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TP — timidina fosforilase

TS — timidilato sintase

UK — uridina cinase

UP — uridina fosforilase

VCAML1 — molécula de adesao celular vascular 1
VLDL - lipoproteina de densidade muito baixa

VLDLc — colesterol em VLDL
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RESUMO

O quimioterapico 5-FU pode causar efeitos indesejaveis como a mucosite que
aumenta os mediadores inflamatérios sistémicos e locais e também a
mielossupressdo que resulta em leucopenia e anemia. Duas doencgas inflamatorias
cronicas, aterosclerose e obesidade, sdo influenciadas por células imunes,
especialmente macrofagos. Por isso, a quimioterapia pode interferir nas suas
evolucdes, negativamente pela inflamacdo gerada pela mucosite ou positivamente
pela reducéo da infiltracdo de macrofagos devido a mielossupressdo. Nosso objetivo
foi avaliar o efeito do 5-FU no tecido adiposo e na aterogénese. Animais LDLr"
foram divididos nos grupos controle e 5-FU, recebendo dieta ocidental e duas
aplicacoes de placebo ou 5-FU (150 mg/kg) respectivamente, no primeiro e no
vigésimo segundo dia experimental. O sacrificio ocorreu trés semanas apos a
segunda aplicacdo. Os resultados mostram que animais tratados com 5-FU
perderam peso apoOs as aplicacdes, que foi recuperado nas ultimas semanas. O
perfil lipidico foi semelhante entre os grupos, exceto pela reducao de triglicérides no
grupo 5-FU que ainda apresentou reducdo da gordura visceral e da infiltracdo de
macrofagos neste tecido. O mielograma e leucograma mostraram resultados
similares nos dois grupos, exceto pela reducdo de células eritrocitarias no grupo 5-
FU. Apesar do grupo 5-FU apresentar discreta mucosite ao fim do experimento, a
infiltracdo de macrofagos e neutréfilos no intestino foi semelhante entre os grupos.
No entanto, a infiltracdo de eosindfilos foi inferior no grupo 5-FU. Na valvula adrtica,
o tratamento com 5-FU reduziu a lesdo aterosclerdtica, obstrucdo luminal e a
migracdo de macrofagos. Concluimos que o tratamento com 5-FU reduz a gordura
visceral e a lesdo aterosclerotica, associadas com diminuicdo de macréfagos nestes

tecidos.

Palavras-chaves: 5-FU, mucosite, mielossupressao, aterosclerose, tecido adiposo.
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ABSTRACT

The 5-FU chemotherapy is related to side effects such as mucositis that
increases local and systemic inflammatory mediators and myelosuppression that
results in leukopenia and anemia. Two chronic inflammatory diseases,
atherosclerosis and obesity, are influenced by immune cells, especially
macrophages. Therefore, chemotherapy could negatively interfere with their
development by increasing systemic inflammation or, instead, interfere in a positive
way, reducing macrophages infiltration after myelosuppression. Our aim was
evaluate the effect of 5-FU in adipose tissue and atherogenesis. LDLr"" mice were
divided into Control and 5-FU groups receiving western diet for 6 weeks and two
injections of placebo or 5-FU (150 mg/kg), respectively at the 1rt and 22"
experimental days. Animals were sacrificed 3 weeks after the second application.
The results showed that 5-FU mice lost weight after each application but regained it
in the last weeks. The lipid profile was similar between groups except for the
reduction of triglycerides seen in 5-FU group which also showed a decrease in
visceral fat and in the adipose tissue macrophages. No differences were seen in
myelogram and leukogram, except for the reduction of erythrocitary series in 5-FU
group. Although intestine presented discrete mucositis at the end of experiment,
macrophages and neutrophils infiltrations were similar between groups. However,
eosinophil infiltration was impaired in 5-FU group. In the aortic valve, 5-FU treatment
reduced atherosclerotic lesion, luminal obstruction and macrophage migration. We
conclude that 5-FU treatment reduces visceral fat and atherosclerotic lesion

associated to the reduction of macrophages infiltration in these tissues.

Keywords: 5-FU, mucositis, myelosuppression, atherosclerosis, fatty tissue
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1 INTRODUCAO

7

A quimioterapia é um tratamento que emprega agentes antineoplasicos,
administrados de forma isolada ou combinada. Diversos efeitos colaterais séo
associados ao uso destes farmacos. Seus efeitos comecam a surgir logo apés a
administracdo da droga ou dias depois do inicio da terapia. Alguns parametros
devem ser considerados antes de iniciar um tratamento quimioterapico, tais como as
condicdes do paciente e as caracteristicas do tumor.

Existem diferentes vias para administracdo das drogas antineoplasicas, sendo
a mais comumente empregada a via intravenosa. Os agentes quimioterapicos sao
distribuidos em trés grandes grupos, de acordo com sua especificidade no ciclo
celular, estrutura quimica e funcdo em nivel celular. Dentre estes grupos, destaca-se
aquele com especificidade no ciclo celular, dentre eles os analogos da pirimidina
como o 5-fluorouracil (5-FU), que atua durante as fases G e S do ciclo celular.

O 5-FU atua como agente antimetabdlito bloqueando a atividade da enzima
timidilato sintase ou interferindo na sintese do RNA ou do DNA durante o ciclo
celular. E utilizado no tratamento de diferentes tipos de tumores, especialmente
aqueles do trato gastrintestinal. Este farmaco precisa ser ativado metabolicamente
para desencadear sua acao toxica. Desta forma, o 5-FU é metabolizado por enzimas
corporais gerando seus precursores ativos: trifosfato de fluorouridina (FUTP),
monofosfato de fluorodeoxiuridina (FAUMP) e trifosfato de fluorodeoxiuridina
(FAUTP). A degradacdo do 5-FU pode gerar outros metabdlitos intermediarios que
serdo convertidos a um dos precursores ativos. 5-FU também pode ser metabolizado
a (diidrofluorouracil) DHFU e ser excretado pelo organismo. Varios efeitos adversos
estdo associados ao uso clinico do 5-FU em especial a mucosite e a
mielossupressao.

A mucosite € um evento agudo, que se desenvolve logo apds a aplicacdo do
5-FU e é caracterizada por um processo inflamatério que acomete as mucosas,
especialmente a mucosa do trato gastrintestinal e promove aumento dos niveis
circulantes de citocinas inflamatérias. Ela ocorre em cinco estagios que englobam
desde as primeiras modificagcbes na mucosa até a formacdo de ulceracbes com

posterior cicatrizagcédo e desaparecimento da inflamagédo. A mielossupressao por sua
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vez € um evento tardio que surge por volta do sétimo dia apés a administracao do 5-
FU e se caracteriza pela diminuicdo da producédo de células pela medula 6ssea.

O tecido adiposo é um 6rgao que apresenta funcdes enddcrinas e imunes,
além de estocar energia sob a forma de triglicerideos. E a principal reserva
energética do organismo sendo mobilizada em processos de intenso catabolismo
com elevada demanda energética. E constituido por adipécitos, macréfagos, pré-
adipdcitos, vasos sanguineos dentre outros componentes. Este tecido é capaz de
produzir e liberar mediadores denominados adipocinas. Existem cerca de cinquenta
tipos de adipocinas que exercem diferentes func¢des. A principal adipocina produzida
por este tecido é a adiponectina, uma proteina que exerce acdo anti-inflamatoria,
antiaterogénica e antidiabética. No entanto, um desequilibrio no armazenamento de
energia e na homeostase do tecido adiposo favorecidos pelo aumento da deposicéo
de triglicerideos, resulta em modificacdo na producao das adipocinas, com aumento
da liberacdo de mediadores de carater inflamatorio e diminuigcdo de adiponectina.
Este perfil do tecido adiposo contribui para o desenvolvimento ou agravamento de
outras doencas ou processos inflamatorios.

Os macrofagos sdo produzidos e liberados pela medula 6ssea e migram para
diversos tecidos do organismo como o tecido adiposo, conforme a demanda. O
estabelecimento do quadro de mucosite e da mielossupressao, decorrentes da
guimioterapia com 5-FU, podem interferir na migracdo de macréfagos para o tecido
adiposo resultando em diminuicdo da concentracéo e atividade destas células neste
tecido.

A aterosclerose é uma doenca inflamatdria crénica iniciada pelo acumulo de
LDL oxidada (LDLox) na camada intima da artéria e pelo recrutamento e retencdo de
macrofagos nesta regido. A doenca se caracteriza por dois estagios. O estagio inicial
€ marcado pela formacéo da estria gordurosa a partir do actmulo primério de células
espumosas enquanto o segundo estagio se caracteriza pelo aumento da placa
aterosclerotica, participacdo de outras células do sistema imunoldgico, presenca da
capa fibrosa e calcificacdo. A liberacdo de mediadores pro-inflamatérios por outros
tecidos ou processos inflamatorios pode contribuir para o desenvolvimento ou para o
agravamento da aterosclerose.

A ocorréncia de mielossupressdo causada pela terapia antineoplasica com 5-
FU pode interferir na formacdo do ateroma, devido a diminuicdo da producgéo de

células mieloides, dentre elas o macréfago, componente essencial da placa. No



26

entanto, o processo inflamatério presente no quadro de mucosite e a liberacdo de
mediadores inflamatérios como TNF-a e IL-6 pode contribuir para o agravamento da
aterosclerose.

Efeitos cardiotdéxicos decorrentes da administracdo do 5-FU tém sido bastante
relatados. No entanto, nenhum estudo tem correlacionado a quimioterapia com 5-FU
e a aterosclerose.

Este é o primeiro trabalho que avalia o desenvolvimento da aterosclerose e o
perfil do tecido adiposo em animais submetidos a dois ciclos de quimioterapia com
5-FU.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Quimioterapia

A quimioterapia € um tratamento que surgiu em 1940 que emprega agentes
antineoplasicos isolados ou combinados, com a finalidade de eliminar as células
tumorais do organismo. Ela pode ser utilizada como modalidade Unica de tratamento
ou associada a cirurgia ou a radioterapia. A cura pelo tratamento quimioterapico é
definida pelo desaparecimento de qualquer sinal do tumor e pela sobrevida do
paciente. O tratamento € aplicado repetidamente desde que observado o intervalo
de tempo necessario para a recuperagao das estruturas corporais normais afetadas,
dando condi¢cdes ao paciente de prosseguir com o tratamento (CRAIG; STITZEL,
2005; FONSECA et al, 2000; WAITZBERG, 2006).

O tratamento quimioterapico gera efeitos toxicos sobre as células tumorais,
mas também afeta inimeras células normais do organismo, especialmente aquelas
de rapida proliferacdo como as ceélulas da medula 6ssea e das mucosas em geral. A
producédo e circulacdo de células brancas e vermelhas ficam reduzidas, resultando
em aumento da incidéncia de infeccbes e hemorragias, que podem ser
potencialmente fatais. Em geral, a toxicidade mieldide maxima ocorre no periodo de
dez a quatorze dias apods o inicio do tratamento quimioterapico, com recuperacao da
deplecdo mieloide em vinte e um a vinte e oito dias. Por sua vez, alguns
guimioterapicos como as nitrosureias, podem desencadear toxicidade hematoldgica
tardia que se manifesta dentro de quatro a seis semanas ap0s o inicio do tratamento
(CRAIG; STITZEL, 2005; FONSECA et al, 2000; WAITZBERG, 2006).

A indicacdo do tratamento quimioterapico deve levar em consideracao
diversos aspectos, tais como a idade do paciente, seu estado nutricional e condicdes
de vida; as funcdes hepética, renal e pulmonar; a presenca de outras doencas e
infeccbes; o tipo do tumor, a presenca de metastases e sua extensao. Algumas
contra-indicacdes para a terapia também sdo apresentadas, como em casos de
cancer terminal, septicemia, coma, mulheres no primeiro trimestre da gestacao e em
individuos com idade inferior a trés meses ou com idade avancada (FONSECA et al,
2000).
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Existem diversos métodos para administracao de quimioterapicos, sendo a via
intravenosa a mais empregada. Outras vias para administragdo sao a via oral,
intramuscular, intra-arterial, intratecal, intraperitoneal, intrapleural e intravesical
(FONSECA et al, 2000).

Os agentes antineoplasicos sdo classificados conforme a especificidade no
ciclo celular, estrutura quimica e a fungdo em nivel celular (FONSECA et al, 2000).

O ciclo celular envolve quatro fases: a fase G1, onde ocorre a producdo dos
componentes necessarios a sintese do DNA; a fase S, onde ocorre a sintese do
DNA da célula; a fase G2, onde ocorre a sintese dos componentes celulares
necessarios para a ocorréncia da mitose e a fase M, caracterizada pela divisédo
celular onde uma célula da origem a duas células-filhas idénticas. Alguns agentes
antineoplasicos atuam com especificidade no ciclo celular e podem ser classificados
em duas classes: os farmacos capazes de atuar na célula durante o periodo de
repouso ou em qualquer momento do ciclo celular, denominados farmacos
inespecificos de fase e aqueles que atuam preferencialmente em uma ou mais
fases, chamados farmacos especificos de fase (CRAIG; STITZEL, 2005; FONSECA
et al, 2000; KATZUNG, 2007).

Quanto a estrutura quimica e a funcdo em nivel celular, podem ser citados 0s
agentes alquilantes, os agentes antimetabdlitos e os produtos naturais. Os agentes
alquilantes reagem com o DNA de cadeia dupla evitando que as cadeias se separem
para sua replicacdo. Isso resulta em inibicdo do DNA ou de sua replicacao, levando
a ocorréncia de mutacédo ou morte celular (FONSECA et al, 2000).

Os agentes antimetabdlitos sédo aqueles que atuam sobre o metabolismo das
células em proliferacdo. Eles sdo distribuidos em trés classes: os analogos da
purina, da pirimidina ou do &cido félico e apresentam estrutura e funcdo semelhantes
aos metabalitos envolvidos na sintese dos acidos nucleicos. Assim, as células séo
capazes de utilizar estes agentes ao invés dos acidos nucleicos, devido a sua
semelhanca, resultando em alteracdes na estrutura do DNA ou RNA destas células
e consequente morte celular. Estes agentes também s&o capazes de inibir
importantes enzimas envolvidas na sintese de acidos nucleicos, prejudicando a
formacdo dos mesmos. Dentre os farmacos antimetabdlitos pode ser citado o 5-FU,
classificado como analogo da pirimidina (CRAIG; STITZEL, 2005; FONSECA et al,
2000; KATZUNG, 2007). E importante destacar que esta acdo dos quimioterapicos
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ocorre sobre as ceélulas tumorais, mas também sobre as células normais,
desencadeando efeitos colaterais ao organismo.

Agentes naturais podem ser distribuidos em varias classes como inibidores da
mitose, antibiéticos dentre outros. Conforme descrito na literatura, estes agentes
atuam inibindo a mitose, alterando a sintese e a funcdo dos &cidos nucleicos,
desencadeando a quebra do DNA ou prejudicando sua replicacdo além de bloquear
a sintese do RNA (FONSECA et al, 2000).

Enzimas como a asparaginase e alguns horménios ou antagonistas
hormonais também podem ser empregados no tratamento quimioterdpico
(FONSECA et al, 2000).

Os efeitos colaterais da quimioterapia comecam a surgir poucos dias apds o
inicio do tratamento. Dentre eles, podem ser citados fraqueza, fadiga, indisposicéo,
mal-estar, nauseas, vomitos, anorexia, alteracdes no paladar, disfagia, esofagite,
diarreia, mucosite, dores, sangramento, perda O0ssea, além de danos ao foliculo
piloso resultando em alopécia parcial ou total (BJARNASON et al, 2008; CRAIG;
STITZEL, 2005; WATZBERG, 2006). Outros achados clinicos também séo relatados
como perda de peso, atrofia muscular, perda de tecido adiposo e miopatia. Dentre
0s principais achados laboratoriais associados ao tratamento quimioterapico sao
citados a anemia, hipoproteinemia, hiperglicemia, deplecéo de eletrdlitos, vitaminas,
minerais e anergia. Os agentes antineoplasicos podem afetar indiretamente a
ingestdo alimentar e a absorcdo em decorréncia da toxicidade gastrintestinal
caracterizada pela presenca da mucosite. Os efeitos téxicos destas drogas
dependem do tempo de exposicéo e de sua concentracédo plasmatica (WATZBERG,
2006).

2.2 5-Fluorouracil (5-FU)

O 5-FU é um agente quimioterapico classificado como antimetabdlito,
pertencente a classe dos farmacos anéalogos da pirimidina. E comumente utilizado
em diversos tumores solidos especialmente em céanceres do trato gastrintestinal
(ASSERSOHN et al, 2003; LONGLEY et al, 2003; STRINGER et al, 2009b). Esse
farmaco atua de duas maneiras: inibindo a atividade da enzima timidilato sintase

(TS) e consequentemente afetando a producdo do nucleotideo timina ou sendo
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incorporado ao DNA e/ou RNA da célula, impedindo seu funcionamento normal e
induzindo apoptose (LONGLEY et al, 2003; SAVVA-BORDALO et al, 2010).

De acordo com Longley et al (2003) e Savva-Bordalo et al (2010), o 5-FU é
um composto analogo do uracil e também da timina, que apresenta um atomo de
fldor ligado ao carbono 5, em substituicdo ao &tomo de H ou ao grupamento metil,

caracteristicos destas bases nitrogenadas (figura 1).
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Figura 1: Estrutura quimica do 5-FU, uracil e timina. Nesta ordem, da esquerda para a direita.
Adaptado de Longley et al (2003).

Além de ser empregado no tratamento de tumores do trato gastrintestinal,
especialmente do cancer de colon, o 5-FU ¢é utilizado em outros tipos de tumores,
sendo eles o cancer de pescoco, cabeca, mama, ovario, bexiga, prostata, pancreas
e figado. Seu uso pode ser isolado ou combinado com outros agentes (LONGLEY et
al, 2003; KATZUNG, 2007).

Varios efeitos colaterais estdo associados com o 5-FU e dependem da via de
administracdo e da dose administrada. Os principais efeitos colaterais sdo mucosite,
mielossupressao de sete a quatorze dias pés-administracdo, leucopenia, nauseas,
diarreia, alopécia, neurotoxicidade, toxicidade ocular e cardiaca. Alteracdes na
microflora intestinal também séo relatadas com o uso de 5-FU e podem contribuir
para a ocorréncia da diarreia (CRAIG; STITZEL, 2005; DIKKEN; SITZIA, 1998;
KATZUNG, 2007; STRINGER et al, 2009a; SAVVA-BORDALO et al, 2010).

A principal via de administracdo do 5-FU é a via intravenosa. Este
guimioterapico ndo pode ser administrado via oral uma vez que a mucosa intestinal
apresenta elevados niveis da enzima diidropirimidina desidrogenase (DPD), que
degrada o 5-FU gerando o metabdlito DHFU (diidrofluorouracil) que ndo apresenta
nenhuma funcdo especifica, sendo excretado pelo organismo. Desta forma, o
qguimioterapico teria uma absorcdo bastante reduzida, ndo apresentando eficacia
guanto a sua agao (CRAIG; STITZEL, 2005; KATZUNG, 2007).
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De acordo com Craig e Stitzel (2005) e Longley et al (2003), o 5-FU € uma
droga especifica de fase, que atua na fase G1 e na fase S do ciclo celular, inibindo a
sintese do RNA ou do DNA respectivamente. Para exercer sua acéo toéxica, a droga
precisa ser ativada metabolicamente, gerando por reagbes enzimaticas o0s
compostos trifosfato de fluorouridina (FUTP), monofosfato de fluorodeoxiuridina
(FAUMP) ou trifosfato de fluorodeoxiuridina (FAUTP).

Ap6s a administracdo, o 5-FU entra rapidamente nas células, por meio do
transporte facilitado. Grande parte da droga administrada é metabolizada no figado
pela acdo da enzima DPD, que converte o 5-FU ao composto DHFU, que é
excretado pelo organismo. Esta excre¢ao pode ocorrer pela urina ou pela respiracao
(LONGLEY et al, 2003; SAVVA-BORDALO et al, 2010) (Figura 2).

A via principal de degradacdo do 5-FU é pela acdo da enzima orotato
fosforibosiltransferase (OPRT), que requer o co-fator fosforibosil pirofosfato (PRPP)
para exercer sua funcdo. Ela metaboliza o 5-FU formando o composto monofosfato
de fluorouridina (FUMP). Este composto € fosforilado, gerando o difosfato de
fluorouridina (FUDP) que por sua vez pode ser fosforilado e formar o metabalito ativo
trifosfato de fluorouridina (FUTP) ou sofrer acdo da enzima ribonucleotideo redutase
(RR) e ser convertido a difosfato de fluorodeoxiuridina (FAUDP). O metabdlito FUTP
€ incorporado ao RNA desencadeando danos na composicdo desta molécula e

consequente perda funcional e morte celular (LONGLEY et al, 2003) (Figura 2).
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Figura 2: Metabolismo do 5-Fluorouracil. 5-FU — 5-Fluorouracil;, DPD - diidropirimidina
desidrogenase; DHFU - diidrofluorouracil; OPRT — orotato fosforibosiltransferase; PRPP — fosforibosil
pirofosfatato; FUMP — monofosfato de fluorouridina; FUDP — difosfato de fluorouridina; FUTP —
trifosfato de fluorouridina; RR - ribonucleotideo redutase; FAUMP — monofosfato de fluorodeoxiuridina;
FAUDP - difosfato de fluorodeoxiuridina; FAUTP — trifosfato de fluorodeoxiuridina; TS — timidilato
sintase; TK — timidina cinase; TP — timidina fosforilase; UP — uridina fosforilase; FUR - fluorouridina;
UK — uridina cinase; FUDR - fluorodeoxiuridina. Adaptado de Longley et al (2003).

