolizacéo celular e destruicdo das criptas o que nao foi observado no grupo
DMSO.

Conforme observado na figura 29 A e visualizado na figura 30 D, este estudo
evidenciou que o tratamento com EPI 10 (162,2+ 11,40) foi capaz de prevenir de
maneira estatisticamente significativa (p<0,05) o encurtamento dos vilos provocados
pelo 5-FU. Ressalta-se também que o tratamento com EPI diminuiu o infiltrado
inflamatério e a vacuolizacao celular, quando comparado ao grupo 5-FU.

Verificou-se ainda que o tratamento com o anti-inflamatoério Celecoxibe, um
bloqueador de cicloxigenase-2 (COX-2) (Fig. 30 C), assim como, 0 tratamento
combinado de Celecoxibe (CLX) + EPI 10 (Fig. 30 E), foram capazes de prevenir a
vacuolizagdo celular, diminuicdo do infiltrado inflamatério e formagédo de edemas,
prevencdo da perda da arquitetura celular. Além disso, morfometricamente tanto o
CLX (124,8+ 6,84) quanto o grupo CLX+EPI 10 (172,7+ 8,13) preveniram o
encurtamento das vilosidades, diferindo estatisticamente (P<0,05) do grupo 5-FU,
conforme observado na Figura 29 A.

No que diz respeito & avaliacdo do envolvimento da COX-2 no efeito protetor da
EPI, verificou-se que tanto o grupo que recebeu o tratamento com EPI 10 (162,2+
11,40) quanto o que recebeu a associacdo de EPI 10 + CLX (172,7+ 8,13)
apresentaram maior altura dos vilos com diferenca estatisticamente significante
gquando comparado ao que recebeu apenas CLX. Por sua vez, ndo foi verificada
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo EPI e EPI+CLX, muito embora
a média das vilosidades tenha sido maior no grupo EPI+CLX (Figura 29 A).

Ja com relacéo a profundidade das criptas (Figura 29 B), este estudo evidenciou
que a EPI (89,25 + 4,08 um) promoveu 0 aumento estatisticamente significante da
altura da profundidade da cripta, quando comparado ao grupo 5-FU (p<0,05). O
tratamento com o blogueador da cicloxigenase-2 (COX-2), CLX (69,29 + 4,42), e a
associacdo de EPI+ Celecoxibe (73,81+ 5,00 pum,) néo apresentaram diferenca
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significativa (p<0,05) em relacdo ao aprofundamento das criptas quando comparado
ao grupo 5-FU.

Com relacéo a avalicdo da relacéo vilo/cripta no segmento do jejuno, conforme a
figura 29 C verificou-se que o grupo 5-FU promoveu reducao da relacéo vilo/cripta
(1,13+ 0,18um) de maneira estatisticamente significante quando comparado ao
grupo DMSO (3,10 £ 0,18 pum). Ao passo, que 0s grupos tratados com EPI 10 (1,84+
0,19 um), CLX (1,76 £ 0,14 pm), EPI + CLX (2,43 + 0,09 um) apresentaram aumento
estatisticamente significante da relacdo vilo/cripta quando comparado ao grupo
lesado com 5-FU (p<0,05).

Observou-se também, que os animais tratados com a EPI+CLX (Figura 29 C)
apresentaram estatisticamente maior relacéo vilo/cripta quando comparados com 0s
animais tratados apenas com o CLX (p<0,05).

Baseado nessas premissas verificou-se que existe o envolvimento da COX-2 na

mucosite intestinal.
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Figura 29: Envolvimento da cicloxigenase2 (COX-2) no efeito protetor da EPI na mucosite intestinal induzida por 5-FU em

camundongos
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A: Altura do vilo; B: Profundidade da cripta; C: Relacéo Vilo/cripta; DMSO: Solugéo veiculo (10mg/kg i.p), CLX: Celecoxibe (7,5

mg/kg, i.p.), EPI: Epiisopiloturina 10mg/kg ou Celecoxibe 7,5mg/kg + Epiisopiloturina. Os valores foram expressos como média + EPM

para altura das vilosidades, profundidade das criptas e relagdo vilo/cripta em um. Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way
ANOVA seguido de Tukey, onde o #p<0,05 vs grupo DMSO, *p<0,05 vs grupo 5-FU, &< vs grupo CLX.
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Figura 30: Fotomicrografias do segmento jejuno de camundongos na avaliagao do
envolvimento da cicloxigenase (COX-2) no efeito protetor da EPI sobre as alteragdes
morfométricas e histopatolégicas na mucosite intestinal induzida por 5-FU

CLX+EPI 10

Todos os painéis foram obtidos na escala de 220 ym com aumento de 10x. A: Grupo
DMSO, B: grupo 5-FU (450 mg/kg i.p), C: Grupo CLX (celecoxibe 7,5 mg/kg i.p), D: Grupo
EPI 10 (10 mg/kg i.p), E: CLX+ EPI10 (celecoxibe 7,5 mg/kg i.p + EPI 10mg/kg i.p.
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5.14 Avaliacdo do o6xido nitrico no efeito protetor da EPI sobre a
imunomarcacgao para iNOS em camundongos submetidos a mucosite intestinal
induzida por 5-FU

Verificou-se a existéncia de diferenca estatisticamente significativa entre o
grupo 5-FU e DMSO. Na Figura 30 B, observa-se que 0s animais tratados com
DMSO apresentaram pouca marcacédo iNOS, quando comparado ao grupo lesivo 5-
FU, na qual se observa maior intensidade para a imunomarcacgéo de iNOS (Figura
32 C).

Observou-se ainda, que o grupo tratado com EPI 10 mg/kg (Figura 31)
apresentou reducdo estatisticamente significativa da area imunomarcada para

INOS quando comparado com o grupo 5-FU.

Figura 31: Avaliagdo do Oxido nitrico no efeito protetor da EPI sobre a
imunomarcacdo para INOS em camundongos submetidos & mucosite intestinal
induzida por 5-FU

-

DMSO - EPI10

Areaimunomarcada paraiNOS (%)

5-FU (450 mg/kg)

DMSO: Solucdo veiculo de dimetilsulfoxido. 5-FU: 5-Fluorouracil, EPI 10: Epiisopiloturina
10mg/kg. Os valores foram expressos como média + EPM do percentual da area
imunomarcada para INOS. Para analise estatistica foi utilizado o teste Kruskal-Wallis
seguido de Dunn, onde o #p<0,05 vs grupo DMSO, *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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Figura 32: Fotomicrografias de Imunohistoquimica para iNOS do segmento jejuno

de camundongos submetidos & mucosite intestinal induzida por 5-FU e tratados com
EPI

A: Controle Negativo; B: Grupo DMSO; C: Grupo 5-FU; D: Grupo EPI (10 mg/kg). O
Controle negativo representa uma amostra do jejuno onde o anticorpo primario foi
substituido pelo PBS-BSA 5% e ndo mostra marcacao para iNOS. Os painéis foram obtidos
na objetiva de 20x(100 um). As setas vermelhas indicam a area marcada para iNOS.
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5.15 Avaliagdo do envolvimento do Oxido nitrico no efeito protetor da EPI
sobre as alteracdes morfométricas e histopatolégicas em camundongos

submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Pode-se observar na figura 33 A que com relacdo a altura do vilo, que
quimioterapico 5-FU foi capaz de provocar diminuicdo estatisticamente significativa
na altura dos vilos quando comparado ao grupo DMSO (220,1+4,02). Os danos
provocados pelo 5-FU podem ser visualizados na Figura 34 B.

