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RESUMO
A mucosite intestinal € dano colateral causado pelos tratamentos quimioterapicos ou
radioterapicos pelos quais os pacientes oncoldgicos sao submetidos. Até o momento
nao existem alternativas efetivas para minimizar ou prevenir os danos causados pela
mucosite. Dessa forma, o uso de imunomoduladores tem sido alvo de estudos para
avaliar seu papel frente a este problema. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da
suplementagcdo com vitamina C isolada e associada com L-arginina na mucosite
intestinal experimental induzida por 5-FU. Camundongos machos, balb/c, de 6 a 7
semanas, recebendo dieta padrdao e agua a vontade, foram divididos em 4 grupos:
Controle (CTL), Mucosite (MUC), Mucosite + Vitamina C (MUC+VIT), Mucosite +
associagao de arginina e vitamina C (MUC+ARG+VIT). Os camundongos dos grupos
CTL e MUC receberam 0,2 mL de salina (NaCl 99%) por gavagem durante todo o
periodo experimental. Enquanto que os animais do grupo MUC+VIT receberam, por
gavagem, 0,2mL de solugdo contendo 60mg de vitamina C e os animais do grupo
MUC+ARG+VIT receberam, por gavagem, 0,2 mL de solugdo contendo 60mg de
vitamina C e 60 mg de arginina. No 7° dia os animais dos grupos MUC, MUC+VIT e
MUC+ARG+VIT receberam injecao i.p de 300mg/kg de 5-Fu em dose Unica, para a
inducao da mucosite. Apos 72 horas, os animais foram anestesiados e eutanasiados
por deslocamento cervical e realizada a coleta de amostras para as analises. Os
animais com mucosite tiveram reducgao significativa do peso e consumo quando
comparado aos animais do grupo controle. O grupo MUC apresentou maior
permeabilidade intestinal em relacdo ao CTL e os grupos com ambos tratamentos
foram capazes de manter a Pl em niveis fisioldgicos. A administragdo do
quimioterapico ndo alterou a expressao da jungdo ZO-1 em nenhum dos grupos. Ja a
expressao de ocludina diminuiu em todos os grupos com mucosite quando comparado
ao grupo CTL. A suplementagdo com Vitamina C isolada, apresentou melhores
resultados nas analises histologicas, com manuten¢cdo da arquitetura intestinal e
manutencido das vilosidades e criptas. Aumento nas atividades de peroxidase
eosindfilica (EPO) e mieloperoxidase (MPO) foram observados nos animais do grupo
MUC. Entretanto, apenas o tratamento com vitamina C isolada preveniu o aumento
do infiltrado inflamatdrio. A concentracao de slgA reduziu nos grupos com mucosite,
aumento parcial foi observado em ambos os tratamentos. A expressédo génica de
NFkB, TNFa e COX2 foi significativamente maior no grupo MUC em relagéo ao CTL.

O grupo MUC+VIT apresentou expressao génica dessas citocinas semelhante ao



CTL. A expressao de TNFa e COX2 do grupo MUC+ARG+VIT foi semelhante ao do
grupo MUC. Adicionalmente, a expressao das citocinas IL1[3, IL10 e IL6 ndo foram
diferentes entre os grupos. Na analise de estrese oxidativo, foi observado aumento
na atividade das enzimas SOD, TBARS e hidroperéxidos no grupo MUC quando
comparado ao controle. No entanto, a suplementagdo com ambos os tratamentos
manteve em niveis basais apenas a atividade de TBARS. O uso da associagao entre
vitamina C e L-arginina n&o apresentou beneficios adicionais comparado a

suplementacédo com a vitamina C isolada.

Palavras chaves: imunomoduladores, vitamina ¢, mucosite, cancer, L-arginina.



ABSTRACT
Intestinal mucositis is collateral damage caused by the chemotherapy or radiotherapy
treatments that cancer patients are undergoing. Until now there are no efficient
alternatives to minimize or prevent the damage caused by mucositis. Thus, the use of
immunomodulators has been the target of studies to evaluate its role in this problem.
The aim of this study was to evaluate the effects of vitamin C supplementation alone
and associated with L-arginine on experimental intestinal mucositis induced by 5-FU.
Male Balb/c mice 6 to 7 weeks old, receiving standard diet and water were divided into
4 groups: Control (CTL), Mucositis (MUC), Mucositis + Vitamin C (MUC+VIT),
Mucositis + association of arginine and vitamin C (MUC+ARG+VIT). Mice in the CTL
and MUC groups received 0.2 mL of saline (NaCl 99%) by gavage throughout the
experimental period. The animals in the MUC+VIT and MUC+ARG+VIT groups
received by gavage 0.2 mL of a solution of 60 mg of vitamin C and 60 mg of vitamin C
associated of 60 mg of arginine, respectively. On the 7th day the animals in the MUC,
MUC+VIT and MUC+ARG+VIT groups received i.p. injection of 300mg/kg of 5-Fu in a
single dose. After 72 hours the animals were anesthetized and euthanized by cervical
dislocation and samples of tissues and blood were collected for analysis. The mice with
mucositis showed a significant reduction in weight and consumption when compared
to the animals CTL. The MUC group showed higher intestinal permeability (IP) when
compared to CTL, and the groups with both treatments were able to preserve the Pl at
physiological levels. The administration of chemotherapy did not affect the expression
of the ZO-1 junction in none of the groups, while the expression of occludin decreased
in all groups with mucositis when compared to the CTL group. Vitamin C
supplementation alone showed better results in histological analysis, with maintenance
of intestinal architecture and villi and crypts. Eosinophilic peroxidase (EPO) and
myeloperoxidase (MPO) increased activities were observed in the animals of the MUC
group. However, only vitamin C treatment prevented the inflammatory infiltrate. The
concentration of slgA decreased in the groups with mucositis, and a partial increase
was observed in both treatments. Gene expression of NFKB, TNFa and COX2 was
significantly higher in the MUC group compared to CTL. The MUC+VIT group showed
similar gene expression to CTL. However, there was no statistically significant
difference between the MUC and MUC+ARG+VIT groups for the expression of TNFa
and COX2. Additionally, the expression of the cytokines IL13, IL10 and IL6 did not

show any statistical difference among the groups. Oxidative stress analysis showed



increased activity of the enzymes SOD, TBARS, and hydroperoxides in the MUC
group. However, supplementation with both treatments maintained only TBARS
activity at basal levels. The use of the association between vitamin C and L-arginine
did not present additional benefits to affirm that the use of the association would be
better than the monotherapies, since the use of vitamin C alone presented more

benefits than the association of this immunomodulators.

Key words: immunomodulators, vitamin ¢, mucositis, cancer, L-arginine.
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1 INTRODUCAO

Cancer € o termo associado a doengas malignas que tém em comum o
crescimento desordenado de células, por alteragbes nos mecanismos de proliferacéao
celular, levando ao acumulo de células alteradas (INCA, 2021). Sabe-se que o
aumento na ocorréncia de casos de cancer esta relacionado a fatores hereditarios e
do estilo de vidaque por sua vez, contribuem diretamente para o risco aumentado do
desenvolvimento da doenga . Dentre estes fatores, é possivel citar a genética, como
contribuinte de cerca de 10 a 20% dos casos, e fatores ambientais, como a
alimentagado, o sobrepeso e a obesidade, o0 uso de drogas, a exposicdo a agentes
cancerigenos, que correspondem a cerca de 80 a 90% dos casos (INCA, 2021).

As principais metas para o tratamento do cancer € a cura, prolongamento
e melhora da qualidade de vida. As terapias mais utilizadas incluem procedimentos
cirurgicos, radioterapia, quimioterapia, transplante de medula 6ssea e imunoterapia
aplicadas em associacdo ou isoladas (INCA, 2021). Na maioria dos casos é
necessario combinar mais de um tipo de terapia para alcancar resultados satisfatorios.

Dados, de 2009 a 2017, do Observatorio de Oncologia, mostraram que 34%
dos pacientes que estavam em tratamento oncolégico, fizeram a combinacao de
quimio e radioterapia e 46% apenas a quimioterapia. Estes tratamentos, apesar de
eficazes, apresentam diversos efeitos colaterais, principalmente alteragdes
gastrointestinais levando a perdada barreira intestinal e, mucosite intestinal .

A mucosite intestinal & efeito colateral adverso a toxicidade da
quimioterapia e radioterapia em pacientes oncoldgicos. O quadro clinico caracteriza-
se pela ulceragao, inflamagao e perda das células que compde a barreira epitelial do
trato digestivo (BOWEN et al., 2019). O dano na mucosa intestinal acomete cerca de
40% a 80% dos pacientes em tratamento com o quimioterapico 5- Fluorouracil (5-FU)
e esta associado a sintomas como dor, ulceragao, inchago, nauseas, vomitos, diarreia
e constipagdo (BOWEN et al., 2019; SOUGIANNIS et al.,, 2021). Esta desordem
patolégica ocasiona anorexia e perda de peso e, consequentemente, piora do estado
nutricional e qualidade de vida desses pacientes. Além disso, contribui para o aumento
de infecgbes, de tempo de internagdo e dos custos do tratamento (BOWEN et al.,
2019). Nestes casos, € necessario ajustes de dose ou interrupgao do tratamento,
comprometendo a eficacia do farmaco e resultando em maior taxa de mortalidade em
pacientes com cancer (ANTUNIASSI, 2005; LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003;
PINEDO; PETERS, 1988).
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Em decorréncia disto, busca-se estratégias que minimizem estes danos.
Dentre elas, o uso de imunomoduladores tém sido estudado com o objetivo minimizar
os efeitos observados da mucosite, melhorando a qualidade de vida de pacientes
submetidos ao tratamento oncoldgico. Nos ultimos anos, dados do nosso grupo de
pesquisa tém demonstrado que a suplementacdo com simbidtico (TRINDADE et al.,
2018), acidos graxos dmega-3 (GENEROSO et al., 2015), L-arginina (ANDRADE et
al., 2023; LEOCADIO et al., 2015), acido linoleico conjugado (DE BARROS et al.,
2018), FOS (CARVALHO et al., 2021) probidticos (ALA et al., 2016) e, mais
recentemente, associacdo de FOS com L-arginina (ANDRADE et al.,, 2023)
apresentaram efeitos benéficos na mucosite intestinal. O uso de terapias combinadas,
como a associagcdo de imunomoduladores podem ser importantes adjuvantes na
prevencgao da mucosite intestinal (BOWEN et al., 2019). Neste contexto, a vitamina C
por ser um potente antioxidante e modulador da resposta imunoldgica, associada ao
aminoacido L-arginina, com propriedades benéficas ja mostradas na mucosite
intestinal, poderia ser uma alternativa mais efetiva para o tratamento associado a
quimioterapia.

A vitamina C, por suas fungdes imunomoduladoras, tem sido estudada em
varias condi¢des como, durante a quimio-radiagao convencional e no tratamento do
cancer, (AL-REFAI, 2017; CHAITANYA et al., 2018; MAGRI et al., 2020). Alguns
estudos tem mostrado que a vitamina C aumenta a quimioresponsividade ao
tratamento com quimio e radioterapia (NAGY et al., 2003), melhora a arquitetura
intestinal, a resposta imunoldgica e leva a diminui¢cao da inflamacgao (AL-REFAI, 2017;
CHAITANYA et al., 2018).

Assim, a proposta do presente trabalho foi investigar os efeitos da
suplementagcdo com vitamina C isolada e associada com L-arginina poderia trazer

beneficios para o processo inflamatdrio intestinal decorrentes da mucosite.

2 REVISAO DA LITERATURA

21. Cancer

Cancer é o termo associado a mais de 100 tipos de doencas malignas que
tém em comum o crescimento desordenado de células por alteragdes nos
mecanismos de proliferagcéo celular, levando ao acumulo de células alteradas (INCA,
2021). Estimativas feitas pelo Global Cancer Observatory, (2020) (GLOBOCAN),

mostraram que 4 milhdes de pessoas foram diagnosticadas com cancer e cerca de
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1,4 milhdo morreram em 2020. Devido a falta de intervencdes, o numero de pessoas
diagnosticadas até 2040 pode aumentar para mais de 6,2 milhdes.

a pandemia da doenga coronavirus 2019 (COVID-19) foi um agravante para
a epidemiologia do cancer foi. Devido ao fechamento de estabelecimentos de saude,
demissdes, perda do seguro de saude e medo da exposi¢ao ao COVID-19, houve
ainda mais atrasos no diagndstico e tratamento. Embora o impacto tenha sido maior
durante o pico da COVID-19, em meados de 2020, a prestacao de cuidados de saude
ainda nao tinha se recuperado totalmente (SIEGEL MPH et al., 2023). Esse fato, de
acordo com a Organizagao Pan-Americana da Saude (OPAS), foi um dos grandes
obstaculos para evolugdo em novas descobertas de tratamentos.

O desenvolvimento do cancer esta relacionado a fatores hereditarios (10 a
20% dos casos) e ao estilo de vida, como alimentag&o, sobrepeso e obesidade, uso
de drogas, exposi¢ao a agentes cancerigenos, que correspondem a cerca de 80 a
90% dos casos(INCA, 2021) . A carcinogénese é determinada pela frequéncia e
periodo de exposicdo a esses agentes e, pela interagdo entre eles. Devem ser
consideradas, no entanto, as caracteristicas individuais, que facilitam ou dificultam a
instalagao do dano celular. Apds esse dano, que provoca modificagdes em alguns dos
genes, as células se encontram geneticamente alteradas e sofrem o efeito dos
agentes cancerigenos classificados como oncopromotores, que por sua vez, de forma
lenta e gradual, é transformada em célula maligna. Nessa fase, a suspenséo do
contato com agentes promotores muitas vezes interrompe o processo. Porém, em
caso de continua exposi¢ao, o cancer ja esta instalado e evolui até o surgimento das
primeiras manifestacdes clinicas da doenca (Figura 1) (INCA, 2021).

Para facilitar o diagndstico e associagédo com os sinais clinicos, a Unido
Internacional Contra o Cancer (UICC) preconiza a utilizagdo do sistema de
estadiamento denominado Sistema TNM de Classificagdo dos Tumores Malignos.
Nesse sistema, a extensado anatdémica da doenca é classificada utilizando como base
a avaliacédo de trés componentes: a extensdo do tumor primario (T), a auséncia ou
presenca e a extensao de metastase em linfonodos regionais (N) e a auséncia ou
presenca de metastase a distancia (M). Esses parametros recebem graduagoes,
geralmente de TO a T4, NO a N3 e de MO a M1, respectivamente. Além disso, a
classificagdo das neoplasias malignas também deve considerar: localizagao, tipo

histopatoldgico, produgao de substancias e manifestagdes clinicas do tumor, além de
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sexo, idade, comportamentos e caracteristicas biolégicas do paciente. O grau do

estadiamento ira determinar a melhor conduta terapéutica (INCA, 2021; UICC, 2022).

