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RESUMO 
 

 5-FU (5-Fluorouracil) é um agente quimioterápico chave no tratamento de diversos 

tipos de câncer, sendo amplamente usado contra o câncer colorretal. Mucosite intestinal 

com diarreia e vômito é um efeito adverso frequentemente dose-limitante da terapia com 5-

FU, afetando a qualidade de vida dos pacientes e a continuidade da terapia. Capsaicina 

(trans-8-metil-N-vanílico-6-nonenamida) é um componente de várias espécies de pimenta, 

sendo responsável pela pungência dos frutos. Ela apresenta amplos efeitos farmacológicos, 

incluindo efeito anti-inflamatório, mesmo quando aplicada diretamente na pele. No 

presente estudo avaliou-se os efeitos preventivos do uso tópico de capsaicina a 0,075% ou 

placebo (veículo sem capsaicina) na mucosite intestinal induzida por 5-FU. Para isso, os 

cremes foram administrados topicamente no dorso do animal durante sete dias, 

previamente à administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso). Foram avaliados 

variação ponderal, ingestão alimentar e hídrica no primeiro e ultimo dia da aplicação de 

capsaicina e ao final do experimento (três dias após administração de 5-FU). Os animais 

foram eutanasiados para avaliação da morfologia da mucosa intestinal, escore 

histopatológico, infiltrado inflamatório, perfil de citocinas, estresse oxidativo e 

permeabilidade intestinal. Foi observada indução de mucosite nos animais, demonstrada 

pela perda ponderal e presença de lesões morfológicas mais graves, com espessamento da 

mucosa e perda celular, maior atividade das enzimas MPO e EPO, indicando maior 

infiltração de neutrófilos e eosinófilos, além de maior produção de TNF. Também foram 

verificados maiores níveis de IL-10 nos animais com mucosite, indicando um possível 

mecanismo compensatório para conter a inflamação. O pré-tratamento com capsaicina foi 

capaz de atenuar os efeitos citotóxicos do 5-FU. No grupo capsaicina foi observada melhor 

arquitetura morfológica, maior integridade da mucosa, como sugerida pela maior altura das 

vilosidades. Também houve uma melhora do perfil inflamatório, com menor infiltração de 

células inflamatórias e menor concentração de TNF, e menor estresse oxidativo, 

demonstrada por menor atividade de SOD e menor concentração de hidroperóxidos. Não 

foram observadas diferenças quanto à permeabilidade intestinal. Em conclusão, os 

resultados mostram que a aplicação tópica de capsaicina é capaz de diminuir a inflamação 

e o estresse oxidativo causados pelo 5-FU. 

Palavras-chave: capsaicina; mucosite intestinal; 5-Fluorouracil; inflamação; 

capsaicinóides.
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ABSTRACT 
 

 5-FU (5-Fluorouracil) is a key chemotherapeutic agent in the tratament of various 

cancer, being widely used against colorectal cancer. Intestinal mucositis has adverse effect 

such as diarrheia and vomiting that often limit the therapy affects the quality of life of 

pacients as well as the treatment continuity. Capsaicin (trans-8-methyl-N-vanillyl-6-

nonenamide) is a component of various kinds of pepper and responsible for their 

pungency. It presents various pharmacological effects, including anti-inflammatory effects 

even when applied directly to the skin. In the present study, we evaluated the preventive 

effects of topical capsaicin to 0,075% or placebo (vehicle without capsaicin) in mice with 

intestinal mucositis induced by 5-FU. For this, the creams were administrared topically on 

the dorsum of the animals for seven days prior to intraperitoneal administration of 5-FU 

(200mg/kg weight). Alterations of body weight, food and water intake in the fisrt and last 

day of capsaicin application and at the end of the experiment (three days of administration 

of 5-FU) were evaluated. The animals were euthanized to evaluate the morphology of the 

intestinal mucosal, histopathological score, inflammatory infiltrate, cytokine profile, 

oxidative stress and intestinal permeability were assessed. In animals of placebo group 

receiving 5-FU, the mucositis was confirmed by the weight loss, mucosal lesions more 

severe, mucosal thickening and cell loss. The increased activity of MPO and EPO 

enzymes, indicating greater infiltration of neutrophils and eosinophils, respectively, and 

increased production of TNF were also seen. Were also observed higher levels of IL-10 in 

animals with mucositis and placebo, indicating a potential compensatory mechanism to 

conteur the inflammation. The pretreatment with capsaicin attenuated the cytotoxic effects 

of 5-FU. In the capsaicin group, was found an improvement of morphological architecture 

and mucosal integrity as demonstrated by higher villus height. There was also a reduction 

in the inflammatory profile, with reduction of inflammatory cells infiltration, lower 

concentrations of TNF and lower oxidative stress, as suggested by the lower activity of 

SOD and hydroperoxide concentration. No differences were observed in terms of intestinal 

permeability. In conclusion, the results shows that topical application of capsaicin is able 

to reduce inflammation and oxidative stress caused by 5-FU. 

 

Keywords: capsaicin; intestinal mucositis; 5-Fluorouracil; inflammation; capsaicinoids. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

A função da barreira intestinal é altamente suscetível aos efeitos causados pelas 

drogas anticâncer devido à sua rápida taxa de turnover celular, de cerca de três a quatro 

dias, e essas drogas podem afetá-la de diferentes formas, como rompimento da barreira 

epitelial, reações inflamatórias da mucosa e translocação bacteriana (DUNCAN; GRANT, 

2003; BOWEN et al., 2006). Mucosite é um efeito secundário à quimioterapia e que afeta 

profundamente a qualidade de vida dos pacientes, algumas vezes acarretando a 

descontinuidade do tratamento. Os efeitos citotóxicos da quimioterapia variam de acordo 

com o esquema de terapia e a susceptibilidade do paciente, muitas vezes podendo levar à 

lesão na mucosa intestinal, pesadas respostas inflamatórias, frequentemente associadas 

com aumento da morte de células epiteliais, ruptura do epitélio intestinal e translocação 

bacteriana luminal (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003; SONIS et al., 2004). 

 

Os antimetabólitos constituem uma família de moléculas antitumorais cujo 

mecanismo de ação está ligado à inibição da síntese dos constituintes do ácido 

desoxirribonucleico (DNA), com o objetivo de impedir que as células realizem a 

replicação do DNA. São análogos estruturais de bases purinas e pirimidinas, porque são 

estruturalmente semelhantes ao nucleosídeo ou à base nitrogenada, que levam ao ácido 

nucleico anormal; ou análogos de folato, que inibem as reações de síntese dos mesmos 

componentes supracitados, inibindo as enzimas que requerem folato como cofator em 

diversas etapas da biossíntese de purinas e pirimidinas (LANSIAUX, 2011). 

 

Desenvolvido na década de 1950 e intensivamente estudado nos 40 anos 

seguintes, 5-FU é ainda o agente quimioterápico chave no tratamento do câncer de cólon, 

bem como em terapias adjuvantes para diversos outros tipos de câncer (LI et al., 2009), 

sendo amplamente usado contra o câncer colorretal (LOMBARDI et al., 2010). A 

inflamação intestinal acompanhada de diarreia é um efeito colateral comumente relatado. 

5-FU atua causando dano epitelial e à mucosa, alterando a morfologia da mucosa, com 

aumento da infiltração de células inflamatórias, principalmente neutrófilos, bem como 

aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias na mucosa intestinal (SOARES et al., 

2008). Assim como outros agentes anti-carcinogênicos, 5-FU induz a geração mitocondrial 
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de espécies reativas de oxigênio tanto em tecidos normais quanto em células cancerosas, 

constituindo a principal causa do dano à mucosa intestinal (SASADA et al., 1996; 

ALEXANDRE et al., 2007; CHEN et al., 2007). 

 

Alterações na permeabilidade intestinal são secundárias à quimioterapia com 5-

FU, provocando translocação bacteriana e mudanças no estado imunológico intestinal 

(FERREIRA et al., 2012). Ratos tratados com 5-FU mostraram redução significativa do 

comprimento das vilosidades no intestino delgado superior, além de um aumento no dano 

celular epitelial e aumento do infiltrado de leucócitos e citocinas pró-inflamatórias na 

mucosa intestinal (SOARES et al., 2008). 

 

Mucosite intestinal acompanhada de diarreia e vômito é um efeito adverso 

frequentemente dose-limitante da terapia com 5-FU, e provavelmente acompanhada por 

baixa adesão ao tratamento (AZEVEDO et al., 2012). A mucosite afeta negativamente 

efeitos saudáveis, bem como aumenta o risco de infecções oportunistas e mortalidade 

devido à sepse (VENTO; CAINELLI, 2003). Uma vez que a mucosite pode levar à 

redução da dose ou prevenção da continuação de terapias contra o câncer, aumento dos 

custos com saúde, prolongada permanência hospitalar, comprometer o estado nutricional 

do paciente e prejudicar a qualidade de vida do paciente (SUKHOTNIK et al., 2008), 

terapias preventivas precoces são importantes. 

 

Capsaicina (trans-8-metil-N-vanílico-6-nonenamida) é um componente de várias 

espécies de pimenta (BINSHTOK; BEAN; WOOLF, 2007) do gênero Capsicum (BUCK; 

BURKS, 1986), sendo responsável por seu sabor e aroma picantes (BACK et al., 2012) e 

apresenta amplos efeitos farmacológicos, mostrando-se um componente efetivo contra a 

doença inflamatória (CHOI et al., 2011). A capsaicina tem sido usada clinicamente como 

um creme para tratar vários tipos de condições dolorosas (PAPOIU; YOSIPOVITCH, 

2010; ANAND; BLEY, 2011), incluíndo seu emprego para aliviar a dor de neuropatias 

periféricas, podendo ser aplicada diretamente na pele sem efeitos colaterais em modelos 

animais e em humanos (ROBERTS; SHENOY; ANAND, 2011). O uso de capsaicina tem 

sido implicado no alívio da dor (MARSH et al., 1999) e regulação metabólica (KANG et 

al., 2010), bem como sendo um agente preventivo no câncer (SÁNCHEZ et al., 2007), 

além de apresentar propriedades anti-inflamatórias (KANG et al, 2007). KIM e 

colaboradores mostraram que a capsaicina inibiu a produção de TNF em macrófagos 
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murinos estimulados por lipopolissacarídeo por atuar como um agonista do receptor 

ativado por proliferadores de peroxissomos gama (PPAR-γ) (KIM et al., 2003). 

 

Produtos naturais têm se mostrado importantes na introdução de novos fármacos 

terapêuticos per si ou para obtenção de novas substâncias bioativas. Recentemente, LEE et 

al. (2013) observaram que o uso tópico de capsaicina mantém os mesmos efeitos da 

ingestão oral, sugerindo uma possível redução da inflamação no tecido adiposo, bem como 

suas repercussões sistêmicas. Baseando nas propriedades anti-inflamatórias da capsaicina e 

em sua relação negativa com a incidência de câncer, o uso tópico de capsaicina poderia 

reduzir ou mesmo prevenir a inflamação consequente à quimioterapia. Como são escassos 

os estudos dos efeitos da capsaicina em doenças inflamatórias intestinais e devido às suas 

propriedades anti-inflamatórias, é necessário testar e investigar seu uso, pois ela poderia se 

tornar um tratamento adjuvante em condições inflamatórias instauradas nos intestinos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1 Antimetabólitos 
 

 

Os antimetabólitos são agentes citotóxicos que têm sido desenvolvidos há mais de 

50 anos, cujo mecanismo de ação interfere na síntese dos constituintes do DNA. São 

análogos estruturais de bases purínicas ou pirimídicas (ou de seus nucleosídeos 

correspondentes), ou de cofatores de folato, que estão envolvidos em várias etapas da 

biossíntese de purinas e pirimidinas. Seu mecanismo de ação primário é, portanto, induzir 

a depleção de nucleosídeos, o que, por conseguinte, induz uma inibição da replicação do 

DNA. Entretanto, alguns antimetabólitos são capazes de se inserir em ácidos nucléicos de 

forma fraudulenta, induzindo anormalidades estruturais que culminam na morte celular por 

outros mecanismos, incluindo quebras do DNA. Dentre os mais antigos antimetabólitos 

estão o 5-fluorouracil, o metotrexato e a citarabina, e há aqueles introduzidos mais 

recentemente no mercado, como a gemcitabina e o pemetrexade (LANSIAUX, 2011). 

 

O metabolismo e a eficácia do 5-fluorouracil (5-FU) e outros análogos de 

pirimidinas fluoradas tem sido amplamente investigados desde seu desenvolvimento. O 5-

FU, bem como seus antimetabólitos, podem ser incorporados ao ácido ribonucleico 

(RNA), provocando respostas tóxicas em tecidos humanos normais, ou podem ser 

incorporados ao DNA, onde acredita-se que a formação e incorporação dos antimetabólitos 

seja responsável principalmente pelas respostas do tumor. A incorporação de 5-FU ao 

DNA contribui com a atividade antitumoral em estudos pré-clínicos e clínicos (LI et al., 

2009). 

 

A figura 1 mostra o metabolismo das pirimidinas fluoradas. Após entrar na célula, 

o 5-fluorouracil (FUra) é rapidamente convertido aos metabólitos fluorouridina (FUrd) e 5-

fluoro-2’deoxiuridina (FdUrd) por fosforilases, que adicionam unidades de ribose ou 

desoxirribose, dependendo da disponibilidade de substratos ribo- ou 

desoxirribonucleosídeos. Uma vez formados, FUrd ou FdUrd são fosforilados por uridina 

ou timidina quinase (UK ou TK), respectivamente, de forma a reter os antimetabólitos na 
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célula. FUra pode ser convertido a FdUrd por adição de desoxiribose-1-fosfato por ação de 

timidilato fosforilase (TP). A incorporação de pirimidinas fluoradas ao RNA pode levar à 

citotoxidade direta no RNA, via incorporação de fluorouridina trifosfato (FUTP). FUra 

também pode ser convertido a fluorouridina monofosfato (FUMP) por orotato 

fosforibosiltransferase, que pode ser convertido a fluorouridina difosfato (FUDP) e, 

ultimamente, a FUTP. FUra também pode ser convertido a FUrd por uridina fosforilase 

(UP), e então à FUMP por uridina quinase (LI et al., 2009).  

 

 

FIGURA 1 - Mecanismo de ação das pirimidinas fluoradas 
Fonte: LI et al., 2009 adaptado de MEYERS et al., 2003. 
UP: uridina fosforilase; UK: uridina quinase; RNAP: RNA polimerase; rR: ribonucleotídeo redutase; DNAP: 
DNA polimerase; TP: timidilato fosforilase; TK: timidina quinase; TS: timidilato sintase; OPRT: orotato 
fosforibosiltransferase 

 

Há, em geral, alguns determinantes principais da resposta celular às pirimidinas 

fluoradas. A exposição às FPs pode levar à citotoxicidade direcionada pelo RNA através 

da incorporação de FUTP ao RNA, já que FUTP é um excelente substrato para RNA 

polimerase. FUra é convertido à FUrd pela uridina fosforilase, sendo, então, convertido à 

FUMP por ação da enzima uridina quinase. FUra pode, ainda, ser convertido à FUMP pela 

enzima pirimidina fosforibosil transferase, que pode, então, ser convertido à FUDP, e este 

à FUTP, considerado um excelente substrato para a RNA polimerase. A incorporação de 

FUTP à essa enzima pode: (1) interferir com o metabolismo e expressão do mRNA (VAN 

LAAR et al., 1996; 1998); (2) inibir a maturação do rRNA (DOLNICK; PINK, 1983, 

1985); (3) interferir na função do tRNA (PARKER; CHENG, 1990); e (4) possivelmente 

levar à produção de um primer não-funcional de RNA (SPIEGELMAN et al., 1980a,b). 

The fluorinated pyrimidines (FPs) and their
metabolism to DNA-level antimetabolites

5-Fluorouracil (FUra) was developed in 1957 as a potential
drug for the treatment of advanced cancers (Heidelberger
et al., 1983). Investigation of its antimetabolites resulted in
the development of an entire class of fluorinated pyrimidines
(FPs). This class of drugs, driven by the work of Dr. Charles
Heidelberger (Heidelberger et al., 1983) among many others,
represented the first ‘mechanistically designed’ drugs for the
treatment of cancer. As enhanced utilization of uracil (Ura) as
a precursor of DNA pyrimidines was observed in a series of
transplantable tumours, an antimetabolite that resembled
uracil was devised. A fluorine atom was substituted for hydro-
gen at the 5-position of Ura, creating FUra. As theorized, the
resulting carbon-fluorine bond was far stronger than the
carbon-hydrogen bond, and was insensitive to thymidylate
synthase (TS) cleavage following the formation of the TS-5-
fluoro-2′-deoxyuridine 5′-monophosphate (FdUMP)-5,10-
methylene tetrahydrofolate (5,10-CH2FH4) trimeric inhibitory
complex. Because FUra had significant antitumour activity,
many related nucleosides were synthesized. One derivative,
5-fluoro-2′-deoxyuridine (FdUrd), also showed considerable
antitumour activity. In fact, FdUrd appeared more cytotoxic
than FUra in many cancer cell lines in vitro (Willmore and
Durkacz, 1993). Moreover, FPs remain the drugs of choice for
the treatment of advanced colorectal cancer (Johnston et al.,
1996; Sobrero et al., 1997; van Laar et al., 1998). FUra and
FdUrd are inactive per se and must be metabolized to nucle-
otide forms to be cytotoxic (reviewed in Santi, 1980; Heidel-
berger et al., 1983; Boothman et al., 1989); salient features of
this activation pathway are discussed below and demon-
strated in Figure 1. Another FP-related antimetabolite,
5-fluoro-2′-deoxycytidine (FdCyd) received much less atten-
tion and was simultaneously developed by Greer et al.,
(Mekras et al., 1984). This fluorodeoxycytidine derivative
depends on tumour-selective deamination for activation to
FdU-related antimetabolites (Boothman et al., 1985; 1987a,b).
Importantly, the metabolism of deoxycytidine, and therefore
5-fluorodeoxycytidine antimetabolites, can be manipulated
for improved cancer-selective uptake and anabolism using
specific cytidine and dCMP deaminase inhibitors, tetrahy-
drouridine (H4Urd) and deoxytetrahydrouridine (dH4Urd)
respectively (Boothman et al., 1985; 1987a,b; 1989). Its use for
the treatment of well-defined sporadic MMR-deficient cancers
will be discussed below.

FUra and FdUrd can be converted to common mono-, di-,
and tri-phosphate metabolites (Figure 1). FUra may be
converted to FdUrd by enzymatic sugar (deoxyribose-1-
phosphate) exchange via thymidine phosphorylase (TP). Like-
wise, TP can convert FdUrd to FUra, depending on the
intracellular availability of ribo- or deoxyribo-nucleotide
donor pools.

In general, there are three major determinants of the cellu-
lar response to FPs. FP exposure can lead to RNA-directed
cytotoxicity via incorporation of 5-fluorouridine-5′-
triphosphate (FUTP) into RNAs. FUra is converted to FUMP by
pyrimidine phosphoribosyl transferase (or converted to fluo-
rouridine (FUrd) by uridine phosphorylase, then to FUMP
by uridine kinase), which can then be converted to
5-fluorouridine 5′-diphosphate (FUDP) and ultimately, FUTP.
FUTP is an excellent substrate for RNA polymerase, and its
incorporation can: (i) interfere with mRNA metabolism and
expression (van Laar et al., 1996; 1998); (ii) inhibit rRNA
maturation (Dolnick and Pink, 1983; 1985); (iii) interfere with
tRNA function (Parker and Cheng, 1990); and (iv) possibly
lead to the production of a non-functional RNA primer
(Spiegelman et al., 1980a,b). Unfortunately, none of these
enzymes are typically elevated in tumour compared with
normal tissue. Therefore, such metabolism of FUra derivatives
to RNA level antimetabolites leads to normal tissue cytotoxic
complications, and not the more desirable efficacious antitu-
mour activity.

Fluorinated pyrimidine exposure can also cause DNA-
directed cytotoxicity via incorporation into DNA, and forma-
tion of antimetabolites at this level elicits potent antitumour
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Figure 1 Metabolism of 5-fluorouracil (FUra) to DNA- and RNA-
level metabolites. Developed in the late 1950s and studied intensively
over the next 40 years, FUra is still a key chemotherapeutic agent
used in the treatment of colon cancer, as well as in adjuvant therapies
for a variety of other cancers. Upon entering the cell, FUra is
rapidly converted to both 5-fluorouridine (FUrd) and 5-fluoro-
2’deoxyuridine (FdUrd) antimetabolites by phosphorylases that add
on deoxyribose or ribose units, depending on available substrate
ribo- or deoxyribo-nucleosides. Once formed, FUrd or FdUrd are
phosphorylated by uridine or thymidine kinases (UK or TK), respec-
tively, to retain the antimetabolites in the cell. Basically, all of the
FP-antimetabolites are better substrates than the normal metabolites
for each enzymatic step. In general, metabolism of FUra to RNA-level
antimetabolites (level 1) leads to less antitumour activity and more
general toxicity to normal tissue, as the levels of enzymes that
metabolize these RNA-level antimetabolites are not elevated in
tumour versus normal tissue. In contrast, enzymes [e.g. thymidine
kinase (TK) and thymidylate synthase (TS)] that metabolize DNA-level
FUra antimetabolites are elevated in tumour above normal tissue
(levels 2, 3). The contribution of FdUrd incorporated into DNA to
antitumour activity has been misunderstood and greatly under-
estimated. Enzyme abbreviations: UP, uridine phosphorylase; UK,
uridine kinase; RNAP, RNA polymerase; rR, ribonucleotide reductase;
DNAP, DNA polymerase; TP, thymidine phosphorylase; OPRT, orotic
acid phosphoribosyl transferase. Adapted from Meyers et al. (2003).

MMR-dependent 5-fluorouracil cytotoxicity
680 LS Li et al

British Journal of Pharmacology (2009) 158 679–692
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Infelizmente, nenhuma dessas enzimas é encontrada de forma elevada em tumores quando 

comparados à tecidos normais. Dessa forma, o metabolismo dos antimetabólitos derivados 

de FUra ao nível do RNA leva à complicações citotóxicas no tecido normal, não 

alcançando a atividade antitumoral desejável (FIG. 1) (LI et al., 2009). 

 

A exposição às pirimidinas fluoradas também pode causar citotoxidade direta ao 

DNA, através de sua incorporação à essa molécula, e a formação de antimetabólitos a esse 

nível induz potente atividade antitumoral. FdUrd também pode ser convertido a FUrd ou 

FUra por timidilato fosforilase (TP), causando efeitos no metabolismo do RNA. FUDP 

pode ser convertido à fluorodesoxiuridina difosfato (FdUDP) por ribonucleotídeo redutase 

(rR), que pode, então, ser convertido a fluorodesoxiuridina trifosfato (FdUTP), um 

substrato para DNA polimerase alfa e beta. Após ativação de FdUMP, a enzima timidilato 

sintase (TS) é ativada e permite a adição de um grupo metil na posição da uracila do 

dUMP, que é convertido a dTMP. A coenzima folato favorece a estabilização do complexo 

5-FU–TS, potencializando a atividade do 5-FU. Se ocorre substituição da uracila por uma 

molécula de 5-FU, a TS não pode adicionar o grupamento metil e a síntese de DNA não 

pode ocorrer devido à deficiência de ácido timidílico (FIG. 1) (LI et al., 2009). 

 

A inibição da enzima timidilato sintase (TS) é a forma mais tradicional de 

citotoxidade direta ao DNA em resposta à exposição às pirimidinas fluoradas, e decorre do 

acúmulo de FdUMP. TS normalmente pode catalisar a conversão de dUMP a dTMP, 

através da transferência de um grupo metil de 5,10-metileno tetrahidrofolato (5,10-

CH2FH4). Timidina quinase pode converter FdUrd a FdUMP, que participa da formação do 

complexo inibitório ternário com TS e tetrahidrofolato, levando à inibição da quebra da 

ligação carbono-fluorina de FdUMP por TS. A inibição de TS resulta, por fim, na 

diminuição dos níveis intracelulares de desoxitimidina trifosfato (dTTP), e, 

subsequentemente, à inibição da síntese de DNA. Por último, a deficiência de dTTP 

resultante culmina na incorporação fraudulenta de uracila ao DNA,  provocando um ciclo 

fútil de reparação, que também tem um papel na citotoxicidade desencadeada pelo 

antimetabólito. As enzimas responsáveis pela prevenção da incorporação de pirimidinas 

fluoradas ao DNA são as mesmas que previnem a incorporação de FUra ao DNA sob 

condições normais. Tanto FdUTP quanto dUTP são substratos para alfa e beta DNA 

polimerases (FIG. 1) (LI et al., 2009). 
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Basicamente, todos os antimetabólitos de pirimidinas fluoradas são melhores 

substratos do que os metabólitos normais para cada passo enzimático. Em geral, o 

metabolismo de Fura aos antimetabólitos do RNA (nível 1; FIG. 1) levam à menor 

atividade antitumoral e toxicidade mais geral em tecidos normais, já que as enzimas que 

metabolizam esses antimetabólitos de RNA não são encontradas em abundância em 

tumores em comparação com tecido normal. Em contraste, enzimas que metabolizam FUra 

aos metabólitos de DNA (timidina quinase e timidilato sintase) são numerosas em tumores 

(níveis 2 e 3; FIG. 1) (MEYERS et al., 2003 apud LI et al., 2009). A contribuição da 

incorporação de FdUrp ao DNA para a atividade antitumoral ainda não está bem 

esclarecida. 