Verificou-se que os animais tratados com o inibidor de 6xido nitrico L-NAME
(128,1+ 6,89), bem como os tratados com EPI 10 mg/kg (130,5+12,07) e com a
combinacdo EPI+ L-NAME (163,8+5,27) apresentaram diferenca estatisticamente
significativa quando comparado com o grupo 5-FU (67,35%+1,44). Contudo, os
animais que foram tratados com L-Arginina (90,24+3,08) ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa na altura das vilosidades.

Vale a pena ressaltar que houve também diferenca estatiscamente significativa
entre 0s grupos tratados apenas com EPI 10 mg/kg e o grupo que recebeu EPI + L-
NAME, onde os animais que receberam o tratamento combinado com o inibibidor de
oxido nitrico apresentaram maior altura do vilo.

No que diz respeito a profundidade da cripta (Figura 33 B) verificou-se que o
grupo tratado com EPI 10 mg/kg (59,39+2,86) e o grupo tratado com EPI + L-NAME
(67,87+2,50) diferiram estisticamente do grupo 5-FU (47,70+0,99). Este por sua vez,
apresentou menor profundidade da cripta, com diferenca estisticamente significativa
do grupo DMSO (87,14+4,65).

Também se verificou diferenca estatisticamente significativa entre o grupo
tratado apenas com EPI (59,39+2,86) e o grupo que recebeu EPI + L-NAME
(67,87+2,50).

Todavia, neste parametro o tratamento apenas com o inibidor de éxido nitrico
L-NAME (49, 72+1,47) n&o diferiu estatisticamente do grupo lesivo. De igual maneira
0 grupo L-Arginina (41,51+1,30) também néo apresentou diferenca estatistica na
profundidade da cripta quando comparados com o grupo 5-FU (47,70+0,99).

E possivel observar ainda (Figura 33 B) a intensa destruicio das criptas
provocada pelo quimioterapico.

Ja com relacdo a avalicdo da relacdo vilo/cripta (Figura 33 C), este estudo

evidenciou que o grupo 5-FU promoveu reducéo da relacdo vilo/cripta (1,52+0,10
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pm) de maneira estatisticamente significante, quando comparado ao grupo DMSO
(2,58+ 0,12pm). Ao passo que a EPI (2,03+0,10 pm) promoveu O aumento
estatisticamente significante da relacdo vilo/cripta, quando comparado ao grupo 5-
FU (1,52+0,10 pm). O tratamento com L-NAME (2,59 £ 0,17 um), e a associacao de
EPI+ L-NAME (2,46+ 2,11 pm,) também apresentaram aumento estatisticamente
significante da relagéo vilo/cripta quando comparado ao grupo lesado com 5-FU.

Observou-se também que os animais tratados com o estimulador de 6xido nitrico
L-Ariginina (1,97+0,09 um) n&o apresentaram estatisticamente maior relacéo
vilo/cripta quando comparados com o grupo 5-FU (1,52+0,10 um).

Tais resultados demonstram provavel envolvimento do 6xido nitrico no efeito

protetor do EPI na mucosite intestinal induza por 5-FU.



Figura 33: Envolvimento do 6xido nitrico no efeito protetor da EPI na mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos
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A: Altura do vilo; B: Profundidade da cripta; C: Relagéo Vilo/cripta; DMSO: Solucao veiculo (10mg/kg i.p), EPI: Epiisopiloturina 10mg/kg, EPI +
LN: Epiisopiloturina 10mg/kg + LNAME.;LN: LNAME 20 mg/kg. Os valores foram expressos como média + EPM para altura das vilosidades,
profundidade das criptas e relagao vilo/cripta em ym. Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de Tukey, onde o

#p<0,05 vs grupo DMSO, *p<0,05 vs grupo 5-FU, &< vs grupo EPI + LNAME.
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Figura 34: Fotomicrografias do segmento jejuno de camundongos na avaliacdo do
envolvimento do Oxido nitrico no efeito protetor da EPI sobre as alteractes
morfométricas e histopatolégicas na mucosite intestinal induzida por 5-FU
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Todos os painéis foram obtidos na escala de 220 ym com aumento de 10x. A: DMSO, B: 5-
FU (450 mg/kg i.p); C: EPI 10 (10 mg/kg i.p); D: EPI 1+ L-NAME; E: L-NAME; F: L-
ARGININA.
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5.16 Docking molecular da EPI com iNOS

Os complexos proteina-ligante da EPI foram inseridas na cavidade da iNOS
através do software Autodock 4.2, como mostrado na Figura 35 C. As interacdes
entre a EPI e iINOS ocorreram em seis residuos de aminoacidos no sitio ativo da
iINOS, (TYR373, GLN263, VAL352, PRO350,HEM2010 e ARG381) (Figura 35 A).

Observou-se que houve interagBes hidrofébicas, polares e carregadas
positivamente entre a EPI e a iNOS, além disso, é preciso destacar que tais

interacBes ocorreram no ferro do heme, que € o sitio ativo da iNOS.

A energia de ligacdo que resultou na interacdo EPI-INOS foi negativa (-8,5
kcal / mol), em uma constante de inibicdo de 0,68uM. Utilizou-se rmsd <2A. Os

modelos de acoplamento molecular das interagcdes séo ilustrados na Figura 35.



Figura 35: Docking molecular da EPI com iNOS
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A: llustracdo em 2-D dos tipos de interacdes entre a Epiisopiloturina e a iNOS, contendo uma legenda com os varios tipos de interacao; B:
Detalhes das interacdes entre a EPI e o sitio de ligacdo da INOS; C: Visualizacdo estéreo em 3D do encaixe da EPI no local de ativacao,
mostrando interacBes com residuos vizinhos através de interacdes hidrofobicas; D: Representacdo do potencial eletrostatico da iINOS e da EPI

fixada em seu sitio de interagao.
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6 DISCUSSAO

Durante o ensaio de toxicidade da Episopiloturina (EPI), n&o foram
observados quaisquer sintomas de toxicidade sobre os animais estudados. Também
nao houve diferenca significativa do niamero de leucdcitos circulantes, no peso, na
ingestdo de agua, racdo e nem diferenca significativa do peso dos 6rgados. Esses
resultados propdem que a EPI é um composto com baixa toxicidade.

Guimaraes (2018) realizou uma avaliacao toxicoldgica e verificou que a EPI
apresentou uma DL50 superior a 2000 mg/kg , ndo observou sinais de toxicidade e o
tratamento ndo mostrou diferenca significativa nos parametros hematoldgicos e
bioquimicos, corroborando com o encontrado neste estudo.

Sabe-se, que a avaliacdo toxicolégica se constitui como um importante
parametro para o aprofundamento em pesquisas com substancias de origem natural,
bem como, para o desenvolvimento de farmacos. Neste sentido, a EPI apresentou
um perfil de seguranca para realizacdo e prosseguimento com testes in vivo na
mucosite intestinal.