As principais metas para o tratamento do cancer € a cura, prolongamento

Figura 1. Oncogénese e fatores de risco associados.

Estresse, padrao alimentar, sedentarismo, obesidade, doengas metabédlicas e alteragoes
genéticas, levam a geragao de espécies reativas de oxigénio, causando danos ao DNA
das células, favorecendo um crescimento de células alteradas geneticamente (INCA,
2021). ROS = Espécies reativas de oxigénio; DNA = acido desoxirribonucleico. Adaptado
INCA, 2021. Criado no software BioRender.

e melhora da qualidade de vida. As terapias mais utilizadas incluem procedimentos
cirurgicos, radioterapia, quimioterapia, transplante de medula éssea e imunoterapia
aplicadas em associagao ou isoladas (INCA, 2021). Na maioria dos casos &
necessario combinar mais de um tipo de tratamento para alcancar resultados
satisfatorios. A escolha dependera do tipo de cancer, grau do tumor, agressividade,
bem como o estado fisico e imunoldgico do paciente (MUNKER et al., 2018; PEREIRA
et al., 2016).

Um levantamento de dados de 2009 a 2017, feito pelo Observatério de
Oncologia, mostrou que dos pacientes que fizeram radioterapia, quimioterapia ou
quimio e radioterapia, 34% fizeram as terapias combinadas e 46% apenas a
quimioterapia (Global Cancer Observatory, 2020). Estes tratamentos, apesar de
eficazes, apresentam diversos efeitos colaterais, principalmente alteragdes
gastrointestinais que, podem comprometer o estado nutricional e levar a alteragcbes
na barreira intestinal (FORSGARD et al., 2016).
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2.2. Barreira intestinal

O trato gastrointestinal (TGI), é responsavel pelo maior sitio de
comunicagao do organismo com o meio externo. Atua nos processos de digestao e
absorcao de nutrientes, na homeostase intestinal e mais recentemente, é considerado
parte da comunicagao com o cérebro (ALLAIRE et al., 2018; CRYAN et al., 2019)

Como componente do revestimento do TGl, o epitélio intestinal € composto
por uma camada unica de células epiteliais, responsaveis pela digestdo e absorgao
de nutrientes. Morfologicamente, o epitélio se estende formando estruturas e
invaginagdes, denominadas vilosidades e criptas de Lieberkuhn, que se projetam para
dentro do lumen, com a finalidade de aumentar a area de superficie da mucosa
(GLEESON; CULLEN; DOWLING, 1972). Essas estruturas sao formadas por quatro
tipos celulares principais: enterdcitos, células caliciformes, células enteroenddcrinas e
as células de Paneth (BLANDER et al., 2017).

Os enterdcitos apresentam borda em escova, caracterizada por densa
matriz de vilosidades em sua superficie apical e sdo ligadas por complexos juncionais
que consistem em jungbes firmes (tight junctions), jungdes aderentes (adherens
junctions) e desmossomos (desmosomal junctions). Esses complexos sao
responsaveis pelo controle do transporte paracelular do epitélio e o enfraquecimento
resulta no aumento da permeabilidade intestinal (Pl) (FASANO, 2020; GLEESON;
CULLEN; DOWLING, 1972). Ja, as células caliciformes, Paneth e as
enteroenddcrinas, sao células secretoras importantes para o processo digestivo e
funcao de barreira do epitélio (GALLO; HOOPER, 2012; KIM; HO, 2010).

As células caliciformes produzem e armazenam secrecdo de muco,
composto por glicoproteinas e principalmente mucinas. Estas, sao consideradas
componentes da barreira fisica do intestino por formarem uma extensa camada de
muco, tendo como principal fungdo descrita, a acdo antimicrobiana e secretora de
imunoglobulina A (slgA). Adicionalmente, as células de Paneth também atuam como
antimicrobiano, devido a secregdo de proteinas antimicrobianas (lisozima e
defensina), dificultando o acesso de microrganismos a mucosa intestinal. Por fim, as
células enteroenddcrinas secretam diversos hormdnios intestinais, dentre os quais
peptideos e catecolaminas (ALLAIRE et al., 2018; ANDREWS; MCLEAN; DURUM,
2018).

Além das barreiras fisicas, o intestino contém o maior numero e diversidade

de compartimentos imunoldgicos e células imunolégicas do corpo, como os tecidos



23

linfoides associados ao intestino (GALT) (MORBE et al., 2021). O GALT possui a
capacidade de expressar moléculas de ativagao e secretar citocinas pré-inflamatdrias,
como interferon-gama (IFN-y), interleucinas (IL) IL-1, IL-4, IL-13, o fator de necrose
tumoral a (TNF-a), citocinas anti-inflamatarias, IL-10, IL-4, IL-13, citocinas regulatorias
e o fator de transformacao do crescimento beta (TGF-B) (FORCHIELLI; WALKER,
2005)

Dessa forma, o funcionamento adequado de todos os componentes da
barreira intestinal é fundamental para garantir uma resposta imunologica adequada
com manuteng¢ao da homeostase. Uma vez que a ativagao de células imunologicas e
o aumento de infiltrado de células inflamatdrias podem afetar a integridade da barreira
intestinal, principalmente na presenca de inflamagdes intestinais, como doencas
inflamatdrias intestinais e mucosite (CREMON et al., 2018; FRANZE et al., 2016;
REGAN et al., 2013).

2.3. Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo é definido por um desequilibrio entre 0 aumento dos
niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou espécies reativas de nitrogénio
(ERNs) e uma baixa atividade dos mecanismos antioxidantes (PREISER, 2012;
RAHAL et al.,, 2014). Um aumento do estresse oxidativo pode induzir danos a
estrutura celular e potencialmente destruir os tecidos (GRAVES, 2012). No entanto,
as ERO sao necessarias para o funcionamento celular adequado, incluindo a
producao de energia pelas mitocdndrias (INOUE et al., 2005). O aumento do estresse
oxidativo tem sido incriminado em condic¢des fisioldégicas, como envelhecimento e
exercicio, e em varias condigdes patologicas, incluindo cancer, doencgas
neurodegenerativas, doengas cardiovasculares, diabetes, doengas inflamatérias e
intoxicagdes (CABELLO-VERRUGIO et al., 2017; GRAVES, 2012; INOUE et al., 2005;
PREISER, 2012; RAHAL et al., 2014).

A mitocéndria é a organela celular predominante na produgdo de ROS
(INOUE et al., 2005). Gera trifosfato de adenosina (ATP) através de uma série de
processos de fosforilagdo oxidativa. Durante este processo, ocorrem uma ou duas
reducdes de elétrons em vez de quatro reducdes de elétrons de oxigénio, o que
subsequentemente leva a formagao de perdxido de hidrogénio (H202) ou oxigénio (O2)
e converter para outro ROS (INOUE et al., 2005). A principal forma de ERNs inclui
oxido nitrico (ON) e peroxinitrito (GRAVES, 2012; RAHAL et al., 2014). Quando ha
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excesso de NO, esta reagao leva a formacao do radical diéxido de nitrogénio. Maior
concentragcdo de ON leva a formacdo de Trioxido de dinitrogénio (N203) e isso
geralmente resulta em nitrosacédo (GRAVES, 2012)

Os radicais livres de oxigénio, incluindo o radical alquil peroxil, o radical
hidroxila (OH) e o radical anion superoxido (O27), sdo potentes iniciadores na
peroxidagao lipidica, cujo papel esta bem estabelecido na patogénese de
doencgas. Uma vez que a peroxidagéo lipidica € iniciada, uma propagacgao de reagdes
em cadeia ocorrera até que produtos de terminagédo sejam produzidos (GORRINI;
HARRIS; MAK, 2013). Assim, os produtos finais da peroxidagao lipidica, por exemplo,
F2-isoprostanos, 4-hidroxi-2-nonenol (4-HNE) e malondialdeido (MDA), séao
acumulados em sistemas biologicos (RAHAL et al., 2014). As bases de DNA s&o muito
suscetiveis a oxidacao de ROS, e o principal produto de oxidacao detectavel de bases
de DNA ¢ a 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (GORRINI; HARRIS; MAK, 2013; RAHAL et
al., 2014). A oxidagao das bases do DNA pode causar mutagdes e delecoes no DNA
nuclear e mitocondrial. O DNA mitocondrial é relativamente propenso a danos
oxidativos devido a sua proximidade com ROS e sua capacidade de reparo deficiente
em comparacao com o DNA nuclear (GORRINI; HARRIS; MAK, 2013).

Essas modificagdes oxidativas causam alteragdes funcionais nas proteinas
estruturais e enzimaticas, o que pode levar a um impacto fisiolégico substancial. Além
disso, as modulacdes redox dos fatores de transcricdo também aumentam ou
diminuem suas atividades especificas de ligagdo ao DNA (GORRINI; HARRIS; MAK,
2013; PREISER, 2012; RAHAL et al., 2014), assim, alteram a expressao génica, e
tornam-se responsaveis por desencadear diferentes resposta no organismo como a
potencializagdo de processos inflamatérios (GORRINI; HARRIS; MAK, 2013;
SOUGIANNIS et al., 2021).

24. 5-FU e mucosite

O 5-Fluorouracil (5-FU) é um quimioterapico da classe dos
antimetabdlicos que atua inibindo processos de biossintese essenciais (CRISWELL et
al., 2003; SONIS, 2004). Ele penetra na célula por transporte facilitado, usando o
mesmo mecanismo de transporte que o uracil (SONIS, 2004). No meio intracelular é
convertido em metabdlitos ativos que interrompem a sintese de acido ribonucleico
(RNA) e a agéo da enzima timidilato sintetase essencial na produgao e reparagéo de
acido desoxirribonucleico (DNA) (CHANG et al., 2012).
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Devido a acéao inespecifica, o 5-FU pode atingir células saudaveis com
alto indice mitotico, principalmente do TGl (FERREIRA et al., 2012; SOARES et al.,
2013). Como consequéncia, observa-se a producao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), promogdo do estresse oxidativo, ativagdo de fatores de transcricdo e
aumento da producgao de citocinas inflamatdrias, que amplificam os danos causados
pelo quimioterapico (SONIS, 2004). Estes eventos culminam em inflamacgédo e
diversos efeitos colaterais, como a mucosite (SONIS, 2004).

A mucosite intestinal € efeito colateral adverso a toxicidade da
quimioterapia e radioterapia em pacientes oncoldgicos. O quadro clinico caracteriza-
se pela ulceragao, inflamagao e perda das células que compde a barreira epitelial do
trato digestivo (SONIS, 2004). O dano na mucosa intestinal acomete cerca de 40% a
80% dos pacientes em quimioterapia com de 5-FU e esta associado a sintomas como
dor, ulceragao, inchago, nauseas, vomitos, diarreia e constipacao (KEEFE et al., 2007;
SONIS, 2004; TOUCHEFEU et al.,, 2014). Essa disfuncdo patologica ocasiona
anorexia e perda de peso, consequentemente, piora do estado nutricional e qualidade
de vida desses pacientes. Além disso, contribui com aumento da predisposicao as
infeccbes, tempo de internacdo e custos do tratamento (MANZI; SILVEIRA; DOS
REIS, 2016; OBEROI et al., 2014a). Nestes casos, é necessario ajustes de dose ou
interrupcado do tratamento, comprometendo a eficacia do farmaco e resultando em
maior taxa de mortalidade em pacientes com cancer (TRINDADE et al., 2018).

O desenvolvimento da mucosite € processo dinamico; contudo, (SONIS,
2004) descreveu a fisiopatologia da mucosite em 5 estagios. Em 2021, Sougiannis e
colaboradores reforcaram a descricao explorando os mecanismos associados ao
desenvolvimento da inflamacédo (SOUGIANNIS et al., 2021) (Figura 2):

(I) Iniciagao: a lesdo tecidual ocorre imediatamente apds a administracédo
do quimioterapico ou radioterapico (0 a 2 dias). Os agentes citotoxicos promovem
danos ao DNA e estimulam a produgao de EROs. A ativacado de cascata de eventos
na camada submucosa resulta em lesao celular que atinge as células do epitélio basal
e contribui para a ativagio no NFkB e regulagcdo positiva de
mensageiros(GENEROSO et al., 2015).

(1 Resposta primaria ao dano: a ativacdo do NFkB estimula a
expressao de diversos genes potencialmente tdéxicos para a mucosa. O processo

induz a regulagao positiva de citocinas pro-inflamatérias, como TNFa, IL-18 e IL-6
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capazes de aumentar o dano tecidual, reduzir a oxigenagao e induzir a apoptose das
células epiteliais basais (FERREIRA et al., 2012). Bowen e colaboradores (2019)
verificaram que a inibicdo do NF-kB suprime a inflamagao e melhora o dano a mucosa,
0 que sugere que ele seja o mediador chave envolvido na mucosite induzida por 5-FU
(BOWEN et al., 2019).

(m) Amplificagao do sinal: a ativacado de receptores do tipo foll (TLR)
por bactérias intestinais leva a regulacao positiva de NF-kB por meio de multiplas vias
de sinalizagéo, agravando ainda mais a resposta inflamatoria por meio da geragéo e
amplificagdo de citocinas inflamatorias, causando danos teciduais. Cerca de 2 a 5 dias
apds o tratamento quimioterapico, ocorre aumento da liberagdo de citocinas proé-
inflamatodrias, expressdo aumentada de TNFa e proteina quimioatraente de monécitos
1 (MCP1) que levam ao recrutamento de macrofagos e neutrofilos para o local do
dano. A regulacdo positiva do feedback do TNFa para aumentar a sinalizagéo
da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e c-Jun NH 2 -terminal quinase
(JNK) levando a degradacédo da fibronectina e ativacdo de macréfagos, além de
favorecer o aumento de caspase 3, caracterizando entdo a mucosite (SOUGIANNIS
et al., 2021).