 

 

2.1.2 5-Fluorouracil 
 

 

O 5-Fluorouracil (5-FU) (FIG. 2) é uma droga classificada como antimetabólito e 

que foi desenvolvida em 1957 como tratamento potencial para cânceres avançados 

(HEIDELBERGER et al., 1983). Uma classe inteira de pirimidinas fluoradas foi 

desenvolvida a partir da investigação desse antimetabólito, sendo consideradas as 

primeiras drogas ‘mecanicamente desenhadas’ para o tratamento do câncer (LI et al., 

2009). O 5-FU é uma das drogas anticâncer mais antigas administrada até hoje na maioria 

das terapias medicamentosas, num percentual estimado em torno de 60% (LANSIAUX, 

2011). 
 

	
  
FIGURA 2 - Estrutura química do 5-Fluorouracil 

 

Como a uracila (Ura) era amplamente utilizada como precursora de pirimidinas de 

DNA em diversos tipos de tumores transplantáveis, foi desenvolvido um antimetabólito 
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semelhante à uracila. Um átomo de hidrogênio foi substituído por um de flúor na posição 5 

da uracila, criando FUra (fluorouracil). A ligação carbono-fluorina resultante era mais forte 

do que a ligação carbono-hidrogênio, conforme o esperado, e era insensível à clivagem 

pela enzima timidilato sintase (TS) após a formação do complexo ternário covalente entre 

TS – 5-fluoro-2'-deoxiuridina-5'-monofosfato (FdUMP) – 5,10-metileno tetrahidrofolato 

(5,10-CH2FH4) (HEIDELBERGER et al., 1983). 

 

5-FU é amplamente utilizado no tratamento de vários tipos de câncer 

(BANERJEE et al., 2009), sendo prescrito como terapia contra câncer do trato 

gastrointestinal e das vias aéreas superiores, câncer de mama, ovários, cabeça e pescoço 

(LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003; WYATT; WILSON, 2009). É empregado em 

associação com ácido fólico em casos de câncer colorretal, de forma a aumentar a 

probabilidade de resposta tumoral. 5-FU é o agente quimioterápico bem estabelecido para 

o tratamento de câncer de cólon (NITA et al., 1998). O antimetabólito tem meia-vida 

muito curta (cerca de 10 minutos), e a administração prolongada da droga por 48 horas 

contribui significativamente com o aumento da eficácia em câncer colorretal em 

comparação com a administração em bolus (LANSIAUX, 2011). 

 

Após ativação de FdUMP, a enzima timidilato sintase (TS) é ativada e permite a 

adição de um grupo metil na posição da uracila do dUMP, que é convertido a dTMP. Se 

ocorre substituição da uracila por uma molécula de 5-FU, a TS não pode adicionar o 

grupamento metil e a síntese de DNA não pode ocorrer devido à deficiência de ácido 

timidílico. A coenzima folato favorece a estabilização do complexo 5-FU–TS, 

potencializando a atividade do 5-FU. Além disso, 5-FU pode ser ativado e 5FUTP pode ser 

incorporado ao RNA, representando um outro mecanismo de citotoxicidade. 

 

O mecanismo de ação do 5-FU é complexo, sendo o fármaco convertido a três 

metabólitos ativos principais: fluorodeoxiuridina monofosfato (FdUMP), 

fluorodeoxiuridina trifosfato (FdUTP) e fluorouridina trifosfato (FUTP). O principal 

mecanismo de ativação de 5-FU é sua conversão a fluorouridina monofosfato (FUMP), que 

pode ocorrer diretamente por ação de orostato fosforibosiltransferase (OPRT), que tem 

fosforibosil pirofosfato (PRPP) como cofator, ou indiretamente via fluorouridina (FUR), 

através da ação sequencial de uridina fosforilase (UP) e uridina quinase (UK). FUMP é, 

então, fosforilado a fluorouridina difosfato (FUDP), que pode ser fosforilado a FUTP, um 
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metabólito ativo, ou ser convertido a FdUDP, reação catalisada por ribonucleotídeo 

redutase (RR). FdUDP pode, por sua vez, ser fosforilado ou desfosforilado, gerando os 

metabólitos ativos FdUTP e FdUMP, respectivamente. Uma via de ativação alternativa é a 

conversão de 5-FU a fluorodeoxiuridina (FUDR), catalisada por timidina fosforilase. 

FUDR é, então, fosforilado à FdUMP por timidina quinase (TK). O metabólito FUTP é 

incorporado ao RNA, desencadeando danos à composição do mesmo, com consequente 

perda funcional e morte celular. A etapa taxa limitante do metabolismo de 5-FU é sua 

conversão a dihidrofluorouracil (DHFU), mediada por dihidropirimidina desidrogenase 

(DPD), tanto em células normais quanto em células tumorais. Mais de 80% do 5-FU 

administrado é catabolizado por DPD no fígado (FIG. 3) (LONGLEY; HARKIN; 

JOHNSTON, 2003). 

 

 	
  
FIGURA 3 - Mecanismo de ação do 5-Fluorouracil 
Fonte: LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003. 

 

De forma geral, 5-FU atua alterando o metabolismo do DNA (RADHIKA et al., 

2004), inibindo a enzima timidilato sintase, o alvo central do antimetabólito, bem como 



	
   29 

inibe a síntese de RNA e DNA, e consequentemente induz apoptose (PRITCHARD et al., 

1997). A quebra da dupla fita do DNA leva à ativação do processo de apoptose dependente 

de p53 (JOHNSTON et al., 1996; POLYAK et al., 1997), um gene supressor de tumor cuja 

expressão é aumentada por danos no DNA (BUNZ et al., 1999). A inibição de timidilato 

sintase pelo 5-FU causa o bloqueio da síntese de DNA, da quebra das fitas de DNA e da 

morte celular (GU et al., 2012). 

 

5-FU pode ativar p53 por mais de um mecanismo: incorporação de FUTP 

(fluorouridina trifosfato) ao RNA, incorporação de FdUTP (fluorodeoxiuridina trifosfato) 

ao DNA e inibição de timidilato sintase (TS) por FdUMP (fluorodeoxiuridina 

monofosfato), resultando em dano ao DNA. A citotoxicidade dirigida por TS é anulada 

pelo aumento da expressão da enzima, enquanto a citotoxicidade dirigida por RNA pode 

ser anulada pelo aumento dos níveis intracelulares de uridina (FIG. 4) (LONGLEY; 

HARKIN; JOHNSTON, 2003). 

 

Vários agentes anticâncer, incluindo o 5-FU, têm mostrado induzir a geração de 

espécies reativas de oxigênio, tanto em tecidos normais quanto em células cancerosas 

(SASADA et al., 1996; ALEXANDRE et al., 2007; CHEN et al., 2007). A indução da 

produção de espécies reativas de oxigênio é a principal causa de dano à mucosa intestinal 

(SHIOTA et al., 2010). 

 

 

FIGURA 4 - Ativação de p53 por 5-Fluorouracil 
Fonte: LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003. 
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Como os agentes quimioterápicos têm um baixo índice terapêutico, afetam 

também as células normais, além das células cancerosas. Sendo assim, acabam gerando 

muitos efeitos colaterais em pacientes com câncer, limitando gravemente suas atividades 

(LAMBERTI et al., 2012).  A terapia com 5-FU apresenta efeitos colaterais típicos, como 

mielosupressão, leucopenia, náuseas, vômitos, diarreia, anorexia, estomatite (ALTER et 

al., 2006) e cardiotoxicidade (CORREALE et al., 2010), sendo a mucosite a pior desordem 

patológica gerada pela citotoxicidade desse antimetabólito na terapia contra o câncer, 

acarretando diminuição da qualidade de vida dos pacientes (GIBSON; KEEFE, 2006), 

dentre outros problemas. 

 

 

2.2 Mucosite Intestinal 
 

 

A mucosa normal possui a capacidade de substituir continuamente suas células 

por meio da geração das células-tronco adjacentes à submucosa. Sendo assim, a 

continuidade e estrutura normal da mucosa dependem da capacidade do tecido em ser 

substituído de forma contínua (SONIS, 2004). 

 

A mucosite é um efeito colateral comum à terapia contra o câncer, causada por 

efeitos citotóxicos da quimioterapia e radioterapia. Acomete aproximadamente 40% dos 

pacientes que recebem a dose-padrão de quimioterapia, e 100% dos pacientes que recebem 

altas doses (KEEFE et al., 2000), comprometendo a adesão ao tratamento em função da 

citotoxicidade gastrointestinal ocasionada (SONIS, 2004; LOMBARDI et al., 2010). Essa 

desordem patológica continua sendo uma importante complicação dose-limitante da 

quimioterapia (MELO et al., 2008), comprometendo a qualidade de vida dos pacientes, 

com prolongamento do tempo de internação, aumento dos custos com assistência médica, 

aumento das taxas de readmissão, comprometimento do estado nutricional do paciente, 

bem como a eficácia do tratamento, e é ocasionalmente fatal (KEEFE et al., 2000; SONIS, 

2004; SUKHOTNIK et al., 2008).  

 

Lesões ulcerativas da mucosa bucal e do trato gastrointestinal, bem como eritema 

generalizado caracterizam o quadro clínico da mucosite (GIBSON et al., 2003). As 
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manifestações clínicas frequentes da mucosite são náuseas, vômito, diminuição da ingestão 

de alimentos, flatulência, dor abdominal, diarreia e ulceração (KHAN; WINGARD, 2001; 

KEEFE, 2004), enquanto casos graves estão associados com neutropenia febril, sepse e, 

eventualmente, morte (BLIJLEVENS; SONIS, 2007). A patobiologia da mucosite envolve 

uma série de etapas, cada uma implicando em complexas vias de sinalização (SONIS, 

2004). 

 

Pacientes sob quimioterapia após transplante de células-tronco sanguíneas 

apresentaram perda de peso, bem como redução dos níveis de transferrina e albumina 

(KEEFE, 2004). Nesse mesmo estudo foram observadas alterações morfológicas, com 

aumento da apoptose nas criptas duodenais, redução no comprimento das criptas e 

presença de corpos apoptóticos nas células epiteliais, bem como abertura das junções 

firmes entre as células epiteliais. As junções firmes consistem em complexos proteicos 

juncionais localizados na porção apical dos enterócitos e formadas por proteínas periféricas 

e transmembrana, como a ocludina, zônulas de oclusão (ZO-1) e claudina-1, e regulam a 

permeabilidade paracelular intestinal (TURNER, 2009). Na mucosite induzida por 5-FU 

em camundongos Swiss, FERREIRA et al. (2012) observaram alterações histopatológicas 

na arquitetura da mucosa, com redução das vilosidades e presença de ulcerações, além de 

redução do comprimento intestinal e uma associação entre a infiltração de neutrófilos e o 

aumento de citocinas pró-inflamatórias. 

 

Citocinas pró-inflamatórias, como fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 1 

(IL-1), contribuem para a gravidade e manutenção da lesão na mucosite intestinal 

(WILLIAMS, 2001), além de estimularem a secreção de outras citocinas, metabólitos de 

ácido araquidônico e proteases por macrófagos, neutrófilos, células musculares lisas, 

fibroblastos e células epiteliais (SARTOR, 1994). A interleucina 13 (IL-13) é uma citocina 

pró-inflamatória envolvida na patogênese de doenças inflamatórias intestinais, 

apresentando efeitos citotóxicos diretos às células epiteliais basais (HELLER et al., 2002; 

FUSS et al., 2004; BAILEY et al., 2012; GROSS et al., 2013), e poderia participar da 

patogênese da mucosite. 

 

Em 2004, SONIS criou um modelo de cinco fases para descrever a patobiologia 

da mucosite. Essas fases são correntemente identificadas, entretanto é importante 

reconhecer que essa caracterização artificial pode não refletir amplamente os efeitos em 
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processo, uma vez que existe uma dinâmica fluida para o mesmo, bem como uma 

variabilidade individual. As cinco fases que definem os eventos biológicos envolvidos no 

desenvolvimento e resolução da mucosite são mostrados na figura 5 e descritos 

detalhadamente a seguir: 

 

	
  
FIGURA 5 - Fases da mucosite 
Fonte: LEOCÁDIO, 2013 baseado em SONIS, 2004. 

 

1. Fase de iniciação: ocorre imediatamente após a exposição à radiação ou 

quimioterapia. As células ao longo da mucosa do epitélio, tecido conjuntivo, vasos 

sanguíneos e infiltrado são afetadas por uma série de mecanismos. Ocorre geração 

de espécies reativas de oxigênio (EROs), radicais livres que causam danos aos 

tecidos e que podem iniciar uma cascata de eventos biológicos. Dano direto ao 

DNA das células epiteliais basais culmina na morte celular. Nessa fase a mucosa 

apresenta aspecto morfológico normal. 

2. Fase de respostas a danos primários – geração de fatores de transcrição 

e citocinas: uma vez iniciado o processo, uma série de mensageiros biológicos são 

ativados durante essa fase. Fatores de transcrição como o NF-kB são ativados, 

regulando positivamente genes que controlam a expressão de citocinas e de 

moléculas de adesão. Outro fator de transcrição ativado é o p53, envolvido na 

regulação do ciclo celular e apoptose. A mucosa torna-se mais fina e eritematosa, 

começando a ser dolorosa para o paciente. 
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3. Fase de amplificação dos sinais: ocorre um aumento das citocinas pró-

inflamatórias, como o fator de necrose tumoral (TNF), que além de causar lesão ao 

tecido, atuam na amplificação dos sinais pró-inflamatórios, aumentando a produção 

de citocinas e de EROs, exacerbando a lesão, levando à perda da integridade da 

mucosa. 

4. Fase de ulceração: o processo inflamatório instaurado culmina na 

ulceração, estágio em que a integridade da mucosa é perdida. Terminações 

nervosas são expostas, causando dor clinicamente significativa. Bactérias 

colonizam a superfície ulcerada e também liberam substâncias tóxicas na parede 

celular, que irão penetrar o tecido adjacente. Essas toxinas recrutam células 

inflamatórias, ocorrendo acúmulo de neutrófilos, macrófagos e eosinófilos sob o 

tecido ulcerado. A produção de EROs pelas células intestinais pode explicar as 

alterações na permeabilidade intestinal observadas na mucosite. A fase ulcerativa é 

a principal responsável pelos efeitos adversos e problemas econômicos associados 

com a mucosite, provocando aumento das hospitalizações, do uso de medicamentos 

analgésicos e antibióticos e com os custos de assistência médica. 

5. cicatrização: geralmente o processo de cicatrização ocorre de forma 

espontânea, ao término do tratamento. Novos mensageiros são liberados da matriz 

extracelular e migram para a superfície ulcerada, estimulando o epitélio à divisão, 

migração e diferenciação no tipo especializado de epitélio da mucosa, promovendo 

a proliferação celular. A úlcera é recoberta pelo epitélio e o tecido começa a formar 

as camadas, possibilitando a regeneração da arquitetura normal da mucosa. Ocorre, 

ainda, restabelecimento da microbiota intestinal. 

 

O recrutamento de células inflamatórias para a mucosa intestinal é estimulado 

principalmente pela destruição das células epiteliais após a indução da mucosite intestinal 

(VAN YE et al., 1993; SONIS, 2004). Embora as células inflamatórias tenham a 

capacidade de produzir espécies reativas de oxigênio (EROs), acredita-se que a geração de 

EROs na fase de iniciação da mucosite decorra da ação direta dos quimioterápicos, e que o 

estresse oxidativo seja maior em fases posteriores (SONIS, 2004). Estudos mostram que o 

aumento da produção de EROs ocorre principalmente 24 horas após a indução da 

mucosite, enquanto o aumento da peroxidação lipídica e do infiltrado de neutrófilos no 
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tecido lesionado aconteça somente 48 horas após a administração do quimioterápico 

(MIYAZONO; GAO; HORIE, 2004). 

 

Dentre as espécies reativas de oxigênio estão o superóxido, radical hidroxila, 

peróxido de hidrogênio e hidroperóxidos lipídicos. Os EROs apresentam efeitos 

modulatórios na proliferação, adesão, quimiotaxia e apoptose celular, através da regulação 

de fatores de transcrição, mas também participam de diversas doenças, como o câncer, 

úlcera gástrica e colite (SUZUKI; FORMAN; SEVANIAN, 1997; MIYAZONO; GAO; 

HORIE, 2004). As células possuem um sistema de defesa antioxidante, que atua sobre a 

detoxificação do agente antes da formação da lesão ou na reparação da lesão formada, na 

tentativa de proteger contra a formação excessiva de EROs (FERREIRA; MATSUBARA, 

1997). O estresse oxidativo ocorre quando há um distúrbio no balanço entre os oxidantes e 

antioxidantes, com formação de lesão tecidual, acarretando perda de função celular, 

apoptose ou necrose (NORDBERD; ARNÉR, 2001). 

 

A avaliação do estresse oxidativo geralmente ocorre pela mensuração dos 

produtos das reações de dano oxidativo, como as reações de oxidação do DNA, 

peroxidação lipídica e oxidação proteica, dentre outras. Os lipídeos das membranas 

celulares estão entre os principais alvos das EROs, sendo muito avaliados pela peroxidação 

lipídica por meio da dosagem da concentração das substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS). A principal dessas substâncias é o malondialdeído (MDA), um 

dos produtos da peroxidação lipídica (BETTERIDGE, 2000; MIYAZONO; GAO; HORIE, 

2004; LEONEL, 2012). 

 

Há uma provável participação do estresse oxidativo na ativação do fator de 

transcrição nuclear kappa B (NF-κB) (MAEDA et al., 2010), bem como na regulação da 

permeabilidade intestinal (RAO et al., 2002). A via do NF-κB está envolvida no 

desenvolvimento e progressão do câncer, sendo ativada pela maioria dos agentes 

carcinogênicos, além de participar na regulação de vários genes potencialmente envolvidos 

na toxicidade da mucosa, induzindo a produção de citocinas pró-inflamatórias (LUQMAN 

et al., 2011; CHANG et al., 2012). Estudo de CHANG et al. (2012) observou supressão da 

inflamação e melhora do dano à mucosa após inibição de NF-κB na mucosite induzida por 

5-FU, sugerindo que o NF-κB é a principal molécula envolvida nesse processo. 
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Um evento importante durante a fase de ulceração da mucosite é a presença de 

infiltrado polimorfonuclear (SONIS, 2004), favorecida pelo aumento das moléculas de 

adesão, que é promovido pela ativação de NF-κB e dos produtos das reações oxidativas, 

culminando na atração dos neutrófilos circulantes, as primeiras células ativadas na defesa 

do organismo contra infecções. Essas células migram para o local da infecção por 

quimiotaxia, onde reconhecem, fagocitam e destroem os antígenos por liberação de EROs 

e de enzimas hidrolíticas e proteolíticas (SAVILL et al., 1989; VAN YE et al., 1993; 

SMITH, 1994). A enzima mieloperoxidase (MPO) é encontrada em neutrófilos e sua 

atividade é amplamente utilizada em estudos de mucosite intestinal para avaliar a 

infiltração de neutrófilos (O’BRIEN, 2000; MELO, 2007; AZEVEDO et al., 2012). 

 

Os macrófagos são células que participam da defesa do organismo, por promover 

a fagocitose de antígenos e partículas estranhas, liberação de citocinas e ativação de outras 

células imunológicas, além de favorecer a homeostase tecidual retirando células em 

apoptose, como neutrófilos (GEISSMANN et al., 2010). A medida da atividade da enzima 

n-acetilglicosaminidase (NAG), presente nos lisossomos de macrófagos ativados, é usada 

como avaliação indireta da infiltração de macrófagos nos tecidos (BAILEY, 1988). 

 

Eosinófilos são leucócitos formados e maturados na medula óssea e liberados na 

circulação em resposta a estímulos inflamatórios. Quando recrutados, os eosinófilos 

migram da circulação para o tecido alvo infeccionado, liberando quimiocinas e citocinas 

inflamatórias. Atuam, ainda, como células apresentadoras de antígenos, ativando 

mastócitos e células T. A enzima peroxidase de eosinófilos é liberada pela célula 

estimulada, participando na formação de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, 

responsáveis por morte celular via necrose ou apoptose. Sua mensuração é amplamente 

empregada para estudo indireto da atividade de eosinófilos em tecidos (STRATH; 

WARREN; SANDERSON, 1985; ROTHENBERG; HOGAN, 2006). 

 

A permeabilidade intestinal relaciona-se à função da barreira exercida pelo 

epitélio, referindo-se à facilidade da passagem de moléculas com peso molecular acima de 

150 daltons por difusão simples, sem o auxílio de um sistema carreador, independente da 

pressão ou do gradiente de concentração (TRAVIS; MENZIES, 1992). Uma barreira 

seletiva à difusão de macromoléculas pelo epitélio é formada por junções firmes e junções 
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aderentes. As junções firmes formam uma barreira física à difusão das moléculas, 

enquanto as junções aderentes podem regular indiretamente a estrutura e função das 

junções firmes. Diferentes componentes estão envolvidos na manutenção da barreira 

intestinal, como as proteínas de membrana e do citoesqueleto, que formam e regulam essas 

junções paracelulares, que mediam as adesões célula-célula (RAO et al., 2002). 

 

Proteínas transmembrana, como a ocludina, as claudinas e a molécula de adesão 

juncional (JAM), e proteínas citoplasmáticas, como as proteínas da zônula ocludente (ZO) 

ZO-1, ZO-2 e ZO-3, são encontradas nas junções firmes. A interação entre ocludina e ZO-

1 exerce papel determinante na manutenção da estrutura das junções firmes e na função de 

barreira. Entre as junções aderentes, as principais proteínas são a E-caderina 

(transmembrana) e as cateninas (citoplasmáticas), sendo a interação entre elas de grande 

importância na manutenção das junções aderentes (RAO et al., 2002). 

 

As células endoteliais participam da regulação da barreira física entre os 

compartimentos teciduais, tendo papel essencial na homeostase intestinal por formar uma 

barreira estéril e fornecer permeabilidade seletiva (NUSRAT; TURNER; MADARA, 

2000; MARCHIANDO; GRAHAN; TURNER, 2010). O maquinário contrátil das células 

endoteliais é dirigido principalmente pela interação entre actina e miosina. A atividade de 

miosina é controlada pelo status de fosforilação da cadeia leve regulatório (MLC). A 

quinase de cadeia leve de miosina (MLCK) pode fosforilar MLC, acarretando mudança da 

estrutura terciária de miosina e no seu deslizamento sobre actina. A contração do esqueleto 

actomiosina leva à reorganização das junções firmes, levando ao relaxamento das mesmas 

e, consequentemente, ao aumento da permeabilidade. Com o fim da sinalização, as junções 

firmes retornam ao seu estado normal (GARCIA; DAVIS; PATTERSON, 1995; VERIN et 

al., 1998; SHEN et al., 2012). 

 

CHIN & PARKOS (2007) sugerem que o principal mecanismo para aumento da 

permeabilidade intestinal na inflamação da mucosa intestinal decorrente da migração 

transepitelial de neutrófilos em resposta a patógenos microbianos seja a alteração dos 

componentes das junções firmes e aderentes. Com isso, iniciam-se eventos de sinalização 

nas células epiteliais, levando à alteração da permeabilidade paracelular e fosforilação de 

proteínas das junções firmes, culminando no dano à integridade do epitélio e na passagem 

de microorganismos presentes no lúmen intestinal, perpetuando a resposta inflamatória 
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(EDENS et al., 2002; CHIN; PARKOS, 2007; MAEDA et al., 2010). Uma das vias de 

alteração da permeabilidade intestinal pode ser a produção de EROs pelas células 

inflamatórias. Citocinas pró-inflamatórias também têm sido associadas ao aumento da 

permeabilidade intestinal (RAO et al., 2002; SUZUKI, 2013). 

 

O diagnóstico da mucosite é primariamente clínico e deve ser baseado no 

protocolo de atendimento ao qual o paciente é submetido (SCULLY; SONIS; DIZ, 2006). 

Uma das formas mais utilizadas para diagnóstico da mucosite oral é a escala proposta pelo 

National Cancer Institute of Canada (NCI), Common Terminology Criteria for Adverse 

Events (CTCAE) – NCI/CECAE, e provavelmente seja a mais adequada para avaliaçãoo 

da mucosite da mucosite intestinal. A escala varia de assintomática (1) a morte (5), de 

acordo com a gravidade dos sinais e sintomas (KEEFE, 2007).  

 

Apesar da complexidade biológica relativa ao modelo de mucosite, a definição 

dos mecanismos envolvidos na lesão da mucosa tem levado a comunidade científica a 

propor novas abordagens clínicas, fornecendo novos alvos para o tratamento, de forma a 

melhorar o entendimento do processo e selecionar a fase apropriada para a intervenção nos 

pacientes (SONIS, 2004). As propostas terapêuticas existentes não se mostraram eficazes 

na prevenção da mucosite, apenas no alívio dos sintomas, diminuindo a duração e 

gravidade dessa situação patológica (DUNCAN; GRANT, 2003). A capacidade de um 

fármaco ou agente biológico para bloquear ou modificar qualquer um dos passos 

envolvidos no processo poderia resultar na prevenção ou tratamento eficaz da mucosite 

(SONIS, 2004). 

 

 

2.3 Pimentas Vermelhas 
 

 

Pimentas são o fruto de plantas do gênero Capsicum e membros da família 

Solonaceae (WESTCOTT, 2013). Essa espécie apresenta ampla diversidade de cultivares, 

com características fenotípicas (cor, forma e sabor) e propriedades culinárias baseadas na 

fisiologia e metabolismo dos frutos (MATEOS et al., 2013). É o segundo vegetal mais 

consumido no mundo, e caracterizado por altos níveis de ácido ascórbico (vitamina C), 
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caroteno (pró-vitamina A) e cálcio (HOWARD et al., 2000; MARTÍ et al., 2011; PALMA 

et al., 2011). Os frutos maduros também são ricos em carotenoides, compostos com 

atividade anti-carcinogênica e antioxidante. E independente do estado de maturação, as 

pimentas contêm altas concentrações de compostos fenólicos antioxidantes (HOWARD et 

al., 2000; WALL; WADDELL; BOSLAND, 2001; MARTÍ et al., 2011; PALMA et al., 

2011). 