O composto FAUDP, formado a partir do FUMP pode ser desfosforilado ou
fosforilado, gerando os metabdlitos monofosfato de fluorodeoxiuridina (FAUMP) ou
trifosfato de fluorodeoxiuridina (FAUTP), respectivamente. FAUMP, um importante
metabdlito ativo, é capaz de se ligar a enzima timidilato sintase. Esta enzima catalisa
a conversdao de monofosfato deoxiuridina (dUMP) a monofosfato deoxitimidina
(dUTP), fornecendo timidilato para a sintese e reparo do DNA. Ela funciona como
um dimero e ambas as subunidades possuem dois sitios de ligacdo especifica
sendo um para o dUMP e o outro para a molécula de CH,THF (5,10-
metilenotetrahidrofolato), doadora do grupamento metil necessario para a producao

do timidilato (figura 3A). O composto FAUMP é capaz de se ligar ao sitio de ligagéo
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especifica do nucleotideo, formando um complexo ternério estavel com a enzima e o
CH,THF, impedindo a ligacdo do composto dUMP e consequentemente a formagao
do timidilato, essencial na composi¢cdo do DNA. Esta é uma das vias de acdo do 5-
FU sobre a sintese do DNA (LONGLEY et al, 2003) (Figura 3B).

Figura 3A: Esquema representativo da sintese de monofosfato de deoxitimidina (dTMP) a partir
do composto monofosfato de deoxiuridina (dUMP). A enzima timidilato sintase (TS) junto ao
cofator CH,THF (5,10-metilenotetrahidrofolato) converte dUMP a dTMP que por sua vez gera dTTP
(trifosfato de deoxitimidina), componente essencial da molécula de DNA. Figura 3B: Esquema
representativo da acao inibitéria do metabdlito ativo de 5-FU, FAUMP. FAUMP se liga ao sitio
ativo da enzima formando um complexo estdvel com ela e seu cofator, bloqueando a ligacdo do
composto dUMP e a sintese de dTMP e dTTP, impedindo a sintese e/ou o reparo da molécula de
DNA. Adaptado de Longley et al (2003)

Uma via alternativa de producdo de FAUMP é mediada pela enzima timidina
fosforilase, que metaboliza o 5-FU em FUDR o qual é convertido em FAUMP pela
acao da timidina cinase (LONGLEY et al, 2003) (Figura 2).

Por sua vez, o metabdlito ativo FAUTP, gerado a partir da fosforilacdo do
composto FAUDP é incorporado pelo DNA, levando a danos em sua estrutura e
resultando em morte celular (LONGLEY et al, 2003) (figura 2).

Outra via alternativa de degradacédo do 5-FU é mediada pela enzima uridina
fosforilase que converte o 5-FU em fluorouridina, que é metabolizada pela enzima
uridina cinase formando o composto FUMP. FUMP segue sua via de metabolizacéo
conforme descrito anteriormente (LONGLEY et al, 2003) (Figura 2).

2.3 Mucosite
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A mucosite € uma condicao clinica que envolve a ocorréncia de um processo
inflamatdrio acompanhado por lesdes ulcerativas em qualquer segmento do TGl
(LALLA et al, 2006; KEEFE, 2007). E um dos efeitos colaterais mais debilitantes
decorrente do tratamento quimioterapico ou radioterapico (VLIET et al, 2010).

De acordo com Chiappelli (2005) e Stringer et al (2009b) 40% dos pacientes
tratados com dose padrdo de quimioterapico desenvolvem mucosite e 100% dos
pacientes tratados com doses elevadas da droga exibem este efeito colateral. Desta
forma, quanto maior a dose da droga antineoplasica empregada, maior o
desenvolvimento de mucosite e outros sintomas associados. Segundo Chiappelli
(2005) a modalidade da intervencéo terapéutica e a forma de administracdo, além do
tipo de cancer séo fatores que contribuem para o grau de intensidade da mucosite.

A mucosite € comumente encontrada em pacientes submetidos ao uso de 5-
FU. Ela ocorre em estagios que envolvem o inicio da inflamagédo da mucosa com
posterior agravamento do quadro, evoluindo para o surgimento de ulceracdes,
alteracoes da permeabilidade e risco aumentado de infeccbes. ApOs cessar O
tratamento, ocorre a regeneracao do tecido lesado e restabelecimento da funcéo
normal da mucosa (SOARES et al, 2008; STRINGER et al, 2009b).

Clinicamente, a mucosite esta associada com dor, diarreia, desnutricéo,
infeccBes bacterianas, administracdo de nutricdo parenteral e uso intravenoso de
analgésicos, além de aumentar o periodo de hospitalizacdo e consequentemente, 0s
gastos em saude publica (SONIS, 2004; STRINGER et al, 2009b; VLIET et al, 2010).
A presenca da mucosite pode levar a interrupcdo do tratamento, modificacdo no
esquema de administracdo da droga; mudanca na selecdo do quimioterapico ou
reducdo das doses do agente antineoplasico, comprometendo a eficacia da terapia
proposta e refletindo na saude e qualidade de vida do paciente (SONIS, 2004;
VADHAN-RAJ et al, 2010; VLIET et al, 2010). Nao é conhecido um tratamento para
a mucosite nem uma forma de prevencao ao seu desenvolvimento (SONIS, 2004).
No entanto, alguns estudos tém avaliado a acdo de diferentes substancias sobre o
desenvolvimento da mucosite. Ferreira (2010) sugere que a administracdo de acidos
graxos de cadeia curta é capaz de atenuar a mucosite em camundongos. Vadhan-
Raj et al (2010) mostrou que uma dose Unica de palifermina na prética clinica pode

reduzir ou impedir o desenvolvimento de um quadro de mucosite grave.
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De acordo com Sonis (2004) o infiltrado de leucécitos € comumente
observado na fase tardia da mucosite, em destaque na fase de ulceracdo. Por sua
vez, 0s macrofagos associados com a restauragcdo da mucosa gastrintestinal
parecem acumular na camada submucosa no estagio final da mucosite, designado
cicatrizacdo. Pacientes tratados com agentes quimioterapicos apresentando
mucosite possuem concentracdes aumentadas de TNF-a e IL-6 no sangue e nas
mucosas (BLIJLEVENS; LOGAN; NETEA, 2009; SONIS, 2004).

O desenvolvimento da mucosite € um processo dindmico que ocorre em cinco
estagios: iniciacdo, resposta a danos primarios, amplificacdo de sinais, ulceracao e
cicatrizagdo (CHIAPPELLI, 2005; SONIS, 2004).

O estagio designado iniciacdo tem seu comeco logo apds a administracao da
droga quimioterapica ou da radiacdo. Nesta fase ocorrem as primeiras lesbes ao
DNA e RNA das ceélulas, resultando em apoptose e injaria tecidual.
Simultaneamente, espécies reativas de oxigénio (EROs) séo geradas, contribuindo
para a agressao tecidual. Estes eventos iniciam o desenvolvimento da mucosite.
Nesta fase, a camada mucosa se apresenta normal, aparentemente sem nenhuma
modificacdo, no entanto, as primeiras alteracées ja comecam a ocorrer na camada
submucosa (BLIJLEVENS; LOGAN; NETEA, 2009; SONIS, 2004) (Figura 4A).

No segundo estagio, resposta a danos primarios, ocorre um aumento dos
danos ao DNA e RNA e ampliacdo da producdo de EROs. Varios fatores de
transcricdo sao ativados, dentre eles NF-kB e p53. NF-kB leva a ativagao de genes
da familia BAX resultando no aumento da apoptose além de aumentar a producao
de mediadores inflamatorios como TNF-q, IL-1B e IL-6. Nesta etapa, as camadas
mucosa e submucosa séo afetadas (BLIJLEVENS; LOGAN; NETEA, 2009; SONIS,
2004) (Figura 4B).

A amplificacdo de sinais € o estagio onde ocorre intensa producdo de
citocinas pré-inflamatérias que ficam acumuladas na mucosa contribuindo para a
ocorréncia de danos teciduais, estimulando o recrutamento de células inflamatorias
para a mucosa. TNF-a induz a ativagdo da caspase trés contribuindo para a
ocorréncia da apoptose. IL-18 juntamente ao TNF-a estimula a ativacdo das
metaloproteinases um e trés que causam a degradacdo do epitélio gastrintestinal,
favorecendo o desenvolvimento das les6es na mucosa. O aumento da secrecdo
destas citocinas pré-inflamatérias amplifica o processo inflamatério na mucosa,
agravando os danos teciduais (BLIJLEVENS; LOGAN; NETEA, 2009; SONIS, 2004).
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A quarta fase da mucosite € a ulceracdo. Esta é a fase de maior preocupacao
no processo de mucosite. A perda da integridade da mucosa e submucosa resulta
na formacgéo de lesbes ou ulceragdes, que deixam 0 organismo exposto a entrada
de agentes toxicos e a colonizagdo por microrganismos patogénicos, além de
interferir na digestdo e absorcdo de nutrientes. E uma fase caracterizada por dor
intensa e que requer cuidados especiais uma vez que o paciente torna-se propenso
ao desenvolvimento de doencas infecciosas e até mesmo sepse (BLIJLEVENS;
LOGAN; NETEA, 2009; SONIS, 2004). A digestao e absorcado de nutrientes também
ficam debilitados nesta fase, contribuindo para o agravamento do quadro clinico do
paciente (Figura 4C).

A mucosite € um fenbmeno agudo que desaparece espontaneamente. Sua
Ultima fase € a cicatrizacdo, caracterizada por intensa proliferacado celular, que
resulta na restauracao estrutural e funcional dos vilos e retorno da barreira intestinal
e da superficie absortiva. A resposta inflamatéria diminui e a mucosa é
completamente regenerada, retomando a sua funcdo normal (DUNCAN; GRANT,

2003; SONIS, 2004; VLIET et al, 2010; XIAN et al, 1999) (Figura 4D).
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Figura 4A: Fase de iniciacdo da mucosite induzida por quimioterapia ou radioterapia. B — Fase
de amplificagdo de sinais da mucosite induzida por quimioterapia ou radioterapia. C - Fase de
ulceracdo da mucosite induzida por quimioterapia ou radioterapia. D - Fase de cicatrizagdo da
mucosite induzida por quimioterapia ou radioterapia. Adaptado de Sonis (2004)
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2.4 A medula 6ssea

A medula 6ssea é o 6rgado responsavel pela producédo das células brancas e
vermelhas. Ela é capaz de armazenar o ferro sob a forma de ferritina e de
hemossiderina e destruir os eritrocitos velhos. Pode ser encontrada no canal
medular dos ossos longos e nas cavidades dos o0ssos esponjosos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008). E um tecido amplamente vascularizado, isento de vasos
linfaticos e que possui inUmeros capilares de parede excepcionalmente fina onde
ocorrem as trocas entre sangue e medula (FISCHBACH; DUNNING, 2010;
JUNQUEIRA, 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Durante o desenvolvimento fetal, a producéo das células do sangue, processo
designado hematopoiese, ocorre no saco vitelino e no mesénquima para-aortico e
posteriormente, no figado e no baco. Gradualmente, a geracdo destas células vai
sendo transferida para a medula Ossea e desaparecendo dos outros 0Orgaos
(ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003).

De acordo com Junqueira e Carneiro (2008) existem dois tipos de medula
Ossea: a medula Ossea vermelha, responsavel pela producdo das células
sanguineas e a medula 0ssea amarela, rica em células adiposas e que nao produz
células sanguineas. No recém-nascido toda a medula 6ssea é vermelha mas com o
decorrer do tempo, grande parte da medula vermelha se transforma em amarela,
ficando a medula vermelha restrita a algumas regiées como o fémur, o esterno, as
costelas e as vértebras. Porém, conforme a necessidade do organismo, a medula
O0ssea amarela pode se transformar em medula éssea vermelha e voltar a produzir
células do sangue (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A hematopoiese € iniciada por uma unica célula da medula Ossea
denominada célula-tronco pluripotente. Esta célula prolifera e forma duas linhagens:
a linhagem mieloide, que da origem aos eritrécitos, granuldcitos, mondcitos e
plaquetas e a linhagem linfoide, que vai formar os linfécitos. Os linfécitos circulantes
no sangue e na linfa se originam principalmente no timo mas também no baco,
linfonodos e tonsilas palatinas, a partir das células progenitoras trazidas da medula
O0ssea pelo sangue. Os linfécitos T sofrem sua maturacdo no timo, enquanto 0s
linfécitos B maturam na medula éssea. Parte dos linfocitos B se diferenciam em
plasmacitos, células especializadas na producdo de imunoglobulinas (FISCHBACH ;
DUNNING, 2010; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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A liberacdo das células produzidas pela medula éssea para 0 sangue é
controlada pelos fatores de liberacdo, que por sua vez séo produzidos e secretados
conforme a necessidade do organismo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A avaliacdo da producdo das células pela medula 6ssea pode ser feita por
meio de um exame denominado mielograma. Ele apresenta resultados referentes a
celularidade da medula, que pode ser classificada como hipercelular, normocelular
ou hipocelular e permite ainda a contagem diferencial das células mieloides,
avaliando individualmente a porcentagem de cada precursor das linhagens branca e
vermelha e seu estagio de maturacao (SILVA; HASHIMOTO; ALVES, 2009).

2.4.1 Producéo de células da linhagem vermelha — eritrocitos

Na linhagem eritrocitica ou vermelha, diversos precursores sao formados e
sua nomenclatura oscila conforme o grau de maturacédo da célula. A eritropoiese é
iniciada com o proeritroblasto, uma célula grande com cerca de 22 a 28 um de
diametro originaria de uma célula-tronco pluripotente. Essa célula possui intensa
sintese protéica, nucleo esférico e central, cromatina com estrutura delicada e um ou
dois nucléolos grandes. Seu citoplasma € abundante, tem propriedades basdfilas e
apresenta uma regido clara em volta do nucleo, a qual contém mitocondrias, um par
de centriolos e o aparelho de Golgi. No restante do citoplasma sdo encontrados
polirribossomos e um reticulo endoplasmatico pouco desenvolvido. A sintese
protéica dos proeritroblastos é intensa. Neste estagio, ocorre ainda a producédo de
hemoglobina, a partir do ferro transportado pela transferrina (JUNQUEIRA, 2005;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

No proximo estagio de maturacdo a célula recebe o nome de eritroblasto
baséfilo, uma célula menor, com cromatina condensada em granulos grosseiros e
sem nucléolos visiveis. Possui um citoplasma rico em polirribossomos associados a
sintese de hemoglobina e se cora fortemente devido a presenca destas estruturas.
Esta célula da origem ao eritroblasto policromatico, uma célula de tamanho inferior
ao eritroblasto baséfilo e que contém um ndcleo com cromatina mais condensada.
Seu citoplasma possui hemoglobina e polirribossomos (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

O eritroblasto ortocromatico, correspondente a proxima fase de maturacdo da

linhagem eritrocitaria, possui um diametro com cerca de 8 a 10 um e nucleo com
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cromatina muito condensada. Contém elevado teor de hemoglobina, conferindo ao
citoplasma uma caracteristica acidéfila. Apés sua maturacdo, esta célula perde o
nacleo, tornando-se uma célula anucleada designada reticulécito. O reticul6cito é
uma célula que mede em torno de 9 um de didmetro e apresenta vestigios de RNA.
Ela d& origem ao eritrocito, uma célula vermelha que possui vida média de 120 dias
(JUNQUEIRA, 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A representacdo esquematica dos precursores da linhagem eritrocitaria pode
ser observada na figura 5.

l Célula-tronco pluripotente

l Proeritroblasto

l Eritroblasto basodfilo

l Eritroblasto policromatico

l Eritroblasto ortocromatico

l Reticulocito

l Eritrocito

Figura 5: Esquema representando os precursores da linhagem eritrocitéaria, desde a célula
originaria (célula-tronco pluripotente) até a formacao do eritrécito maduro.

2.4.2 Producéo de células da linhagem branca

A linhagem branca € dividida em dois grupos principais: granulécitos e
agranulécitos. Os granuldcitos correspondem as células que apresentam granulos
distintos no citoplasma, sendo elas os neutrofilos, eosindfilos e basofilos. Sao
células que possuem o nudcleo multilobulado e podem ser designadas como
polimorfonucleares. Os agranulécitos por sua vez correspondem as células que nao

possuem granulos especificos no citoplasma e tem nucleo ndo lobulado, sendo elas
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0s mondcitos e linfocitos, também denominados leucdcitos mononucleares
(FISCHBACH; DUNNING, 2010).

No processo de formacdo e maturagdo dos granuldcitos, conhecido como
granulocitopoiese, ocorrem diversas modificacdes citoplasmaticas caracterizadas por
intensa sintese proteica e diferenciacdo celular. Este processo é dividido em duas
etapas principais. A primeira etapa € a etapa de mitose, que dura em torno de cinco
dias e tem seu término com o surgimento dos mieldcitos. A segunda etapa
compreende a fase de maturacado, que leva cerca de dez dias para ocorrer e finaliza
com a formacdo da célula madura que sera liberada para a corrente sanguinea
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; BRASILEIRO-FILHO, 2009).

A primeira forma que origina a linhagem de granuldcitos € o mieloblasto. O
mieloblasto € uma célula que possui o citoplasma basofilo, nucleo grande e esférico,
com cromatina muito delicada e um ou dois nucléolos. E rico em granulos azurdfilos,
0S quais contétm enzimas presentes nos lisossomos (JUNQUEIRA, 2005;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

O promielécito € uma célula com tamanho inferior ao mieloblasto, com nucleo
esférico e cromatina um pouco condensada. Comparado ao mieloblasto, o
promieldcito possui citoplasma mais baséfilo e granulos especificos de neutrdfilo,
eosindfilo ou basofilo, encontrados junto as granulagbes azurdfilas originando o
promieldcito eosindfilo, o promielécito neutréfilo ou o promieldcito  basofilo
(JUNQUEIRA, 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A proxima forma da linhagem granulocitica € o mieldcito cujo nucleo pode ser
esférico ou em formato de um rim, com a cromatina condensada. O citoplasma deixa
de ser basofilo e as granulacbes especificas aumentam. Nesta etapa tém-se o
mieldcito eosinoéfilo, o mieldcito neutréfilo e o mieldcito basofilo (JUNQUEIRA, 2005;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

O metamieldcito, por sua vez é uma forma que apresenta um nucleo com
inicio de formacdo dos l6bulos, tipicos dos granulécitos. Em seguida, o nudcleo
destes granuldcitos adquire formato de bastdo sendo designados granuldcitos com
nicleo em forma de bastdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). A partir deste
momento, tem-se a formacdo dos granuldcitos maduros, sendo eles neutréfilos,
eosinofilos ou basofilos.

Os neutrofilos maduros tém de 10 a 20 um de diametro e nucleo segmentado,

com trés a cinco l6ébulos. Possui granulos citoplasmaticos azuroéfilos e especificos.
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Estes granulos se diferenciam quanto ao seu formato e constituicdo. Além dos
granulos, os neutréfilos possuem vesiculas secretoras e diversos receptores. S&o
células importantes na fagocitose e eliminacdo de antigenos, desempenhando papel
fundamental como primeira célula de combate imunolégico (BRASILEIRO-FILHO,
2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os eosindfilos, por sua vez, sdo células pouco frequentes na corrente
sanguinea, tém cerca de 10 a 15 um de diametro, apresentam um nucleo bilobulado
e granulos citoplasméaticos maiores que aqueles presentes nos neutrofilos. Atuam
especialmente em processos alérgicos e infeccbes parasitarias. J& os baséfilos sdo
células raramente encontradas no sangue, apresentam elevada concentracdo de
granulos citoplasmaticos que dificultam a observacdo do nudcleo encurvado e
arredondado. Possuem vida curta e atuam na modulagédo do processo inflamatoério
(BRASILEIRO-FILHO, 2009; JUNQUEIRA, 2005).

O esquema representativo dos precursores da linhagem granulocitica pode

ser resumido na figura abaixo:
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Célula-tronco
pluripotente

Mieloblasto

Promielécito neutrofilo Promielocito eosinofilo Promieldécito basofilo

Mielocito neutrofilo Mielocito eosindfilo Mielocito basofilo

Metamieldcito neutrofilo Metamieldcito eosindfilo Metamieldcito basofilo

Granulocito neutrofilo Granuldcito eosinodfilo Granulocito basofilo
com nucleo em bastao com nucleo em bastao com nucleo em bastao
| | |
Neutrofilo Eosindfilo Basodfilo

Figura 6: Esquema representando os precursores da linhagem granulocitica, desde a célula
originaria (célula-tronco pluripotente) até a formag&o dos granuldcitos neutréfilo, eosinéfilo e
baséfilo.

Na linhagem monocitéria, o precursor mais jovem € o monoblasto, no entanto,
esta é uma célula de dificil identificacdo e muitas vezes desconsiderada por alguns
autores (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). O préoximo precursor dessa linhagem é o
promondcito, encontrado somente na medula 6ssea. E uma célula com cerca de 20
pum de diametro, possui cromatina delicada, citoplasma basoéfilo, aparelho de Golgi
grande, reticulo endoplasmatico desenvolvido e apresenta numerosos granulos
azurofilos. O mondcito € a maior célula circulante, tem o ndcleo com um formato de
rim e ndo possui granulos citoplasmaticos. Apds sua liberacdo para a corrente
sanguinea onde permanece cerca de oito horas os mondcitos migram para o tecido
conjuntivo, onde sofrem maturagdo e sao transformados em macrofagos
(JUNQUEIRA, 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). De acordo com Brasileiro-
Filho (2009) os macrofagos sdo células ricas em lisossomos, mitocondrias e reticulo



44

endoplasmatico granular. Tem intensa atividade fagocitaria e sdo importantes
células apresentadoras de antigenos. Suas caracteristicas e propriedades variam
conforme sua localizacdo e seu estado funcional. De acordo com o estimulo
recebido, os macréfagos podem ser diferenciados em M1, que exercem efeitos
inflamatérios ou M2, que atuam na resolucdo da inflamacdo, remocdo de corpos
apoptéticos e reparo de tecidos (BRASILEIRO-FILHO, 2009) (figura 7).