(V) Ulceracgao: as ulceracgdes, ocorrem como evento final de lesao
tecidual e morte de células-tronco. Este evento leva ao aumento da liberagao de ROS,
0 que exacerba o dano a camada submucosa e avancga os efeitos debilitantes do dano
induzido pela quimioterapia (SOUGIANNIS et al., 2021). Isso piora especialmente em
pacientes que recebem multiplas doses de quimioterapia. A colonizagao bacteriana
nas ulceras mucosas induz ainda mais a inflamagao, estimulando a infiltracao e
ativagdo de macrofagos pro-inflamatorios, levando a um ciclo vicioso de inflamagéao
no TGI. Na fase ulcerativa a mucosite se torna clinicamente evidente. Esse processo
resulta no aumento da permeabilidade intestinal, invasdo da microbiota do [Umen para
a lamina prépria e translocagao das bactérias para circulagao sistémica (JUSTINO et
al., 2014; PRISCIANDARO et al., 2011). Nessa fase, os sinais clinicos de dor,
desconforto gastrointestinal sdo mais evidentes, além de apresentarem maior risco de

bacteremia e sepse (Ll et al., 2017).
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(V) Recuperagao: a interrupcédo do tratamento quimioterapico e/ou
radioterapico leva ao processo de cicatrizagao ou cura. O reparo tecidual € promovido
por meio da proliferacao e diferenciacao do tecido a partir da liberacdo de sinais da
matriz extracelular da submucosa (SOUGIANNIS et al., 2021). Embora normalmente
esse tipo de resposta resulte em reparo tecidual, as drogas antineoplasicas também
tém como alvo o sistema hematopoiético altamente proliferativo, causando anemia
sistémica e linfocitopenia (SHITARA et al., 2011). Esses eventos resultam em uma
capacidade reduzida do sistema imunolégico de responder adequadamente ao insulto
tecidual (CARUSO et al., 2019; NILSEN et al., 2021). Portanto, um desequilibrio das
respostas das citocinas e dos mecanismos de cura prolonga os disturbios fisiolégicos
resultantes da destruicdo do tecido intestinal; no entanto, sdo escassos os trabalhos

que elucidam os mecanismos a longo prazo.

Figura 2. Desenvolvimento da mucosite

ROS = Espécies Reativas de Oxigénio; NFkB= Fator de Necrose Kappa B; COX2= Cicloxigenase
2; IL6 = Interleucina 6; IL10= Interleucina 10.

Fonte: Adaptado de(SONIS, 2004; SOUGIANNIS et al., 2021). Criado no software BioRender.

Nos ultimos anos, os avangos no entendimento da patogénese da

mucosite, bem como a busca por novos agentes envolvidos, reforcaram a
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complexibilidade da lesdo (BOWEN et al., 2019). Além do mecanismo descrito,
recentemente a microbiota intestinal foi incluida como parte do desenvolvimento e da

gravidade da mucosite (BOWEN et al., 2019). A disbiose microbiana que ocorre na
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mucosite levou os pesquisadores a postular que a composicdo do microbioma
intestinal pode ser usada como marcador substituto para alteragcdes que levam a
diarreia (ALEXANDER et al., 2017; WANG et al., 2015). Além disso, parece haver
ligacbes mecanisticas entre a microbiota intestinal alterada durante quimioterapia e a
capacidade de metabolizar nutrientes e xenobidticos (MONTASSIER et al., 2015). As
interagcbes microbioma-mucosa com os receptores ftoll-like (TLRs, devido a sua
interface direta entre ligantes microbianos e cascatas de sinalizagcdo através de
células epiteliais, neurais e imunes, agem para regular a inflamagdo e ajuda na
cicatrizacao do intestino (ALEXANDER et al., 2017).

Apesar das consequéncias clinicas, econdmicas e dos avangos no
entendimento da mucosite, ainda ndo ha terapias e protocolos efetivos para a
prevengado e/ou tratamento. Algumas alternativas, como crioterapia e aplicagao de
laser tém sido utilizadas para amenizar os sintomas, essencialmente na cavidade oral
(DE MELO MANZI; SILVEIRA; REIS, 2016; OBEROI et al., 2014b) O uso de
imunomoduladores tem sido investigado como forma de minimizar os efeitos
colaterais do tratamento e melhorar qualidade de vida de pacientes, principalmente
pelos beneficios ja demonstrados em reduzir a Pl, a translocagao bacteriana, modular
a microbiota e aumentar a producao de slga (ANDRADE et al., 2015).

Trabalhos do nosso grupo de pesquisa mostraram que a suplementagao
com simbiotico(TRINDADE et al., 2018), acidos graxos 6mega-3 (GENEROSO et al.,
2015), L-arginina (LEOCADIO et al., 2015b), butirato (FERREIRA et al., 2012), &cido
linoleico conjugado(BARROS et al., 2016), FOS (CARVALHO et al., 2021) probiéticos
(JUSTINO et al., 2014; PRISCIANDARO et al., 2011) e mais recente, associacao de
FOS com L-arginina (ANDRADE et al., 2023)apresentaram efeitos benéficos na
mucosite intestinal e na modulagdo da microbiota intestinal. O uso de terapias
combinadas, como a associagdo de imunomoduladores podem ser importantes
adjuvantes na prevencdo da mucosite intestinal por aumentar a abrangéncia do
tratamento, principalmente pelas novas descobertas relacionadas a fisiopatologia da
leséo e inflamacao intestinal (BOWEN et al., 2019).

Neste contexto, a vitamina C por ser um potente antioxidante e modulador
da resposta imunologica, associada ao aminoacido L-arginina, com propriedades
benéficas ja mostradas na mucosite intestinal, poderia ser uma alternativa de

tratamento associado a quimioterapia.
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2.5, Vitamina C

O acido ascoérbico, comumente conhecido como vitamina C (vitC), é
micronutriente hidrossoluvel, essencial para seres humanos. As melhores fontes de
vit C sao frutas frescas (particularmente frutas citricas), como laranja, acerola, limao,
abacaxi, entre outras (COLLI, 2005). O consumo alimentar diario varia de acordo com
a faixa etaria; adultos saudaveis devem consumir entre (60 a 75mg/dia). No entanto,
o maior desafio na utilizagdo e consumo da vit C € manter a estabilidade, uma vez que
é facilmente degradada em meio aquoso, calor, pH elevado, presenca de oxigénio e
ions metalicos. Esse processo geralmente € acompanhado por uma mudanga de cor
nas formulagbes ou alimentos, que ficam gradativamente mais
amareladas/alaranjadas (COLLI, 2005). Varias estratégias tém sido desenvolvidas
para limitar esses processos, entre elas: controle da presenga de oxigénio durante a
formulacédo e armazenamento, baixo pH e redugao do teor de agua através do uso de
formulacdes anidras/ndo aquosas e manutencdo em baixas temperaturas (CARITA et
al., 2020) (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura quimica do acido ascérbico e a oxidagdao em
acido dehidroascorbico. Fonte: Lykkesfeldt et al. 2014.

2.51. Absorcao e metabolismo da vitamina C

A captagdo intestinal e a reabsorgdo renal sdo importantes na
biodisponibilidade do acido ascorbico, pois os humanos, ao contrario da maioria dos
mamiferos, ndo podem sintetizar a vitamina de novo. Os niveis circulantes de vit C
sao rigidamente controlados na faixa micromolar, enquanto os niveis intracelulares
sdo muito mais altos (MAY; HARRISON, 2013). O acido ascorbico é distribuido por
Transportadores de Membrana de Vit C (SVCT) em células nucleadas, enquanto o
acido dehidroascorbico (DHA), o produto da 2e-oxidagdo da vit C (Figura 3), é
transportado por transportadores de glicose independentes de Na+ (GLUT) e é
rapidamente reduzido intracelularmente. A oxidagcdo da vit C pode aumentar

substancialmente os niveis de DHA, permitindo o acumulo de vit C em varios tipos de
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células, e isso pode ser importante para sua fungao antioxidante (MAY; HARRISON,
2013).

Assim, grandes quantidades de acido ascorbico podem ser disponibilizadas
durante uma resposta inflamatdria, por exemplo, para equilibrar a producédo de ROS.
No entanto, os polimorfismos genéticos nos genes humanos de transporte de vit C
afetam os niveis plasmaticos de acido ascorbico e, portanto, o risco de doengas e os
individuos com baixa ingestao alimentar podem ser mais suscetiveis aos efeitos da
variagao genética (MICHELS; HAGEN; FREI, 2013).

25.2. O papel da vitamina C no sistema imunolégico

Varios estudos demonstraram o papel da vit C na regulagéo do sistema
imunolégico humano. Além de ser antioxidante, ela desempenha papel
imunomodulador fundamental como cofator para varias enzimas envolvidas na
expressao biosintética e genética (CARR; MAGGINI, 2017; LEE et al., 2003). Além
disso, esse micronutriente ajuda a manter a integridade da barreira epitelial,
promovendo a atividade das células natural Killer (NK) e a diferenciagéo de células T
CD4 + imaturas em células T (Th1) auxiliares (células T produtoras de IFN-y). Além
disso, demonstrou-se que a vit C afeta a producdo de citocinas/quimiocinas proé-
inflamatdrias e a expressao de moléculas de adesao (CHAMBIAL et al., 2013). Outro
papel importante é a capacidade da vit C em promover a migragéo de neutrofilos para
o local da infecgdo. Ela também melhora a fagocitose, promove a renovagao dos
agentes oxidantes e a morte microbiana (CARR; MAGGINI, 2017). Curiosamente, a
vit C parece também regular o perfil epigenético das células imunes, pela restauracao
da atividade de enzimas relacionadas as desmetilagdo do DNA nas células Treg, o
que leva a reexpressdo de Foxp3 e impulsiona a fungdo adequada das células
imunoldgicas(KI et al., 2003; LI; SONG; CHEN, 2022; YUE; RAO, 2020) .

Adicionalmente, o acido ascorbico € essencial para a sintese de
imunoglobulinas, para a produgao de interferon e para a supressao da produgao de
interleucina-18, fator regulador de tumores malignos. Portanto, a suplementagao de
Vit C é recomendada durante a infecgao e estresse (Kl et al., 2003; LEE CHONG;
AHEARN; CIMMINO, 2019; YUE; RAO, 2020). Outro ponto relevante é que a vit C
estimula a formacéao de bile na vesicula e facilita a excre¢gao de horménios esterdides.
Atua diretamente na biossintese do colageno, sendo cofator enzimatico das lisil e prolil

hidroxilases, enzimas essenciais para a estabilizagdo e reticulacdo das fibras de



31

colageno tipo | e lll. Também desempenha papel importante na cascata de sinalizagao
intracelular que leva a proliferagédo de fibroblastos (Kl et al., 2003; LI; SONG; CHEN,
2022).

A vit C € mantida em niveis elevados na maioria das células imunolégicas
e pode afetar muitos aspectos da resposta imune (BOTTGER et al., 2021; LEE
CHONG; AHEARN; CIMMINO, 2019). Essa atividade requer concentracbes em
milimolar de VitC enfatizando assim. a necessidade de ingestdo adequada para
permitir a fungdo imunologica especialmente em condigbes de inflamagéo e céncer,

quando a vitamina C frequentemente se torna deficiente.

2.5.3. Vitamina C na quimioterapia

A Vit C tem sido estudada em varias condigcbes como, durante a quimio-
radiacdo convencional e no tratamento do cancer (AL-REFAI, 2017; CHAITANYA et
al., 2018; MAGRI et al., 2020). Dois estudos pré-clinicos, mostraram que altas doses
de Vitamina C atuaram em sinergismo com inibidores do checkpoint imunolégico anti-
PD-1 e anti-CTL-4(LUCHTEL et al., 2020; MAGRI et al., 2020). Indicando que sua
atividade antitumoral ndo depende apenas de seus efeitos pré-oxidantes, mas
também substancialmente de algumas de suas fun¢des imunomoduladoras.

Estudo publicado em 2003, por Nagy e colaboradores (2003), mostrou
efeito antiproliferativo e a acao indutora de apoptose do 5-fluorouracil (5-FU) em
combinagao com a vit C, in vitro, contra o linfoma quimiossensivel de camundongo. A
prépria Vit C néo teve efeito antiproliferativo nos fibroblastos, mas aumentou o efeito
anticancerigeno do 5-FU dose-dependente. Em uma linha celular quimiorresistente,
apenas a concentracdo elevada de vit C aumentou a citotoxicidade do 5-FU. A
combinacao de 5-FU e Vit C exerceu efeito apoptdtico aumentado na linha celular de
linfoma de camundongo, enquanto para a linha celular HEp-2 esse efeito foi menos
marcante e foi alcangado apenas com uma alta concentracao de Vit C. Esses achados
sugerem que a administracdo de uma alta dose de Vit C em combinagdo com a
quimioterapia 5-FU aumenta a quimioresponsividade das células cancerigenas e
serve como um potencial sensibilizador, especialmente em linhagens celulares
quimiorresistentes (NAGY et al., 2003).

Em outro estudo, Al-Refai e colaboradores (2017), mostraram que
12mg/kg/dia de acido ascoérbico diminuiu a gravidade da mucosite oral experimental

induzida por ciclofosfamida em ratos, devido ao aumento significativo da espessura
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do epitélio, diminuig¢ao significativa na pontuagao de danos e aumento significativo na
expressao imune de antigeno nuclear de proliferagao celular (PCNA) corroborando
para o efeito potencializador da Vit C na quimioterapia (AL-REFAI, 2017).

S&o raros os estudos clinicos com uso de Vit C durante o tratamento
quimioterapico. Chaitanya e colaboradores (2018) em ensaio clinico randomizado,
utilizando altas doses, 4 g por dia, de Vit C, mostraram alivio da gravidade da mucosite
oral em pacientes com cancer, durante a radioterapia e quimiorradioterapia, além de
nao apresentar nenhum outro efeito colateral em decorréncia da suplementacao
(CHAITANYA et al., 2018)

2.6. L arginina
A L-arginina é aminoacido semi-essencial e importante agente
imunomodulador em diversas situagdes (Figura 4). Suas fontes mais comuns sao
frutos do mar, algas, carnes, nozes e concentrado proteico de arroz e soja (POPOLO
et al., 2014; VISEK, 1986).
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Figura 4. Estrutura quimica do aminoacido L-arginina.

Durante o periodo de crescimento e proliferagao celular e em estados
catabdlicos, a demanda por L-arginina € maior e, a sintese enddgena ¢é insuficiente
para suprir a necessidade do organismo. Além disso, é importante prercursor para a
sintese de proteinas, uréia, 6xido nitrico, poliaminas, prolina, creatina e no intestino
atua na manutencéao e regeneragao da mucosa intestinal (BERTRAND et al., 2013;
FARGHALY; THABIT, 2014; POPOLO et al., 2014; WU et al., 2009). Arginina pode
ainda, estimular a secreg¢ao de hormdnios como insulina, glucagon, horménio do
crescimento e prolactina. Além disso, esta envolvida na imunorregulagédo (SZEFEL;
DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019).

