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Ao leitor

O presente trabalho, apresenta ao leitor um manuscrito de dissertagdo segmentado
em seis capitulos com o objetivo de favorecer a exposi¢ao do estudo realizado. O primeiro
capitulo contém uma introdugdo do conteldo abordado. O segundo capitulo apresenta o
esbogo de um artigo de revisdo simples dos elementos deste estudo: mucosite e dieta. O
terceiro capitulo contém uma revisdo da literatura sobre o Euterpe Oleracea Martius. O
quarto capitulo expde a justificativa do trabalho, seguida dos objetivos e da metodologia. O
quinto capitulo aponta os resultados obtidos e o sexto e ultimo capitulo apresenta a

discusséo, seguida das conclusdes e consideracgoes finais.



Resumo

A mucosite intestinal (MI) causada por quimioterapia antineoplasica caracteriza-se por um
processo inflamatério da mucosa e pode ocorrer entre 50% e 80% dos pacientes
oncoterapicos tratados com 5-fluorouracil (5-FU), droga comumente utilizada nesse
contexto. Até o presente momento ndo ha terapia aprovada para a MI. Diante disso,
diversos estudos tém demonstrado efeito antioxidante e anti-inflamatério do agai (Euterpe
oleracea Martius), um fruto tipicamente brasileiro e normalmente consumido por essa
populacdo e cada vez mais pela populagdo mundial. O presente estudo objetivou investigar
o efeito da polpa de agai na resposta antioxidante e inflamatéria em um modelo animal de
MI induzida por 5-FU. Camundongos BALB/c receberam pré-tratamento com polpa de acai
a 200g/kg de uma dieta padrdo durante quatorze dias. No décimo quinto dia da
experimentagdo, parte dos animais receberam injecdo intraperitoneal Unica de 5-FU
(200mg/kg) sendo eutanasiados trés (D3) ou sete (D7) dias ap6s a administragdo da droga.
Ao findar dezoito e vinte e dois dias, os grupos CTL, CTL+Agai, MUC e MUC+Agai tiveram o
jejuno coletado para as seguintes analises: histologica, atividade das enzimas SOD e CAT,
concentragdo de grupos SH totais e polifendis totais e de mediadores pro-inflamatérios
(TNF-a e IL-1B). O fluido intestinal foi coletado para avaliar a concentracao de slgA e da
atividade enzimatica da MPO. A ingestado de agai pelos grupos com MI promoveu resisténcia
e recuperacao da altura das vilosidades, recuperou a razéo vilos/cripta e regenerou quase
que completamente o aspecto histolégico tecidual. Nesse mesmo grupo, houve diminui¢cao
da atividade da SOD, aumento da atividade da MPO e da liberacdo de slgA no D3. A
atividade da enzima MPO elevou em todos grupos com Ml no D7. A enzima CAT apresentou
reducéo de sua atividade nos grupos com essa alteracdo no D3 e aumento nos grupos que
receberam acai no D7. Nao houve alteragao no teor de polifendis totais, no nivel tecidual de
grupos SH totais e nas concentragdes de TNF-a e IL-1B. Nossos resultados demonstraram
efeito protetor dos componentes da polpa de agai na injdria intestinal provocada por 5-FU,
bem como, na capacidade de controlarem o estresse oxidativo e a resposta inflamatdria
intestinal, no sentido de mobilizarem vias de defesa para acelerar o reparo tecidual. Os

mecanismos que envolvem esses achados carecem de elucidagdes.

Palavras-chave: Mucosite, 5-fluorouracil, Acai, Estresse oxidativo, Inflamacao.



Abstract

Intestinal mucositis (IM) caused by antineoplastic chemotherapy is characterized by an
inflammatory mucosal process and can occur between 50% and 80% of oncoterapic patients
treated with 5-fluorouracil (5-FU), a drug commonly used in this context. To date, there is no
approved therapy for IM. Therefore, several studies have demonstrated antioxidant and anti-
inflammatory effects of agai (Euterpe oleracea Martius), a brazilian fruit typically consumed
by this population and increasingly by the world population. The present study aimed to
investigate the effect of agai pulp on the antioxidant and inflammatory response in an animal
model of IM induced by 5-FU. BALB/c mice received pre-treatment with agai pulp at 200g/kg
of a standard diet for fourteen days. On the fifteenth day of the experiment, part of the
animals received single intraperitoneal injection of 5-FU (200mg/kg), three (D3) or seven
(D7) days after administration of the drug were euthanized. At the end of eighteen days, the
CTL, CTL+Agai, MUC and MUC+Agai groups had the jejunum collected for the following
analyzes: histological, SOD and CAT enzyme activity, concentration of total SH groups and
total polyphenols and proinflammatory mediators (TNF-a and IL-1B). The intestinal fluid was
collected to evaluate the concentration of sIgA and the enzymatic activity of MPO. Intake of
acai by the IM groups promoted resistance and recovery of villus height, recovered the
villi/crypt ratio and almost completely regenerated the tissue histological aspect. In this same
group, there was a decrease in SOD activity, an increase in MPO activity and the release of
slgA in D3. The activity of the MPO enzyme increased in all groups with IM in D7. The CAT
enzyme showed a reduction of its activity in the groups with this change in D3 and increase
in the groups that received acai in D7. There was no change in the total polyphenol content,
in the tissue level of total SH groups and in TNF-a and IL-13 concentrations. Our results
demonstrated a protective effect of agai pulp components on intestinal injury caused by 5-
FU, as well as the ability to control oxidative stress and inflammatory bowel response, in
order to mobilize defense pathways to accelerate tissue repair. Mechanisms involving these

findings need to be elucidated.

Key words: Mucositis, 5-fluorouracil, Agai, Oxidative stress, Inflammation.
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Capitulo 1: Introducao
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O cancer, conjunto de mais de 100 doengas que tem em comum O processo
neoplasico maligno e metastatico, € considerado problema de saude publica mundial desde
as ultimas décadas. De acordo com estimativas epidemiolégicas do Instituto Nacional de
Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) para o biénio 2018-2019, presume-se
ocorréncia anual de 600 mil novos casos da doenga no pais. Sua gravidade consiste
basicamente no comprometimento da fungao de 6rgaos e tecidos, podendo levar o individuo
a dbito!"4),

Considerada um dos tratamentos comumente utilizados na pratica clinica, a
quimioterapia antineoplasica ou antiblastica, se baseia na utilizagdo de drogas denominadas
genericamente de quimioterapicas que tem como objetivo primordial desencadear a
eliminagdo do tumor maligno. Essas drogas inabilitam e/ou impedem as fung¢des celulares
e/ou induzem a apoptose, por meio de alteragdes no material genético e no processo de
divisdo celular®®. O 5-FU é considerado um dos mais eficazes oncoterapicos utilizados
mundialmente nesse contexto em mais de 60% dos tratamentos('%), sendo administrado por
via intravenosa ou intraperitoneal e implementado na terapia de diversos tipos de
neoplasias, como o cancer que acomete a regido da cabega e pescogo, a tireoide, a pele, as
mamas, a préstata, o tubo digestério, dentre outros® 8 9. 11-17),

Células cancerigenas sao sensiveis as drogas oncoterapicas devido ao metabolismo
elevado que apresentam em relacdo as células ndo cancerigenas, no entanto, muitas
dessas drogas, incluindo o 5-FU, atuam de maneira inespecifica quanto ao alvo celular.
Sendo assim, os quimioterapicos também podem atingir células saudaveis que apresentam
alta taxa de divisdo, especialmente as células do trato gastrintestinal (TGI). Esse tipo de
acometimento induzido por tratamento antineoplasico a mucosa do TGl é denominado
mucosite('®) e pode afetar a ingestdo alimentar e provocar perda de peso, émese, diarreia,
dentre outras consequéncias® 5 7 9 17, 1921) Estima-se que 50% a 80% dos pacientes
tratados com 5-FU desenverdao a mucosite gastrintestinal, inclusive na regido do intestino
proximal(@2 23),

Estudos que utilizam modelos experimentais de mucosite s&o realizados com
diferentes espécies da familia muridae, bem como diferentes dosagens de 5-FU
administradas em periodos distintos. Em relagdo a isso, a utilizagdo de camundongos nos
estudos de mucosite experimental tem proporcionado modelo promissor, uma vez que a
injecdo intraperitoneal de 5-FU em animais dessa espécie provoca dano tecidual
consideravel, sobretudo no intestino delgado (ID)('8).

Estudos publicados por Generoso et al.?*) e Barros et al.?®, demonstraram que o
modelo de MI induzida por 5-FU responde a alteracbes dietéticas. Isso demonstra o
potencial desse modelo em melhorar a compreensao da atuagdo de componentes dietéticos
como adjuvantes no controle dos efeitos adversos induzidos pelo tratamento quimioterapico.

Neste sentido, varios compostos como vitaminas, probidticos e acidos graxos tém sido
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testados na finalidade de promover recuperagdo da mucosa intestinal e melhorar a
qualidade de vida dos pacientes(@3. 24,26, 27)

Trabalhos da nossa equipe e de outros grupos de pesquisadores, tém demonstrado
que o acgai (Euterpe oleracea Martius) apresenta importante efeito antioxidante e anti-
inflamatorio em diferentes modelos experimentais e em humanos®-3%) Tomando estas
observacdes em consideragao, realizamos um estudo que avaliou o efeito do consumo da
polpa de agai na mucosa do ID, sobre o estado antioxidante e inflamatério em camundongos

com Ml induzida por 5-FU.
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Abordagens dietéticas para o tratamento da mucosite intestinal induzida por 5-

fluorouracil

Resumo

O 5-fluorouracil (5-FU) € uma droga antimetabdlica muito utilizada na terapia de
diversos tipos de cancer e age na fase S do ciclo celular, inibindo a sintese de DNA e
suprimindo a proliferagdo de células tumorais. No entanto, células saudaveis com alta taxa
de divisdo celular, como as células da mucosa do trato gastrintestinal (TGI) também sao
afetadas. Essa inflamacgao da mucosa do TGl é denominada mucosite. A mucosite intestinal
(MI) & um processo complexo que envolve producao exacerbada de espécies reativas de
oxigénio e culmina na ativagao de varias vias de sinalizagdo celular, que potencializam a
inflamacgéo local. No presente artigo de revis&o, investigamos novas abordagens nutricionais
na toxicidade gastrintestinal induzida pelo quimioterapico 5-FU. Nos ultimos anos é
crescente o numero de estudos em busca de nutrientes que possam regular as respostas
inflamatdrias e aumentar a qualidade de vida de pacientes em tratamento quimioterapico.
Foram encontrados estudos que avaliaram os efeitos da suplementagdo de
imunomoduladores como aminodacidos, acidos graxos, produtos naturais a base de plantas,
vitaminas e o0 uso de probidticos, prebidticos e simbidticos atuando como adjuvantes no
tratamento da Ml em varios modelos experimentais. Essas pesquisas instigam mais estudos
da area, uma vez que, até o presente momento nao ha terapia especifica e aprovada nesse
contexto. Isso proporcionaria futura inclusdo de compostos da dieta adjuvantes a

quimioterapia, o que promoveria maior efetividade desse tratamento.

Palavras-chave: Mucosite intestinal, 5-fluorouracil, Aminoéacidos, Vitaminas, Acidos graxos,
Probidticos, Prebidticos, Simbidticos.
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1. Introdugao

O cancer é uma das principais causas de morte em todo o mundo e tem influenciado
muitos estudos ao longo dos anos na busca de tratamentos farmacoldgicos que
proporcionariam o aumento da sobrevida de pacientes com a doenga. Dentre esses
farmacos, podemos citar o 5-FU(* 2,

O 5-FU é um quimioterapico comumente utilizado no tratamento de varios tipos de
cancer, incluindo o de cabega e pesco¢o, mama e o colorretal. Seu mecanismo de acgao esta
relacionado com a sua conversio, no meio intracelular, a trés nucleotideos citotoxicos, como
0 5-fluoro-2’- deoxiuridina 5’-monofosfato (FAUMP), 5-fluoro-2’- deoxiuridina 5’-difosfato
(FAUDP) e 5-fluoro-uridina 5'-trifosfato (FUTP). Esses metabdlitos ativos inibem a enzima
timidilato sintase (TS) e consequentemente bloqueiam a sintese de DNA e ainda podem ser
incorporados ao DNA e RNA. Este processo aumenta a producao de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e ativam fatores de transcrigdo que estimulam genes com carater
inflamatdrio, ocasionando a infiltragcdo de células da resposta imoldgica, ativagdo de vias de
sinalizacdo e morte celular. Por apresentar baixa especificidade, o 5-FU atinge, além das
células cancerosas, células normais de tecidos com alta taxa de renovacgéao celular, como as
do TGl, provocando a MI(!.3.4),

A MI tem uma natureza complexa, atingindo aproximadamente 40% dos pacientes
em quimioterapia e embora o mecanismo exato do dano intestinal induzido pelo tratamento
ndo seja totalmente esclarecido, estd bem evidenciado que a produgéo exacerbada de ERO,
apoptose, hipoproliferagao (nas fases iniciais) e a expressdao aumentada de mediadores
inflamatoérios desempenham um papel importante na patogénese da mucosite induzida por
5-FUG. 57,

Sonis® propds a patobiologia da Ml em um modelo de cinco fases: iniciagéo,
resposta a danos primarios, amplificacdo dos sinais, ulceragao e cicatrizagdo. Estas fases
estdo ilustradas na Figura 2.1.
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Figura 2.1: Fases fisiopatolégicas da Ml de acordo com Sonis®®. A primeira fase recebe o nome
de iniciagdo e ocorre imediatamente apds exposi¢cao do 5-FU ao lumen intestinal. O dano ao DNA da
célula devido a toxicidade do farmaco gera um aumento na producdo de ERO e ativagdo de
mediadores inflamatorios visualizados na fase de resposta a danos primarios. As citocinas pro-
inflamatodrias sdo os componentes principais da terceira fase denominada amplificagéo de sinais pois
potencializam a lesado tecidual devido a ativagdo adicional do fator de transcricdo nuclear kappa B
(NF-kB), provocando a ativagdo de varias outras vias de sinalizagdo celular. A quarta fase é a
ulceragédo, onde ocorre um aumento da permeabilidade intestinal (Pl) e perda da integridade da
mucosa. A Ultima fase e menos compreendida até o momento € a fase de cicatrizagao, caracterizada
pelo aumento da proliferagéo celular, diferenciagédo e migracéo de células epiteliais.

A primeira fase denominada iniciacdo, ocorre imediatamente apds a administragao
do 5-FU. O farmaco causa toxicidade celular e dano ao DNA, fazendo com que ocorra
posterior ativacdo de varias vias de transducao de sinais responsaveis pelos posteriores
eventos citotoxicos® 4 8).

A segunda fase é nomeada resposta a danos primarios e ocorre simultaneamente
ao dano inicial. O aumento da formacédo de ERO ativa o NF-kB, uma das moléculas mais
importantes para o desencadeamento da toxicidade as células da camada mucosa, e assim
o processo inflamatério é desencadeado. Estudos sugerem que o NF-kB promove aumento
da expressado de moléculas de adesao e da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2), assim como
um desequilibrio entre proteinas da familia BCL2, exercendo regulagéo positiva de genes de
proteinas pré-apoptéticas, acelerando assim, a morte celular, inclusive de células sadias.
Além disso, o NF-kB promove aumento da produgao de citocinas proé-inflamatérias, como o
TNF-q, IL-1B e IL-6¢-8),

No estagio posterior, denominado fase de amplificagdo dos sinais, essas citocinas
séo consideradas mediadores chaves, pois retroalimentam (feedback positivo) e amplificam
o dano induzido pela quimioterapia. Esse evento ativa diferentes cascatas de sinalizacoes
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celulares que provocam uma ativagéo adicional do NF-kB, colaborando para a morte celular
e injuria tecidual®7:8),

O quarto estagio compreende a fase ulcerativa, onde a mucosite € considerada
clinicamente notéria e apresenta sintomas evidentes. Os eventos danosos desencadeiam a
diminuicdo da integridade da mucosa com consequente ineficiéncia da barreira intestinal.
Isso acarreta lesdes profundas e altamente dolorosas, assim como aumento da Pl e
translocagdo bacteriana (TB). Além disso, a resposta intestinal a micro-organismos
invasores, também pode potencializar a inflamagéo local e agravar o dano a mucosa® 8. Em
relagdo aos aspectos histolégicos, a Ml é caracterizada pela desorganizagdo da arquitetura
tecidual, encurtamento das vilosidades e alteragédo na profundidade das criptas, aumento da
infiltragdo de células inflamatdrias, como neutrdfilos, e acimulo de liquido tecidual® %1,

Por conseguinte, o aumento da taxa de proliferagdo e de migragao celular promovem
sinais resolutivos as camadas do 6rgdo. Nesse ultimo estagio, € provavel que a microbiota
intestinal também seja restituida® & 2), Até o momento, essa fase é a menos compreendida
e estudada e é denominada fase de cicatrizacao.

Os tratamentos atuais da mucosite s&o direcionados a cura dos sintomas
apresentados pelos pacientes em terapia com 5-FU. Dentre esses sintomas, pode-se
destacar: xerostomia, disgeusia, dor na regido afetada, nauseas, émese, diarreia
(geralmente severa), constipagado, hiporexia/anorexia, dentre outras complicagdes® 1. 13.14),

A esse respeito, a abordagem cinica € baseada no tratamento dos sintomas
inerentes a Ml e na profilaxia de infec¢gdes secundarias causadas por micro-oganismos e
consistem na administracdo de analgésicos, anti-inflamatoérios dentre outros compostos.
Contudo, em outros casos a melhora desses sintomas esta relacionada com a diminuicédo da
dose do quimioterapico prescrito ou até mesmo a suspensdo da terapia antiblastica
administrada, o que pode prolongar o tempo e custo da quimioterapia, além de favorecer a
progressdo da neoplasia maligna e o contagio a infecgdes oportunistas(® 15 16),

Desse modo, é de fundamental importancia o estudo de meios alternativos que
possam atenuar a Ml e proporcionar uma melhora na qualidade de vida dos pacientes em
tratamento do cancer, e assim aumentar a eficacia terapéutica dos quimioterapicos.

Neste artigo, revisamos trabalhos que demonstraram os efeitos da suplementagao
de nutrientes imunomoduladores, como a utilizagdo de aminoacidos, acidos graxos,
produtos naturais extraidos de plantas, micronutrientes e o uso de probidticos, prebidticos e

simbidticos na Ml induzida por 5-FU.
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2. Aminoacidos

Tém sido enfatizado a importancia dos aminoacidos na manutengdo da fungio
intestinal e seus possiveis efeitos terapéuticos em doencas relacionadas ao intestinot'”. A
glutamina é um aminoacido ndo essencial, precursor da sintese de glutationa e responsavel
pela manutencéo da integridade da mucosa. Desempenha importante papel na regulagéo da
Pl e TB('819), Choi et al.?%) investigaram o efeito da suplementagdo de glutamina oral na Ml
induzida por 5-FU e leucovorina (LV) pelo teste de Pl em 51 pacientes em terapia
oncoldgica. Esses autores observaram que a glutamina pode exercer um efeito protetor na
mucosite induzida por 5-FU/LV e sugeriram que o teste de PI através da excregao urinaria
de Cr-EDTA (cromo-etilenodiaminotetracético) pode ser uma ferramenta util na avaliagdo da
gravidade da MI.

