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RESUMO

5-FU (5-Fluorouracil) ¢ um agente quimioterapico chave no tratamento de diversos
tipos de cancer, sendo amplamente usado contra o cancer colorretal. Mucosite intestinal
com diarreia e vOmito ¢ 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-vanilico-6-nonenamida) ¢ um componente de varias espécies de pimenta,
sendo responsavel pela pungéncia dos frutos. Ela apresenta amplos efeitos farmacoldgicos,
incluindo efeito anti-inflamatério, mesmo quando aplicada diretamente na pele. No
presente estudo avaliou-se os efeitos preventivos do uso topico de capsaicina a 0,075% ou
placebo (veiculo sem capsaicina) na mucosite intestinal induzida por 5-FU. Para isso, os
cremes foram administrados topicamente no dorso do animal durante sete dias,
previamente a administracdo intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso). Foram avaliados
variacdo ponderal, ingestdo alimentar e hidrica no primeiro e ultimo dia da aplicacdo de
capsaicina e ao final do experimento (trés dias apds administracdo de 5-FU). Os animais
foram eutanasiados para avaliagdo da morfologia da mucosa intestinal, escore
histopatologico, infiltrado inflamatorio, perfil de citocinas, estresse oxidativo e
permeabilidade intestinal. Foi observada indu¢do de mucosite nos animais, demonstrada
pela perda ponderal e presenga de lesdes morfologicas mais graves, com espessamento da
mucosa ¢ perda celular, maior atividade das enzimas MPO e EPO, indicando maior
infiltragdo de neutrdfilos e eosindfilos, além de maior produgdo de TNF. Também foram
verificados maiores niveis de IL-10 nos animais com mucosite, indicando um possivel
mecanismo compensatorio para conter a inflamagdo. O pré-tratamento com capsaicina foi
capaz de atenuar os efeitos citotoxicos do 5-FU. No grupo capsaicina foi observada melhor
arquitetura morfoldgica, maior integridade da mucosa, como sugerida pela maior altura das
vilosidades. Também houve uma melhora do perfil inflamatdrio, com menor infiltracdo de
células inflamatorias e menor concentracio de TNF, e menor estresse oxidativo,
demonstrada por menor atividade de SOD e menor concentragdo de hidroperoxidos. Nao
foram observadas diferengas quanto a permeabilidade intestinal. Em conclusdo, os
resultados mostram que a aplicacgdo topica de capsaicina ¢ capaz de diminuir a inflamagao

e o estresse oxidativo causados pelo 5-FU.

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

capsaicinoides.
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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 INTRODUCAO

A funcdo da barreira intestinal ¢ altamente suscetivel aos efeitos causados pelas
drogas anticancer devido a sua rapida taxa de furnover celular, de cerca de trés a quatro
dias, e essas drogas podem afetd-la de diferentes formas, como rompimento da barreira
epitelial, reagdes inflamatdrias da mucosa e translocacdo bacteriana (DUNCAN; GRANT,
2003; BOWEN et al., 2006). Mucosite ¢ um efeito secundario a quimioterapia e que afeta
profundamente a qualidade de vida dos pacientes, algumas vezes acarretando a
descontinuidade do tratamento. Os efeitos citotoxicos da quimioterapia variam de acordo
com o esquema de terapia e a susceptibilidade do paciente, muitas vezes podendo levar a
lesdo na mucosa intestinal, pesadas respostas inflamatdrias, frequentemente associadas
com aumento da morte de células epiteliais, ruptura do epitélio intestinal e translocacdo

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

Os antimetabolitos constituem uma familia de moléculas antitumorais cujo
mecanismo de agdo estd ligado a inibicdo da sintese dos constituintes do 4cido
desoxirribonucleico (DNA), com o objetivo de impedir que as células realizem a
replicagdo do DNA. S3o andlogos estruturais de bases purinas e pirimidinas, porque sdo
estruturalmente semelhantes ao nucleosideo ou a base nitrogenada, que levam ao acido
nucleico anormal; ou analogos de folato, que inibem as reagdes de sintese dos mesmos
componentes supracitados, inibindo as enzimas que requerem folato como cofator em