 

Baseando-se em algumas características organolépticas e fins culinários, frutos de 

pimenta são geralmente classificados em dois tipos. O termo pimentão é usado para se 

referir aos frutos não-pungentes, um tipo grande de pimenta doce, enquanto o terma 

pimenta geralmente se refere aos frutos pungentes (BASU; DE, 2003 apud MATEOS et 

al., 2013). 

 

Algumas plantas, dentre elas as pimentas vermelhas (Capsicum annuum), 

desenvolveram a capacidade de produzir substâncias químicas como metabólitos 

secundários, que podem ser considerados toxinas vegetais, com o propósito de evitar seu 

consumo por predadores em função do seu sabor desagradável (CROMER; McINTYRE, 

2008). Capsaicina é produzida pelos frutos para protegê-los contra infecção fúngica e para 

desencorajar seu consumo por animais frugívoros (TEWKSBURY; NABHAN, 2001; 

TEWKSBURY et al., 2008). Embora essas substâncias tenham sido criadas como 

mecanismo de defesa vegetal e apresentem sabor desagradável peculiarmente picante, os 

humanos começaram a adicionar as pimentas aos alimentos, porque foi descoberto que elas 

ajudam a prevenir a decomposição dos alimentos, além do fato de aliviarem seus odores 

(BORTOLOTTI, 2013). 

 

Extratos naturais de plantas representam o tratamento farmacêutico mais antigo 

do mundo, muitos deles demonstrando propriedades anti-inflamatórias e antidiabéticas, 

além de serem eficazes no tratamento de processos inflamatórios crônicos e atuarem como 

agentes antioxidantes (LEIHERER; MÜNDLEIN; DREXEL, 2013). As pimentas são 

amplamente utilizadas devido ao seu sabor, sendo usadas como especiaria para melhorar a 

palatabilidade dos alimentos, além das propriedades digestivas associadas aos seus 

componentes pungentes, os capsaicinóides, que apresentam uma série de propriedades 

biológicas (GOVINDARAJAN; SATHYANARAYANA, 1991; WATANABE et al., 

2001). A pungência se deve à um componente particular das pimentas vermelhas, a 
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capsaicina, que estimula receptores específicos na mucosa oral, dando a sensação de 

ardência, enquanto ocorre um aumento no fluxo sanguíneo na mucosa e na temperatura 

(BOUDREAU et al., 2009). As propriedades digestivas da capsaicina podem ser atribuídas 

ao aumento da atividade das enzimas digestivas (PLATEL; SRINIVASAN, 1996) ou por 

efeitos indiretos no endotélio vascular, em células musculares lisas e mastócitos, 

resultando no aumento da permeabilidade vascular e do fluxo sanguíneo na mucosa 

(GRONBECH; LACY, 1994; REYNIER-REBUFFEL et al., 1994). 

 

A pungência associada aos membros da família do gênero Capsicum é um 

importante atributo da qualidade de fruto (JARRET et al., 2007), e é medida pelas as 

unidades de calor Scoville (Scoville heat units – SHU) (SCOVILLE, 1912), que representa 

o número de vezes que um extrato picante pode ser diluído em água até perder seu ardor 

(BARANIDHARAN; DAS; BHASKAR, 2013). A escala é dividida em cinco níveis: 

 

§ não-pungente: 0–700 SHU; 

§ levemente pungente: 700–3000 SHU; 

§ moderadamente pungente: 3000–25000 SHU; 

§ altamente pungente: 25000–70000 SHU; 

§ extremamente pungente: >80000 SHU (WEISS, 2002). 

 

A figura 6 ilustra o grau de pungência de algumas variedades de pimentas de 

acordo com a escala de Scoville (GONÇALVES, 2009). Essa escala é considerada apenas 

um guia, como qualquer escala subjetiva (GONZÁLEZ-ZAMORA et al., 2013). 

 

A experiência sensorial da ingestão de pimentas é individual, variando de 

agradável, para algumas pessoas, a dor, para outras, o que pode explicar porque algumas 

pessoas ingerem grandes quantidades, enquanto outras têm aversão ao seu consumo 

(HOLZER, 2004). O excesso da sensação de ardor pode ser atenuado por meio de bebidas 

alcoólicas, carnes gordurosas ou miolo de pão, que são capazes de remover a substância 

pungente insolúvel em água (BORTOLOTTI, 2013). 
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FIGURA 6 - Escala de Scoville 
Fonte: GONÇALVES, 2009. 

 

Recentemente, foi percebido que o consumo de pimentas vermelhas não somente 

melhora as propriedades gustativas e olfativas dos alimentos, mas também oferece novas 

possibilidades de cura que foram incluídas na medicina popular e étnica. Seu uso como 

remédio provavelmente começou nas cozinhas de países quentes, onde eram usadas não 

apenas para conservar os alimentos da deterioração, mas também para evitar infecções 

intestinais, em função de sua ação antiputrefativa, hoje comprovada pelas atividades 

antimicrobiana e antimitótica dessas pimentas (IORIZZI et al., 2002; RENAULT et al., 

2003; TEWKSBURY et al., 2008). 

 

Outra propriedade atribuída às pimentas vermelhas é sua atividade analgésica 

(SZALLASI, 2008), sendo usadas desde o século 19 na Europa para alívio da dor 

osteoarticular (ZHANG et al., 2008b), cutânea (ELLIS et al., 1993) e neuropática 

(SCHEFFLER; SHEITEL; LIPTON, 1991) na forma de cremes, pomadas ou emplastros 

com variadas concentrações de capsaicina, representando uma alternativa válida às drogas 

anti-inflamatórias não-esteroidais (NSAIDs/AINEs) e outros analgésicos carregados de 

efeitos colaterais e, algumas vezes, nocivos (SWIFT, 2011). As propriedades analgésicas 

das pimentas vermelhas são atribuídas à capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) 

(HOLZER, 1991) e outros capsaicinóides (DAVIS et al., 2007), que atuam em um receptor 

polimodal específico da dor, chamado receptor de potencial transitório vanilóide do tipo 1 

(TRPV1) (LEE et al. 2007; SPILLER et al., 2008). 
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Figura 1 - Escala de Scoville 

 

       Na tabela é apresentada algumas variedades de pimentas e sua unidade 

Scoville.  

Tabela 2 - ardência das pimentas 

Pimentas Grau de Ardência 

Sweet Bell 0 

Pimento 0 

Cherry 00 ~ 500 

Pepperoncini 100 ~ 500 

El-Paso 500 ~ 700 

Santa Fe Grande 500 ~ 750 

Colorado 700 ~ 1.000 

Espanola 1.000 ~ 2.000 

Poblano 1.000 ~ 2.000 

Ancho 1.000 ~ 2.000 

Mulato 1.000 ~ 2.000 

Pasilla 1.000 ~ 2.000 

Anaheim 500 ~ 2.500 

Sandia 500 ~ 2.500 

Red Savina Habanero 
Orange Habanero 
Chile Piquin 
Cayenne 
Thai Chile 
Peruvian Rocoto 
Serrano 
Cascabel 
Pasilla 
Poblano 
Mulato 
New México 
Bell 
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Os capsaicinóides são classificados como substâncias seguras (Generally 

Regarded As Safe – GRAS) pela agência norte-americana da Administração de Drogas e 

Alimentos (U. S. Food and Drug Administration – FDA), sendo aprovados como aditivos 

alimentares ou como analgésicos tópicos sem presença de extenso perfil citotóxico 

(REILLY; YOST, 2006). Além disso, é amplo o consumo diário de pimentas contendo 

capsaicina por milhões de pessoas em todo o mundo, especialmente no Sudeste Asiático  

(GOVINDARAJAN; SATHYANARAYANA, 1991), sem a presença de efeitos adversos 

evidentes. 

 

Além dos efeitos neuronais e vasculares, é possível que ocorra uma interação 

direta entre as pimentas e o epitélio gastrointestinal (JENSEN-JAROLIM et al., 1988). Um 

efeito benéfico do consumo dessas pimentas pode ser inferido em doenças intestinais 

funcionais, particularmente na síndrome do intestino irritável, considerando que a 

prevalência dessas doenças é nitidamente menor nesses países com comparação aos países 

ocidentais (GWEE; LU; GHOSHAL, 2009). Além disso, a pimenta vermelha parece 

desempenhar um papel protetor na mucosa gástrica contra HCl, amônia, álcool e algumas 

drogas, como a Aspirina, por aumentar o fluxo sanguíneo basal e a secreção de muco e 

bicarbonato, facilitando o restabelecimento epitelial (MOZSIK; SZOLCSANYI; 

DOMOTOR, 2007). 

 

 

2.3.1 Capsaicinóides 
 

 

Pimentas sintetizam e acumulam substâncias chamadas capsaicinóides, um grupo 

de alcalóides responsável pelo sabor quente e picante dessas pimentas (KOSUGE; 

FURATA, 1970; BEN-CHAIM et al., 2006). Tais alcalóides estão primariamente 

localizados no tecido placentário adjacente às sementes, e sua concentração depende do 

genótipo, da maturação do fruto e das condições de cultivo da planta (ZEWDIE; 

BOSLAND, 2000). 

 

Capsaicinóides são N-vanilamidas de ácidos graxos, uma família de produtos 

naturais isolados de frutos de pimentas picantes (GOVINDARAJAN; 

SATHYANARAYANA, 1991). Há numerosos análogos capsaicinóides de ocorrência 
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natural (KOZUKUE et al., 2005), e os seis mais abundantes são: capsaicina, 

dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina, homocapsaicina, homodihidrocapsaicina e 

nonivamida (FIG. 7) (REILLY et al., 2001a; REILLY et al., 2001b). Os mais abundantes 

nas pimentas, assim como em seu extrato, são a capsaicina e a dihidrocapsaicina, sendo 

responsáveis por mais de 90% da pungência total desses frutos (GOVINDARAJAN; 

SATHYANARAYANA, 1991). Os demais também estão presentes nas pimentas, mas 

geralmente pouco contribuem na concentração de capsaicinóides, bem como na pungência 

dos frutos (KOSUGE; FURATA, 1970). 

 

 
FIGURA 7 - Estrutura química da capsaicina e seus análogos capsaicinóides 
Fonte: REILLY; YOST, 2006. 
O anel vanilóide e as porções terminais acil variáveis são realçadas. As estruturas dos terminais alquilo dos 
principais capsaicinóides de ocorrência natural também são mostradas na forma de texto (REILLY; YOST, 
2006). 

 

As fontes comuns de exposição humana à capsaicinóides incluem a ingestão de 

alimentos picantes e uso de suplementos dietéticos orais; aplicação de cremes para tratar a 

dor crônica, neuralgia, e psoríase; e inalação por exposição a vapores de cozimento e 

aerossóis spray de pimenta (SZALLASI; BLUMBERG, 1993; SZALLASI; BLUMBERG, 

1999; ROBBINS, 2000). 

 

A literatura mostra que os capsaicinóides apresentam propriedades analgésica, 
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anti-inflamatória e antioxidante, além de propriedades anticarcinogênicas que inibem o 

crescimento antígeno-dependente de câncer de mama, cólon e próstata e de 

adenocarcinoma gástrico (ANTONIOUS et al., 2006; DJAMGOZ; ISBILEN, 2006; MORI 

et al., 2006). 

 

Muitos estudos relatam diversos outros efeitos dos capsaicinóides, como produção 

corporal de calor, regulação metabolismo lipídico e energético, aumento da capacidade de 

endurance na natação, propriedades antioxidantes (KIM et al., 1997; WATANABE et al., 

2001; CANNON; NEDERGAARD, 2004; KAWABATA et al., 2006). Estudos mostram 

que os capsaicinóides aumentam o metabolismo energético por meio da secreção de 

catecolaminas a partir da medula adrenal como resultado da ativação do sistema nervoso 

central, efeito mediado pelo TRPV1 (TOMINAGA et al., 1998; KOBATA et al., 2006). 

Esse receptor é ativado por alimentos picantes, como as pimentas e o gengibre 

(TOMINAGA et al., 1998). 

 

 

2.3.2.1 Capsaicina 
 

 

Capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonamida) é um dos princípios ativos de 

pimentas vermelhas, uma das especiarias mais comum e frequentemente usadas em todo o 

mundo, sendo o principal responsável pela pungência desses frutos (SURH; LEE; LEE, 

1998). Capsaicina é quimicamente um ácido decilênico derivado de vanilamida, utilizado 

como repelente agrícola, aditivo ou corante no tabaco, além de ser empregado na indústria 

cosmética e farmacêutica (MATHEW et al., 1971; REYES-ESCOGIDO; GONZALEZ-

MONDRAGON; VAZQUEZ-TZOMPANTZI, 2011). A literatura relata que os 

capsaicinóides compõem entre 0,01 e 0,22% das pimentas Capsicum annuum (BHAT; 

CHANDRASEKHARA, 1987), e o conteúdo de capsaicina em pimentas varia de 0,1 a 

2,5mg/grama (PARRISH, 1996). Estima-se que o consumo de capsaicinóides nos países 

asiáticos seja entre 25 e 200mg/pessoa/dia (EUROPEAN COMMISSION, 2001 apud 

BANJI et al., 2013). No Brasil, o consumo de pimentas per capta é estimado em 

aproximadamente 2g/dia, somando-se o consumo direto (o próprio fruto) e a forma indireta 

(como tempero em alimentos) (EMATER-DF, 2006). 
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A capsaicina é uma substância inodora e lipossolúvel, sendo solubilizada em 

solventes orgânicos, como álcool, para preparações tópicas e sprays (KASTING, 2001). A 

estrutura química da capsaicina (C18H27NO3) (FIG. 8), cujo peso molecular é 305,4 kDa 

(KASTING, 2001), pode ser dividida em três grupos principais: uma cabeça de grupo 

aromático, uma ligação amida e uma cauda de hidrocarbonetos alifáticos (WESTCOTT, 

2013), sendo um núcleo hidroxi-metoxibenzil acoplado à uma longa cadeia lateral 

alquilamida (GARLE et al., 2000). 
 

	
  
FIGURA 8 - Estrutura química da capsaicina 

 

A estrutura da capsaicina tem sido usada para o desenvolvimento de drogas 

análogas que se liguem aos canais TRPV1, o que permitiu a identificação dos requisitos 

estruturais mínimos para modular a atividade desses receptores (REBOLLEDO et al., 

2013). Sendo assim, capsaicina e seus análogos podem ser divididas em três estruturas com 

características farmacóforicas: região A, um grupo polar hidroxil, com capacidade de 

formar pontes de hidrogênio; um grupo vanilil, a região polar B; e uma cadeia lipofílica C 

na outra extremidade (FIG. 9) (SZALLASI; BLUMBERG et al., 1999; REBOLLEDO et 

al., 2013). 

 

Capsaicina tem sido usada em diferentes tipos de formulações, como loções, 

cremes ou emplastro em baixas concentrações, que variam entre 0,025 a 0,075%. Altas 

concentrações também são usadas na forma de emplastro com capsaicina a 8%, fornecendo 

alívio rápido e duradouro da dor com uma única aplicação (BARANIDHARAN; DAS; 

BHASKAR, 2013). Estudos in vitro sugerem que a capsaicina é metabolizada muito 

lentamente na pele (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2013 apud 

BARANIDHARAN; DAS; BHASKAR, 2013), e sua longa permanência na pele 

representa uma vantagem clínica por permitir sua ação prolongada (BARANIDHARAN; 

DAS; BHASKAR, 2013). Em geral, seu uso tópico em humanos é bem tolerado, sendo 

transitórios os efeitos adversos observados no local da aplicação (dor, prurido e eritema) 

Capsaicin as a CKII activator
Yun-Wha Rho and Young-Seuk Bae

326 BMB reports http://bmbreports.org

Fig. 1. Structure of capsaicin.

Fig. 2. Effect of capsaicin on apoptosis and CKII activity in HeLa 
cells. (A) HeLa cells were incubated with 0.3 mM capsaicin for 0 
to 9 h, lysed, electrophoresed on a 10% (w/v) SDS-polyacryla-
mide gel, and visualized by Western blotting with specific anti-
bodies against cleaved PARP, CKIID, CKIIE and tubulin. (B) Ly-
sates from capsaicin-treated HeLa cells were utilized in kinase as-
says with [J-32P]GTP and specific CKII substrate peptide under 
standard assay conditions as described in Materials and Methods. 
32P incorporation into the substrate peptide was measured by scin-
tillation counting. The results represent two independent experi-
ments done in duplicate. Results are shown as the mean value ± SD.

this stimulation of CKII activity in capsaicin-treated HeLa cells 
was due to increased levels of CKII protein, total protein was 
extracted from HeLa cells either untreated or treated with 
capsaicin. We then analyzed the protein levels of CKIID and 
CKIIE by immunoblot using anti-CKIID and anti-CKIIE anti-
bodies. As shown in Fig. 2A, the protein levels of CKIID and 
CKIIE were not changed in capsaicin-treated cells. Taken to-
gether, these data suggest that capsaicin stimulates CKII activ-
ity and induces apoptosis through a CKII-independent path-
way.

The possibility that capsaicin stimulates CKII activity in-
directly in HeLa cells cannot be excluded. Thus, we next in-
vestigated the effect of capsaicin on the catalytic activity of re-
combinant CKII holoenzyme in the presence of [J-32P]GTP and 
synthetic peptide substrate. As shown in Fig. 3A, capsaicin in-
creased the catalytic activity of CKII holoenzyme in a dose-de-
pendent manner, suggesting that capsaicin directly regulates 
CKII activity. Capsaicin (0.5 mM) treatment generated a 1.5- 
fold increase in the phosphotransferase activity of CKII hol-
oenzyme toward the synthetic peptide substrate. The stim-
ulatory effect of capsaicin on CKII holoenzyme was also tested 
using dephosphorylated E-casein as a substrate. Quantification 
by densitometry revealed that capsaicin stimulated CKII activ-
ity, generating a 2.8-fold increase in E-casein phosphorylation 
(Fig. 3B). 

CKIIE is the regulatory subunit of the CKII holoenzyme. To 
determine whether CKIIE was required for capsaicin-mediated 
CKII activation, we examined the effect of capsaicin on the cat-
alytic activity of recombinant CKIID in the presence of [J-32P] 
GTP and synthetic peptide substrate. Addition of capsaicin did 
not lead to an increase in CKIID activity as shown in Fig. 3C, 
indicating that CKIIE was necessary for CKII activation. 

Since the synthetic peptide substrate (RRREEETEEE) and E- 
casein are artificial substrates, we examined the effect of cap-
saicin on the CKII-mediated phosphorylation of physiological 
substrates. CKII holoenzyme autocatalyzes the rapid, stoichio-
metric incorporation of phosphate at the CKIID and CKIIE sub-
units (20). Thus, we examined the effect of capsaicin on the 
autophosphorylation of CKII subunits. As shown in Fig. 4, the 
purified CKII autophosphorylated CKIID and CKIIE in the ab-
sence of capsaicin. However, capsaicin enhanced autophos-
phorylation of CKIID and CKIIE by approximately 570% and 

350%, respectively.
In summary, this study demonstrates that capsaicin is able to 

induce the apoptosis-independent activation of CKII. It has 
been reported that polybasic compounds such as polyamines 
and polylysine stimulate CKII activity by 2 to 3-fold. The ami-
no-terminal portion (amino acids 55 to 80) of CKIIE contains 
clusters of acidic residues that are responsible for the intrinsic 
negative regulation of CKII activity and for interaction with 
polybasic compounds (21). Although capsaicin is not a basic 
compound, it does stimulate CKII activity in this study. It has 
been reported that polylysine increases the autophosphor-
ylation of CKIID and inhibits that of CKIIE (22). In the present 
study, however, capsaicin stimulates autophosphorylation of 
both CKIID and CKIIE subunits. Therefore, these differences 
may suggest that the acidic domain of CKIIE is not a candidate 
for the binding of capsaicin. Detailed mapping of the domain 
involved in the interaction will be determined by a site-di-
rected mutagenesis study.
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ou sistêmicos (tosse, espirros, perda de peso, edema) (BARANIDHARAN; DAS; 

BHASKAR, 2013). 

 

 

	
  
FIGURA 9 - Características farmacofóricas da capsaicina 
Fonte: Adaptado de REBOLLEDO et al., 2013. 

 

 

A atividade analgésica da capsaicina foi relacionada à sensibilização seguida pela 

dessensibilização do receptor TRPV1, e leva à liberação de mediadores vasoativos e 

inflamatórios, como as neuroquininas, prostaglandinas e acetilcolina (WALLENGREN; 

HÁKANSON, 1987). Esse receptor é expresso por neurônios nociceptivos primários, que 

transfere as sensações de dor ao sistema nervoso central, e é ativado por mediadores 

inflamatórios pró-algésicos, originando à dor. A capsaicina primeiramente liga-se ao 

TRPV1, alterando a permeabilidade da membrana dos neurônios nociceptivos primários 

aos íons cálcio (Ca+2), com consequente despolarização, que culmina na liberação de 

vários neuropeptídeos, incluíndo a substância P e o peptídeo relacionado ao gene da 

calcitonina. Depois disso, a capsaicina bloqueia a membrana neuronal num estado 

despolarizado, que previne a subsequente despolarização e a liberação de neuropeptídeos, 

tornando as fibras insensíveis ao estímulo nociceptivo (LYNN, 1990). Esses efeitos são 

reversíveis, exceto quando o tratamento é aplicado durante o período neonatal, levando à 

completa remoção desses neurônios nociceptivos, e foi sugerido que determinadas doses 

de capsaicina (5mg/kg) possam destruir as fibras amielínicas, sendo que doses entre 10 e 

incorporated mainly in the linker group located between regions B
and C, through of the substitution by polar heterocyclic groups, such
as pyrimidine [17], oxazol [18], thiazol [19] among other groups,
achieving potent compounds known as conformationally restricted
TRPV1 antagonist. However, the linker group between regions A and
B corresponding to methylene or amino groups, has been conserved
in these kind of antagonists because the absence or the substitution
by non-flexible groups, such as carbonyl group has shown to cause
lost or decreasing of the activity on TRPV1 receptors [17e22].
Although it is true, that many compounds with restriction confor-
mational have been reported as potent antagonist TRPV1 and
several modifications have been studied for expand the three
pharmacophoric areas mentioned before, the changes on the linker
group between regions A and B through conformational restriction
with heterocyclic groups is little frequent.

Thereby, in this work have been proposed the design of con-
formationally restricted capsaicin analogues by replacing the amide
group of capsaicinwith the 1, 3, 4-thiadiazole heterocycle, followed
by the incorporation of an amide group as linker group between
regions B and C (Fig. 1). This isosteric replacement has allowed
evaluating both the isosteric efficiency of this heterocycle and the
effect of conformational restriction between regions A and B for
these capsaicin analogues, which have not been evaluated before
through of the substitution by a heterocyclic group. Thus, from 4-
hydroxy-3-methoxybenzaldehyde as starting material, were car-
ried out several steps of synthesis, which allowed obtaining 1, 3, 4-
thiadiazole alkylamides (8e15) as novel conformationally
restricted capsaicin analogues. These analogues included both
iodinated derivatives on the fifth position of vanillyl group and
non-iodinated derivatives, in order to evaluate the effect induced
by iodine atom on this kind of derivatives, due to the differences of
agonist effect and antagonist effect, observed between compounds
non-iodinated and iodinated, respectively on TRPV1 receptors
[14,17]. So, as a consequence of the high polarity and the confor-
mational restriction induced by 1, 3, 4-thiadiazole heterocycle,
together with the effect of the amide group as linker group were
obtained a novel family of potent TRPV1 antagonists.

2. Results and discussion

2.1. Chemistry

The 1, 3, 4-thiadiazole alkylamide derivatives (8e15) were
synthetized from 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde in three

steps. Previously, 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde was iodin-
ated (Scheme 1-I) through in situ oxidation of potassium iodide
with commercial hypochlorite (4.7%). This iodination method
allowed obtaining the monoiodinated product (1), with a yield of
72%.

According to Scheme 1-II the first step consisted in the synthesis
of heterocycle 1, 3, 4-thiadiazole through oxidative cyclization of
the thiosemicarbazones 4 and 5 with an aqueous solution of ferric
chloride. Thus, 2-amino-1, 3, 4-thiadiazole 6 and 7 were obtained
with good yields that corresponded to 60% and 45% respectively.
The next step, involved the formation of amides between 2-amino-
1, 3, 4-thiadiazole 6 or 7 and acyl derivatives coming from linear
aliphatic carboxylic acids with chains of different longitude. Ac-
cording to Scheme 2, the carboxylic acids were converted to acyl
chlorides with thionyl chloride. Later, in situ and at room temper-
ature the 2-amino-1, 3, 4-thiadiazole 6 or 7 was added into the
reaction medium followed by the addition of pyridine. The esteri-
fied amide derivatives were obtained by this method, therefore the
last step of synthesis consisted in an alkaline hydrolysis reaction
with NaOH 0.1 M under reflux at 60 !C approximately for achieve
the formation of a medium of reaction homogenous. This method
led to obtaining the 1, 3, 4-thiadiazole alkylamide derivatives 8e15,
which were purified by chromatography and crystallization,
achieving satisfactory yields of synthesis.