A arginina € um aminoacido essencial, metabolizado por enterdcitos e tem sido
estudada por varios pesquisadores por possuir inUmeras propriedades. Em condigbes de
estresse, como na endotoxemia por lipopolissacarideo e obstrugéo intestinal, a arginina
promoveu melhora aos aspectos morfométricos, aumento da proliferacdo de enterécitos e
diminuigédo do risco de septicemia®??), Na MI induzida por 5-FU, o pré-tratamento com L-
arginina promoveu melhora do comprimento intestinal, recuperag¢ao parcial da arquitetura da
mucosa, melhora dos aspectos histopatoldgicos e atenuagdo da infiltragdo de neutrdfilos.
Além disso, os autores observaram melhoria na PI, considerando que a reducdo desse
parametro € fundamental para preservar a arquitetura da mucosa e impedir a inflamagéao
sistémica®®).

Um estudo® recente sugere que a suplementacdo com 295mg ou 458mg de L-
arginina/dia suprime os efeitos colaterais da toxicidade do 5-FU, incluindo trombocitopenia e
neutropenia, além de modular a producdo de imunoglobulina A secretéria (slgA). Além
disso, a suplementagdo com 458mg de L-arginina pode reduzir o infiltrado inflamatorio no
intestino de ratos com MI. Esses efeitos podem estar relacionados aos metabdlitos
produzidos pela arginina, o 6xido nitrico (NO) e poliaminas, que em condi¢des estressantes,
atuam no reparo da mucosa gastrintestinal e estimulam a restituicao epitelial pelo aumento
da proliferagao celular e regulagédo da apoptose(?526),

A L-citrulina € um aminoacido precursor de arginina sendo considerado um
importante componente da via do NO. Ela tem sido usada como biomarcador sérico da
fungdo dos enterdcitos, pois € produzida por essas células®?’). Antunes et al.® avaliaram o
efeito da administracdo de L-citrulina e observaram que este aminoacido reduz o dano a
arquitetura da mucosa e a PI.

A taurina, um aminoacido semi-essencial, desempenha um papel importante na
prevencio de doengas infecciosas e inflamatdrias e apresenta um alto poder antioxidante®9),

Al-Asmari et al.®% propuseram avaliar o efeito preventivo da taurina contra a toxicidade
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induzida pelo 5-FU em diferentes 6rgéos de ratos. Os autores observaram que no intestino,
a taurina atenuou o dano a mucosa e suprimiu a infiltragdo de mastdcitos. No figado e nos
rins, a taurina reduziu a necrose e a degeneragdo vacuolar, bem como, a infiliragdo de
células inflamatérias. Também foi observado melhora das alteragdes morfolégicas dos
orgaos reprodutivos dos animais. Os autores sugeriram que a taurina melhorou efetivamente
os danos inflamatorios nesses 6rgaos devido a sua natureza antioxidante e anti-inflamatoria.

Assim como a taurina, o rebamipide também possui efeitos antioxidantes e
preventivos contra lesdes na mucosa intestinal®’. Kim et al.®? investigaram os efeitos do
rebamipide na MI induzida por 5-FU e verificaram que o aminoacido protege a mucosa
intestinal, diminuindo a produgdo de mediadores pro-inflamatérios, diarreia e perda de peso
em um modelo experimental murino. Além disso, na lesao intestinal induzida por radiagcao
em camundongos C57BL/6, o rebamipide promoveu melhora da estrutura das juncgdes
firmes, diminuigdo de citocinas pro-inflamatérias, aumento da proliferagéo celular e ativagao
da via de sinalizagdo Wnt B-catenina; importante no reparo do DNA de células epiteliais®3).
Esses resultados (resumidos no Quadro 2.1) reforgaram os beneficios de aminoacidos na
modulagao de danos causados por quimioterapia na Ml induzida por 5-FU.
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Quadro 2.1: Estudos experimentais com uso de aminodacidos para tratamento da mucosite

intestinal induzida por quimioterapicos.

Modelo Tratamento Resultado Ref.
Humanos Glutamina IPL (20)
30g/dia por 15
dias
Camundongos  L-arginina 2% |Pl'e |MPO no jejuno. (23)
Swiss (machos) na agua

durante 10 dias

Ratos Wistar L-arginina tIngestdo agua; 1 AST; |creatina no soro; (24)
(machos) 295mg ou T1gA; |neutropenia; |trombocitopenia e
458mg/dia

linfiltrado inflamatorio.
durante 7 dias

Camundongos Citrulina na ldano tecidual e preservou parcialmente (28)
Swiss (machos) agua por 10 o comprimento das vilosidades no jejuno
dias proximal e |PI.
Ratos Wistar Taurina IMPO nos rins; | mastdcitos; suprimiu (30)
(machos) 50mg ou alteragdes histolégicas nos rins, figado,
100mg/kg testiculo e prostata e suprimiu

deformidades intestinais induzidas por 5-

durante 4 dias FU.

Camundongos Rebamipide lperda de peso; taltura dos vilos; | TNF-a (32)
BALB/c 150mg/kg por 6  no soro; |apoptose; |INOS; |macréfagos;
(machos) dias |TGF-B1 e |diarreia.

Abreviacoes: Ref., referéncias; Pl, permeabilidade intestinal; MPO, mieloperoxidase; AST, aspartato
amino transferase; IgA, Imunoglobulina A; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; iINOS, oxido
nitrico sintase induzivel; TGF-B1, fator de crescimento transformador beta 1.

3. Produtos naturais encontrados em plantas

Compostos naturais extraidos de plantas tém sido investigados como potenciais
adjuvantes do tratamento quimioterapico e resultados interessantes tém sido relatados,
como efeito antioxidante e anti-inflamatério®4-37).

O primeiro estudo a avaliar o potencial terapéutico dos curcuminoides da Curcuma
longa na MI observou que sua administragdo oral promoveu menor perda ponderal e
atenuacgdo do dano a mucosa duodenal, assim como diminui¢gdo da infiltragdo de neutrdfilos

e da peroxidacao lipidica na Ml induzida por 5-FU®8),
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Cheah et al.®® observaram atenuagdo da injuria, dos aspectos histoldgicos e da
atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO) na mucosa jejunal e ileal exposta ao 5-FU em
ratos Dark Agouti tratadas por via oral com extrato da semente de uva. Outro estudo,
também realizado com extrato de semente de uva na MI por 5-FU em ratos, evidenciou
diminuicdo do peso do timo e bago, reducao da atividade da MPO na jungéo jejuno-ileo e de
parametros histoldgicos. Além disso, esse extrato in vitro foi capaz de diminuir a viabilidade
celular de Caco-29). Os benéficos da administragédo desse extrato rico em proantocianidinas
sdo provenientes do potencial antioxidante e imunomodulador desses polifendis.

Chen et al.®" avaliaram o efeito das proantocianidinas extraidas do Ficus virens
sobre as células do cancer de mama (MDA-MB-213 e MCF-7) e observaram que o extrato
de proantocianidinas do caule do Ficus virens (SPAs) diminuiu a viabilidade dessas células,
aumentou a relagdo Bax/Bcl-2 e caspase 3, diminuiu o potencial de membrana mitocondrial
(MMP) e aumentou a produgdo de ERO. Em ratos, esse mesmo estudo observou que as
SPAs impediram a perda de peso corporal, diminuiu o peso do bago e timo, diminuiu o
escore de gravidade da doenga, bem como, reverteu os danos causados a mucosa intestinal
provocados pelo 5-FU.

Outro estudo?) avaliou o efeito do extrato aquoso de ruibarbo na Ml induzida por 5-
FU em ratos. O ruibarbo € uma planta muito utilizada na medicina chinesa como um remédio
natural contra complica¢des gastrointestinais. Os autores avaliaram que doses baixas deste
extrato conferiu protegdo parcial contra o dano a mucosa intestinal e atenuou a inflamagao.
Os resultados dessas pesquisas (resumidas no Quadro 2.2) permitem-nos observar ampla
atuacdo de componentes presentes em plantas na amenizag&o da injuria tecidual mediada
por 5-FU.
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Quadro 2.2: Estudos experimentais com uso de substancias derivadas de plantas para

tratamento da mucosite intestinal induzida por quimioterapicos.

Modelo Tratamento Resultados Ref.
Camundongos Formulagao Todas as doses: (38)
BALB/c mucoadesiva de lperda de peso; taltura vilosidades
(machos) Curcuma longa duodenais; tprofundidade das criptas;
(3,75mg/kg, _ _
7.5mglkg e lescore histopatolégico no duodeno;
15mg/kg) durante Dose de 15mg/kg:
6 dias 1Ki-67; |p53: |Bax; |Bcl-2; |MPO e |MDA.
Ratos Dark Extrato de Previne a | viabilidade celular (IEC-6); (39)
Agouti semente de uva IMPO; |escore de gravidade da doenca e
(femeas) 400mg/kg durante lalteracdes histologicas.
8 dias
Ratos Dark Extrato de Todas as doses: (40)
Agouti semente de uva Lpeso do timo e baco:;

(fémeas) (400mg/kg; o
600mg/kg; Dose de 600mg/kg: | MPO na jungao jejuno-
1000mg/kg) fleo;

durante 9 dias Dose de 1000mg/kg: melhora na
profundidade das criptas jejunais e na
espessura da mucosa e |viabilidade celular
de células Caco-2.
In vitro: In vitro: células In vitro: |viabilidade celular (MDA-MB213 e  (41)
Células MDA- incubadas em MCF-7); 1ERO; |MMP; trelagéo Bax/Bcl-2 e
MB-213 e diferentes tCaspase 3.
MCF-7. concentragdes de In vivo; SPAs impediram a perda ponderal e
In vivo: um extrato de reduziram o peso do baco e timo; | escore
SPAs/5-FU. ; .
Ratos Dark S de gravidade da doenca e | dano & mucosa.
Agouti In vivo: 100mg/kg
(femeas) de SPAs durante 6
dias
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Ratos Dark Extrato de 1 altura das vilosidades; 1 profundidade das  (42)
Agouti Ruibarbo (LDR: criptas; |apoptose e |MPO no ileo; alivio da
(femeas) 20mg/kg) durante  perda de agua através da barreira epitelial e
8 dias atenuacédo da inflamacao intestinal.

Abreviacoes: Ref., referéncias; MPO, mieloperoxidase; MDA, dialdeido malbnico; SPAs,
protoantocianidinas do caule de Ficus Virens; ERO, espécie reativa de oxigénio; MMP, potencial de
membrana mitocondrial; LDR, baixa dose de Ruibarbo.

4. Vitaminas

Na MI induzida por 5-FU em ratos Sprague Dawley, a suplementagdo de 500mg/kg
de vitamina C (acido ascorbico) promoveu uma diminuicdo da atividade da MPO e da
peroxidagao lipidica, diminuigdo da expressao do fator de transcrigdo NF-kB e da COX-2,
reducdo da deplegcdo de mucina; glicoproteinas que compdem o muco protetor, € melhora
na regeneragdo celular. Também foi observado uma atenuacdo nas deformidades

histolégicas promovida pelo quimioterapico“?® (Quadro 2.3).

Quadro 2.3: Estudos experimentais com uso de vitaminas para tratamento da mucosite

intestinal induzida por quimioterapicos.

Modelo Tratamento Resultados Ref.

Ratos Sprague  500mg/kg Vitamina  |MPO; |MDA; |[NF-kB (p105/p50) e COX- (43)
Dawley C durante 10 dias 2; |deplecdo de mucina; | atrofia das
(machos) vilosidades; normalizacao no indice
mitético e supressao da apoptose.

Ratos Sprague  300mg/kg Vitamina  |[MPO; |MDA; |NF-kB (p105/p50) e COX-  (44)
Dawley E durante 10 dias 2 e |iINOS; |deplecao de mucina e das

(machos) alteragdes histologicas.

Abreviacgoes: Ref., referéncias; MPO, mieloperoxidase; MDA, diadeido maldnico; NF-kB, fator nuclear
kappa B; COX-2, ciclooxigenase 2; iINOS: oxido nitrico sintase induzivel.

No mesmo modelo experimental, o tratamento com vitamina E (tocoferol) foi eficaz
na diminuicédo da atividade da enzima MPO, no nivel de dialdeido malénico (MDA), na injuria
tecidual, bem como, na imunoexpressdo do NF-kB e das enzimas COX-2 e 6xido nitrico
sintase induzivel (iINOS). Também foi constatado menor deplegdo de mucinas no grupo
mucosite tratado com o tocoferol*¥). Esses achados (resumidos no Quadro 2.3) demonstram
que as vitaminas C e E tem consideravel capacidade anti-inflamatdria e antioxidante contra

a toxicidade intestinal induzida por 5-FU.

33




5. Acidos graxos

Generoso et al.*% constataram redugdo na perda ponderal, na Pl e na TB, bem
como, menor numero de células em apoptose e maior integridade da mucosa ileal (razdo
vilosidades/criptas) em camundongos BALB/c com mucosite induzida por 5-FU. Esses
animais foram tratados com acido graxo linolénico (w-3) adicionado a dieta durante 9 e 11
dias. Os referidos resultados foram obtidos no ileo de animais eutanasiados 72h (11 dias)
apos a injecdo da droga. Nao foram encontradas alteragbes significativas nos grupos
sacrificados apos 24h (9 dias) da administragao do quimioterapico.

Barros et al.“®) avaliaram o efeito da suplementagdo de acido linoleico conjugado
(CLA) na dieta de camundongos BALB/c com MI induzida por 5-FU e verificaram que o
tratamento com CLA por 34 dias foi suficiente para aumentar a ingestao alimentar, diminuir a
perda de peso, reduzir a Pl e TB no sangue, figado, pulmdes e linfonodos mesentéricos.
Também foi observado diminuigao da expressao de mRNA de ZO-1 (zbnula de oclusao 1) e
ocludina e redugdo de biomarcadores da resposta inflamatéria. Esse estudo sugeriu que a
suplementagdo com CLA na dieta foi capaz de reduzir danos a mucosa intestinal. Por outro
lado, Barros et al.#”) observaram que o tratamento em camundongos BALB/c com uma
manteiga enriquecida com CLA durante 31 dias exacerbou os danos a mucosa intestinal. Os
autores constataram aumento da PIl, aumento da atividade enzimatica da MPO e diminuigéo
da slgA.

Ferreira et al.“® observaram que a administragdo oral por 10 dias de acidos graxos
de cadeia curta (AGCC) foi capaz de minimizar as lesbes a mucosa intestinal ocasionadas
por 5-FU em camundongos Swiss. Foi constatado alteragdo da arquitetura tecidual,
inflamacgéo, ulceragdo e diminuigdo do comprimento das vilosidades, bem como, aumento
da atividade da MPO e da peroxidase de eosindfilos (EPO) em todo o intestino delgado dos
camundongos do grupo mucosite. A administracdo de AGCC ou butirato proporcionou
reverséo da lesdo tecidual a nivel histoloégico, aumento da ingestdo alimentar e diminuigéo
da atividade da EPO. Além disso, animais com MI que receberam butirato isoladamente,
ndo apresentaram perda de peso e esse composto foi capaz de diminuir a PIl. Essas
pesquisas (resumidas no Quadro 2.4) demonstram atuagcdo dos &cidos graxos na

integridade intestinal e na redugéo da resposta inflamatoéria na Ml induzida por 5-FU.
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Quadro 2.4: Estudos experimentais com uso de acidos graxos para tratamento da mucosite

intestinal induzida por quimioterapicos.

Modelo Tratamento Resultados Ref.
Camundongos  Omega-3 24h: nenhuma alteragéo. (45)
BALB/c durante 9 e 72h: |perda de peso; |PI; | TB no sangue, figado,
(machos) 11 dias baco e linfonodo mesentérico; taltura das
vilosidades; trazao vilos/cripta e |células
apoptaticas.
Camundongos CLA tingestao alimentar; |perda de peso; |Pl; tTmRNA  (46)
BALB/c durante 34  ZO-1 e ocludina; | TB no sangue, figado, pulméo e
(machos) dias linfonodo mesentérico; |MPO; |NAG; |EPO; 1slgA;
lcaspase-3; 1CDCA47; |IL-6; |IFN-y; |IL-1B;
JCXCL1(KC/IL-8); | TNF-a e 1IL-10.
Camundongos  Manteiga 1PI; IMPO e |slgA. (47)
BALB/c enriquecida
(machos) com CLA
durante 31
dias

Camundongos AGCC ou lperda de peso (AGCC); inibicdo da perda de peso  (48)

Swiss butirato na (butirato); tingestao alimentar; |escore
(fémeas) agua por 10 histopatolégico; |EPO e |PI (butirato).
dias

Abreviacoes: Ref., referéncias; Pl, permeabilidade intestinal; TB: translocagao bacteriana; CLA, acido
linoleico conjugado; mRNA: RNA mensageiro; ZO-1, zbénula de oclusdo 1; MPO, mieloperoxidase;
NAG, N-acetilglicosaminidase; EPO: peroxidase de eosindfilo; sIgA, imunoglobulina A secretéria; IL-6,
interleucina 6; IFN-y, interferon gama; IL-18, interleucina 1 beta; IL-8, interleucina 8; TNF-a, fator de
necrose tumoral alfa; IL-10, interleucina 10; AGCC: acidos graxos de cadeia curta.

6. Probiéticos, prebioticos e simbiéticos

Os probioticos sdo micro-oganismos vivos que habitam o intestino e muitos deles
podem promover melhoria a saude do hospedeiro, quando administrados em quantidades
adequadas®. Possuem um importante papel na homeostase da microbiota, no reforgo da
arquitetura do epitélio intestinal, na prevencao da inflamacao no intestino e melhora da
resposta imunoldgica, dentre outras particularidades®. A utilizagdo de diferentes cepas de
probidticos tem sido reportada na literatura com resultados promissores no tratamento da Ml
induzida por 5-FU e ja esta elucidado que a microbiota esta intimamente relacionada com o
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desenvolvimento da dessa alteragédol®"). Algumas espécies sdo frequentemente
comercializadas como: Lactobacillus, Bifidobacterium e Saccharomyces.

Um estudo utilizando Lactobacillus acidophillus no tratamento da Ml induzida por 5-
FU em camundongos Swiss, evidenciou uma melhora significativa nos aspectos
inflamatdrios, na perda de peso e nas alteragbes histopatologicas e morfométricas no jejuno
e ileo desses animais. Além disso, os L. acidophillus atenuaram a dismotilidade associada a
MI induzida por essa droga®?. Outro estudo com extrato da folha da amoreira fermentado
com L. acidophillus A4 mostrou um abrandamento da Ml devido a melhora de aspectos
inflamatérios e histopatoldgicos no jejuno e ileo de ratos Wistar com Ml induzida por 5-FU®3),

A administragcdo de Bifidobacterium bifidum (BBG9-1) reduziu significativamente a
gravidade da MI murina induzida por esse quimioterapico, uma vez que suprimiu respostas
inflamatdrias e diminuiu a disbiose. Nesse estudo, o 5-FU alterou a microbiota intestinal
reduzindo significativamente a abundancia relativa de Firmicutes e aumentando
Bacteroidetes, enquanto que a suplementacdo com BBG9-1 promoveu efeito oposto,
suprimindo assim a inflamagéo em camundongos(®4).

Outro estudo investigou a suplementagdo de Bifidobacterium infantis em ratos
Sprague Dawley portadores de MI e verificaram melhora de aspectos morfométricos,
diminuicdo de infiliragdo de neutrdfilos e redugéo de citocinas proé-inflamatérias. Além disso
B. infantis diminuiu a expressdo do NF-kB(®5),

Entretanto, estudos que avaliaram o efeito da administragao de outros probioticos no
tratamento da MI apresentam resultados controversos. Whitford et al.®® verificaram que a
administracdo de Streptococcus thermophilus TH-4 melhorou a contagem mitética e os
danos hitopatologicos causados pelo 5-FU em ratos Dark Agouti. Utilizando outros
probiéticos Justino et al.®") avaliaram o efeito da suplementagao de Saccharomyces boulardii
em camundongos Swiss com MI e verificaram uma redugédo dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-1B8) e da quimiocina CXCL-1 no jejuno e ileo dos animais. No
entanto, Maioli et al.%® ndo constataram redugdo da injuria @ mucosa em camundongos
Swiss com Ml também suplementados com Saccharomyces boulardii.