Neste estudo, reproduziu-se um modelo de mucosite intestinal elaborado por
Carneiro-Filho (2004), que foi modificado para a mucosite induzida por 5-FU.
Demonstrou-se, que a administracdo de 5-FU na dose Unica de 450 mg/kg em
camundongos foi capaz de provocar alteracdes ponderais, histopatoldgicas,
morfométricas, leucopenia, além de aumentar a peroxidacdo lipidica, e a
inflamacao.

A administracdo de EPI pode prevenir a mielosupressdo e prevenir as
alteracdes morfométricas, histopatolégicas, bem como o aumento do peroxidacao
lipidica e da inflamacdo, contudo, ndo foi capaz de reverter a perda ponderal
provocada pela administracao de 5-FU.

Na mucosite intestinal a avaliacgdo da perda de peso € crucial para a
confirmacéo do modelo experimental de mucosite em camundongos, sendo este um
dos primeiros parametros analisados nas pesquisas experimentais a respeito da
patologia (AZEVEDO et al., 2012). J4 € bem estabelecido que a perda de peso é
considerada como uma grave complicacdo clinica que acomete os pacientes que
estdo em tratamento quimioterapico e eleva exponencialmente o risco de sepse e

morte.
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Desse modo, observou-se que o modelo de mucosite intestinal empregado
nesse estudo foi estabelecido, pois em concordancia com o esperado o 5-FU
provocou significativa perda ponderal quando comparado com o grupo DMSO. Além
disso, notou-se que tal decréscimo de massa corporal aumentou progressivamente
no decorrer dos dias de protocolo, de maneira semelhante ao encontrado na
pesquisa de Cheah; Howarth; Bastian (2016) em que os animais que receberam a
inducdo da mucosite intestinal com 5-FU apresentaram reducdo estatisticamente
significativa do peso corporal quando comparado ao grupo controle.

No presente modelo de mucosite intestinal foram testadas duas doses de
EPI (Img /kg e 10 mg/kg) corroborando com o estudo de Rocha, 2017. Nenhuma
das doses foi capaz de reverter a perda de peso provocada pelo 5-FU. Santos-Filho
et al. (2016) demonstrou em seu estudo com um protocolo experimental de 7 dias
que o 5-FU provocou reducdo do peso corpéreo de maneira ainda mais efetiva a
partir do 4 dia, corroborando com o encontrado neste estudo.

Vale a pena ressaltar, que no presente estudo observou-se a presenca de
diarreia nos animais tratados com 5-FU, o que pode ter também contribuido para a
perda de peso. Entre as razbes elucidas para explicar a perda ponderal, estd a
diminuicdo na ingestdo alimentar e da capacidade de absorcao intestinal, uma vez
que, a quimioterapia é capaz de provocar a apoptose dos enterdcitos. Tais células
epiteliais estdo localizadas no intestino delgado, e sdo responsaveis pela absorcéo
de nutrientes (LIU et al., 2013; AVILA et al., 2015).

Além das consequéncias ponderais, 0 5-FU também €& capaz de provocar
mielossupressdo, um efeito colateral marcante do tratamento quimioterapico e um
forte indicador para verificar a inducdo do modelo de mucosite intestinal (ARAUJO et
al., 2015).

O presente estudo demonstrou que a EPI nas doses de 1 mg/kg e 10 mg/kg
foi capaz de prevenir a leucopenia provocada pelo 5-FU na mucosite intestinal. O 5-
FU provoca a reducdo do numero de leucécitos por meio da sua capacidade de
provocar hipocelularidade na medula 6ssea, que é responsavel pela regulacdo da
distribuicdo das células hematopoiéticas em todo o corpo. A acédo do antineoplasico
sobre a divisdo celular provoca uma reducédo na atividade do tecido hematopoiético
e um declinio correspondente na produc¢éo de células (BARRETO, 2014).

No quadro de mucosite intestinal a redugcdo dos leucdcitos que séo

importantes células de defesas, pode acarretar sérios prejuizos, especialmente na
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fase ulcerativa da mucosite, visto que, tal etapa é caracterizada pela perda da
integridade da mucosa. Durante essa fase h& maior probalilidade de infeccéo
bacteriana e, por conseguinte elevado risco de complicacdes clinicas, como o0 maior
risco de sepse e morte (SONIS, 2004; KIM et al., 2015). Dessa forma, o fato da EPI
ter sido capaz de prevenir a leucopenia provocada pelo quimioterapico, pode
representar um importante ponto sobre o qual se elenca positivamente o efeito
protetor da EPI na mucosite intestinal.

Outro aspecto de suma importancia no que diz respeito a mucosite intestinal
€ a manuntencao da integridade das suas estruturas morfoldgicas das quais se
incluem os vilos e as criptas, estas contribuiem com o complexo mecanismo de
absorcdo intestinal. As vilosidades se constituem como segundo grau de
complexidade estrutural no intestino delgado, estas sdo dobras da mucosa (epitélio,
lamina propria e muscular da mucosa). A arquitetura das vilosidades pode ser
modificada por processos de adaptacdo em resposta a dieta e as demandas
fisiolégicas, ou condi¢cBes patologicas (SANIOTO, 2016).

Observou-se neste estudo, que a EPI foi capaz de proteger as alteracdes
provocadas pelo 5-FU sobre a altura das vilosidades, no duodeno e jejuno néao tendo
efeito, contudo sobre o ileo. Acredita-se que a auséncia de efeito significativo da
EPI no ileo, tenha ocorrido em virtude das diferencas fisioldgicas existentes entre
0S segmentos intestinais.

Sabe-se, que o ileo contribui muito menos para a nutricdo, possui niveis
mais baixos de enzimas de borda em escova e vilosidades marcadamente mais
curtas. Além disso, esse segmento intestinal € caracterizado por uma elevada carga
microbiana por ml (10 -10°). Tal fato pode contribuir para a desregulacdo das
células de Paneth, que sdo mais concentradas no ileo e desempenham um
importante papel antibacteriano. Ressalta-se que dependendo da microbiota dos
camundongos, as células de Paneth podem ativar genes que levam a sua autofagia
prejudicada e esses defeitos funcionais tornam os camundongos mais suscetiveis a
inflamacéo intestinal (MOWAT; AGACE, 2014; TIMON et al., 2013; VANDUSSEN et
al., 2014).

Ao se tratar do efeito da EPI sobre as criptas intestinais, observou-se que no
duodeno apenas a dose de 1mg/kg foi capaz de reverter o efeito do 5-FU. No
segmento jejunal, tanto a dose de 1mg/kg quanto a de 10mg/kg foram efetivas na

prevencdo da diminuicdo da profundidade da cripta. No ileo por sua vez néo foi
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observada diferenca entre o grupo 5-FU e o DMSO. Ciobano et al. (2016) descreveu
que as lesdes histoldégicas mais graves, em animais expostos ao 5-FU ocorrem no
nivel do jejuno e do duodeno.

E preciso ressaltar que existem controvérsias na literatura a respeito do
efeito do 5-FU sobre a profundidade da cripta. O estudo de Yeung et al. (2015)
demonstrou que o quimioterapico aumentou a profundidade da cripta, o que diverge
dos achados no presente estudo. No entanto, outros estudos apontam que o 5-FU
faz com que as criptas intestinais figuem distorcidas, curtas, poucas, desorganizadas
e com menor profundidade (GAWISH et al., 2013; AL-ASMARI et al., 2016; AVILA et
al., 2015).