2.6.1. Absorcao e metabolismo da L-Arginina
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A homeostase da L-arginina depende do suprimento dietético, da sintese
enddégena, do catabolismo e da eficiéncia do transporte da L-arginina através das
membranas celulares (SZEFEL; DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019). A influéncia
decisiva no desempenho da sintese enddgena desse aminoacido € a disponibilidade
de citocinas produzidas pelos enterécitos. O intestino € a principal fonte de citrulina
para a sintese de L-arginina que ocorre nos tubulos renais proximais, que € conhecido
como eixo intestino-renal (BEAUMIER et al., 1996; BROSNAN; BROSNAN, 2004).

Com isso, a sintese de cerca de 60% da L -arginina ocorre nos rins, onde
0 aminoacido citrulina, produto do catabolismo proteico enddgeno, € extraido do
plasma sanguineo. Com o envolvimento de L-arginina succinato sintetase (ASS) e
arginina succinato liase (ASL), a citrulina é convertida em L -arginina. Essas reagdes
sao os componentes do ciclo da ornitina. A baixa eficiéncia do ciclo da ornitina deve-
se a baixa taxa de velocidade maxima de resposta (Vmax) catalisada por ASS1 e ASL
e a disponibilidade limitada de citrulina (POPOLO et al., 2014; SZEFEL; DANIELAK;
KRUSZEWSKI, 2019).

A disponibilidade da L-arginina para fungbes metabdlicas € determinada
pela acao de seus transportadores localizados no plasma e nas membranas
mitocondriais (SZEFEL; DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019). Administrado por via oral
0 aminoacido L -arginina é rapido e quase totalmente absorvido pelo sistema de
transporte de aminoacidos catiénicos (CAT) intestinal (MORRIS, 2007; SZEFEL;
DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019). Entretanto, a dupla membrana lipidica da célula
nao € permeavel a molécula de L-arginina e, portanto, seu transporte celular requer o
envolvimento de um sistema transportador localizado nas membranas celulares (GAD,
2010). O sistema y+ é um transportador de alta afinidade, independente de sodio e
que inclui a familia de transportadores de aminoacidos catiénico (CAT)(NICHOLSON
et al.,, 2001; SINGH et al.,, 2012) A CAT-1 ocorre constitutivamente em todas as
células, exceto nos hepatécitos. Ja, a CAT-2A ocorre nos hepatdcitos, a CAT-2B é um
transportador induzido por citocinas e a CAT-3 esta envolvida no desenvolvimento
embrionario (NICHOLSON et al., 2001). A deficiéncia de CAT limita o transporte de L-
arginina do plasma para as células (MORRIS, 2007). Citocinas, interferon e fator de
necrose tumoral (TNFa) estimulam a atividade de L-transportadores de arginina e
aumentam a atividade do 6xido nitrico sintase (NOS) (CENDAN et al., 1995, 1996).
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A degradacao da L-arginina é catalisada pelas quatro enzimas presentes
em muitas isoformas: arginase (ARG), oxido nitrico sintase (NOS), arginina
descarboxilase (ADC) e arginina glicina amidinotransferase (AGAT) (SZEFEL;
DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019). A reagdo de decomposi¢cdo da L-arginina em
citrulina e NO é catalisada a 6xido nitrico sintase (NOS). A NOS ocorre em trés
isoformas: eNOS (endotelial), nNOS (neuronal) e iINOS (induzivel), derivada de
macrofagos. Estima-se que cerca de 1,5% da L -arginina entre na rota de sintese do
NO (BENSON; HARDY; MORRIS, 2011).

Nos mamiferos, existem dois ARG isomorficos que diferem na distribuicao
tecidual e localizagao subcelular. ARG | é uma proteina citoplasmatica expressa
principalmente no figado, que catalisa a ultima etapa do ciclo urinario. ARG Il € uma
proteina mitocondrial encontrada em muitos tecidos.

A ornitina, produto direto do metabolismo da | -arginina, € substrato para a
sintese de poliaminas em uma reagao catalisada pela ornitina descarboxilase (ODC,
ornitina transcarbamilase) (MUNDER, 2009). As poliaminas sdo compostos
biogénicos formados em todas as células pela descarboxilagdo de alguns
aminoacidos, incluindo I-arginina. As poliaminas (incluindo putrescina, espermidina,
espermina) encontradas no citoplasma de células saudaveis sdo responsaveis pelo
seu desenvolvimento e funcionamento adequados. As poliaminas interagem com
DNA, RNA, proteinas, fosfolipidios e outros polianions, estimulando a biossintese de
acidos nucléicos e proteinas nas células, afetando o crescimento, proliferacao e
diferenciagao celular (SZEFEL; DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019). As poliaminas
protegem os acidos nucléicos dos efeitos nocivos dos fatores ambientais. A atividade
das poliaminas nos processos de replicagdo, transcricdo e traducao depende da
concentragdo (SANCHEZ-JIMENEZ et al., 2019).

Os valores de K m para | -arginina de ARG | e Il (~10 mmol/l) s&o muito
maiores do que os de iINOS (~5 pmol/L), enquanto V max de ARG | e Il foram 10 3 —
10 4 vezes maiores do que o do iNOS. Assim, os valores de Vmax / Km de ARG sao
proximos ao valor de iINOS, o que faz com que essas enzimas compitam por | -arginina
nas ceélulas. Portanto, a utilizagdo de | -arginina por ambas as enzimas, in vitro, é
comparavel e o consumo in vivo € variavel e depende da polarizagao imunoldgica, ou
seja, a relacdo Th1/Th2. Logo, dependendo do perfil imunolégico do corpo, as
citocinas Th1 terdo mais facilidade em aumentar a atividade de NOS ou as citocinas
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Th2 terao mais facilidade em aumentarem a atividade de ARG (CHATTERJEE et al.,
2006; POPOVIC; ZEH; OCHOA, 2007).

Dessa forma, as concentragdes plasmaticas fisiologicas de L-arginina s&o
cerca de 50-100 uM e sdo muitas vezes menores do que a concentragao intracelular,
que é de cerca de 1 mM (BODE-BOGER; SCALERA; IGNARRO, 2007). Essa
diferenga nas concentragdes de L-arginina (entre o plasma e a célula) leva ao
chamado 'paradoxo da arginina' e, esta associado as taxas de sintese de NO. Uma
hipotese, € a dimetilarginina assimétrica (ADMA) ser a causa desse fenbmeno, que
ao bloquear a eNOS reduz a sintese de NO (CARDOUNEL et al., 2007; LEONE et al.,
1992; SHIN; THAPA; FUNG, 2017). Porém, a alta concentragcdo de L-arginina
plasmatica desloca ADMA de eNOS (impedindo o bloqueio), resultando em aumento

da producéo de NO e diminui¢éo no meio intracelular (BOGER, 2004).

2.6.2. O papel da L-arginina no sistema imunolégico

A producdo de oxido nitrico (NO) a partir da arginina foi identificada em
células endoteliais (IGNARRO et al., 1987) e logo depois em macréfagos (HIBBS et
al., 1988). Eventualmente, foi demonstrado que estimulos inflamatérios induzem a
expressao de uma isoforma especifica da NO sintase (iNOS) em células mieloides e
outros tipos celulares. Existem varios papéis para iNOS em diferentes processos de
doenca (RATH et al., 2014; WITTE; BARBUL, 2002). Os estimulos que induzem iNOS
incluem citocinas auxiliares (Th1) IL-1, TNF- a e IFN- y e endotoxinas (CHATTERJEE
et al., 2006; HOLAN et al., 2006). A regulacdo da disponibilidade de arginina é um
mecanismo potencial que pode levar ao controle da produ¢cdao de NO (EFRON;
BARBUL, 1998; MORRIS, 2007). A arginase 1 € induzida em células mieloides por
citocinas Th2, como IL-4 e IL-13 (BARKSDALE et al.,, 2004; MUNDER, 2009) e
também por IL-6, IL-10, TGF- B (MUNDER, 2009), prostaglandinas (PGE) (BANSAL
et al.,, 2005; RODRIGUEZ et al., 2005) e catecolaminas (BANSAL et al., 2005;
BARKSDALE et al., 2004; MORRIS, 2007; MUNDER, 2009). Assim, a ativagdo de
iINOS ou arginase (ou ambos) reflete o tipo de resposta inflamatéria em um processo
de doenga especifico (CHATTERJEE et al., 2006; HOLAN et al., 2006). Por exemplo,
a sepse esta associada a uma predominancia de iINOS, mas o trauma exibe uma
indugao preferencial de arginase (BANSAL et al., 2005; CHIARLA; GIOVANNINI;
SIEGEL, 2006).
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Células mieloides que expressam arginase esgotam eficientemente a
arginina do ambiente circundante (BRONTE et al., 2003; TSUEI et al., 2001). Por meio
deste mecanismo, as células mieloides suprimem as fun¢des dependentes de arginina
e sao, portanto, apropriadamente chamadas de células supressoras mieloides (MSC)
(OCHOA et al.,, 2001; SERAFINI; BORRELLO; BRONTE, 2006). As MSC foram
descritas em traumas (em camundongos e humanos), certas infecgbes e,
principalmente, em cancer (MORRIS, 2007; MUNDER, 2009). Em humanos, a
expressao da arginase € observada principalmente nos granulécitos, que por sua vez
podem exercer um efeito supressor, sugerindo uma diferenga significativa entre as
espécies (MUNDER, 2009). No entanto, os modelos de camundongos continuam a
fornecer conhecimentos importantes quanto ao efeito regulador das células que
expressam arginase (POPOVIC; ZEH; OCHOA, 2007).

As estratégias dietéticas destinadas a suprir a deficiéncia de arginina
exibem resultados mistos. Mais de 40 ensaios usando dietas de reforgo imunolégico
com arginina foram realizados em uma ampla variedade de populagdes de pacientes
(GRIMBLE, 2005). Esses estudos demonstram um beneficio consistente na redugéo
de infecgbes em pacientes submetidos a cirurgias de alto risco, como ressecc¢ao de
célon ou pancreas. Pacientes com trauma também parecem se beneficiar dessas
dietas, mas elas devem ser iniciadas logo (idealmente dentro de 24 horas) apés a
lesdo. O uso de dietas de reforgo imunoldgico com arginina em pacientes criticos (ndo
cirurgicos) falhou em demonstrar qualquer beneficio significativo. Mais preocupante &
o fato de que, em alguns desses estudos, resultados mistos foram observados em
pacientes sépticos gravemente enfermos, com alguns estudos descrevendo aumento
da mortalidade, enquanto outros relatam exatamente o oposto. Esses resultados
incertos tornam o uso de arginina altamente controverso na sepse (GRIMBLE, 2005;
OCHOA et al., 2001; POPOVIC; ZEH; OCHOA, 2007).

2.6.3. O papel da arginina na quimioterapia

No epitélio intestinal, a arginina ja demonstrou efeitos anti-inflamatérios que
recuperam o epitélio inflamado(BERTRAND et al., 2013). Nosso grupo de pesquisa
demonstrou, em modelo experimental de mucosite intestinal induzida por 5-FU, que a
suplementagdo com arginina foi capaz de reduzir escore histoldgico, infiltrado
inflamatdrio, peroxidacao lipidica, permeabilidade intestinal, translocagao bacteriana
e modula a microbiota intestinal (ANDRADE et al., 2023; LEOCADIO et al., 2015).
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Além disso, DE ANDRADE BERNAL FAGIANI e colaboradores (2019),
demonstraram que a suplementagdo com 100 mg/d de L-arginina minimizou a
imunossupressao, a deplecdo do bago e o tempo de protrombina e contribuiu para a
degradagao do DNA gerado pelo 5-FU em ratos Wistar. Além de que a suplementacéo
com 50 mg/dia de I-arginina diminuiu a perda de peso gerada pelo 5-FU. Entretanto,
suplementos com 50 ou 100 mg de I-arginina nao interferiram no infiltrado inflamatério
jejunal gerado pelo 5-FU (DE ANDRADE BERNAL FAGIANI et al., 2019).

Associado a isso, BALTMANT et al., 2018, demonstraram em seu estudo
utilizando suplementacéo de arginina associada a quimioterapia com 5-FU em células
de cancer in vitro, o efeito do quimioterapico foi potencializado na presenga de arginina
por aumento de NO e apoptose das células (BALMANT et al., 2018). Porém, esse
efeito potencializador, com aumento de NO, gera uma resposta mais inflamatoéria
(CHATTERJEE et al., 2006) o que poderia desfavorecer os resultados positivos na

mucosite.

3 OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
Avaliar os efeitos da suplementagdao com vitamina C isolada e associada

com L-arginina na mucosite intestinal experimental.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar se a suplementacdo com vitamina C isolada e associada com
arginina, interfere:

¢ No consumo alimentar e na variagao ponderal dos animais;

¢ Na permeabilidade intestinal;

¢ Nas alteragdes morfoldgicas do epitélio intestinal, nas jungdes firmes e
no comprimento do intestino.

e Na resposta imunolégica do intestino, pela dosagem do infiltrado
inflamatadrio, slIgA e citocinas;

¢ Nos danos lipidicos e resposta antioxidante enzimatica.

4 MATERIAIS E METODOS
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4.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos BALB/c, de 6 a 8 semanas de
idade, pesando entre 15 e 23 gramas, fornecidos pelo Biotério Central (BC) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram mantidos no
biotério da Faculdade de Farmacia da UFMG em gaiolas plasticas, com controle da
iluminagao (ciclo de luz claro/escuro de 12 horas) e ventilagdo, com acesso a agua e
comida ad libitum. O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
da UFMG (CEUA/UFMG), sob o protocolo n° 68/2021 (ANEXO 1) e estd em
conformidade com o guia recomendado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) para o cuidado e uso de animais de laboratério.
Todas as normas determinadas pelo guia Animal Research: Reporting In Vivo
Experiments- ARRIVE de experimentacdo animal (ARRIVE Guidelines, 2022) foram

respeitadas.

4.2. Preparo de L- Arginina e Vitamina C

Inicialmente, foi testada a viabilidade em utilizar o produto comercial ja
disponivel no mercado Targifor+C (SANOFI AVENTS®) que possui na composi¢ao a
associagao de vitamina C e arginina. Entretanto, a diluicdo para alcangar a dose
calculada nao apresentou homogeneidade e estabilidade, o que inviabilizou o uso
(ANEXO Il). Em decorréncia disso, foram utilizados o aminoacido L-arginina isolado
(A5006), fabricante Sigma Aldrich® e a vitamina C (L-ascido ascorbico) isolada
(A0537), fabricante TCI America®. Para a definicdo das dosagens, foi considerada a
dose de arginina (60 mg/dia) utilizada em trabalhos anteriores do nosso grupo de
pesquisa. Para a definigdo da dosagem de vitamina C, utilizou-se propor¢ao de 1:1
apresentada no produto Targifor+C, perfazendo a dose de 60mg de vitamina C por
dia (ANDRADE et al., 2023). A associagao dos nutrientes (60 mg de vitamina C e 60
mg de arginina), assim como a vitamina C isolada foi pesada diariamente em balanga
semi-analitica, em proporgao necessaria para 10 animais por grupo e diluida em 2mL

de salina.