2.2. Biological evaluation

All the 1, 3, 4-thiadiazole derivatives obtained were tested in
transiently transfected HEK-293T cells expressing rat TRPV1
(rTRPV1). The biological activity of the derivatives was evaluated on
the activation of the rTRPV1 receptor by temperature and capsaicin.
TRPV1 activation was measured by means of a highthroughput
calcium influx assay; following the fluorescence of Fluo-4AM
loaded cells in a real-time PCR thermocycler [23]. This method
allowed us to follow multiple conditions simultaneously during a
temperature ramp as well as to maintain controlled temperatures.

First, the response to temperature changes for control condi-
tions was evaluated from 22 !C to 56 !C. These results are shown in
Fig. 2a in which the temperature-induced calcium influx was
normalized with respect to the fluorescence obtained at 50 !C for
rTRPV1. The temperature activation curve for rTRPV1 receptors rose
around 40 !C and it saturated at 54 !C. The calcium influx induced
by increasing temperature was modest or not observed in the
cultures previously incubated with reported TRPV1 blockers, such

Fig. 1. Pharmacophoric features for capsaicin and design of conformationally restricted capsaicin analogues.
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incorporated mainly in the linker group located between regions B
and C, through of the substitution by polar heterocyclic groups, such
as pyrimidine [17], oxazol [18], thiazol [19] among other groups,
achieving potent compounds known as conformationally restricted
TRPV1 antagonist. However, the linker group between regions A and
B corresponding to methylene or amino groups, has been conserved
in these kind of antagonists because the absence or the substitution
by non-flexible groups, such as carbonyl group has shown to cause
lost or decreasing of the activity on TRPV1 receptors [17e22].
Although it is true, that many compounds with restriction confor-
mational have been reported as potent antagonist TRPV1 and
several modifications have been studied for expand the three
pharmacophoric areas mentioned before, the changes on the linker
group between regions A and B through conformational restriction
with heterocyclic groups is little frequent.

Thereby, in this work have been proposed the design of con-
formationally restricted capsaicin analogues by replacing the amide
group of capsaicinwith the 1, 3, 4-thiadiazole heterocycle, followed
by the incorporation of an amide group as linker group between
regions B and C (Fig. 1). This isosteric replacement has allowed
evaluating both the isosteric efficiency of this heterocycle and the
effect of conformational restriction between regions A and B for
these capsaicin analogues, which have not been evaluated before
through of the substitution by a heterocyclic group. Thus, from 4-
hydroxy-3-methoxybenzaldehyde as starting material, were car-
ried out several steps of synthesis, which allowed obtaining 1, 3, 4-
thiadiazole alkylamides (8e15) as novel conformationally
restricted capsaicin analogues. These analogues included both
iodinated derivatives on the fifth position of vanillyl group and
non-iodinated derivatives, in order to evaluate the effect induced
by iodine atom on this kind of derivatives, due to the differences of
agonist effect and antagonist effect, observed between compounds
non-iodinated and iodinated, respectively on TRPV1 receptors
[14,17]. So, as a consequence of the high polarity and the confor-
mational restriction induced by 1, 3, 4-thiadiazole heterocycle,
together with the effect of the amide group as linker group were
obtained a novel family of potent TRPV1 antagonists.

2. Results and discussion

2.1. Chemistry

The 1, 3, 4-thiadiazole alkylamide derivatives (8e15) were
synthetized from 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde in three

steps. Previously, 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde was iodin-
ated (Scheme 1-I) through in situ oxidation of potassium iodide
with commercial hypochlorite (4.7%). This iodination method
allowed obtaining the monoiodinated product (1), with a yield of
72%.

According to Scheme 1-II the first step consisted in the synthesis
of heterocycle 1, 3, 4-thiadiazole through oxidative cyclization of
the thiosemicarbazones 4 and 5 with an aqueous solution of ferric
chloride. Thus, 2-amino-1, 3, 4-thiadiazole 6 and 7 were obtained
with good yields that corresponded to 60% and 45% respectively.
The next step, involved the formation of amides between 2-amino-
1, 3, 4-thiadiazole 6 or 7 and acyl derivatives coming from linear
aliphatic carboxylic acids with chains of different longitude. Ac-
cording to Scheme 2, the carboxylic acids were converted to acyl
chlorides with thionyl chloride. Later, in situ and at room temper-
ature the 2-amino-1, 3, 4-thiadiazole 6 or 7 was added into the
reaction medium followed by the addition of pyridine. The esteri-
fied amide derivatives were obtained by this method, therefore the
last step of synthesis consisted in an alkaline hydrolysis reaction
with NaOH 0.1 M under reflux at 60 !C approximately for achieve
the formation of a medium of reaction homogenous. This method
led to obtaining the 1, 3, 4-thiadiazole alkylamide derivatives 8e15,
which were purified by chromatography and crystallization,
achieving satisfactory yields of synthesis.

2.2. Biological evaluation

All the 1, 3, 4-thiadiazole derivatives obtained were tested in
transiently transfected HEK-293T cells expressing rat TRPV1
(rTRPV1). The biological activity of the derivatives was evaluated on
the activation of the rTRPV1 receptor by temperature and capsaicin.
TRPV1 activation was measured by means of a highthroughput
calcium influx assay; following the fluorescence of Fluo-4AM
loaded cells in a real-time PCR thermocycler [23]. This method
allowed us to follow multiple conditions simultaneously during a
temperature ramp as well as to maintain controlled temperatures.

First, the response to temperature changes for control condi-
tions was evaluated from 22 !C to 56 !C. These results are shown in
Fig. 2a in which the temperature-induced calcium influx was
normalized with respect to the fluorescence obtained at 50 !C for
rTRPV1. The temperature activation curve for rTRPV1 receptors rose
around 40 !C and it saturated at 54 !C. The calcium influx induced
by increasing temperature was modest or not observed in the
cultures previously incubated with reported TRPV1 blockers, such
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25mg/kg foram capazes de destruir 90% das fibras amielínicas, sem afetar as fibras 

mielínicas (BUCK; BURKS, 1986). 

 

Também tem sido relatado o efeito anti-obesidade da capsaicina, que é capaz de 

reduzir o peso corporal e a gordura corporal por aumentar o metabolismo energético e a 

termogênese (KANG et al., 2010; KIM et al., 2013). Estudos recentes também têm 

demonstrado que a capsaicina é capaz de melhorar a resistência à insulina e esteatose 

hepática em camundongos obesos por facilitar a oxidação de ácidos graxos e aumentar a 

expressão de adiponectina (KANG et al., 2010; KANG et al., 2011). Os mecanismos 

moleculares envolvidos nesses efeitos estão relacionados à diminuição de TNF, 

interleucina 6 (IL-6) e proteína quimiotática de monócitos (MCP-1), facilitando a 

expressão das proteínas desacopladoras (UCPs), que estão associadas à oxidação lipídica 

via receptor ativado por proliferadores de peroxissoma do tipo alfa (PPARα) (JOO et al., 

2010; KANG et al., 2010). KIM et al. (2013) mostraram que capsaicina foi capaz de 

aumentar a captação de glicose por células musculares via ativação de proteína quinase 

ativada por AMP (AMPK), que estimula a captação de glicose não dependente de insulina, 

sugerindo ser um potencial suplemento alimentar capaz de regular os níveis séricos de 

glicose. KANG et al. (2010) também demonstraram melhora da resistência insulínica em 

ratos obesos alimentados com dieta rica em gordura ingerindo 10mg/kg de peso (0,015%) 

de capsaicina durante 10 semanas. 

 

As ações da capsaicina no metabolismo vêm sendo amplamente estudadas. O 

fitoquímico parece estar envolvido na regulação do gasto energético, oxidação de ácidos 

graxos e ativação do tecido adiposo marrom em humanos (YONESHIRO et al., 2012; 

JANSSENS et al., 2013). Recentes achados mostram que o tecido adiposo marrom pode 

ser induzível, podendo ser ativado por prolongada ingestão de capsaicina e demais 

capsaicinóides, acarretando aumento do gasto energético e diminuição da gordura corporal, 

sendo úteis na prevenção da obesidade (SAITO; YONESHIRO, 2013). Os efeitos da 

capsaicina na termogênese foram verificados por indução, de maneira dose-dependente, da 

regulação positiva da proteína desacopladora mitocondrial 2 (UCP2), um transportador 

mitocondrial de prótons na cadeia respiratória (LEE et al., 2011). 

 

Efeitos hipolipemiantes da capsaicina em modelos animais também foram 

amplamente relatados por SRINIVASAN (2013), com redução nos níveis séricos e 
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hepáticos de colesterol, menores níveis séricos de triglicerídeos, bem como prevenção do 

acúmulo de lipídeos no fígado e aorta e melhora de lesões ateroscleróticas na aorta. DIAZ-

GARCIA et al. (2014) sugerem que TRPV1 não participa da secreção de insulina induzida 

por glicose pelas células β pancreáticas, mas poderia atuar no controle da sensibilidade à 

insulina. Modelo animal de síndrome metabólica com administração orogástrica de 

capsaicina (0,5 e 1,0mg/kg peso corporal) não verificou melhora nas anormalidades 

lipídicas e glicídicas associadas à síndrome, provavelmente em função do curto período de 

tratamento (nove dias), mas os autores relataram que capsaicina poderia exercer efeitos 

cardiovasculares benéficos, já que promoveu uma melhora global do controle autonômico 

(TREMARIN et al., 2014). 

 

Experimentos in vitro mostraram que capsaicina inibiu a expressão de 

adipocitocinas e o aumento dos níveis de adiponectina (KANG et al., 2007), sugerindo que 

a ativação de receptores TRPV1 poderia ter um efeito benéfico na diminuição da 

inflamação. Estudos posteriores mostraram que a capsaicina diminuiu o peso corporal e o 

acúmulo de tecido adiposo em camundongos obesos, e os níveis de glicemia de jejum e de 

insulina foram menores quando comparados com animais não-tratados. Nesse mesmo 

estudo foi observada uma redução da inflamação no tecido adiposo, além de diminuição da 

esteatose hepática e das respostas inflamatórias, além de aumentar a regulação e ativação 

de PPARα, um regulador chave do metabolismo glicídico e lipídico (KANG et al., 2010). 

Esses resultados indicam que a capsaicina dietética pode atenuar a intolerância à glicose 

em camundongos obesos, efeito associado com a ativação dos receptores TRPV1 no tecido 

adiposo, redução da inflamação hepática e de citocinas pró-inflamatórias e ativação da 

sinalização de PPARα (KANG et al., 2007; KANG et al., 2010).  

 

Achados similares foram recentemente demonstrados pela administração tópica 

de capsaicina a 0,075% em trabalho de LEE et al. (2013), em que camundongos machos 

alimentados com dieta rica em gordura apresentaram menor ganho de peso corporal e 

gordura visceral. Também foram observados menores níveis de glicemia de jejum, 

colesterol total e triglicérides e um aumento de adiponectina e da expressão de PPARα e 

PPARγ, em combinação com redução da inflamação. Esses resultados sugerem fortemente 

que não somente a ingestão, mas também a administração tópica de capsaicina em 

condições pré e pós-obesidade reduz o acúmulo de gordura, a inflamação e a resistência à 
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insulina (LEE et al., 2013). Estudo in vivo com administração subcutânea de capsaicina 

aumentou os níveis plasmáticos de insulina em ratos, indicando um efeito sistêmico 

(AKIBA et al., 2004). 

 

Em contraste, observações conflituosas mostraram que a suplementação dietética 

de capsaicina e dihidroxicapsaicina resultaram no aumento dos níveis séricos de glicose e 

de ácidos graxos livres em ratos saudáveis, embora tenha promovido a diminuição do 

ganho de peso corporal em comparação com o grupo controle. Os autores sugerem que os 

efeitos observados poderiam ser provenientes da ativação do sistema nervoso simpático e 

secreção de catecolaminas, associados à ativação da gliconeogênese por β-

adrenorreceptoes no fígado (IMAIZUMI et al., 2011). 

 

A sensação de queimação inicial provocada pela ingestão da capsaicina 

desaparece rapidamente, um fenômeno denominado dessensibilização (HOLZER, 1991), e 

em seguida a língua torna-se insensível aos estímulos nocivos, incluindo o calor. Algumas 

pessoas podem apresentar transpiração excessiva durante uma refeição picante, fenômeno 

cientificamente denominado “sudorese gustativa” (LEE, 1954). BERGER et al. (1995) 

mostraram que a ingestão de capsaicina utilizando caramelo como veículo foi capaz de 

gerar alívio temporário significativo da mucosite oral em pacientes submetidos à 

quimioterapia e radioterapia. Naquele estudo, a quantidade de capsaicina usada pela 

maioria dos pacientes estudados era equivalente 5-9 ppm, e esperava-se que o uso de doses 

maiores de capsaicina seria capaz de abolir completamente a sensação de dor nos 

pacientes. Os autores relataram que o tratamento com baixa concentração de capsaicina foi 

capaz de aliviar substancialmente, mas não eliminar a dor dos pacientes. Após a 

dessensibilização inicial, se a capsaicina fosse reaplicada antes que os neurônios fossem 

recuperados, então as aplicações posteriores não gerariam a mesma sensação pungente 

como na primeira aplicação, sugerindo uma dessensibilização contínua por meio da 

definição em intervalos adequados de aplicação. 

 

Efeitos anticâncer e quimiopreventivos de capsaicina e seus análogos 

provavelmente derivam de sua habilidade em impedir a proliferação e migração celular, 

além de induzir a apoptose celular de maneira dose-dependente in vivo e in vitro (WU et 

al., 2006; CHOW et al., 2007; KIM et al., 2007; BLEY et al., 2012). Apoptose é um tipo 

de morte celular autorregulada e ocorre durante a renovação e desenvolvimento de células 
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normais e na regulação imune, sendo sugerida como um importante alvo na terapia contra 

o câncer. 

 

LIN et al. (2013) relatam que a capsaicina poderia ser um potencial agente 

terapêutico ou quimiopreventivo, uma vez que foi capaz de reduzir a proliferação e 

viabilidade células KB humanas (linhagem de células tumorais formadoras de queratina), 

além de parar a progressão do ciclo celular e induzir a apoptose através da permeabilidade 

da membrana mitocondrial e ativação de caspase, de maneira dose-dependente. Uma 

estratégia para controle da proliferação celular é a disfunção induzida da mitocôndria, e 

estudos mostram que células tratadas com capsaicina sofreram perda de potencial de 

membrana mitocondrial, levando à liberação de proteínas pró-apoptóticas (JUNG; KANG; 

MOON, 2001; ZHANG et al., 2008a; LIN et al., 2013). Curcumina, cuja estrutura é 

similar à capsaicina (SURH et al., 2001), é um pigmento seguro farmacologicamente e 

considerado um agente quimiopreventivo devido às suas funções em várias vias de 

sinalização, inibindo vias anti-apoptóticas (BAVA et al., 2005; SREEKANTH et al., 

2011). 

 

SKRZYPSKI et al. (2014) relataram que os mecanismos de ativação da 

capsaicina parecem ser multifatoriais/multifacetados e específicos ao tipo celular. Um dos 

mecanismos de morte celular induzida por capsaicina é o grande influxo de cálcio (Ca+2) 

por estímulo de TRPV1 (AMANTINI et al., 2004; AMANTINI et al., 2007), que suprime 

a expressão de receptores canabinóides (ANAND; OTTO; ANAND, 2010; MERGLER et 

al., 2012). Entretanto, outros estudos mostram que os efeitos anti-proliferativos da 

capsaicina não decorrem apenas do Ca+2 e da ativação de TRPV1 (LEE; NAM; KIM, 

2000; CORDEIRO et al., 2010). É sugerido que capsaicina pode causar apoptose por 

regular o metabolismo oxidativo mitocondrial, rompendo o potencial de membrana 

mitocondrial, o que leva à rápida superprodução de espécies reativas de oxigênio 

(PRAMANIK; BOREDDY; SRIVASTAVA, 2011; IP et al., 2012). 

 

Estudo in vivo em camundongos injetados com células de carcinoma de cólon ou 

de fibrosarcoma mostrou que o tratamento dos tumores com administração intralesional de 

capsaicina levou à sensibilização do estroma circundante, aumento da apresentação de 

antígenos e destruição do tumor por células T específicas (GHOSH; BASU, 2012). Os 

efeitos da imunoterapia mediada por capsaicina envolvem mudança no microambiente 
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tumoral, incluindo ativação de células dendríticas, aumento da apresentação cruzada de 

antígenos associados ao tumor de células apoptóticas cancerosas, aumento das células T 

antitumorais no estroma circundante e depleção da população de células hospedeiras 

imunossupressoras, demonstrando que a regressão do tumor mediada por capsaicina induz 

resposta imune específica ao tumor, bem como resposta sistêmica (BASU; 

SRIVASTAVA, 2005; BELTRAN; GHOSH; BASU, 2007; GHOSH; BASU, 2012). 

 

A Figura 10 ilustra os efeitos sistêmicos da ingestão de capsaicina (ZSOMBOK, 

2013). Acredita-se que os efeitos benéficos do tratamento com capsaicina na modulação do 

tecido adiposo e da termogênese sejam decorrentes da ativação de TRPV1, que exerceria 

efeitos diretos na ativação do tecido adiposo. Também é sugerido que capsaicina exerça 

efeitos benéficos na homeostase da glicose, via ativação de TRPV1, por modular a 

secreção de insulina via aumento da secreção de GLP-1 (peptídeo semelhante à glucogon 

1), hormônio intestinal que participa da regulação do metabolismo glicídico por modular a 

secreção de insulina. 

 

 
FIGURA 10 - Efeitos sistêmicos da ingestão de capsaicina 
Fonte: ZSOMBOK, 2013. 
Ingestão de capsaicina através de mecanismos dependentes de TRPV1 mostrou efeitos benéficos na 
homeostase da glicose. O trato gastrointestinal, tecido adiposo, fígado, pâncreas e o sistema nervoso central 
foram determinados como locais de ação. 
ANS: sistema nervoso autônomo; FFA: ácidos graxos livres; GLP-1: peptídeo semelhante ao glucagon 1; 
UCP: proteína desacopladora. 

 

 

Apesar dos efeitos quimiopreventivos da capsaicina, estudos mostraram que 

ingestão excessiva e frequente de pimentas causaram distúrbios no trato gastrointestinal, 
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com formação de tumores no duodeno e no estômago (AGARWAL et al., 1986; TOTH; 

GANNETT, 1990). Também foi relatado que capsaicina poderia ser co-carcinogênica por 

inibir as isoformas das enzimas citocromo P450 envolvidas na detoxificação da 

carcinogênese (AGARWAL et al., 1986; GANNETT; IVERSEN; LAWSON, 1990). 

 

Os efeitos induzidos pela capsaicina devem depender do tipo celular, bem como 

da dose usada e do tempo de tratamento (MATUCCI-CERINIC et al., 1990 apud 

MALAGARIE-CAZENAVE et al., 2009), sendo que a administração de altas doses por 

longos períodos está associada à toxicidade e carcinogênese, enquanto pequenas 

quantidades exibem pouco ou nenhum efeito deletério (SURH; LEE, 1996; 

VERSCHOYLE; STEWARD; GESCHER, 2007). Os possíveis efeitos imunomodulatórios 

da capsaicina poderiam ser benéficos na prevenção do aparecimento de mucosite e seu 

impacto clínico nos pacientes submetidos à quimioterapia. 

 

Capsaicina também apresenta efeitos sobre o estresse oxidativo, mas os dados são 

conflitantes. A literatura mostra que capsaicina inibiu a geração de espécies reativas de 

oxigênio em macrófagos peritoneais de ratos e inibiu a peroxidação lipídica em diversos 

outros estudos (SALIMATH; SUNDARESH; SRINIVAS, 1986; PULLA REDDY; 

LOKESH, 1992; JOE; LOKESH, 1994; ASAI; NAKAGAWA; MIYAZAWA, 1999; 

KOGURE et al., 2002). Em contraste, estudo avaliando a participação de EROs na 

patogênese de lesões gástricas induzidas por estresse em ratos mostrou que a inativação de 

nervos sensoriais por capsaicina aumentou o estresse oxidativo, verificado pelo aumento 

da peroxidação lipídica e diminuída atividade de SOD e menores níveis teciduais de 

glutationa peroxidase, resultando em grave dano à mucosa gástrica (KWIECIEN et al., 

2012). 

 

Estudos mostraram que neurônios sensíveis à capsaicina participam da regulação 

de funções fisiológicas no sistema nervoso central, e a secreção de ácido gástrico foi 

regulada positivamente pela capsaicina através de mecanismos do nervo vago em ratos 

(MINOWA et al., 2001). A ação da capsaicina nesses nervos tem sido estudada in vivo e in 

vitro para tratamento de tosse crônica, enxaqueca, diabetes, bexiga hiperativa, atuando 

também como potente analgésico e agente anti-câncer (STERNER; SZALLASI, 1999; 

SURH, 1999; GUNTHORPE; SZALLASI, 2008; SURI; SZALLASI, 2008). 
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O papel do sistema nervoso parassimpático, em especial do nervo vago, na 

regulação das respostas inflamatórias do trato gastrointestinal tem sido demonstrado 

(BOROVIKOVA et al., 2000; TRACEY, 2007), sendo proposto que a via anti-inflamatória 

colinérgica é parte do reflexo imune vago-vagal, em que os sinais surgem a partir dos 

aferentes vagais intestinais ativos, e estes, por sua vez, ativam a via anti-inflamatória 

colinérgica descendente (TRACEY, 2009). Em estudo de RILEY et al., (2013) um 

subconjunto de neurônios vagos isolados em cultura poderiam responder diretamente a 

TNF e LPS, e a maioria dos neurônios que responderam aos mediares pró-inflamatórios 

foram responsivos à capsaicina. Os autores concluíram que fibras aferentes do nervo vago 

expressando TRPV1 são responsáveis pela detecção direta de mediadores inflamatórios no 

intestino, e que provavelmente representam a população neural que participa do início do 

reflexo neuroimune (RILEY et al., 2013). 

 

Capsaicina ativa o receptor vanilóide TRPV1 nos terminais centrais e periféricos 

de fibras C amielínicas ou de fibras Aδ levemente mielinizadas para transmitir sinais 

nociceptivos ao sistema nervoso central (SZALLASI, BLUMBERG, 1999; CATERINA et 

al., 2000). A ativação de neurônios expressando esses receptores induz a liberação de 

vários peptídeos neurotransmissores, incluindo a substância P, neuroquinina A e o peptídeo 

relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (DUSSOR et al., 2004). A liberação de 

substância P e de CGRP causam inflamação neurogênica, fenômeno caracterizado por 

vasodilatação e extravamento (JANCSÓ-GABOR; SZOLCSÁNYI, 1972).  

 

As taquiquininas são potentes neuropeptídeos biologicamente ativos, distribuídos 

amplamente no sistema nervoso central e periférico (MAGGIO, 1988). Essa família é 

constituída pela substância P, neuroquinina A e neuroquinina B (ALMEIDA et al., 2004), 

agindo primariamente como neurotransmissores em mamíferos, atuando sobre um 

conjunto específico de receptores que mediam os efeitos não-adrenérgicos e não-

colinérgicos do sistema nervoso autônomo (KUNDE; CRAWFORD; GERAGHTY, 2013). 

Estudos mostram que taquiquininas liberadas por neurônios aferentes primários atuam 

como neurotransmissores excitatórios e parecem ser mediadores da inflamação 

neurogênica (BRAIN, 1997; SZALLASI; RICHARDSON; VASKO, 2002; CRUZ; 

GEPPETI, 2006; KUNDE; CRAWFORD; GERAGHTY, 2013). 
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A literatura mostra que a capsaicina provoca a liberação aguda de substância P 

pelos terminais periféricos de neurônios sensoriais aferentes primários, seguida pela 

depleção prolongada da substância P, responsável por mediar alguns efeitos 

patofisiológicos da capsaicina (GANSE; HOLZER; LEMBECK, 1980; GAMSE et al., 

1981). Os neurônios tornam-se insensíveis com prolongada exposição à capsaicina, 

levando à dessensibilização dessas células a estímulos subsequentes à ativação de TRPV1 

(KUNDE; CRAWFORD; GERAGHTY, 2013). Foi demonstrado que a inativação de 

neurônios sensoriais por capsaicina melhorou significativamente a metástase de câncer de 

mama para coração e pulmão em modelo murinho (ERIN et al., 2004). A substância P é 

encontrada principalmente em neurônios sensoriais primários sensíveis à capsaicina, mas 

também foi encontrada em fibroblastos, células imunes e endoteliais, demonstrando sua 

presença em tecidos não-neuronais (LAI; DOUGLAS; HO, 1998; BAE et al., 2002; ERIN 

et al., 2009). Tratamento crônico com baixas doses de capsaicina aumentou os níveis de 

substância P e, provavelmente, aumenta a atividade de nervos sensoriais, atividades 

importantes que podem ser úteis na prevenção e tratamento de algumas doenças (ERIN et 

al., 2009). Outro fato interessante observado naquele trabalho foi o aumento dos níveis de 

substância P devido ao estresse provocado pela manipulação dos animais, sugerindo que os 

níveis de substância P não-neuronal também é afetado por estresse (ERIN et al., 2009). 

 

O papel da substância P na regulação das funções corporais é conflitante (ERIN; 

ULUSOY, 2009). Em inflamação crônica, a expressão de substância P aumentou células 

epiteliais e macrófagos (O’CONNOR et al., 2004), e contribuiu para a cronicidade de 

respostas inflamatórias por induzir inflamação neurogênica, sendo considerada um 

mediador pró-inflamatório. Em contraste, foi demonstrado que a depleção de substância P 

aumentou a resposta inflamatória secundária ao fumo (SUN et al., 2004). Esses resultados 

controversos podem ser decorrentes da diferença funcional entre a substância P neuronal e 

não-neuronal (ERIN; ULUSOY, 2009). 