Outro indicador avaliado foi a relacao vilo/cripta. Observou-se que a EPI na
dose de 10mg/kg no jejuno foi capaz de aumentar a relacéo vilo/cripta, este € um
pardmetro importante para verificar se existe equilibrio entre as estruturas
morfolégicas do vilo e da cripta. Segundo Soares et al. (2013) o decréscimo da
relacdo vilo/cripta € uma das alteracbes provocada pelo 5-FU durante o curso da
mucosite intestinal.

Além disso, o 5-FU também é capaz de provocar descolamento e perda do
epitélio de superficie, encurtamento e esfoliagdo acentuada, desnudacédo das
vilosidades, desorganizacdo da arquitetura celular de vilos e criptas,
alargamento dos espacos intercelulares e vacuolizacdes citoplasmaéticas
(GAWISH et al., 2013).

Em virtude disso, buscou-se no presente estudo averiguar 0S escores
histopatoldgicos dos tecidos de camundongos com mucosite intestinal induzida por
5-FU. Foi possivel observar que a EPI na dose de 10mg/kg no jejuno foi capaz de
atenuar as alteracfes histoldgicas provocadas pelo 5-FU. Notou-se que as criptas
apresentaram menor presenca de infiltrados inflamatérios e maior integridade dos
vilos.

Compreende-se, que a avaliagdo de parametros inflamatorios € de suma
importancia em estudos que tratem da mucosite intestinal. Neste sentido, buscou-se
por meio da coloracédo azul de toluidina avaliar microscopicamente o efeito da EPI
sobre o numero de mastocitos nos segmentos intestinais. Observou-se que a EPI
nas duas doses testadas, tanto no duodeno quanto no jejuno, foi capaz de diminuir o

namero de mastdécitos presentes no tecido.
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Al-Asmari et al. (2016) avaliou o efeito da taurina sobre a infiltracdo de
mastocitos na mucosite intestinal, e verificou que a mastocitose (aumento na
contagem do numero de mastdcitos) foi maior no grupo tratado com 5-FU, ao passo
que a taurina suprimiu o aumento de tais células.

Os mastdécitos sdo residentes normais dos tecidos mucosos, porém o seu
namero pode mudar acentuadamente durante as respostas imunes, infeccbes e
outros disturbios, de modo que a infiltracdo de mastdcitos reflete um importante sinal
de inflamacdo e seu papel foi detectado na patogénese de varios disturbios,
incluindo mucosite e cancer (REBER et al., 2015; REDDY et al., 2012; KHAN et al.,
2013).

Segundo Nogueira et al. (2017) a ativacdo de mastdcitos contribui
significativamente para os processos fisiopatoldgicos associados a mucosite, uma
vez que, a producdo de fatores quimiotaticos por mastocitos pode aumentar o
recrutamento de mudltiplas células inflamatérias, resultando na amplificagcdo da
reacao inflamatoria. O aumento da inflamacédo mediado por mastdcitos pode induzir
danos nos tecidos do hospedeiro como altera¢des na arquitetura intestinal e a altura
das vilos.

A partir disso, acredita-se que a preservacdo das estruturas morfologica
provocadas pela EPI no presente estudo, decorra ao menos em parte de sua
natureza anti-inflamatoria.

Silva et al. (2013) demonstrou as primeiras evidencias sobre a acdo anti-
inflamatdria da EPI, apontando a sua atividade no modelo de edema e de peritonite.
Os autores demonstraram que a EPI reduziu a contagem total e diferencial de
leucdcitos peritoneais e na pata, diminuiu a atividade da mieloperoxidase (MPO) e
dos niveis de TNF-a e IL-1B na cavidade peritoneal, sugerindo que a atividade anti-
inflamatéria da EPI, seria dependente, da inibicdo da infiltracdo de neutréfilos e da
liberag&o das citocinas proé-inflamatorias.

Além da atuacdo nos niveis de MPO, e sobre a reducdo de citocinas pro-
inflamatorias, um estudo conduzido por Nicolau et al. (2017) também demonstrou
que a o cloridrato de epiisopiloturina, um derivado semi-sintético da EPI, protege
contra a lesdo gastrica e intestinal induzida por naproxeno, aumentando o fluxo
sanguineo da mucosa gastrica e reduzindo o estresse oxidativo.

Sabe-se que o 5-FU provoca um dréastico estado de oxidacdo na mucosa

intestinal, um dos parametros observados para a avaliagcdo do estresse oxidativo € o
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aumento da peroxidacéo lipidica, verificado essencialmente pela alta producéo de
MDA. Tais disturbios provocados no estado redox normal das células, quando
associados a instalacdo de estresse oxidativo podem causar efeitos toxicos através
da producédo de peroxidos e radicais livres que danificam todos os componentes da
célula, incluindo proteinas e lipidios (RTIBI et al., 2018; SENER et al., 2012).

Neste sentido, o presente trabalho investigou o efeito da EPI sobre os niveis
de MDA na mucosite intestinal induzida por 5-FU e se verificou que a EPI foi capaz
de reverter o aumento da peroxidacao lipidica provocado pelo 5-FU, o que elucida
um provavel potencial antioxidante desse alcaloide na mucosite intestinal.

O estudo de Carvalho et al. (2018) corrobora com os resultados aqui
apresentados, uma vez que o0s autores demonstram que a EPI além de preservar 0s
niveis de GSH também reduziu os niveis de MDA em um modelo de colite induzida
portrinitrobenzenosulfénico.

Além das alteracbes a nivel oxidativo, a mucosite intestinal também
apresenta outro aspecto interessante em sua fisiopatologia, que é a reducdo do
conteudo de mucina em todas as partes do trato gastrointestinal (YAMAMOTO et al.,
2013). O muco tem papel antimicrobiano, formando um gel de alta carga que atua
como uma barreira fisica, além de ser composto de glicoproteinas da mucina que
séo diretamente toxicas para muitas bactérias (MOWAT, AGACE, 2014).

As células caliciformes sdo responsaveis pela producdo de muco, estas
reduzem acentuadamente 24-72 horas ap0s a administracdo de 5-FU. Esse efeito &
observado tanto nas vilosidades quanto nas criptas do jejuno. Os autores explicam
que o quimioterapico afeta a secrecdo mucosa e que a diminuicdo do numero de
células caliciformes indica liberacdo rapida de muco, de modo que capacidade de
protecdo da barreira mucosa pode ser alterada apds o esgotamento das células
caliciformes armazenadas muco (STRINGER et al., 2009; GAWISHet al., 2013).

Neste estudo, observou-se que a EPI reverteu a reducdo do numero de
células caliciformes provocado pelo 5-FU, indicando renovacao celular e migracao
de células caliciformes para as vilosidades. Assim, é provavel que o muco
desempenhe papel importante no mecanismo de protecdo da EPI sobre a
progressdo da mucosite intestinal. Um trabalho realizado por Sano et al. (2017)
demonstrou que a lafutidine por meio da ativacdo de neurbnios aferentes sensoriais
aumentou o numero de células caliciformes protegidas contra lesdo da mucosa

induzida por 5-FU.
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Estudos demonstram que na mucosite, o 5-FU mostrou diminuir
significativamente o numero de células caliciformes no jejuno e aumentar
significativamente a porcentagem de células caliciformes cavitadas, isto é, células
que ja liberaram mucinas através de exocitose (STRINGER et al., 2009; GAWISHet
al., 2013).