4.3. Delineamento experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: Controle
(CTL), Mucosite (MUC), Mucosite + Vitamina C (MUC+VIT), Mucosite + associagao
de arginina e vitamina C (MUC+ARG+VIT). Os camundongos dos grupos CTL e MUC



39

Indugao da mucosite:

300mg/kg 5-FU (i.p) Eutanasia

Dia 0 Dia7 Dia10
Tratamentos

W
CTL and MUC: Gavagem com 0,2 ml salina
MUC+ VIT: Gavagem com 60mg de vitamina C diluida em 0,2 ml de salina
MUC+ VIT + ARG: Gavagem com 60mg de vitamina C + 60 mg de arginina
diluidos em 0,2 ml de salina

receberam 0,2 mL de salina (NaCl 99%) por gavagem durante todo o periodo
experimental. Enquanto que os animais do grupo MUC+VIT receberam, por gavagem,
0,2mL de solucdo contendo 60mg de vitamina C e os animais do grupo
MUC+ARG+VIT receberam, por gavagem, 0,2 mL de solugdo contendo 60mg de
vitamina C e 60 mg de arginina.

O tratamento teve duracao de 10 dias, com indugdo da mucosite no 7° dia.
Setenta e duas horas apds a indugédo (10° dia), os animais foram anestesiados e
eutanasiados por deslocamento cervical e realizada a coleta de amostras para as
analises (Figura 5).

Os grupos CTL+ARG e MUC+ARG ja foram explorados em outro trabalho
do nosso grupo (ANDRADE et al., 2023) e por isso ndo foram utilizados no
delineamento experimental. Ja, o grupo CTL+VIT, foi utilizado apenas para as analises
de peso, consumo, histologias e permeabilidade intestinal, para comprovagao dos

efeitos da vitamina C em condigdes homeostaticas (ANEXO III).

4.4, Mucosite intestinal induzida por 5-fluorouracil
Para indugdo da mucosite, os animais dos grupos MUC, MUC+VIT e
MUC+ARG+VIT, receberam no 7° dia de tratamento, injegdo unica intraperitoneal (IP)
com 300mg/kg de 5-FU (Fauldfluor®, Libbs, Sdo Paulo, Brasil), conforme descrito por
(VIANA et al., 2010). Ja os animais do grupo CTL, receberam injecao IP com o mesmo
volume de salina (NaCl 99%).
Figura 5. Delineamento experimental.
CTL = controle; MUC= mucosite; MUC+VIT= Mucosite + vitamina C; MUC+ARG+VIT

= Mucosite + arginina + Vitamina C; IP = intraperitoneal. Dia 0 = primeiro dia de
gavagem; Dia 10= dia da eutanasia.
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4.5. Consumo alimentar e alteragao ponderal

Durante todo experimento, os animais receberam ragdo comercial da
marca QUIMTIA® - Ragao para ratos e camundongos, CR1 Autoclavavel. O consumo
alimentar foi avaliado por meio da diferenca entre peso da ragao ofertada e a sobra.
Os animais e a ragao foram pesados diariamente em balanga semi-analitica, sempre

no mesmo horario.

4.6. Determinagcao da permeabilidade intestinal

A permeabilidade intestinal foi determinada pela mensuracdo da
radioatividade no sangue, apds 4 horas de administragdo oral de acido
dietilenotriaminopentacético (DTPA) marcado com o radioisétopo tecnécio-99m
(®°mTc-DTPA).

O reagente liofilizado contendo 10 mg de DTPA e 0,5 mg do agente redutor
cloreto estanoso (SnCl2. 2H20) foi utilizado para a marcagao foi utilizado do DTPA. O
reagente foi reconstituido em 1 mL de solugéo de pertecnetato de sodio (Na*®*™TcOa),
obtidos do gerador de Molibdénio-99/Tecnécio-99m (Instituto de Pesquisa
Energéticas e Nucleares/Sao Paulo). A preparacdo foi mantida a temperatura
ambiente por 15 minutos (VIANA et al.,, 2010). Apds esse periodo, os animais
receberam por gavagem 0,1mL de solugdo de °°™Tc-DTPA contendo 18,5MBq
(megabecquerel) de atividade. A corregcdo de decaimento da radioatividade do *°™Tc
foi medida por meio de aliquotas de 0,1 mL de *™Tc-DTPA com a mesma marcagao
administrada aos camundongos e tiveram a radioatividade mesurada concomitante ao
tempo da contagem radioativa do sangue dos animais (VIANA et al., 2010)

Ap0s 4 horas da gavagem, os animais foram anestesiados IP com solug¢ao
de xilazina (15 mg/Kg de peso vivo) e cloridrato de cetamina (80mg/kg de peso vivo).
O sangue foi coletado por puncao axilar da veia cava superior e a radioatividade
medida em contador de radiagdo gama (Perkinelmer Wallac, 1480 Wizard 3)
(GENEROSO et al., 2011)Os dados foram comparados com o padrdo da dose e
expressos em dose %, utilizando a seguinte equagéo:

% dose no sangue = cpm do sangue X100

cpm da dose administrada

onde cpm = contagem por minuto (ANDRADE et al., 2016).
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4.7. Analises histopatoldgicas

Apos a eutanasia, o segmento intestinal correspondente ao ileo distal de
cada animal foi mensurado com o auxilio de uma régua e isolado, estendido com a
camada serosa em contato com o papel de filtro e aberto longitudinalmente pela borda
anti-mesentérica e o conteudo luminal removido suavemente. Em seguida, o tecido foi
lavado com PBS (tampéao fosfato salina) para remogdo completa de fluidos.
Subsequentemente, o tecido foi lavado uma vez com formol tamponado 10%,
enrolado, e novamente fixado em formol tamponado 10% em periodo minimo de 24
horas. As laminas foram coradas por Hematoxilina e Eosina (HE) para interpretagao
histolégica. As imagens fotograficas foram realizadas em microscépio Olympus BX51
acoplado a camera digital por meio do programa SPOT Advanced. (TRINDADE et al.,
2021)

4.71. Coloracao Hematoxilina-Eosina (HE)

Cortes de 4 ym do ileo de cada animal foram desparafinizados em dois
banhos de xilol, 15 minutos cada, hidratados em solug¢des alcodlicas de concentracdes
decrescentes (100%, 90%, 80% e 70%) por 3 minutos cada, e hidratados em agua
corrente por 5 minutos. Em seguida, os cortes foram corados por Hematoxilina de
Harris por 50 segundos e lavados em agua corrente durante 20 minutos sendo, em
seguida, corados por Eosina por 1 minuto e 30 segundos. Por fim, as laminas foram
desidratadas em concentragcdes crescentes de alcool e diafanizadas em xilol. Os
cortes histolégicos foram montados com 15 Entellan (Merck) e laminulas de vidro. As
laminas microscopicas foram revisadas de forma cega por 2 patologistas treinados,
Prof. Dr. Geovanni Cassali Dantas (Departamento de Patologia, Instituto de Ciéncias
Biolégicas/lUFMG) e aluna de doutorado Fernanda Rezende do mesmo departamento,
lesdes da mucosa e muscular foram avaliadas de acordo com método proposto por
(SOARES e colaboradores, 2008) (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros avaliados para determinagdao dos escores
histolégicos na porgao do ileo.

Escores Achados microscopios

0 Achados histolégicos normais.
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1 Mucosa: vilos encurtados, perda da arquitetura das
criptas, infiltrado de células inflamatdrias, vacuolizagao e
edema.

Muscular: normal.

2 Mucosa: vilos encurtados com células
vacuolizadas, necrose das criptas, intenso infiltrado de
células inflamatorias, vacuolizagdo e edema.

Muscular: Normal.

3 Mucosa: vilos encurtados com células
vacuolizadas, necrose das criptas, intenso infiltrado
inflamatadrio, vacuolizacédo e edema.

Muscular: edema, vacuolizagdo e infiltrado
neutrofilos.
Fonte: SOARES e colaboradores, 2008

4.7.2. Analises morfométricas
Para as analises morfométricas do ileo, foram obtidas fotografias em
aumento de 20X para maior abrangéncia do 6rgdo. Posteriormente foi realizada a

analise da altura das vilosidades e profundidade das criptas.

4.7.2.1. Altura das vilosidades e profundidade das criptas

Para as analises morfométricas do ileo, foram obtidas 3 fotografias em
aumento de 20X para maior abrangéncia do 6rgdo e 10 medi¢cdes por imagem.
Posteriormente foi realizada a analise da altura das vilosidades e profundidade das
criptas. O comprimento das vilosidades e das criptas foi mensurado da sua base ao
seu apice e os dados expressos em micrémetros utilizando programa ImageJ (verséao
1.47f, Wayne Rasband/National Institutes of Health, USA - disponivel on line no site
http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html). Em seguida, os dados de vilosidades e criptas
foram combinados para obtengao da razao vilosidade/cripta.

4.8. Avaliagao de parametros imunolégicos
4.8.1. Medida da atividade de mieloperoxidase (MPO)
A avaliagdo da atividade da enzima MPO foi utilizada como indice de

recrutamento de neutréfilos nos tecidos. Sumariamente, fragmentos do ileo dos
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animais foram removidos e congelados a -80°C. Inicialmente, 20 mg de tecido foram
homogeneizados em Buffer 1 gelado (propor¢ao: 1,9mL/100mg de tecido) e
centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos. O sobrenadante foi
desprezado, e em seguida foram adicionadas solu¢gdo de NaCl 0,2%, e solucdo de
NaCl 1,6% com glicose 5% (proporgéo: 1,5mL/100mg de tecido). As amostras foram
novamente homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. O
sobrenadante foi removido, e ao precipitado foi adicionado Buffer 2, em temperatura
ambiente (proporc¢do: 1,9mL/100mg de tecido). Posteriormente, as amostras foram
homogeneizadas e congeladas em nitrogénio liquido e descongeladas em agua a
temperatura ambiente, alternadamente, por trés vezes. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos, e o sobrenadante foi
reservado para o ensaio enzimatico. Aliquota de 25uL de amostra foi adicionada a
placa de 96 pocos. Foram adicionados as amostras 25uL do substrato 3'3’, 5’5’ -
tetrametilbenzidina (SigmaAldrich®), previamente diluidos em dimetil sulféxido
(DMSO). As amostras foram incubadas a 37°C, por cinco minutos. Em seguida, foram
adicionados 100uL de peréxido de hidrogénio 0,002% a cada pogo, e foi realizada
nova incubagao (37°C, por 50 cinco minutos). Foram adicionados 100uL de acido
sulfurico (H2S0O4) a 4M para interromper a reacado. A absorbancia foi medida por
espectrofotometria (Spectromax M3, Molecular Devices Inc., USA) em comprimento
de onda de 450nm. Os dados foram expressos em atividade de mPO/g de proteina

do tecido.

4.8.2. Medida da atividade de peroxidase eosinéfilica (EPO)

A atividade da enzima EPO, como quantidade relativa de eosindfilos no
ileo, foi avaliada por meio de testes enzimaticos como descrito por STRATH;
WARREN; SANDERSON, 1985. Foram pesados 20 mg de ileo e homogeneizados em
PBS, em seguida, centrifugados a 10.000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos. O
sobrenadante foi desprezado, e ao precipitado foi adicionada solu¢cao de NaCl 1,6%
acrescida de glicose 5%. Mais uma vez, as amostras foram homogeneizadas (Ultra-
turrax IKA T10 basic) e centrifugado a 10.000 rpm (Eppendorf 5430 R, Sao Paulo, SP,
Brasil), a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi
novamente suspenso com brometo de hexadeciltrimetilaménio (HETAB) (Sigma-
Aldrich®) 0,5% diluido em PBS. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas e

congeladas em nitrogénio liquido, e descongeladas em agua a temperatura ambiente,
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alternadamente, o processo se repetiu por 3 vezes. Apos essa etapa, foi feita nova
centrifugacao (10.000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos) e o sobrenadante foi utilizado
para o ensaio enzimatico. Para isso, 75uL das amostras foram adicionados a placa de
96 pocos. Em seguida, foram adicionados 75uL do cromégeno o-fenilenediamina
diidrocloreto (OPD) (SigmaAldrich®) diluidos em tampao Tris-HCI (Sigma-Aldrich®) a
0,075 mM, em pH 8,0, acrescidos de H202 a 6,6 mM. Posteriormente, a placa foi
incubada a 37°C por 30 minutos ao abrigo da luz. Apds incubagéo, a reacao foi
interrompida pela adi¢do de 50uL de acido sulfurico (H2S0O4) a 1M. A absorbancia foi
medida por espectrofotometria (Spectromax M3, Molecular Devices Inc., USA) em
comprimento de onda de 492 nm. Os dados foram expressos em atividade de EPO/g

de proteina do tecido.

4.8.3. Dosagem de sigA

A determinacdo do nivel de slgA no fluido intestinal foi realizada pelo
método de ELISA. Apos a eutanasia dos animais, o fluido intestinal foi retirado,
pesado, lavado e ressuspendido em PBS, pH 7,2, suplementado com inibidores de
protease (1 yM de aprotinina; 25 uM de leupeptina; 1 uM de pepstatina e 1 mM de
PMSF), na propor¢ao de 2,0 mL de PBS para cada 500 mg do conteudo. Depois de
centrifugado a 5.000 x rpm, por 30 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi recolhido e
congelado a -80°C, para analises posteriores. Para a determinagdo da slgA foi
utilizado para o revestimento das microplacas anticorpos anti-IgA (M-8769, Sigma) de
camundongos desenvolvidos em cabra. Para a detecc¢ao da slgA foi utilizado anticorpo
conjugado a peroxidase anti-IgA de camundongo (A-4789, Sigma). A concentragao de
slgA total foi determinada utilizando um padréo de IgA purificado (0106-01, Southern
Biotechnology Associates, Birmingham, USA). As leituras foram realizadas, a 492 nm,
em um leitor de microplacas (Spectromax M3, Molecular Devices Inc., Sunnyvale,

USA) e a concentragéo de slgA dada em ug/g de fluido intestinal.