Estudos sobre os efeitos do uso de probioticos ja sdo extensos na literatura. No
entanto, sdo escassos os estudos que avaliam o efeito da combinagdo de probidticos e
prebioticos na MI permitindo pouca compreensdo de suas possiveis atuacdes nesse
contexto. Os prebidticos sdo compostos ndo digeriveis que resultam em uma alteragdo da
composicdo da microbiota gastrintestinal e que conferem beneficio a salude do hospedeiro.
Uma combinagao de probidticos e prebidticos da origem aos simbidticos. Esse, por sua vez
pode estar relacionado com a restauracgao da diversidade microbiana(®9).

Smith et al.®® investigaram o efeito da suplementagdo de Lactobacillus fermentum
BR11 e do prebidtico frutooligossacarideo (FOS), tanto individualmente, como em

combinagdo simbidtica. Os autores verificaram que quando administrados isolados,
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probidtico e prebidtico, reduziram parcialmente os danos histopatologicos no jejuno de ratos
Dark Agouti com MI, porém quando em combinagao este efeito ndo foi alcangado. Além
disso, nenhum dos tratamentos foi eficaz na redugdo dos danos funcionais e estruturais
causados pelo 5-FU.

Trindade et al.®") avaliaram a administragédo oral de um simbidtico (Simbioflora®) ou
prebidtico (Fosvita®) em camundongos BALB/c. Foi constatado diminuigdo da PI,
atenuagdo da perda de peso e do escore histopatolégico, bem como, redugdo da atividade
da enzima EPO, aumento da camada de muco e da produgao de AGCC quando comparado
o grupo com MI. Os efeitos do simbidtico foram superiores aos efeitos do prebidtico isolado.
O tratamento com simbidtico ainda aumentou a altura das vilosidades e promoveu elevagao
da producao de butirato, contribuindo para o aumento da homeostase da mucosa intestinal.
Esses achados (resumidos no Quadro 2.5) sugerem potencial capacidade dos probiéticos,
prébidticos e simbiéticos no abrandamento do dano intestinal e inflamagdo causados pela

quimioterapia antineoplasica com 5-FU.

Quadro 2.5: Estudos experimentais com uso de probidticos, prebidticos e simbidticos para

tratamento da mucosite intestinal induzida por quimioterapicos.

Modelo Tratamento Resultados Ref.
Camundongos L. acidophilus lperda de peso; |alteragdes (52)
Swiss (16 x 10° UFC/kg) histopatoldgicas (jejuno e ileo); taltura

das vilosidades; |profundidade das
criptas; |MPO; t1GSH; |TNF-q; |IL-1B;
|CXCL-1 e |retencao gastrica.

(machos) durante 3 dias

Ratos Wistar Extrato da folha tmRNA para MUC2 e MUC5AC; |mRNA (53)
(machos) de amoreira para IL-1[; |alteragbes histopatoldgicas e
fermentado com IMPO.
L. acidophilus A4
durante 10 dias

Camundongos  Bifidobacterium lperda de peso; Tcomprimento do (54)
ICR (CD1) bifidum G9-1 intestino delgado; taltura das vilosidades;
(machos) (BBG9-1) durante ~ tnumero de células nas criptas; |MPO;

9 dias |TNF-a e |IL-1PB.
Ratos Bifidobacterium lperda de peso; |escore de diarreia; | IL- (55)
Sprague infantis (10° 6; |IL-1B; |TNF-a; |CD4* e CD17A'T,
Dawley UFC/ml) durante 1CD4*, CD25* e Foxp3™.
(machos) 11 dias
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Ratos Dark Streptococcus latividade mitética e |fissdo das criptas. (56)
Agouti thermophilus TH-
(fémeas) 4 durante 5 dias
Camundongos S. boulardii (16 x lperda de peso; prevengao da diarreia; (57)
Swiss 10° UFC/Kkg) lescore do dano a mucosa (jejuno e ileo);
(machos) durante 3 dias lapoptose; Taltura das vilosidades;
lprofundidade das criptas; |MPO; | TNF-
a; [IL-1B; |CXCL-1 e |retencao gastrica.
Camundongos  S. boulardii (10° O tratamento ndo afetou a perda de peso, (58)
Swiss UFC/ml) durante nem a injuria intestinal, a Pl e o nivel de
(machos) 13 dias slgA.
Ratos Dark L. fermentum IMPO (parcial) no jejuno e ineficacia (60)
Agouti BR11 (108 0u 10° quanto as alteragdes estruturais e
(fémeas) UFC/ml) ou FOS funcionais no intestino delgado, avaliados
(3% ou 6%) ou por meio da altura das vilosidades e
combinacgéao profundidade das criptas e da atividade da
(BR11+FOS) enzima sucrase, dentre outros
durante 9 dias parédmetros.
Camundongos 0,1ml de Ambos os tratamentos: |perda de peso; (61)
BALB/G simbidtico lescore histopatoldgico; tmuco; |EPO;
(machos) (Simbioflora®) ou tacetato e propionato e |PI;
0,ml de Simbidtico: 1butirato e faltura das
prebiotico vilosidades.
(Fosvita®)
durante 13 dias

Abreviacgbes: Ref., referéncias; MPO, mieloperoxidase; GSH, glutationa reduzida; TNF-a, fator de
necrose tumoral alfa; IL-1B, interleucina 1 beta; mRNA: RNA mensageiro; MUC2, mucina 2;
MUCS5AC, mucina 5AC; IL-6, interleucina 6; PIl, permeabilidade intestinal; slgA, imunoglobulina A
secretoria; FOS, frutooligossacarideos; EPO, peroxidase de eosindfilo.
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7. Conclusao

Desde as ultimas décadas, estudos que avaliam o efeito de componentes da dieta
em diferentes patologias e alteragbes tém instigado pesquisas na area. Os achados
descritos no presente artigo estimulam mais estudos que objetivem a implementagdo de
abordagens dietéticas preventivas e terapéuticas na M| induzida por drogas quimioterapicas,
visto que, até o presente momento ndo ha terapia especifica e aprovada nesse contexto.
Isso impulsionaria futura inclusdo de compostos da dieta na pratica clinica, promovendo
melhora na qualidade de vida dos pacientes e resposta mais efetiva a quimioterapia

administrada.
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Capitulo 3: Euterpe oleracea Martius
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1. Acai (Euterpe oleracea Martius)

O acgai € um fruto com nome de origem indigena, pertencente a familia Arecaceae e
ao género Euterpe. Deriva do agaizeiro, uma palmeira nativa da américa do sul, presente
abundantemente regido amazodnica localizada em grande parte do norte do Brasil, também,
na Guiana Francesa, Guiana, Suriname, Venezuela e Coldmbia. Possui forma globosa, cor
pardo-violacea e polpa oleosa (Figura 3.1). Esse fruto pode ser cultivado durante todo o ano
com maior produgdo entre os meses de agosto e dezembro e é atualmente produzido em
larga escala principalmente na regido norte do Brasil. Os estados do Para e do Amazonas
sdo0 0s principais responsaveis pela comercializacdo do fruto, detendo aproximadamente
90% do manufaturamento. O despolpamento proporciona o consumo do acai na forma de
bebidas energéticas, sorvetes, geleias, vinhos, licores e efc. que séo transportados para
outras regides do pais e do mundo(*-8).

O acai comercializado pode ser proveniente de duas espécies: Euterpe oleracea
Martius e Euterpe precatoria Martius, sendo que essa Ultima possui concentragdo de
antioxidantes cerca de 50% maior, contudo suas propriedades biologicas sdo pouco
conhecidas na literatura e o fruto da espécie Euterpe oleracea € o mais estudado

atualmente(®.7.9),

Fonte: Adaptado de Ppmac('?

Figura 3.1: Acaizeiro do Euterpe oleracea Martius.

Schauss et al.(*: ") foram um dos pioneiros em analisar a composigdo nutricional e
fitoquimica da polpa do agai. Em sintese, cada 100g de peso seco contém 52,2% de
carboidratos totais, quantidade apreciavel de fibra alimentar (44,2% dos carboidratos),
reduzido teor de carboidratos simples (1,3% dos carboidratos) e 8,1% de proteinas. Possui
consideravel teor de lipideos (32,5%) e desse teor 26,1% s&o provenientes de acidos graxos
saturados, sendo 24,1% de acido palmitico. A maior parte do conteudo lipidico € composto
por acidos graxos insaturados, sendo 60,6% de acidos graxos monoinsaturados e 13,3% de
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poli-insaturados, predominando os acidos graxos oleico/w-9 (56,2%) e linoleico/w-6 (12,5%),
respectivamente. Contém fitoesterodis (B-sitosterol, campesterol e estigmasterol), vitaminas
(a-tocoferol, retinol, filoquinona, complexo B e acido ascorbico) e elementos tragos (calcio,
potassio, fésforo, sodio, zinco, ferro, cobre, magnésio)”). O uso etnofarmacolégico do acai
ainda n&o foi integralmente validado por estudos cientificos, no entanto, populagdes nativas
utilizam ha séculos a fruta inteira, sua fragdo polposa e raizes do acai no propdsito de
combater diarreia, hemorragia, infecgdes parasitarias e Ulcera™ 7).

Diversos estudos com o acai tém sido realizados desde a década de 80, com
marcado aumento nos Uultimos anos. Suas descobertas demonstraram que além de
proporcionar alto valor agregado no ambito nutricional e sensorial, o agai tem recebido
destaque no meio cientifico e potencial alegoria para ser denominado “alimento funcional”.
Esse prestigio o equipara a outras frutas como roma, goji berry e o mirtilo e esta atribuido a
sua notavel capacidade antioxidante e anti-inflamatoéria observada em estudos in vivo e in
vitro. A consideravel concentracdo de compostos fendlicos promove a notoriedade do acai,
sendo as antocianinas, flavonoides pertencentes a subclasse dos polifendis, responsaveis
por além de agregarem coloragédo ao fruto, promoverem a maior capacidade antioxidante
conhecida encontrada na polpa. Dentre outras frutas de coloragéo arroxeada/avermelhada,
estima-se que o agai possui dez vezes mais antioxidantes do que a uval'.2 58, 12-14),

O teor total de antocianinas pode variar de aproximadamente 1,3 a 46,3mg/100g de
polpa de agai. Essas oscilagbes podem ser devidas a diferengas nos procedimentos
executados no plantio, assim como nas técnicas de processamento, conservacao,
armazenamento e transporte da polpa da fruta. As principais antocianinas presentes na
polpa de agai sdo a cianidina-3-glicosideo e a cianidina-3-rutinosideo(*- & 15. 16) (Figura 3.2).
Desde o ano 2.000 a manipulagdo da polpa do acgai proporcionou aumento de sua
comercializagdo no Brasil e em outros paises como Estados unidos, Europa, Japao e China.
Apesar do processamento e congelamento da polpa serem necessarios para possibilitar sua
conservagao e comercializagdo, estes procedimentos afetam a concentragdo de compostos
fendlicos, compreendendo um teor de 3.120mg/100g de polifendis totais no extrato do fruto
fresco e de 182,95mg a 598,55mg/100g na polpa comercial. Contudo, o teor de polifendis
totais e antocianinas permanece elevado® 3 & 17. 18 Kuskoski et al.'® e Zielinski et al.?
demonstraram que entre as polpas congeladas de acerola, amora, uva, morango e goiaba, a
polpa de agai apresentou teor consideravel desses fitoquimicos.
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Figura 3.2: Estrutura quimica das principais antocianinas presentes na polpa de acai.

Estudos sugerem que a composicao da polpa de acgai rica em antocianinas, outros
flavonoides, fibras, polissacarideos, acidos graxos, vitaminas e minerais, promove potencial

protegdo contra danos ao organismo mediados pelo estresse oxidativo e inflamag&o©-2).

2. Defesas antioxidantes e o estresse oxidativo

O termo espécies reativas tem sido mais utilizado atualmente e inclui radicais livres,
moléculas com um ou mais elétrons desemparelhados, e outras particulas, que, apesar de
ndo possuirem elétrons nesse estado, sdo altamente reativas devido a sua instabilidade
quimica. Essas espécies podem ser geradas na mitocéndria, no reticulo endoplasmatico, no
citosol e na membrana celular, e promovem grande interesse em pesquisas cientificas, uma
vez que todos os organismos aerobios estdo constantemente sujeitos a reagdes oxidativas
provenientes dos metabolitos do oxigénio, denominadas ERO®'- 22),

O estado redox celular é determinado pelo equilibrio entre a presenca de espécies
reativas, outras moléculas potencialmente reativas e os redutores equivalentes. Nesse
sentido, quando ha elevagado transitdéria ou cronicamente aumentada do estado oxidante
além da capacidade de defesa enzimatica enddgena, o estresse oxidativo é estabelecido?®?
24)_

As principais fontes biologicas produtoras de &anion superoxido (02-) sdo a
mitocdndria durante a respiragdo celular, a enzima xantina 6xido-redutase no citosol, a
citocromo P450 redutase no reticulo endoplasmatico e a NAHPH oxidase presente na
membrana plasmatica de fagécitos. O anion superoxido produzido € convertido em H;O;
(peroxido de hidrogénio) pelas enzimas superéxido dismutase (SOD). A enzima SOD pode
ser encontrada em diferentes formas dependendo do contexto celular, sendo a Mn-SOD
mitocondrial e as Cu, Zn-SOD citosodlicas. Por conseguinte, as enzimas glutationa
peroxidase (GPX) presente na mitocondria e citosol e catalase (CAT) presente na fragcéo
peroxissomal, convertem boa parte do perdxido de hidrogénio produzido em agua®?. A
atividade antioxidante da GPX é mantida por outra enzima, a glutationa redutase (GSR), que
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as custas de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH) converte a GPX
da forma oxidada (GSSG) para sua conformagao de origem (GSH). Outras espécies reativas
como o radical hidroxil (OH), o éxido nitrico (NO), o acido hipocloroso (HOCI) e o oxigénio
singleto ('0O.), podem ser produzidas a partir do peréxido de hidrogénio, ions ferro/cobre ou
por enzimas das células da imunidade inata 2'-24),

Os mecanismos enddégenos de defesa citados s&do fundamentais para impedir
interagdes excessivas das espécies reativas com biomoléculas (lipideos, proteinas e acidos
nucleicos), evitando assim, consequente dano tecidual, mutagcbes no DNA e processos
inflamatorios. Contudo, niveis celulares elevados dessas espécies provindas de qualquer
perturbagdo no controle da sinalizagdo redox, por exemplo, por meio do uso de drogas
antineoplasicas, caracterizam o estresse oxidativo. Isso culmina em potenciais
consequéncias patolégicas ao organismo@3 25,

Além desses mecanismos de defesa antioxidante, ha componentes de fonte
exdgena, que podem ser provenientes da dieta e que também participam da neutralizagéo
de espécies reativas, dentre eles, micronutrientes como vitamina C, vitamina E e o selénio e
0s nao nutrientes, como o B-caroteno e os polifendis@ 2. Os compostos fendlicos
constituem o maior grupo dentre as substancias bioativas n&o nutritivas presentes nos
vegetais e estdo amplamente distribuidos na dieta humana('® 28). Devido a ressonancia do
anel fendlico, esses fitoquimicos neutralizam espécies e quelam metais de transicdo pela
capacidade em doarem atomos de hidrogénio formando intermediarios relativamente
estaveis. Em adigdo, pesquisas sugerem que esses compostos regulam positivamente a

expressdo génica de enzimas de detoxificacédo de fase |l e promovem protegdo ao DNAS. 28
29).

3. Polifenois e seus beneficios a saude

Estudos em modelos experimentais in vivo e in vitro tem demonstrado propriedades
antioxidadantes e/ou anti-inflamatérias dos polifendis de diferentes frutas como: cereja,
framboesa, macgéd, cacau, morango, uva, mirtilo, lichia, pequi, roma e acai. Isso tem
proporcionado estratégias promissoras quanto a prevencao e/ou tratamento de muitas
doencas, dentre elas, cancer, doengas cardiovasculares e renais, enfermidades
neurodegenerativas, diabetes mellitus, obesidade, doengas infamatérias intestinais, Ulcera
péptica, esteatose, fibrose hepatica, dentre outras(’ 28, 30-43),

Os polifendis sdo um conjunto de compostos fendlicos que possuem estrutura
quimica de um anel benzénico ligado a uma ou mais hidroxilas. Eles proporcionam
pigmentacgéo, fotoprotecdo, atividade inseticida, antimicrobiana e antioxidante as plantas. Os
acidos fenolicos (café), os estilbenos (uva), as cumarinas (aipo), as ligninas (linhaga) e o

flavonoides (frutas e hortalicas) compreendem os principais subgrupos dos polifendis. Esse
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ultimo subgrupo possui mais de cinco mil substancias identificadas e é considerado o maior
e mais estudado(’3 14. 28,39, 44),

A literatura sugere que a capacidade antioxidante dos polifendis promove inibicéo da
ativacdo do NF-kB e supressao da agéo de citocinas proé-inflamatorias, como o TNF-q, IL-6 e
IL-1B“%). Um estudo realizado por Louis et al.*®) demonstrou prevengdo no decaimento da
atividade das enzimas SOD e CAT e melhor desempenho em cardiomiécitos pré-tratados
com extrato de mirtilo apds estimulo com norepinefrina. Lee et al.*#”) demonstraram
diminuicdo na atividade da SOD, aumento na atividade da CAT e inalteracdo na acdo da
GPX em eritrécitos de adultos jovens com excesso de peso e leve hipercolesterolemia e que
receberam um extrato aquoso de goji berry. Esse estudo também observou diminuigdo da
expressao de mRNA para TNF-a e IL-6.

Outra pesquisa“®) observou reducgdo dos niveis séricos de TNF-a e IL-6 e aumento
de interleucina IL-10 em camundongos obesos tratados com diferentes extratos de roma.
Em um modelo de colite, pesquisadores verificaram menor atividade da enzima MPO e
reducédo dos niveis de TNF-qa, IL-138 e IL-6 em camundongos que receberam extratos de
uva“?). Taverniti et al.®® constataram efeito supressor de um extrato rico em antocianinas
do mirtilo na ativagdo do NF-kB induzida por IL-1B em células epiteliais intestinais. Dentre os
apreciaveis efeitos dessas frutas, o agai também tem proporcionado importante atuagao

reguladora de eventos danosos em organismos bioldgicos.
4. Acai, estresse oxidativo e inflamagao

Pesquisas tem demonstrado consideravel efeito antioxidante in vitro do agai.
Schauss et al.('") constataram elevada capacidade dos componentes da polpa de acai
liofilizada na neutralizagdo de radicais peroxil (RO2) e anion superdxido, mas baixa
capacidade contra radicais peroxinitrito (ONOO") e radicais hidroxila (OH"). Esses achados
ajudaram a compreender a atuagdo antioxidante dos compostos fendlicos do agai.
Permitindo destacar a agdo dos mesmos sob anions superoxido, considerados precursores
para a formacao de outras espécies reativas de oxigénio.