Os precursores da linhagem linfocitaria sao identificados com base no seu
tamanho, estrutura da cromatina e presenca de nucléolos. A medida que os
precursores dos linfocitos sofrem maturacdo sua cromatina se torna mais
condensada, os nucléolos ficam menos visiveis e a célula diminui de tamanho. Além
disso, as subpopulacdes de linfécitos adquirem receptores de superficie especificos,
facilitando a identificacdo destas células. A célula maior e mais jovem da linhagem
linfocitaria € o linfoblasto, que apresenta forma esférica, citoplasma basofilo e
auséncia de granulacbes azurofilas. Sua cromatina € relativamente condensada e
possui dois ou trés nucléolos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

O proximo precursor desta linhagem é o prolinfécito, uma célula de tamanho
inferior ao do linfoblasto e que contém granulacdes azurdéfilas. Sua cromatina é
condensada e os nucléolos ndo sdo facilmente visiveis. Este precursor da origem
diretamente ao linfocito circulante (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Os linfécitos
sd0 0s menores leucacitos do sangue, apresentam nucleo arredondado e fortemente
corado, ndo possuem granulos citoplasmaticos, pouco reticulo endoplasmatico e
aparelho de Golgi pouco desenvolvido (JUNQUEIRA, 2005) (figura 7).
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l Célula-tronco pluripotente \

l Linhagem monocitaria l Linhagem linfocitaria

l Monoblasto l Linfoblasto

l Promonodcito l Prolinfocito

l Monocito l Linfocito

l Macrofago

Figura 7: Esquema representando os precursores da linhagem monocitéaria e linfocitaria, desde
a célula originaria (célula-tronco pluripotente) até a formacgédo das formas maduras macrofago
e linfocito.

2.5 Mieloperoxidase (MPO), N-acetilglicosaminidase (NAG) e peroxidase de
eosinofilos (EPO)

A MPO ou mieloperoxidase € uma proteina encontrada especialmente em
neutrofilos. No entanto, ela pode ser observada, em pequenas quantidades, em
outros tipos de leucécitos (O’'BRIEN, 2000).

Segundo Giovannini et al (2010), a MPO € uma proteina do grupo heme
secretada por leucocitos ativados. Ela promove a conversdo do peroxido de
hidrogénio a acido hipocloroso e de halogenetos em acidos hipohalosos, levando a
formacdo de compostos intermedidrios altamente reativos que por sua vez
contribuem para a peroxidagao lipidica (GIOVANNINI et al, 2010; O’BRIEN, 2000).

Muitos estudos mostram a relacdo da MPO com a doenca cardiovascular. De
acordo com O’Brien (2000), grandes quantidades dessa proteina sdo encontradas
em lesdes ateroscleréticas humanas. Além disso, Brevetti et al (2008) descrevem

gue niveis aumentados de MPO estédo correlacionados com aumento da prevaléncia
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de estenose coronariana e consequentemente, com a gravidade da doenca
cardiovascular.

Segundo Brevetti et al (2008), a MPO secretada em sitios de inflamacao é
capaz de converter a LDL em uma forma aterogénica, produzir espécies reativas de
oxigénio e reduzir a disponibilidade do Oxido nitrico, contribuindo para disfungéo
endotelial e maior risco para promoc¢ao e propagacao da aterosclerose. A MPO pode
contribuir para as varias fases de evolugdo da aterosclerose, participando da
iniciacdo da lesdo aterosclerética, vulnerabilidade e ruptura da placa e suas
manifestacdes clinicas (GIOVANNINI et al, 2010).

Os macroéfagos sao células de origem mieloide que circulam pelo sangue sob
a forma de mondécitos os quais, por sua vez, quando ativados sofrem diferenciacéo
em macrofagos. Juntamente aos neutrofilos, os macrofagos constituem uma das
primeiras linhas de defesa do organismo. Eles s&o fagocitos que promovem a
internalizacdo de particulas estranhas ou antigenos, liberando citocinas e ativando
outras células imunes para seu combate e eliminacdo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2008; PARSLOW et al, 2004).

Para avaliar a infiltracdo de células mononucleares em um determinado
tecido, especialmente de macrofagos, € possivel avaliar a atividade da enzima N-
acetilglicosaminidase, uma enzima presente em macrofagos. Esta enzima esta
presente no lisossomo dos macréfagos ativados e pode ser facilmente quantificada
conforme prop&em Bailey (1988)

Os eosindfilos sdo leucocitos formados e maturados na medula Ossea e
liberados na circulacdo. Sdo recrutados em resposta a um estimulo inflamatério,
migrando da circulacéo para o tecido alvo da infeccéo, onde podem liberar citocinas
inflamatorias e quimiocinas. Essas células também atuam como apresentadoras de
antigenos, ativando mastaocitos e células T (ROTHENBERG; HOGAN, 2006).

De acordo com Rothenberg e Hogan (2006) os eosindfilos podem ser
encontrados em niveis aumentados devido a reacfes alérgicas desencadeadas por
medicamentos ou em processos patolégicos como infeccbes parasitarias por
helmintos, asma e distarbios do trato gastrintestinal (esofagite eosinofilica, gastrite
eosinofilica, gastroenterites, colite alérgica, doencas inflamatérias intestinais e
doenca do refluxo gastroesofagico).

Durante a resposta inflamatéria, os eosinofilos podem induzir danos e

disfuncdes teciduais, devido a intensa liberacdo de granulos ou proteinas granulares
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toxicas e outros mediadores. Os granulos dos eosindfilos contém um nudcleo
cristaloide composto de MBP-1 e MBP-2 (proteina basica maior 1; 2) e uma matriz
constituida por ECP (proteina catidnica de eosinofilo), EDN (neurotoxina derivada de
eosinofilo) e EPO (peroxidase de eosindfilos), sendo essa Ultima a mais abundante
nos eosindéfilos. Essas proteinas sdo capazes de promover a eliminacdo de
patbgenos como parasitas (especialmente helmintos), bactérias e fungos,
desencadeando simultaneamente a inducdo de danos teciduais e disfuncéo
endotelial. A liberacdo de proteinas granulares de eosindfilos também pode ser
toxica para diversos tecidos como coracao, cérebro e pulmdo (O’'BRIEN, 2000;
ROTHENBERG; HOGAN, 2006; SHI, 2004; WANG; SLUNGAARD, 2006).

Dentre as proteinas granulares dos eosindfilos, a EPO é bastante empregada
para estudo indireto da atividade de eosindfilos em tecidos. E uma proteina com
peso molecular de 70 kDa que constitui cerca de 25% da massa de proteinas
granulares secretadas pelos eosindfilos. Ela catalisa a oxidacdo de halogenetos,
brometo, iodeto e Oxido nitrico, formando espécies reativas de oxigénio e
metabolitos reativos de nitrogénio responsaveis por morte celular via apoptose ou
necrose (ROTHENBERG; HOGAN, 2006).

2.6 Tecido adiposo

O tecido adiposo é um Orgdo metabolicamente ativo e essencial para o
organismo, desempenhando importantes funcdes fisiologicas, que contribuem para a
homeostasia corporal. Ele é constituido principalmente pelos adipocitos, mas possui
outros componentes como pré-adipocitos, fibras nervosas, células imunes
especialmente os macréfagos, vasos sanguineos, nédulos linfoides e fibroblastos
(FONSECA-ALANIZ et al, 2007; GALKINA; LEY, 2009; IBRAHIM, 2010).

Diversas atribuicbes sao conferidas ao tecido adiposo, tais como o
armazenamento de energia e as funcdes enddcrina e imune (FARMER, 2009;
GUIMARAES et al, 2007; LIBBY et al, 2010; MOULIN et al, 2009; WAJCHENBERG
et al, 2009).

Nos mamiferos sdo encontrados dois tipos de tecido adiposo: o tecido
adiposo branco e o tecido adiposo marrom (FARMER, 2009; FONSECA-ALANIZ et

al, 2007). Estes tecidos apresentam distintas caracteristicas e funcoes.
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O tecido adiposo branco possui distribuicdo generalizada, abrangendo as
regides subcutanea e visceral. Varias funcdes sdo descritas para o tecido adiposo
branco: preservacdo da temperatura corporal, armazenamento de energia, além de
funcBes enddcrinas, caracterizadas pela producdo e secrecdo de adipocinas
(FONSECA-ALANIZ, et al, 2007).

O adipécito branco jovem armazena multiplas goticulas de lipideos que
formam uma particula lipidica Unica no decorrer de seu amadurecimento. O
adipécito branco maduro armazena os triglicérides em forma de uma gota lipidica
grande e Unica, a qual ocupa a porc¢ao central da célula, deslocando o citoplasma, o
nacleo e as demais organelas para a regiao periférica. Estas células apresentam um
diametro entre 60 e 100 um e podem alterar o seu tamanho, conforme a quantidade
de lipideos acumulados (FONSECA-ALANIZ et al, 2007).

O tecido adiposo marrom € caracterizado pela producao de calor e regulacao
da temperatura corporal. Este tecido é encontrado principalmente em recém-
nascidos, com localizacdo na regido em torno do ombro, apresentando elevada
atividade metabdlica (FONSECA-ALANIZ et al, 2007). Em adultos, este tecido pode
ser encontrado, em pequenas quantidades, prOXimo ao pescoco e na parte superior
do térax, apresentando-se metabolicamente ativo (FARMER, 2009).

O adipécito que compdem o tecido adiposo marrom apresenta um diametro
médio entre 30 e 40 um e armazena goticulas lipidicas de diversos tamanhos. Ele
possui citoplasma abundante, nucleo esférico, além de numerosas mitocondrias,
principais responsaveis pela oxidacdo dos acidos graxos e producdo de calor. A
coloracéo do tecido adiposo marrom € caracterizada pela elevada concentracdo de
citocromo oxidase, presente nas mitocondrias (FONSECA-ALANIZ et al, 2007).

Além da classificacdo morfofuncional, o tecido adiposo pode ser designado
subcutaneo ou visceral, conforme a sua localizacdo. Segundo Fonseca-Alaniz et al
(2007) o tecido adiposo subcutaneo é aquele que compreende os depdsitos de
gordura situados abaixo da pele, nas regides abdominal, glutea e femural. Ele
apresenta maior secrecdo de fatores anti-inflamatoérios, tais como a adiponectina
(BASTARD et al, 2006). Por sua vez, o tecido adiposo visceral compreende o
depdsito gorduroso encontrado préximo ou em torno dos 6rgdos da cavidade
abdominal. Este ultimo desempenha importante papel na patogénese da doenca
cardiovascular, por meio da producdo e secrecdo de diversos mediadores pro-

inflamatdrios como TNF-a e IL-6. De acordo com Libby, Ridker e Maseri (2002) a
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producdo de TNF-a e IL-6 pelo tecido adiposo visceral pode potencializar a
aterogénese. Assim, o acumulo de tecido adiposo visceral € um fator preditor de
distarbios do metabolismo de lipidios e da glicose e para doengas coronarianas.
(BASTARD et al, 2006; FONSECA-ALANIZ et al, 2007; HAJER et al, 2007).

Os adipdcitos, principais constituintes do tecido adiposo, sédo células
adaptadas para armazenar lipideos e metaboliza-los sem comprometimento de sua
integridade funcional (FONSECA-ALANIZ et al, 2007). De acordo com Bastard et al
(2006), os adipdcitos também apresentam propriedades semelhantes aquelas do
sistema imune, envolvendo a producdo de mediadores proé-inflamatérios, anti-
inflamatoérios e ativacdo do sistema complemento. Além disso, os pré-adipocitos,
células que dao origem aos adipécitos, desempenham fungbes de fagocitose, assim
como os macrofagos (BASTARD et al, 2006; MOULIN et al, 2009).

Greenberg e Obin (2006) descrevem que o0 aumento ou expansao dos
adipdcitos caracteriza a ocorréncia da obesidade. Esta condicdo favorece o aumento
da producdo e liberacdo de fatores pro-inflamatorios enquanto 0s niveis de
adiponectina sédo reduzidos. A adiponectina é uma adipocina que possui
propriedades anti-inflamatoéria, antiaterogénica e antidiabética, apresentando niveis
reduzidos a medida que ocorre a expansao dos adipocitos e do tecido adiposo
(HANSEN et al, 2009; IBRAHIM, 2010). Por outro lado, Moulin et al (2009) descreve
gue a perda de peso resulta em reducdo do tecido adiposo e consequentemente
modifica¢cdes no perfil imunolégico, como a diminuicdo da secrecdo de mediadores
inflamatorios e menor ativacéo de células inflamatérias.

Os adipdcitos sintetizam e secretam proteinas chamadas adipocinas. As
adipocinas sado capazes de atuar sobre diversos processos fisioldégicos e
fisiopatoldgicos e sua producdo pode ser regulada por estimulos inflamatorios e
mediante condi¢cdes de hipertrofia e/ou hiperplasia dos adipdcitos, encontrando-se
alterada em quadros de obesidade e sindrome metabdlica. Estas adipocinas podem
exercer papel anti-inflamatério ou pro-inflamatério (BASTARD et al, 2006;
GREENBERG; OBIN, 2006; GUIMARAES et al, 2007; KARMIRIS et al, 2006).

Existem mais de cinquenta tipos de adipocinas, as quais desempenham
funcdes autdcrinas, paracrinas ou endodcrinas, interferindo no metabolismo de
lipidios e de glicose e contribuindo para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e processos inflamatorios. Os adipdécitos também sédo capazes de

secretar quimiocinas como MCP-1, estimulando o recrutamento de macréfagos para
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o0 tecido adiposo (BASTARD et al, 2006; FONSECA-ALANIZ et al, 2007;
GREENBERG; OBIN, 2006; HAJER et al, 2007; HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004;
TRAYHURN, 2005; WAJCHENBERG et al, 2009).

De acordo com Antoniades et al (2009) a producao e secrecdo de adipocinas
pelo tecido adiposo propicia uma correlacdo entre este tecido e outros sistemas
corporais, devido as acdes pro-inflamatodria e anti-inflamatéria de carater enddcrino,
interferindo assim no desenvolvimento de doencas e em processos inflamatorios.
Wajchenberg et al (2009) mostraram que o aumento na liberagdo de adipocinas pro-
inflamatérias como TNF-a e IL-6 contribui para o aumento da expressdo de
moléculas de adesdo como ICAM1 e VCAM], facilitando a adesédo e rolamento de
mondcitos e sua migracdo para a intima da artéria, favorecendo o desenvolvimento
da aterosclerose (WAJCHENBERG et al, 2009).

Os macroéfagos sdo importantes componentes do tecido adiposo. De acordo
com Ibrahim (2010) os macréfagos sao encontrados em maior concentragdo no
tecido adiposo visceral, comparado ao tecido adiposo subcutaneo. A concentragao
destas células imunes esta relacionada com a propor¢cdo do tecido adiposo.
Segundo Rogacev et al (2010), o tecido adiposo expandido, caracterizando um
guadro de obesidade, apresenta acumulo de macréfagos em sua extensédo e
aumento da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias. De acordo com Cinti et al
(2005) a concentracdo de macrofagos no tecido adiposo esta associada diretamente
com o tamanho dos adipdcitos e o indice de massa corporal (IMC).

Segundo Murano et al (2008) grande parte dos macréfagos presentes no
tecido adiposo sdo encontrados circundando os adipocitos mortos, formando as
estruturas em forma de coroa (EFC) e promovendo a fagocitose dos lipidios
remanescentes. Esta disposicdo favorece a identificacdo dos macrofagos e dos
adipdcitos mortos em toda a extensédo do tecido, permitindo visualizar e contar as
estruturas em forma de coroa (EFC) encontradas (MURANO et al, 2008). De acordo
com Weisberg et al (2003) e Cinti et al (2005) as EFC sao observadas
frequentemente no tecido adiposo de animais obesos, quase ndo sendo encontradas
em animais magros (figura 8). Assim, quanto maior a proporcéo do tecido adiposo e
a extensdo de seus adipdcitos, maior a infiltracdo de macréfagos neste tecido e
consequentemente a liberacdo de mediadores inflamatorios, contribuindo para o

desenvolvimento ou agravamento de doengas (MALAVAZQOS et al, 2005).
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Figura 8: Imagem representativa das EFC presentes no tecido adiposo de animais magros e
obesos. As marca¢des em marrom indicam a presenca de EFC. Adaptado de Cinti et al (2005).

De acordo com Schéffler et al (2006) existem dois mecanismos basicos que
possibilitam a infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo. O primeiro ocorre a partir
da diapedese de mondcitos circulantes para o tecido adiposo seguido de sua
diferenciacdo em macrofagos. Esta diapedese € estimulada pela liberacéo de fatores
guimioatraentes que dirigem a migracado destes mondcitos para o tecido adiposo. O
segundo mecanismo € decorrente da diferenciacdo de pré-adipécitos ou células
tronco mesenquimais em macréfagos residentes no tecido adiposo, conforme o

estimulo.

2.7 Lipoproteinas e metabolismo de lipidios

As lipoproteinas sdo compostos hidrossoluveis formados por um ndcleo
central de lipidios apolares, constituido por triglicérides e ésteres de colesterol, uma
monocamada superficial de fosfolipidios e colesterol e uma parte proteica,
representada pelas apolipoproteinas (CURI et al, 2002; LEE; OLSON; EVANS, 2003;
WAITZBERG, 2000) (tabela 1).
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Tabela 1 — Composicao das lipoproteinas

LIPOPROTEINA | COMPONENTES DE SUPERFICIE | LIPIDIOS DO NUCLEO
CL (%) FL (%) APO (%) | TG (%) EC (%)
QM 35 63 2 95 5
VLDL 43 55 2 76 24
IDL 38 60 2 78 22
LDL 42 58 0,2 19 81
HDL2 22 75 2 18 82
HDL3 23 72 5 16 84

Tabela 1: Composicdo das lipoproteinas. CL — colesterol livre; FL — fosfolipidios; APO -
apolipoproteinas; TG - triglicérides; EC — ésteres de colesterol; QM — quilomicrons; VLDL -
lipoproteina de densidade muito baixa; IDL — lipoproteina de densidade intermediaria; LDL —
lipoproteina de densidade baixa; HDL — lipoproteina de densidade alta. Adaptado de Curi et al (2002).

De acordo com Curi et al (2002) e Waitzberg (2000) as lipoproteinas podem
ser classificadas em lipoproteinas ricas em triglicérides que compreendem o0s
quilomicrons (QM) e a lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), ou
lipoproteinas com baixo teor de triglicérides, que englobam a lipoproteina de
densidade intermediaria (IDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e a
lipoproteina de alta densidade (HDL), que pode ser subdividida em HDL2 e HDL3.
Esta classificacdo envolve também o tamanho da lipoproteina e as apolipoproteinas
presentes em sua composicao. As apolipoproteinas estéo diretamente relacionadas
com a densidade da lipoproteina e tém como funcéo reconhecer o sitio de ligacéo
especifico nas diferentes células e tecidos além de atuarem como coenzimas no
metabolismo lipidico (WAITZBERG, 2000) (tabela 2).
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Tabela 2 — Classificagdo das lipoproteinas plasmaticas conforme a densidade,

tamanho e apolipoproteinas presentes

LIPOPROTEINA | DENSIDADE | TAMANHO APOLIPOPROTEINAS
(g/mL) (nm) PRESENTES
QM <0,93 75-1200 Al, B48, ClI, E
VLDL 0,93-1,006 30-80 B100, CI, ClI, CllI, E
IDL 1,006-1,019 25-35 B100, CI, Cll, E
LDL 1,019-1,063 18-25 B100, E
HDL2 1,063-1,125 9-12 Al E, AlV
HDL3 1,125-1,210 5-9 Al All, AlV, CI, CIl, D, E

Tabela 2: Classificacdo das lipoproteinas plasméaticas conforme a densidade, tamanho e
apolipoproteina presentes. Fonte: Adaptado de Curi et al (2002)

A funcéo das lipoproteinas é solubilizar os lipidios e promover seu transporte
pelo sangue (WAITZBERG, 2000). O transporte de lipidios no organismo é realizado
pela via exdgena ou enddgena. A via exdgena € caracterizada pelos lipidios
provenientes da dieta. Eles sdo metabolizados pela lipase pancreética, absorvidos
no intestino delgado e levados até os tecidos periféricos ou ao figado. Por sua vez, a
via endogena é representada pelos lipidios produzidos no figado e transportados até
os tecidos periféricos (CURI et al, 2002).

Quilomicrons (QM) s&do formados no intestino delgado, a partir de
componentes da dieta e sdo constituidos por TG e pela apo B-48, sendo essa
sintetizada pelos enterécitos. Por meio do sistema linfatico, os QM atingem a
corrente sanguinea, onde passam por um processo dinamico de troca de elementos
de superficie com outras lipoproteinas, em especial a HDL, recebendo a apo C-Il e
apo-E. A apo C-Il é responsavel pela ativacdo da lipase lipoprotéica. Esta enzima é
sintetizada pelo tecido adiposo e transportada para a superficie das células
endoteliais. Ela atua hidrolisando os TG em &cidos graxos e glicerol, para captura
pelas células periféricas e producdo de energia ou reesterificacdo e armazenamento
sob a forma de TG. Neste momento, a apo C-Il é liberada e retorna para a HDL. As
apo B-48 e a apo E permanecem no quilomicron que agora possui um reduzido teor
de TG e é denominado quilomicron remanescente (QMR). Os QMR adquirem mais
apolipoproteinas, em especial a apo-E, que possui alta afinidade pelos receptores

B/E e pela proteina relacionada com o receptor de LDL, a LRP. As apolipoproteinas
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presentes nos QMR identificam seus receptores presentes no figado promovendo a
capturacdo destes QMR e sua posterior oxidacdo (CURI et al, 2002; WAITZBERG,
2000).