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

Desenvolvido na década de 1950 e intensivamente estudado nos 40 anos
seguintes, 5-FU ¢ ainda o agente quimioterapico chave no tratamento do cancer de colon,
bem como em terapias adjuvantes para diversos outros tipos de cancer (LI ef al., 2009),
sendo amplamente usado contra o cancer colorretal (LOMBARDI et al., 2010). A
inflamagao intestinal acompanhada de diarreia ¢ um efeito colateral comumente relatado.
5-FU atua causando dano epitelial e a mucosa, alterando a morfologia da mucosa, com
aumento da infiltracdo de células inflamatdrias, principalmente neutréfilos, bem como
aumento da produ¢do de citocinas pré-inflamatorias na mucosa intestinal (SOARES et al.,

2008). Assim como outros agentes anti-carcinogénicos, 5-FU induz a geragdo mitocondrial
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de espécies reativas de oxigénio tanto em tecidos normais quanto em células cancerosas,
constituindo a principal causa do dano a mucosa intestinal (SASADA et al., 1996;

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

Alteragdes na permeabilidade intestinal sdo secundérias a quimioterapia com 5-
FU, provocando translocacdo bacteriana e mudancas no estado imunoldgico intestinal
(FERREIRA et al., 2012). Ratos tratados com 5-FU mostraram redu¢do significativa do
comprimento das vilosidades no intestino delgado superior, além de um aumento no dano
celular epitelial e aumento do infiltrado de leucécitos e citocinas pro-inflamatorias na

mucosa intestinal (SOARES et al., 2008).

Mucosite intestinal acompanhada de diarreia e vomito ¢ um efeito adverso
frequentemente dose-limitante da terapia com 5-FU, e provavelmente acompanhada por
baixa adesdo ao tratamento (AZEVEDO et al., 2012). A mucosite afeta negativamente
efeitos saudaveis, bem como aumenta o risco de infec¢des oportunistas e mortalidade
devido a sepse (VENTO; CAINELLI, 2003). Uma vez que a mucosite pode levar a
reducdo da dose ou prevencdo da continuagdo de terapias contra o cancer, aumento dos
custos com saude, prolongada permanéncia hospitalar, comprometer o estado nutricional
do paciente e prejudicar a qualidade de vida do paciente (SUKHOTNIK et al., 2008),

terapias preventivas precoces sao importantes.

Capsaicina (trans-8-metil-N-vanilico-6-nonenamida) ¢ um componente de varias
espécies de pimenta (BINSHTOK; BEAN; WOOLF, 2007) do género Capsicum (BUCK;
BURKS, 1986), sendo responsavel por seu sabor e aroma picantes (BACK et al., 2012) e
apresenta amplos efeitos farmacologicos, mostrando-se um componente efetivo contra a
doenga inflamatoria (CHOI et al., 2011). A capsaicina tem sido usada clinicamente como
um creme para tratar varios tipos de condigdes dolorosas (PAPOIU; YOSIPOVITCH,
2010; ANAND; BLEY, 2011), incluindo seu emprego para aliviar a dor de neuropatias
periféricas, podendo ser aplicada diretamente na pele sem efeitos colaterais em modelos
animais ¢ em humanos (ROBERTS; SHENOY; ANAND, 2011). O uso de capsaicina tem
sido implicado no alivio da dor (MARSH et al., 1999) e regulacao metabolica (KANG et
al., 2010), bem como sendo um agente preventivo no cancer (SANCHEZ et al., 2007),
além de apresentar propriedades anti-inflamatorias (KANG et al, 2007). KIM e

colaboradores mostraram que a capsaicina inibiu a producdo de TNF em macréfagos
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murinos estimulados por lipopolissacarideo por atuar como um agonista do receptor