Hogan et al.®% observaram que um extrato concentrado em antocianinas do acai
apresentou maior capacidade de absor¢cdo de radicais oxigénio (ORAC) em comparagéo
com extratos ricos em compostos fendlicos de outras frutas, como a framboesa, o mirtilo e o
morango, assim como consideravel capacidade em neutralizar outros radicais, como 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Zielinski et al.?® demonstraram que comparada as polpas de
abacaxi, mamao e cacau, a polpa de acgai apresentou elevada capacidade em neutralizar
radicais DPPH, atingindo eficiéncia similar a goiaba e ao morango. Nesse mesmo trabalho,
foi salientado o alto poder de reducao do ion ferro pela polpa de acai comparado a outras
dezoito polpas analisadas, se equiparando a amora. Outro estudo®" demonstrou efeito

similar de antioxidantes da polpa de acai quanto a atividade das enzimas SOD e CAT em
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relagdo a neutralizagdo de ERO®?). Esses trabalhos demonstram eficacia dos componentes
da polpa do acai em atuar sobre diferentes espécies reativas.

A atividade antioxidante do agai é a mais estudada atualmente e pode compreender
o cerne de muitos de seus beneficios”), entretanto o agai tem demonstrado diversos outros
efeitos. Relata-se agdo antiproliferativa®®), antinociceptiva®® e antitumoral®* em diferentes
modelos experimentais, e sugere-se que a atuagdo dos compostos fendlicos da fruta pode
ser responsavel por esses achados, apesar disso requerer maior elucidacdo nesses
contextos.

Pesquisas utilizam diferentes maneiras para administracdo do acai e/ou seus
componentes em distintos modelos experimentais. Sera apresentado a seguir um compilado
de estudos que avaliaram a resposta antioxidante e/ou inflamatéria do acgai utilizando
administracao do fruto na forma de polpa ou de diferentes extratos.

Ribeiro et al.*) demonstraram auséncia de efeito genotdxico no sangue periférico,
células hepaticas e renais de camundongos tratados com polpa de agai por gavagem nas
concentragdes de 3,33; 10,00 e 16,67g/kg/dia durante quatorze dias. Também foi observado
que essas celulas foram protegidas contra danos causados pelo quimioterapico
doxorrubicina por meio do tratamento subagudo (quatorze dias) comparado ao agudo (24h).
De Souza et al.%®, constataram diminuigdo da atividade da enzima SOD sérica, aumento de
grupos sulfidrila e da atividade da enzima paraoxonase (PON) no soro de ratas que
receberam dieta hipercolesterolémica juntamente com 2% de agai (200g de polpa/kg de
dieta) durante seis semanas.

Um estudo realizado por Bonomo et al.®® em Caenorhabditis elegans pré-tratados
com um extrato aquoso do agai, demonstrou que a resisténcia a agentes oxidativos induzida
pelo tratamento com agai ocorre pela ativagdo de vias de sobrevivéncia, como a via
dependente de DAF-16/FOXO. A resisténcia ao estresse oxidativo foi relacionada com a
diminuicdo da produgédo de ERO e com a prevengao do decaimento de grupos sulfidrila.

Barbosa et al®) avaliaram o impacto da ingestdo de polpa de acgai sobre
mecanismos antioxidantes em mulheres saudaveis. Foi observado que a ingestao diaria de
200g de polpa do fruto durante quatro semanas, proporcionou aumento da atividade da
enzima CAT e da capacidade antioxidante total (TAC) e redugao da produgdo de ERO em
células polimorfonucleares. Também foi constatada redugdo de proteinas carboniladas e
aumento de grupos sulfidrila no soro das voluntarias. Além de promoverem neutralizagéo
direta de espécies reativas, sugere-se que os fitoquimicos presentes no agai promovem a
dissociagdo do fator de transcrigdo nuclear eritréide (Nrf2) do seu inibidor citosélico Keap1
(Kelch-like ECH associating protein 1), possibilitando sua translocagédo para o nucleo e
ligagdo ao elemento de resposta a antioxidantes (ARE), uma sequéncia de ativacao
reguladora. Esse evento promove a transcrigdo de enzimas de detoxificagdo, como a SOD e
a CAT(27, 52, 57)_
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Recentemente, um estudo similar realizado por Pala et al.%® demonstrou efeito
antiaterogénico da ingestdo de polpa de agai no mesmo modelo experimental. Foi
constatado aumento da concentragéo da lipoproteina de alta densidade (HDL), da atividade
da enzima PON e da TAC no soro das voluntarias. Em contrapartida, houve diminuigdo da
producdao de ERO e da concentragdo da lipoproteina de alta densidade na forma oxidada
(LDL-ox) e de MDA. Outro trabalho®® realizado em humanos, constatou melhora da fungédo
vascular e da capacidade antioxidante plasmatica apds ingestdo de uma bebida a base de
acai (150g de polpa - 694 mg de fendlicos totais) juntamente com uma refeigdo rica em
gordura por homens com sobrepeso.

A producdo de espécies reativas desencadeada pelo dano provocado por
quimioterapicos, dentre eles o 5-FU, ao DNA provoca ativacdo do NF-kB com consequente
iniciacdo da resposta inflamatéria. Em adigdo, agentes oxidantes também exercem papel
fundamental na retroalimentagdo e severidade da MI juntamente com mediadores proé-
inflamatérios(?5. 60-62),

Xie et al.®® encontraram reducdo dos niveis séricos, bem como, da expressado
génica e nivel proteico de TNF-a e IL-6 em macréfagos de camundongos deficientes de
apolipoproteina E (ApoE-/-) e tratados com suco de agai (5%) durante cinco semanas.
Observaram também menor lesdo na aorta, aumento de HDL sérico, diminuicdo de
biomarcadores de peroxidagao lipidica (acidos hidroxieicosatetraendsicos) no figado e soro,
assim como aumento da expressao das enzimas antioxidantes GSR, GPX e PON1 nos
animais hiperlipidémicos tratados com o suco de acgai por vinte semanas. Outro estudo
realizado por Xie et al.64) obteve resultados semelhantes quanto a supressdo de TNF-a e IL-
6 por meio da administragdo do flavonoide velutina, proveniente da polpa do agai, em
macrdéfagos estimulados com lipopolissacarideo (LPS). Também foi observado capacidade
da velutina em inibir a ativacdo do NF-kB.

Poulose et al.® demonstraram efeito neuroprotetor em células microgliais de murinos
(BV-2) tratadas com diferentes fragdes de polifendis da polpa de agai extraidos por acetona,
acetato de etila, metanol e etanol. Apos estimulagao celular com LPS, esses extratos
proporcionaram diminuicdo da producdo de NO e da expressdo da enzima iNOS, da
proteina p38, do NF-kB e da enzima COX-2. A concentragdo do TNF-a foi reduzida pelos
extratos alcodlicos. De maneira semelhante, da Silva et al.®® constataram que a
administracdo de um extrato do acgai rico em antocianinas, reestabeleceu a razao
GSH/GSSG, protegeu a membrana plasmatica contra peroxidagao lipidica e diminuiu a
expressao do Nrf2 em astrocitos com citotoxicidade induzida por alta concentracdo de
manganeés.

Em outro estudo in vitro, Dias et al.®® observaram que extratos polifendicos de acai
reduziram os niveis de ERO e modularam a expressao génica de importantes mediadores

pro-inflamatérias em miofibroblastos ndo cancerosos de célon humano (CCD18Co). Foi
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constatada capacidade dos componentes do agai em atenuar a inflamagdo por modulagéo
negativa de mRNA para membros da via do NF-kB, como: TNF-a, COX-2, receptor tool-like
4 (TLR-4), TRAF-6 (TNF receptor-associated factor 6), moléculas de adesao intracelular
(ICAM-1) e vascular (VCAM-1), assim como, do proprio NF-kB. Esses resultados sugerem
que os polifendis do agai possuem capacidade de minimizacdo de processos inflamatérios
intestinais pelo seu diversificado espectro de atuagdo. Semelhantemente, Noratto et al.®®")
constataram inibicdo da ativagcdo do NF-kB, decréscimo da expressao e nivel proteico de IL-
6 e IL-8, bem como inibicdo da expressao de moléculas de adesdo em células endoteliais
vasculares de humanos (HUVEC). Essas células foram tratadas com um extrato polifendlico
de acgai e submetidas ao estresse oxidativo e inflamagao induzidos por alta dose de glicose
e LPS, respectivamente.

Em um estudo in vivo, Moura et al.%® observaram que camundongos expostos a
fumaga de cigarro e tratados por gavagem com um extrato de agai durante cinco dias,
apresentaram melhora do perfil antioxidante e inflamatério devido a menor expressao de
TNF-a, menor migracdo de macréfagos e neutréfilos alveolares e menor teor de nitrito. Foi
constatada também menor atividade das enzimas MPO, SOD, CAT e GPX e aumento da
razdo GSH/GSSG no tecido pulmonar. Machado et al.®®, obtiveram impedimento da
elevagdo da concentragao de IL-1B, IL-18 e TNF-a no tecido cerebral de ratos com
encefalopatia hepatica induzida por tetracloreto de carbono. Esses animais foram
previamente tratados via sonda orogastrica com polpa de acgai (7ul/g de peso corporal)
durante quatorze dias.

Uma pesquisa recente(’® observou efeito antiangiogénico e anti-inflamatério em ratas
com cancer mamario. Esses animais receberam tratamento prévio com 200mg/kg de um
extrato do acai por sonda orograstrica durante dezesseis semanas. Foi constatado aumento
da sobrevida, menor numero de células inflamatdrias e de macréfagos ativados, redugéo da
expressao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e de seu receptor (VEGFR-2)
e da COX-2, bem como, redugao das concentragdes de prostaglandina E2 (PGE 2), VEGF e
IL-10 no grupo com cancer e tratado. Apesar dos mecanismos de atuagdo dos componentes
do agai serem pouco elucidados, esses achados sugerem que o uso do agai como
tratamento adjuvante a quimioterapia pode apresentar-se como uma opg¢ao no sentido de

melhorar a adesdo ao tratamento.
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1. Justificativa

Devido a consideravel incidéncia de Ml induzida por 5-FU, os sintomas provocados e
a auséncia de terapia especifica e aprovada para essa alteragdo, sdo necessarios estudos
que busquem estratégias eficazes e viaveis para sua prevengdo e/ou tratamento, uma vez
que esse quimioterapico € um dos agentes mais utilizados na oncoterapia.

O desenvolvimento de pesquisas voltadas para a amenizagao da injuria intestinal
nesse contexto tem sido crescente nos ultimos anos. No entanto, ndo foram encontrados
estudos que avaliaram a atuagao do agai e/ou seus componentes na mucosite induzida por
quimioterapia. O acai, uma fruta muito popular no Brasil e consumida pela populacéo de
diferentes regides do pais e do mundo, possui atrativa composig&o nutricional devido ao rico
teor de polifendis, fibra alimentar e acidos graxos insaturados. Em virtude disso, diversas
pesquisas demonstram sua importante capacidade antioxidante, assim como potencial
capacidade anti-inflamatéria. Também observamos efeito promissor da administragdo de
agai em trabalhos do nosso grupo, o que nos instigou em avaliar seu efeito na MI.

Considerando as propriedades do Euterpe oleracea Martius e que ao iniciarem
tratamentos quimioterapicos ha um pré-preparo do paciente oncoldgico, investigamos a
hipotese de que a ingestdo da polpa de acgai antes da administracdo de 5-FU, promove
redugdo da injuria ao ID, melhora da reposta antioxidante e atenuagéo da inflamagéo. Dessa
maneira, seria proporcionado maior resisténcia do paciente aos sintomas provocados pela
oncoterapia, diminuindo as intervencbes médicas de abrandamento ou até mesmo de

interrupcao do tratamento.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito de um pré-tratamento com polpa de agai sobre a lesdo da mucosa e
o estado antioxidante e inflamatério em camundongos com mucosite intestinal induzida por

5-fluorouracil.

2.2. Objetivos especificos:

Investigar, em camundongos pré-tratados com polpa de agai e com mucosite

intestinal, o seguinte:

o Aingestdo alimentar, a evolugdo ponderal e a sobrevida;

o A manifestacdo da diarreia;

o A analise histopatolégica e morfométrica no jejuno;

o A resposta antioxidante por meio da determinagéo da atividade das enzimas SOD e
CAT, da concentragéo de gSH e de polifendis totais no jejuno;

o A resposta inflamatéria por meio da determinagcado da concentragdo de mediadores
pro-inflamatoérios (TNF-a e IL-1B) no jejuno e da concentragao de slgA e da atividade

da enzima MPO no intestino delgado.
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3. Metodologia
3.1. Protocolo experimental
3.1.1. Animais e dieta experimental

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c" 2 com idade aproximada de seis
semanas, pesando entre 17g e 20g, foram fornecidos pelo Centro de Ciéncia Animal (CCA)
da UFOP. Durante todo o experimento até o momento da eutanasia, os animais foram
mantidos na sala para isogénicos do CCA. O ambiente dispée de temperatura controlada
(20°C e 25°C) com ciclo claro-escuro de 12 horas. Apds uma semana de aclimatacao foi
fornecida uma dieta controle AIN-93M®) contendo ou ndo agai a 2%“ (tabela 4.1). A polpa
de acgai utilizada foi previamente pasteurizada em processo industrial, ndo contém
conservantes e foi adquirida em um supermercado local na forma congelada. A agua
oferecida foi previamente autoclavada e, assim como as dietas, fornecida livremente. O
estudo foi deferido pela Comissado de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFOP), protocolo n°.
2016/17 (ver anexo).

Tabela 4.1: Composicao das dietas experimentais AIN-93M padrao e contendo acai.

Dietas (g/kg)

Nutrientes

Controle Acai

Caseina 150,00 150,00

Amido de milho 710,00 690,00
Oleo de soja 40,00 40,00
Colina 2,50 2,50
Metionina 1,80 1,80
Mix de minerais 35,00 35,00
Mix de vitaminas 10,00 10,00
Celulose 50,00 50,00
Acai 0,00 20,00

Valor calérico 4007,20 4025,74

3.1.2. Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em gaiolas para camundongos
contendo no maximo quatro individuos para cada um dos seguintes grupos: CTL (dieta
controle + tampé&o salino); CTL+Agai (dieta agai + tampao salino); MUC (dieta controle + 5-
FU); MUC+Agai (dieta agai + 5-FU). Apds sete dias de aclimatagdo recebendo uma dieta
padrao para roedores adultos, foram inseridas as respectivas dietas por um periodo de
quatorze dias consecutivos® ). No décimo quinto dia pela manha foi realizada a indugéo da
MI. Os grupos CTL e CTL+Agai receberam injegéo intraperitoneal (ip) de tampéao fosfato-
salino (PBS - Phosphate-Buffered Saline) estéril. Executou-se a eutanasia trés (D3)(") e sete

(D7) dias apos a indugdo da mucosite (Figura 4.1).
62



= _ 5-FU
« CTL Dieta controle (200mg/kg ip)

« MUC mmmm) QU AGai 2%
- CTL+Acai [/ dias (14 dias) 15° dia

- MUC+Agai

BALB/c:
6 semanas

I Dietas I IO [I3 l?
1

Figura 4.1: Desenho esquematico do delineamento experimental. Grupos: CTL (dieta controle +
tampéao salino); CTL+Acai (dieta agai + tampéao salino); MUC (dieta controle + 5-FU); MUC+Agai
(dieta agai + 5-FU); ip, intraperitoneal; DO, dia da indugao da MI; D3, eutanasia 3 dias apds a indugéo;
D7, eutanasia 7 dias apds a indugdo; n= 8 para os grupos controle e n= 12 para os grupos que
receberam 5-FU.

3.1.3. Indugao da mucosite intestinal

Na manha do décimo quinto dia (D0O) a partir da administragao das dietas, foi injetada
por via intraperitoneal uma dose Unica de 5-FU (Faldfluor®, Libbs) a 200mg/kg”) de cada
animal dos grupos mucosite (MUC e MUC+Agai). A droga foi veiculada em solugdo PBS

estéril e injetada num volume total de 150ul no quadrante inferior esquerdo.

3.1.4. Eutanasia e coleta de material bioldgico

Ao findar dezoito (D3) e vinte e dois dias (D7) a partir da administragao das dietas, os
animais foram anestesiados com uma solugcdo de 100uL a base de PBS, cloridrato de
ketamina (25%) e cloridrato de xilazina (25%), seguida por deslocamento cervical. Em
seguida, realizou-se a laparotomia para retirada do intestino delgado. Sobre uma placa de
gelo, o jejuno foi dissecado tendo como paradmetro 20% da porgao inicial (duodeno) a partir
do piloro e 20% da porgao final até a valvula ileocecal (ileo), como proposto por Ferraris e
Vinnakota®. Os 60% restantes corresponderam as duas metades; jejuno proximal (JP) e
jejuno distal (JD).

Em seguida o intestino delgado foi lavado internamente com 10ml (2,5ml para cada
seccgdo) de uma solugdo gelada e estéril de cloreto de sédio (0,9%). O fluido intestinal foi
coletado em tubo conico tipo Falcon de 15ml e logo centrifugado a 1.200rmp durante
20min®, O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C. Paralelamente, uma parte do
jejuno proximal e do jejuno distal, foi seccionada e acondicionada em criotubos de 2ml,
imediatamente imersa em nitrogénio liquido e armazenada a temperatura de -80°C. O tecido
jejunal restante foi acomodado em cassete histolégico e embebido em solugédo de formalina

a 10% (pH 7,4) para posterior analise histoldgica.
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3.2. Variaveis avaliadas

3.2.1. Ingestao alimentar, peso corporal e registro da sobrevida

O conteudo alimentar de cada gaiola e o peso dos animais foram documentados
diariamente no periodo da manha, a partir do dia da administracao das dietas experimentais
até a eutanasia (D3 e D7). O consumo alimentar diario foi obtido pela quantidade de dieta
fornecida em cada dia, subtraindo pela sobra do dia subsequente e, por fim, dividindo pelo
numero de animais de cada agrupamento. O registo de sobrevida também foi realizado
diariamente observando sinais de debilidade (pelo arrepiado, prostragdo e isolamento) de

cada animal.

3.2.2. Avaliagao da diarreia

A auséncia ou presenga de diarreia foi documentada diariamente a partir do DO até o
dia da eutanasia (D3 e D7). Foi utilizado o seguinte escore (adaptado) proposto por Kurita et
al.("%, para classificar a severidade das excregdes fecais causada por quimioterapico: 0=
auséncia de diarreia, 1= diarreia leve (conteudo fecal levemente umido e macio), 2= diarreia
moderada (conteudo fecal umido e amorfo, com moderada quantidade de excremento na
regido perianal), 3=diarreia grave (conteudo fecal aquoso, com presenca de sangue e

grande quantidade de excremento na regido perianal)\'".

3.3. Histologia

3.3.1. Preparo do tecido para analise histopatolégica e morfométrica

Amostras do jejuno proximal e distal previamente fixadas em solugdo de formalina,
foram enxaguadas em agua corrente durante 5 minutos. O processamento consistiu em
imersao dos cassetes em solugdes contendo alcool em concentragdo crescente (70%, 80%,
90%, 100%-1 e 100%-II) por 30 minutos cada. Apds a desidratagdo, as amostras foram
diafanizadas em dois banhos de xilol absoluto durante 15 minutos cada e em seguida
banhadas por 30 minutos em paraplast derretido. O proximo passo, resumiu-se na inclusdo
dos cassetes em formas de acgo inoxidavel cobertas com paraplast.

Para permitir maior aderéncia dos referidos cortes as laminas de vidro no processo
da microtomia, as laminas foram previamente gelatinizadas em gelatina comercial (incolor e
sem sabor) na proporgao de 5g para 1| de agua destilada. Os cortes de 4um de espessura
foram montados cuidadosamente em banho maria sob temperatura controlada de
aproximadamente 45°C.