O transporte endégeno dos &cidos graxos provenientes do tecido adiposo €
feito principalmente pela albumina. J& aqueles provenientes do figado séo
transportados pela lipoproteina VLDL e em pequena quantidade pela LDL e HDL
(CURI et al, 2002).

A VLDL é sintetizada no figado e contém a apo B-100. Na circulagéo, a VLDL
realiza troca de elementos de superficie com outras lipoproteinas, em especial a
HDL, ganhando a apo-CIl. Nos tecidos periféricos, os TG presentes na VLDL sofrem
acdo da lipase lipoprotéica presente no endotélio dos capilares, que degrada os TG
transportados em acidos graxos e glicerol, liberando os acidos graxos para as
células periféricas. Apos perder os TG, a VLDL, assim como os QM é enriquecida
em apo-E e passa a ser chamada de IDL ou remanescente de VLDL. A IDL pode
sofrer dois mecanismos distintos: ela pode ser captada pelo figado por meio da
interacdo entre a apo B-100 e apo-E e seus receptores hepaticos B/E ou pode ser
metabolizada a LDL, pela acéo da lipase hepatica (CURI et al, 2002; WAITZBERG,
2000).

A LDL contém elevado teor de colesterol e vitamina E que sdo transportados
aos tecidos periféricos. Ela permanece por um tempo prolongado no compartimento
vascular. A remocao da LDL da circulagdo ocorre por meio de sua ligacdo aos
receptores de LDL presentes na superficie das células. O colesterol liberado pela
LDL é incorporado nas membranas celulares, armazenado na forma de ésteres de
colesterol ou utilizado para sintetizar horménios esteroides (ALVAREZ-LEITE et al,
2003; CURI et al, 2002; WAITZBERG, 2000).

A captacdo de LDL regula a concentracdo plasmatica e intracelular de
colesterol. Uma deficiéncia deste mecanismo de regulacdo resulta no aumento
significativo da concentracdo plasmatica de colesterol favorecendo o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, especialmente da aterosclerose
(CURI et al, 2002).

A HDL é uma apolipoproteina rica em FL, apo-Al e colesterol livre. Ela é
sintetizada no figado na forma discoide denominada HDL nascente. Ao atingir a
corrente sanguinea, a HDL inicia o processo de remocao do colesterol periférico livre

presente nas membranas celulares e seu transporte até o figado para metabolizagéo
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e producdo de acidos e sais bhiliares. Este processo é conhecido como transporte
reverso de colesterol. Deste modo, a HDL desempenha um papel ateroprotetor,
prevenindo a aterogénese. Outras propriedades da HDL s&o a diminuicdo da
expressdo de VCAM e de citocinas inflamatorias, além de efeitos antioxidantes
(CURI et al, 2002; GALKINA; LEY, 2009; LIBBY, RIDKER, MASERI, 2002;
WAITZBERG, 2000; WANG et al, 2009).

A HDL converte o colesterol removido em ésteres de colesterol por meio da
enzima LCAT, que € ativada pela apo-Al. Os ésteres de colesterol sao incorporados
ao nucleo da HDL, resultando em um aumento do tamanho desta lipoproteina e
modificacdo da sua conformacédo, que passa a ser esférica. Nesta etapa, tem-se a
HDL3, que é caracterizada por elevado teor de colesterol. O colesterol esterificado
presente na HDL3 pode ser transferido para outras lipoproteinas por meio da
proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP) mediante troca com TG,
FL, apo-Al, apo-C e apo-E. Este processo origina a HDL2, que € maior, menos
densa e com maior teor de triglicérides (CURI et al, 2002; WAITZBERG, 2000).

A remocédo da HDL circulante ocorre mediante uma interacéo da apo-Al e da
apo-E com receptores hepaticos especificos, o receptor B/E e o receptor de HDL
(CURI et al, 2002; WAITZBERG, 2000).

2.8 Aterosclerose

A aterosclerose € uma doenca inflamatéria crénica que envolve a formacao
de lesbes também chamadas de placa aterosclerética e que acomete artérias de
médio e grande calibre. E iniciada pela retencéo de colesterol na intima da artéria
sob a forma de LDL e sua oxidacao, gerando a LDL oxidada que causa inflamacéo
cronica e fibrose. A doenca acomete inicialmente a camada intima da artéria
atingindo outras camadas como a média e a adventicia conforme sua evolugéo
(GALKINA; LEY, 2009; HANSSON; LIBBY, 2006; INSULL, 2009; TIAN et al, 2009).

Vérios fatores de risco contribuem para o desenvolvimento da aterosclerose.
Dentre estes, podem ser citados a hipercolesterolemia, hipertensao, tabagismo,
diabetes melitus, obesidade, predisposicdo genética e habitos alimentares (BINDER
et al, 2002; INSULL, 2009; LIBBY et al, 2010).

A formacdo da placa de aterosclerose pode desencadear complicacbes

clinicas como a estenose, hipertensao arterial, infarto agudo do miocéardio, AVC,
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insuficiéncia renal, aneurisma da aorta abdominal e isquemia de membros inferiores
(HANSSON; LIBBY, 2006).

De acordo com Lusis (2000) nos vasos onde o fluxo sanguineo é uniforme, as
células endoteliais vasculares apresentam formato elipsoide e estdo alinhadas na
direcdo do fluxo. Porém, regides onde o fluxo sanguineo €é perturbado, tais como em
bifurcacbes e curvaturas, as células vasculares tém o formato poligonal e néo
seguem uma orientacdo especifica, resultando em maior permeabilidade a
moléculas como a LDL, caracterizando assim uma regido preferencial para o
desenvolvimento da aterosclerose.

A placa aterosclerética é formada por células imunoldgicas, em especial
macrofagos e linfocitos T, células endoteliais vasculares, células musculares lisas,
matriz extracelular, lipidios e células foam incluindo uma regido com a presenca de
nacleo necrotico e capa fibrosa (GALKINA; LEY, 2009; HANSSON; LIBBY, 2006).

A formacdo do ateroma ocorre em dois estagios. O primeiro estagio €&
caracterizado pelo surgimento das estrias gordurosas, decorrentes do acumulo de
colesterol e células imunes, especialmente macréfagos, na intima da artéria (figura
9). No entanto, células T também sdo encontradas neste estagio (HANSSON;
LIBBY, 2006; MAWHORTER; LAUER, 2001). A formacéo das estrias gordurosas é
iniciada quando particulas de LDL circulantes migram por difusdo passiva do sangue
para a intima da artéria onde sofrem modificagcbes em sua estrutura originando a
LDLox. Esta LDLox permanece retida na intima, desencadeando uma reacao
inflamatoria e consequente recrutamento de células imunes para a artéria (figura 9)
(HANSSON, 2005; INSULL, 2009; LUSIS, 2000).

A LDLox presente na intima da artéria contribui para a ativacao das células
endoteliais vasculares e aumento da expressdo de moléculas de adesdo como E-
selectina, P-selectina e VCAM1 (HANSSON; LIBBY, 2006). O aumento da
expressdo dessas moléculas, em especial da VCAM1 promove maior migracdo de
mondcitos e linfocitos para a intima da artéria (HANSSON; LIBBY, 2006; INSULL,
2009). Os monacitos e linfocitos se aderem as moléculas de adesédo, onde ocorre 0
rolamento e posterior diapedese destas células para a intima da artéria. Por sua vez,
as células musculares lisas e as células endoteliais vasculares produzem e secretam
M-CSF, um fator responséavel pela diferenciacdo dos mondcitos em macrofagos na
intima da artéria e pela expressao de receptores scavenger (figura 9) (HANSSON,
2005; HANSSON; LIBBY, 2006; LIBBY et al, 2010). De acordo com Hansson (2005)
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esta etapa € fundamental para o desenvolvimento da aterosclerose. Segundo
Rogacev et al (2010) as células endoteliais vasculares liberam moléculas pro-
inflamatérias contribuindo para o recrutamento de mondcitos para a intima da
artéria.

Na intima da artéria os macrofagos, principais células imunes envolvidas na
aterosclerose, iniciam a endocitose da LDLox por meio de receptores scavenger
como CD36, CD68, SR-A e SR-Bl. Estes receptores sdo responsaveis pelo
reconhecimento e internalizacdo da LDLox, resultando na formacéo da célula foam e
evolugdo do ateroma (HANSSON; LIBBY, 2006; INSULL, 2009). De acordo com
Hansson (2005) e Rogacev et al (2010) a liberagdo de citocinas e quimiocinas na
intima da artéria contribui para aumentar o recrutamento de células imunes para a
parede do vaso, ampliando a resposta inflamatoria e favorecendo o desenvolvimento
da placa (figura 9).

O acumulo de células foam na intima caracteriza a estria gordurosa e tem seu
surgimento durante a infancia e a adolescéncia. Estas estrias gordurosas nao
causam sintomas ao individuo e podem progredir, formando placas de aterosclerose
avancadas ou desaparecer com o decorrer do tempo (HANSSON, 2005; HANSSON;
LIBBY, 2006; INSULL, 2009). De acordo com Lusis (2000), as estrias gordurosas em
humanos podem ser encontradas na aorta, logo na primeira década de vida; nas
artérias coronarias, durante a segunda década de vida e nas artérias cerebrais a

partir dos trinta anos de idade.
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Figura 9: Primeiro estagio de desenvolvimento da aterosclerose. A LDL circulante migra para a
intima da artéria por difusdo passiva onde sofre alteragcGes em sua estrutura gerando a LDLox. A
LDLox por sua vez estimula a expressdao de moléculas de adeséo vascular que propicia a adesao e
diapedese dos mondcitos sanguineos para a intima da artéria. Na intima, o mondcito sofre a agao da
quimiocina M-CSF produzida pelas células endoteliais e musculares lisas sendo transformado em
macrofago. O macréfago, por meio dos receptores Scavenger reconhecem a LDLox promovendo sua
endocitose e formando posteriormente a célula foam. A célula foam inicia a formacdo das estrias
gordurosas, promove a liberacdo de citocinas, EROs e metaloproteinases (MMPs), estimulando o
recrutamento de outras células imunes para a intima da artéria, aumentando o processo inflamatério
e levando a formacao da placa de aterosclerose. Adaptado de Libby (2002)

O segundo estagio da formacédo da placa de aterosclerose é caracterizado
pela etapa de maturacdo da placa, onde ela apresenta uma estrutura bastante
complexa. Neste estagio, as células foam e aglomerados de colesterol séo
circundados por uma capa fibrosa constituida por colageno, produzido pelas células
musculares lisas que migram da camada média da artéria para a camada intima.
Esta migracao e proliferacdo de células musculares lisas é estimulada por citocinas
e fatores de crescimento produzidos por macroéfagos e linfécitos. A capa fibrosa
formada tem como funcdo proteger a placa de aterosclerose e prevenir seu contato
direto com o sangue. A ruptura desta capa leva a eventos trombéticos resultando
nas diversas manifestacfes clinicas decorrentes da aterosclerose (HANSSON;
LIBBY, 2006; INSULL, 2009; LUSIS, 2000). De acordo com Hansson e Libby (2006)
e Lusis (2000), neste estagio, além de células mononucleares, outras células imunes
sdo encontradas na placa, dentre elas as células dendriticas, mastécitos, células B e

células NKT. Estas células produzem citocinas pré-inflamatérias como IFN e TNF-a



59

contribuindo para a ampliacdo do processo inflamatorio na parede da artéria,
gerando um aumento da placa aterosclerdtica e consequentemente da estenose,

favorecendo a ocorréncia de outras complicagdes (figura 10).
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Figura 10: Placa de aterosclerose desenvolvida ou madura. Nesta etapa, diversos componentes
imunolégicos, colesterol e células mortas sdo encontrados na composi¢do da placa. No centro da
placa h4 formacdo de um nudcleo necrético, composto por células mortas e colesterol livre. A capa
fibrosa circunda a placa, envolvendo as células constituintes e protegendo o ateroma impedindo seu
rompimento. Adaptado de Hanson e Libby (2006).

A espessura da capa fibrosa e a expansao da placa aterosclerética definem a
vulnerabilidade da placa a ruptura. Placas mais vulneraveis sdao aquelas que
apresentam uma capa fibrosa fina, debilitada e com grande concentracdo de células
inflamatorias. A manutencdo da capa fibrosa depende de um equilibrio entre a
producédo e a degradacdo do colageno. A liberacdo de mediadores inflamatorios e
enzimas proteoliticas (especialmente as metaloproteinases), produzidos pelos
préprios componentes da placa sdo fatores que contribuem para sua
desestabilizacdo, uma vez que eles degradam o colageno presente na placa
tornando-a mais vulneravel a ruptura e favorecendo a formacédo do trombo. A
estabilidade da lesdo aterosclerdtica também depende de processos como a

calcificacdo e a neovascularizacao da placa (HANSSON, 2005; LUSIS, 2000).
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2.9 Modelos murinos de aterosclerose

O modelo murino de aterosclerose € estudado em animais geneticamente
modificados uma vez que os camundongos comuns sdo incapazes de desenvolver a
doenca (HANSSON, 2005). De acordo com Daugherty (2002), os camundongos sao
comumente usados em pesquisas de doencas cardiovasculares, especialmente a
aterosclerose, devido a facilidade de manipulacdes genéticas e a capacidade de
gerar lesBes aterosclerédticas semelhante aquelas observadas em humanos. Além
disso, por serem animais de pequeno porte, é facil conseguir um nimero amplo de
animais para estudar os mecanismos envolvidos na aterosclerose e obter resultados
estatisticamente satisfatorios (DAUGHERTY, 2002).

As lesBes formadas nos estudos sobre aterosclerose séo restritas ao arco
aortico. Esta é a regido mais comumente empregada na quantificacdo e
caracterizacao da aterosclerose em modelo animal murino (DAUGHERTY, 2002).

De acordo com Hansson e Libby (2006) dois modelos murinos geneticamente
modificados sdo bastante empregados no estudo da aterosclerose, sendo eles o
modelo LDLr"" e o modelo apoE™. O desenvolvimento da aterosclerose nestes
modelos animais é semelhante ao processo que ocorre em humanos (HANSSON;
LIBBY, 2006). Neste trabalho, utilizamos animais LDLr"" para estudar o efeito de
duas aplicacdes do quimioterapico 5-FU no desenvolvimento da aterosclerose.

O animal LDLr" necessita de uma dieta rica em lipidios para desenvolver
hipercolesterolemia e formar a placa aterosclerotica (DAUGHERTY, 2002;
HANSSON; LIBBY, 2006). Nos camundongos, a delecdo do receptor de LDL leva a
um modesto quadro de hipercolesterolemia quando os animais sdo alimentados com
dieta normal. Desta forma, € necessario oferecer uma dieta modificada capaz de
induzir a aterosclerose nestes camundongos (DAUGHERTY, 2002). Segundo
Daugherty (2002) animais LDLr" devem ser alimentados com uma dieta rica em
acidos graxos saturados e colesterol, a qual precisa ser ofertada por um periodo
prolongado para propiciar aumento das concentracdes circulantes de LDL, maior
deposicdo desta particula na intima da artéria e formacdo das lesbes
ateroscleroticas. As lesdes formadas nestes animais geralmente sdo caracterizadas
como lesdes iniciais constituidas principalmente por células foam. Les6es maduras

contendo centro necrotico, capa fibrosa e calcificagdo requerem o fornecimento da
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dieta aterogénica por um periodo ainda maior, assegurando o seu desenvolvimento
(DAUGHERTY, 2002).

Em humanos, a auséncia do receptor de LDL leva a um quadro clinico de
hipercolesterolemia grave (DAUGHERTY, 2002; GOLDSTEIN; BROWN, 2009).
Estes pacientes sdo altamente propensos a ocorréncia de infarto agudo do

miocardio.

2.10 Doencas cardiovasculares e quimioterapia com 5-FU

Algumas drogas antineoplasicas como o 5-FU sdo capazes de afetar as
células cardiacas e desencadear efeitos colaterais cardiotoxicos (FONSECA et al,
2000). McGlinchey et al (2001) e Senkus e Jassem (2010) descreveram que a
administracdo intravenosa do quimioterapico 5-FU pode causar angina, arritmia
ventricular e supraventricular, isquemia ou mesmo morte subita. Porém, cerca de
68% dos pacientes tratados com 5-FU sdo assintomaticos quanto aos efeitos
cardiacos (SENKUS; JASSEM, 2010).

Para Monsuez et al (2010) a toxicidade cardiaca € um importante efeito
colateral do 5-FU. Estes autores observaram modificacdes no eletrocardiograma e
hipotensao arterial em pacientes tratados com 5-FU.

Os trabalhos de Jensen e Sorensen (2006) e Jensen et al (2010) relatam que
o tratamento com 5-FU pode desencadear isquemia, arritmias, dores no peito que
irradiam para o braco esquerdo e o pescoc¢o, além de hipotensao arterial, infarto
agudo do miocardio e morte subita.

No entanto, estes efeitos cardiotdxicos podem ser monitorados pela equipe de
saude que acompanha o paciente e tratados paralelamente a terapia quimioterapica.

Apesar do 5-FU estar relacionado com efeitos sobre o sistema cardiovascular,
nenhum estudo correlacionou a acdo desta droga com o desenvolvimento da
aterosclerose, uma doenca que causa complicacBes clinicas importantes como
infarto, hipertensédo arterial, trombose e AVC e tem o seu desenvolvimento
relacionado aos habitos alimentares do individuo, seu estilo de vida e condi¢cfes do

sistema imunoldgico.
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3 JUSTIFICATIVA

O uso do 5-FU em oncologia é bastante comum, uma vez que este farmaco
auxilia no tratamento de diversos tipos de tumores. Dois efeitos colaterais
desencadeados pela droga sdo a mucosite e a mielossupressdo. A mucosite é
caracterizada pela presenca de um processo inflamatério em toda a mucosa do trato
gastrintestinal resultando no aumento das concentracbes de fator de necrose
tumoral a (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6), em niveis locais e circulantes. O aumento
destes mediadores pré-inflamatérios pode contribuir para o agravamento da doenca
aterosclerdtica. Desta forma, os pacientes seriam tratados do cancer mas entrariam
para um grupo de risco para doengas cardiovasculares, aumentando a probabilidade
de morte por doencas decorrentes da aterosclerose (figura 11). Por outro lado, a
mielossupressao tardia, causada pelo tratamento quimioterapico com 5-FU pode
resultar em diminuicdo da producdo de células mieloides como os macrofagos e
consequentemente, reduzir sua migragao para outros sitios corporais como a aorta e
o tecido adiposo, diminuindo a inflamacao nestes sitios e possivelmente, reduzindo a
formacédo da lesdo aterosclerotica na aorta (figura 11).

Diante da possibilidade do quimioterapico 5-FU exercer diferentes papéis
sobre a aterosclerose e o tecido adiposo, fez-se importante a realizacédo do presente
estudo para avaliar se este agente quimioterapico tem influéncia sobre o tecido
adiposo e se ele pode contribuir para o agravamento da doenca aterosclerdtica e
maior probabilidade de morte por suas complicacdes ou se o 5-FU pode retardar o

desenvolvimento da doenca.



|
5-FU
I
[ ]
( 1 [ ]
Mucosite Mielossupressao
( i \ ™ f f \ '
Processo inflamatorio a1l ieloid
(1 TNF-a e IL-6 locais e  Cmacrofagos)
U circulantes) _ 9
| h|
( ) | [ | migracdo de macréfagos |
para o tecido adiposo e
1 Aterosclerose aorta
L J (|Aterosclerose) J

Figura 11: Esquema representativo das hipéteses da presente pesquisa.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de duas aplicacbes do quimioterapico 5—-FU no perfil do
tecido adiposo e no desenvolvimento da aterosclerose em animais LDLr"

alimentados com dieta ocidental.

4.2 Objetivos especificos

Neste trabalho, avaliamos se animais LDLr"" alimentados com dieta ocidental,
submetidos a duas aplicacbes de 5-FU, apresentam alteracbes metabdlicas,

comparados a animais controles. Para tais comparacgdes, foram avaliados:
- evolucéo ponderal semanal;

- ingestao alimentar e hidrica;

- perfil lipidico plasmatico, hepatico e nos contetdos do ceco e do colon;

- glicemia plasmatica,;

- perfil do tecido adiposo — quantidade de tecido, tamanho dos adipdcitos, atividade

de macrofagos;

- perfil do intestino delgado - peso, comprimento e perfil inflamatorio (quantificacao

indireta da atividade de neutréfilos, macrofagos e eosindfilos);
- aspectos morfoldgicos da mucosa intestinal;
- contagem total e diferencial de células na medula 6ssea e na circulacao;

- extensdo da valvula aodrtica, area da lesdo aterosclerdtica e obstrucdo da véalvula

aortica;



- quantificacdo de macréfagos na lesao aterosclerotica.
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5 MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacio
Animal da UFMG (CETEA/UFMG), numero do protocolo 176/2009 (Anexo A).

5.1 Animais experimentais

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados camundongos
homozigotos para a auséncia do gene que codifica o receptor de LDL (LDLr™),
gerados no background C57BL/6, obtidos do Biotério Enio Cardillo Vieira, no Instituto
de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Foram usadas
fémeas, com idade entre seis e oito semanas. O uso de fémeas foi estabelecido
devido a maior formacdo de placas em animais deste sexo, comparados aos
machos. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, em ambiente com
temperatura controlada (22°C) e com ciclos de luminosidade de doze horas (07:00h
as 19:00h).