 

A literatura relata que capsaicina poderia exercer proteção contra doenças 

inflamatórias intestinais associadas com grave inflamação, e seus efeitos anti-inflamatórios 

nas doenças intestinais podem decorrer da sinalização com TRPV1, que induziu proteção 

contra a colite experimental, além de inibir a proliferação de células T em camundongos 

knockout para o receptor (SANCHO et al., 2002; KOBAYASHI et al., 2012; BELMAÁTI 

et al., 2014). Foi demonstrado que camundongos com colite em modelo animal de 
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transferência de células T na imunodeficiência combinada grave (doenças genéticas em 

que há bloqueio da diferenciação de linfócitos, geralmente causando deficiência da função 

imune) expressam mRNA de TRPV1 em seus órgãos linfoides e reto, o que sugere que a 

sinalização TRPV1 nesses órgãos poderia ter um efeitos na atenuação da colite pela 

capsaicina (BELMAÁTI et al., 2014). Nesse mesmo estudo, capsaicina inibiu a 

proliferação de células T em camundongos deficientes no receptor TRPV1, e os autores 

sugeriram que esse efeito independente de TRPV1 poderia estar relacionado à atividade 

anti-inflamatória da capsaicina (BELMAÁTI et al., 2014).  

 

 

2.4 Superfamília dos Canais TRP 
 

 

A superfamília dos receptores de potencial transitório (TRP) é formada por canais 

catiônicos potencialmente promissores que têm sido associados à uma grande variedade de 

funções biológicas. Uma forte correlação entre a expressão dos canais TRP e determinados 

sintomas fisiopatológicos tem sido descoberta (NILIUS et al., 2007). 

 

Os canais TRP são agrupados em seis subfamílias, com base na homologia de sua 

sequência de aminoácidos: (1) família TRP clássica ou canônica (TRPC); (2) família 

relacionada à melastatina (TRPM); (3) família relacionada à policistina (TRPP ou PKD); 

(4) família anquirina (TRPA); (5) família relacionada à mucopolina (TRPM); e (6) família 

vanilóide (TRPV) (NILIUS; OWSIANIK, 2011). 

 

Nos últimos 15 anos, estudos dos canais TRP determinaram sua participação no 

desenvolvimento de várias doenças, incluindo câncer, doenças cardiovasculares, desordens 

cerebrais, doenças pulmonares, doenças renais, obesidade e diabetes mellitus (NILIUS et 

al., 2007). Dentre os fatores químicos que modulam os canais TRP há fatores dietéticos, 

como a capsaicina (ativador de TRPV1), menta (ativador de TRPM8), alicina (ativador de 

TRPA1), 6-gingerol (ativador de TRPV1) e ácidos graxos poli-insaturados (ativadores de 

TRPV1 e inibidores de TRPC1/5) (VRIENS; NILIUS; VENNEKENS, 2008). A família 

TRPV é uma das mais estudadas, e é subdivida em seis membros: TRPV1 – TRPV6. Os 

receptores TRPV1 – TRPV4 são canais ativados por temperatura, sendo, possivelmente, 
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ativados por estímulos físicos e químicos, incluindo muitos ligantes endógenos e exógenos 

(NILIUS et al., 2007). 

 

 

2.4.1 Receptores TRPV1 
 

 

O receptor de potencial transitório vanilóide do tipo 1 (TRPV1) foi o primeiro 

membro da subfamília TRPV a ser identificado (CATERINA et al., 1997), e tem sido 

descrito como um canal de cálcio dependente de ligante acoplado à membrana celular, com 

alta seletividade para capsaicina e outros compostos vanilóides semelhantes (CATERINA; 

JULIUS, 2001; MONTELL et al., 2002). Descrito como nociceptor polimodal, TRPV1 

permite a integração de múltiplos estímulos durante o processo de ativação, incluindo 

capsaicina, prótons, pH (<6 ou >8), temperatura maior que 43oC, voltagem e metabólitos 

de ácido araquidônico (LIU; SIMON, 2000; LEE et al. 2007; SPILLER et al., 2008; 

REBOLLEDO et al., 2013). TRPV1 pode ser considerado um integrador molecular 

essencial no início de respostas a estímulos térmicos e químicos nocivos nos terminais 

periféricos de neurônios aferentes primários envolvidos na nocicepção e inflamação 

(GARCIA-MARTINEZ et al., 2002; SÁNDOR et al., 2009). Sendo assim, antagonistas de 

TRPV1 têm sido desenvolvidos para o tratamento de condições inflamatórias crônicas 

(SZALLASI et al., 2007).  

 

O canal iônico TRPV1 é um tetrâmero ancorado na bicamada lipídica 

(OWSIANIK et al., 2006), contém 838 aminoácidos e peso molecular de 95kDa tanto em 

humanos quanto em ratos, consistindo de seis domínios transmembrana com um pequeno 

poro formado entre o quinto e o sexto domínios. É um receptor não-seletivo, localizado 

primariamente nas fibras pequenas de neurônios nociceptivos, cujas funções são 

relacionadas à dor, além de participarem da regulação do tônus vascular, funções 

cardíacas, processos imunológicos e crescimento tecidual (ZANESCO et al., 1999; 

SZOLCSANYI et al., 2001). Esses receptores são amplamente distribuído em diferentes 

tecidos: cérebro, intestino, fígado, células da glia, queratinócitos epidérmicos, bem como 

em macrófagos, mastócitos e granulócitos polimorfonucleares (CATERINA et al., 1997; 

CORTRIGHT; SZALLASI, 2004; REYES-ESCOGIDO; GONZALEZ-MONDRAGON; 
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VAZQUEZ-TZOMPANTZI, 2011). É expresso principalmente em fibras C amielínicas ou 

em pequenas fibras A delta mielinizadas (BARANIDHARAN; DAS; BHASKAR, 2013). 

 

Ainda não está bem estabelecido se a sinalização TRPV1 é o modo prevalente de 

detecção de estímulos nocivos no cérebro, já que a capsaicina produz diferentes efeitos 

dependendo do estágio de desenvolvimento e da localização (LEE et al., 2012). Outro fato 

intrigante da identificação desses receptores é que suas funções não parecem estar 

limitadas apenas à percepção de estímulos nocivos através da ativação de fibras nervosas, 

mas vários receptores vanilóides são altamente expressos em células não-neuronais 

(HAYES et al., 2000). 

 

Foi relatado que TRPV1 tem pelo menos dois sítios de ligação para capsaicina, 

dos lados intra- e extracelular da membrana (JOOYOUNG JUNG et al., 1999; DUAN et 

al., 2013). Todos os análogos têm capacidade de se ligar e ativar os receptores TRPV1, 

embora com diferentes potenciais, requerendo estritamente porções da cadeia de 

alquilo/acilo e do anel 3-metoxi-4-hidroxibenzilamida (vanilóide) de atividade 

farmacológica (HAYES et al., 1984; WALPOLE et al., 1993a,b,c; SZALLASI; 

BLUMBERG, 1999). Da mesma forma, vários outros ligantes do receptor (capsazepina, 

resiniferatoxina, dentre outros) requerem a presença do anel vanilóide. Em função desse 

requisito estrutural aparente, o receptor de capsaicina foi nomeado receptor vanilóide do 

tipo 1 (VR 1), porém uma nova nomenclatura foi sugerida recentemente para a 

superfamília dos canais de cálcio receptores transitórios de potencial (TRP) (MONTELL et 

al., 2002). Essa nomenclatura renomeou o VR 1 como receptor de potencial transiente 

vanilóide do tipo 1 (TRPV1), designação usada atualmente. 

 

Os receptores TRPV1 estão envolvidos na fisiopatologia de doenças intestinais 

funcionais com hiperalgesia, como a síndrome do intestino irritável (SII), em que as fibras 

nervosas TRPV1 estão aumentadas e cujo aumento é correlacionado com a dor (AKBAR 

et al., 2008). Em estudo controlado duplo cego, a administração de capsaicina contida em 

pimenta vermelha na forma de comprimidos com revestimento entérico, durante seis 

semanas, foi capaz de melhorar significativamente a dor abdominal em pacientes com SII 

ao final do tratamento, em vez de placebo (BORTOLOTTI; PORTA, 2011). 
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A presença de TRPV1 nas células mucosas da zona proliferativa de glândulas 

gástricas sugere sua participação no controle da proliferação de células da mucosa 

(NOZAWA et al., 2001). A literatura mostra que os efeitos imunológicos da capsaicina 

seriam indiretos, mediados por liberação de neuropeptídeos pelas terminações nervosas 

vanilóide-sensitivas, que atuariam nos linfócitos (SZALLASI; BLUMBERG, 1993). 

Entretanto, foi mostrado que mastócitos apresentam receptores vanilóides, sugerindo um 

envolvimento direto do TRPV1 nas funções imunomoduladoras (BÍRÓ et al., 1998). 

 

A figura 11 mostra os efeitos celulares da ativação dos receptors TRPV1 pela 

capsaicina. A capsaicina ativa as fibras nervosas sensoriais através de um canal iônico 

TRPV1 (CATERINA et al., 1997). Depois da ativação do receptor vanilóide-1, a 

capsaicina e outros compostos vanilóides dessensibilizam os neurônios sensoriais, 

tornando-os refratários a estímulos subseqüentes que causam dor (SZALLASI; 

BLUMBERG, 1996). Além de dessensibilizar os neurônios aferentes de tipo C, a 

capsaicina também altera a liberação de neuropeptídeos nos terminais periféricos, como a 

substância P, neurocinina A, peptídeo relacionado ao gene da calcitonina e outros 

neurotransmissores/neuropeptídeos que agem nas respostas de inflamação. A 

dessensibilização das fibras C induzida pela capsaicina é conseqüência da depleção desses 

neuropeptídeos (CRUZ, 1998; CHANCELLOR; DE GROAT, 1999). 

 

	
  
FIGURA 11 - Efeitos celulares da ativação do receptor TRPV1 por capsaicina 
Fonte: CHANCELLOR; DE GROAT, 1999. 
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JUSTIFICATIVA 
 

 

O câncer é uma das principais causas de morte em todo o mundo e, apesar da 

existência de diversas terapias para seu tratamento, problemas como a baixa seletividade e 

alta toxicidade estimulam levam à busca por novas moléculas antitumorais que gerem 

menores efeitos colaterais. Um desses efeitos é a mucosite, altamente limitante no 

tratamento desta doença, que leva à inflamação intestinal e abandono do tratamento. 

Diversos estudos têm mostrado os efeitos benéficos da capsaicina à saúde, dentre eles 

considerável ação antiproliferativa por indução de apoptose seletiva em tumores e seu 

possível efeito na redução de inflamação. Assim, é importante testar os efeitos desse 

nutriente, uma vez que ele pode se tornar um atenuante dos efeitos colaterais em terapias 

contra o câncer, aumentando a qualidade de vida dos pacientes durante o tratamento. 
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3 OBJETIVOS 
 

 

Objetivo Geral 
 

Caracterizar os efeitos do uso tópico de capsaicina a 0,075% no tratamento da 

mucosite induzida por 5-FU quanto à evolução ponderal, inflamação intestinal, estresse 

oxidativo e permeabilidade intestinal. 

 

 

Objetivos Específicos 
 

Comparar animais recebendo ou não capsaicina tópica quanto a: 

 

§ Evolução e intensidade da mucosite, avaliando a evolução ponderal, peso absoluto 

e relativo do tecido adiposo, o consumo alimentar e hídrico, bem como a histopatologia da 

mucosa intestinal e escore inflamatório. 

§ Características inflamatórias no intestino delgado pela análise quantitativa e 

qualitativa das células do sistema imune utilizando a medida das enzimas mieloperoxidase 

(presente em neutrófilos), N-acetilglicosaminidase (presente em macrófagos) e peroxidase 

de eosinófilos. 

§ Análise do perfil inflamatório pela liberação de citocinas pró-inflamatória (TNF e 

IL-13) e anti-inflamatória (IL-10) no intestino delgado. 

§ Análise do estresse oxidativo no intestino delgado, por meio da dosagem da 

concentração de hidroperóxidos, da formação de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) e pela atividade da enzima superóxido dismutase (SOD). 

§ Alterações na permeabilidade intestinal por ovoalbumina e pela análise das 

proteínas das junções firmes ZO-1, ocludina e MLCK. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

ANIMAIS 
 

Camundongos Swiss NIH machos e fêmeas foram obtidos no biotério de criação 

do Laboratório de Gnotobiologia e Imunologia, por meio de doação pela professora Leda 

Quércia Vieira. Os animais foram colonizados, mantidos e submetidos ao ensaio biológico 

no Biotério Ênio Cardillo Vieira do Laboratório de Aterosclerose e Bioquímica 

Nutricional. Ambos os biotérios pertencem ao Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). 

 

O projeto foi aprovado pelo Comissão de Ética no Uso em Animais da UFMG 

(CEUA/UFMG) sob o protocolo de número 260/2012 (ANEXO I). 
 

 

Delineamento e Modelo Experimental de Mucosite Intestinal 

 

Os camundongos de ambos os sexos e idade entre seis e oito semanas foram 

mantidos em gaiolas individuais, com ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura 

controlada (22°C±2°C), com livre acesso à dieta e água filtrada. A dieta ofertada foi a 

ração comercial padrão para roedores Nuvilab® CR-1 Autoclavável Nuvital durante 10 

dias. Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, de acordo com o peso 

inicial, e mantidos em gaiolas individuais durante todo o experimento. Os grupos estão 

descritos a seguir: 
 

§ Ct: sem indução de mucosite + creme base; 

§ Ct CAP: sem indução de mucosite + creme contendo capsaicina a 0,075%; 

§ MUC: com indução de mucosite + creme base; 

§ CAP: com indução de mucosite + creme contendo capsaicina a 0,075%.  

 

Para a indução da mucosite, os animais dos grupos Mucosite e Capsaicina 

receberam uma dose de 200mg/kg corporal de 5-Fluorouracil (Eurofarma®) por via 

intraperitoneal, em dose única, conforme padronizado anteriormente (FERREIRA et al., 
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2012). A indução da mucosite ocorreu no sétimo dia de experimento. Os animais dos 

grupos Controle e Controle CAP, sem indução de mucosite, receberam solução de PBS 

(solução salina tamponada com fosfato) em mesmo volume, também por via 

intraperitoneal. 

 

Durante sete dias consecutivos foram administrados o creme base e o creme 

contendo capsaicina (0,075% v/v) de forma tópica de acordo com a metodologia de LEE et 

al. (2013). Brevemente uma quantidade de 100 mg foi aplicada em área depilada de 1 x 1 

cm com o auxílio de um cotonete de vidro (FIG. 12). A composição dos cremes é mostrada 

na tabela 1. 
 

	
  
FIGURA 12 - Área de aplicação do creme 

 

Componentes 
Creme base: 

100mg 

Capsaicina 0,075% 
Creme base q.s.p. 

100g 
Quantidades 

Butil-hidroxitolueno (BHT) 0,05g 0,05g 
Triglicérides de ácido 
cáprico/caprílico 0,5g 0,5g 

Capsaicina - 0,075g 
EDTA dissódico 0,1g 0,1g 
Solução conservante de 
imidazolidinilureia a 50% 0,6g 0,6g 

Parafina líquida 3,0g 3,0g 
Silicone 4,5g 4,5g 
Goma xantana 5,0g 5,0g 
Solução conservante de parabenos 3,3g 3,3g 
Cera autoemulsionante não iônica 9,0g 9,0g 
Água destilada q.s.p. 100g q.s.p. 100g 

Tabela 1 – Composição dos cremes utilizados neste trabalho 
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A indução da mucosite ocorreu no sétimo dia e os animais foram eutanasiados no 

décimo dia experimental (Figura 13). 

 

 
FIGURA 13 - Delineamento Experimental 

 

 

Aplicação dos Cremes 

 

Para a aplicação dos cremes, os animais foram submetidos à depilação de uma 

área de aproximadamente um centímetro quadrado na região dorsal, por meio de um 

barbeador elétrico. Os animais eram colocados sobre a grade da gaiola e segurados pela 

cauda, e então procedia-se à passagem do barbeador no sentido inverso ao crescimento dos 

pêlos dos animais. 

 

 

Eutanásia dos Animais 

 

Ao término do experimento os animais foram anestesiados com solução de 

ketamina (10%) (70mg/kg) e xilazina (2%) (10mg/kg), diluídos em PBS 1x. O anestésico 

foi administrado por via intraperitoneal Foi realizada uma incisão abdominal longitudinal 

para remoção de: sangue, intestino delgado, tecido adiposo visceral e a área da pele em que 

foram aplicados os cremes, para a realização das análises. Os animais destinados ao estudo 

da permeabilidade intestinal foram submetidos à exsanguinação pelo plexo axilar. 

Posteriormente, foi realizado o deslocamento cervical. 
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ANÁLISES 
 

 

Consumo Alimentar e Consumo Hídrico 

 

Foram avaliados os consumos alimentar e hídrico dos animais, por meio da 

diferença entre o peso ofertado e o peso referente à sobra. O peso da ração e dos 

bebedouros foi aferido a cada dois dias, em balança semi-analítica de mesa, marca 

GEHAKA, capacidade para 1kg, graduação 0,1 grama. Para análise, foram expressos os 

valores referentes ao consumo total nos sete primeiros dias do experimento, período prévio 

à administração do 5-FU, e do oitavo ao décimo dia experimental, ou seja, após a indução 

da mucosite intestinal. Os valores foram expressos como média de consumo em gramas 

por animal. 

 

 

Variação Ponderal 

 

Os animais foram submetidos ao controle do ganho ou perda de peso corporal, 

sendo pesados a cada dois dias, em balança semi-analítica de mesa, nos seguintes 

intervalos:  

 

§ antes do início do experimento, para distribuição entre os grupos, feita por média 

aritmética; 

§ a cada dois dias após o início do experimento; 

§ no décimo dia experimental, ao término do experimento. 

 

Foi realizado o cálculo da variação ponderal no período prévio à indução da 

mucosite, compreendido entre o primeiro e o sétimo dia experimental, e após a indução da 

mucosite até o final do experimento, do oitavo ao décimo dia experimental. 
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Peso do Tecido Adiposo Visceral 

 

O tecido adiposo visceral foi retirado e pesado em balança analítica após a 

eutanásia a fim de avaliar indiretamente a influência do tratamento na variação ponderal 

dos animais. Os valores foram registrados e posteriormente foi realizado o cálculo do peso 

do tecido adiposo em relação ao peso corporal do respectivo animal (peso do tecido 

adiposo x 100 / peso corporal do respectivo animal ao final do período experimental). 

 

 

Análise Histopatológica do Intestino Delgado 

 

O intestino delgado utilizado na análise histopatológica foi retirado do animal 

eutanasiado, perfundido cuidadosamente com solução salina (PBS 1x) para remoção das 

sujidades, medido em régua milimetrada e dividido em quatro porções – duodeno, jejuno 

proximal, jejuno distal e íleo. As porções foram colocadas imediatamente em solução de 

formol tamponado a 10%, para fixação, por aproximadamente quatro horas. Cada porção 

foi enrolada em forma de rocambole no sentido da porção proximal para a porção distal. 

As amostras foram processadas para inclusão em paraplast para cortes histológicos de 10 

mm e coloração com hematoxilina e eosina. A observação dos cortes foi feita por 

patologista, de forma cega, em microscópio óptico acoplado à uma câmera para captação 

de imagens, que foram analisadas no programa Image Pro Plus (Media Cybernetics, MD, 

USA). A cada porção foi atribuído um escore semi-quantitativo, baseado no descrito por 

McCafferty (MCCAFFERTY et al., 2000), em que foram avaliadas as seguintes 

características: extensão da destruição da arquitetura da mucosa; presença e grau de 

infiltração celular; presença ou ausência de ulcerações; e tamanho do vilo. A cada 

característica é atribuída uma nota, sendo: 
 

§ 0 = ausência de lesão 

§ 1 = lesão leve 

§ 2 = lesão moderada 

§ 3 = lesão grave 

 

Os escores atribuídos a cada característica foram somados, e o escore máximo 

possível foi de 12. 
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PERFIL INFLAMATÓRIO 

 

 

Avaliação do Infiltrado Celular 

 

A avaliação do infiltrado celular no intestino delgado ocorreu por meio da medida 

das atividades das enzimas mieloperoxidase (MPO) e peroxidase de eosinófilos (EPO), 

presentes em neutrófilos e eosinófilos, respectivamente (WERNER; SZELENYI, 1992) e 

da enzima n-acetilglicosaminidase (NAG), presente em macrófagos (BAILEY, 1988). 

 

Para isso, o intestino delgado foi removido, perfundido com PBS 1x a fim de 

remover as sujidades, medido com régua milimetrada e dividido em três porções: duodeno, 

jejuno e íleo. As amostras ficaram armazenadas no freezer a -80oC até o momento da 

análise. 

 

As técnicas para medida da atividade das enzimas NAG, MPO e EPO baseiam-se 

no peso da porção do órgão em estudo. Por isso, as amostras foram descongeladas e 

pesadas em balança analítica a fim de se obter cerca de 20mg de cada porção do intestino 

delgado para cada um dos ensaios enzimáticos realizados. 

 

 

Preparo de amostras para medida da atividade das enzimas MPO e NAG 

 

Inicialmente, as amostras foram homogeneizadas em 760µl Buffer 1 gelado 

(proporção: 1,9mL/100mg de tecido) e centrifugadas a 10000 rpm, a 4°C, durante 10 

minutos. O sobrenadante foi desprezado, e em seguida, foram adicionados 600µl de 

solução de NaCl 0,2% e 600µl de solução de NaCl 1,6% acrescida de glicose 5% 

(proporção: 1,5mL/100mg de tecido) às amostras. As amostras foram novamente 

homogeneizadas e centrifugadas a 10000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi 

removido e ao pellet remanescente adicionou-se 760µl Buffer 2 em temperatura ambiente 

(proporção: 1,9mL/100mg de tecido). Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas 

e o volume do homogenato foi igualmente alicotado em tubos Eppendorf® para o ensaio 
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de MPO e para o ensaio de NAG. A partir desse momento, as amostras receberam 

tratamentos distintos. 

 

Para o ensaio de MPO, as amostras foram congeladas em nitrogênio líquido e 

descongeladas em água a temperatura ambiente, alternadamente, por três vezes. Em 

seguida, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos, e o 

sobrenadante foi reservado para o ensaio enzimático. 

 

As amostras destinadas ao ensaio de NAG foram centrifugadas a 3000 rpm, a 4°C, 

durante 10 minutos e o sobrenadante desprezado. Ao precipitado, foi adicionada solução 

salina 0,9%/triton x-100 (Sigma-Aldrich®). Novamente, as amostras foram 

homogeneizadas e centrifugadas a 10000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos. O sobrenadante 

foi coletado e utilizado para o ensaio enzimático. 

 

 

Ensaio enzimático: enzima MPO 

 

Alíquotas de 25µL das amostras foram adicionadas à microplaca de 96 poços, em 

duplicatas. Às amostras, foram adicionados 25µL do substrato 3’3’, 5’5’-

tetrametilbenzidina (Sigma-Aldrich®), previamente diluído em dimetil sulfóxido (DMSO). 

As amostras foram incubadas a 37°C, por cinco minutos. Em seguida, adicionaram-se 

100µL de peróxido de hidrogênio 0,002% a cada poço, e realizou-se nova incubação 

(37°C, por cinco minutos). Para interromper a reação, foram adicionados 100µL de ácido 

sulfúrico (H2SO4) a 1M. A absorbância foi medida por espectrofotometria em 

comprimento de onda de 450nm. Os resultados foram expressos em unidades arbitrárias de 

acordo com as médias das absorbâncias obtidas. 

 

 

Ensaio enzimático: enzima NAG 

 

No ensaio enzimático, 100µL das amostras foram adicionados à microplaca de 96 

poços, em duplicatas. Em seguida, 100mL do substrato p-nitrofenil-N-acetil-β-D-

glicosaminida (Sigma-Aldrich®), previamente diluído em tampão citrato/fostato (pH 4,5), 
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foram adicionados às amostras. Após incubação das amostras (37°C por 10 minutos), 

foram adicionados 100µL (0,2 M, pH 10,6) de tampão glicina em cada poço para 

interromper a reação. A absorbância foi medida por espectrofotometria em comprimento 

de onda de 400nm. Os resultados foram expressos em unidades arbitrárias de acordo com a 

média dos valores de absorbância obtidos. 

 

 

Preparo de amostras e ensaio enzimático para medida da atividade da enzima EPO 

 

A atividade da enzima EPO foi avaliada por amostras homogeneizadas em PBS 

5% (pH 7,2 – proporção: 19mL para cada grama de tecido), e em seguida, centrifugadas a 

10000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado, e ao precipitado, 

foram adicionados 300µl de solução de NaCl 0,2% e 300µl de solução de NaCl 1,6% 

acrescida de glicose 5% (proporção: 15mL para cada grama de tecido). As amostras foram 

novamente homogeneizadas e centrifugadas a 10000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. O 

sobrenadante foi desprezado e o precipitado remanescente foi novamente ressuspendido 

com HETAB 0,5% (brometo de hexadeciltrimetilamônio – proporção: 19mL para cada 

grama de tecido) diluído em PBS. Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas e 

congeladas em nitrogênio líquido, e descongeladas em água a temperatura ambiente, 

alternadamente, por três vezes. Após essa etapa, fez-se nova centrifugação (10000 rpm, a 

4°C, durante 10 minutos) e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio enzimático. Para tal, 

75µL das amostras foram adicionados à microplaca de 96 poços, em duplicatas. Em 

seguida, adicionou-se 75µL do cromógeno 1,2 diaminobenzeno, 1,2 fenilenodiamina 

(OPD) (Sigma-Aldrich®) diluído em tampão Tris-HCl (Sigma-Aldrich®) a 0,075mM (pH 

8,0), acrescido de H2O2 a 6,6mM. Posteriormente, a placa foi incubada a 37°C por 30 

minutos ao abrigo da luz. Após incubação, a reação foi interrompida pela adição de 50µL 

de ácido sulfúrico (H2SO4) a 1M. A absorbância foi medida por espectrofotometria em 

comprimento de onda de 492nm. Os resultados foram expressos em unidades arbitrárias de 

acordo com as médias das absorbâncias obtidas. 
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Análises de Citocinas no Intestino Delgado por ELISA 

 

 

Para dosar as concentrações de citocinas no intestino delgado, o órgão foi limpo 

com PBS 1x, pesado em balança analítica (100mg), homogeneizado com 1mL de solução 

de extração de citocinas (BSA 0,05%; Aprotinina 0,02µL/mL; cloreto de benzetônio 

0,05mg/mL, NaCl 0,023mg/mL; EDTA 0,37mg/mL; PMSF 0,02mg/mL, Tween20 

0,5µL/mL em PBS1x), centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante 

foi usado no ensaio de ELISA (ensaio imunoadsorvente ligado à enzima). 