Para permitir a saida do paraplast, as laminas foram banhadas por duas vezes em
xilol absoluto durante 15 minutos cada. A hidratagdo consistiu em imersdo dos cortes em
solugdes contendo alcool em concentragdo decrescente (100% por 5 minutos e 90%, 80% e
70% por 3 minutos cada). Apds imersao em agua destilada durante 5 minutos, os cortes
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foram corados por hematoxilina de Harris durante 7 minutos e por eosina durante 1 minuto.
Realizou-se, entre os corantes, uma lavagem com agua destilada por 5 minutos. Foi usado
um diferenciador (alcool acidulado) apdés a hematoxilina para favorecer o processo de
coloragao: 5 gotas de HCI P.A. para 100ml de alcool absoluto.

Por fim, as laminas foram desidratadas nas mesmas concentragdes crescentes de
alcool (10 segundos para cada é&lcool) e diafanizadas em dois banhos de xilol absoluto por
10 minutos cada. O processo de montagem consistiu na utilizagdo de Entellan® para

aderéncia das laminulas de vidro sobre os cortes histologicos.

3.3.2. Anadlise histopatologica

Cortes histolégicos de jejuno proximal e distal, foram analisados em exame duplo
cego por uma patologista e uma aluna treinada. O escore histopatoldgico utilizado foi
elaborado baseando-se no proposto por Soares et al.('2). Para esta analise utilizou-se um
microscopio digital Olympus® trinocular (CX31RTSF) na objetiva de 40x, percorrendo e
avaliando todo o corte. Para captura das imagens esse aparelho foi conectado a uma
camera digital AmScope® (MU300), acoplada ao programa ToupView (x64, versdo 3.7).
Utilizou-se a régua de 50um para representar as imagens no aumento utilizado. A tabela 4.2

apresenta o escore adotado:

Tabela 4.2: Classificagédo histopatoldgica.

Escores Achados microscoépicos
0 Aspectos histolégicos normais.

Mucosa e submucosa: vilosidades e criptas preservadas, maior
infiltrado de células inflamatdrias, raros focos de vacuolizacdo e
edema focal.

Muscular: raros focos de vacuolizagao.

Mucosa e submucosa: alteracdo da arquitetura das vilosidades,
criptas majoritariamente preservadas, maior infiltrado de células
inflamatorias, vacuolizacdo e edema focais.

Muscular: vacuolizagao focal.

Mucosa e submucosa: alteragdo da arquitetura das vilosidades e

presenga de vacuolizagdo, alteracdo na arquitetura das criptas,
3 necrose das criptas, maior infitrado de células inflamatdrias,

vacuolizagdo e edema.

Muscular: vacuolizagao e edema.
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3.3.3. Analise morfométrica

Cortes histolégicos de jejuno proximal e distal, foram analisados utilizando um
microscopio digital Olympus® trinocular (CX31RTSF) na objetiva de 10x. A captura das
imagens foi realizada como descrito anteriormente. Utilizou-se o programa ImageJ (1.8.0)
calibrado na régua de 100um para obtengao da altura de 20 vilosidades (apice da vilosidade
até sua base) e da profundidade das 20 criptas (profundida da invaginagdo entre as
vilosidades) adjacentes. A razao vilos/cripta, outro pardmetro que permite avaliar o grau de
injuria intestinal, foi calculada a partir da altura da vilosidade dividida pela profundidade da

cripta adjacente('?).

3.4. Dosagens bioquimicas e imunoenzimaticas

3.4.1. Resposta antioxidante

» Preparo das amostras de jejuno para avaliagdo da atividade das enzimas SOD e
CAT

Primeiramente, amostras de jejuno distal (D3 e D7) foram trituradas (100mg/ml) com
auxilio de um homogeneizador elétrico, em tampé&o fosfato de soédio (pH 7,2), contendo:
fosfato de sédio monobasico hidratado (NaH2PO4*H.0) a 0,03M e fosfato de sddio dibasico
heptahidratado (Na;HPO4*7H,0) a 0,07M. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a

10.000rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante coletado.
= Avaliagdo da atividade da enzima SOD no jejuno

A atividade da enzima SOD foi determinada baseando-se no método proposto por
Madesh e Balasubramanian('®. Em resumo, as reagdes consistem na capacidade da enzima
em neutralizar o anion superéxido (O.e-) produzido pela oxidagdo do pirogalol em meio
alcalino. O corante MTT [3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il) 2,5-difenil tetrazélio brometo] é reduzido a
cristais de formazan em reacdo dependente de O.e- produzindo um composto de cor
arroxeada. Por meio da quantificagdo em unidades relativas, tém-se que, a capacidade de
uma unidade de atividade enzimatica (1U) da SOD em inibir a reducdo do MTT, é igual a
50%"4).

Em uma microplaca de 96 pogos, foi adicionado 30 ul das amostras (sem diluir) e do
tampao fosfato de sédio (descrito anteriormente) nos pogos das amostras, branco e padrao.
A seguir acrescentou-se em todos os pogos 6ul de MTT (1,20mM diluido no tampé&o),
seguido de 15pl de pirogalol (14,9mM diluido no tampao), em todos os pogos, exceto no
branco. O volume do tampao foi calculado para obtencdo de um volume final de 150ul por

poco. Apds esses procedimentos, a placa foi incubada em estufa com temperatura de 37°C
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durante 5 minutos. Logo em seguida, foi adicionado 150ul de dimetil sulfoxido (DMSO) P.A.
em todos os pogos para promover parada das reagdes e solubilizagao dos cristais formados.
Os valores das absorbancias foram lidos em espectrofotdmetro de microplacas UV-Vis a

570nm. Os resultados foram expressos em U de SOD por mg de proteinas totais.

= Avaliagdo da atividade da enzima CAT no jejuno

A atividade da enzima CAT foi determinada baseando-se no método proposto por
Aebi(®, Em resumo, a capacidade antioxidante da enzima é avaliada de maneira cinética
em espectrofotometria com comprimento de onda a 240nm(8. Os decaimentos permitem
obter a variagdo das absorbancias, por meio da atividade enzimatica em converter o
peroxido de hidrogénio (H202) adicionado em H20 e Oa.

Primeiramente, foi preparada uma solugdo estoque de H,O, a 5,7M em tampao
fosfato de soédio (descrito anteriormente). Em seguida, preparou-se no momento da
dosagem, uma solugéo de trabalho contendo 50ul da solugéo estoque e 9.950ul do tampao.
Foi utilizado uma cubeta de quartzo (de 1ml) para zerar o aparelho com tampéao fosfato.
Para leitura das amostras, foi adicionado na cubeta, 990ul de uma mistura contendo 10ul do
homogenato (sem diluir) e solugdo de trabalho. O cronémetro foi disparado no inicio da
leitura e os valores das absorbancias foram registrados a cada 30 segundos durante 2
minutos. O delta foi obtido pela média da subtragao do valor de absorbancia inicial pelo final.
Os resultados foram expressos em U de CAT por mg de proteinas totais. Segue:

AA

Catalase (U/mg de proteinas ) = * €
(U/mg de p ) mg de proteinas totais

Onde:
AA: variagédo da absorbancia;

&: Coeficiente de extingdo molar = (0,071mM-' x cm -1/ 1U).

= Preparo das amostras para determinagao de gSH e polifendis totais

Primeiramente, amostras de jejuno distal foram trituradas (100mg/ml) com auxilio de
um homogeneizador elétrico, em tampdo EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético,
C10H16N20s) a 0,02M("). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000rpm por 10

minutos a 4°C e o sobrenadante coletado.

= Determinagao de gSH no jejuno

A concentracdo dos grupos sulfidrilas totais foi determinada baseando-se no método
proposto por Sedlak e Lindsay('®, comumente utilizado para este fim('®. Em resumo, os
grupos tidis ou sulfidrilas (-SH) reagem com o acido 5’,5'-ditiobis-(2-acido nitrobenzoico);
DTNB ou reagente de Ellman, o qual, em pH alcalino é reduzido para acido 5-mercapto-2-

nitrobenzdico (TNB), produzindo um composto de cor amarelada!’® 20, Este método foi
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empregado partindo do pressuposto de que parte dos grupos sulfidrilas sdao provenientes da
GSH@,

Em uma microplaca de 96 pogos, foi adicionado 40ul das amostras (sem diluir), do
branco (agua destilada) e dos padrdes (L-cisteina diluida em trietanolamina - TEA a 0,02M
para as concentracées de 0,00 a 1000uM/l). Em seguida foi utilizada uma solugédo de Tris-
HCL (pH 8,2), contendo Tris-base (0,2M) e EDTA (0,02M). Acrescentou-se em todos os
pogos, 150ul desta solugdo, seguido de 50ul de DTNB (0,002M diluido em metanol). Os
valores das absorbancias foram lidos em espectrofotdmetro de microplacas UV-Vis a

412nm. Os resultados foram expressos por mg de proteinas totais.

= Determinagao de polifendis totais no jejuno

A concentragdo dos polifendis totais foi determinada baseando-se no método
proposto por Singleton e Rossi??. Em resumo, o reagente Folin-Ciocalteu composto por
tungsfosfato de sédio e molibdato de sédio, dentre outras substancias, interage com os
grupos fendlicos (fenolato), de maneira que os ions tungsfosfato e molibdato sejam
reduzidos produzindo um composto de cor azulada. O pH alcalino promove decomposicao
das moléculas oxidadas®@?.

Como descrito anteriormente, as amostras utilizadas nessa dosagem, foram obtidas
a partir do homogenato de jejuno em EDTA a 0,02M@4. Em uma microplaca de 96 pogos, foi
adicionado 20ul das amostras (diluidas 2x em agua destilada), do branco (agua destilada) e
dos padrdes (acido galico para as concentragbes de 5 a 100mg/l). Por conseguinte, foi
acrescentado em cada pogo 100ul de uma solugao de Folin-Ciocalteu na proporg¢ao de 1:10
(v/v), seguido de incubagao por 3 minutos na auséncia de luz. Por fim, adicionou-se 80ul de
uma solugéo de carbonato de sédio (Na;COs) a 0,7M e incubou-se durante 60 minutos na
auséncia de luz. Os valores das absorbancias foram lidos em espectrofotbmetro de
microplacas UV-Vis a 760nm. Os resultados foram expressos em mg equivalente de acido

galico (EAG) por mg de tecido.

3.4.2. Resposta inflamatéria
= Determinagao da concentragao de TNF-a e IL-13 no jejuno

Primeiramente, foi preparado uma solugdo tampao em 25ml de PBS estéril (pH 7,2),
contendo: NaCl (0,4M), EDTA (0,9mM), albumina bovina sérica (BSA - 75,7mM), Tween® 20
(0,4mM) e penicilina G (10.000U/ml) na proporgao de 1:100 (v/v). No momento do preparo
do homogenato, foi adicionado as seguintes antiproteases nas respectivas concentragdes
finais: fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF - P7626, Sigma®) a 195nM, leupeptina a 25uM
(L2884, Sigma®), Pepstatina A a 1uM (P4265, Sigma®) e 2ul de aprotinina A (A1250000,
Sigma®)? 2%, Por fim, completou-se o volume com PBS para 50ml em um baldo

volumétrico. Amostras de jejuno proximal (D3 e D7) foram trituradas (100mg/ml) com auxilio
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de um homogeneizador elétrico e em seguida, centrifugadas a 10.000rpm por 10min a 4°C e
0 sobrenadante coletado. A dosagem dos referidos mediadores pro-inflamatérios foi
realizada por Ensaio de Imunoabsorgdo Enzimatica (ELISA) utilizando os kits R&D
Systems® para IL-1B (DY401) e PeproTech® para TNF-a (900-K54). Todos os ensaios
foram realizados de acordo com as instrugées do fabricante. Os resultados foram expressos
pelo logaritmo+o da concentragdo do mediador em pg/ml.

= Determinagao da concentragao de sIgA no fluido intestinal

A dosagem da slgA foi realizada segundo MARTINS( 26) com procedimentos comuns
ao ELISA. Primeiramente, placas de 96 pogos foram sensibilizadas com anticorpo de
camundongos anti-IgA (M-8769, Sigma®) na proporgao de 1:10.000. As placas foram
incubadas em caémera Umida na temperatura de 4°C, “overnight’. Para o bloqueio, foi
adicionado 200pl por pogo de PBS-caseina e incubou-se por 1h em temperatura ambiente
(RT). Apo6s este passo, foi adicionado nos primeiros 12 pogos 20ul das amostras e do
padrao (1ug/ml de anticorpo purificado, 0106-01 - SouthernBiotech®). Completou-se o
volume desses pogos para 200ul com PBS-caseina (branco: 200ul do tamp&o). Os demais
pogos continham 100ul de PBS-caseina para posterior diluicdo seriada, de maneira que
houve sobra deste mesmo volume para descarte final. Incubou-se por 1h, RT. Para a
detecgdo da imunoglobulina A, foi adicionado anticorpo de camundongo conjugado a
peroxidase anti-IgA (A-4789, Sigma®) na proporgao de 1:10.000, e em seguida incubou-se
por 1h a 37°C. Os préximos passos, consistiram na adicdo do complexo streptavidina-
peroxidase e na revelagdo com OPD (ortofenilenodiamina) e H.O, As reag¢des foram
paradas utilizando acido sulfdarico 2N. Os valores das absorbancias foram lidos em
espectrofotdbmetro de microplacas UV-Vis a 492nm. Os resultados foram expressos em ug

por ml de fluido intestinal.

= Avaliacdo da atividade da enzima MPO no fluido intestinal

A atividade da enzima MPO foi determinada baseando-se no método proposto por
Bradley et al.?). A técnica se resume em inferir a quantidade de neutréfilos residentes e
recrutados no processo inflamatério, uma vez que, essas células secretam em seus
granulos azurdfilos (primarios), aproximadamente trés vezes mais MPO em relagdo as
células mononucleares. O reagente TMB (3,3', 5,5'-tetrametilbenzidina) e o H-O, exercem a
funcdo de substrato e de cofator enzimatico, respectivamente(@®),

Primeiramente, foi preparado duas solugdes, solugdo 1 (pH 5,5): tampao fosfato de
sodio contendo fosfato de sédio monobasico (NaH,PO,4 - 80mM) e fosfato de sddio dibasico
heptahidratado (Na;HPO4*7H,O - 80mM para pH 5,5). Solugdo 2: acetato de sodio
(C2H3sNaO- - 1,6M com acido acético glacial para pH 3,0). Em uma microplaca de 96 pogos,

foi adicionado 75 ul das amostras e do branco (solugédo 1). Em seguida acrescentou-se 5l
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de TMB (7,9mM diluido em DMSO) em todos os pogos. Apos este passo, a placa foi
incubada em estufa com temperatura de 37°C durante 5 minutos. Foi preparada uma
solugao de trabalho com H>O, comercial, contendo 500ul de H>O; (45,6mM) para cada 4,5ml
da solugdo 1. Por conseguinte, foi adicionado 50ul desta solugdo de trabalho em todos os
pocos, incubando novamente na mesma temperatura (37°C) durante 10 minutos. Por fim, foi
acrescentado 125yl por pogo da solugao 2 para promover parada da reagdo. A curva padrao
foi elaborada com nimero conhecido de neutrdéfilos suspensos na solugéo 1. Os valores das
absorbancias foram lidos em espectrofotdmetro de microplacas UV-Vis a 630nm. Os

resultados foram expressos em MPOx10* por mg de proteinas totais.

3.4.3. Determinagao de proteina totais no jejuno e fluido intestinal

O conteudo de proteinas totais foi determinado baseando-se no método proposto por
Lowry et al.?®, comumente utilizado para determinagdo de proteinas. Em resumo, o
reagente Folin-Ciocalteu é reduzido pelas proteinas na presenga do ion cobre Il (que age
como um catalisador), produzindo um composto de cor azulada®®. Inicialmente foi
preparado as seguintes solugdes: solugdo A= sulfato de cobre (CuSQO,) a 0,01M e citrato de
sodio (CsHsNasO7) a 0,02M. Solugéo B: carbonato de sédio (Na2COs) a 0,19M e hidroxido de
sodio (NaOH) a 0,1M. Solugéo C: solugdo A e solugdo B na proporgcéo de 1:50 (v/v).
Solugdo D: reagente Folin-Ciocalteu na proporgao de 1:1 (v/v). Em uma microplaca de 96
pogos, foi adicionado 200ul da solugdo C em todos os pogos, por conseguinte foi
acrescentado 20yl das amostras, do branco (dgua destilada) e dos padrdes (albumina
bovina para as concentragdes de 0,05 a 1,50mg/ml) e logo incubou-se por 15 minutos na
auséncia de luz. Por fim, foi acrescentado 20ul da solugéo D, incubando por 30 minutos na
auséncia de luz. Os valores das absorbancias foram lidos em espectrofotdmetro de
microplacas UV-Vis a 660nm. Esta dosagem foi realizada em todas as analises deste

trabalho que foram expressas por mg de proteinas totais.
3.5. Analise estatistica

Os resultados que apresentaram distribuicdo paramétrica segundo o teste de
Kolmogorov-Smirnov, foram expressos como média + desvio padrdo da média (DP),
submetidos a comparagdes multiplas utilizando one-way ANOVA ou two-way ANOVA,
acompanhados pelo pos-teste de Tukey. Os resultados que ndo apresentaram distribuigdo
paramétrica segundo o teste de Kolmogorov-Smirnov, foram representados pela mediana e
valores minimos e maximos, submetidos a comparagdes multiplas utilizando o teste de
Kruskal-Wallis, acompanhados pelo pos-teste de Dunn. As andlises foram realizadas no
programa GraphPad Prism versdo 6.01. A significancia estatistica foi considerada quando
p<0,05.
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1. Analise da ingestao alimentar, da evolugao ponderal e da sobrevida

Buscamos avaliar se a indugado da Ml e a adi¢gdo de polpa de agai a dieta afetaram a
ingestao alimentar e a evolugado ponderal dos animais no D3 e no D7. A Figura 5.1 ilustra o
comportamento alimentar diario. A Figura 5.1A mostra que os grupos que receberam a
polpa de agai mantiveram maior ingestdao alimentar do décimo quarto dia ao final do
experimento e que a exposicdo ao 5-FU ndo provocou diminuicdo da ingestdo em
comparagdo com o grupo CTL. E possivel notar uma queda importante da ingestdo
alimentar a partir do décimo sétimo dia no grupo MUC (vs CTL e vs CTL+Agai). Isso ocorreu
no grupo MUC+Agcai a partir do dia vinte, se assemelhando aos demais grupos no vigésimo
primeiro dia (Figura 5.1B). Curiosamente, ap6s a inducdo da MI a ingestdo dos grupos

MUC+Agai (vs CTL+Agai) aumentou nos dois periodos avaliados (Figura 5.1A e 5.1B).
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Figura 5.1: Ingestao alimentar diaria (g/dia) no D3 (A) e D7 (B) entre os grupos controle (CTL e
CTL+Acai) e que receberam 5-FU (MUC e MUC+Acai). Os resultados sao representados pela
média + DP. Comparagdes multiplas utilizando two-way ANOVA foram acompanhadas pelo pés-teste
de Tukey. *(A): CTL+Agcai diferente de MUC do dia 15 ao 17; CTL+Acai e MUC+Agai diferentes de
CTL do dia 14 ao 17; MUC+Acai diferente de MUC do dia 14 ao 17; MUC+Agai diferente de
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CTL+Agai no dia 17; *p<0,05 para todas as comparagoées. *(B): MUC+Acai diferente de CTL do dia
14 ao 19; MUC+Acai diferente de CTL+Acai do dia 16 ao 19; CTL+Agai diferente de CTL no dia 17;
CTL+Acai diferente de MUC nos dias 17 e 20; CTL e CTL+Agai diferentes de MUC no dia 21; *p<0,05
para todas as comparagodes; n= 8 para todos 0s grupos.