5.2 Delineamento experimental

Os camundongos deficientes do receptor de LDL (LDLr") foram distribuidos
em dois grupos, controle e 5-FU, conforme o peso corporal e as concentracdes
iniciais de colesterol total e triglicerideos.

O grupo 5-FU recebeu duas aplicacbes do quimioterapico 5-FU, numa
dosagem de 150mg/kg (Soares et al, 2008), a qual é capaz de induzir o
desenvolvimento de mucosite com pico maximo de inflamacéo no terceiro dia pos
guimioterapia. Neste trabalho, foi estabelecido um intervalo de trés semanas entre
as aplicacbes de 5-FU, uma vez que Soares et al (2008) mostraram que no décimo
qguinto dia apds uma administracdo de 150 mg/kg de 5-FU, os animais apresentavam
recuperacdo da morfologia da mucosa intestinal, com atividade normal de neutrdfilos
na mesma. Desta forma, optou-se neste trabalho por um de intervalo de vinte e um
dias entre as aplicac6es de 5-FU com o intuito de avaliar as altera¢cdes metabolicas

em um periodo ndo-agudo da quimioterapia, mostrando os efeitos tardios que o 5-
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FU poderia causar no organismo. Para comparacéo, o grupo controle recebeu duas
aplicacoes de PBS, seguindo o mesmo protocolo.

As aplicagbes de 5-FU ou placebo foram realizadas com intervalo de 3
semanas ou seja no dia 1 e 22 e a eutanasia aconteceu 3 semanas apés a segunda

aplicacao, ou seja, no dia 43 do experimento (figura 12).

1 22 43
*
12 apl. 2% apl. Eutanasia

Figura 12: Esquema representativo da administracdo do quimioterapico 5-FU (grupo 5-FU) ou
de placebo — PBS (grupo controle). O dia 1 corresponde ao dia em que foi realizada a primeira
aplicacdo dos agentes em estudo. O dia 22 corresponde ao momento da segunda aplicacdo dos
agentes em estudo (5-FU e PBS). O dia 43 representa 0 momento em que ocorre a eutanasia dos
animais.

Os animais de ambos os grupos foram alimentados com dieta ocidental
(tabela 3) e ingeriram agua filtrada sem nenhuma restricdo, durante todo o periodo

experimental.



TABELA 3A — Composicéo da dieta ocidental

INGREDIENTES Quantidade %
em gramas*

Sacarose 341,46 34,146
Manteiga sem sal 210,00 21,0
Caseina 195,00 19,5
Amido de milho 150,00 15,0
Celulose 50,00 5,0
Mistura de minerais 35,00 3,5
Mistura de vitaminas 10,00 1,0
Carbonato de calcio 4,00 0,4
Metionina 3,00 0,3
Colesterol 1,50 0,15

BHT 0,04 0,004

* quantidades empregadas para o preparo de 1 kg de dieta ocidental.

TABELA 3B — Composicao de macro e micronutrientes

da dieta ocidental

Macronutrientes %
Carboidratos 54,146
Proteinas 19,5
Lipidios 21,15
Micronutrientes 5,204
% Total 100

5.3 Controle do peso corporal, consumo alimentar e hidrico

68

A evolucao ponderal e o ganho de peso dos animais foram acompanhados

por meio da pesagem semanal em balan¢a semi-analitica. A ingestdo alimentar e a
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ingestdo hidrica foram monitoradas semanalmente, com base na quantidade
ofertada anteriormente e a quantidade que restou na gaiola e mamadeira
respectivamente. Os valores foram expressos como média de consumo (em gramas)

por animal por dia.

5.4 Eutanéasia dos animais

ApoOs seis semanas de experimento, foi realizada a eutanasia dos animais por
meio da exsanguinacdo. Para isso, os animais foram submetidos a um periodo de
jejum de 12 horas. Em seguida, eles foram anestesiados com solucao de ketamina
(70 mg/kg) e xilazina (11,5 mg/kg) diluidos em PBS. O anestésico foi administrado
via intraperitoneal. Foram coletados sangue, medula 0ssea, intestino, fezes em
formacé&o no colon (contetdo do coélon), tecido adiposo perigonadal, figado, coracao

e aorta, para a realizacao das analises.

5.5 Avaliacéo do perfil lipidico

5.5.1 Determinacao da concentracao de colesterol total plasmatico

A concentracdo de colesterol total foi determinada pelo método da colesterol
oxidase proposto por Allain et al (1974). Foi utilizado kit comercial Labtest, Brasil. A
técnica consiste na hidrolise de ésteres de colesterol pela enzima colesterol
esterase, formando colesterol livre. Este colesterol, na presenca da colesterol
oxidase e de oxigénio, gera peroxido de hidrogénio que por sua vez, reage com a
peroxidase em presenca de fenol e 4-aminoantipirina, produzindo um composto de
coloracéo réseo-avermelhado que possui absorbancia maxima de 500nm.

Para avaliar as concentracdes de colesterol no plasma dos animais, apds a
aplicacdo do anestésico o sangue foi obtido pelo plexo inguinal, depois do jejum de
doze horas. O sangue foi armazenado em tubo eppendorf contendo heparina e
centrifugado em centrifuga de mesa Fanem Centrimicro 243, a 6000 RPM por cinco
minutos para separacao do plasma.

A concentracdo de colesterol plasmatico foi determinada por um ensaio em
microplacas de 96 pocos, conforme Fazio et al (1997). Uma aliquota de 5 puL de

cada amostra foi diluida em 995 uL de agua deionizada (1:200). Foram plaqueados
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em duplicata, 100 pL de cada amostra diluida. 100 pL de reagente de colesterol total
foram adicionados a cada amostra e a placa foi incubada em estufa a 37°C por 15
minutos. ApOs a incubacgdo, a absorbancia foi lida a 492nm em um leitor de
microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus). Apds a leitura, foi
estabelecida a média de cada duplicata e a determinacéo dos niveis de colesterol

total.

5.5.2 Determinac¢do da concentracao de HDL-colesterol plasmatico

A concentracdo de HDL-colesterol (HDLc) no plasma foi determinada por
meio de kit enziméatico Labtest, Brasil. O método consiste na precipitacdo das
lipoproteinas LDL e VLDL pelo acido fosfotugstico e cloreto de magnésio. 20 pL de
reagente precipitante foram adicionados a 20 pL de plasma e agitados
vigorosamente com a pipeta durante 30 segundos. As amostras foram deixadas em
repouso por 10 minutos e em seguida foram centrifugadas a 12000 RPM por 4
minutos. Apés a centrifugacédo, o colesterol ligado as lipoproteinas de alta densidade
€ determinado no sobrenadante. 10 pL deste sobrenadante foram plaqueados em
microplaca, em duplicata. Logo apés foram adicionados 200 pL de reagente de cor
Colesterol Liquiform — Labtest (Brasil) a todas as amostras. A microplaca foi
incubada em estufa a 37°C por 15 minutos. Apés a incubacéo, a absorbancia foi lida
a 492nm. Para posterior calculo da concentracdo de HDLc utilizou-se a média de
cada duplicata.

Para a determinac&o do padrédo foram substituidos 20 puL de sobrenadante de
amostra por 20 uL de padrédo de HDLc. Para o calculo das concentracées de HDLc

foi feita a determinacéo do fator de calibracéo (F) através da seguinte equacéao:

F = 40/média da absorbancia do padrao,

sendo F o fator de calibracéo;

HDLc (mg/dL) = absorbéancia da amostra x F
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5.5.3 Determinacao do colesterol ndo-HDL e relacdo de aterogénese

O colesterol ndo-HDL compreende as demais fracbes de colesterol sendo
elas VLDLc, IDLc e LDLc. Elas séo obtidas pela diferenca entre a concentracao de
colesterol total e de HDLc.

A relacao de aterogénese foi determinada pela raz&o entre a concentragéo de
colesterol total e de HDLc.

5.5.4 Determinacgéo da concentracao de triglicerideos plasmaticos

A concentracdo de triglicerideos plasmaticos foi determinada conforme o
método enzimatico colorimétrico (FOSSATI, PRENCIPE, 1982), utilizando kit
comercial Doles, Brasil. O método consiste na hidrolise dos triglicerideos
plasmaticos pela lipase lipoproteica produzindo glicerol livre. O glicerol é fosforilado
pela glicerol quinase, cujo produto sofre a acdo da glicerol fosfato, o qual, em
presenca de oxigénio, produz o peroxido de hidrogénio. A peroxidase age sobre o
peroxido de hidrogénio que em presenca de um reagente fendlico 4-clorofenol e 4-
aminoantipirina, produz um composto réseo avermelhado, com absorcdo maxima a
510nm.

Para avaliar as concentracdes de triglicerideos no plasma dos animais, 0
ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos. Uma aliquota de 5 puL de cada
amostra foi diluida em 495 uL de agua deionizada (1:100). Foram plaqueados, em
duplicata, 100 pL de cada amostra diluida. 100 pL de reagente de cor foram
adicionados a cada amostra e a placa foi incubada em estufa a 37°C por 15 minutos.
Apoés a incubacdo, a absorbancia foi lida a 492nm em um leitor de microplaca
(Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus). Apos a leitura, utilizou-se a média de

cada duplicata para determinacdo da concentracao plasmatica de triglicérides.
5.6 Avaliacédo da glicemia
A concentracdo de glicose no plasma foi dosada por meio do kit enzimatico

Labtest, Brasil. O teste se baseia na oxidacéo da glicose a acido glucénico, por meio

da glicose oxidase, liberando peroxido de hidrogénio. A peroxidase, em presenca de
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fenol e 4-aminoantipirina, reage com o peroxido de hidrogénio produzindo um
composto roseo-avermelhado com absor¢do maxima a 520nm.

O sangue foi separado utilizando fluoreto como anticoagulante com agao
antiglicolitica (Glistab, Labtest, composto de EDTA 6 ¢/L e fluoreto de potassio 12
g/L). Em uma microplaca, foram plaqueados, em triplicata, 2 pL de cada amostra
com posterior adicdo de 200 pL do reagente de glicose em todos os pocos. A
microplaca foi incubada em estufa a 37°C por 15 minutos. ApGs a reacéo, foi feita a
leitura da absorbancia a 492nm em leitor de microplaca (Modelar Devices, modelo
Spectra Max Plus).

Para a determinacédo do padrdo foram substituidos 2 uL da amostra por 2 pL
de padrdo. Para o célculo da concentracdo de glicose em mg/dL foi utilizada a
seguinte férmula, indicada pelo kit Labtest:

Concentracao de glicose: (média da absorbancia da
amostra/média da absorbancia do padréo) x 100

5.7 Perfil lipidico hepatico e nos conteudos do ceco e do colon

Durante o sacrificio o figado foi removido e congelado a -80°C para posterior
guantificacdo da concentracdo de lipidios totais, colesterol total e triglicerideos. Os
contetdos do ceco e do colon foram removidos e armazenados separadamente a
-80°C para a mesma avaliacéo do perfil lipidico.

A extracao dos lipidios totais presentes no figado e nos contetdos do ceco e
do cdlon foi realizada conforme a metodologia descrita por Folch et al (1957).

Para a extracao de lipidios no figado, 100 mg de cada amostra foram pesados
em tubos de ensaio de vidro e homogeneizados por trés minutos com 1900 uL de
solucéo de cloroférmio-metanol (2:1). Em seguida, foi acrescentado um jato forte de
metanol, no volume de 400 uL. O homogenato foi centrifugado por dez minutos a
3000 RPM. O sobrenadante formado foi transferido para outro tubo de ensaio de
vidro devidamente identificado. Foram acrescentados 800 uL de cloroférmio a cada
amostra e em seguida, um jato forte de solucédo de NaCl a 0,73% no volume de 640
pML. As amostras foram homogeneizadas a 3000 RPM por 10 minutos. A fase

superior foi desprezada e a parede de cada tubo foi lavada trés vezes com solugéo
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de Folch (3% de cloroformio, 48% de metanol, 47% de agua destilada e 2% de NacCl
0,2%), sendo utilizados 600 pL desta solucdo em cada lavagem. Os tubos foram
colocados em estufa a 37°C até secagem dos solventes e obtencdo da fracédo
lipidica. A quantidade de lipidios extraidos foi pesada e realizou-se o célculo do teor
de lipidios totais pela diferenca de peso. Apds a obtencdo da fracdo lipidica total,
acrescentou-se 500 pL de isopropanol para ressuspender os lipidios extraidos e
assim proceder a dosagem de colesterol total e triglicérides por meio de Kkits
enzimaticos, conforme rotina.

Para a extracdo de lipidios dos conteudos do ceco e do célon, estes foram
removidos, pesados e colocados em tubos de ensaio de vidro. O protocolo para
extracdo de lipidios nestes conteudos é o mesmo empregado para extracdo no
figado. Porém, deve-se utilizar ¥4 dos reagentes mencionados, exceto a solucao de
Folch, onde devem ser utilizados 600 pL da solucdo, em cada lavagem. A
mensuracao dos lipidios extraidos também é realizada pela diferenca de peso. Apos
obtencao da fracdo lipidica, devem ser acrescentados 500 uL de isopropanol para
ressuspender os lipidios extraidos e assim proceder a dosagem de colesterol total e

triglicerideos por meio de kits enzimaticos, conforme rotina.

5.8 Avaliacéo do tecido adiposo visceral

5.8.1 Peso do tecido adiposo pelo peso corporal

No sacrificio, o tecido adiposo perigonadal, um tipo de tecido adiposo visceral,
foi removido e lavado em PBS para remocéo de residuos. Em seguida, o tecido
adiposo foi pesado em balanca analitica. O peso foi registrado e posteriormente foi

expresso com relacéo ao peso corporal.

5.8.2 Avaliacao histoldgica do tecido adiposo visceral

Para analise histoldgica, o tecido adiposo perigonadal, o tecido visceral mais
abundante nos animais, foi removido, lavado em PBS e fixado em DMSO. Apés
permanecer sete dias em freezer -80°C as amostras foram processadas como rotina
para inclusdo em paraplast. Cortes de 10 pm de espessura foram obtidos em

microtomo e corados com hematoxilina e eosina. A selecdo de cortes para andlise
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foi feita com o auxilio de um microscopio 6ptico acoplado a uma camera digital
utilizada na capturagdo das imagens. As imagens obtidas no aumento de 100x foram
analisadas com o Programa Image Pro Plus. Foram avaliados 300 adipGcitos por
animal e obtida a média do tamanho dos adipécitos.

Para a contagem de estruturas em forma de coroa, dez campos de cada
amostra foram analisados em microscopio optico, com aumento final de 400x. As
estruturas em forma de coroa (EFC) foram contadas em cada campo. O resultado foi

expresso em nimero de estruturas tipo coroa por campo.

5.8.3 Quantificacao indireta da atividade da enzima N-acetilglicosaminidase (NAG)

no tecido adiposo visceral

Para a quantificacdo indireta da atividade da enzima N-acetilglicosaminidase
(NAG) presente em macréfagos, 100 mg de tecido adiposo perigonadal
descongelado foram pesados e homogeneizados com 2 mL de solucéo Salina/Triton
(Salina 0,9% e Triton x-100 0,1%) e em seguida centrifugadas a 4°C por 10 minutos
a 3000 RPM. 100 pL do sobrenadante foi coletado e diluido em tampéo citrato
fosfato (acido citrico 0,1M e Na;HPO, 0,1M) para proceder o ensaio de NAG. Na
microplaca foram plagueados, em duplicata, 100 yuL de cada amostra diluida. Foram
acrescentados 100 pL do substrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminida, diluido
em tampao citrato fosfato. As amostras foram incubadas em estufa a 37°C por 5
minutos. ApOs a reacdo, 100 pyL de tampao glicina 0,2M foram adicionados as
amostras para paralisar a reacdo. A leitura da absorbancia foi realizada a 400nm.
Utilizou-se a média dos valores obtidos em cada duplicata para determinacdo da
atividade da enzima.

Realizamos a dosagem de proteinas no tecido adiposo seguindo o mesmo
protocolo abaixo para o intestino. Apés a dosagem de proteinas, os resultados

obtidos para a atividade da enzima NAG foram corrigidos e expressos como mg/ptn
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5.9 Avaliagéo do intestino delgado

5.9.1 Peso do intestino pelo peso corporal

Na eutandsia, o intestino delgado foi removido apos incisées abaixo do piloro
e na valvula ileo-cecal. O 6rgéao foi perfundido com PBS para remocéo de residuos e
em seguida pesado em balanca analitica. O peso foi registrado e posteriormente foi
expresso com relacdo ao peso corporal.

5.9.2 Comprimento intestinal

Apoés pesagem, o intestino foi medido com uso de uma régua milimetrada. O
comprimento intestinal, expresso em centimetros, compreendeu a distancia entre a

porcéo inicial do intestino delgado e a porc¢éao distal do 6rgéo.

5.9.3 Avaliacao do infiltrado inflamatorio no intestino

A avaliacdo do infiltrado inflamatério intestinal consistiu na medida da
atividade das enzimas Mieloperoxidase (MPO), n-acetilglicosaminidase (NAG) e
peroxidase de eosindfilos (EPO), presentes em neutroéfilos, macréfagos e eosindfilos
respectivamente.

O intestino delgado apds remocao foi perfundido com PBS para eliminacéo de
residuos e posterior avaliacdo da atividade das enzimas mencionadas. Inicialmente,
o intestino foi dividido em suas por¢des anatdbmicas, sendo elas duodeno, jejuno e
ileo. A divisdo do intestino seguiu o protocolo proposto por Ferraris et al (1992),
onde o duodeno compreende 20% do comprimento total do intestino, o jejuno
corresponde a 60% e o ileo corresponde a 20%. Cada segmento foi devidamente
identificado e armazenado em freezer -80°C até o momento da analise.

Para as analises, as amostras foram descongeladas e pesadas em balanca
analitica. Foram separados 20 mg de cada segmento do intestino delgado para a
realizacdo de cada um dos ensaios enzimaticos. Os fragmentos foram armazenados
em tubo eppendorf, seguindo a realizacdo das devidas analises, conforme os

seguintes protocolos.



76

5.9.3.1 Preparo das amostras para a medida da atividade das enzimas MPO e NAG

Inicialmente, as amostras foram homogeneizadas na solucdo Buffer 1 gelada
(NaCl 0,1M, NazPO4 0,02M e Na,EDTA 0,015M), numa proporc¢ao de 1,9 mL/100mg
de tecido e centrifugadas a 4°C por 10 minutos a 10000 RPM. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido em solucdo de NaCl 0,2% e NaCl 1,6%
acrescida de 5% de glicose, ambas geladas, numa proporcdo de 1,5mL/100mg de
tecido. As amostras foram novamente homogenizadas e centrifugadas a 4°C por 10
minutos a 10000 RPM. O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspendido
em Buffer 2 (NasPO4, e HETAB 0,5% p/v) solucdo esta armazenada a temperatura
ambiente, numa proporgéo de 1,9 mL/100mg. As amostras foram homogeneizadas
e metade do volume foi retirado para a dosagem da atividade da enzima NAG. A
outra metade do homogenato foi utilizada para a determinacéao da atividade da MPO.

A partir desta etapa, as amostras receberam tratamentos distintos.

5.9.3.1.1 Quantificacado indireta da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO)

no intestino

Para o ensaio de MPO, apos a divisdo do homogenato, aquele destinado a
dosagem da atividade da MPO foi congelado em nitrogénio liquido e descongelado
em agua a temperatura ambiente. Este procedimento foi realizado trés vezes
consecutivas. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4°C por 15 minutos a
10000 RPM. Foi retirada uma aliquota de 100 puL do sobrenadante para diluicdo em
Buffer 2 e realizacédo do ensaio enzimatico.

Na microplaca, foram plaqueados, em duplicata, 25 pL de cada amostra.
Foram adicionados 25 uL do substrato TMB, previamente diluido em DMSO. A placa
foi colocada em estufa a 37°C por 5 minutos. Em seguida foram acrescentados 100
pL de H,O, 0,002% e as amostras foram novamente incubadas a 37°C por 5
minutos. Apds o periodo de incubacédo, a reacéo foi paralisada com a adicdo de 100
pL de H,SO4. A leitura da absorbancia foi feita a 450nm. Utilizou-se a média dos

valores obtidos em cada duplicata para a determinacao da atividade da enzima.
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5.9.3.1.2 Quantificagéo indireta da atividade da enzima N-acetilglicosaminidase
(NAG)

Apo6s a divisdo do homogenato, a avaliacdo da atividade da NAG foi feita
separadamente. Para isso, foi acrescentado ao homogenato a solugcao Salina/Triton
(Salina 0,9% e Triton x-100 0,1%), numa propor¢édo de 2mL/100mg de tecido. As
amostras foram homogeneizadas e em seguida centrifugadas a 4°C por 10 minutos
a 3000 RPM. 100 pL do sobrenadante foi coletado e diluido em tampéo citrato
fosfato (4cido citrico 0,1M e Na,HPO, 0,1M) para proceder o ensaio de NAG. Na
microplaca foram plaqueados 100 pL de cada amostra diluida. Foram acrescentados
100 pL do substrato p-nitrofenil-N-acetil-3-D-glicosaminida, diluido em tampé&o citrato
fosfato. As amostras foram incubadas em estufa a 37°C por 5 minutos. Apés a
reacdo, 100 pL de tampao glicina 0,2M foram adicionados as amostras para
paralisar a reagdo. A absorbancia foi lida a 400nm. Utilizou-se a média dos valores
obtidos em cada duplicata para determinacéo da atividade da enzima.