Os mecanismos de regulacdo da secrecdo de mucina sao largamente
desconhecidos. Varios neurotransmissores e produtos quimicos podem estar
envolvidos na regulacdo da secrecdo de mucina, incluindo: polipeptideo intestinal
vasoativo e 6xido nitrico (NO) (neurotransmissores), receptor ativado por protease
2e prostaglandina E2 (PGE?) e (THORPE, STRINGER, BUTLER, 2013).

A PGE? é o produto da metalizacdo do A&cido araquidénico pela
cicloxigenase2 (COX-2) (BEN-AV et al., 1995; GARG et al., 2018). Supde-se que 0
aumento de COX-2 na submucosa pode resultar em um aumento na expresséo de
PGE? na mucosite e, por conseguinte menor nimero de células caliciformes. Desse
modo, também se gerou a hipotese de que a EPI poderia exercer seu efeito protetor
sobre a producao de muco por meio da reducdo da COX-2.

A COX-2 possui um papel importante fisiopatologia da mucosite, uma
cascata de eventos é apontadana cinética do desenvolvimento dessa patologia,
onde as citocinas pré-inflamatérias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina-1 beta (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), fator nuclear kappa-B (NF-kB),
moléculas de adesdo ativam da via COX-2, provocando lesdo tecidual, apoptose e
angiogénese, tais fatores tem sido associado a fase de sinalizacdo e amplificacdo da
mucosite intestinal (SONIS, 2004; SONIS et al., 2004; SONIS, 2009; LEE; RYAN;
DOHERTY,2014; AL-ASMARI et al., 2015).

Dessa forma, a avaliacdo da COX-2 se constitui como um importante
marcador inflamatério na mucosite intestinal (AL-DASOOQI et al., 2013). A técnica
de imunomarcacao é com frequéncia utilizada para a avaliacdo do efeito terapéutico
de compostos sobre a MI, verificada por meio da reducdo de COX-2 (AI-ASMARIet
al., 2015; MIRANDA, 2018; SILVA, 2018).

Neste sentido, verificou-se o envolvimento da COX-2 no efeito protetor da
EPI na MI induzida por 5-FU. Durante a analise morfométrica foi possivel verificar
gue a EPI associada ao CLX apresentaram maior altura do vilo e relagao vilo/cripta
gquando comparada ao 5-FU. No entanto, como ndo se observou diferenca

estatistica entre o grupo tratado com CLX+ EPI e apenas com EPI, buscou-se uma
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investigacdo mais profunda por meio da analise de Imunohistoquimica para avaliar o
papel da COX-2.

Assim, observou-se 0 5-FU provocou maior expressdo de COX-2 no jejuno
de animais que receberam apenas 5-FU, quando comparado com animais tratados
com veiculo. A EPI por sua vez, foi capaz de reduzir a imunomarcacao para essa
enzima. Tal efeito também foi observado no grupo tratado com CLX.

Todavia, 0 mais interessante dessa avaliacéo foi verificar que quando houve
a associacao entre CLX e EPI, ocorreu uma reducdo ainda maior do que 0s grupos
gue receberam o tratamento isoladamente com EPI ou CLX, demonstrando o
envolvimento da COX-2 no efeito protetor da EPI na dose de 10mg/kg durante o
processo inflamatoério provocado pelo 5-FU na Ml.

Um estudo realizado por Rocha (2017) apresentou dados que alicercam
essa hipétese, uma vez que, por meio do estudo de docking, verificou-se interacéo
direta da EPI com a isoforma da enzima COX-2. Carvalho et al. (2018) também
observou por imuno-histoquimica que a EPI inibiu os niveis de IL-13, COX-2 e
iINOSmostrando um efeito benéfico contra a inflamacéo intestinal.

NO é um mediador gasoso que € sintetizado na presenca de L-arginina com o
oxigénio molecular, produzindo NO, e L-citrulina (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002).
Tal reacdo é catalisada no corpo por uma familia de trés enzimas que sintetizam
oxido nitrico (NOS), a saber, NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal (hnNOS) e NOS
induzivel (INOS), as mesmas sao classificadas de acordo com seu local de atuacéo
e expressao génica (ICHINOSE; ZAPOL, 2017).

A INOS é a mais importante proteina da familia das oxido nitrico sintases, a
mesma esta envolvida em processos inflamatorios e € capaz de produzir grandes
qguantidades de NO, o qual participa de diferentes mecanismos de sinalizacao
intracelular e na formacdo de espécies reativas durante o estresse oxidativo
(LEONARD et al., 1998; SERVATO, 2016).

O NO possui papel multifacetado, e controverso, por exemplo, pode ser usado
para tratar um espectro de condi¢gbes cardiopulmonares por induzir o relaxamento
das células musculares lisas na vasculatura (YU et al.,, 2019) . Contudo, por esta
envolvido tanto em processos fisioldégicos quanto patologicos, a depender do local e
da concentracdo, o NO pode provocar uma série de efeitos prejudicais ao
organismo, podendo ser altamente reativo e téxico (ALLEN; BAYRAKTUTAN, 2009;
OBRADOVIC, 2019).
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No presente estudo, observou-se que a EPI foi capaz de suprimir a expressao
de INOS provocada pelo 5-FU no quadro de mucosite intestinal (Ml). Esse fato
elucida o envolvimento do NO na fisiopatologia da MI, bem como, demonstra a
inibicdo da enzima pela EPI. Essa inibicdo é também sugerida no trabalho de
Carvalho et al (2018) onde os autores utilizaram um modelo de doenca de Cronh.

Com relacdo a avaliacdo morfométrica verificou-se que quando os animais
foram tratados com o inibidor de NO (L-NAME), bem como na associacdo de L-
NAME + EPI houve preservacdo da altura do vilo e da relac&o vilo/cripta, por sua
vez, quando os animais foram tratados com o substrato natural da producdo de NO
a L-arginina verificou-se danos estruturais dos vilos e criptas muito semelhantes ao
grupo 5-FU, tais evidéncias confirmam que o NO esta envolvido na fisiopatologia da
MI.

O envolvimento do NO na mucosite foi inicialmente postulado por Sonis
(2002) que demonstrou a expressao do gene para iNOS na mucosite oral induzida
por radiacdo. Posteriormente Leitdo et al (2007) investigou o envolvimento do 6xido
nitrico na mucosite oral e intestinal induzida por quimioterapicos e por meio da
inibicdo especifica de NO (aminoguanidina) e inespecifica (L-NAME).

Em doencas inflamatérias como na mucosite intestinal, observa-se
concentragdes elevadas de NO sintetizadas pela INOS, o NO gerado interage com
numerosas substancias, entre eles o superoxido para formar ONOO ~ (peroxinitrito)
qgue pode interagir com proteinas, lipidios, carboidratos, DNA, e com di6xido de
carbono para formar nitrosoperoxocarbonato altamente reativo, que através de
mecanismos de oxidacdo e nitracdo alteram a estrutura e a funcdo desses
compostos para levar a danos oxidativos nos tecidos (BLOODSWORTH et al., 2000;
DARRAH et al., 2000).