Avaliando o comportamento alimentar de todos os grupos até o D3 e até o D7,
observamos equivaléncia nesses dois periodos da eutanasia (Figura 5.2 e tabela 5.1). Entre
0s grupos que nao receberam polpa de agai (CTL vs MUC), ndo houve alteragdo na
ingestao alimentar. No entanto, os grupos MUC apresentaram redugdo da ingestéo
comparados com os grupos CTL+Acai. Observa-se que houve aumento da ingestédo
alimentar dos grupos que receberam o pré-tratamento (CTL+Agai e MUC+Acai) em relagéo
aos grupos CTL, ndo havendo alteragdo deste pardmetro entre os grupos CTL+Agai e
MUC+Agai. Percebe-se também que a adi¢ao de polpa de agai a dieta provocou aumento

da ingestao entre os grupos que receberam 5-FU (MUC e MUC+Agai).
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Figura 5.2: Avaliagdao da ingestao alimentar diaria (g/dia) no D3 (A) e D7 (B) entre os grupos
controle (CTL e CTL+Acgai) e que receberam 5-FU (MUC e MUC+Agai). Os resultados sao
representados pela mediana e variagdo (min-max). Comparagdes multiplas utilizando o teste de
Kruskal-Wallis foram acompanhadas pelo pés-teste de Dunn. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,005; n= 8
para todos os grupos.

Tabela 5.1: Ingestdo alimentar a partir da administracdo das dietas dos grupos

experimentais avaliados.

Ingestao alimentar (g/dia)

Grupos D3 D7
CTL 3,97 (3,08-4,86) 3,77 (3,18-4,36)
CTL+Acai 7,75 (7,09-8,42) () 6,34 (5,25-7,42) (1)
MUC 4,07 (3,07-4,13) ® 3,5(2,5-3,78) @
MUC+Agcai 7,16 (6,18-7,55) ®xI) 6,88 (5,76-10,66) ® ()

Os resultados s&o representados pela mediana e variagdo (min-max). Comparagdes multiplas
utilizando o teste de Kruskal-Wallis foram acompanhadas pelo pds-teste de Dunn. 1 e 11, diferentes
de CTL, p<0,01 e p<0,05, respectivamente; t, diferentes de CTL+Agai, p<0,01; § diferentes de CTL,
p<0,01; || e || || diferentes de MUC, p<0,01 e p<0,005, respectivamente; n= 8 para todos os grupos.

75



Em relagdo ao acompanhamento ponderal diario, a Figura 5.3 mostra que os grupos
MUC que foram eutanasiados no vigésimo segundo dia da experimentagdo (D7),
apresentaram perda de peso importante em reagado aos grupos controle (CTL e CTL+Agai)
nos dias 21 e 22. No entanto, a analise da variagao ponderal entre o primeiro e ultimo dia do
D3 e do D7, permite observar que o comportamento dos grupos foi similar, apesar da perda
de peso ser mais acentuada nesse ultimo periodo (Figura 5.4).
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Figura 5.3: Evolugdo ponderal (g/dia) no D3 (A) e D7 (B) entre os grupos controle (CTL e
CTL+Acai) e que receberam 5-FU (MUC e MUC+Acai). Os resultados sao representados pela
média + DP. Comparagdes multiplas utilizando two-way ANOVA foram acompanhadas pelo pos-teste
de Tukey. #, MUC diferente de CTL e CTL+Agai, p<0,01 e p<0,005, respectivamente; A, MUC
diferente de CTL e CTL+Acai, p<0,001; n= 8 para todos os grupos.
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Figura 5.4: Variagdo ponderal (g) no D3 (A) e D7 (B) entre os grupos controle (CTL e CTL+Acai)
e que receberam 5-FU (MUC e MUC+Agai). Os resultados sao representados pela média + DP.
Comparagbes multiplas utilizando one-way ANOVA foram acompanhadas pelo pos-teste de Tukey.
*p<0,05; **p<0,01 e ****p<0,001; n= 8 para todos os grupos.

Pode-se observar (Figura 5.4) que os grupos que receberam 5-FU sem adicao de
polpa de agai a dieta (MUC), apresentaram perda de peso comparado com 0s grupos
controle (CTL e CTL+Agai). Os resultados também demonstram que apesar da ingestao de
acai nado impedir a perda de peso provocada pela Ml (CTL+Agai vs MUC+Agai), houve
resisténcia a essa perda entre os grupos MUC e MUC+Agai. Observa-se também, que
apenas no D3 houve ganho ponderal entre os grupos controle e que somente no D7 houve
perda de peso entre o grupo CTL e o grupo MUC+Agai. Ndo houve alteragdo na ingestao
alimentar e peso para todos os grupos avaliados no D3 e no D7 quando comparados entre
si. Quanto a sobrevida dos animais, foi observado 6bito de 25% no grupo MUC+Agai no

ultimo dia da experimentagéo (dia 22 - D7).
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2. Avaliagao da diarreia

A diarreia se manifestou nos grupos expostos ao 5-FU a partir do quinto dia (D5)
apos a administragcado do quimioterapico. Mediante a analise por escores é possivel observar
agravamento desse parametro até o D7. Ndo houve alteragdo proveniente das dietas entres

0s grupos analisados (tabela 5.2).

Tabela 5.2: Presenga e gravidade de diarreia em diferentes dias nos grupos experimentais.

Dias CTL CTL+Acai MUC MUC+Acai
D5 0 (0) 0 (0) 0 (0-2) 0 (0-2)
D6 0 (0) 0 (0) 25(2-3)m  3(0-3)M
D7 0 (0) 0 (0) 3(2-3)® 3(2-3)

Escore: 0= auséncia de diarreia, 1= diarreia leve (conteudo fecal levemente umido e macio), 2=
diarreia moderada (conteudo fecal umido e amorfo, com moderada quantidade de excremento na
regido perianal), 3=diarreia grave (conteudo fecal aquoso, com presenga de sangue e grande
quantidade de excremento na regido perianal). Os resultados sdo representados pela mediana e
variagao (min-max). Compara¢des multiplas utilizando o teste de Kruskal-Wallis foram acompanhadas
pelo pos-teste de Dunn. f, diferentes de CTL e CTL+Agai, p<0,01; § e ||diferentes de CTL e
CTL+Agai, p<0,005 e p<0,01, respectivamente; n= 8 para todos os grupos.

3. Histologia
3.1. Analise histopatologica

As tabelas a seguir (5.3 e 5.4) mostram a analise histolégica do jejuno por meio de
escores nos dois periodos a partir da administragcao do 5-FU. Pode-se perceber que em todo
0 jejuno, o dano intestinal apresentou carater homogéneo trés e sete dias apds a exposigao
ao quimioterapico. Nota-se também, que a injaria tecidual foi maior no D3 e que os
componentes da polpa de agai proporcionaram importante resisténcia ao dano nos grupos
MUC+Agai sete dias apos a indugdo da MI (Tabelas 5.3 e 5.4 e Figura 5.5). Em todos os
grupos que receberam 5-FU o infilirado inflamatério ndo apresentou carater intenso
mantendo um perfil similar até o D7. Nos grupos MUC+Agai-D3, houve maior presenca de
células polimorfonucleares na mucosa e submucosa. A manifestacdo de vacuolizagado nas
vilosidades e necrose nas criptas foi significativa apenas no jejuno proximal para o grupo
MUC-D3, pois 80% dos animais apresentaram essas alteragdes (p<0,05 vs CTL e vs
CTL+Agai - Figura 5.6).
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Tabela 5.3: Escores histopatoldgicos do jejuno proximal (JP) e do jejuno distal (JD) dos

grupos experimentais avaliados trés dias apds a indugdo da mucosite.

Segmento
Grupos JP JD
CTL 0 (0) 0 (0)
CTL+Agcai 0 (0) 0 (0)
MUC 3(3-3)M 3(3-3)M
MUC+Agai 3 (2-3)® 3(2-3)®

Os resultados sdo representados pela mediana e variagdo (min-max). Comparagdes multiplas
utilizando o teste de Kruskal-Wallis foram acompanhadas pelo pds-teste de Dunn. t, diferentes de
CTL e CTL+Agai, p<0,01; £ diferentes de CTL e CTL+Agai, p<0,05; n= 5 para todos os grupos.

Tabela 5.4: Escores histopatoldgicos do jejuno proximal (JP) e do jejuno distal (JD) dos

grupos experimentais avaliados sete dias apos a indugao da mucosite.

Segmento
Grupos JP JD
CTL 0(0) 0 (0)
CTL+Agai 0(0) 0 (0)

MUC 2(2-3)M 2 (2-3)M
MUC+Acai 1(1-1) 1(1-1)
Os resultados sdo representados pela mediana e variacdo (min-max). Comparacdes multiplas
utilizando o teste de Kruskal-Wallis foram acompanhadas pelo pos-teste de Dunn. 1 diferentes de
CTL e CTL+Agai, p<0,01; n= 5 para todos os grupos.
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Figura 5.5: Fotomicrografia de cortes histologicos de jejuno dos grupos CTL no D3 e D7 (A),
CTL+Agai no D3 e D7 (B), MUC no D3 (C), MUC+Agai no D3 (D), MUC no D7 (E) e MUC+Acai no
D7 (F). Aspecto histolégico do tecido normal (A e B); alteracdo da arquitetura das vilosidades e
criptas, maior infiltrado de células inflamatérias, vacuolizagdo e edema (C e D); maior parte das
criptas preservadas e aparentemente mais profundas, maior infiltrado de células inflamatdrias,
vacuolizagdo e edema focais (E); criptas preservadas e aparentemente mais profundas, maior
infiltrado de células inflamatdrias, raros focos de vacuolizagdo e edema focal (F). As pontas de seta
da cor verde indicam células de Paneth normais e da cor vermelha indicam presengca de
vacuolizagdo/ degeneragao hidrépica nessas células. Escala de 50um.
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Figura 5.6: Fotomicrografia de cortes histologicos de jejuno proximal dos grupos MUC no D3.
Degeneragao hidropica ou vacuolar ao longo das vilosidades (A), atrofia das vilosidades e
erosao/necrose das criptas (B). As pontas de seta da cor vermelha indicam vacuolos de
degeneragao hidrépica distribuidos ao longo das vilosidades. As pontas de seta da cor laranja
indicam areas de necrose das criptas. Escala de 50um.

3.2. Analise morfométrica

A morfometria nos permite observar que, em todo o jejuno, as vilosidades sofreram
encurtamento trés dias apdés a administragao do 5-FU apenas nos grupos MUC. No D7 a
mucosite também afetou a altura das vilosidades, contudo a ingestdao de polpa de acgai
promoveu recuperacéo desta medida no jejuno proximal. No JD n&o houve alteragdo desse
parametro (Figura 5.7).

Nota-se também que a profundidade das criptas foi maior apenas sete dias apos a
exposigao ao quimioterapico. No JP todos os grupos com mucosite foram afetados e no JD
apenas o grupo que recebeu polpa de agai (Figura 5.8). Similarmente, a Figura 5.9 mostra
que no D7 a MI provocou importante encurtamento das vilosidades em relagcdo a
profundidade das criptas no jejuno proximal. Ainda assim, os componentes da polpa de agai
foram capazes de promover recuperagdo deste parametro (MUC vs MUC+Agai) se
equiparando ao grupo saudavel que recebeu o pré-tratamento. Neste mesmo periodo, o
jejuno distal também apresentou diminuicdo da razdo vilos/cripta no grupo MUC, mas o

grupo MUC+Agai nao foi afetado. As figuras 5.10 e 5.11 ilustram esses achados.
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Figura 5.7: Avaliagdo da altura das vilosidades (um) no jejuno proximal (A e C) e distal (B e D)
no D3 (A e B) e no D7 (C e D). Grupos controle (CTL e CTL+Acai) e que receberam 5-FU (MUC e
MUC+Agai). Os resultados sao representados pela média + DP. Comparagbes multiplas utilizando
one-way ANOVA foram acompanhadas pelo pds-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,005; n=
5 para todos os grupos.
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Figura 5.8: Avaliagao da profundidade das criptas (um) no jejuno proximal (A e C) e distal (B e
D) no D3 (A e B) e no D7 (C e D). Grupos controle (CTL e CTL+Agai) e que receberam 5-FU
(MUC e MUC+Agai). Os resultados sao representados pela média + DP. Comparagdes multiplas
utilizando one-way ANOVA foram acompanhadas pelo pds-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01 e
***p<0,005; n= 5 para todos os grupos.
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Figura 5.9: Avaliagdo da razao (vilos/cripta - ym) no jejuno proximal (A e C) e distal (B e D) no
D3 (A e B) e no D7 (C e D). Grupos controle (CTL e CTL+Agai) e que receberam 5-FU (MUC e
MUC+Agcai). Os resultados séo representados pela média + DP. Comparagdes multiplas utilizando
one-way ANOVA foram acompanhadas pelo pds-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01 e ****p<0,001; n=
5 para todos os grupos.
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D3 D7

Figura 5.10: Fotomicrografia de cortes histolégicos de jejuno proximal no D3 (A, C, E e G) e D7
(B, D, F e H) dos grupos: CTL (A e B), CTL+Acai (C e D), MUC (E e F) e MUC+Agai (G e H).
Aspecto histolégico do tecido normal, mostrando arquitetura preservada com vilosidades altas e
criptas préximas (A, B, C e D); arquitetura tecidual alterada, com vilosidades encurtadas e irregulares
(E e F) e criptas mais profundas (F); arquitetura tecidual alterada, com vilosidades irregulares (G);
organizagao tecidual reestabelecida com vilosidades altas e criptas proximas, porém mais profundas
(H). Escala de 100um.
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D3 D7

CTL*Acai .

Figura 5.11: Fotomicrografia de cortes histolégicos de jejuno distal no D3 (A, C, E e G) e D7 (B,
D, F e H) dos grupos: CTL (A e B), CTL+Agai (C e D), MUC (E e F) e MUC+Agcai (G e H). Aspecto
histolégico do tecido normal, mostrando arquitetura preservada com vilosidades altas e criptas
proximas (A, B, C e D); arquitetura tecidual alterada, com vilosidades encurtadas (E) e aparentemente
menores (F) e criptas mais profundas (F); arquitetura tecidual alterada, com vilosidades irregulares
(G); organizagédo tecidual reestabelecida com vilosidades altas e criptas préximas, porém mais
profundas (H). Escala de 100um.
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4. Analise da resposta antioxidante

4.1. Avaliagao da atividade das enzimas SOD e CAT e da concentragdo de grupos

sulfidrila totais (gSH)
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Figura 5.12: Avaliagao da atividade das enzimas SOD e CAT e de gSH no D3 (A, C e E) e no D7
(B, D e F) entre os grupos controle (CTL e CTL+Acgai) e que receberam 5-FU (MUC e
MUC+Agai). Os resultados sao representados pela média + DP. Comparagbes multiplas utilizando
one-way ANOVA foram acompanhadas pelo pés-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005 e
****n<0,001; n=7,7,8,8(A);n=7,8,8,8(B);n=8,7,8,8(C);n=7,8,8,8(D);n=6,6,8,7(E)en=
6, 6, 8, 8 (F).

Observando Figura 5.12A, podemos perceber que a MI provocou aumento da

atividade da enzima SOD (CTL vs MUC) e o pré-tratamento com polpa de agai no grupo
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com essa alteragao, promoveu diminuigao de sua atividade (MUC vs MUC+Agai). Para esse
mesmo periodo a Figura 5.12C mostra que a MI provocou redugéo da atividade da enzima
CAT, uma vez que os grupos que receberam 5-FU apresentaram diminuigdo da agao dessa
enzima comparados com grupos controle. No D7 nao houve alteracdo da atividade da
enzima SOD para nenhuma das comparagdes (Figura 5.12B), no entanto, a enzima catalase
apresentou redugdo de sua atividade nos grupos que receberam acai (CTL+Acai e
MUC+Agai) comparados com o grupo CTL (Figura 5.12D). Nao foi encontrado alteracdo na

concentracdo de grupos sulfidrila totais no D3 e no D7 (Figuras 5.12E e 5.12F).

4.2. Avaliagao do teor de polifenoéis totais

A Figura abaixo mostra que a concentragdo de polifendis totais apontou similaridade
entre os grupos analisados nos dois periodos (Figura 5.13A e 5.13B), ndo havendo

alteragdo do conteudo fendlico jejunal entre os mesmos.
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Figura 5.13: Avaliagdo do teor de polifenodis totais no D3 (A) e D7 (B) entre os grupos controle
(CTL e CTL+Agai) e que receberam 5-FU (MUC e MUC+Agai). Os resultados s&o representados
pela média £ DP. Comparag¢des multiplas utilizando one-way ANOVA foram acompanhadas pelo pos-
teste de Tukey; n=6, 6, 8 e 8 em (A) e (B).
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5. Andlise da resposta inflamatoéria
5.1. Determinagao da concentragao de TNF-a e IL-18

A dosagem dos referidos mediadores pro-inflamatérios ndo apresentou alteragéo
entre os grupos analisados no D3 e no D7 (Figura 5.14).
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Figura 5.14: Avaliagao da concentragdo dos mediadores pré-inflamatérios TNF-a e IL-18 no D3
(A e C) e no D7 (B e D) entre os grupos controle (CTL e CTL+Acai) e que receberam 5-FU (MUC
e MUC+Agai). Os resultados sao representados pela média dos logaritmosio + DP. Comparagbes
multiplas utilizando one-way ANOVA foram acompanhadas pelo pds-teste de Tukey; n= 6, 6, 5, 5 (A);
n=5,555(B);n=5,5,6,6(C)en=6,6,6,6 (D).
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5.2. Determinagao da concentragao de sigA

Os resultados apresentados na Figura 5.15A mostram que a ingestao de polpa de
acai pelo grupo que recebeu 5-FU (MUC+Agai), proporcionou aumento da secregao de IgA
trés dias ap6s a administragao do quimioterapico (vs CTL, vs CTL+Agai e vs MUC). Todavia,
no D7 houve similaridade na concentragdo dessa imunoglobulina no [imen do intestino
delgado (Figura 5.15B).
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Figura 5.15: Avaliagdo da concentragao de slgA no D3 (A) e no D7 (B) entre os grupos controle
(CTL e CTL+Acai) e que receberam 5-FU (MUC e MUC+Agai). Os resultados séo representados
pela média + DP. Comparag¢des multiplas utilizando one-way ANOVA foram acompanhadas pelo pos-
teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01 e ****p<0,001; n= 8, 6, 8, 8 (A) e n= 8, 8, 8, 8 (B).

5.3. Avaliagao da atividade da enzima MPO

Pode-se observar que no D3 (Figura 5.16A) a atividade da mieloperoxidase foi maior
apenas no grupo MUC+Agai (vs CTL). No entanto, sete dias apds a administragdo do 5-FU,
sua agao foi elevada em ambos os grupos com Ml em relagao aos grupos controle (MUC e
MUC+Agai vs CTL e vs CTL+Agai - Figura 5.16B).
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Figura 5.16: Avaliagdo da atividade da enzima MPO no D3 (A) e no D7 (B) entre os grupos
controle (CTL e CTL+Acai) e que receberam 5-FU (MUC e MUC+Agcai). Os resultados sao
representados pela média * DP. Comparagdes multiplas utilizando one-way ANOVA foram
acompanhadas pelo pds-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005 e ****p<0,001; n= 8 para
todos os grupos.
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Capitulo 6: Discussdo, Conclusdes e Consideragdes finais
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1. Discussao

A MI compromete a digestdo e absor¢cao de nutrientes, além de provocar sintomas
muita das vezes insuportaveis que afetam a ingestdo alimentar. Dentre esses sintomas
podemos destacar a incidéncia de cdlicas abdominais, nauses, émese e diarreia. Como
consequéncia, a perda de peso é caracteristica dessa alteragdo e o acompanhamento
alimentar e ponderal sdo pardmetros importantes na avaliagdo da mucosite na clinica e na
pesquisa®-"),

Observando as analises da ingestao alimentar e do acompanhamento ponderal
podemos perceber que no geral, a ingestdo foi maior nos grupos que receberam o pré-
tratamento e isso possivelmente refletiu no ganho de peso entre os grupos controle no D3.
Esse evento também pode sugerir que houve real aumento da ingestdo alimentar da dieta
com agai por esses grupos nos dois periodos avaliados. Em estudos anteriores,
observamos em outros modelos experimentais que a adigdo de agai a dieta provoca
aumento da ingestédo por roedores (dados ndo mostrados). Ndo ha estudos que sustentem
esse achado, mas sugerimos que as propriedades organolépticas da polpa de acai
estimulam maior consumo, pois as dietas fornecidas possuem praticamente o mesmo valor
caldrico.