5.9.3.2 Preparo das amostras e ensaio enzimatico para quantificacdo da atividade

indireta da peroxidase de eosindfilos (EPO)

Para quantificar a atividade da enzima peroxidase de eosinoéfilos, o tecido
pesado para esta técnica foi acrescido de PBS 5% numa propor¢ao de 1,9mL/100
mg de tecido. As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 4°C por 10
minutos a 10000 RPM. O sobrenadante foi desprezado e o pellet formado foi
ressuspendido em solucédo salina 0,2% e solucéo salina 1,6% com 5% de glicose,
ambas na proporcdo de 1,5mL/100mg de tecido. As amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 4°C por 10 minutos a 10000 RPM. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi ressuspendido em solucédo de PBS
com HETAB 0,5%, na propor¢cdo de 1,9mL/100mg de tecido. Apds a
homogeneizacdo, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e
descongeladas em agua a temperatura ambiente. Este procedimento foi realizado
trés vezes. Apés esta etapa, as amostras foram novamente centrifugadas a 4°C por
10 minutos a 10000 RPM e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio enzimatico.
No ensaio enzimatico, 75 puL de cada amostra foram plagueados em microplacas,

em duplicata. Acrescentou-se 75 puL do substrato OPD diluido em tampao tris-HCI
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com acréscimo de H,O, 30% e a placa foi mantida a temperatura ambiente e
protegida da luz por 30 minutos, tempo necessario para ocorrer a reacdo desejada.
A reacéo foi paralisada com 50 pL de H,SO4 1M. A absorbéancia foi lida a 492nm.
Utilizou-se a média dos valores obtidos em cada duplicata para determinacdo da

atividade da enzima.

5.9.4 Dosagem de proteina

A dosagem de proteinas foi realizada em homogenatos de intestino obtidos
durante o processamento deste tecido para analise enzimética. A técnica foi
realizada conforme a metodologia proposta por Lowry et al (1951). Realizou-se uma
diluicdo de 1:100 para intestino em agua deionizada. 250uL desta diluicdo foram
transferidos para outro eppendorf devidamente identificado. 250uL de uma solucao
contendo CuSO,, Tartarato de sodio e Na,COs;, na propor¢cdo de 1:1:100
respectivamente, foi acrescentada em cada eppendorf. Em seguida 25uL do
reagente de Folin, na proporcdo de 1:2, diluido em &agua deionizada, foram
colocados em cada eppendorf, seguindo de uma agitacao imediata em vortex. Apos
trinta minutos em repouso a temperatura ambiente, 200 pL de cada amostra foram
plaqueados, em duplicata, em microplacas. A absorbancia foi lida a 660nm. Utilizou-
se a média dos valores obtidos em cada duplicata para determinacdo da
concentracdo de proteinas.

Apés a dosagem de proteinas, os resultados obtidos para a atividade das

enzimas NAG, MPO e EPO foram corrigidos e expressos como mg/ptn.

5.9.5 Avaliacéao histopatoldgica do intestino

Apbs o sacrificio, o intestino foi removido cuidadosamente e perfundido com
PBS e formaldeido a 10%. Em seguida, o intestino foi dividido em suas trés porcdes
anatbmicas: duodeno, jejuno e ileo, conforme descrito por Ferraris et al (1992). Cada
segmento foi identificado em sua porcao inicial e armazenado em formaldeido a
10%. As amostras foram processadas como rotina para inclusdo em parafina e
obtencao de cortes histolégicos a 5 um. As laminas foram devidamente codificadas e

coradas em hematoxilina e eosina. O material foi submetido a andlise

histopatoldgica e morfométrica feita por uma especialista.
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Para obtencdo das imagens, os cortes foram selecionados a partir da
observacdo em microscopio Optico acoplado a uma camera digital e as imagens

capturadas com o auxilio de um computador.

5.10 Extracdo de medula 6ssea

ApoOs o sacrificio foram removidos o fémur direito e o fémur esquerdo de cada
animal apds seccdo cutdnea dos membros inferiores e retirada dos musculos
anteriores e posteriores. Os materiais foram processados individualmente. As células
da medula 6ssea foram obtidas por meio de lavagem individual da cavidade do
fémur com o auxilio de uma seringa contendo 1 mL de meio RPMI completo. A
suspensao de células foi coletada em uma placa de petri e cuidadosamente
homogeneizada com a propria seringa empregada na remocao da medula.
Posteriormente, as células mieloides diluidas no meio de cultura foram transferidas

para um tubo eppendorf e mantidas em gelo.

5.10.1 Contagem total de células mieloides

As células mieloides foram quantificadas em cémara de Neubauer apoés
diluicdo de 1:10 em meio RPMI completo. A contagem foi realizada seguindo o
mesmo protocolo utilizado para contagem total de células circulantes. ApGs proceder
a contagem total do fémur direito e do fémur esquerdo, foi calculada a média para

expressar o resultado final.

5.10.2 Preparo de laminas histolégicas de medula 6ssea

Para o preparo de laminas histolégicas de medula éssea, 10 pL da solucéo
contendo as células mieloides foram diluidos em 90 pL de albumina 3%. A partir
desta diluicdo foram confeccionadas laminas para avaliagdo morfolégica por meio de
citocentrifugacdo. As laminas foram coradas pela coloracdo de May Grunwald-
Giemsa modificada (ROSENFELD, 1947).
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5.10.3 Contagem diferencial de células mieloides

Para identificacdo e quantificacdo dos diferentes tipos celulares presentes na
medula 6ssea foram analisadas 500 células por lamina por fémur e por animal e o
resultado transformado em porcentagem. Apos proceder a contagem, foi calculada a
média dos fémures de cada animal para expressar o resultado final, em
porcentagem. A partir da contagem total de células mieloides, foi determinado o
valor absoluto para cada linhagem analisada.

A classificacdo das células da linhagem granulocitica nos 6érgaos
hematopoiéticos de camundongos foi baseada nos seguintes quesitos: relacdo
nacleo-citoplasma, afinidade tintorial do citoplasma, presenca ou ndo de granulacdes
primaria e secundaria no citoplasma, padrao de cromatina nuclear, presenca ou néao
de nucléolos, diametro e segmentacao ou nao do nucleo.

Na série granulocitica, consideram-se as etapas maturativas: blastos,
envolvendo o hemocitoblasto, mieloblasto e linfoblasto; formas jovens, englobando
as etapas de promielocito e mielocito; formas em anel, correspondentes ao
metamielocito e ao bastonete; segmentados e eosinofilos, incluindo as formas
segmentadas a partir de dois lobulos nucleares. Monoblastos, promondcitos,
monadcitos e macrofagos, foram reunidos em um grupo de células denominadas
monacitos. As células da linhagem linféide incluem prolinfécitos, linfocitos (tipicos ou
atipicos) e as células da linhagem plasmocitaria foram agrupadas como plasmaocitos.

Os precursores eritroides foram agrupados em: eritroblastos jovens,
envolvendo proeritroblastos e eritroblastos basofilos; eritroblastos policromaticos e
ortocromaticos, englobando todas as etapas em que as células apresentam
cromatina condensada e citoplasma policromatico incluindo células com nucleo

apresentando cromatina picnoética e citoplasma eosinofilico.

5.11 Avaliacédo de leucécitos circulantes

5.11.1 Contagem total de leucdcitos no sangue

Para a contagem global de leucécitos no sangue, 10uL de sangue do plexo

inguinal foram obtidos de cada animal e diluidos em 90uL da solugédo Turk. Desta

diluicdo, 10uL foram colocados na camara de Neubauer, a qual foi levada ao
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microscépio Optico, em aumento final de 100x, para proceder a contagem das
células viaveis. A contagem foi realizada nos quatro quadrantes laterais, conforme o

esquema abaixo:

Figura 13: Esquema representativo da cadmara de Neubauer. As setas indicam os quatro
guadrantes onde foram realizadas as contagens de leucdcitos totais no sangue. Apés contagem em
cada quadrante é obtida a média de células contadas.

Apés a contagem feita nos quatro quadrantes, foi calculada a média das
contagens. O valor obtido foi multiplicado por 10, que corresponde a diluicao feita e
novamente por 10, que corresponde a profundidade da camara de Neubauer. Os

resultados sdo expressos em células/mm?.
5.11.2 Contagem diferencial de leucécitos no sangue

Para a contagem diferencial de leucdcitos circulantes, 5 pL de sangue foram
obtidos do plexo inguinal de cada animal e transferidos para uma lamina. Com o
auxilio de outra lamina, foi feito o esfregaco. As laminas contendo o esfregaco foram
coradas com o kit Pandtico Rapido. Foram analisadas 100 células, distribuidas em
basofilos, neutrdéfilos, eosindfilos e células mononucleares. A andlise foi realizada

com o auxilio do microscopio 6ptico, em aumento de 100x.
5.12 Avaliacédo da aterosclerose
Para avaliar o desenvolvimento da aterosclerose nos animais em estudo,

foram analisadas a area da vélvula adrtica, a area da placa aterosclerética, o

percentual da lesé@o e a quantificagdo de macrofagos na placa.
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Para tanto, durante o sacrificio, o coracdo de cada animal foi removido e
separado cuidadosamente da aorta, de modo a obter a regido proximal do 6rgéo,
onde esta inserida a valvula aortica. Em seguida o coracao foi fixado em formaldeido
10% cerca de 8h e posteriormente transferido para a solu¢cdo de PBS Sacarose 30%
para desidratacdo. Apds completa desidratacédo, o 6rgao foi acondicionado em papel
aluminio e congelado a -80°C até o momento de ser processado. Cada coracao foi
incluido em Tissue Freezing Médium (Jung Tissue Freezing Medium; Leica
Microsystems, Wetzlar — Germany) também denominado OCT, conforme rotina e
foram realizados cortes de 10 pm em criostato. Os animais foram devidamente

codificados e as laminas coradas com hematoxilina e eosina.

5.12.1 Mensuracgao da area da valvula aortica

Para analise da area da valvula adrtica foram selecionados dez cortes
sequenciais representativos de uma extensdo média de quatrocentos micrémetros
da valvula. Foram obtidas imagens destes cortes no aumento de 40x para a
realizacdo da analise. Utilizou-se o Programa Image Pro Plus para quantificacdo da

area da valvula.

5.12.2 Mensuracéo da area da placa aterosclerética

Para quantificar a placa aterosclerdtica presente na valvula aodrtica, foram
obtidas imagens no aumento de 100x dos mesmos cortes analisados quanto a area
da valvula adrtica. ApOs aquisicdo das imagens, o material foi analisado no
Programa Image Pro Plus para obtencéo da area do ateroma. O calculo da leséo foi
feito por meio do somatério dos valores obtidos nos dez cortes analisados,

representando assim o valor da area da lesao.

5.12.3 Percentual de obstrucéo da valvula aortica

O percentual de obstrucdo da valvula adrtica representa a quantidade da luz
do vaso que foi tomada pelo ateroma. A obstrucdo da luz da valvula adrtica foi
estabelecida a partir da definicdo da area da valvula e da area da placa

aterosclerotica. Realizamos o seguinte calculo:
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Area da véalvula (um) ------- 100%

Area da placa (um) ------- X

5.12.4 Quantificacdo de macrofagos na placa aterosclerética

A gquantificacdo de macréfagos na placa aterosclerotica foi realizada pela
técnica de imunohistoquimica. A analise € iniciada com a remoc¢ao do OCT utilizado
para obtencdo dos cortes. Para tanto, os cortes foram imersos em acetona gelada
por 15 minutos. Decorrido o tempo, os cortes foram lavados com PBS gelado e o
excesso foi removido com auxilio de papel absorvente. Cada corte foi circundado
com uma caneta de parafina para evitar que as solugbes escorram e 0S cortes
sequem. Em seguida, as laminas foram incubadas com a solucéo de 0,3% de H,0,
em 70% de metanol PBS por trinta minutos, para inibicdo da peroxidase enddgena.
Apés o tempo de incubacdo, as laminas foram lavadas com PBS gelado e
acrescentou-se o0 bloqueio NGS (soro normal de cabra) diluido em PBS/BSA 1%,
para inibicdo de ligantes inespecificos. A incubacédo com o bloqueio NGS foi de trinta
minutos. Em seguida, os cortes foram lavados com PBS por dois minutos e
acrescentou-se 40 pl do anticorpo primario (MOMA — mondcitos e macrofagos)
diluido em PBS/BSA 1%. O corte controle negativo ndo recebeu o anticorpo
primario, apenas a solucdo PBS/BSA 1%. Os cortes foram incubados por duas horas
a temperatura ambiente, em camara umida. ApoOs este periodo, procedeu-se a
lavagem dos cortes com PBS, por cinco minutos cada. Acrescentou-se 30 ul do
anticorpo secundario seguindo de uma incubacédo por quarenta minutos em camara
Umida, a temperatura ambiente. Os cortes foram novamente lavados com PBS
gelado, trés vezes, por cinco minutos cada. Acrescentou-se 40 ul de DAB, diluido
1:50 em tampéo especifico que acompanha o produto. As laminas foram imersas em
agua destilada para remoc¢do do DAB e analisadas em microscopio oOptico. Em
seguida, foi feita a capturacdo de imagens nos aumentos de 40x e 100x. A regido da
placa constituida de macréfagos apresentou coloracdo marrom, decorrente da
reacdo do DAB com a peroxidase presente no anticorpo secundario, que por sua vez
apresenta-se ligado ao anticorpo primario, especifico para identificacdo de

mondcitos/macroéfagos.
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A quantificacdo de macrofagos na placa aterosclerética foi realizada por
intensidade de cor, com uso de imagens no aumento de 100x e auxilio do Programa
Image Pro Plus. Foram quantificadas a é&rea da placa aterosclerética e os
macréfagos nela presentes por meio da coloracdo. O percentual de macréfagos foi

estabelecido pela seguinte equacéo:

Quantidade de placa aterosclerética ------ 100%

Quantidade de macrofagos na placa ---- X

5.13 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software GraphPad
Prism 5.0. Os resultados encontrados foram submetidos ao teste de Grubb’s para
deteccéo de outlier e sua exclusdo e aos testes de Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-
Wilker e D’Agostinho e Pearson para verificar a distribuicdo dos dados. Para os
dados distribuidos de forma paramétrica utilizou-se o teste T Student ndo pareado e
para dados nao-paramétricos, utilizou-se o teste de Mann Whitney. O nivel de

significancia adotado foi o valor de p inferior a 0,05.
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6 RESULTADOS

No inicio do experimento, os animais deficientes do receptor de LDL foram
distribuidos em dois grupos, de acordo com o peso corporal e as concentracées
plasmaticas de colesterol total e triglicerideos, mantendo homogeneidade entre

ambos os grupos (tabela 4).

Tabela 4 — Peso corporal, colesterol total e triglicerideos plasméticos de
camundongos deficientes do receptor de LDL no inicio do experimento

Controle 5-FU p
Peso corporal inicial (gramas) 15,46 + 0,84 16,02 + 0,54 0,57
Colesterol total inicial (mg/dL) 236,1 +14,75 235,6 + 7,67 0,97
Triglicérides inicial (mg/dL) 126,7 + 19,15 134,2 +12,01 0,73

Tabela 4: Parametros adotados na distribuicdo dos animais em grupo controle e grupo 5-FU,
verificando a homogeneidade entre os grupos. Animais tratados com dieta ocidental, sem
restricdo hidrica e duas aplicacdes de placebo ou 5-FU. Valores iniciais referentes ao peso corporal,
colesterol total e triglicérides. Teste T Student com valores expressos em média + erro padrao.

Apoés a divisdo, os animais do grupo controle receberam placebo (PBS1x)
enquanto os animais do grupo 5-FU receberam 150mg/kg do quimioterapico 5-FU,

conforme descrito na metodologia.

6.1 Evolucdo ponderal, ganho de peso, ingestao alimentar e hidrica

Os animais do grupo 5-FU apresentaram peso inferior comparado aos
animais do grupo nao-tratado com o quimioterapico, nas quatro primeiras semanas
de experimento. Na quinta semana, 0s animais submetidos a quimioterapia
apresentaram uma recuperacdo do peso corporal, mantendo valores semelhantes
ao grupo controle. Este resultado também foi observado durante a sexta semana
experimental (figura 14A). Quanto ao ganho de peso, os animais tratados com o
placebo apresentaram maior ganho de peso comparado ao grupo tratado com o 5-
FU. Os animais que receberam o quimioterapico tiveram perda de peso ap6s cada
aplicacdo do quimioterapico (semanas um e quatro). Na segunda e na terceira
semanas de experimento, o ganho de peso entre os grupos foi semelhante, no

entanto, os animais que receberam o 5-FU apresentaram peso total inferior ao seu
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controle. Na quinta semana de experimento, os animais do grupo 5-FU
apresentaram ganho de peso superior ao controle, enquanto na sexta semana
experimental este pardmetro foi semelhante entre os grupos (figura 14B).

A ingestéo alimentar e o consumo de agua foram monitorados durante as seis
semanas de experimento. Os dados foram expressos como a média da ingestdo
alimentar e hidrica diaria por animal. Estes parametros n&o foram diferentes entre os

grupos (figura 14C e 14D).
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Figura 14A: Avaliacdo da evolucdo ponderal dos animais deficientes do receptor de LDL.
Evolucdo ponderal semanal; ponto zero: representa o peso dos animais no primeiro dia de
experimento; pontos um a seis: representam a semana de experimento; seta indica 0s momentos em
gue foram realizadas as aplicacBes do quimiotergpico 5-FU (150 mg/kg). Resultados expressos em
meédia * erro padrdo. Teste T Student. Primeira semana: *p=0,01; segunda semana: *p=0,02; terceira
semana: *p=0,04; quarta semana: **p=0,009; quinta semana: p=0,07; sexta semana: p=0,15. B -
Avaliacdo do ganho de peso dos animais deficientes do receptor de LDL. Ganho de peso
semanal. Resultados expressos em média + erro padrdo. Teste T Student. Primeira semana:
p=0,002; segunda semana: p=0,06; terceira semana: p=0,80; quarta semana: p=0,02; quinta semana:
p=0,01; sexta semana: p=0,40. C - Avaliacdo da ingestdo alimentar individual dos animais
deficientes do receptor de LDL. Ingestdo alimentar individual. Resultados expressos em média +
erro padrdo. Teste T Student. p>0,05. D - Avaliacdo da ingestdo hidrica dos animais deficientes
do receptor de LDL. — Ingestéo hidrica individual. Resultados expressos em média * erro padréo.
Teste T Student. p>0,05. Animais tratados com duas aplicacdes de placebo ou 5-FU, recebendo
dieta ocidental e agua filtrada, durante seis semanas de experimento.

6.2 Perfil lipidico e glicemia plasmaticos

A avaliacdo do perfil lipidico dos animais mostrou que as concentracdes de
colesterol total e HDL ndo diferiram entre os grupos. O colesterol ndo-HDL foi
determinado e nado foi observada diferenca estatistica quanto a este parametro. A
relacdo de aterogénese também nado foi diferente entre os grupos. Porém, a
concentragdo plasmatica de triglicerideos no grupo 5-FU foi estatisticamente menor,
comparada ao grupo controle. A concentracdo sérica de glicose foi avaliada e néo

apresentou diferenca estatistica (tabela 5).
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Tabela 5 — Perfil lipidico e glicemia dos camundongos deficientes do receptor

de LDL apés seis semanas de experimento e duas aplicacdes de placebo ou

5-FU
Controle 5-FU p
Colesterol total (mg/dL) 852,6 + 59,42 785,6 90,17 0,54
HDL (mg/dL) 114,9 + 26,27 85,12 + 4,50 0,33
Colesterol ndo-HDL (mg/dL) 737,7 £ 66,13 667,9 £ 98,33 0,56
Relacdo de aterogénese 9,01+1,89 8,44 +1,37 0,80
Triglicérides (mg/dL) 199,1 £ 24,78 120,8 £ 10,25 0,009
Glicose (mg/dL) 133,0 +17,92 120,4 + 10,21 0,55

Tabela 5: Perfil lipidico e glicemia dos animais deficientes do receptor de LDL apés seis
semanas de experimento. Animais tratados com duas aplicacdes de placebo ou 5-FU, recebendo
dieta ocidental e agua filtrada. Teste T Student, com resultados expressos em média + erro padrao;
n=8-10.

6.3 Perfil lipidico hepatico e do contetdo do colon

A avaliacdo da concentracdo de lipidios totais no figado ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos. Foram mensuradas as concentracdes de
colesterol total e triglicérides presentes neste O0rgdo e 0S grupos apresentaram
valores estatisticamente semelhantes (tabela 6).

Avaliamos a excrecdo de lipidios totais no conteudo do colon e nédo foi
observada diferenca estatistica entre os grupos controle e 5-FU. As concentracdes
de colesterol total e triglicérides presentes no conteudo do colon também foram

mensuradas e ndo houve diferenca entre os grupos em estudo (tabela 6).



Tabela 6: Perfil lipidico do figado e
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do conteddo do célon
Parametros (mg/g) Controle 5-FU P
FIGADO
Lipidios totais 245,9 £ 11,69 269,6 + 26,54 0,442
Colesterol total 15,78 £ 2,04 14,47 + 0,86 0,562
Triglicérides 38,19 +2,12 38,81 + 1,89 0,63°
COLON
Lipidios totais 90,91 + 27,01 69,71 + 16,95 0,51°
Colesterol total 9,51+1,20 8,60 + 0,99 0,592
Triglicérides 3,25+1,11 3,87 £ 0,62 0,73°

Tabela 6: Perfil lipidico do figado e do contelido do c6lon de animais deficientes do receptor
de LDL. Animais tratados com duas aplicacdes de placebo ou 5-FU, recebendo dieta ocidental e
agua filtrada. °Teste T Student, com resultados expressos em média + erro padrio; ®Teste Mann
Withney, com resultados expressos em mediana + erro padrdo; h=6-10.