Isso pode explicar ao menos em parte os danos claramente observados pelo
5-FU na mucosa do intestino, durante a avaliacdo histopatologica e morfométrica.
Outro resultado muito interessante foi a maior preservagao da altura dos vilos e da
profundidade das criptas nos animais tratados com EPI+L-NAME do que nos
animais tratados apenas com EPI. Este resultado propde o NO estad envolvido no
efeito protetor da EPI e que a inibicdo dessa via pode ser um importante mecanismo
minimizar os danos provocados pelo 5-FU.

Em virtude de tais resultados procurou-se também verificar de maneira inédita

o acoplamento molecular da EPI com a enzima iINOS. No presente estudo se



96

observou que a EPI interagiu fortemente com o sitio ativo de ligacdo da iNOS, o que
corrobora com os resultados anteriores que propde que esse alcaloide é capaz de
suprimir a expressao de 6xido nitrico.

O Docking molecular € um método muito popular de desenho computacional
utilizado para prever a orientacdo relativa preferida de uma molécula (chave) quando
ligada em um sitio ativo de outra molécula (blogueio) para formar um complexo
estavel, tipicamente essa interacdo ocorre entre uma molécula pequena e uma
macromolécula, geralmente uma proteina ou um acido nucleico (GIANTI;
CARNEVALE, 2018).

A INOS é uma proteina de dominio duplo na qual a metade C-terminal da
NOS atua como um dominio de redutase e a metade N-terminal da enzima atua
como um dominio da oxigenase que contém os locais de ligacdo para heme, H 4 B e
L-arginina . Analogos de L-arginina ou substrato ligam-se perto do heme no dominio
da oxigenase (BARRETO; CORREIA.; MUSCARA, 2005). A interacdo da EPI com a
INOS se deu justamente no seu sitio ativo heme, o que confirma a hip6tese de
inibicdo da enzima.

Desse modo, compreende-se que a investigacao sobre a EPI e seu efeito na
mucosite intestinal induzida por 5-FU é atual e promissora, uma vez que, foi capaz
de proteger a mucosa e prevenir alteracdes oxidativas e inflamatorias.

O efeito hipotético do tratamento da mucosite intestinal induzida por 5-FU,

encontra-se ilustrado na Figura 36.



Figura 36: Modelo hipotético da acao farmacologica da EPI na mucosite intestinal induzida por 5-FU
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no modelo experimental de mucosite
intestinal induzida por 5-FU pode-se concluir que:

e A Epiisopiloturina (EPI) e pouco toxica;

e A EPI previne a leocopenia, e as alteracdes histologicas em vilo e cripta
no modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU;

e A EPI ndo atenua a perda ponderal na mucosite intestinal induzida por 5-
FU;

e A EPI diminui a peroxidacao lipidica, através da prevencdo do aumento
do MDA na mucosite intestinal induzida por 5-FU.

e A EPI atenua o processo inflamatério, por meio da diminuicdo da
contagem de mastocitos teciduais, na mucosite intestinal induzida por 5-
FU.

e A EPI previne a diminuicdo da producdo de muco na mucosite intestinal
induzida por 5-FU, por meio da preservacdo do numero de células
caliciformes;

e A EPI protege a mucosa intestinal (ap6s a inducéo da mucosite por 5-FU)
através da inibicdo da COX-2, sendo evidenciado pela diminuicdo da
imunomarcacéo da COX-2.

e A EPI diminui a imunomarcacdo para enzima iINOS e interage
moleculamente no sitio ativo da INOS, demonstrando potencial anti-

inflamatorio.
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APENDICE A — FARMACOS E REAGENTES UTILIZADOS NO
ESTUDO E FABRICANTES
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Farmacos Fabricante
5-FU Eurofarma
Cloridrato de cetamina 10% (Cetamin ®) Syntec

Xilazina 2% (Calmin®)

Agener Uniao

Hematoxilina e Eosina

Sigma Aldrich

Liquido de Turk

Merk millipore

Acido tiobarbitirico — TBARS Sigma Aldrich
Acido perclorico Merk millipore
1,1,3,3-tetraetoxipropane Sigma Aldrich
Acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) Sigma Aldrich

Azul de toluidina

Meta quimica

Xilol

Control-lab

Hematoxilina férrica de Weigert-Sol A

Merk millipore

Hematoxilina de Mayer Control-lab
Fucsina Control-lab
Acido fosfomolidbico Quimica

Azul de anilina Interlab
Solucéo de H202 a 3% Abcam
Anticorpo priméario rabbit anti-iINOS Abcam

Goat anti- COX-2 Abcam
Complexo estrepto-avidina peroxidase conjugada | Sigma Aldrich
(complexo ABC Vectastain®)

Cromégeno 3,3 diaminobenzidine-perdxido (DAB, | Sigma Aldrich

DAKO®)
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APENDICE B — AVALIACAO DA ATIVIDADE TOXICOLOGICA

TABULACAO DOS DADOS- Atividade Toxicologica

CAIXA N° 01 Dose DMSO QUANTIFICACAO DOS EFEITOS
DIA 01 0 (Sem efeito) - (Efeito diminuido) + (Efeito aumentado)
++ (Efeito intenso)
1. SNC
30 min 1h 2h 3h

a. Estimulante
Hiperatividade 0 0 0 0
Irritabilidade 0 0 0 0
Agressividade 0 0 0 0
Tremores 0 0 0 0
Convulsdes 0 0 0 0
Piloerecéo 0 0 0 0
Movimento intenso das vibrissas 0 0 0 0
Outro 0 0 0 0
b. Depressora
Hipnose 0 0 0 0
Ptose palpebral 0 0 0 0
Sedacao 0 0 0 0
Anestesia 0 0 0 0
Ataxia 0 0 0 0
Reflexo do endireitamento 0 0 0 0
Catatonia 0 0 0 0
Analgesia 0 0 0 0
Resposta ao toque diminuido 0 0 0 0
Perda do reflexo corneal 0 0 0 0
Perda do reflexo auricular 0 0 0 0
c. Outros comportamentos
Ambulacéo 0 0 0 0
Bocejo excessivo 0 0 0 0
Limpeza 0 0 0 0
Levantar 0 0 0 0
Escalar 0 0 0 0
Vocalizar 0 0 0 0
Sacudir a cabeca 0 0 0 0
Contor¢des abdominais 0 0 0 0
Pedalar 0 0 0 0
Outros 0 0 0 0
2. SN AUTONOMO
Diarreia 0 0 0 0
Constipacao 0 0 0 0
Defecacédo 0 0 0 0
Respiracéo forcada 0 0 0 0
Lacrimejamento 0 0 0 0
Miccao 0 0 0 0
Salivacao 0 0 0 0
Cianose 0 0 0 0
Forca para agarra 0 0 0 0
3. MORTE 0 0 0 0
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TABULACAO DOS DADOS- Atividade Toxicologica

CAIXA N° 01 Dose 50 mg
DIA 01

1. SNC

QUANTIFICACAO DOS EFEITOS

0 (Sem efeito) - (Efeito diminuido) + (Efeito aumentado)