4.8.4. Dosagem de citocinas e proteinas de jungoes

Para dosagem das citocinas (TNFa, IL6,IL10, IL6, e IL1B), ), do fator de
transcricdo NFkB, da quimiocina COX2 e das proteinas de jungdes Ocludina e Zénula
Occludens 1 (ZO-1), foi utilizado o método de analise da expressédo génica por Real
Time PCR descrito por (LEOCADIO et al., 2015). O RNA total foi extraido das

amostras de ileo com aproximadamente 50mg de tecido, adicionando 500uL do
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reagente Trizol® (Invitrogen/Life Technologies, Grand Island, NY, USA), seguida de
200uL de cloroférmio. Os tubos foram entédo agitados vigorosamente por 30 segundos,
incubados a temperatura ambiente por 5 minutos e centrifugados a 13.000rpm, 4°C
(15 minutos). A fase superior foi transferida para outro tubo contendo 250uL de
isopropanol e misturadas por inversdo durante um minuto. Os tubos foram entao
incubados por 90 minutos a -80°C, para precipitacdo do RNA. As amostras foram,
entdo, centrifugadas a 13.000rpm, a 4°C por 20 minutos. O sobrenadante foi removido
e o pellet formado lavado com 500uL de etanol 75%. Apds centrifugacdo por 10
minutos, o sobrenadante foi descartado. O pellet foi seco em temperatura ambiente
por cerca de 20 minutos. Depois de seco, o pellet foi ressuspenso em agua e incubado
em banho-maria a 55°C por 10 minutos. Espectrofotometro foi utilizado para
determinacdo da concentragdo (ng/pL) e da pureza do RNA (por meio da razdo
260/280) (Spectrophotometer ND-1000).

Para a sintese do cDNA, utilizou-se 1 ug do RNA total diluido em 5uL de
agua livre de RNase e DNase. Adicionou-se 0,5uL de Oligo(dT) primer (50 uM) e
1,25uL de agua. Apods homogeneizagado com a pipeta, os tubos foram colocados em
termociclador a 72°C por 5 minutos (GeneAmp PCR System 9700, Applied
Biosystems). Em seguida, 3,25uL do mix contendo 0,5uL de M-MLV RT (200 U), 2uL
de tampao M-MLV 5x, 0,5uL de dNTP Mix (10 mM), 0,1uL de RNAsin (40.000 U/mL)
e 0,25uL de agua foram adicionados. Os tubos foram novamente colocados no
termociclador a 42°C por trés horas e, em seguida, 72°C por 15 minutos.

O cDNA sintetizado foi amplificado pela técnica de Real Time PCR,
utilizando primers especificos. As amostras foram diluidas em agua livre de RNase
(1:10) e 2,5uL foram adicionados a 7,5uL do mix em placa de 96 pogos especifica
para a técnica. O mix foi composto de 0,75uL de primer foward, 0,75uL de primer
reverse, 1uL de agua e 5uL de iTaq Universal SYBR® Green Supermix (BIO-RAD
#1725121 e CELLCO MB-PCK100M). A analise foi feita em maquina especifica
(ABiPrism — 7900HT Sequence Detection System) e analisados o programa SDS 2.4.
Todas as amostras foram analisadas em duplicata e a quantidade de mRNA
normalizada pelo GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase). Os valores foram
expressos em quantidade de gene amplificado em comparagao ao grupo controle (2-

AACT). Primers utilizados estédo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Primers utilizados na analise de expressao génica por Real
Time PCR.

Sequéncia Foward Sequéncia Reverse
ene
CCAGCTTATGAAAGGGT TCCTCTCTTGCCAACTT
20l TGTTC TTCTC
- ATGTCCGGCCGATGCTC TTTGGCTGCTCTTGGGT
cludmna TC CTGTAT
APDI] ACGGCCGCATCTTCTTG CGCCCAAATCCGTCCA
TGCA CACCGA
GAGATAGCAAATCGGCT CGTCGTAGCAAACCAC
NFa G CAAG
GGTTGCCAAGCCTTATC ACCTGCTCCACTGCCTT
L10 GGA GCT
L CACGATTTCCCAGAGAA ACAACCACGGCCTTCC
- CATGTG CTACTT
ox 2 GAAGTCTTTGGTCTGGT GCTCCTGCTTGAGTATG
GCCT TCG
. GTGGAGGCATGTTCGGT TCTTGGCACAATCTTTA
FkB AGTG GGGC

4.9. Analise de estresse oxidativo no ileo

A analise foi feita conforme método descrito por (LEONEL e colaboradores,
2013). Para avaliagao do estresse oxidativo, foram retirados aproximadamente 50 mg
do ileo e homogeneizados com 1mL de PBS 1x gelado e centrifugados a 12.000 rpm
por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi separado para as analises
de superdxido dismutase (SOD), substéncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

e concentracao de hidroperoéxidos.

4.9.1.1. Atividade de superéxido dismutase

A dosagem da atividade da SOD é baseada na sua habilidade em reagir
com o anion superoxido (O2-) e reduzi-lo a perdxido de hidrogénio (H202) e agua.

As amostras de ileo foram homogeneizadas em PBS 1x, 6uL brometo de
dimetiltiazol-difeniltetrazolio e 15uL do pirogallol. No branco, o pirogallol foi substituido
por PBS 1x, e no padrao a amostra foi substituida por PBS 1x. Incubou-se as amostras

por 5 minutos a 37°C e para parar a reagao adicionou-se 150uL de DMSO. A
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absorbancia foi medida espectrofotometricamente em comprimento de onda de
570nm (SpectraMax 340, Molecular Devices, Sunnyvale, USA) (LEONEL e
colaboradores, 2013; LOWRY e colaboradores, 1951)A reagéo pode ser determinada
espectrofotometricamente por absorbancia a 570 nm. Para o calculo do resultado foi
considerado que 1 unidade (U) de SOD é capaz de evitar a auto-oxidacéo de 50% de

pirogalol do padrao.

4.9.1.2. Avaliagcao da peroxidagao lipidica por substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A geracdo de radicais livres e a peroxidagdo lipidica sao reacdes
extremamente rapidas. Dessa forma, s&o geralmente mensuradas pelos seus
produtos, principalmente as substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). O
principal produto é o malonaldeido (MDA). Com a formagao do MDA, pela quebra de
acidos graxos poli-insaturados, é possivel determinar o grau de peroxidagao lipidica,
uma vez que o TBARS reage com o MDA, formando uma molécula capaz de ser
detectada espectrofotometricamente (LEONEL et al., 2013).

A analise da medida dos metabdlitos reativos ao acido tiobarbiturico
contemplou a adi¢ado de 500uL de solugao contendo acido tricloroacético (TCA 15%),
acido tiobarbiturico (TBA 0,0375%) e acido cloridrico (HCI 0,25 N) aos sobrenadantes
dos fragmentos de ileo (250uL). As amostras foram mantidas em banho-maria
fervente por 15 minutos, colocadas em agua corrente até esfriarem e em seguida
adicionados 750uL de alcool butilico. Para finalizar as amostras foram centrifugadas
a 3.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente e adicionados a placa de 96 pogos
200uL do sobrenadante, em duplicata. A absorbancia foi medida
espectrofotometricamente em comprimento de onda de 535nm (LOWRY e

colaboradores, 1951).

4.9.1.3. Avaliagao da concentracao de hidroperéxidos
O ensaio da oxidagao ferrosa do xilenol laranja consiste basicamente na
oxidagao de ions ferrosos (Fe2+) a férricos (Fe3+) sob condi¢cbes acidas pelos
hidroperéxidos (NOUROOZ-ZADEH; TAJADDINI-SARMADI; WOLFF, 1994). Utiliza-
se o indicador xilenol laranja, uma vez que este se liga ao ion férrico produzindo um

cromoéforo  azul-arroxeado, detectado espectrofotometricamente (LEONEL e
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colaboradores, 2013). Para as dosagens de hidroperdxidos foram acrescentados
180uL do reagente FOX-2 aos sobrenadantes de ileo (20uL), diretamente na
microplaca, em duplicata. Para o branco foi utilizado agua deionizada no lugar do
sobrenadante. Em seguida as amostras foram mantidas em temperatura ambiente por
30 minutos e a absorbancia foi medida espectrofotometricamente em comprimento de
onda de 560nm (SpectraMax 340, Molecular Devices, Sunnyvale, USA).

Na segunda etapa da técnica, foi realizada a redugédo dos hidroperdxidos
com 15uL de solugao de trifenilfostina (TPP) emmetanol (TPP a 10mM). As amostras
foram mantidas a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds este tempo, foram
acrescentados as amostras 180uL do reagente FOX-2 e mantidas novamente a
temperatura ambiente por mais 30 minutos. A absorbadncia foi medida
espectrofotometricamente em comprimento de onda de 560nm (SpectraMax 340,
Molecular Devices, Sunnyvale, USA) (LEOCADIO e colaboradores, 2015b; LEONEL
e colaboradores, 2013).

A concentragao de hidroperéxidos foi estimada pelo coeficiente de extingao
de hidroperdxidos, 4,3 x 10-4M-1, e pelo coeficiente de extingdo do cromodforo
azularroxeado produzido pelo xilenol orange, ao se ligar aos ions férricos, 1,5 x 10-
4M-1. A quantificacdo dos hidroperéxidos da amostra foi alcangcada pela subtracao
das dosagens com TPP daquelas sem TPP (sem TPP - com TPP = quantidade de
hidroperoxidos da amostra), e o resultado foi normalizado pela concentragdo de
proteina de cada fragmento (LOWRY et al., 1951).

4.10. Analises estatisticas

4.10.1. Calculo amostral

Foi realizado calculo amostral considerando um poder de teste de 90%,
nivel de significancia de 0,05, desvio maximo de 0,3 (30%) e uma diferenga esperada

entre grupos de 50%, encontrou-se que o tamanho da amostra seria de 9 animais por

grupo.

4.10.2. Testes estatisticos

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
GraphPad Prism, verséao 8.02 para Windows (GraphPad Software, San Diego,
Califérnia, USA). Os resultados foram avaliados pelo teste de normalidade Shapiro

Wilk, dados normais, foram apresentados em média e erro padrdao da média e
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comparados pelo teste paramétrico de Analise da Variancia — ANOVA (one-way) com
pos-teste de Tukey. Ja os dados ndo normais, foram apresentados em mediana e
intervalo interquartil e comparados com o teste ndo-paramétrico de Kruskal Wallis com

pos-teste de Dunn. A significancia estatistica foi dada por p<0,05.
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5 RESULTADOS

51. Variagao ponderal e consumo alimentar

Ap06s 72 horas da administragdo do 5-FU, os animais do grupo MUC tiveram
reducdo significativa do peso quando comparado aos animais do grupo controle
(p<0,05) (Figura 6 A). O tratamento com vitamina C isolada e associada com arginina
nao foram capazes de minimizar a perda de peso dos animais. Adicionalmente, nao
foi observada alteragdo do consumo dos animais do grupo MUC comparado com os
grupos MUC+VIT e MUC+ARG+VIT (p>0,05) (Figura 6 B). Como esperado, o grupo
CTL nao apresentou perda de peso e diminuigdo do consumo alimentar (Figura 6 A e
B).

Variacdo de peso ()
=
1
Média de consumo (g/dia)

Figura 6. Variagao ponderal (A) e consumo alimentar (B) 72 horas apés a

administragcao de 5-FU.

Dados expressos em média * SEM (n=10). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas
(p<0,05; one-way ANOVA e Pos-teste de Tukey). CTL= Controle; MUC= Mucosite; MUC+VIT =
Mucosite + vitamina C; MUC+ARG+VIT = Mucosite + associag¢ao de arginina e vitamina C.

5.2. Permeabilidade Intestinal

O grupo MUC apresentou maior Pl quando comparado aos demais grupos
(p<0,05) (Figura 7). Os grupos suplementados tanto com vitamina C isolada, quanto
associada com arginina foram capazes de manter a permeabilidade intestinal em
niveis fisiolégicos, uma vez que apresentaram valores de Pl semelhante ao CTL
(p>0,05).
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Figura 7. Permeabilidade intestinal 72 horas ap6s a indugao da mucosite.

Dados expressos em média * SEM (n=10). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas
(p<0,05; one-way ANOVA e Pos-teste de Tukey). CTL= Controle; MUC= Mucosite; MUC+VIT =
Mucosite + vitamina C; MUC+ARG+VIT = Mucosite + associagao de arginina e vitamina C.

5.3. Expressao génica por Real Time PCR das proteinas tight
junctions — ZO-1 e Ocludina

A administragdo do quimioterapico nao alterou a expressao da jungao ZO-
1 em nenhum dos grupos analisados(p>0,05) (Figura 8 A). Ja, a expressao de
ocludina diminuiu em todos os grupos com mucosite quando comparado ao grupo
controle(p<0,05). As suplementagdes tanto com a vitamina C isolada quanto

associada com arginina nao foi capaz de reverter a diminuicdo observada (p>0,05)

(Figura 8 B).
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Figura 8. Expressao génica por Real Time PCR das proteinas tight junctions —

Z0-1 e Ocludina - 72 horas apoés a indugao da mucosite.

ZOIl-1 = Dados expressos em mediana e intervalo interquartil. OCLUDINA = Dados expressos em
média * SEM (n=10). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas (p<0,05; one-way ANOVA
ou Kruskal wallis e Pés-teste de Tukey ou Dunn). CTL= Controle; MUC= Mucosite; MUC+VIT =
Mucosite + vitamina C; MUC+ARG+VIT = Mucosite + associagao de arginina e vitamina C.

5.4. Analises histologicas

A figura 9 mostra as imagens histolégicas do ileo dos diferentes grupos.
Foram observados encurtamento das vilosidades, intensa infiltragdo de células
inflamatdrias na lamina propria, células achatadas e vacuoladas e perda da arquitetura
tecidual no grupo MUC (Figura 9 B). Os animais dos grupos CTL e MUC+VIT
apresentaram aspectos histoldégicos normais na mucosa intestinal (Figura 9 A e C).
No entanto, os camundongos com mucosite suplementados com a associagao de
arginina e vitamina C apresentaram apenas melhora parcial na integridade da mucosa
devido a menor encurtamento das vilosidades e diminuicdo do infiltrado inflamatério

em comparagao aos animais do grupo MUC (Figura 9 D).
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Figura 9. Analise histolégica do ileo aumento de 20X e 40X.