Corroborando com a queda ponderal observada no presente trabalho, Song et al.®®
constataram perda de peso no D3 e D7 apds a administracdo de 5-FU (200 mg/kg) em
camundongos BALB/c. Observamos que o grupo que recebeu somente 5-FU eutanasiado
no D7 apresentou redugdo da ingestdo comparado ao grupo controle no vigésimo primeiro
dia da experimentacdo, o que possivelmente refletiu na perda de peso mais expressiva
nesse periodo. De maneira semelhante, Han et al.®¥) observaram maior perda ponderal entre
o D5 e D7 utilizando o mesmo modelo experimental do presente trabalho.

Apesar de todos os grupos com MI apresentarem perda de peso observamos que os
grupos que ingeriram polpa de agai resistiram a essa perda, o que pode ser consequéncia
da maior ingestdo dessa dieta ao longo dos dias. Em adic¢ao, a protegéo tecidual provocada
pelos componentes da polpa de agai até o D7 provavelmente contribuiu para a manutencgéo
de um perfil alimentar semelhante até o final da experimentacdo. Outro estudo também
observou menor perda ponderal por meio da administragdo de w-3 em camundongos com
MI induzida por 5-FU (300 mg/kg)®.

Constatamos 6bito apenas entre os animais que receberam a intervencao dietética e
5-FU. Contudo, esse grupo apresentou resisténcia a perda de peso e melhora dos
parametros histologicos avaliados. Em um acompanhamento da sobrevida Han et al.®),
observaram o6bito a partir do D6 em camundongos que receberam uma dose Unica de 5-FU
a 300mg/kg. Igualmente ao nosso estudo, no D7 havia sobrevida de 75%. Portanto,

sugerimos que a ingestdo de polpa de agai ndo evitou nem promoveu o 6bito desses
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animais. Em adic&do, também observamos menores sinais de debilidade nos camundongos
desse grupo, ao contrario dos animais que receberam apenas o quimioterapico.

Observamos manifestagdo e evolugdo da diarreia entre o D5 e D7, se agravando
diariamente. Corroborando com nossos resultados, Song et al.®) e Han et al.( constataram
manifestacdo maxima desse parametro entre os dias quatro e sete apos a administragao da
droga. Nesses estudos também foi utilizado camundongos BALB/c e a dose de 200mg/kg de
5-FU. Foi observada correlagéo entre dias que houve maior perda de peso e a gravidade da
diarreia. No presente trabalho constatamos efeito similar entre esses parametros, pois a
perda de peso foi se agravando até o D7, paralelamente ao surgimento de eventos
diarreicos.

A quimioterapia pode causar efeitos adversos, dentre eles a constipagcéo ou diarreia.
Dentre os quimioterapicos, o 5-FU é uma droga que normalmente causa diarreia e néo
constipacdo. A diarreia é associada ao aumento das evacuagdes e dos movimentos
intestinais, e pode ou ndo ser dolorosa e acompanhada da presenga de sangue e muco(.
Segundo Gibson e Keefe(V as fluoropirimidinas s&do responsaveis por causarem diarreia
extensa sendo um dos principais efeitos colaterais em individuos que recebem 5-FU®).

A hiperplasia de rebote das células das criptas pode ocorrer como consequéncia de
uma injuria intestinal mais elevada (D3). Células secretoras e absortivas amadurecem a
medida que migram das criptas em diregdo ao apice das vilosidades(- 10 ). |sso
possivelmente justifica a manifestagdo de diarreia mais tardia em nossos grupos que
receberam 5-FU.

No presente trabalho, o fato da diarreia ndo ter sido manifestada no periodo de maior
injuria intestinal (D3) ndo esta compreendido, mas segundo Gibson e Keefe(" sua patologia
na quimioterapia é complexa e produto de muitos mecanismos, dentre eles, a mudanga da
microbiota intestinal. Nao foi observada alteracdo significativa do tratamento dietético na
manifestacdo e severidade da diarreia, contudo seria prematuro afirmar que nao houve
efeito dos componentes da polpa de agai na Pl bem como, na microbiota colénica avaliando
apenas esse parametro.

A literatura menciona que o aumento da migragao neutrofilica transepitelial intestinal
pode induzir alteragdes na permeabilidade do epitélio, 0 que pode estar relacionado a
manifestacdo da diarreia(’?. Isso também elucida o fato dos eventos diarreicos observados
em nosso estudo terem se pronunciado a partir do D5, pois podem estar relacionados a
migragao mais tardia de maior nimero de neutréfilos discutida mais a frente.

Keefe('®) expos que o trato gastrintestinal (TGI) possui a mesma rota embriolégica de
desenvolvimento e que suas peculiaridades sao inerentes as diferenciacbes celulares
devido as fungdes especificas que cada area executa. A partir dessa teoria é provavel que a
mucosite se manifeste de maneira similar ao longo do trato alimentar, com algumas

diferencgas intrinsecas em cada regido("). Esses estudos fundamentaram nossa metodologia
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de coleta e escolha do jejuno para as analises realizadas, e comportam nossos achados
histopatoldgicos em relagdo a Ml se manifestar de modo similar no jejuno proximal e distal.
Corroborando com esses achados, Ferreira et al.('"¥) observaram a mesma condigdo de
injuria induzida por 5-FU ao longo dos segmentos do ID de camundongos utilizando a dose
de 200mg/kg. Leocadio et al.("® constataram o mesmo perfil de dano tecidual no jejuno
proximal e distal de camundongos que também receberam a mesma dose de 5-FU utilizada
neste trabalho.

Semelhante ao estudo realizado por Soares et al.® em ratos (5-FU - 150mg/kg), o
presente trabalho constatou maior dano tecidual de acordo com o escore histopatoldgico,
trés dias apos a indugcdo da mucosite. Neste trabalho, no D3 os grupos com MI que
receberam ou ndo o pré-tratamento apresentaram escore maximo (escore 3). Apesar de
alguns animais dos grupos que receberam polpa de acai e 5-FU apresentarem menor injdria
(escore 2), essa diferenga nao foi significativa. As alteragées observadas consistiram em
deformidade e/ou desorganizagdo na arquitetura das vilosidades e das criptas, maior
infiltrado de células inflamatérias, presenga de degeneragao vacuolar das células de Paneth
e da camada muscular, bem como, presenca de edema. Esses achados corroboram com
estudos pioneiros da area, que relataram efeitos danosos de quimioterapicos a mucosa
intestinal com pico maximo no D32 3. 1),

A avaliacdo da MI realizada por Keefe et al.®) em seres humanos, demonstra
resposta ao dano similar a estudos com murinos. Foi observado maior gravidade da
citotoxicidade por quimioterapicos no D3, evidenciada por decréscimo da contagem mitética,
aumento consideravel da apoptose, redugdo do comprimento das criptas e da area das
vilosidades. Nesse periodo Leocadio et al.('®), Generoso et al.® e Al-Asmari et al.® e
Whittaker et al.("®) também constataram importante dano tecidual, evidenciado por alteragéo
na arquitetura das vilosidades e criptas, bem como, hipoplasia no intestino de roedores que
receberam 5-FU.

Como observado em nosso estudo, a presenga de degeneragao hidropica/vacuolar e
necrose sao provenientes do dano genotdxico causado pelo 5-FU as células. Isso ativa vias
pré-apoptéticas e também provoca aumento do estresse oxidativo por meio do
desacoplamento da citocromo ¢ da mitocondria para o citosol, o que ocasiona redugéo da
energia celular por decaimento dos niveis de ATP('7:18). Como consequéncia, a deplegdo de
ATP é acompanhada por influxo descontrolado de ions extracelulares, principalmente de
Na* abaixo de seus gradientes eletroquimicos, provocando esse tipo de degeneracao celular
que pode evoluir para a necrose(™. O edema comumente observado na Ml e constatado em
nossa analise, € ocasionado no processo de recrutamento de células imunoldgicas em
resposta a liberagao de mediadores pro-inflamatoérios no processo de desenvolvimento da

mucosite(!!-20),
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Em nosso estudo, sete dias a partir da inje¢do de 5-FU, os grupos com MI que nao
receberam o pré-tratamento, apresentaram transigdo entre o estado de injuria tecidual mais
intenso (escore 3) e mais resolutivo (escore 2). Todavia, em todos os animais dos grupos
que receberam a polpa de agai e 5-FU foi evidenciado maior aspecto de resolugéo tecidual
(escore 1). Corroborando com esse achado, Ribeiro et al.?") sugeriram que os fitoquimicos
presentes na polpa de acai podem ser armazenados em diferentes 6rgaos e interagir com
componentes celulares promovendo citoprotegao.

Estudos demonstram beneficios de compostos dietéticos na protegédo tecidual na
mucosite induzida por 5-FU no D3. Cheah et al.??, Ferreira et al.('*), Generoso et al.®) e Al-
Asmari et al.®®) constaram atenuagdo do dano intestinal no grupo que recebeu pré-tratamento
com extrato aquoso de semente de uva (GSE), AGCC, w-3 e vitamina E, respectivamente.

Todavia, nossa analise histopatologica demonstrou que a ingestao de agai promoveu
evidente recuperacao tecidual apenas sete dias apds a indugdo da M. Em um modelo de
mucosite oral induzida por 5-FU utilizando Hamsters Golden Syrian, Sa et al.?® observaram
efeito similar utilizando um tratamento com glicina. Nesse estudo, a suplementagdo com o
aminoacido promoveu redugdo da injuria tecidual somente no D7. Whittaker et al.('®)
também ndo constaram melhora da injuria tecidual trés dias apds a injecao de 5-FU
(150mg/kg) em ratos que foram pré-tratados com extratos de améndoas. Os autores
relacionaram esses resultados ao menor tempo do estudo.

Kang e Kim®4 sugeriram potencial efeito cicatrizante de extratos aquosos de agai
como agente de cura na mucosa oral de ratos. Esse efeito foi inferido aos compostos do
fruto que promoveram regeneracgéo tecidual a partir do dia trés a indugao da lesédo oral com
acido acético (50%). Similarmente ao nosso trabalho, foi observado reepitelizagéo seis dias
apos a provocagao da injuria no grupo tratado. No referido estudo, esse mesmo grupo
também apresentou regeneragédo mais rapida do tecido. Nesse sentido, sugerimos que apoés
o dano citotdxico, a ingestao de polpa de agai foi capaz de promover evidente diminuigao do
escore histopatolégicos em um periodo de menor agressividade intestinal provocada pelo 5-
FU.

No presente trabalho foi constatado diminuigdo da altura das vilosidades em todo o
jejuno trés dias apds a administragdo do 5-FU. A esse respeito, Keefe et al.®) concluiram
que a apoptose das criptas intestinais, que ocorre entre 6 e 48h apds a administracéo de
quimioterapicos, precede a atrofia das vilosidades do ID e que a hipoplasia intestinal atinge
seu patamar maximo trés dias apds a exposicdo a essas drogas®“ 9 1. 25) Semelhante a
esse nosso achado, diferentes estudos constataram decaimento da altura das vilosidades
intestinais trés dias apds a administragdo de uma dose Unica de 5-FU em murinos 6. 9. 25, 26),

Soares et al.® constatou recuperagéo da altura das vilosidades a partir do D5 no
jejuno. No entanto em nosso estudo, observamos que a altura das vilosidades também foi

afetada no D7. Ressaltamos que diferentes espécies de animais que recebem
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quimioterapicos podem responder de maneira peculiar a seus efeitos citotdxicos®, o que
possivelmente elucida esse evento.

Este trabalho observou que a ingestdo de polpa de agai impediu a hipotrofia e
promoveu recuperacao da altura das vilosidades jejunais trés e sete dias apds a indugdo da
MI, respectivamente. Em relagdo a esse parametro, sugerimos que fitoquimicos do acai,
dentre eles as antocianinas, promoveram resisténcia a injuria mais expressiva (D3) e mais
branda (D7) causada pelo 5-FU. Corroborando com esse achado, estudos que avaliaram o
efeito de componentes dietéticos na MI induzida por 5-FU, constataram menor redugéo
desse parametro no intestino de roedores que receberam AGCC, w-3 e vitamina E® 8 14),

A andlise histopatoldgica corrobora com a recuperag¢ao da altura das vilosidades no
D7 entre os grupos com mucosite tratados e n&o tratados. No entanto, essa correlagdo néo
foi observada no D3. Sugerimos que apesar do dano celular estar ocorrendo com maior
intensidade nesse periodo, os componentes do agai foram capazes de promover protegao a
nivel tecidual por meio da manutengéo da altura das vilosidades em um ambiente com maior
citotoxicidade.

Nosso trabalho ndo constatou diminuicdo na profundida das criptas jejunais no
periodo mais critico da Ml (D3). Acerca deste achado, Pritchard et al.?”) demonstraram que
a toxicidade do 5-FU no ID é dependente da via pro-apoptotica da p53 e que sua atuagéo
maxima ocorreu apds cerca de 24h, com decaimento até o D3 nas criptas do ID de
camundongos BDF1 com MI (5-FU - 400mg/kg). De maneira analoga, Soares et al.®®) e Han
et al.®) observaram aumento da apoptose até 24h apds a exposicdo a 150mg/kg e 200mg/kg
de 5-FU respectivamente, demonstrando que a morte celular programada nas criptas
mediada pela droga ndo é dose-dependente®.

Soares et al.®® também observou aumento do indice mitético intestinal a partir do D3.
Baseando nesses achados e na nossa analise histopatoldégica nesse periodo, sugerimos
que em nosso modelo experimental a profundidade das criptas nao apresentou alteragéo
morfométrica devido a provavel redugdo da apoptose, seguida de certa proliferagdo das
células. Esse evento possivelmente ocorreu juntamente com a degeneragao vacuolar e com
alteragdo do tipo de morte celular para a necrose, desencadeada pelo 5-FU. De maneira
similar Wu et al.?®, Han et al.), Maioli et al.?®) e Generoso et al.®) ndo constaram alteracao
na profundidade das criptas trés dias apoés a inducdo da MI. Whittaker et al.(®) observaram
que no jejuno nao houve encurtamento das criptas no D3, ao contrario do ileo, que
respondeu com hipoplasia das mesmas. Os autores expuseram que as alteragbes nas
criptas tém sido incoerentes na literatura. Pois apesar do encurtamento das mesmas ser
mais provavel, pode haver inalteracdo desse parametro, assim como aumento da
profundidade. Nesse sentido, sugerimos que cada segmento do ID pode apresentar dano

tecidual caracteristico do modelo experimental utilizado.
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No ID agentes citotdxicos atuam nas células das criptas em diferentes niveis de
hierarquia, levando em primeira instancia a hipoplasia das mesmas, seguida de
regeneragdo!'"). Portanto, o aumento da profundidade das criptas observado em nossa
analise histopatolégica e morfométrica do grupo com MI no D7, pode ser devida ao fato da
renovacao celular ser mediada por possiveis mecanismos que estimulam a hiperplasia, no
sentido de compensar o dano epitelial provocado inicialmente®®). Estudos pioneiros
mencionaram o surgimento de hiperplasia de rebote nas criptas apds tratamentos
quimioterapicos, expondo que apos intenso dano tecidual as células intestinais sdo capazes
de regenerarem rapidamente a partir do D5, com posterior recuperagdo do tecido(- .
Soares et al.®) também observaram aumento da profundidade das criptas a partir do D3,
analisando o intestino de ratos apdés a administracdo de uma dose Unica de 5-FU
(150mg/kg).

Estudos utilizando um extrato de semente de uva® e acidos graxos w-3® na dieta
de camundongos constataram diminuigdo da profundidade das criptas ileais nos grupos
tratados e com inflamacgéao intestinal. No presente trabalho, foi observado efeito oposto no
grupo que recebeu polpa de agai no D7, nos permitindo sugerir que quando envolvidos em
condigdes de agressao intestinal os componentes do agai favorecem ou nao interferem no
efeito rebote.

Este trabalho também demonstrou queda na razdo vilos/cripta nos grupos que
receberam somente 5-FU, corroborando com estudos semelhantes ao nosso® 26). E possivel
observar que a alteragdo dessa razdo nos grupos que receberam o quimioterapico € um
reflexo das modificagdes nas vilosidades e criptas no D7. Nota-se também que a
intervencgao dietética recuperou esse parametro no jejuno proximal € promoveu resisténcia a
injuria no jejuno distal. Utilizando acidos graxos w-3, Generoso et al.®) também constataram
recuperagao dessa razdo no intestino de camundongos com MI induzida por 5-FU
(300mg/kg).

Segundo a morfometria, o dano tecidual foi mais proeminente no JP. Corroborando
com esses resultados, a analise histopatoldgica demonstrou maior presenca de vacuolos de
degeneragao hidrdpica nas vilosidades e necrose das criptas no jejuno proximal no grupo
com mucosite e sem tratamento no D3. Esses achados sugerem que em nosso modelo
experimental o jejuno proximal se mostrou mais susceptivel aos danos provocados pelo 5-
FU. Contudo, toda a anadlise histolégica apresentada neste trabalho demonstrou
manifestagdo mais homogénea da MI ao longo de todo o jejuno, assim como proposto por
Gibson e Keefe™.

Nosso trabalho é pioneiro em demonstrar os efeitos da polpa de acgai na Ml no D3 e
D7. De acordo com a analise histolégica, podemos afirmar que a musosite intestinal
induzida por 5-FU foi estabelecida em nosso modelo e que a ingestao de polpa de acgai

promoveu melhora em parametros analisados. Diferentemente de Soares et al.® e Al-
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Asmari et al.®), nao foi observado infiltrado inflamatério intenso para todos os grupos, assim
como nao foi constada presenca de células polimorfonucleares na camada muscular.

Avaliando a resposta antioxidante, constatamos aumento da atividade da enzima
SOD no grupo sem intervengao dietética trés dias apds a exposigéo ao 5-FU, o que também
correlacionou com nossos achados histologicos nesse periodo. O estresse oxidativo pode
ser considerado o cerne da patogénese da Ml por alterar diversas vias de sinalizagdo celular
com consequente comprometimento da integridade e funcionamento normal dos tecidos!'"
20), Em relagdo a isso, a literatura menciona ativagdo de respostas ao estresse ligada ao
Nrf2. Esse evento esta relacionado a tentativa de protegdo contra o desenvolvimento da
mucosite, promovendo a expressdo de genes envolvidos, dentre eles, o da enzima SOD®0),

Todavia, foi observado diminuicdo da atividade dessa enzima nos grupos que
receberam a intervencdo dietética e o quimioterapico. Estudos anteriores descrevem
importante capacidade antioxidante dos componentes do acai em diversos modelos
experimentais e relacionaram seu poder antioxidante a atividade de enzimas como a SOD e
a CAT. De Souza et al.?® sugeriram que a suplementagdo com polpa do agai pode
neutralizar espécies reativas, prevenindo a oxidagdo de biomoléculas, o que demandaria
menor atividade de determinadas enzimas. Utilizando a mesma linha de raciocinio, podemos
sugerir que os fitoquimicos do agai foram capazes de promover a neutralizagdo de espécies
reativas, como o anion superdxido, em um periodo de maior estresse oxidativo e injuria
intestinal (D3). Por outro lado, ndo observamos nenhuma alteragdo na atividade da SOD no
D7, possivelmente por haver menor presenga do substrato dessa enzima no meio.