++ (Efeito intenso)

a. Estimulante

30 min

[ER
=y

2h

w
=y

Hiperatividade

Irritabilidade

Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloerecao

Movimento intenso das vibrissas

Outro

oO|0|0|Oo|o|o|o|o

O|0|0|0|0|0|O|O

O|I0|0|0|0|0 |00

O|0|0|0|0|0|O|O

b. Depressora

Hipnose

Ptose palpebral

Sedacao

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento

Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido

Perda do reflexo corneal

Perda do reflexo auricular

O|0|0|0|0|0o|Oo|0|o|o|o

OO0 |I0|0|0|0O|0|0 |0 |0

OO0 |I0|0|0|0O|0|0|0 |0

OO0 |I0|0|0|0|0|0|0|0

c. Outros comportamentos

Ambulacéo

Bocejo excessivo

Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca

Contor¢des abdominais

Pedalar

Outros

O|0|0O|0O|0|0|0|0|0|O

OO0 |0|0|0|0|0|0 |00

OO0 |0|0|0|0|0|0 |00

O|I0|0|0|0|0|0|0|0|0o

2. SN AUTONOMO

Diarreia

Constipacao

Defecacéo

Respiracdo forcada

Lacrimejamento

Miccao

Salivacao

Cianose

Forca para agarra

3. MORTE

OO0 |0|0o|0o|0|0|0|Oo

OO0 0|00 |0|0|0 0|0

OO0 0|00 0|00 |0|0O

OO0 0|00 |0|0|0|0|0O
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TABULACAO DOS DADOS- Atividade Toxicologica

CAIXA N° 01 Dose 300 mg
DIA 01

2. SNC

QUANTIFICACAO DOS EFEITOS

0 (Sem efeito) - (Efeito diminuido) + (Efeito aumentado)

++ (Efeito intenso)

a. Estimulante

30 min

[ER
=y

2h

w
>

Hiperatividade

Irritabilidade

Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloerecéo

Movimento intenso das vibrissas

Outro

oO|0o|0o|lo|o|o|o|o

O|0|0|0|0|0|O|O

O|0|0|0|0|0|O|O

O|0|0|0|0|0|O|0O

b. Depressora

Hipnose

Ptose palpebral

Sedacao

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento

Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido

Perda do reflexo corneal

Perda do reflexo auricular

O|0|0|0|0|0|O|0|0o|o|o

OO0 |0|0|0|0|0|0|0|0O

OO0 |0|0|0|0|0|0|0|0

OO0 |0|0|0|O0|0|0|0|0O

c. Outros comportamentos

Ambulacéo

Bocejo excessivo

Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca

Contor¢des abdominais

Pedalar

Outros

o000 |0|0|0|0|O

O|0|0|0|0|0|0|0|0|0o

O|I0|0|0|0|0|0|0|0|0o

O|0|0|0|0|0|0|0 |00

2. SN AUTONOMO

Diarreia

Constipacao

Defecacéo

Respiracdo forcada

Lacrimejamento

Miccao

Salivacao

Cianose

Forca para agarra

3. MORTE

O|0o|0O|0|0O|O|0|0|0|Oo

OO0 0|00 |0|0|0|0|0O

OO0 0|00 |0|0|0|0|0O

OO0 0|0 00|00 |0|0O
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TABULACAO DOS DADOS- Atividade Toxicologica

CAIXA N° 01 Dose 2000 mg
DIA 01

QUANTIFICACAO DOS EFEITOS

0 (Sem efeito) - (Efeito diminuido) + (Efeito aumentado)

2. SNC ++ (Efeito intenso)
30 min 1lh 2h 3h

a. Estimulante
Hiperatividade 0 0 0 0
Irritabilidade 0 0 0 0
Agressividade 0 0 0 0
Tremores 0 0 0 0
Convulsbes 0 0 0 0
Piloerecéo 0 0 0 0
Movimento intenso das vibrissas 0 0 0 0
Outro 0 0 0 0
b. Depressora
Hipnose 0 0 0 0
Ptose palpebral 0 0 0 0
Sedacéo 0 0 0 0
Anestesia 0 0 0 0
Ataxia 0 0 0 0
Reflexo do endireitamento 0 0 0 0
Catatonia 0 0 0 0
Analgesia 0 0 0 0
Resposta ao toque diminuido 0 0 0 0
Perda do reflexo corneal 0 0 0 0
Perda do reflexo auricular 0 0 0 0
c. Outros comportamentos
Ambulacéo 0 0 0 0
Bocejo excessivo 0 0 0 0
Limpeza 0 0 0 0
Levantar 0 0 0 0
Escalar 0 0 0 0
Vocalizar 0 0 0 0
Sacudir a cabeca 0 0 0 0
Contorcdes abdominais 0 0 0 0
Pedalar 0 0 0 0
Qutros 0 0 0 0
2. SN AUTONOMO
Diarreia 0 0 0 0
Constipacao 0 0 0 0
Defecacéo 0 0 0 0
Respiracéo forcada 0 0 0 0
Lacrimejamento 0 0 0 0
Miccéo 0 0 0 0
Salivacao 0 0 0 0
Cianose 0 0 0 0
Forca para agarra 0 0 0 0
3. MORTE 0 0 0 0
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TABULACAO DOS DADOS- Atividade Toxicologica

CAIXA N° 01 Dose 300 mg
DIA 02

1. SNC

QUANTIFICACAO DOS EFEITOS

0 (Sem efeito) - (Efeito diminuido) + (Efeito aumentado)

++ (Efeito intenso)

a. Estimulante

DIA 2

DIA 3 DIA 3

DIA 4

Hiperatividade

Irritabilidade

Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloerecao

Movimento intenso das vibrissas

Outro

oO|0|0|Oo|o|o|o|o

O|0|0|0|0|0|O|O
O|I0|0|0|0|0 |00

O|0|0|0|0|0|O|O

b. Depressora

Hipnose

Ptose palpebral

Sedacao

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento

Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido

Perda do reflexo corneal

Perda do reflexo auricular

O|0|0|0|0|0o|Oo|0|o|o|o

OO0 |I0|0|0|0O|0|0 |0 |0
OO0 |I0|0|0|0O|0|0|0 |0

OO0 |I0|0|0|0|0|0|0|0

c. Outros comportamentos

Ambulacéo

Bocejo excessivo

Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca

Contor¢des abdominais

Pedalar

Outros

O|0|0O|0O|0|0|0|0|0|O

OO0 |0|0|0|0|0|0 |00
OO0 |0|0|0|0|0|0 |00

O|I0|0|0|0|0|0|0|0|0o

2. SN AUTONOMO

Diarreia

Constipacao

Defecacéo

Respiracdo forcada

Lacrimejamento

Miccao

Salivacao

Cianose

Forca para agarra

3. MORTE

OO0 |0|0o|0o|0|0|0|Oo

OO0 0|00 |0|0|0 0|0
OO0 0|00 0|00 |0|0O

OO0 0|00 |0|0|0|0|0O
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TABULACAO DOS DADOS- Atividade Toxicologica

CAIXA N° 01 Dose 300 mg

1. SNC

QUANTIFICACAO DOS EFEITOS

0 (Sem efeito) - (Efeito diminuido) + (Efeito aumentado)