Aspectos normais para os grupos CTL (A) e MUC+VIT(C). Vilosidades encurtadas (setas),
infiltragdo de células inflamatoérias (asteriscos) estdao presentes no grupo MUC (B) e também no
grupo MUC+ARG+VIT (D). Preservagao parcial das vilosidades é observada no grupo
MUC+ARG+VIT (D). Coloragdo HE, aumento 20x. CTL= Controle; MUC= Mucosite; MUC+VIT =
Mucosite + vitamina C; MUC+ARG+VIT = Mucosite + associagao de arginina e vitamina C.

O escore histolégico foi realizado de acordo com o sistema de escores
(SOARES et al., 2008)(Tabela 1). Na figura 10 observa-se que o grupo CTL
apresentou escore histolégico 0, indicando achados morfolégicos normais como
esperado. Ja, o grupo MUC apresentou escore mais elevado comparado ao CTL, o
que corresponde a vilos encurtados, perda da arquitetura das criptas, infiltrado de
células inflamatdrias, vacuolizagéao e edema (p<0,05). A suplementagdo com vitamina
C reduziu o escore histolégico dos animais, mantendo valores proximos ao CTL
(p>0,05). O grupo suplementado com a associagao de vitamina C e arginina manteve
o escore intermediério entre o grupo CTL e MUC (p>0,05).



54

37 b
o
3
o
o o4
o
0
< ab
)
— 1_
5 a
? I
0 1 T 1
v @] L A
Y OS\ 0"4\
N &
A
&

Figura 10. Escore histolégico.

CTL= Controle; MUC= Mucosite; MUC+VIT = Mucosite + vitamina C; MUC+ARG+VIT =
Mucosite + associagao de arginina e vitamina C. Dados expressos em média * SEM (n=10).
Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05; one-way ANOVA e Poés-teste de
Tukey).

Na analise morfométrica do grupo MUC em relagdo ao grupo CTL
observou-se reducao significativa em todos os parametros analisados (Figura 11 A, B
e C) (p<0,05). O grupo MUC+VIT apresentou manutencgéo das vilosidades e criptas
em relagcéo aos grupos MUC e MUC+ARG+VIT (p<0,05) (Figura 11 A, B). Ambos os
tratamentos foram capazes de preservar parcial (MUC+VIT) e total (MUC+ARG+VIT)

a razao vilosidades/criptas em comparagao ao grupo MUC (p<0,05) (Figura 11 C).

Figura 11. Analise morfométrica.
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Altura das vilosidades (A), Profundidade das criptas (B), dados expressos em média * SEM e
Razao Vilosidades/ Criptas (C), dados expressos em mediana IC 95% (n=6). Letras diferentes
indicam diferengas estatisticas (p<0,05; one-way ANOVA e Pés-teste de Tukey; Kruskal Wallis e
pos-teste de Dunn). CTL= Controle; MUC= Mucosite; MUC+VIT = Mucosite + vitamina C;
MUC+ARG+VIT = Mucosite + associagao de arginina e vitamina C.
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Ao avaliar o comprimento do intestino delgado, observou-se que 72 apds
horas apds da administragdo do quimioterapico, o intestino delgado dos animais dos
grupos MUC, MUC+VIT e MUC+ARG+VIT reduziram o comprimento em comparagéo
ao CTL (p<0,05) (Figura 12).
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Figura 12. Comprimento do intestino delgado.
Dados expressos em média *+ SEM (n=10). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas
(p<0,05; one-way ANOVA e Pés-teste de Tukey). CTL= Controle; MUC= Mucosite; MUC+VIT =

Mucosite + vitamina C; MUC+ARG+VIT = Mucosite + associagao de arginina e vitamina C.

5.5. Avaliagao do infiltrado inflamatoério

A Figura 13 A mostra o aumento da atividade de MPO no grupo MUC
comparado ao grupo controle (p<0,05). Os animais do grupo MUC+VIT mostraram
valores intermediarios para MPO. A associagao de vitamina C e arginina nao preveniu
o aumento da atividade da enzima MPO (p<0,05) (figura 13 A). Adicionalmente, foram
observadas aumento da atividade da enzima EPO nos grupos MUC e MUC+ARG+VIT
em relagdo ao CTL(p<0,05) (Figura 13 B). Contudo, apenas a suplementagdo com
vitamina C teve efeito parcial na reducao na atividade de MPO e EPO, com possivel
diminuigéo da infiltracdo dose neutrdéfilos e eosindfilos nos animais com mucosite
(p<0,05) (Figura 13 A e B).
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Figura 13. Infiltrado inflamatério no ileo.

(A) Infiltrado de neutréfilos (MPO) e (B) Infiltrado de esondfilos (EPO). Dados expressos em
média * SEM de atividade das enzimas por absorbéancia (n=8). Letras diferentes indicam que ha
diferencas significativas (p<0,05; one-way ANOVA e Pés-teste de Tukey) * (p<0,05) - Test-t
independente. CTL= Controle; MUC= Mucosite; MUC+VIT = Mucosite + vitamina C;
MUC+ARG+VIT = Mucosite + associagao de arginina e vitamina C.

5.6. Avaliacao de slgA intestinal

A mucosite intestinal reduziu significativamente a concentracao de sIgA nos
animais do grupo MUC, comparado ao grupo CTL (p<0,05) (Figura 14). No entanto,
observou-se que a suplementacdo com ambos os tratamentos preveniu parcialmente

a reducgao na concentracao de slgA em relagédo ao MUC (p<0,05) (Figura 14).

Figura 14. Concentragao de slgA intestinal
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Dados expressos em média * SEM (n=6). Letras diferentes indicam que ha diferengas
significativas (p<0,05; one-way ANOVA e poés-teste de Tukey). CTL= Controle; MUC= Mucosite;
MUC+VIT = Mucosite + vitamina C; MUC+ARG+VIT = Mucosite + associagdao de arginina e
vitamina C.

5.7. Expressao génica de citocinas e quimiocinas por Real Time
PCR

A figura 15 demonstra os resultados da expressdo génica das citocinas e
quimiocinas intestinais 72 horas apds a administracdo do agente quimioterapico (5-
FU). A expressao génica de NFkB, TNFa e COX2 foi significativamente maior no grupo
MUC em relagdo ao CTL (p<0,05) (Figura 15 A, B e C). O grupo MUC+VIT apresentou
expressao génica semelhante ao CTL (p>0,05) (Figura 15 A, B e C). Entretanto, o
grupo MUC+ARG+VIT apresentou expressao de TNFa e COX2 semelhante ao grupo
MUC (p>0,05) (Figura 15 B e C). Adicionalmente, a expressao das citocinas IL13, IL10
e IL6 ndo foram diferentes entre os grupos (p>0,05) (Figura 15D, E e F)
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Figura 15. Expressao génica mRNA de NFkB, TNF a, COX 2, IL13, IL-10 e IL-6.

(A) Concentracao de NFkB, (B) TNF a, (C) COX2, (D) IL18, (E) IL10 e (F) IL6. Dados expressos em
média * SEM (A, B, C e D) em medicana e IC95% (E e F) (n=8). Letras diferentes indicam que ha
diferengas significativas (p<0,05; one-way ANOVA e Pés-teste de Tukey ou Kruskal Wallis e pés-
teste de Dunn). CTL= Controle; MUC= Mucosite; MUC+VIT = Mucosite + vitamina C;
MUC+ARG+VIT = Mucosite + associa¢ao de arginina e vitamina C.

5.8. Estresse oxidativo

A atividade da enzima SOD e a peroxidacéo lipidica (técnica de TBARS)
estavam alteradas 72 horas apds da administragao do quimioterapico no grupo MUC,
comparado com o CTL (p<0,05) (Figura 16 A e B). Entretanto, quando comparado os
tratamentos com o grupo MUC, a atividade da enzima SOD néo foi alterada (Figura
16 A). J4, a peroxidacgao lipidica dos grupos MUC+VIT e MUC+ARG+VIT manteve-se

em niveis basais semelhante ao CTL (p>0,05) (Figura 16 B). Quanto a formacéao de
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hidroperdxidos, ndo foram observadas nenhuma diferenga entre os grupos (p>0,05)
(Figura 16 C).
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Figura 16. Atividade das enzimas SOD, TBARS e hidroperéxido no ileo 72h apés

de administracao de 5-fu em camundongos.

(A) Atividade de superoxido dismutase (SOD) (B) Espécies reativas de acido tiobarbiturico
(TBARS) (C) Concentragao de hidroperéxidos. Dados expressos em média * SEM (A, B, C e D)
em mediana e IC95% (E e F) (n=8). Letras diferentes indicam que ha diferengas significativas
(p<0,05; one-way ANOVA e Pés-teste de Tukey ou Kruskal Wallis e pés-teste de Dunn). CTL=
Controle; MUC= Mucosite; MUC+VIT = Mucosite + vitamina C; MUC+ARG+VIT= Mucosite +
arginina + vitamina C.

6 DISCUSSAO

A utilizacdo de terapias antineoplasicas, especialmente as terapias
neoadjuvantes com quimio e radioterapia, tém contribuido para o tratamento e
sobrevivéncia dos pacientes oncoldgicos (CRONIN et al., 2018). No entanto, induzem
apoptose celular, aumento da resposta inflamatoéria e, consequentemente, mucosite
oral e intestinal. Essas alteragdes, por sua vez, culminam na ativacdo do sistema
imunoldgico, lesdes ulcerativas com aumento da Pl e do estresse oxidativo,
favorecendo ao aumento de infiltrado inflamatério e infecgdes oportunistas
(SOUGIANNIS et al., 2021). Nesse contexto, justifica-se a busca por terapias
alternativas que possam minimizar estes efeitos, dentre elas, o uso de
imunomoduladores.

Trabalhos do nosso grupo de pesquisa (BARROS et al., 2016; GENEROSO
et al., 2011; TRINDADE et al., 2018, 2021) tém demonstrado beneficios da utilizagéo
isolada de imunomoduladores na mucosite intestinal. Mais recente, trabalho
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conduzido por ANDRADE e colaboradores, (2023) mostrou que a suplementagao de
L-arginina associada aos frutooligossacarideos, antes e apds a indugao da mucosite,
foi capaz de conferir beneficios a barreira intestinal, minimizando os danos causados
pela quimioterapia e modulando a microbiota intestinal (ANDRADE et al., 2023). Esses
resultados abrem perspectivas para a avaliagdo da suplementagdo de outros
imunonutrientes associados, afim de potencializar os efeitos benéficos observados
com o uso desses nutrientes isolados.

Sabe-se que um dos principais sintomas da mucosite intestinal que pode
comprometer o tratamento € a anorexia e, consequentemente a redugdo do peso,
levando a piora do estado nutricional e da qualidade de vida dos pacientes,
comprometendo o tratamento (ALA et al., 2016). Corroborando, nossos resultados
mostraram que 72 horas apds a inducdo da mucosite, os animais apresentaram
significativa perda de peso e redugdo do consumo alimentar comparado ao grupo
CTL. Essas alteragdes podem ser justificadas pelo processo inflamatério agudo e
presenca de lesdes teciduais no TGI caracteristicos na mucosite (CINAUSERO et al.,
2017; GIBSON et al., 2013; KEEFE et al., 2007). Essas lesbes alteram a barreira
intestinal levando a diminuigdo das vilosidades, das criptas e da capacidade de
absorcao dos nutrientes(SOUGIANNIS et al., 2021).

E importante ressaltar que o epitélio intestinal é um dos tecidos mais
proliferativos, tornando alvo para drogas como o 5-FU, que interrompe a sintese de
DNA levando a morte celular (SONIS, 2004; SOUGIANNIS et al., 2019). Neste estudo,
ao avaliar a permeabilidade intestinal dos animais no 10° dia de tratamento, observou-
se que o grupo MUC apresentou aumento significativo da Pl em relacdo ao grupo
controle. Entretanto, foi observado que os tratamentos com vitamina C isolada e
associada a arginina preveniram o aumento da Pl quando comparado ao grupo MUC.

A analise da PI foi baseada na utilizacdo do DTPA radiomarcado com °™Tc.
Em condigbes fisioldgicas normais, a macromolécula *°™Tc-DTPA passa do limen
intestinal, em quantidades minimas, para a corrente sanguinea. Todavia, na
ocorréncia de lesdes ou rupturas do epitélio intestinal e/ou afrouxamento das jungdes,
com consequente aumento da PI, o farmaco radiomarcado permeia pelo espagamento
das tight junctions e pode ser identificado no sangue, em quantidades maiores, por
meio da determinacéo da radiacdo gama emitida pelo is6topo radioativo tecnécio-99m
(GENEROSO et al.,, 2011). ANDRADE e colaboradores (2023) observaram que a

utilizagao tanto de FOS ou arginina isolados, bem como o uso associado também foi
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capaz de prevenir o aumento da Pl no mesmo modelo experimental. LEOCADIO e
colaboradores 2015 também observaram efeitos positivos do uso de L-arginina na P,
bem como nos parametros histopatolégicos. Para o melhor do nosso conhecimento
nao existem relatos na literatura de trabalhos que avaliaram a suplementacdo de
vitamina C em relagao a PI. Entretanto, em estudo experimental utilizando modelo de
mucosite oral induzida por ciclofosfamida em ratos, foi observado que 12mg/kg/dia de
acido ascorbico diminuiu a gravidade da mucosite devido ao aumento significativo da
espessura do epitélio, diminuicdo significativa na pontuagdo de danos e aumento
significativo na expressao imune de antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA)
(AL-REFAI, 2017), o que corrobora para o efeito protetor da vitamina C em mucosa
injuriada por quimioterapico, o que de certa forma poderia justificar a redugao da Pl
observada neste trabalho.

Os resultados da PI corroboram com os achados histolégicos do trabalho.
O grupo MUC apresentou destruicdo da arquitetura intestinal, aumento de infiltrado
inflamatério e encurtamento das vilosidades e criptas, além de diminuicdo no
comprimento do intestino. Em contrapartida, o grupo suplementado com vitamina C
de forma isolada apresentou resultados melhores em comparagao a associagcao de
imunomoduladores. Diferente dos nossos achados, ANDRADE e colaboradores
(2023) observaram sinergismo entre o uso de FOS e ARG para melhora destes
parametros.

Em concordancia com a analise de Pl, a morfometria do ileo demonstrou
que os tratamentos melhoram total e parcialmente a arquitetura intestinal e a razdo
vilosidade/cripta em comparagdao ao MUC. Curiosamente, o grupo MUC+VIT, nas
analises histologicas, apresentou efeitos benéficos superiores do que a associagao
de imunonutrientes, uma vez que o grupo MUC+ARG+VIT melhorou apenas a razéo
vilosidade/cripta e apresentou pior escore histoléogico em relagdo ao MUC+VIT.
Semelhantemente ao encontrado no presente estudo, BEUTHEU e colaboradores,
(2014) ao associar arginina com glutamina, no tratamento de mucosite intestinal
induzida por metotrexato, ndo observaram resultados positivos para as analises
histologicas. O grupo associado nado preveniu os danos causados a arquitetura
intestinal, além de nao ter prevenido o aumento da PI.