 

O ensaio de ELISA, com duração de três dias, foi feito com kits de anticorpos 

(BD Systems, San Diego, CA, USA), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. 

Brevemente, no primeiro dia a placa de 96 poços foi sensibilizada com 50µL de anticorpo 

de captura e incubada em câmara úmida no escuro a 4°C por 24 horas. No segundo dia, 

após lavar a placa 6 vezes com PBS 1x acrescido de Tween 20 a 0,1% (Sigma), foi feito o 

bloqueio com 200µL de PBS 1x acrescido de albumina bovina a 1% (Sigma) por 1 hora. A 

placa foi lavada 2 vezes com PBS 1x acrescido de Tween 20 a 0,1% (Sigma), 50µL das 

amostras foram adicionadas e foi feita incubação overnight em câmara úmida no escuro a 

4°C. No terceiro dia, após lavar a placa 6 vezes com PBS 1x acrescido de Tween 20 a 

0,1% (Sigma), foram acrescentados 50µL do anticorpo de detecção e feita incubação por 1 

hora em câmara úmida no escuro a 4°C; a placa foi lavada 6 vezes, foram acrescentados 

50µL de estreptovidina e feita incubação por 45 minutos. A placa foi novamente lavada 

por 6 vezes, foram então acrescentados 50µL do cromógeno OPD (1,2 diaminobenzeno, 

1,2 fenilenodiamina – Sigma), as amostras foram incubadas por 30 minutos, a temperatura 

ambiente, ao abrigo da luz e a reação foi parada com 20µL de ácido sulfúrico (H2SO4) a 

1M. A absorbância foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda de 490nm. 

Os resultados foram expressos em ng/mL após a obtenção da fórmula pela curva padrão. 

 

Foram analisadas as concentrações das citocinas TNF, IL- 13 e IL-10 no intestino 

delgado. 
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Análise do Estresse Oxidativo no Intestino Delgado 

 

 

Para análise do estresse oxidativo o intestino delgado foi retirado, limpo com PBS 

1x, medido com régua milimetrada e pesado em balança analítica. O órgão (100mg) foi 

então homogeneizado com 1mL de PBS 1x gelado, centrifugado a 12000 rpm por 10 

minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante foi separado para as análises descritas 

abaixo. 

 

 

Avaliação da peroxidação lipídica por TBARS (substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico) 

 

A geração de radicais livres e a peroxidação lipídica são reações extremamente 

rápidas, que são, geralmente, mensuradas pelos seus produtos, principalmente as 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), entre as quais o malondialdeído 

(MDA) é a principal. A formação do MDA, pela quebra de ácidos graxos poli-insaturados, 

é um método conveniente para se determinar o grau de peroxidação lipídica, uma vez que 

o ácido tiobarbitúrico reage com o MDA, formando um aduto na proporção de 2:1, sendo 

este detectado espectrofotometricamente. 

 

A medida dos metabólitos, reativos ao ácido tiobarbitúrico, foi realizada em 

microplacas (BUEGE; AUST, 1978). Para isso, ao sobrenadante de intestino delgado 

(250µL) foi adicionado 500µL da solução contendo ácido tricloroacético (TCA 15%), 

ácido tiobarbitúrico (TBA 0,0375%) e ácido clorídrico (HCl 0,25 N). As amostras foram 

mantidas em banho-maria fervente por 15 minutos e então colocadas sob água corrente até 

esfriarem. Foram adicionados 750µL de álcool butílico, e os tubos foram vigorosamente 

agitados. As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a temperatura 

ambiente, e 200µL do sobrenadante foram plaqueados, em duplicata. A absorbância foi 

medida espectrofotometricamente em comprimento de onda de 535nm, e os resultados 

foram normalizados pela concentração de proteína no intestino delgado (LOWRY et al., 

1951). 
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Dosagem da Concentração de Hidroperóxidos no Intestino Delgado 

 

O ensaio da oxidação ferrosa do xilenol orange consiste basicamente na oxidação 

de íons ferrosos (Fe+2) a férricos (Fe+3) sob condições ácidas pelos hidroperóxidos 

(NOUROOZ-ZADEH et al., 1994; BANERJEE et al., 2002). O indicador utilizado é o 

xilenol orange, uma vez que se liga ao íon férrico produzindo um cromóforo azul-

arroxeado, detectado espectrofotometricamente. 

 

A medida da concentração de hidroperóxidos foi realizada em microplaca. No 

momento da realização do ensaio, uma parte da solução FOX (preparado pela dissolução 

do xilenol orange e do sulfato ferroso amoniacal em 250mM de H2SO4 para uma 

concentração final de 1 e 2,5mM, respectivamente) foi diluída em nove partes da solução 

de metanol contendo 4,4mM de BHT (hidroxitolueno butilado), obtendo-se, assim, o 

reagente FOX-2. Para as dosagens, ao sobrenadante de intestino delgado (20µL) foram 

acrescentados 180µL do reagente FOX-2, diretamente na microplaca, em duplicata, e o 

branco foi feito utilizando água deionizada no lugar do sobrenadante. Em seguida, as 

amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 30 minutos, e a absorbância foi 

medida espectrofotometricamente em comprimento de onda de 560nm. 

 

Na segunda etapa da técnica, foi realizada a redução dos hidroperóxidos com 

trifenilfostina (TPP). A TPP é utilizada como eficiente ferramenta para distinção entre 

peróxido de hidrogênio e peróxidos (não-H2O2), já que a presença de TPP indica o teor de 

peróxido de hidrogênio na amostra (NOUROOZ-ZADEH et al., 1994; BANERJEE et al., 

2002). Ao sobrenadante do órgão (15µL) foram adicionados 5µL da solução de TPP em 

metanol (TPP a 10mM), diretamente na microplaca, em duplicata, e o branco foi feito 

utilizando água deionizada. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 30 

minutos, após este tempo foi acrescentado 180µL do reagente FOX-2. As amostras foram 

mantidas novamente a temperatura ambiente por mais 30 minutos e a absorbância foi 

medida espectrofotometricamente em comprimento de onda de 560nm. 

 

A concentração de hidroperóxidos foi estimada pelo coeficiente de extinção de 

hidroperóxidos, 4,3 x 10-4M-1, e pelo coeficiente de extinção do cromóforo azul-arroxeado 

produzido pelo xilenol orange, ao se ligar aos íons férricos, 1,5 x 10-4M-1. Para quantificar 

os hidroperóxidos da amostra foram subtraídas as dosagens com TPP daquelas sem TPP 
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(sem TPP - com TPP = quantidade de hidroperóxidos da amostra), e o resultado foi 

normalizado pela concentração de proteína no intestino delgado (LOWRY et al., 1951). 

 

 

Dosagem da Atividade da Superóxido Dismutase no Intestino Delgado 

 

A dosagem da atividade da superóxido dismutase (SOD) é baseada na sua 

habilidade de limpar radicais superóxidos (O2
-), diminuindo a razão de auto-oxidação do 

pirogalol (DIETERICH et al., 2000). Para esta dosagem, em placa de 96 poços, foram 

adicionados 30µL do sobrenadante de intestino delgado, 99µL do PBS 1x, 6µL do MTT 

(brometo de dimetiltiazol-difeniltetrazolium) e 15µL do pirogalol. No branco, o pirogallol 

foi substituído por PBS 1x, e no padrão a amostra foi substituída por PBS 1x. As amostras 

foram incubada por 5 minutos a 37oC, a reação foi parada com 150µL de DMSO 

(dimetilsulfóxido) e a absorbância foi medida espectrofotometricamente em comprimento 

de onda de 570nm. 

 

Para o cálculo da atividade, foi considerado que 1 unidade (U) de SOD é capaz de 

evitar a auto-oxidação de 50% de pirogallol do padrão. Após a normalização pela 

concentração de proteína no intestino delgado (LOWRY et al., 1951), o resultado foi 

expresso em unidades de SOD por miligrama de proteína. 

 

 

Dosagem de Proteínas no Intestino Delgado 

 

A dosagem da concentração de proteínas em extrato de intestino delgado foi feita 

de acordo com Lowry (LOWRY et al., 1951). Para isso, em 250µL de amostra diluída 

(1:50) foram adicionados 250µL da solução A (1 parte de sulfato de cobre, 1 parte de 

tartarato de sódio e 100 partes de carbonato de sódio) e 25µL de Folin diluído (1:2). 

Imediatamente após o Folin, as amostras foram agitadas em vórtex e incubadas a 

temperatura ambiente por 30 minutos. As amostras foram então plaqueadas (200µL) em 

placa de 96 poços e a absorbância foi medida espectrofotometricamente em comprimento 

de onda de 660nm. Os resultados foram expressos em mg/mL depois de obtida a fórmula 

pela curva padrão, feita com albumina. 
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Avaliação da Permeabilidade Intestinal por OVA 

 

Para análise da permeabilidade intestinal, os animais receberam, por gavagem, 

0,5mL de uma solução contendo 80mg de ovalbumina (OVA) (160mg/mL), de acordo com 

protocolo adaptado de PENG (PENG et al., 1990). Para a gavagem utilizou-se uma agulha 

com ponta em esfera e comprimento necessário para chegar ao estômago, que foi 

introduzida pela cavidade oral. Uma hora e quinze minutos após a gavagem, os animais 

foram anestesiados e eutanasiados por exanguinação da artéria femoral. Posteriormente, o 

sangue foi centrifugado a 6.000rpm durante 5 minutos em centrífuga de mesa para 

separação do soro. As amostras de soro foram armazenadas a -20oC para determinação 

posterior da concentração de OVA por ELISA, conforme descrito anteriormente. 

 

 

Avaliação da Permeabilidade Celular por RT-PCR 

 

Para avaliação da expressão gênica dos genes de interesse (TAB. 2), porções de 

cada segmento do intestino delgado (duodeno, jejuno e íleo) foram retiradas do animal e 

imediatamente armazenado em tubos livres de RNAse e DNAse. As amostras foram, 

então, submetidas às etapas a seguir. 
 

§ Extração do mRNA: Uma alíquota de cerca de 50 mg de cada segmento do 

intestino delgado foi homogeneizada com Trizol® (Invitrogen) e centrifugada a 13000 rpm 

por 10 minutos a 4oC, para retirada da camada gordurosa. A seguir foram adicionados 0,2 

mL de clorofórmio aos tubos, agitou-se os mesmos por 30 segundos, e incubou-se as 

amostras à temperatura ambiente por 5 minutos. As amostras foram novamente 

centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos a 4oC. A fase superior foi então transferida para 

outro tubo livre de RNAse contendo 0,5 mL de isopropanol e misturou-se as amostras ao 

isopropanol por inversão. Em seguida as amostras foram incubadas a -75oC, por 30 

minutos para precipitação do mRNA. As amostras foram novamente centrifugadas a 13000 

rpm por 10 minutos a 4oC. O sobrenadante foi removido, o pellet lavado com álcool 75% e 

centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos a 4oC. Posteriormente, o etanol foi removido e o 

pellet seco em temperatura ambiente por 5 a 10 minutos. O pellet, depois de seco, foi 

ressuspendido em água livre de RNAse e incubado a 55oC por 10 minutos. A concentração 

(ng/µL) e a integridade do mRNA foram medidos no aparelho NanoDrop. O mRNA foi 
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armazenado a -75oC. 

 

§ Produção do cDNA: O mRNA extraído anteriormente foi diluído para a 

concentração 0,2 µg/µL em água livre de RNAse e DNAse. Para 10 µL de RNA a 0,2 

µg/µL foi adicionado 1 µL de Oligo dT 50 uM e 2,5 µL de água livre de RNAse e DNAse. 

Após homogeneização com a pipeta, os tubos foram colocados no termociclador a 72°C 

por 5 minutos. Em seguida foi adicionado à mistura 6,5 µL do segundo mix, composto de 4 

µL de MMLV 5x tampão, 1 µL de MMLV RT (200 U/amostra), 1 µL de dNTPs 10 mM, 

0,2 µL de RNAsin e 0,5 µL de água livre de RNAse e DNAse. Os tubos foram mantidos no 

termociclador a 42°C por 3 horas e em seguida a 72°C por 15 minutos, sendo então 

armazenados a -20°C para posterior uso para reação em cadeia de polimerase em tempo 

real (RT-PCR). 

 

§ RT-PCR: Para essa análise, 2,5 µL de cDNA diluídos a 1:10 foram adicionados a 

7,5 µL do mix composto de 5 µL de Syber Green, 0,75 µL de primer reverse, 0,75 µL de 

primer foward e 1 µL de água mili-Q, em placa de 96 poços específica para RT-PCR. A 

tabela 2 mostra a sequência de nucleotídios de cada primer utilizado. A análise foi feita em 

máquina de RT-PCR com auxilio do software SDS 2.1 (Applied Biosystems), e a 

expressão de mRNA de cada gene de interesse foi normalizada para a expressão de 

GAPDH do respectivo grupo, mostrados em “vezes aumentadas sobre o controle”. 

 

Primer Sequências 

ZO-1 Forward (5’ to 3’) 
Reverse (5’ to 3’)  

 5’CCAGCTTATGAAAGGGTTGTTC3’ 
5’TCCTCTCTTGCCAACTTTTCTC3’ 

Ocludina Forward (5’ to 3’) 
Reverse (5’ to 3’)  

 5’ATGTCCGGCCGATGCTCTC3’ 
5’TTTGGCTGCTCTTGGGTCT3’ 

MLCK Forward (5’ to 3’) 
Reverse (5’ to 3’)  

 5’AGTTTGTGGCTCCTGAAGTGAT3’ 
5’AGTCCGCTGACCAGAATATAGC3’ 

GAPDH Forward (5’ to 3’) 
Reverse (5’ to 3’)  

 5’CTCAAGATTGTCAGCAATGC3’ 
5’CAGGATGCCCTTTAGTGGGC3’ 

Tabela 2 – Sequência de primers utilizados para avaliação da permeabilidade celular pela 
técnica de Real Time-PCR. 
ZO-1: proteína da zônula de oclusão das junçõe firmes; Ocludina: proteína das junções firmes; MLCK: 
quinase de cadeia leve de miosina; GAPDH: gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase. 
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ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 

 

Os dados obtidos foram avaliados quanto à distribuição normal pelo teste de 

Kolmogorov-Smirnov e quanto à presença de outliers pelo teste de Grubbs e pelo gráfico 

de Box-plot. Os dados que assumiram distribuição normal foram submetidos ao teste 

ANOVA One-way, seguido pelo teste de comparações múltiplas de Newman-Keuls. Os 

dados que assumiram distribuição não paramétrica foram analisados pelo teste de ANOVA 

Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparações múltiplas de Dunn’s. 

 

O teste t de Student também foi utilizado para determinar a presença de diferença 

estatística apenas entre os grupos MUC e CAP em dados paramétricos, sendo utilizado o 

teste de Mann Whitney para dados não paramétricos. 

 

Os resultados foram expressos como média e erro padrão ou em mediana e 

intervalo interquartil. As análises estatísticas foram realizadas por meio do software 

GraphPad Prism 5,0® (San Diego, CA, EUA). O nível de significância adotado foi de 5% 

(p<0,05). 
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5 RESULTADOS 
 

 
Previamente à escolha do desenho experimental, foi realizado um estudo piloto 

em que os cremes contendo ou não capsaicina foram testados como pré-tratamento aos 

efeitos adversos do uso de 5-FU ou concomitantemente à indução de mucosite. Dentre os 

parâmetros avaliados, não foram observadas diferenças entre os grupos tratados 

concomitantemente à indução do mucosite comparados aos grupos controle (APÊNDICE 

A), portanto o desenho experimental de prevenção, ou seja, uso do creme antes do 

estabelecimento da mucosite, foi escolhido no desenvolvimento deste trabalho. 
 

 

5.1 Evolução Ponderal, Ingestão Alimentar e Ingestão Hídrica 
 

Os animais foram avaliados quanto à ingestão alimentar a cada dois dias. Os 

resultados são apresentados no período experimental total (10 dias) (FIG. 14A), no período 

anterior à indução à mucosite (FIG. 14B) e durante a mucosite (FIG. 14C). O consumo 

alimentar entre os grupos foi semelhante em todos os períodos avaliados. 

 

	
  
FIGURA 14 - Ingestão alimentar total (A), no período anterior à indução (B) e durante a 
mucosite (C)  
Animais tratados com 200mg/kg de peso de 5-FU (MUC e CAP) ou PBS (Ct e Ct CAP) por via 
intraperitoneal, alimentados com ração commercial ad libitum. ANOVA Kruskal-Wallis e teste de 
comparações múltiplas de Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. n = 8-9/grupo. 
Ausência de letras: sem diferença estatística (p>0,05). 
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Os animais também foram avaliados quanto à ingestão hídrica a cada dois dias. 

Não foram observadas diferenças na ingestão hídrica entre os grupos no período anterior à 

indução da mucosite (FIG. 15B), assim como no tempo experimental total (FIG. 15A). 

Nota-se que os grupos cujos animais receberam 5-FU apresentam menor ingestão de água 

durante a mucosite (FIG. 15C), entretanto não houve influência da capsaicina nesse 

parâmetro. 
 

 

	
  
FIGURA 15 - Ingestão hídrica total (A), no período anterior à indução (B) e durante a 
mucosite (C) 
Animais tratados com 200mg/kg de peso de 5-FU (MUC e CAP) ou PBS (Ct e Ct CAP) por via 
intraperitoneal, bebendo água filtrada ad libitum. ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de 
Newmann-Keuls. Resultados expressos em média e erro padrão (B). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de 
comparações múltiplas de Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil (A e C). n = 8-
9/grupo. Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras iguais representam ausência de 
diferença estatística (p>0,05). Ausência de letras: sem diferença estatística (p>0,05). 
 

Com relação à variação ponderal dos animais, não foram observadas diferenças 

no período anterior à indução da mucosite (FIG. 16A), em que todos os grupos 

apresentaram ganho de peso, mas no período experimental total os grupos que receberam 

5-FU apresentaram menor peso quando comparados aos grupos controle, embora não 

tenham diferido entre si (FIG. 16B). Avaliando apenas o período da mucosite, foi 
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observado que a capsaicina foi capaz de minimizar a perda de peso dos animais que 

receberam o quimioterápico (FIG. 16C). 

 
 

 

 

	
  
FIGURA 16 - Variação ponderal total (A), no período anterior à indução (B) e durante a 
mucosite (C) 
Animais recebendo aplicação tópica de creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct CAP e CAP) ou creme base 
(Ct e MUC). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão (A e C). n = 8-9/grupo. ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de 
Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil (B). n = 6/8/9/7 para os grupos Ct, Ct 
CAP, MUC e CAP, respectivamente. Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras 
iguais representam ausência de diferença estatística (p>0,05). Ausência de letras: sem diferença estatística 
(p>0,05). 
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5.2 Peso do Tecido Adiposo 
 

 

O tecido adiposo visceral foi pesado a fim de averiguar se houve influência da 

capsaicina nesse tecido. Nota-se que os grupos que receberam 5-FU apresentaram menor 

peso bruto quando comparados com os grupos controles (FIG. 17A). Entretanto, quando 

avaliado o peso do tecido adiposo ajustado para o peso corporal do respectivo animal, o 

grupo CAP apresentou peso intermediário comparado aos grupos Ct, Ct CAP e MUC (FIG. 

17B), mostrando que a diminuição de peso apresentada pelos animais com mucosite pode 

decorrer de uma maior mobilização do tecido adiposo, e que a capsaicina foi capaz de 

minimizar a perda de peso durante a mucosite. 

 

	
  
FIGURA 17 - Peso bruto (A) e peso relativo do tecido adiposo (B) 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 7-9/grupo. Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras 
iguais representam ausência de diferença estatística (p>0,05). 
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5.3 Análise Histológica e Escore Histopatológico do Intestino Delgado 
 

 

O intestino delgado de todos os animais do grupo controle apresentou estrutura 

morfológica dentro dos parâmetros de normalidade em todos os segmentos analisados 

(FIG. 18A – duodeno; 20A – jejuno proximal; 22A – jejuno distal; 25A – íleo), com 

arquitetura normal, ou seja, sem presença de processos degenerativos, vasculares, 

inflamatórios ou de proliferação celular. A mucosa apresentou-se íntegra, com proporção 

vilo/cripta adequada, presença de células caliciformes e linfócitos intraepiteliais também 

em proporção adequada relativa aos enterócitos. A submucosa apresentou-se delgada, sem 

evidências de áreas congestas ou com infiltrado inflamatório. A camada muscular 

apresentou-se com espessura compatível ao segmento analisado. 
 

 

	
  
FIGURA 18 - Aspecto morfológico do duodeno três dias após administração intraperitoneal 
de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). Grupos Ct (A), Ct CAP (B), MUC (C) e CAP (D). Aumento de 10x. 
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Os animais do grupo Ct CAP, que receberam PBS por via intraperitoneal e 

aplicação cutânea de creme contendo capsaicina a 0,075%, não apresentaram alterações em 

nenhum aspecto morfológico dos segmentos de intestino delgado analisado, em nenhuma 

das amostras. A mucosa do grupo Ct CAP é ilustrada pelas figuras 19B (duodeno), 21B 

(jejuno proximal), 23B (jejuno distal), 25B (íleo). 

 

 

 

  	
  
FIGURA 19 - Escore histopatológico total e por parâmetro do duodeno três dias após 
administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de Dunn’s. n = 3-4/grupo. Letras 
diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras iguais representam ausência de diferença 
estatística (p>0,05). Ausência de letras: sem diferença estatística (p>0,05). 
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No grupo MUC foi notada a presença de processo inflamatório, com leve redução 

da altura dos vilos e erosão do epitélio no duodeno (FIG. 18C). No grupo CAP também 

foram observadas lesões leves nesse segmento (FIG. 18D). 5-FU induziu a lesões mais 

moderadas no jejuno proximal (FIG. 20C), com maior interferência na arquitetura 

morfológica, caracterizada por redução mais acentuada do tamanho dos vilos, além de 

espessamento da mucosa, erosão epitelial e perda celular. O tratamento com capsaicina 

(FIG. 20D) foi capaz de atenuar o quadro patológico dos animais, caracterizando como 

leves as lesões observadas. A presença de vilos com aspecto mais íntegro sugere um papel 

benéfico da capsaicina na redução dos efeitos patológicos do 5-FU ou como estímulo para 

a renovação celular dos enterócitos. 

 

 

	
  
FIGURA 20 - Aspecto morfológico do jejuno proximal três dias após administração 
intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). Grupos Ct (A), Ct CAP (B), MUC (C) e CAP (D). Aumento de 10x. 
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Com relação ao jejuno distal, o 5-FU induziu lesões consideradas graves no grupo 

MUC (FIG. 22C). Em muitas partes do segmento houve ausência total de vilos, 

representados por intenso processo degenerativo com impacto grave na arquitetura do 

órgão. Os animais tratados com capsaicina mostraram uma discreta melhora, com lesões 

classificadas de moderadas a graves (FIG. 22D). 

 

 

 

	
  

	
  
FIGURA 21 - Escore histopatológico total e por parâmetro do jejuno proximal três dias após 
administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de Dunn’s. n = 3-4/grupo. Letras 
diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras iguais representam ausência de diferença 
estatística (p>0,05). Ausência de letras: sem diferença estatística (p>0,05). 

Jejuno Proximal

Ct Ct CAP MUC CAP
0

2

4

6

a a

b

a,b

Es
co

re
 h

is
to

pa
to

ló
gi

co
 t

ot
al

JP Inflamação

Ct Ct CAP MUC CAP
0.0

0.5

1.0

1.5

Es
co

re
 h

is
to

pa
to

ló
gi

co

JP Arquitetura da Mucosa

Ct Ct CAP MUC CAP
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

a a a

b

Es
co

re
 h

is
to

pa
to

ló
gi

co

JP Ulceração

Ct Ct CAP MUC CAP
0.0

0.5

1.0

1.5

a a a

b

Es
co

re
 h

is
to

pa
to

ló
gi

co

JP Tamanho do Vilo

Ct Ct CAP MUC CAP
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

Es
co

re
 h

is
to

pa
to

ló
gi

co



	
   83 

	
  
FIGURA 22 - Aspecto morfológico do jejuno distal três após administração intraperitoneal 
de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). Grupos Ct (A), Ct CAP (B), MUC (C) e CAP (D). Aumento de 10x. 
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com presença de lesões leves e moderadas. 
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FIGURA 23 - Escore histopatológico total e por parâmetro do jejuno distal três dias após 
administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de Dunn’s. n = 3-4/grupo. Letras 
diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras iguais representam ausência de diferença 
estatística (p>0,05). Ausência de letras: sem diferença estatística (p>0,05). 
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calculadas as médias das notas atribuídas a cada segmento. Como o somatório do escore 

para os grupos Ct e Ct CAP foi de zero, optou-se por apresentar a análise estatística apenas 

para os grupos MUC e CAP no escore histopatológico total, avaliado por teste t de Student. 