++ (Efeito intenso)

a. Estimulante

IAS5

IA 6 IA7

IA 8

Hiperatividade

Irritabilidade

Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloerecéo

Movimento intenso das vibrissas

Outro

O|0O|0O|0o|0|0|0|0|O

O|I0|0|0|0|0|0|0|O
O|I0|0|0|0|0|0|0|O

O|I0|0|0|0|0|0|0|O

b. Depressora

Hipnose

Ptose palpebral

Sedacao

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento

Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido

Perda do reflexo corneal

Perda do reflexo auricular

O|0|0|0|0O|o|O|0|o|o0|Oo

OO0 |0|0(0|0|0|0|0|0O
OO0 |0|0(0|0|0|0|0|0O

OO0 |0|0(0|0|0|0|0|0O

c. Outros comportamentos

Ambulacéo

Bocejo excessivo

Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca

Contor¢des abdominais

Pedalar

Outros

o000 |O|0|0|0|O0|O

O|I0|0|0|0|0|0|0|0|0o
O|I0|0|0|0|0|0|O0|0|0o

OO0 |0|0|0|0|0|0|0o

2. SN AUTONOMO

Diarreia

Constipacao

Defecacéo

Respiracéo forcada

Lacrimejamento

Miccao

Salivacao

Cianose

Forca para agarra

3. MORTE

O|0|0|0|0|0|0|O|O0|o

OO0 O0|0|0|0 0|0 |0
OO0 O0|0|0|0 0|0 |0

OO0 O0|0|0|0 0|00
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TABULACAO DOS DADOS- Atividade Toxicologica

CAIXA N° 01 Dose 300 mg
DIA 01

1. SNC

QUANTIFICACAO DOS EFEITOS

0 (Sem efeito) - (Efeito diminuido) + (Efeito aumentado)

++ (Efeito intenso)

a. Estimulante

DIA 09

DIA 10 DIA 11

DIA 12

Hiperatividade

Irritabilidade

Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloerecao

Movimento intenso das vibrissas

Outro

O|0|0|O0|Oo|Oo|Oo|o

OO0 |0|0|0|0 |00
OO0 |0|0|0|0|O|O

O|0|0|0|0|0|O|0o

b. Depressora

Hipnose

Ptose palpebral

Sedacéao

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento

Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido

Perda do reflexo corneal

Perda do reflexo auricular

O|00O|0O|0O|0O|0|0|0 |00

OO0 0|00 |0|0|0|0|O
O|I00|0|0|0|0|0|0|0|0O

O|I00|0|0|0|0|O0|0|0|0o

c. Outros comportamentos

Ambulacéo

Bocejo excessivo

Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca

Contor¢des abdominais

Pedalar

Outros

O|0|0|0O|O|! |O|0|0|O

O|I0|0|0|0|0O|0|0 |00
O|I0|0|0|0|0O|0|0 |00

O|0|0|0|0(0|0|0|0|0o

2. SN AUTONOMO

Diarreia

Constipacdo

Defecacéo

Respiracdo forcada

Lacrimejamento

Miccao

Salivacao

Cianose

Forca para agarra

3. MORTE

O|0O|0O|0|0|lOo|O|0|0|O

OO0 0|00 |0|0(0|0O|0O
OO0 0|00 |0|0(0|0O|0O

OO0 0|00 |0|0(0|0O|0O
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TABULACAO DOS DADOS- Atividade Toxicologica

CAIXA N° 01 Dose 300 mg
DIA 01

QUANTIFICACAO DOS EFEITOS
0 (Sem efeito) - (Efeito diminuido) + (Efeito aumentado)
++ (Efeito intenso)

1. SNC
a. Estimulante DIA 13 DIA 14
Hiperatividade 0 0
Irritabilidade 0 0
Agressividade 0 0
Tremores 0 0
Convulsdes 0 0
Piloerecao 0 0
Movimento intenso das vibrissas 0 0
Outro 0 0
b. Depressora
Hipnose 0 0
Ptose palpebral 0 0
Sedacao 0 0
Anestesia 0 0
Ataxia 0 0
Reflexo do endireitamento 0 0
Catatonia 0 0
Analgesia 0 0
Resposta ao toque diminuido 0 0
Perda do reflexo corneal 0 0
Perda do reflexo auricular 0 0
c. Outros comportamentos
Ambulacéo 0 0
Bocejo excessivo 0 0
Limpeza 0 0
Levantar - -
Escalar 0 0
Vocalizar 0 0
Sacudir a cabeca 0 0
Contor¢des abdominais 0 0
Pedalar 0 0
Qutros 0 0
2. SN AUTONOMO
Diarreia 0 0
Constipacao 0 0
Defecacéo 0 0
Respiracdo forcada 0 0
Lacrimejamento 0 0
Miccdo 0 0
Salivacao 0 0
Cianose 0 0
Forca para agarra 0 0
3. MORTE 0 0




ANEXO A- CERTIFICADO DE APROVACAO CEUA-UFC

UNIVERSIDADE Comissio de Etica no
FEDERAL po CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificarncs que a proposta intitulada 'ﬂ.'n.".ﬂuIJ.H;iJII D0 EFEITO Di EFISOPILOTURINA EM MODELD EXPERIMEMNTAL DE MUCOSITE
INTESTINAL INDUZIDA POR 5 FLUDROURACIL EM CAMUNDONGOS PAPEL DA V1A NO/GMPC/FEGCDX", protocolada sob o CEUA n?
LEIS02051E ok ceasss), 0b & resporcabilidade de Gilberta Santos Cergueira & aquips: MARIM LUCIANNY LIMA BARBOSA - que
envolve a produgda, manutengde efou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfile vertebrata (exceto o homem,
para fins de pesquisa clentifica ou ensing - a5t de acorda Com os preceitos da Lel 11.794 de 8 de autubro de 2008, com o Decrato
6,899 de 15 de julho de 2009, berm CoMa CoM as nofmas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal
(COMCEA), & fod aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal oo Ceard (CEUA-UFC) na reunifo de
2E/06/2018.

Wia EEf‘LiI':,I that the propesal "EVALUATION OF THE EFFECT OF EFISIOPHILOTURIN IN EXPERIMENTAL MODEL OF INTESTIMAL
MUCOSITE INDUCED BY 5 FLUOROURACIL IN MICE. ROLE OF THE ViA NO [ GMPC | PEG [/ COX°, utilizing &6 Heteragenics mice (66
males), protocel numbsr CEUA 9E35020518 oo amsasy, under the resporsibility of Gilberte Santos Cergueira and feam; MARIA
LUCIANNY LiMA BARBOSA - which imvalves the production, maintenance andfor use of animals bedonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for sclentific research purposes or teaching - 15 in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the Mational Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA], and was approved Dy the Ethic Committee an Animal Use of the Federal University of Ceara (CELA-
UFC] in the meeting of DE2E2018

Finalidade da Proposta: Pesguisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 05/2018 a 022019 Area: Departamenta de Marfologia

Origem:  Biotério Central da UFC
Espécia:  Camundongos heterogénicas sexp: Machos dade: 3 a5 semanas N: 6B
Linhagermn: Swiss Peso:  25a30g

Local div experimenta: Biotérka do Departaments de Morfalogla UFC

Fortaleza, 28 de junho de 2008

Moke Jisk Bt s O o

Prof. Dr. Alexandre Havt Bind Prafa. Dra. Virginia Cléudia Cameiro Girda
Coordenador da ComissSo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comiss3e de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Ceard Universidade Federal do Ceard
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