6.4 Avaliacdo do tecido adiposo perigonadal

6.4.1 Peso do tecido adiposo

Os resultados mostram que os animais tratados com 5-FU apresentam menor

proporcao de tecido adiposo perigonadal comparados ao grupo controle (figura 15).
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Figura 15: Peso do tecido adiposo perigonadal pelo peso corporal de animais deficientes do
receptor de LDL. Animais tratados com placebo ou 5-FU, recebendo dieta ocidental e agua filtrada.
n=8-10. Resultados expressos em média + erro padréo; Teste T Student, **p=0,004.

6.4.2 Avaliacdo da area dos adipocitos
Apesar da menor proporcdo de tecido adiposo perigonadal nos animais

tratados com 5-FU, nenhuma diferenca estatistica na area dos adipdcitos foi

observada entre os grupos (figura 16).
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Figura 16: A - Avaliacdo da area dos adip6citos de animal do grupo controle deficiente do
receptor de LDL. B — Avaliac@o da area dos adipdcitos de animal do grupo tratado com 5-FU
deficiente do receptor de LDL. C — Representacéo grafica da &rea dos adip6citos dos animais
deficientes do receptor de LDL. Resultados expressos em média + erro padréo; Teste T Student,
p=0,40. Animais tratados com placebo ou 5-FU, recebendo dieta ocidental e agua filtrada. Histologia
de tecido adiposo; cortes corados com HE. n=8-10. Valores amostrais distintos em decorréncia da

disponibilidade de tecido para a realizacédo da técnica.

6.4.3 Avaliacdo do infiltrado de macréfagos no tecido adiposo pela atividade da NAG

Para analisar o infiltrado de macréfagos no tecido adiposo, foi avaliada a

atividade da enzima NAG neste tecido. Os resultados mostram que a atividade da

NAG no tecido adiposo dos animais do grupo 5-FU esta reduzida comparada ao

grupo controle (figura 17).
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Figura 17: Avaliacdo da infiltracdo de macrofagos pela atividade da enzima NAG no tecido
adiposo de animais deficientes do receptor de LDL. Animais tratados com placebo ou 5-FU,
recebendo dieta ocidental e agua filtrada. n=6. Resultados expressos em média + erro padréo; Teste
T Student, *p=0,02.

6.4.4 Contagem das estruturas em forma de coroa

As estruturas em forma de coroa relacionam-se com a inflamagcdo ou
apoptose de adipdcitos. Assim, avaliamos a presenca destas estruturas em ambos
os grupos. Nao foi observada diferenca estatistica entre os valores obtidos para o

grupo 5-FU e o grupo controle (figura 18).
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Figura 18: Estruturas em forma de coroa por campo avaliado no tecido adiposo de animais
deficientes do receptor de LDL. Animais tratados com placebo ou 5-FU, recebendo dieta ocidental e
agua filtrada. n=7. Resultados expressos em média + erro padrdo; Teste T Student, p>0,05.

6.5 Avaliacdo do intestino delgado

6.5.1 Peso do intestino

N&o houve diferenca no peso deste 6rgdo entre o grupo controle e o grupo 5-
FU (figura 19).
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Figura 19: Peso do intestino de animais deficientes do receptor de LDL pelo peso corporal.
Animais tratados com duas aplicaces de placebo ou 5-FU, recebendo dieta ocidental e agua filtrada.
Teste T Student, com resultados expressos em média + erro padrdo; n=10; p>0,05.

6.5.2 Comprimento do intestino

O comprimento do intestino também pode estar alterado em processos
inflamatorios intestinais. Na avaliacdo do comprimento intestinal, ndo houve

diferenca significativa entre os grupos (figura 20).
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Figura 20: Comprimento do intestino dos animais deficientes do receptor de LDL. Animais
tratados com duas aplicacdes de placebo ou 5-FU, recebendo dieta ocidental e 4gua filtrada. Teste T
Student, com resultados expressos em meédia + erro padrdo; n=9-10; Valores de n distintos em
decorréncia da exclusédo de outlier. p>0,05.
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6.5.3 Avaliacdo da infiltracdo de neutréfilos no intestino pela atividade da MPO

A mensuracao da atividade da enzima MPO foi realizada no intestino delgado

e nao observamos diferenga entre os grupos em estudo (figura 21).
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Figura 21: Avaliacdo da infiltracdo de neutréfilos pela atividade da enzima MPO no intestino
delgado de animais deficientes do receptor de LDL. n=10, resultados expressos em média + erro
padrdo; Teste T Student, p>0,05. Animais tratados com placebo ou 5-FU, recebendo dieta ocidental e
agua filtrada. Os valores apresentados correspondem a média dos trés segmentos do intestino
delgado.

6.5.4 Avaliacdo da infiltracdo de macréfagos no intestino pela atividade da NAG

Avaliamos a atividade da enzima NAG no intestino delgado. N&o foi

observada diferenca estatistica entre os grupos controle e 5-FU (figura 22).
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Figura 22: Avaliacdo da infiltracdo de macrofagos pela atividade da enzima NAG no intestino
delgado de animais deficientes do receptor de LDL. n=10, resultados expressos em média * erro
padrdo; Teste T Student, p=0,24. Animais tratados com placebo ou 5-FU, recebendo dieta ocidental e
agua filtrada. Os valores apresentados correspondem a média dos trés segmentos do intestino
delgado.

6.5.5 Avaliacdo da infiltracdo de eosindfilos no intestino pela atividade da EPO
A mensuracao da atividade da enzima EPO foi realizada no intestino delgado.

Os resultados mostram que a atividade desta enzima esta reduzida no grupo tratado

com 5-FU comparado ao grupo controle (figura 23).
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Figura 23: Avaliacdo da infiltracdo de eosinoéfilos pela atividade da enzima EPO no intestino
delgado de animais deficientes do receptor de LDL. n=10, resultados expressos em mediana +
erro padrdo; Teste T Student, p=0,04. Animais tratados com placebo ou 5-FU, recebendo dieta
ocidental e agua filtrada. Os valores apresentados correspondem a média dos trés segmentos do
intestino delgado.

6.5.6 Avaliacdo morfologica do intestino delgado

A avaliacdo morfologica do intestino delgado dos animais tratados com
placebo ou 5-FU mostrou que o grupo placebo se apresenta dentro dos parametros
de normalidade, com arquitetura preservada e as camadas mucosa e submucosa
integras, conforme esperado. Porém, o grupo tratado com 5-FU ainda apresenta
lesbes intestinais classificadas como leves e caracterizadas por regidbes com
congestdo vascular na camada mucosa e edema na camada submucosa. Ha
presenca de um discreto infiltrado inflamatorio na base dos vilos e grande
concentracdo de células caliciformes em toda a extensdo da mucosa intestinal. Os
vilos apresentam-se integros, porém, menores que aqueles observados nos animais
tratados com o placebo, mostrando que este grupo ainda ndo se recuperou da

mucosite ocasionada pela administracdo do quimioterapico (figura 24).
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Figura 24: Aspecto morfolégico do intestino delgado de animais deficientes do receptor de
LDL. Animais tratados com placebo ou 5-FU e recebendo dieta ocidental e agua filtrada. A — jejuno
de animal do grupo controle; B — jejuno de animal do grupo 5-FU. Seta verde indica pontos de
congestdo vascular na mucosa intestinal; asterisco vermelho representa edema na submucosa
intestinal; seta preta indica um discreto infiltrado inflamatdrio na base dos vilos; seta vermelha indica
as células caliciformes aumentadas no animal tratado com 5-FU. Os vilos do jejuno de animais
tratados com 5-FU sdo menores que os vilos dos animais tratados com placebo.
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6.6 Mielograma

A contagem de células na medula 6ssea nao revelou diferencas quanto ao total de
células mieloides entre os grupos (tabela 7). A contagem diferencial mostrou que as
linhagens granulocitica, monocitaria, linfocitaria e os plasmdécitos ndo apresentavam
diferencas entre 0s grupos experimentais neste estagio. Na linhagem vermelha ou
eritrocitaria, o grupo 5-FU apresentou contagem de eritroblastos inferior ao grupo placebo
(tabela 7).

Tabela 7: Mielograma de animais deficientes do receptor de LDL tratados com
placebo ou 5-FU

CONTAGEM TOTAL DE CELULAS MIELOIDES

Controle 5-FU p
(células/mm?) (células/mm?)
21840 + 2379 17330 = 2891 0,26

CONTAGEM DIFERENCIAL DE CELULAS MIELOIDES

Linhagem Controle 5-FU p
(porcentagem - %) (porcentagem - %)
Série granulocitica 47,1 +2,03 50,1 +£ 2,10 0,322
Série monocitaria 1,0 £ 0,29 1,0+0,25 0,61°
Série linfoide 249+25 26,25+ 3,2 0,472
Série plasmocitaria 0,75 + 0,40 0,5+0,5 0,44°
Série eritrocitaria 26,25 + 1,48 21,9+0,98 0,032

Tabela 7: Mielograma de animais deficientes do receptor de LDL tratados com placebo ou 5-
FU. Animais recebendo dieta ocidental e agua filtrada. n=6. Contagem total de células mieloides
(nimero absoluto, células/mm?® e contagem diferencial (porcentagem). ® Teste T Student com
resultados expressos em média + erro padrao; ® Teste de Mann Withney com resultados expressos
em mediana + erro padréo.

6.7 Contagem total e diferencial de leucocitos sanguineos

A contagem total de leucdécitos no sangue foi avaliada nos dois grupos em
estudo e ndo foi encontrada diferenca estatistica entre eles (tabela 8). Foi realizada

também a contagem diferencial de leucdcitos no sangue, distribuidos em basdbfilos,
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neutrdéfilos, eosindfilos e células mononucleares. A tabela 8 mostra que ndo houve
diferenca quanto ao numero de células diferenciais circulantes entre os dois grupos

avaliados.

Tabela 8: Contagem total e diferencial de leucdcitos circulantes em animais

deficientes do receptor de LDL

CONTROLE 5-FU P

(células/mm?) (células/mm?)

CONTAGEM TOTAL DE LEUCOCITOS CIRCULANTES

6042 + 992,8 5600 + 1570 0,81

CONTAGEM DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS CIRCULANTES
(porcentagem - %)

Basofilos 0,84 1,33 0,77°
Neutrofilos 7,85 11,13 0,252
Eosindfilos 0,0 0,0 -

Células

mononucleares 91,31 87,54 0,212

Tabela 8: Contagem total (nGmero absoluto, células/mm®) e diferencial (em porcentagem) de
leucécitos circulantes de animais deficientes do receptor de LDL. Animais tratados com placebo
ou 5-FU, recebendo dieta ocidental e agua filtrada. n=6. Teste T Student com resultados expressos
em média + erro padrdo. ® Teste T Student; ® Teste de Mann Withney.

6.8 Avaliacdo da aterosclerose
6.8.1 Avaliacdo da area da valvula adrtica
A éarea da valvula adrtica dos animais foi mensurada e nenhuma diferenca

significativa foi encontrada entre os resultados obtidos para os grupos controle e 5-
FU (figura 25).
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Figura 25: Avaliacdo da é&rea da valvula adrtica de animais deficientes do receptor de LDL.
Animais tratados com placebo ou 5-FU, recebendo dieta ocidental e agua filtrada. A e B — histologia
da valvula aértica, coloracéo feita com HE. A — imagem representando a vélvula adrtica de animal do
grupo controle. B — imagem representando a valvula adrtica de animal do grupo 5-FU. C —
representacao grafica da area da valvula adrtica. n=9. Resultados expressos em média * erro padréo;
Teste T Student, p>0,05.

6.8.2 Avaliacdo da area da placa aterosclerética

Para estudarmos a formacdo da placa aterosclerética nos animais que
receberam duas aplicacdes de placebo ou 5-FU, foi realizada a quantificacdo da
placa formada na valvula aértica para posterior comparacdo entre os grupos. Os

resultados mostram que o0s animais tratados com o quimioterapico 5-FU apresentam
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menor formacdo de placa aterosclerética na valvula adrtica, comparados aos

animais que receberam placebo (figura 26).
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Figura 26: A - Avaliacdo da area da placa aterosclerética dos animais deficientes do receptor
de LDL tratados com placebo. B - Avaliacdo da area da placa aterosclerética dos animais
deficientes do receptor de LDL tratados com 5-FU. C — Representacao gréafica da area da leséo
aterosclerética de animais deficientes do receptor de LDL. Animais recebendo dieta ocidental e
agua filtrada por seis semanas. Histologia da véalvula adrtica, coloragdo HE; Setas identificam a placa
de aterosclerose. A — animal grupo controle, aumento 100x; B — animal grupo 5-FU, aumento 100x.
Observa-se pouca formacao de placa de aterosclerose nos animais tratados com o quimioterapico 5-
FU. C — representacdo grafica da area da placa aterosclerética. Resultados expressos em média +
erro padréo; Teste T Student, p=0,009. n=9.
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6.8.3 Percentual de obstrucédo da valvula adrtica

Diante dos dados referentes a area da valvula aortica e a area da placa
aterosclerotica, foi determinado o percentual de obstrucdo da valvula aortica, ou
seja, a quantidade da luz do vaso que foi tomada pelo ateroma.

Conforme esperado, o percentual de obstrugcdo da valvula adrtica dos animais

tratados com 5-FU foi menor que dos animais que receberam o placebo (figura 27).
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Figura 27: Avaliacdo do percentual de obstrucédo da valvula adrtica de animais deficientes do
receptor de LDL. Animais tratados com placebo ou 5-FU, recebendo dieta ocidental e agua filtrada.
n=9. Resultados expressos em média * erro padrdo; Teste T Student, p=0,006.

6.8.4 Quantificacdo de macrofagos na lesao aterosclerotica

A quantificacdo de macréfagos presentes na lesdo aterosclerética dos
animais foi avaliada por imunohistoquimica. Os animais tratados com 5-FU
apresentam menor quantidade de macrofagos na lesdo aterosclerética, comparados

aos animais do grupo controle (figura 28).
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Figura 28: Quantificacdo de macréfagos na placa aterosclerética de camundongos deficientes
do receptor de LDL. Animais tratados com placebo ou 5-FU, recebendo dieta ocidental e agua
filtrada. n=4-6. Coloragdo marrom indicada por seta representa macréfagos presentes na placa
ateroscleroética. A — figura da valvula aértica de animal do grupo controle; aumento 40x; B — figura da
vélvula adrtica de animal do grupo 5-FU; aumento 40x; C — imagem representando um folheto da
vélvula adrtica de animal do grupo controle; aumento 100x; D — imagem representando um folheto da
valvula aértica de animal do grupo 5-FU; aumento 100x. E — representacao grafica do percentual de
macroéfagos presentes na leséo aterosclerética. Resultados expressos em média + erro padréo; Teste
T Student, p=0,01.

7 DISCUSSAO
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Este trabalho € o primeiro a verificar os efeitos tardios de duas aplica¢des do
quimioterapico 5-FU no perfil lipidico, no tecido adiposo e no desenvolvimento da
aterosclerose em camundongos LDLr" alimentados com dieta ocidental.

Em nosso trabalho, os animais tratados com o quimioterapico 5-FU, sofreram
perda de peso apds duas aplicacbes do quimioterdpico 5-FU com intervalo de 21
dias entre elas. Na primeira semana pos-tratamento quimioterapico, foi observada
grande perda de peso nos animais tratados com o 5-FU enquanto o grupo placebo
ganhou peso normalmente. Na segunda semana de experimento 0s animais
tratados com 5-FU iniciaram uma recuperagdo no peso corporal, porém,
apresentaram valores de peso inferiores ao grupo que recebeu o placebo. O mesmo
foi observado na terceira semana experimental, onde os animais que receberam o
guimioterapico continuaram ganhando peso, porém ainda apresentaram valores
estatisticamente inferiores, comparados ao seu controle. Na quarta semana de
experimento, apdés a segunda aplicagcdo de 5-FU ou do placebo, os animais que
receberam o quimioterapico voltaram a sofrer reducdo ponderal. Entretanto, na
guinta semana de experimento, o grupo 5-FU apresentou um ganho de peso
superior ao do grupo placebo, o que contribuiu para estes animais atingirem um
peso corporal estatisticamente semelhante ao grupo controle no final do
experimento. Na Ultima semana experimental os animais apresentaram ganho de
peso e evolucdo ponderal similares. No entanto, € importante ressaltar que o ganho
de peso dos animais tratados com 5-FU nas duas ultimas semanas de experimento
pode estar relacionado com a presenca de edema no trato intestinal uma vez que a
ingestao alimentar ndo foi diferente entre os grupos e os animais do grupo 5-FU
apresentaram deplecéo do tecido adiposo.

Os dados observados quanto a evolugdo ponderal, mostraram que apos a
aplicacdo do quimioterapico € comum a ocorréncia de perda de peso, sugerindo que
esta pode ser causada por fatores como: diminuicdo na ingestdo alimentar;
alteracdes na digestdo e/ou absorcao intestinal devido a presenca de mucosite;
aumento do metabolismo energético decorrente do intenso catabolismo ocasionado
pelo farmaco ou mesmo pela presenca de outros efeitos colaterais da droga como

dores e nausea reduzindo a procura por alimentos.
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A hipotese da perda de peso estar associada a alteragbes alimentares é
descartada em nosso trabalho, uma vez que ndo encontramos diferenca estatistica
entre 0s grupos quanto a ingestéao alimentar.

A presenca de ulceragbes no trato gastrintestinal, comum em tratamentos
com antineoplasicos como o 5-FU e outros agentes citotoxicos, pode interferir na
digestdo e/ou absorcdo dos nutrientes e consequentemente influenciar no peso
corporal e nas funcbes vitais. Avaliamos a excrecdo de lipidios, em especial de
triglicerideos no contetdos do célon e ndo encontramos diferenga entre os dois
grupos. Estes dados, associados a ingestdo dietética adequada, indicam que os
animais do grupo 5-FU estavam absorvendo normalmente os lipidios provenientes
da dieta. Porém, no momento da eutanasia, a arquitetura da mucosa intestinal ja
estava recuperada mesmo com a reducdo no tamanho dos vilos e a presenca de
uma mucosite leve. Assim, a absorcdo de nutrientes provavelmente ndo estaria
sendo afetada neste momento. No entanto, é importante destacar que a absorcéo
dos macronutrientes como os lipidios néo foi avaliada logo apds as aplicacbes d
guimioterapico, momento em que 0s animais sofrem perda de peso e a mucosite é
intensa com aumento de neutroéfilos (Soares, 2008) e modificacdes na morfologia do
intestino delgado. Desta forma, ndo € possivel afirmar que os animais absorveram
adequadamente os nutrientes durante todo o periodo experimental e que este fator
nao tenha contribuido para as alteracbes no peso e nha concentracdo de
triglicerideos, influenciando na menor captacao destes pelos adipdécitos.

A acéo citotoxica do 5-FU gera um quadro de estresse e intenso catabolismo,
uma vez que o farmaco ndo destroi apenas as células tumorais, mas também as
células normais, especialmente aquelas de rapida proliferacdo, como as células
mieloides e da mucosa gastrintestinal, desencadeando repercussdes sistémicas
como a mielossupressao e a mucosite, conforme descrito por Craig e Stitzel (2005) e
Savva-Bordalo et al (2010). A delecdo das células saudaveis induz a dois quadros,
um associado ao catabolismo e outro relacionado com a necessidade de
regeneracdo celular, em busca da reposicdo das perdas e manutencdo da
homeostase corporal. Isto gera um estado de hipercatabolismo que culmina no
aumento da necessidade energética e nutricional, levando a maior degradacdo de
reservas como do tecido adiposo e maior captacao dos triglicerideos plasmaticos
para producao de energia e suprimento das necessidades corporais, como visto em

nosso estudo.



108

A diminuicdo da concentracdo plasméatica de triglicerideos no grupo tratado
com 5-FU é explicada por nOs pela maior captacdo e utilizacdo destes para
producéo de energia e manutencdo das funcgdes vitais, podendo contribuir ainda
para a reducao do tecido adiposo devido a menor deposicao de triglicerideos.

No trabalho de Stathopoulos et al (1995), coelhos foram tratados com duas
doses de 12 mg/kg ou 18 mg/kg de 5-FU em dois dias consecutivos e sacrificados
15 dias apoés a aplicacdo. Assim como em nosso trabalho, os autores observaram
reducdo dos triglicerideos circulantes nos animais que receberam 5-FU. Os autores
nao observaram alteracdes na ingestdo alimentar nem sintomas gastrintestinais
evidentes, porém, o efeito toxico do quimioterapico pode gerar uma modificacédo
alimentar no apice da mucosite contribuindo para a alteracdo da concentracdo de
triglicérides circulantes. Outra hipétese proposta por este investigador e seu grupo
(1995) esta associada a uma possivel acao toxica do 5-FU no figado uma vez que
grande parte da droga é metabolizada neste 6rgéao. A ocorréncia de uma toxicidade
hepatica pos-quimioterapia pode refletir em alteragcbes na concentracdo de
triglicérides circulantes.

A concentracdo de lipidios totais e de triglicérides no figado também foi
avaliada e ndo houve diferenca entre os grupos, descartando a possibilidade de
acumulo de gordura hepatica (esteatose) ou alteracbes no metabolismo do figado,
no momento em que a eutanasia foi realizada. Desta forma, sugerimos que as
alteracdes no peso corporal estdo relacionadas com o processo catabdlico,
desencadeando modificacbes nas reservas energéticas, diminuicdo do tecido
adiposo e também da concentracdo de triglicerideos plasmaticos.

Estudos mostraram que o tratamento com o 5-FU, resulta em uma
diversidade de eventos como perda de peso; toxicidade endotelial, causando injaria
e mucosite gastrintestinal, além de mielossupresséo e modificacdes no estilo de vida
(DIKKEN, SITZIA, 1998; SONIS, 2004). Soares (2008) observou em seu trabalho
gue ratos tratados com uma dose Unica de 150 mg/kg de 5-FU apresentaram peso
inferior ao controle que recebe salina, desde o dia 3 até o dia 30, apds a aplicacao.
Este dado indica que mesmo apds 30 dias da aplicacdo do 5-FU os animais
continuaram em um estado catabolico que refletiu em seu peso.