Verificou-se que o grupo tratado com capsaicina mostrou menor escore inflamatório em 

comparação com o grupo MUC, refletindo a atenuação do processo inflamatório na 

morfologia intestinal promovida pela capsaicina (FIG. 26). 

 

 

	
  

	
  
FIGURA 24 - Aspecto morfológico do íleo três dias após administração intraperitoneal de 5-
FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). Grupos Ct (A), Ct CAP (B), MUC (C) e CAP (D). Aumento de 10x. 
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em três segmentos: duodeno, jejuno e íleo. 
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FIGURA 25 - Escore histopatológico total e por parâmetro do íleo três dias após 
administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de Dunn’s. n = 3-4/grupo. Letras 
diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras iguais representam ausência de diferença 
estatística (p>0,05). Ausência de letras: sem diferença estatística (p>0,05). 
 

	
  
FIGURA 26 - Escore histopatológico total do intestino delgado três dias após administração 
intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (CAP). 
Teste t de Student’s. Resultados expressos em média e erro padrão. n = 4/grupo. *p<0,05.  
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5.4 Avaliação do Infiltrado Inflamatório no Intestino Delgado 
 

 

5.4.1 Atividade da Enzima Mieloperoxidase (MPO) 
 

 

A medida da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) é utilizada como 

medida indireta da infiltração de neutrófilos no tecido. Nota-se que a atividade da enzima 

no total foi menor no grupo CAP (FIG. 27) em comparação com o grupo MUC, 

diminuição evidenciada principalmente pelos segmentos duodeno (FIG. 28A), e íleo (FIG. 

28C), bem como no jejuno (FIG. 28B). Os resultados observados sugerem um possível 

efeito da capsaicina na redução da infiltração de neutrófilos. 

 

 

 

	
  
FIGURA 27 - Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no intestino delgado três dias 
após administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 9/9/7/7 para os grupos Ct, Ct CAP, MUC e CAP, respectivamente. Letras 
diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras iguais representam ausência de diferença 
estatística (p>0,05).  
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FIGURA 28 - Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) nos segmentos de intestino 
delgado três dias após administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 6-9/grupo (A, C). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de 
Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. n = 6-8/grupo (B). Letras diferentes 
representam diferença estatística (p<0,05). Letras iguais representam ausência de diferença estatística 
(p>0,05). 
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5.4.2 Atividade da Enzima Peroxidase de Eosinófilos (EPO) 
 

 

A atividade da enzima peroxidase de eosinófilos (EPO) é utilizada como medida 

indireta da infiltração dessas células no tecido. Foi observada atividade intermediária dessa 

enzima no grupo CAP no intestino delgado como um todo (FIG. 29), quando comparado 

aos demais grupos, efeito reforçado pelos resultados do íleo (FIG. 30C). A atividade da 

enzima foi semelhante entre os grupos nos segmentos jejuno (FIG. 30B) e no duodeno 

(FIG. 30A), mas nota-se que a capsaicina foi capaz de reduzir a atividade da enzima 

quando comparada apenas ao grupo MUC no duodeno. Os resultados refletem uma 

possível redução da infiltração de eosinófilos no grupo tratado com capsaicina. 

 

 

	
  
FIGURA 29 - Atividade da enzima peroxidase de eosinófilos (EPO) no intestino delgado três 
dias após administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de Dunn’s. Resultados expressos em 
mediana e intervalo interquartil. n = 9/8/7/6 para os grupos Ct, Ct CAP, MUC e CAP, respectivamente. 
Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras iguais representam ausência de diferença 
estatística (p>0,05). 
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FIGURA 30 - Atividade da enzima peroxidase de eosinófilos (EPO) nos segmentos de 
intestino delgado três dias após administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou 
PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 6-9/grupo (B). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de 
Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. n = 7-9/grupo (A, C). Letras diferentes 
representam diferença estatística (p<0,05). Letras iguais representam ausência de diferença estatística 
(p>0,05). Ausência de letras: sem diferença estatística (p>0,05). 
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5.4.3 Atividade da Enzima N-acetilglicosaminidase 
 

 

A infiltração de macrófagos pode ser medida indiretamente pela atividade de 

enzima n-acetilglicosaminidase (NAG). No grupo CAP foi demonstrada menor atividade 

da enzima no intestino delgado por inteiro (FIG. 31), o que pode ser evidenciado 

principalmente pelos segmentos jejuno (FIG. 32B) e íleo (FIG. 32C), quando comparado 

aos demais grupos, demonstrando o possível papel da capsaicina na redução da infiltração 

de macrófagos no tecido. Não houve diferença entre os grupos no duodeno (FIG. 32A). 

 

 

 

	
  
FIGURA 31 - Atividade da enzima n-acetilglicosaminidase (NAG) no intestino delgado três 
dias após administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de Dunn’s. Resultados expressos em 
mediana e intervalo interquartil. n = 9/9/9/8 para os grupos Ct, Ct CAP, MUC e CAP, respectivamente. 
Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras iguais representam ausência de diferença 
estatística (p>0,05). Ausência de letras: sem diferença estatística (p>0,05). 
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FIGURA 32 - Atividade da enzima n-acetilglicosaminidase (NAG) nos segmentos de intestino 
delgado três dias após administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 6-7/grupo (C). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de 
Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. n = 8-9/grupo (A, B). Letras diferentes 
representam diferença estatística (p<0,05). Letras iguais representam ausência de diferença estatística 
(p>0,05). Ausência de letras: sem diferença estatística (p>0,05). 
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5.5 Avaliação do Estresse Oxidativo no Intestino Delgado 
 

 

Está estabelecido que o aumento do estresse oxidativo é um dos determinantes da 

quimioterapia com 5-FU, participando do início da mucosite e amplificação dos sinais pró-

inflamatórios, culminando na ulceração do tecido (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 

2003; CHEN et al., 2007; SHIOTA et al., 2010). Como a capsaicina participou na redução 

do infiltrado inflamatório, procedeu-se a avaliação do estresse oxidativo no intestino 

delgado através da análise da formação de hidroperóxidos, peroxidação lipídica e da 

enzima antioxidante superóxido dismutase. 

 

5.5.1 Dosagem da Concentração de Hidroperóxidos 
 

Com relação à dosagem de hidroperóxidos, a capsaicina foi capaz de reduzir a 

concentração de hidroperóxidos no intestino delgado (FIG. 33) em comparação com o 

grupo MUC, o que pode ser reforçado pelos resultados no duodeno (FIG. 34A) e no jejuno 

(FIG. 34B), mostrando seu potencial efeito antioxidante. Foram encontrados resultados 

semelhantes entre os grupos no íleo (FIG. 34C). 

 

	
  
FIGURA 33 - Dosagem da concentração de hidroperóxidos no intestino delgado três dias 
após administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 7/8/7/8. Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras 
iguais representam ausência de diferença estatística (p>0,05). 
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FIGURA 34 - Dosagem da concentração de hidroperóxidos nos segmentos de intestino 
delgado três dias após administração de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 5-9/grupo. Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras 
iguais representam ausência de diferença estatística (p>0,05). Ausência de letras: sem diferença estatística 
(p>0,05). 
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5.5.2 Dosagem das Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) 
 

 

A peroxidação lipídica pode ser medida pela dosagem das Substâncias Reativas 

ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS), que foi mensurada pela concentração de um dos seus 

principais produtos, o malondialdeído (MDA). Avaliando o intestino delgado como um 

todo, foi observada menor concentração de MDA no grupo CAP apenas quando 

comparado ao grupo MUC (FIG. 35), resultado reforçado pela concentração intermediária 

de MDA observada no grupo CAP quando comparado aos demais no jejuno (FIG. 36B). 

Os resultados foram semelhantes no duodeno (FIG. 36A) e no íleo (FIG. 36C).  

 

 

	
  
FIGURA 35 - Análise da peroxidação lipídica por meio da dosagem da concentração de 
TBARS no intestino delgado três dias após administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg 
peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 7/7/6/6. Ausência de letras: sem diferença estatística (p>0,05).  
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FIGURA 36 - Análise da peroxidação lipídica por meio da dosagem da concentração de 
TBARS nos segmentos de intestino delgado três dias após administração intraperitoneal de 5-
FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 6-9/grupo (A, B). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de 
Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. n = 6-9/grupo (C). Letras diferentes 
representam diferença estatística (p<0,05). Letras iguais representam ausência de diferença estatística 
(p>0,05). Ausência de letras: sem diferença estatística (p>0,05). 
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5.5.3 Medida da Atividade da Enzima Superóxido Dismutase (SOD) 
 

 

A enzima superóxido dismutase (SOD) é uma enzima antioxidante que participa 

da eliminação de radicais superóxido (O2
-) (DIETERICH et al., 2000). A atividade da 

enzima foi menor no grupo CAP no intestino delgado por inteiro (FIG. 37) e em todos os 

segmentos (FIG. 38A, B e C), quando comparado aos demais grupos. 

 

 

 

	
  
FIGURA 37 - Medida da atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) no intestino 
delgado três dias após administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 7/6/8/7. Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras 
iguais representam ausência de diferença estatística (p>0,05). 
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FIGURA 38 - Medida da atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) nos segmentos de 
intestino delgado três dias após administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou 
PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 5-9/grupo. Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras 
iguais representam ausência de diferença estatística (p>0,05). 
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5.6 Dosagem de Citocinas no Intestino Delgado 
 

 

Foram dosadas as citocinas pró-inflamatórias IL-13 e TNF e anti-inflamatória IL-

10 em extrato de intestino delgado a fim de avaliar a presença de um perfil pró ou anti-

inflamatório nos animais. 

 

 

5.6.1 IL-13 
 

 

A interleucina 13 (IL-13) é uma citocina pró-inflamatória associada à infecções 

das vias aéreas e outras condições inflamatórias, e também tem importante papel na 

patogênese de desordens inflamatórias crônicas do trato gastrointestinal, particularmente 

na colite ulcerativa (MANNON; REINISCH, 2012). Foram dosadas as concentrações de 

IL-13 no intestino delgado a fim de verificar sua participação no perfil inflamatório da 

mucosite decorrente do uso de 5-FU, entretanto não foram observadas diferenças entre os 

grupos em nenhum segmento. Sendo assim, os resultados foram mostrados apenas pela 

média do intestino delgado de cada animal por grupo (FIG. 41). 

 

	
  
FIGURA 39 - Dosagem da concentração de IL-13 no intestino delgado três dias após 
administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de Dunn’s. Resultados expressos em 
mediana e intervalo interquartil. n = 6/grupo.  Ausência de letras: sem diferença estatística (p>0,05). 
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5.6.2 TNF 
 

 

 

TNF é uma citocina pró-inflamatória envolvida em inflamações sistêmicas 

(MARINI et al., 2003). A concentração de TNF foi intermediária no grupo CAP quando 

comparado aos demais grupos no intestino delgado como um todo (FIG. 39). O grupo CAP 

mostrou uma tendência à menor produção de TNF quando comparado apenas ao grupo 

MUC no duodeno (FIG. 40A), bem como menor concentração no jejuno (FIG. 40B). A 

produção dessa citocina foi semelhante entre os grupos no íleo (FIG. 40C). Os resultados 

demonstram um possível efeito imunomodulatório da capsaicina no controle da 

inflamação. 

 

	
  
FIGURA 40 - Dosagem da concentração de TNF no intestino delgado três dias após 
administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 5/6/6/8. Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras 
iguais representam ausência de diferença estatística (p>0,05). 
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FIGURA 41 - Dosagem da concentração de TNF nos segmentos de intestino delgado três dias 
após administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 6-8/grupo (A). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de 
Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. n = 6-8/grupo (B, C). Ausência de letras: 
sem diferença estatística (p>0,05). 
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5.6.3 IL-10 
 

 

A interleucina 10 (IL-10) é uma citocina imunorregulatória envolvida no controle 

da inflamação (FIORENTINO et al., 1989). Inibe macrófagos ativados e a produção de 

TNF (SPECHT; ARRIENS; HOERAUF, 2006). Verificou-se diminuição na produção 

dessa citocina no grupo CAP quando comparado aos demais na média por animal (FIG. 

42), resultado também observado no duodeno (FIG. 43A), refletindo um possível 

mecanismo compensatório no controle da inflamação. A produção dessa citocina foi 

semelhante entre os grupos no jejuno (FIG. 43B) e íleo (FIG. 43C), entretanto nota-se uma 

tendência à menor produção no grupo CAP quando comparado apenas ao grupo CAP no 

segmento jejuno. 

 

	
  
FIGURA 42 - Dosagem da concentração de IL-10 no intestino delgado três dias após 
administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 7/7/7/8. Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras 
iguais representam ausência de diferença estatística (p>0,05). 
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FIGURA 43 - Dosagem da concentração de IL-10 nos segmentos de intestino delgado três 
dias após administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 6-8/grupo. Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras 
iguais representam ausência de diferença estatística (p>0,05). Ausência de letras: sem diferença estatística 
(p>0,05). 
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5.7 Alterações da Permeabilidade Intestinal 
 

 

5.7.1 Avaliação da Permeabilidade Intestinal por OVA 
 

 

Com a progressão da mucosite, sabe-se que há rompimento da barreira intestinal, 

acarretando em alterações na permeabilidade. A fim de verificar possíveis alterações nesse 

parâmetro, procedeu-se à dosagem da permeabilidade intestinal por ovoalbumina (OVA), 

entretanto não foram observadas diferenças entre os grupos (FIG. 44). 
 

	
  
FIGURA 44 - Avaliação da permeabilidade intestinal por OVA três dias após administração 
intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de Dunn’s. Resultados expressos em 
mediana e intervalo interquartil. Resultados expressos em média e erro padrão. n = 4/4/5/5. Ausência de 
letras: sem diferença estatística (p>0,05). 
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(WEBB, 2003; SHEN et al., 2012). A expressão de mRNA de MLCK mostrou-se 

diminuída nos animais com mucosite, e a capsaicina não foi capaz de reverter esse efeito 

(FIG. 46). 

	
  
FIGURA 45 - Expressão de mRNA de ocludina (A) e ZO-1 (B) no jejuno distal três dias após 
administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 4-5/grupo. Ausência de letras: sem diferença estatística (p>0,05). 

 

	
  
FIGURA 46 - Expressão de mRNA da enzima MLCK no jejuno distal três dias após 
administração intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS 
Animais recebendo aplicação tópica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparações múltiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos 
em média e erro padrão. n = 5/4/5/5. Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05). Letras 
iguais representam ausência de diferença estatística (p>0,05). 
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6 DISCUSSÃO 
 

 

5-fluorouracil é um agente quimioterápico amplamente utilizado no tratamento de 

diversos tipos de câncer, sendo a droga mais prescrita para pacientes com câncer colorretal, 

mas seu uso acarreta vários efeitos colaterais, e a inflamação intestinal acompanhada de 

vômitos e diarreia são os mais comumente relatados (LOMBARDI et al., 2010; 

RAFTERY; GOLDBERG, 2010; AZEVEDO et al., 2012). 

 

Estudos in vivo e in vitro têm demonstrado o papel de agentes dietéticos como 

quimiopreventivos, podendo ser úteis no aumento dos efeitos terapêuticos nas terapias 

empregadas para o tratamento de câncer em humanos (SARKAR; LI, 2006). A literatura 

tem demonstrado que fitoquímicos presentes naturalmente em diversos tipos de vegetais 

apresentam efeito inibitório em variados tipos de câncer, ao nível molecular ou celular 

(AGGARWAL; TAKADA; OOMMEN, 2004; CHEN; KONG, 2005), sendo a capsaicina 

um desses fitoquímicos. Seu efeito antiproliferativo em diferentes linhagens de células 

cancerosas tem sido relatado (ZHANG et al., 2003; SÁNCHEZ et al., 2007), e acredita-se 

que a capacidade da capsaicina em suprimir o crescimento dessas células seja 

primariamente mediado através da indução de apoptose (LIN et al., 2013). 

 

Aplicação tópica de capsaicina é amplamente usada no alívio da dor, com cremes, 

loções e emplastros para aplicação cutânea diária disponíveis em alguns países desde 1980. 

A concentração usual de capsaicina a 0,075% utilizada no tratamento da dor neuropática 

diabética tem mostrado eficácia moderada (THE CAPSAICIN STUDY GROUP, 1991; 

TANDAN et al., 1992; ANAND; BLEY, 2011; KULKANTRAKORN; 

LORSUWANSIRI; MEESAWATSOM, 2012). A literatura relata que capsaicina é bem 

absorvida a partir da pele, e a meia-vida verificada foi de 24 horas (PERSHING et al., 

2004; REYES-ESCOGIDO; GONZALEZ-MONDRAGON; VAZQUEZ-TZOMPANTZI, 

2011). LEE et al. (2013) verificaram que camundongos C57BL/6 obesos tratados com 

creme contendo capsaicina a 0,075% apresentaram menor ganho de peso, menor tamanho 

dos adipócitos, menor peso de fígado e tecido adiposo epididimal e mesentérico, bem 

como diminuição ou ausência de gotículas lipídicas nesses tecidos, menores níveis 

plasmáticos de glicose, triglicerídeos e colesterol, além de menor expressão de citocinas 

pró-inflamatórias, sugerindo que a aplicação tópica de capsaicina é capaz de inibir a 
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lipogênese por possível regulação da resposta inflamatória no tecido adiposo, promovendo 

menor obesidade visceral e inflamação e aumento da sensibilidade à insulina. Esses 

achados justificam a escolha da via de administração e concentração de capsaicina 

utilizadas neste estudo. 

 

Pode-se observar que no presente estudo houve indução da mucosite nos animais 

Swiss tratados com 5-FU por via intraperitoneal (200mg/kg peso), com graves alterações 

na morfologia intestinal, elevado escore histopatológico, perda de peso e aumento do 

infiltrado de células inflamatórias, efeitos também observados no trabalho de FERREIRA 

et al. (2012). Também pode-se notar maior estresse oxidativo e maior produção de TNF, 

uma citocina pró-inflamatória, eventos característicos do processo inflamatório instaurado 

na mucosite. Estes resultados estão de acordo com os resultados da literatura, mostrando 

significante encurtamento das vilosidades, diminuição da proporção vilosidades/criptas, 

além de aumento da profundidade das criptas e da atividade da enzima mieloperoxidase no 

intestino em modelo animal de mucosite induzida por 5-FU (SOARES et al., 2008). 

Naquele estudo, os efeitos citotóxicos do 5-FU já puderam ser observados no primeiro dia 

após a administração do quimioterápico, com aumento do índice de apoptose em todos os 

segmentos intestinais. O início da reversão do quadro de toxicidade ocorreu a partir do 

quinto dia, e todos os parâmetros observados foram completamente revertidos 15 dias após 

a indução da mucosite (SOARES et al., 2008). Esses resultados determinaram a escolha da 

eutanásia três dias após a indução da mucosite, já que neste momento pode-se observar 

alterações significativas na mucosa intestinal. 

 

No presente trabalho, os grupos que receberam 5-FU mostraram menor consumo 

hídrico no período da mucosite em comparação com os dois grupos controle, embora não 

tenham diferido entre si, mas não foram observadas diferenças de consumo no período 

anterior à indução, bem como no período experimental total (10 dias). Uma menor ingestão 

de água durante a mucosite também foi observada no estudo de FERREIRA et al. (2012). 

 

A ingestão dietética foi similar em todos os grupos. Em um estudo com ratos com 

mucosite induzida por administração oral de 5-FU (300mg/kg), os animais apresentaram 

redução da ingestão alimentar, com diminuição do ganho normal de peso corporal 

(SHIOTA et al., 2010). No presente trabalho verificou-se que a capsaicina foi capaz de 

atenuar a perda de peso dos animais. Porém, estudo com ratos que receberam injeção 
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subcutânea de capsaicina e dihidroxicapsaicina não tiveram diferenças na ingestão 

alimentar e hídrica quando comparados ao grupo controle, embora os animais tenham 

apresentado clara redução do ganho de peso corporal (IMAIZUMI et al., 2011). Os autores 

atribuíram esses resultados à secreção de adrenalina por ativação do sistema nervoso 

simpático, levando ao aumento do metabolismo energético e termogênese, sem alterações 

lipolíticas nos tecidos adiposos branco e marrom. 

 

O grupo capsaicina apresentou menor perda ponderal no período de mucosite, 

mostrando que a capsaicina foi capaz de minimizar a perda de peso nesses animais 

independentemente do consumo alimentar. Estudo de AZEVEDO et al. (2012) mostrou 

que camundongos que receberam 5-FU intraperitonealmente (450mg/kg peso) tiveram 

profunda perda de peso quando comparados aos animais do grupo controle (sem 5-FU). O 

menor ganho de peso verificado após indução da mucosite pode ser decorrente do 

acometimento intestinal e da inflamação da mucosa. FERREIRA et al. (2012) relatam que 

as lesões intestinais provocadas pela administração de 5-FU podem prejudicar o processo 

de absorção de nutrientes, contribuindo para maior perda de peso, e que o balanço 

energético dos animais podem sofrer impacto da resposta orgânica ao trauma. A capsaicina 

foi capaz de atenuar a perda de peso dos animais após a mucosite, o que pode ser 

justificado pelos achados histopatológicos, onde verificou-se minimização dos efeitos 

citotóxicos do 5-FU pelo aspecto mais íntegro da morfologia intestinal em comparação 

com o grupo mucosite, representando um benefício no prognóstico do câncer. 

 

O peso do tecido adiposo visceral dos animais dos grupos controle foi semelhante, 

bem como observado em ambos os grupos com mucosite. Analisando o peso desse tecido 

ajustado para o peso corporal do respectivo animal, nota-se que os animais com mucosite 

apresentaram menor peso ajustado, e que os animais que receberam capsaicina 

apresentaram peso intermediário em comparação com os grupos controle e mucosite, 

sugerindo uma atenuação da mobilização do tecido adiposo causada pela mucosite. Estudo 

avaliando os efeitos da administração subcutânea de capsaicinóides na termogênese e 

metabolismo energético mostrou que os princípios ativos não foram capazes de alterar o 

peso relativo de diversos órgãos, entre eles o tecido adiposo branco perirrenal e peri-

epididimal e marrom (IMAIZUMI et al., 2011). Diferentemente, estudos avaliando a 

influência da capsaicina na prevalência de obesidade mostraram que sua ingestão oral foi 

capaz de reduzir o peso do tecido adiposo visceral (perirrenal) de roedores, mas não afetou 
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a ingestão calórica total (KAWADA et al., 1986; OHNUKI et al., 2001; LEUNG, 2008). O 

menor peso de tecido adiposo observado nos animais do grupo MUC provavelmente 

decorre da processo inflamatório da mucosite, que acarreta perda de peso. O tecido adiposo 

dos animais do grupo CAP poderia estar menos inflamado, representando um possível 

efeito benéfico da capsaicina na contenção da inflamação no mesmo, entretanto, não 

avaliamos a inflamação nesse tecido. 

 

Com relação à morfologia intestinal, os animais dos dois grupos controle (Ct e Ct 

CAP) apresentaram-se dentro da normalidade em todos os segmentos do intestino delgado 

analisados. A capsaicina foi capaz de melhorar o quadro patológico no geral, 

principalmente no jejuno proximal, segmento em que a lesão do grupo MUC também é 

mais grave. O grupo MUC apresentou alterações típicas da mucosa intestinal com o uso de 

5-FU demonstrada em estudos prévios, como encurtamento das vilosidades, erosão 

epitelial, espessamento da mucosa e perda celular (SOARES et al., 2008; AZEVEDO et 

al., 2012; LEOCÁDIO, 2013), sendo notadas lesões decorrentes do 5-FU mais acentuadas 

no jejuno, confirmando a presença da mucosite como relatado anteriormente. Os animais 

que receberam capsaicina apresentaram escore histopatológico intermediário quando 

comparados aos grupos controle e mucosite nos segmentos duodeno, jejuno proximal e 

jejuno distal, bem como no escore histopatológico total, reforçando os efeitos benéficos da 

capsaicina observados na mucosa intestinal. A análise do escore inflamatório reforçam os 

efeitos citotóxicos do 5-FU observados na morfologia intestinal, que podem ter 

prejudicado a capacidade absortiva de nutrientes, justificando o menor ganho de peso 

nesses animais, e a capsaicina foi capaz de melhorar o quadro histopatológico, mostrando-

se benéfica na redução dos efeitos citotóxicos do 5-FU. 

 

Em estudo avaliando a superfície absortiva do intestino delgado, foi demonstrado 

que princípios ativos de diferentes tipos de pimentas, incluindo a capsaicina, podem 

induzir a alterações na fluidez da borda em escova da membrana e permeabilidade passiva, 

efeitos associados com aumento do comprimento da microvilosidades, resultando no 

aumento da superfície absortiva do intestino delgado de ratos (PRAKASH; SVIRINASAN, 

2010). Em outro estudo avaliando a permeabilidade intestinal e a absorção de 

micronutrientes, também foi observado aumento do comprimento do intestino delgado em 

ratos alimentados com dieta contendo 0,015% de capsaicina comparados aos controles 

com dieta padrão (PRAKASH; SVIRINASAN, 2013). 
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Os neutrófilos são as primeiras células a chegar ao local da inflamação, 

instalando-se preferencialmente na lâmina própria e nas criptas intestinais, e são 

responsáveis pela liberação da enzima mieloperoxidase (MPO), dentre outros componentes 

tóxicos, causando a morte de patógenos (NAITO; TAKAGI; YOSHIKAWA, 2007; 

XAVIER; PODOLSKY, 2007; VINOLO et al., 2011). SOARES et al. (2008) verificaram 

elevada atividade da enzima MPO, técnica utilizada para avaliar indiretamente a presença 

de neutrófilos no tecido alvo, 24 horas após a administração de 5-FU. Neutrófilos são 

considerados a principal fonte de radicais ânions superóxido (O2
-), um grupo de espécies 

reativas de oxigênio. Esses radicais reagem com os lipídeos celulares, levando à formação 

de peróxidos de lipídeos (KWIECIEN; BRZOZOWSKI; KONTUREK, 2002; KWIECIEN 

et al., 2004; KONTUREK et al., 2010). 