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

Produtos naturais tém se mostrado importantes na introdu¢do de novos farmacos
terapéuticos per si ou para obtencdo de novas substancias bioativas. Recentemente, LEE et
al. (2013) observaram que o uso topico de capsaicina mantém os mesmos efeitos da
ingestao oral, sugerindo uma possivel redug@o da inflamacao no tecido adiposo, bem como
suas repercussoes sistémicas. Baseando nas propriedades anti-inflamatdrias da capsaicina e
em sua relacdo negativa com a incidéncia de cancer, o uso topico de capsaicina poderia
reduzir ou mesmo prevenir a inflamagdo consequente a quimioterapia. Como sdo escassos
os estudos dos efeitos da capsaicina em doengas inflamatorias intestinais e devido as suas
propriedades anti-inflamatorias, ¢ necessario testar e investigar seu uso, pois ela poderia se

tornar um tratamento adjuvante em condigdes inflamatdrias instauradas nos intestinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Antimetabolitos

Os antimetabolitos sdo agentes citotoxicos que tém sido desenvolvidos ha mais de
50 anos, cujo mecanismo de agdo interfere na sintese dos constituintes do DNA. Sao
andlogos estruturais de bases purinicas ou pirimidicas (ou de seus nucleosideos
correspondentes), ou de cofatores de folato, que estdo envolvidos em vdrias etapas da
biossintese de purinas e pirimidinas. Seu mecanismo de a¢do primério €, portanto, induzir
a deplecdo de nucleosideos, o que, por conseguinte, induz uma inibi¢ao da replicagdo do
DNA. Entretanto, alguns antimetabolitos sdo capazes de se inserir em acidos nucléicos de
forma fraudulenta, induzindo anormalidades estruturais que culminam na morte celular por
outros mecanismos, incluindo quebras do DNA. Dentre os mais antigos antimetabdlitos
estdo o S-fluorouracil, o metotrexato e a citarabina, e hd aqueles introduzidos mais

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

O metabolismo e a eficacia do 5-fluorouracil (5-FU) e outros andlogos de
pirimidinas fluoradas tem sido amplamente investigados desde seu desenvolvimento. O 5-
FU, bem como seus antimetabdlitos, podem ser incorporados ao 4acido ribonucleico
(RNA), provocando respostas toxicas em tecidos humanos normais, ou podem ser
incorporados ao DNA, onde acredita-se que a formagao e incorporacdo dos antimetabdlitos
seja responsavel principalmente pelas respostas do tumor. A incorporagdo de 5-FU ao
DNA contribui com a atividade antitumoral em estudos pré-clinicos e clinicos (LI et al.,

2009).

A figura 1 mostra o metabolismo das pirimidinas fluoradas. Apos entrar na célula,
o 5-fluorouracil (FUra) ¢ rapidamente convertido aos metabélitos fluorouridina (FUrd) e 5-
fluoro-2’deoxiuridina (FdUrd) por fosforilases, que adicionam unidades de ribose ou
desoxirribose, dependendo da  disponibilidade de  substratos ribo- ou
desoxirribonucleosideos. Uma vez formados, FUrd ou FdUrd sdo fosforilados por uridina

ou timidina quinase (UK ou TK), respectivamente, de forma a reter os antimetabdlitos na
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célula. FUra pode ser convertido a FdUrd por adi¢do de desoxiribose-1-fosfato por acdo de
timidilato fosforilase (TP). A incorporagdo de pirimidinas fluoradas ao RNA pode levar a
citotoxidade direta no RNA, via incorporagdo 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 entdo a FUMP por uridina quinase (LI ef al., 2009).

Fluorinated Pyrimidine (FP) Metabolism

RNAP
FUrd FLH'U'IF' FUDP —+ FUTP F-RNA 1

| = DNAP
FAUDP—FdUTP — F-DNA 2
MMR
dUMP CH,-H, folate

FUraHqum—-FdUMP-aj TS 3
d];MP H.folate

+
dTTP

¥
DNA

FIGURA 1 - Mecanismo de agdo das pirimidinas fluoradas

Fonte: LI et al., 2009 adaptado de MEYERS et al., 2003.