Um possivel mecanismo de acao para melhores resultados encontrados no
grupo MUC+VIT, seria a atuagdo da vitamina C nos processos de cicatrizagao e

producao de colageno (CARR; MAGGINI, 2017). Estudos em animais usando o
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camundongo nocaute Gulo, dependente de vitamina C, indicaram que a deficiéncia
dessa vitamina nao afetou a formacgédo de colageno na pele de camundongos nao
desafiados (MOHAMMED et al., 2016; PARSONS et al., 2006). No entanto, apds o
ferimento incisional de espessura total, houve diminui¢ao significativa da formacéo de
colageno em camundongos com deficiéncia de vitamina C (MOHAMMED et al., 2016;
PARSONS et al., 2006). Assim, a vitamina C parece ser particularmente essencial
durante a cicatrizacao de feridas, diminuindo também a expressao de mediadores pro-
inflamatérios e aumentando a expressdo de varios mediadores de cicatrizacao
(MOHAMMED et al., 2016; PARSONS et al., 2006). Esses eventos favorecem a
recuperacao do epitélio intestinal levando a melhores resultados histoldgicos.
Entretanto, sabe-se que os mecanismos de agéo da arginina também compreendem
a sintese de colageno por meio da producéo de poliaminas, resultando em aumento
de prolina (LEOCADIO et al., 2015b). Entretanto, conforme proposto por BEUTHEU e
colaboradores, (2014) a associag¢ao de L-arginina a outros nutrientes, pode interferir
na resposta a ser desencadeada, uma vez que a resposta gerada por este aminoacido
€ dependente da dose e das condigbes fisiopatologicas. Além disso, como o
mecanismo de desenvolvimento da mucosite aumenta iINOS, pressupde-se que a via
do oxido nitrico esteja mais expressa e ativada do que outras vias, o0 que pode
contribuir para os efeitos menos favoraveis observados na associagao de arginina
com outras moléculas (BEUTHEU et al., 2014; CALVANI et al., 2023).

Paralelamente a isso, afim de explorar mais os mecanismos de agao dos
tratamentos, avaliamos a produgao de IgA do tipo secretdria. Observamos que a
mucosite levou a diminuigao de slgA em comparacao ao CTL. No presente trabalho,
ambos os tratamentos avaliados foram capazes de estimular o aumento de sIgA. A
invasao de microrganismos patogénicos no lumen intestinal, principalmente, na fase
ulcerativa da mucosite (BOWEN et al., 2019; SONIS, 2004; SOUGIANNIS et al., 2021)
estimula o reconhecimento por meio dos peptideos antimicrobianos e células
apresentadoras de antigenos. Esse processo culmina na produgdo de sigA,
dependente de linfécitos B que por sua vez é liberada no intestino com o propédsito de
neutralizagdo do patégeno invasor. Adicionalmente, ocorre ativagdo da proteina de
resposta primaria de diferenciacdo mieloide (MYD88) e do NF-kB, essenciais na
resposta imunoldgica da mucosite(BOWEN et al., 2019). Dessa forma, a manutengao
das concentragdes de slgA favorece a reconstrugdo de uma das barreiras de defesa

do intestino e contribui para a diminuigao da PI.
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Outro importante componente da barreira intestinal sdo as jungdes firmes
(FASANO, 2020). Entretanto, no presente trabalho, ndo foi observado alteragdes na
expressédo de ZO-1 e ocludina nos tratamentos avaliados. Um possivel mecanismo
postulado, seria a manutencéo da arquitetura intestinal estar associada ao aumento
da slgA, agindo de forma compensatéria com a Pl. Uma vez que a slgA coopera com
uma variedade de mecanismos de protecdo (SUTHERLAND; FAGARASAN,
2012)impedindo a absorgédo de uma vasta quantidade de antigenos e prevenindo uma
sobrecarga ao sistema imunoldgico, o que pode contribuir com a seletividade na
barreira intestinal evitando o comprometimento da Pl (MARTENS; NEUMANN; DESAI,
2018; SUTHERLAND; FAGARASAN, 2012).

Durante a fase de amplificagcado dos sinais ha mucosite, observa-se intenso
infiltrado inflamatério e ativagao de cascatas inflamatérias que intensificam a resposta
ao dano inicial (SOUGIANNIS et al., 2021). Ao avaliar a atividade das enzimas MPO
e EPO, observamos aumento da atividade de ambas as enzimas no grupo MUC e
MUC+ARG+VIT. E sabido que o aumento de infiltrado inflamatério esta associado ao
recrutamento de células imunolégicas, incluindo neutréfilos e eosindfilos, para o local
da lesdo afim de recuperar a area lesada (DE OLIVEIRA; ROSOWSKI;
HUTTENLOCHER, 2016; STRATH; WARREN; SANDERSON, 1985). Neutrofilos sdo
as primeiras células efetoras recrutadas para o local da inflamacéao, onde internalizam,
matam e digerem bactérias e fungos. Os neutréfilos também liberam granulos em
resposta a inflamacgao, dentre estes a mieloperoxidase (MPO) que tem sua atividade
aumentada nas primeiras horas apés administracdo de 5-FU (CRUVINEL et al., 2010;
VINOLO et al., 2011). No presente estudo, observou-se maior infiltrado de neutrdfilos
no ileo dos animais do grupo MUC comparado ao controle, como demonstrado por
MIRANDA et al., 2019 em modelo experimental de mucosite intestinal induzida por 5-
FU.

Da mesma forma dos neutrdfilos, os eosindéfilos desempenham papel
fundamental na inflamacgéo, induzindo a producéo e liberagdo de granulos, em sua
maioria proteinas e a peroxidase de eosindfilos (EPO), que tem grande potencial
citotéxico em parasitas (CRUVINEL et al., 2010). A EPO ¢é bastante empregada para
estudo indireto da atividade de eosindfilos em tecidos e seu aumento foi relatado em
modelo de mucosite intestinal apés administragao de 5-FU por (DE BARROS et al.,
2018; LEOCADIO et al., 2015).
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Os resultados obtidos mostraram que apenas o tratamento com vitamina C
foi capaz de prevenir o aumento da atividade dessas enzimas. Durante a fase de
ulceracdo da mucosite, tém-se aumento do processo inflamatorio, morte celular e
principalmente, aumento de infec¢gdes oportunistas, processos inflamatorios e
infecciosos favorecem o aumento de infiltrado inflamatério (BOWEN et al., 2019;
SONIS, 2004; SOUGIANNIS et al., 2021). A vitamina C apresenta efeito bactericida
no intestino e capacidade anti-inflamatéria, o que impede o aparecimento de infecgbes
e ainda diminui o recrutamento de células inflamatérias(CARR; MAGGINI, 2017). Em
oposicao a isso, uma das vias de agao da arginina € por aumento de Oxido nitrico,
aumento de vascularizagdo sanguinea, contribuindo para o aumento do processo
inflamatério (BEUTHEU et al., 2014; CHATTERJEE et al., 2006). Esse evento, ja foi
descrito como dose dependente, quando, pode ser benéfico para o organismo, bem
como pode ser deletério (ANDRADE et al., 2015; LEOCADIO et al., 2015)isso poderia
justificar a falta de sinergismo entre a vitamina C e arginina.

A secregéao de citocinas intestinais também é essencial para a homeostase
do hospedeiro. No entanto, lesbes do epitélio, bem como alteracbes na barreira
intestinal podem induzir o desequilibrio da resposta imunolégica (SOUGIANNIS et al.,
2021). No presente estudo, a expressao génica de NFkB, TNF e COX2 foi
significativamente maior no grupo MUC em relagcédo ao CTL, apds 72 horas de indugao
da mucosite. No entanto, ao avaliar a expressao das citocinas IL1[3, IL10 e IL6 nao
foram observadas diferengas entre os grupos. Além disso, observou-se aumento na
peroxidacao lipidica (TBARS) no grupo MUC e redugao de SOD, enzima associada a
processos antioxidantes.

Na fase 3 da mucosite (SONIS, 2004), a geracao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e a ativacdo do NF-kB resulta em uma regulacdo positiva de
aproximadamente 200 mensageiros, principalmente TNFa, IL6 e IL13, bem como
COX2. Além disso, a ativagao de receptores do tipo toll por bactérias gram negativas
intestinais leva a regulagdo positiva de NF-kB por meio de multiplas vias de
sinalizagdo, agravando ainda mais a resposta inflamatéria por meio da geracao e
amplificagao de citocinas inflamatérias (SOUGIANNIS et al., 2021). Logo, a eficacia
dos tratamentos se daria por melhora destas vias inflamatérias. Os animais tratados
com vitamina C reduziram a expressao de TNFa, NFkB e de COX2, ja o grupo que
recebeu a associagdo dos tratamentos, apenas a expressdao de NFkB foi

reduzida. MOHAMMED e colaboradores (2016), demonstrou que a vitamina C
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atenua tanto a geracéo de ROS quanto a ativagao de NFkB em células dendriticas in
vitro. Assim, a vitamina C poderia modular a fungdo imunoldgica através da
modulagao de vias de sinalizagao celular sensiveis a alteragdes no potencial redox ou
protegendo diretamente importantes componentes estruturais celulares. Por exemplo,
a exposigao de neutréfilos a oxidantes pode inibir a motilidade das células, o que se
acredita ser devido a oxidagao dos lipidios da membrana (CARR; MAGGINI, 2017).

Durante condigbes inflamatdrias a enzima oxido nitrico sintase exibe um
importante papel imunorregulador, envolvendo vias pro-inflamatérias e anti-
inflamatdrias (ENKHBAATAR et al., 2009; GOCAN; SCOTT; TYML, 2000; TAN et al.,
2016). Como parte da via pré-inflamatéria, sugere-se que a produgao de NO induzida
por NOS1 atue como um radical livre e seja propensa a ser convertida em espécies
de nitrogénio mais reativas (ENKHBAATAR et al., 2009). Esse processo, leva ainda a
uma alteracdo nas ligagcées de dimetilarginina assimétrico (ADMA), favorecendo o
desenvolvimento inflamatério por ativacdo de TNFa (ENKHBAATAR et al., 2009). Em
contrapartida, o uso de vitamina C em condi¢des inflamatérias pode prevenir aumento
de TNFa na molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1) (BECK et al., 2004; QU et al.,
2005). Esses achados, confirmam os dados encontrados, uma vez que osnutrientes
do estudo ndo conseguem apresentar sinergismo, por antagonismo de agdes e
parecem apresentar o mesmo mecanismo de acao de forma isolada (BEUTHEU et al.,
2014; CALVANI et al., 2023).

Um estudo que avaliou os efeitos de outros aminoacidos (cistina e teanina
- CT) nos danos causados por 5-FU, observou que os dois aminoacidos que compdem
a glutationa, promoveu a sintese de GSH e normalizou o balango redox. Como
resultado, a administracdo de CT suprimiu a mucosite e aliviou os sintomas de diarreia
(YONEDA; NISHIKAWA; KURIHARA, 2021). ANDRADE e colaboradores (2023)
também encontraram sinergismo entre a associagcao de FOS e ARG ao analisar o
estresse oxidativo, observaram que as enzimas SOD foi aumentada e TBARS
reduzida.

Ja, no uso de vitamina C isolada, ndo observamos diferengas entre os
grupos para SOD e hidroperoxidos. Um estudo clinico, com objetivo de verificar os
efeitos da vitamina C por meio de suplemento alimentar em dieta rica em acido
ascorbico no estresse oxidativo induzido pelo exercicio fisico, ndo observou nenhuma
mudanga nos valores plasmaticos de TBARS, hidroperdxido lipidico e creatina

quinase apos as diferentes formas de consumo de vitamina C, corroborando para os
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achados atuais. Porém a técnica de analise do estresse oxidativo € muito variavel e
as divergéncias entre os estudos sobre estresse sao, provavelmente, devidas as
diferencas metodologicas, tempo de realizacdo e tempo de armazenamento
(GARLIPP-PICCHI et al., 2013).

Nosso trabalho apresenta evidéncias do efeito benéfico em modelo animal
de mucosite do uso de altas doses de vitamina C, apesar da falta de sinergismo entre
a associagdo dos imunomoduladores estudados. No entanto, muito se questiona
sobre 0 uso de altas doses de acido ascorbico e o desenvolvimento de problemas
renais, dessa forma, apesar de nao encontrar evidéncias na literatura quanto a essa
complicacédo, é necessario novos estudos para comprovar a seguranga do uso de
doses elevadas de vitamina C.

7 CONCLUSAO

A suplementagdo com vitamina C demonstrou ser benéfica na barreira
intestinal, reduzindo a Pl e prevenindo as lesdes causadas pelo uso do quimioterapico,
além de apresentar potencial efeito anti-inflamatério reduzindo vias inflamatérias e a
peroxidacao lipidica na mucosite intestinal. Entretanto, o uso da associacdo entre

vitamina C e L-arginina, ndo apresentou beneficios adicionais sobre a mucosite.
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8 PERSPECTIVAS
- Explorar novos mecanismos para elucidar a relacdo da associagao de vitamina C
com arginina;
- Testar novas combinagdes de imunomoduladores;
- Avaliar os efeitos destes imunomoduladores na presenca de cancer colorretal e 5-
FU;
- Avaliar os efeitos da vitamina C isolada e associada a arginina na producéao de
AGCC;
- Comprovar a seguranga do uso do altas doses de vitamina C;
- Avaliar danos a proteina e resposta antioxidante ndo enzimatica;

- Trasladar os efeitos para estudos clinicos.
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ANEXO Il - DILUIGAO DOS SUPLEMENTOS ARGININA E VITAMINA C

Figura 1. Teste de diluicdo dos compostos vitamina C e arginina associada a
vitamina C. 1= arginina; 2= vitamina C marca A; 3 vitamina C + arginina.
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ANEXO Illl - DADOS SUPLEMENTARES (CTL+VIT)
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Figura 2. Variagao de peso (A), consumo alimentar (B) e
permeabilidade intestinal (C) de animais controles (CTL e VIT). Dados expressos
em média + SEM (n=6). NS= nao significativo (p>0,05; Test T de amostras
independentes). CTL= Controle; VIT = Vitamina C.

Figura 3. Anadlises histolégicas do ileo de animais controles. A=
Controle; B = Vitamina C. Aumento de 20X e 40X.