O estudo de Dikken e Sitzia (1998) investigou os principais efeitos colaterais
da quimioterapia em pacientes portadores de cancer coloretal tratados com 5-FU. A

perda de peso foi relatada em 57% dos pacientes avaliados e sua intensidade foi
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maior a medida que os ciclos de quimioterapia eram realizados. Estes dados
confrmam que a perda de peso é um efeito colateral comum decorrente da
guimioterapia.

A ingestdo alimentar e hidrica foram semelhantes entre os grupos estudados
mostrando que o 5-FU nao interferiu no consumo alimentar. O aumento da demanda
energética devido ao catabolismo e a necessidade de regeneracao celular podem ter
contribuido para a busca por alimentos com o intuito de suprir necessidades
nutricionais dos animais, nao refletindo em modificagdes no consumo alimentar.

Neste estudo, os animais receberam a dieta ocidental, que oferece em sua
composi¢do todos 0s macro e micronutrientes necessarios. Os lipidios séo ofertados
por meio da manteiga, uma importante fonte de &cidos graxos saturados além da
suplementacao feita com colesterol. A composicdo desta dieta se assemelha a
alimentacdo de grande parte da populacdo brasileira, especialmente quanto ao
consumo diario de acidos graxos saturados e colesterol. A oferta desta dieta induziu
ao aumento da concentracdo plasmatica de colesterol total comparado ao inicio do
experimento e possibilitou o desenvolvimento de placas de aterosclerose. De acordo
com Aued-Pimentel et al (2003) e Vaz et al (2006), os acidos graxos saturados estéao
relacionados com o aumento do colesterol plasmatico, em especial da fracdo LDL,
repercutindo em risco de doenca cardiovascular. Lima et al (2000) cita que a
ingestdo de gordura saturada e colesterol sdo os principais fatores para o
desenvolvimento das doencas cardiovasculares.

Quando avaliamos o colesterol plasmatico, observamos que a concentracao
de colesterol total entre os grupos aumentou com o decorrer do experimento,
comparados aos niveis iniciais, mas esta elevacao foi semelhante entre os grupos,
uma vez que ambos receberam a mesma dieta, mostrando que o tratamento com 5-
FU nao foi capaz de interferir no perfil plasmatico do colesterol. A dosagem de
HDLc, realizada somente ao fim do periodo experimental também néao foi diferente
entre o grupo 5-FU e o grupo controle. A fracdo referente ao colesterol ndo-HDL
também nao foi diferente entre os grupos. Estes dados mostram que a
administracdo de dois ciclos de 5-FU ndo foi capaz de alterar o perfil de
lipoproteinas plasmaticas. No figado, a concentracdo de colesterol, apés o periodo
experimental foi semelhante entre os grupos, sugerindo metabolizacdo normal do
colesterol. A excrecdo do colesterol no contetdo do colon também néo foi diferente.

Os dados sugerem que a absorgéo, excrecao e metabolismo do colesterol ndo foram
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influenciados pelos ciclos de 5-FU. No entanto, é preciso ressaltar que modificacfes
no metabolismo do colesterol ndo foram avaliadas imediatamente apos as
administracoes de 5-FU.

Estudamos alguns parametros relacionados ao tecido adiposo, um importante
o6rgdo associado a patogénese de vérias doencas, dentre elas as doencas
cardiovasculares como a aterosclerose. Conforme mostrado acima, o grupo tratado
com 5-FU apresentou menor proporcdo de tecido adiposo comparado ao seu
controle. Embora o grupo controle apresente maior quantidade de tecido adiposo,
ambos 0s grupos sdo compostos por animais magros, conforme pode ser verificado
pelo peso corporal final e pelo volume de tecido adiposo extraido.

A mensuracao da area de adipocitos permitiu verificar o tamanho dessas
células e consequentemente sua capacidade de armazenar triglicérides. Os
adipdcitos apresentaram uma area média oscilando entre 600 e 800 pm?. Este dado
também confirma que os animais sdo magros, uma vez que camundongos obesos,
de acordo com Teixeira (2010), apresentam adipdcitos com uma area média de
10000 pm?, bastante superior & encontrada em nossos animais.

A avaliacdo de macrofagos presentes no tecido adiposo foi realizada de duas
formas: por meio da determinacédo da atividade da enzima NAG e da contagem de
estruturas em forma de coroa (EFC). Os resultados da atividade de NAG indicam
gue a infiltracdo de macrofagos no grupo tratado com 5-FU foi menor comparado ao
grupo controle. Animais tratados com quimioterapicos citotéxicos como o0 5-FU
sofrem efeitos colaterais como a mielossupressdo. A mielossupressao leva a
diminuicdo da producado de células mieloides e consequentemente, menor migracao
destas células para os diversos sitios corporais. Por outro lado, a ocorréncia de
mucosite poderia favorecer o deslocamento de células como os macrofagos para a
regido gastrintestinal em busca do combate a injuria tecidual e posterior restauracéo
da mucosa. Como ndo encontramos diferencas na atividade da NAG na mucosa
intestinal, a reducdo de macréfagos no tecido adiposo por ser decorrente da
mielossupressdo por acdo do 5-FU, descrita por Savva-Bordalo et al (2010),
Katzung (2007) e Craig e Stitzel (2005).

A contagem das EFC por campo nao apresentou diferenca entre os grupos 5-
FU e placebo. No entanto, esta contagem por campo foi baixa em ambos os grupos,
uma vez que as EFC séo encontradas principalmente no tecido adiposo de animais
obesos (WEISBERG et al, 2003; CINTI et al, 2005). O tecido adiposo € um 6rgao
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composto por adipocitos e outras células, dentre elas macréfagos (FONSECA-
ALANIZ et al, 2007; GALKINA; LEY, 2009). No tecido adiposo de individuos ou
animais obesos é observado um grande infiltrado de macréfagos, disposto
principalmente como EFC. A concentracdo de macréfagos no tecido adiposo é
diretamente proporcional ao tamanho dos adipdcitos e ao indice de massa corporal.
Por sua vez, a liberacdo de mediadores inflamatérios no tecido adiposo esta
associada com a concentracdo de macrofagos neste tecido, determinando o nivel de
influéncia no desenvolvimento de outras doencas ou em processos inflamatorios
(MALAVAZOS et al, 2005; MURANO et al, 2008).

Devido a expansao dos adipdcitos, € comum a ocorréncia de hipdxia, levando
a morte ou apoptose destas células. Assim, os macrofagos migram para o tecido
adiposo e circundam as células mortas para promover sua fagocitose e degradacao
de lipidios remanescentes. Em animais magros, com adipocitos eutroficos, a hipoxia
e a consequente morte dos adipocitos ndo ocorrem de forma constante como visto
nos obesos, caracterizando baixa presenca de EFC nestes animais. Como 0s
adipdcitos ndo sdo células de renovacao rapida nem possuem alta taxa metabdlica,
o tecido adiposo € menos afetado pelas alteracées decorrentes da incorporacao do
5-FU na célula. Isto mostra que nao ocorre um processo inflamatorio no tecido
adiposo em decorréncia da acdo toxica do quimioterapico.

Os macréfagos, produzidos pela medula 6ssea, sdo importantes constituintes
do tecido adiposo. Estas células sdo mais susceptiveis a acdo do 5-FU devido ao
mecanismo de mielossupressao desencadeado pelo farmaco. Isto reflete em menor
producédo e migracdo de macréfagos para o tecido adiposo.

Assim, os resultados de NAG, EFC e area do adipécito mostraram que o
tecido adiposo em si ndo € afetado pelo tratamento com 5-FU, embora os
macrofagos sejam.

O peso do intestino delgado foi mensurado e expresso com relacdo ao peso
corporal dos animais. Nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos. O
comprimento do intestino também né&o foi diferente. Ferreira (2010) descreve uma
diminuicdo no comprimento do intestino delgado trés dias apés a aplicacdo do 5-FU
(150 mg/kg). Este resultado esta relacionado com o encurtamento ou auséncia das
vilosidades intestinais e presenca de ulceracdes na mucosa decorrentes da acao
citotoxica do quimioterapico. Ramos (1999) também observou encurtamento do

intestino e diminui¢cdo do seu peso apos aplicacdes de citarabina, um antineoplasico
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citotoxico, em uma dose de 1,8 mg/animal, duas vezes ao dia por dois ou quatro
dias consecutivos, onde a intensidade das alteracdes de peso e comprimento se
mostraram dose-dependente.

As alteracdes relacionadas ao peso e comprimento do intestino delgado néo
foram observadas em nosso estudo, uma vez que os animais foram sacrificados trés
semanas apos a segunda aplicacdo do 5-FU. Neste periodo, os animais passaram
por uma regeneracdo da mucosa intestinal afetada pela acdo do quimioterapico e
restabelecimento de sua arquitetura o que contribuiu para a normalidade destes
parametros.

A atividade da enzima MPO, marcador indireto da atividade de neutrofilos foi
avaliada no intestino delgado e foi semelhante entre os grupos. No inicio da
mucosite € comum ocorrer um aumento na atividade de MPO uma vez que 0s
neutrofilos sdo as primeiras células de combate imunologico a atingir o sitio onde
esta ocorrendo a injuria. Este evento foi detectado por Ferreira (2010) e Soares
(2008), onde a atividade de neutroéfilos foi maior no grupo tratado com o 5-FU no
terceiro dia pos-quimioterapia. No inicio do desenvolvimento da mucosite os
neutrofilos estdo aumentados e logo apés o desaparecimento do processo
inflamatorio e restauracdo da mucosa gastrintestinal eles atingem niveis fisioldgicos
(SOARES, 2008). Como a muscosa de nossos animais estava praticamente
normalizada, ndo é surpresa que a infiltracdo de neutréfilos também esteja dentro
dos parametros fisioldgicos.

Avaliamos a atividade de macrofagos em toda a extensdo do intestino
delgado, por meio da atividade da enzima NAG e ndo encontramos diferenca entre
0s grupos estudados. Segundo Gillitzer e Goebeler (2001) e Broughton (2006) os
macrofagos sdo células essenciais na resposta inflamatéria e no reparo de tecidos.
Possuem acdao tardia, comparados aos neutréfilos, sendo recrutados para o sitio de
inflamacé&o no periodo de 48 a 96 horas apds a injuria. Sonis (2004) descreve gque 0s
macrofagos estdo presentes durante o desenvolvimento da mucosite, produzindo
citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-6 que podem contribuir para a injaria
tecidual e influenciar no desenvolvimento de outras doencas (SONIS, 2004). No
entanto, espera-se que 0s niveis desta célula retornem aos valores basais apés
desaparecimento da injaria e regeneracéo do tecido afetado.

A atividade da enzima EPO, inesperadamente foi menor no grupo tratado com

5-FU. Ja é descrito que a atividade de eosinéfilos encontra-se aumentada quando
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ocorre alguma reacdo adversa a um farmaco, infeccdo parasitaria, doencas
alérgicas ou algum processo inflamatério (ROTHENBERG; HOGAN, 2006) e apos
resolucdo do quadro, a concentracdo de EPO é reduzida a niveis basais, como
ocorre com todas as células do sistema imune frente ao combate a antigenos e apoés
sua eliminacao. Ferreira (2010) observou a atividade de eosinéfilos aumentada na
fase aguda da mucosite, que corresponde ao terceiro dia pds-quimioterapia com 5-
FU (150 mg/kg), em toda a extensdo do intestino delgado. No entanto, como a
mucosa de nossos animais estava praticamente normalizada, apresentando apenas
um quadro de mucosite leve, esperava-se que o infiltrado de eosindfilos, assim como
os neutréfilos e macrofagos, estivesse conforme os parametros fisioldgicos.
Confrontando os dados encontrados no mielograma também néo € possivel explicar
a reducéo na atividade de eosindfilos no intestino delgado dos animais tratados com
duas aplicacbes de 5-FU, uma vez que a producédo destas células pela medula
ossea foi similar entre os grupos no momento do sacrificio.

Nosso trabalho demonstra que a atividade das enzimas MPO e NAG ja se
encontrava em niveis basais mesmo apos duas aplicacbes do quimioterapico com
intervalo de vinte e um dias entre eles e com a presenca de um quadro de mucosite
leve no grupo 5-FU. Como dito anteriormente, uma vez que a mucosa intestinal ja se
encontrava regenerada e a producdo das células mieloides esta normalizada, é
esperada uma atividade de macréfagos e neutrofilos em niveis fisiolégicos neste
orgao. Este resultado também era esperado quanto a atividade de eosinofilos, mas
surpreendentemente nao foi observado.

A avaliacao morfoldgica do intestino delgado mostrou que os animais tratados
com 5-FU apresentaram les@es intestinais classificadas como leves, com a presenca
de congestdo vascular na mucosa, pontos de edema na submucosa e um discreto
infiltrado inflamatério, que pode ser constituido por linfocitos, na base dos vilos.
Essas discretas alteragcbes morfoldégicas mostraram que 0s animais ainda néo
apresentavam recuperacdo completa do processo de mucosite no momento do
sacrificio. Outra alteracdo observada na extensao do intestino delgado é a intensa
presenca de células caliciformes. Estas células sdo responsaveis pela producéo de
muco, um importante fator protetor da camada mucosa. O aumento das células
caliciformes nos animais tratados com 5-FU reflete uma tentativa de protecdo do
trato intestinal a acdo de agentes téxicos, contribuindo assim para o completo

restabelecimento das camadas afetadas pelo quimioterapico. O estudo morfoldgico
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sugere que a droga possui agdo potencialmente toxica & mucosa intestinal e que sua
toxicidade pode ser ampliada, conforme a dose administrada e sua frequéncia.

Soares (2008) mostrou em seu trabalho, que ratos tratados com uma dose de
5-FU de 150 mg/kg apresentaram mucosite intensa no terceiro dia, com
encurtamento das vilosidades intestinais, achatamento e vacuolizagdo de
enterdécitos, presenca de infiltrado inflamatério e reducédo de células caliciformes em
toda a extensao do intestino delgado. Porém, no décimo quinto dia de experimento,
0 autor observou uma recuperacdo dos parametros morfolégicos descritos em todos
0s segmentos do intestino.

Comparando nossos resultados morfoldgicos com aqueles encontrados por
Soares (2008) sugerimos que a frequéncia de administracéo do 5-FU pode ampliar a
toxicidade intestinal causada pelo farmaco, intensificando a mucosite e aumentando
seu periodo de duracéao.

A medula 0ssea € um orgéao linfoide primario responsavel pela producéo e
maturagéo de leucocitos e de células vermelhas. Como a medula é um 6rgao com
intensa e rapida replicacédo celular, ela e o intestino, sdo os 6rgdos mais afetados
pela acdo citotoxica de quimioterapicos como o 5-FU. A intensa formacéo celular
permite grande incorporacdo da droga ao DNA ou RNA das células e apoptose,
diminuindo o numero de células presentes gerando um quadro de hipoplasia de
medula e causando ainda lesdes e alteracdes na arquitetura da mucosa.

Apoés seis semanas de experimento e duas aplicacbes de 5-FU, realizamos
uma contagem total dos leucocitos e células da linhagem vermelha presentes na
medula éssea e ndo encontramos diferenca entre os grupos. Para a contagem
diferencial as células mieloides pertencentes a linhagem branca foram distribuidas
em série granulocitica, monocitaria, linfocitaria e plasmocitaria e nenhuma diferenca
estatistica entre os grupos foi encontrada. Estes dados mostram que a medula
0ssea ja se recuperou do quadro de hipoplasia celular, comum durante terapias com
antineoplasicos, sem haver alteracbes na producdo de alguma linhagem de
leucdcitos. De acordo com Craig e Stitzel (2005) a mielossupressao por 5-FU ocorre
entre o sétimo e o décimo quarto dia pés-quimioterapia, com posterior recuperacao
da funcdo mieloide apds este periodo. Na série vermelha, encontramos uma
producéo reduzida de eritrécitos. A diminuicdo da producdo destas células pode
estar associada ndo somente com a toxicidade causada pelo 5-FU, mas também

com o aumento da demanda de ferro para reestabelecer os niveis das células
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eritrociticas ou ainda em decorréncia da ingestéo insuficiente de ferro ou alteracfes
na sua absorcao, visto que este micronutriente € um constituinte fundamental dos
eritrocitos. Alteracfes na série eritrocitaria podem refletir em anemia e maior risco de
hemorragias.

Da mesma forma que ocorreu na medula 6ssea, a contagem total de
leucécitos circulantes nao foi diferente entre os grupos estudados, mostrando que o
periodo de intervalo entre a segunda aplicagdo do quimioterapico e o sacrificio dos
animais possibilitou o restabelecimento da producdo dos leucécitos. A contagem
diferencial de leucécitos circulantes também foi igual entre 0s grupos.

No trabalho de Soares (2008) onde ratos foram tratados com uma aplicacéo
Unica de 5-FU, na dose de 150 mg/kg a contagem total de leucécitos circulantes foi
realizada em diversos momentos. O autor observou que nos dias 1, 3 e 5 apds a
aplicacdo do quimioterapico, os animais apresentaram importante leucopenia, que
foi maxima no terceiro dia pos-quimioterapia. Estes resultados sugerem que uma
aplicacdo unica de 5-FU é capaz de causar diminuicdo da concentracdo de
leucdcitos circulantes. No décimo quinto dia de experimento, os animais tratados
com 5-FU apresentaram um restabelecimento da contagem total de leucdcitos
plasmaticos (SOARES, 2008). Nosso trabalho foi realizado com camundongos que
receberam duas aplicacdes de 5-FU com intervalo de 21 dias entre elas e até o
sacrificio. No entanto, nossos dados sao compativeis aqueles observados por
Soares (2008) no décimo quinto do dia do experimento, onde encontramos, num
intervalo de vinte e um dias e apos duas aplicacdes de 5-FU, niveis normais de
leucacitos circulantes.

Este resultado indica que as células de defesa do organismo tiveram sua
proliferacéo restabelecida no periodo de vinte e um dias apds a administracéo de 5-
FU.

O estudo do desenvolvimento da aterosclerose nos animais englobou
aspectos relacionados com a extensdo da valvula aértica, o tamanho da placa
aterosclerotica, a quantidade de macrofagos presentes na placa além da obstrugéo
da luz do vaso, a qual esta associada com diversas complicacdes clinicas tais como
a estenose e a hipertensdo arterial. E importante destacar que este é o primeiro
trabalho que correlaciona a administracédo de ciclos de 5-FU e a formacéo da placa

aterosclerdtica.
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Neste trabalho, observamos que a érea da valvula aodrtica foi igual nos dois
grupos estudados. A avaliacdo da é&rea da vélvula adrtica permite observar a
ocorréncia de distensdo devido a presenca das placas de aterosclerose. Em relagéo
a leséo aterosclerdtica, os animais que recebem o quimioterapico apresentam menor
lesdo e consequentemente, menor obstrucdo da luz da artéria, comparados ao
grupo placebo. Como n&o foram observadas alteragdes na concentracdo de
colesterol, na excrecdo do colesterol nem na sua concentracdo no figado estes
dados sugerem que a menor formacdo de lesdo no grupo tratado com o
qguimioterapico é decorrente de uma possivel diminuicdo na formacao e migracéo de
macréfagos desencadeada pela acdo citotéxica do 5-FU. Nossa hipotese €
reforcada pelo teste de imunohistoquimica para macrofagos realizado na valvula
aortica. Os resultados mostraram que os animais tratados com 5-FU possuem menor
guantidade de macrofagos na lesédo, contribuindo com a hipoétese de que a menor
formacé&o de placa no grupo submetido a quimioterapia € em decorréncia da reducao
na producdo de macréfagos pela medula 6ssea. A acdo citotoxica da droga pode
promover mielossupressdo, reduzindo a producdo de macréfagos e
consequentemente, diminuir a migracao destas células para a aorta.

Entretanto, deve-se ressaltar que o desenvolvimento de mucosite pos-
guimioterapia no trato gastrintestinal pode estimular o desvio de macréfagos para
este sitio resultando em menor migracdo dos macrofagos para outras regiées do
organismo nesta fase, tais como o tecido adiposo e a aorta. No entanto, é
necessario avaliar a cinética de producdo de células mieloides em especial de
macrofagos e a atividade destas células em diferentes 6rgdos e momentos,
permitindo assim um melhor conhecimento da atuacdo dos macrofagos durante e

apos os ciclos de quimioterapia.
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8 CONCLUSAO

Este trabalho mostrou que o 5-FU é capaz de alterar a concentracdo de
triglicerideos plasmaticos, modificar parametros do tecido adiposo, diminuir a
migracdo de macréfagos para este tecido e para a aorta, resultando em mudancas
no perfil do tecido adiposo e redugdo do desenvolvimento da aterosclerose em
modelo LDLr" alimentados com dieta ocidental.

O tratamento cronico com 5-FU reduz a formagéo de aterosclerose sugerindo
gue a inflamacédo (mucosite) associada ao tratamento nao € capaz de aumentar a
aterogénese, como ocorre em outras inflamacdes, possivelmente pela ocorréncia da
mielotoxicidade e consequente diminuicdo da disponibilidade e deslocamento de

monadcitos/macréfagos para o sitio de aterosclerose.
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9 PERSPECTIVAS

Para resultados mais conclusivos sobre a causa da reducdo da placa e
migracdo de macrdfagos para o tecido adiposo estudaremos a mielotoxidade e a
mucosite uma semana apos as aplicacbes, como forma de avaliar os possiveis
mecanismos. A atividade de enzimas lipoliticas ou lipogénicas como a lipase e a

lipase lipoproteica também devem ser investigadas.
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