Encontramos no presente trabalho uma reducdo da atividade da enzima CAT
induzida pelo quimioterapico no intestino no D3. Sabe-se que, em condi¢des de maior
concentracdo de peréxido de hidrogénio a enzima CAT desempenha um papel
importante®®. Corroborando com nosso achado, um estudo recente demonstrou queda da
atividade dessa enzima no intestino delgado de ratos que receberam 5-FU (100mg/kg). Isso
foi relacionado a alta concentragdo de perdxido de hidrogénio encontrada na MI™. Supomos
que a fase mais expressiva (D3) dessa alteragdo provoca aumento da demanda da CAT
devido a elevada presenga de seu substrato no meio. Em nosso estudo, o pré-tratamento
ndo demonstrou efeito nesse parametro no D3. A esse respeito, sugerimos que o elevado
nivel de peroxido de hidrogénio prevaleceu sobre a capacidade de neutralizagdo dessa
espécie reativa por componentes do acai em nosso modelo.

A ingestédo de agai promoveu reducao da agdo da CAT independente da exposi¢cao
ao 5-FU no D7. Isso também demonstra a capacidade de neutralizagao direta de espécies
reativas dos fitoquimicos do agai. Em estudos anteriores que avaliaram o efeito do Euterpe
oleracea Martius, € possivel notar diversificada alteracdo na atividade das enzimas de

detoxificagdo, isso pode ser devido a ampla atuagéo de seus componentes no organismo®®
31, 32)
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Diferente do esperado, no presente trabalho nao foi constatado alteragdo do nivel de
grupos sulfidrila para nenhum dos grupos. Os grupos sulfidrila ou grupos tidis estao
presentes nas proteinas celulares e estdo sujeitos a formarem pontes dissulfeto quando
oxidados. Esses grupos podem ser considerados biomarcadores da atuacédo de drogas em
tecidos bioldgicos, pois decrescem ou aumentam de maneira inversamente proporcional ao
estado oxidativo(3. 34,

Sob condigbes de homeostase, a GSH compde a maior parte dos grupos sulfidrila de
baixo peso molecular e que podem ser encontrados nas células dos animais e das plantas®®
%), Em modelos experimentais de mucosite induzida por 5-FU em ratos, estudos
constataram queda importante da atividade das enzimas GSH, GPX e da concentragdo de
grupos sulfidrila no intestino delgado: 9. Pesquisas mencionados anteriormente neste
trabalho demonstraram capacidade dos componentes do acai em modular o sistema
glutationa peroxidase®2 37. 38, Até o momento, ndo ha estudos na literatura que sustentem
nosso achado, no entanto sabe-se que ha maior eficiéncia do sistema glutationa em
neutralizar concentragdes baixas de peroxido de hidrogénio®®, o que possivelmente
explicaria a manutencao dos residuos de GSH em nosso modelo experimental.

Ribeiro et al.?") demonstraram competéncia de um tratamento prévio com polpa de
acai por quatorze dias anterior a administracdo de um agente genotéxico. Demonstraram
também que seus compostos podem ser armazenados em diferentes 6rgaos e interagir com
constituintes celulares. Nesse sentido, buscamos avaliar o teor de polifendis totais no tecido
jejunal. Contudo, ndo foi possivel detectar diferenga entre a concentragdo de compostos
fendlicos presentes nos grupos que receberam a intervengéo dietética.

Nosso resultado pode ser biologicamente esclarecido. Primeiramente devemos
considerar que mesmo quando presente em quantidade consideravel na dieta, a
biodisponibilidade desses componentes diminui por ndo serem totalmente absorviveis no
estbmago e intestino. Em segundo lugar muitos polifendis, como as antocianinas e
proantocianidinas sdo muito pouco absorvidos no intestino delgado na forma intacta e estao
sujeitas a extenso catabolismo pela microbiota intestinal, permitindo assim, que os produtos
hidrolisados sejam entdo absorvidos no intestino grosso(®? 40),

A partir do exposto, inferimos que boa parte dos polifendis absorviveis da polpa de
acai administrada, possivelmente nao foi catabolizada no intestino delgado, mas muito
provavelmente pela microbiota colénica. A intervengao dietética foi realizada quatorze dias
antes da inducdo da mucosite e consideramos que nesse periodo todos os animais estavam
saudaveis. Assim, acreditamos que os compostos fendlicos dentre outros componentes
presentes na polpa de agai, promoveram maior prote¢do ao intestino delgado por terem sido
administrados dias antes do dano intestinal ter se instaurado e ter comprometido a atividade

normal do intestino e da microbiota. Como consequéncia, provavelmente houve menor
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biodisponibilidade desses componentes para o organismo nos periodos em que dosamos o
teor de fitoquimicos totais.

Como descrito anteriormente, o estresse oxidativo provocado pela quimioterapia
antineoplasica estimula a ativacao de vias de sinalizagao celular, dentre elas a do NF-kB. A
literatura expde que o TNF-a e a IL-13 favorecem a severidade e manutengao da injuria na
MI(1. 20, 4 A manutengdo da concentracdo de IL-18 no presente trabalho pode ser
inicialmente justificada pela normalizagdo de seu nivel intestinal trés, assim como, sete dias
apos a administragdo da droga. A esse respeito, Wu et al.?® observaram aumento do nivel
sérico de IL-1B e de sua express&o no jejuno, com um pico apds 24h e normalizagao apds
72h (D3) em camundongos BALB/c (5-FU - 200mg/kg). Um estudo utilizando o mesmo
modelo experimental, constatou aumento da ativagdo do NF-kB e da expressao de TNF-a
no ID, no entanto ndo houve alteragdo na expresséo de IL-1 comparado ao grupo controle
(D7)®). Mediante esses resultados, sugere-se participagdo importante da IL-1B na iniciagéo
da injuria intestinal na mucosite induzida por 5-FU.

Todavia, devido a manuteng¢ao do nivel intestinal de TNF-a encontrada no presente
trabalho, acreditamos que em nosso modelo experimental a Ml desenvolveu uma resposta
Th2 e ndo Th1. Foi observada migracdo de neutrofilos mais tardia entre os grupos que
receberam o quimioterapico, o que pode estar relacionado a manutengédo da concentragéo
de IL-1B e TNF-a nesses grupos e que possivelmente outros mediadores proé-inflamatérios
possam estar orquestrando a resposta ao 5-FU e aos componentes do agai em nosso
modelo experimental. Deve-se considerar que os mecanismos que provocam a M| sao
complexos e que a ativacdo do NF-kB nao é unidirecional e outros estimulos fisiopatologicos
controlam a expressao de citocinas®).

A imunoglobulina A (IgA), promove neutralizagdo de micro-organismos invasores,
contribuindo para a primeira linha de defesa da mucosa intestinal. Para que a secrecao de
IgA ocorra, a influéncia das citocinas da resposta Th2 (IL-6 e IL-4) promove a ativagédo de
células B“2). Nossos resultados demonstram manutengdo da concentragdo de IgA secretdria
nos animais com M| que nao receberam a polpa de agai no D3. Diferente desse achado,
estudos que serao relatados a seguir, reportaram a diminui¢do de slgA em seres humanos e
murinos que receberam 5-FU.

Foi constatado decaimento dessa imunoglubulina na saliva de pacientes com
cancer“® 44 bem como, no fluido intestinal de camundongos que receberam infusdo
continua de 5-FU por cinco dias (10 mg/kg 1V)“% e uma dose Unica da droga (300mg/kg ip -
24h)“8), |sso pode ser devido a hipoplasia do tecido linfatico associado ao intestino (GALT)
observada em animais expostos ao 5-FU em menores doses®?. Todavia, corroborando com
nosso achado, em um estudo realizado por Maioli et al.?®) que utilizou camundongos que
receberam 5-FU (300mg/kg), também nao foi observada alteragdo da concentragédo de slgA

no grupo com Ml que nao recebeu a intervencao dietética no D3. Uma possivel explicagéo
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para esse evento pode estar relacionada a manutengao da populagdo de células B do GALT
em alguns modelos experimentais de Ml induzida por 5-FU.

Tanto em estudos experimentais como em estudos clinicos, a lesdo acarretada e as
alteragdes provenientes da dieta afetam drasticamente a coordenagdo da imunidade
adquirida no TGI®?), No presente trabalho, 0 aumento da concentragdo de slgA nos grupos
pré-tratados e que receberam 5-FU (D3) corrobora com a literatura, demonstrando que
compostos bioativos da dieta podem atuar em vias imunolégicas no sentido de promoverem
maior prote¢cdo a mucosa.

Fukatsu et al.“”) observaram restauragdo da concentracdo de sIgA no lavado
broncoalveolar utilizando um modelo de infusdo IV de 5-FU, acrescido de um fornecimento
simultdneo de 10 ml/kg de uma emulséo de 6leo de peixe (10%). Foi sugerido que a infusdo
de d6leo de peixe pode prevenir o comprometimento da imunidade da mucosa induzido por 5-
FU. Nesse mesmo estudo, esse achado nao foi significativo no intestino delgado, no
entanto, nossa intervengao dietética foi consistente em demostrar aumento desse anticorpo
no fluido do ID de animais que receberam 5-FU (D3).

Holderness et al.*8) demonstrou ativacdo robusta de linfécitos T por meio da atuagéo
dos polissacarideos isolados da polpa de acai em células T yd® de humanos, de
camundongo e de bovinos. Esse estudo sugeriu que a atividade do agai na resposta imune
pode ser devida, em parte, aos polissacarideos presentes na polpa. A fragdo polifendlica
ndo demonstrou regulagdo da resposta inflamatéria nas células analisadas.

A partir dos nossos resultados da concentragdo de slgA, acreditamos que, em nosso
modelo, os componentes da polpa de agai promoveram uma reposta Th2 e sugerimos que a
IL-4 e IL-6 também possam ter sido o gatilho para o aumento do infiltrado neutrofilico trés
dias ap6s a indugédo da MI no grupo pré-tratado. Sugerimos que os compostos da polpa do
acai, dentre eles os polissacarideos, estimulam a liberagdo de slgA em um estado de maior
citotoxicidade celular (D3) induzida por 5-FU, correlacionando com nossos achados
histolégicos e com a maior migragao neutrofilica nesse periodo.

De maneira semelhante, um modelo de colite utilizado por Souza et al.*® relacionou
o0 aumento da concentragdo de slgA a elevagdo do infiltrado inflamatério e alteragbes
histolégicas na mucosa do célon de camundongos pré-tratados com uma dieta monomérica
de aminoacidos. No presente trabalho nao foi observado aumento da concentragdo dessa
imunoglobulina em um estado menos injuriado (D7), possivelmente por menor demanda da
atuacao desse tipo de defesa intestinal mediada pelos componentes do agai na (s) via (s)
envolvida (s).

A MPO é uma enzima pro-inflamatéria chave secretada abundantemente por
neutrofilos ativados e pode ser considerada um marcador util para a identificagao bioquimica
de doencas inflamatdrias intestinais. Essa enzima promove a liberacdo de espécies reativas

como o acido hipocloroso e o oxigénio singleto, responsaveis por lesarem as membranas
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celulares de micro-organismos invasores® . 51 O infiltrado e a migragdo neutrofilica
transepitelial tem sido relacionado de maneira importante em doencgas inflamatérias
intestinais®?% e na MI induzida por 5-FU® 54 McCormick et al.5? sugeriram que
mecanismos quimiotaticos pro-inflamatérios podem estimular a migragdo de neutrdfilos
através do epitélio intestinal.

Diferente do esperado, o presente estudo constatou presenca macica de atividade
neutrofilica apenas sete dias apds a exposigdo a droga. Um estudo que avaliou a atividade
intestinal da MPO em diferentes dias apds a administragdo do 5-FU (150mg/kg) em ratos,
constatou diminuicdo de sua agdo a partir do D5®). No entanto, similarmente ao nosso
trabalho, um modelo de mucosite oral utilizado por Sa et al.?® demonstrou infiltrado
inflamatdério agudo mais tardio, caracterizado pela importante presenga de neutréfilos no D7
nos grupos que também ndo receberam intervengéo dietética.

Considerando a teoria de que a mucosite por quimioterapicos se manifesta de modo
similar em todo o TGI™, o estudo de Sa et al.®® corrobora com este resultado. Nossa analise
histopatoldgica revelou permanéncia de degeneragéo vacuolar no grupo MUC-D7, o que
sugere consequéncia de uma possivel acdo amplificada do estresse oxidativo celular
instalado inicialmente pelo 5-FU (D3). Isso pode estar alimentando a atividade neutrofilica
por meio de mediador (es) pro-inflamatorio (s). Em relagédo a isso, sugerimos uma provavel
atuagdo da IL-4 e IL-8 (CXCL-8 ou KC), nos grupos com Ml e que nado receberam o
quimioterapico. Soares et al.®® demonstrou que a IL-4 atua como uma citocina proé-
inflamatodria no dano intestinal induzido por 5-FU e que esse envolvimento € dependente da
migragdo de neutrdfilos e da produgédo da quimiocina KC (IL-8), dentre outros mediadores
pro-inflamatérios. A IL-8 pode ser produzida pelas células epiteliais e € considerada uma
poderosa quimiocina de neutroéfilos na Ml induzida por 5-FU orquestrada pela [L-4(50. 55. 56),

Soares et al.®) observaram aumento da atividade da MPO em todos os seguimentos
do intestino de ratos com mucosite induzida por 5-FU (150mg/kg) no D3. Cheah et al.®?
constataram efeito analogo em ratos com MI (5-FU - 150mg/kg) e o pré-tratamento com
GSE reduziu a atividade dessa enzima. Utilizando a mesma dose de 5-FU do presente
trabalho, Leocadio et al.("®) obtiveram o mesmo aumento desse marcador no intestino de
camundongos no D3, sendo que a ingestdo de L-arginina durante dez dias, promoveu
reducdo do infiltrado neutrofilico igualando aos grupos controle. Outro estudo também
constatou aumento da atividade dessa enzima trés dias apds a indugdo da Ml em ratos (5-
FU - 150 mg/kg ip), enquanto que a ingestdo previa de vitamina E promoveu redugido da
atividade intestinal da MPO®).

Portanto, sugerimos que nosso modelo de mucosite induziu o influxo neutrofilico
através do epitélio do ID. No entanto, essa migragao foi mais tardia, diferentemente dos
referidos estudos. Visto que a injuria epitelial esta relacionada a uma marcada infiltragao de

neutrofilos na fase inflamatoria da mucosite mediada por quimioterapia”. Ao contrario do
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esperado, o presente estudo constatou que o grupo pré-tratado e com Ml apresentou maior
atividade da mieloperoxidase assim como maior infiltrado de células polimorfonucleares no
D3. Semelhantemente, Whittaker et al.('® constataram aumento da atividade da MPO no
jejuno de ratos (5-FU - 150mg/kg) que receberam um extrato de améndoas por onze dias
nesse mesmo periodo. Foi sugerido efeito imunoestimulador desse tratamento no intestino
delgado e isso foi imputado ao teor do w-6 presente no extrato.

A partir dessas constatacdes e da secregdo aumentada de sIgA observada em nosso
estudo, sugerimos que em nosso modelo experimental a ingestdo de acai promoveu efeito
oposto a outros compostos dietéticos. Propomos estimulacdo de componentes do acai,
dentre eles, os polissacarideos € w-6, em vias pro-inflamatérias que atuam em resposta a
citotoxicidade do 5-FU, no sentido de combaterem a agresséo intestinal e de acelerar a
regeneracgdo tecidual, pois como observado na analise histopatolégica, sete dias apods a
indugcao da MI o jejuno estava quase que completamente regenerado, diferentemente do
grupo que recebeu somente 5-FU.

Surpreendentemente, no D7 foi observado o mesmo perfil de atividade da MPO no
grupo com MI que recebeu o pré-tratamento. Esse achado ndo corrobora com nossos
resultados anteriores, pois diferentemente do grupo nao tratado, foi observado maior
regeneragao tecidual e menor requerimento da atividade da enzima CAT sete dias apos a
exposicdo ao 5-FU. Todavia, sugere-se que a permanéncia da atividade da MPO nesse
grupo pré-tratado e com MI, se deve possivelmente a manutengdo da maior presenca de
neutrofilos intestinais estimulada por componentes do agai até que o tecido intestinal esteja
completamente regenerado. Essas células ndo exercem somente efeito deletério mas
também facilitam a regeneragdo da mucosa liberando mediadores necessarios para a
resolucdo da inflamagao®d). Visto que a resolugdo da resposta inflamatéria e consequente
regeneracao tecidual sdo completas a partir do momento em que as células inflamatorias
retomam ao numero e fendtipo normais do tecido®@3),

Soares et al.%® constaram diminuigdo do numero de neutrdfilos e da concentragdo da
IL-8, TNF-a e IL-18 no duodeno de camundongos IL-4 -/- que receberam 5-FU. Contudo,
nesse mesmo trabalho foi observado aumento dos niveis duodenais desses mesmos
componentes da resposta imune nos animais IL-4+/+. Todavia, esse mesmo grupo de
pesquisadores®®, demonstrou que a atividade da IL-4 na Ml mediada por 5-FU, também
depende da IL-6, sendo que a concentragcdo dessa citocina (IL-6), ndo foi alterada no
duodeno de camundongos que receberam um antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra),
mostrando que a IL-6 pode independer de IL-1 na Ml induzida por 5-FU. Sonis®® expds que
a IL-6 participa dos mecanismos de iniciagdo e manutengdo da mucosite juntamente com o
TNF-a e a IL-1pB. Outro estudo que avaliou a concentragédo de IL-6 no ID de camundongos
com MI (5-FU - 200mg/kg), observou aumento dessa citocina no grupo mucosite('). A partir

dos nossos resultados da analise da resposta infamatéria, podemos assim sugerir que em
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nosso modelo experimental as citocinas IL-4, IL-6 e IL-8 podem estar mais atuantes nos
grupos com MI, n&o nos permitindo constatar se a ingestao prévia de polpa de agai promove

ou ndo alguma resposta nesse contexto.
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2. Conclusoes

Utilizando um modelo de MI induzida por 5-FU, demonstramos efeito favoravel dos
componentes da polpa do Euterpe oleracea Martius na regeneracgao tecidual e na evolugéo
ponderal. Nosso estudo também demonstrou capacidade antioxidante do agai em condic&o
de estresse oxidativo mediada por agente citotdxico e propbs potencial atuagdo de seus
compostos em vias proé-inflamatodrias. Sugerimos também, uma habilidade de componentes
do agai, como os polifendis, polissacarideos e acidos graxos, em atuar nessas vias no
sentido de mobilizar mecanismos de defesa na finalidade de combater agentes agressores e

de acelerar o reparo da mucosa intestinal.
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3. Consideragoes finais

O fornecimento de material biolégico limitante nos grupos com MI, gera limitagdes
quanto as analises possiveis de serem realizadas. No entanto, o presente trabalho
encontrou desafios que foram possiveis de serem transpassados. Outras analises sao
sugeridas, dentre elas, a dosagem de biomarcadores do estresse oxidativo (MDA, proteinas
carboniladas e NO), a determinagcdo de outras citocinas (IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10), da
atividade do fator de transcrigdo NF-kB (NF-kB fosforilada) e das enzimas MPO e EPO no

jejuno.
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