 

A destruição das células epiteliais após a indução da mucosite intestinal é o 

principal estímulo para o recrutamento de células inflamatórias para a mucosa intestinal, 

como neutrófilos, macrófagos e monócitos (VAN YE et al., 1993; SONIS, 2004). A 

infiltração de neutrófilos foi avaliada em nosso estudo indiretamente pela medida da 

atividade da enzima MPO. Foi observado que o grupo CAP apresentou diminuição 

significativa da atividade de MPO no duodeno e íleo, e redução intermediária da atividade 

da enzima no jejuno no intestino delgado inteiro, comparados aos demais grupos. Esses 

resultados refletem uma possível participação da capsaicina na redução da infiltração de 

neutrófilos. Estudo de AZEVEDO et al. (2012) em camundongos com mucosite induzida 

por 5-FU apresentaram aumento dos níveis intestinais da enzima mieloperoxidase, uma 

enzima encontrada nos grânulos azurofílicos de neutrófilos (AZEVEDO et al., 2012). 

Ratos recebendo 5-FU (150mg/kg i.p.) também mostraram aumento na atividade de MPO 

no jejuno, quando comparado ao grupo controle (sem 5-FU) (LINDSAY et al., 2010). 

 

Também foi dosada a atividade da enzima peroxidase de eosinófilos (EPO) a fim 

de avaliar indiretamente a infiltração dessas células no intestino delgado. Os eosinófilos 

são considerados como sentinelas imunológicas efetoras, por apresentarem ação rápida em 

processos inflamatórios, atuando como células apresentadoras de antígenos (WOERLY et 

al., 1999; BARTHEL et al., 2007). A presença de eosinófilos na mucosa intestinal em 

doenças inflamatórias intestinais está associada à condições clínicas desfavoráveis, como 

má-absorção, perda de peso e alterações na arquitetura da mucosa, com diminuição das 

criptas no cólon e achatamento das vilosidades (TORPIER et al., 1988; TALLEY et al., 



	
   111 

1992; ROTHENBERG et al., 2001; ROTHENBERG, 2004). A capsaicina levou à 

diminuição intermediária da atividade de EPO no intestino delgado inteiro e no íleo, 

quando comparados aos grupos controle e mucosite. Comparando-se apenas os grupos 

mucosite e capsaicina, observou-se redução da atividade da enzima no grupo capsaicina, 

refletindo menor número de eosinófilos. Não foram constatadas diferenças na atividade de 

EPO no jejuno. Considerando a participação dessas células no aumento da inflamação e do 

estresse oxidativo, é provável que a capsaicina tenha contribuído para a menor infiltração 

de eosinófilos no intestino delgado, mostrando seu papel como anti-inflamatório. 

 

Os macrófagos são células efetoras dominantes em estágios mais tardios de 

condições inflamatórias, sendo atraídas para o sítio inflamatório num período entre 48 e 96 

horas após a injúria (GILLITZER; GOEBELER, 2001; BROUGHTON; JANIS; 

ATTINGER, 2006). A infiltração de macrófagos foi verificada indiretamente por medida 

da atividade da enzima n-acetilglicosaminidase (NAG). O grupo capsaicina mostrou 

atividade intermediária de NAG no intestino delgado inteiro, bem como no jejuno e íleo, 

quando comparados aos demais grupos, e não foram observadas diferenças no duodeno. A 

menor atividade da enzima nos animais tratados com 5-FU pode refletir uma diminuição 

do número de células na mucosa, e sugere-se que os resultados refletem mais a integridade 

do tecido do que o processo inflamatório local, uma vez que os macrófagos são células que 

podem residir na mucosa intestinal (GAZZINELLI et al., 2010). 

 

Algumas drogas quimioterápicas requerem oxigênio para gerar radicais livres que 

induzem a toxicidade (MOEN et al., 2009). Tendo em vista que o estresse oxidativo 

contribui importantemente no surgimento e manutenção do quadro inflamatório instaurado 

na mucosite (SONIS et al., 2004), procedeu-se à análise de alguns parâmetros envolvidos 

nesse processo. O grupo capsaicina mostrou menor concentração de hidroperóxidos no 

intestino delgado inteiro e no jejuno, e concentração intermediária no duodeno, quando 

comparado aos demais grupos. Não foram observadas diferenças na concentração de 

hidroperóxidos no íleo. Os resultados demonstram o possível papel da capsaicina como 

antioxidante. 

 

A peroxidação lipídica foi medida por dosagem das substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), mensurada pela concentração de malondialdeído (MDA), o 

principal aldeído reativo formado na peroxidação de ácidos graxos poli-insaturados nas 
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membranas biológicas (VACA et al., 1988). A concentração de MDA foi semelhante entre 

os grupos no duodeno e no íleo, e foi observada redução intermediária da concentração no 

jejuno no grupo capsaicina, quando comparado aos demais grupos, reforçando a provável 

atividade antioxidante da capsaicina. Foi notada uma forte tendência à menor concentração 

de MDA no intestino delgado inteiro do grupo capsaicina comparado apenas ao grupo 

mucosite (p=0,05). Contrastando com os resultados do presente estudo, BANJI et al. 

(2013) mostraram aumento da peroxidação lipídica medida por meio de TBARS no plasma 

de camundongos Swiss alimentados com dieta suplementada com capsaicina (2mg/kg 

peso) durante 32 dias. 

 

Sistemas enzimáticos antioxidantes podem prevenir o acúmulo de espécies 

reativas de oxigênio, prevenindo sua ação destrutiva nas células-alvo. Um desses sistemas 

é a enzima superóxido dismutase (SOD), que existe em três diferentes categorias: 

citoplasmática, mitocondrial e extracelular. A enzima superóxido dismutase (SOD) 

participa da limpeza dos radicais superóxido (O2
-), sendo uma enzima antioxidante, 

catalisando  a dismutação dos radicais O2
- à peróxido de hidrogênio (H2O2), uma forma 

menos nociva e que pode ser degradada por catalase e glutationa peroxidase, outras 

enzimas antioxidantes (DIETERICH et al., 2000; KWIECIEN; BRZOZOWSKI; 

KONTUREK, 2002; KWIECIEN et al., 2004; EKAMBARAM et al., 2008; KONTUREK 

et al., 2010). No presente trabalho, foi verificada menor atividade de SOD no grupo 

capsaicina no intestino delgado com um todo e em todos os segmentos analisados. A maior 

atividade de SOD no grupo mucosite pode ser explicada pelo aumento do estresse 

oxidativo verificado nesse grupo, que pode ter elevado a atividade da enzima para 

compensar esse efeito. A menor atividade desta enzima no grupo CAP pode ser explicada 

pelo menor acúmulo de neutrófilos nesse grupo, já que essas células são a principal fonte 

de radicais O2
-, representando um menor estresse oxidativo promovido indiretamente pela 

capsaicina. 

 

Durante o processo de enteropatias ocorre a liberação de diversas citocinas pró-

inflamatórias na mucosa intestinal, incluíndo TNF e IL-13, que contribuem para o 

rompimento da barreira epitelial (WANG et al., 2005; WEBER et al., 2010; SUZUKI, 

2013). A literatura relata que a mucosite não seria manifestada apenas no tecido mudado, 

mas também tem repercussões sistêmicas, com aumento sérico de citocinas pró-

inflamatórias (TNF, IL-1β e IL-6) em pacientes tratados com 5-FU, associado à toxicidade 
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da quimioterapia e sem melhorias na sua atividade anti-tumoral (MIWA; KOJIMA; 

NARUSE, 2001). Como o intestino delgado é o órgão mais afetado pela mucosite e 

considerando-se que o ensaio enzimático mostrou melhora do perfil inflamatório no grupo 

capsaicina, procedeu-se à dosagem de algumas citocinas nesse órgão. 

 

Interleucina 13 (IL-13) é uma citocina produzida por leucócitos na mucosa 

intestinal, mais especificamente pelas células natural killer (CAMELO et al., 2012), 

dirigindo a inflamação na colite tipo 2 tanto em humanos quanto em modelos animais 

(HELLER et al., 2002; FUSS et al., 2004). O bloqueio do receptor de IL-13 em 

camundongos foi capaz de prevenir a colite ulcerativa (HELLER et al., 2002). Os sintomas 

físicos da colite em camundongos BALB/c foram drasticamente diminuídos através da 

neutralização de IL-25 (CAMELO et al., 2012), uma citocina que teria papel crucial na 

indução de IL-13 (FORT et al., 2001). Como a IL-13 participa da patogênese de doenças 

inflamatórias intestinais, procedeu-se à dosagem da mesma para investigar seu possível 

envolvimento no processo inflamatório da mucosite, entretanto, não foram constatadas 

diferenças na concentração de IL-13 no intestino delgado e em nenhum dos segmentos 

analisados (dados não mostrados). 

 

Fator de necrose tumoral (TNF) é uma citocina pró-inflamatória com funções 

pleiotrópicas, participando no processo de carcinogênese (TSELEPIS et al., 2002; BEN-

BARUCH, 2003). TNF é ativado pela via do NF-κB, que é regulada positivamente durante 

a patogênese da mucosite induzida por 5-FU (LOGAN et al., 2009). Como esta via poderia 

ser modulada pela capsaicina, procedeu-se à dosagem de TNF em extrato de intestino 

delgado. Não foram observadas diferenças nas concentrações de TNF entre os grupos, 

contudo, comparando-se somente os grupos mucosite e capsaicina, foi verificada menores 

níveis de TNF no intestino delgado inteiro (p=0,04) e no jejuno (p=0,01), e uma tendência 

à menor concentração no duodeno (p=0,08), o que leva à inferir a atividade anti-

inflamatória da capsaicina. 

 

Interleucina 10 (IL-10) é uma citocina pleiotrópica e imunorregulatória produzida 

por diversos tipos celulares, como mastócitos, células dendríticas, células T regulatórias, 

neutrófilos, macrófagos e células natural killer, dentre outros (FIORENTINO et al., 1989; 

FILATREAU et al., 2002; RONCAROLO et al., 2006; SKY NG et al., 2013). 

Camundongos deficientes em IL-10 apresentaram intensa e prolongada resposta imune, 
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muitas vezes acompanhada de grave inflamação e dano tecidual, e frequentemente 

desenvolveram enterocolite crônica (KÜHN et al., 1993; LEON et al., 1998). Não foram 

observadas diferenças nas concentrações de IL-10 no íleo dos animais. Foram verificados 

menores níveis de IL-10 no intestino delgado inteiro e no duodeno do grupo capsaicina, e 

uma tendência à menor concentração no jejuno (p=0,08). A maior produção de IL-10 no 

grupo mucosite, poderia refletir um mecanismo compensatório como tentativa de reverter 

ou amenizar o processo inflamatório instaurado nos animais. Os menores níveis de IL-10 

no grupo CAP podem decorrer do menor processo inflamatório observado, reforçando os 

efeitos benéficos da capsaicina no controle da inflamação. Em modelo animal de mucosite 

foram constatados níveis aumentados de TNF no intestino delgado, entretanto foram 

observados menores níveis de IL-10, contrastando com os resultados do presente trabalho 

(AZEVEDO et al., 2012). 

 

A inflamação tem papel essencial do estabelecimento e desenvolvimento de 

inúmeras doenças, como a progressão de tumores (PARK et al., 2004). Diversos 

fitoquímicos de ocorrência natural, como os flavonóides e a curcumina, bem como a 

capsaicina, exibem propriedade anti-inflamatória, sendo candidatos potenciais contra os 

processos patológicos relacionados à inflamação (SURH et al., 2001). Vários estudos têm 

demonstrado a propriedade anti-inflamatória dos fitoquímicos no tratamento ou controle da 

inflamação crônica, como no câncer, aterosclerose, asma, reumatismo e diabetes tipo 2 

(GESCHER, 2004; SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006; KANG et al., 2007). 

 

Acredita-se que os efeitos anti-inflamatórios da capsaicina sejam mediados por 

inativação da via do NF-κB e por ativação de PPARγ (PARK et al., 2004; KANG et al., 

2007; LEIHERER; MÜNDLEIN; DREXEL, 2013). Estudo de BITENCOURT et al. 

(2012) verificou que capsaicina apresenta atividade antifibrótica por regular positivamente 

a expressão de PPARγ. As propriedades anti-inflamatórias da capsaicina foram 

demonstradas através da inibição de mediadores inflamatórios na artrite (AHMED et al., 

1995), e por inibir a degradação de IκB-α (uma proteína inibitória do complexo NF-κB) 

em macrófagos (KIM et al., 2003). KANG et al. (2007) afirmam que a capsaicina seria um 

fitoquímico útil para atenuar a inflamação induzida pela obesidade, bem como suas 

repercussões associadas. Capsaicina também suprimiu a expressão gênica de IL-6 e MCP-

1, duas adipocinas pró-inflamatórias, em tecido adiposo de camundongos obesos e em 
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adipócitos isolados, além de inibir a ativação de macrófagos a liberaram mediadores pró-

inflamatórios, e os autores acreditam que os efeitos observados decorrem da atuação de 

capsaicina como ligante de PPARγ (KANG et al., 2007). A menor inflamação promovida 

pela capsaicina pode ser decorrente da inibição de vias pró-inflamatórias, como 

demonstrado pela literatura. 

 

Capsaicina foi capaz de reduzir a produção de mediadores pró-inflamatórios, 

como prostaglandina E2 (PGE2) e óxido nítrico, através da inativação do NF-κB em 

macrófagos peritoneais murinos, mas esse efeito não foi mediado pelo receptor TRPV-1, 

sugerindo o envolvimento de um mecanismo alternativo (KIM et al., 2003; PARK et al., 

2004). PPARγ é um membro da superfamília de receptores nucleares que participa do 

metabolismo de ácidos graxos e do processo de adipogênese, além de modular a produção 

de alguns mediadores inflamatórios, podendo participar da patogênese de doenças 

inflamatórias (SPIEGELMAN; FLIER, 1996; TAKAHASHI et al., 2002). Foi 

demonstrado que capsaicina suprimiu a produção de TNF em macrófagos murinos 

estimulados por lipopolissacarídeo (LPS) de maneira dose-dependente, efeito associado à 

sua atuação como agonista de PPARγ (PARK et al., 2004). 

 

O epitélio intestinal forma uma barreira funcional de forma a prevenir a passagem 

de agentes nocivos, mas concomitamente permite o transporte passivo de nutrientes, 

pequenos solutos e eletrólitos através do epitélio (DENKER; NIGAM, 1998). As junções 

firmes formam uma barreira paracelular na membrana lateral de células adjacentes, 

atuando como uma barreira estrutural contra a penetração de moléculas hidrossolúveis, 

compostos tóxicos, bactérias e seus bioprodutos presentes no lúmen intestinal 

(ANDERSON; VAN ITALLIE, 1995; TSUKURA et al., 2007). O rompimento dessa 

barreira pode levar ao aumento da passagem de substâncias tóxicas presentes no lúmen 

pelo epitélio intestinal, possibilitando danos à mucosa. A literatura relata que alterações da 

permeabilidade intestinal, disfunções das junções firmes e ruptura da estrutura do 

citoesqueleto estão relacionadas à produção de citocinas pró-inflamatórias, bem como de 

radicais superóxido e peróxido de hidrogênio (WIEST; RATH, 2003; BALZAN et al., 

2007; LI et al., 2008). Procedeu-se à avaliação da permeabilidade intestinal por 

ovoalbumina (OVA – uma proteína imunogênica) a fim de verificar possíveis alterações na 

permeabilidade da mucosa, porém não foram verificadas diferenças estatísticas entre os 
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grupos. Como a ovoalbumina é uma proteína de peso molecular estimado em torno de 

45kDa (NISBET et al., 1981; YANG et al., 2013), é possível que as alterações observadas 

na mucosa intestinal não tenham sido suficientes para permitir a passagem dessa molécula, 

em função de seu grande tamanho, sendo interessante testar a permeabilidade intestinal por 

algum outro método mais sensível. 

 

Como a principal rota de absorção de moléculas funcionais hidrofílicas é a 

passagem paracelular, é importante conhecer os processos que regulam a permeabilidade 

pelas junções firmes do epitélio intestinal (SALAMA; EDDINGTON; FASANO, 2006). 

Uma outra forma de avaliar alterações na barreira intestinal é analisar a permeabilidade 

paracelular, que pode ser verificada pelas proteínas das junções firmes, como a ZO-1 e 

ocludina. A expressão dessas proteínas foi dosada no jejuno, tendo em vista os maiores 

efeitos da capsaicina nesse segmento, entretanto, não foram notadas diferenças entre os 

grupos. Foi observada menor atividade da enzima quinase de cadeia leve de miosina 

(MLCK) no grupo mucosite, e a capsaicina também não exerceu alterações nesse 

parâmetro. Estudos verificaram que capsaicina foi capaz de causar abertura reversível das 

junções firmes (HAN; ISODA, MAEKAWA, 2002; NAGUMO et al., 2007), e foi 

observado que o tratamento in vitro com capsaicina alterou a localização das junções 

firmes e a estrutura de F-actina, mas por mecanismo diferente do que a ativação por 

MLCK (NAGUMO et al., 2007). Em processos dependentes de MLCK, a ativação dessa 

enzima resulta na modulação dos filamentos de actina e miosina, associada ao rompimento 

morfológico das proteínas ZO-1, eventos correlacionados ao aumento da permeabilidade 

pelas junções firmes (MA et al., 2000). As junções firmes estão intimamente associadas 

com o citoesqueleto de actina (TURNER, 2000), e a interação entre essas estruturas têm 

papel crucial na regulação da permeabilidade paracelular (BRUEWER et al., 2004). Por 

induzir permeabilidade reversível, SHIOBARA et al. (2013) relatam que capsaicina pode 

ser útil na modulação da barreira intestinal, permitindo a absorção de moléculas grandes e 

hidrofílicas que sejam limitadas pelas junções firmes, incluindo alguns compostos 

terapêuticos. 

 

O aumento do comprimento das microvilosidades em modelo animal poderia 

indicar o aumento da superfície absortiva, levando ao aumento da biodisponibilidade de 

micronutrientes, mais um efeito benéfico da capsaicina, que poderia ser usada como 

estratégia na redução da deficiência de elementos-traço (PRAKASH; SVIRINASAN, 
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2010). De fato, suplementação de capsaicina na dieta melhorou a absorção de ferro, cálcio 

e, principalmente, zinco, embora os autores também sugiram que a melhora da absorção 

pode decorrer de alterações na expressão dos transportadores de minerais no intestino 

delgado (PRAKASH; SVIRINASAN, 2013). A melhora da capacidade absortiva pela 

capsaicina também poderia ser benéfica na mucosite, contribuindo na melhora do estado 

nutricional dos pacientes sob quimioterapia. 

 

A capsaicina mostrou-se adequada na redução dos efeitos citotóxicos do 5-FU, 

comparando-se os parâmetros analisados deste com os demais grupos, fornecendo efeitos 

protetores contra os danos causados pelo quimioterápico na mucosa intestinal. A principal 

desvantagem do uso terapêutico da capsaicina seria o desconforto e dor inicial em sua 

primeira administração, efeito que poderia ser mais tolerável com o uso de anestésico local 

(DRAY, 1992; BERGER et al., 1995; HAYMAN; KAM, 2008). Uma outra forma de 

aliviar o desconforto da sensação pungente inicial por exploração das propriedades da 

capsaicina, em que o paciente poderia diminuir a sensibilidade gradativamente, começando 

com baixas doses até chegar à dose desejada (BERGER et al., 1995), uma vez que a 

susceptibilidade individual à capsaicina pode ser altamente variável (REILLY; YOST, 

2006). 

 

Embora o quadro geral de melhora tenha sido modesto, no presente estudo pode-

se verificar que a capsaicina tem efeito preventivo na melhora da mucosite. A variação 

ponderal e os parâmetros histológicos não foram muito evidentes principalmente porque a 

administração foi feita previamente, e não concomitantemente à indução da mucosite. 

Entretanto, os componentes da inflamação foram os mais evidentes, verificado por menor 

infiltrado inflamatório e uma tendência à melhor perfil de citocinas, além de menor 

estresse oxidativo no intestino delgado. Os resultados observados reforçam a propriedade 

anti-inflamatória já descrita e comprovada pela literatura, sendo agora demonstrada na 

mucosite intestinal e podendo ser um auxiliar terapêutico no alívio desse efeito colateral. 

 

O presente estudo tem como diferenciais a forma de administração da capsaicina 

por via epidérmica/cutânea no modelo de inflamação do intestino delgado e o fato de ser 

realizado de forma preventiva, ou seja, antes da administração do 5-FU. Estudos que 

avaliem os efeitos da capsaicina no intestino delgado são escassos na literatura. É 

importante considerar que o quadro inflamatório não foi completamente revertido três dias 
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após a administração de 5-FU, embora a capsaicina tenha sido capaz de atenuar o processo 

inflamatório instaurado, podendo ser alvo para novo uso terapêutico no alívio da mucosite 

decorrente da terapia contra o câncer. Os mecanismos pelos quais a capsaicina atua sobre 

as células intestinais deve ser estudado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
	
  
	
  
	
  

 

 
	
  
	
  
	
  
	
  



	
   119 

7 CONCLUSÃO 
 

 

Os resultados deste trabalho permitem concluir que a administração 

intraperitoneal de 5-fluorouracil foi capaz de induzir mucosite, levando à perda ponderal e 

intenso processo inflamatório, com alterações morfológicas, aumento do infiltrado de 

células inflamatórias, maior produção de TNF, bem como de IL-10 como provável 

mecanismo compensatório. O pré-tratamento com capsaicina foi capaz de atenuar os 

efeitos citotóxicos do agente quimioterápico, contendo a exacerbada resposta inflamatória 

decorrente da mucosite intestinal induzida por 5-FU, melhorando a arquitetura da mucosa e 

amenizando o quadro de mucosite por reduzir o perfil inflamatório e o estresse oxidativo. 

Sendo assim, a capsaicina poderia aumentar a eficácia da quimioterapia induzida por 5-FU, 

atuando como um agente quimiossensibilizador. Mais estudos são necessários para 

corroborar os resultados deste trabalho, visando o uso da capsaicina em humanos para 

amenizar os efeitos colaterais da quimioterapia, proporcionando melhor qualidade de vida 

aos pacientes. 
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8 PERSPECTIVAS 
 

 

§ Avaliar a permeabilidade intestinal por meio da utilização do fármaco ácido 

dietilenoaminopentacético (DTPA) marcado com 99mTecnécio (99mTc). 

§ Avaliar a viabilidade celular da mucosa intestinal pela técnica de TUNEL e MTT. 

§ Avaliar a apoptose por RT-PCR e imunohistoquímica de Bcl-2, Bax, caspase 3 e 

p53. 

§ Avaliar a morfologia da região cutânea de aplicação dos cremes. 
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APÊNDICE A 
 

 

Análises comparativas entre grupos tratados com creme contendo ou não capsaicina 

concomitamente à indução de mucosite com 5-FU ou tratamento com PBS (200mg/kg 

peso). 

 

 
 

 
Figura A1 – Peso bruto (A) e peso relativo do tecido adiposo (B) 10 dias após aplicação 
cutânea de creme contendo ou não capsaicina em animais recebendo PBS ou 5-FU (200mg/kg 
peso) por via intraperitoneal. Animais recebendo aplicação cutânea de creme base (Ct e MUC) ou 
creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações 
múltiplas de Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. n = 5/5/4/4. Letras diferentes 
representam diferença estatística (p<0,05). Letras iguais representam ausência de diferença estatística 
(p>0,05). 
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Figura A2 – Variação ponderal total 10 dias após aplicação cutânea de creme contendo ou 
não capsaicina em animais recebendo PBS ou 5-FU (200mg/kg peso) por via intraperitoneal. 
Animais recebendo aplicação cutânea de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct 
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de Dunn’s. Resultados expressos em 
mediana e intervalo interquartil. n = 5/5/4/4. Letras diferentes representam diferença estatística (p<0,05). 
Letras iguais representam ausência de diferença estatística (p>0,05). 
 

 

 

 
Figura A3 – Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no íleo 10 dias após aplicação 
cutânea de creme contendo ou não capsaicina em animais recebendo PBS ou 5-FU (200mg/kg 
peso) por via intraperitoneal. Animais recebendo aplicação cutânea de creme base (Ct e MUC) ou 
creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparações 
múltiplas de Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. n = 5/5/4/4. Letras diferentes 
representam diferença estatística (p<0,05). Letras iguais representam ausência de diferença estatística 
(p>0,05). 

Variação Ponderal Total

-2

0

2

4

6
Controle
Controle CAP
Mucosite
Capsaicina

a

a,b

b
bP

es
o 

(g
)

Tratamento

MPO Íleo U.A.

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

b

a

b

a
Controle
Controle CAP
Mucosite
Capsaicina

U
ni

da
de

s 
ar

bi
trá

ria
s

Tratamento



	
   150 

ANEXO A 
 
 
 
 
 

 
 
 