UP: uridina fosforilase; UK: uridina quinase; RNAP: RNA polimerase; rR: ribonucleotideo redutase; DNAP:
DNA polimerase; TP: timidilato fosforilase; TK: timidina quinase; TS: timidilato sintase; OPRT: orotato
fosforibosiltransferase

Ha, em geral, alguns determinantes principais da resposta celular as pirimidinas
fluoradas. A exposicao as FPs pode levar a citotoxicidade direcionada pelo RNA através
da incorporacdo de FUTP ao RNA, j4 que FUTP ¢ um excelente substrato para RNA
polimerase. FUra ¢ convertido a FUrd pela uridina fosforilase, sendo, entdo, convertido a
FUMP por agdo da enzima uridina quinase. FUra pode, ainda, ser convertido a FUMP pela
enzima pirimidina fosforibosil transferase, que pode, entdo, ser convertido & FUDP, e este
a FUTP, considerado um excelente substrato para a RNA polimerase. A incorporacio de
FUTP a essa enzima pode: (1) interferir com o metabolismo e expressao do mRNA (VAN
LAAR et al., 1996; 1998); (2) inibir a maturagdo do rRNA (DOLNICK; PINK, 1983,
1985); (3) interferir na fun¢do do tRNA (PARKER; CHENG, 1990); e (4) possivelmente
levar a produgdo de um primer ndo-funcional de RNA (SPIEGELMAN et al., 1980a,b).
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Infelizmente, nenhuma dessas enzimas ¢ encontrada de forma elevada em tumores quando
comparados a tecidos normais. Dessa forma, o metabolismo dos antimetabolitos derivados
de FUra ao nivel do RNA leva a complicagdes citotoxicas no tecido normal, ndo

alcangando a atividade antitumoral desejavel (FIG. 1) (LI et al., 2009).

A exposicao as pirimidinas fluoradas também pode causar citotoxidade direta ao
DNA, através de sua incorporagdo a essa molécula, e a formagao de antimetabdlitos a esse
nivel 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 a fluorodesoxiuridina difosfato (FAUDP) por ribonucleotideo redutase
(rR), que pode, entdo, ser convertido a fluorodesoxiuridina trifosfato (FAUTP), um
substrato para DNA polimerase alfa e beta. Apos ativacdo de FAUMP, a enzima timidilato
sintase (TS) ¢ ativada e permite a adicdo de um grupo metil na posicdo da uracila do
dUMP, que ¢ convertido a dTMP. A coenzima folato favorece a estabilizagdo do complexo
5-FU-TS, potencializando a atividade do 5-FU. Se ocorre substitui¢ao da uracila por uma
molécula de 5-FU, a TS ndo pode adicionar o grupamento metil e a sintese de DNA nao

pode ocorrer devido a deficiéncia de acido timidilico (FIG. 1) (LI et al., 2009).

A inibicdo da enzima timidilato sintase (TS) ¢ a forma mais tradicional de
citotoxidade direta a0 DNA em resposta a exposi¢ao as pirimidinas fluoradas, e decorre do
acimulo de FAUMP. TS normalmente pode catalisar a conversio de dUMP a dTMP,
através da transferéncia de um grupo metil de 5,10-metileno tetrahidrofolato (5,10-
CH,FHy). Timidina quinase pode converter FdUrd a FAUMP, que participa da formagdo do
complexo inibitorio ternario com TS e tetrahidrofolato, levando a inibicdo da quebra da
ligagdo carbono-fluorina de FAUMP por TS. A inibicdo de TS resulta, por fim, na
diminuigdo dos niveis intracelulares de desoxitimidina trifosfato (dTTP), e,
subsequentemente, a inibicdo da sintese de DNA. Por ultimo, a deficiéncia de dTTP
resultante culmina na incorporacdo fraudulenta de uracila ao DNA, provocando um ciclo
fatil de reparagdo, que também tem um papel na citotoxicidade desencadeada pelo
antimetabolito. As enzimas responsaveis pela prevencdo da incorporacdo de pirimidinas
fluoradas ao DNA sdo as mesmas que previnem a incorporacdo de FUra ao DNA sob
condi¢des normais. Tanto FAUTP quanto dUTP sdo substratos para alfa e beta DNA
polimerases (FIG. 1) (LI et al., 2009).
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Basicamente, todos os antimetabolitos de pirimidinas fluoradas sdo melhores
substratos do que os metabolitos normais para cada passo enzimdtico. Em geral, o
metabolismo de Fura aos antimetabolitos do RNA (nivel 1; FIG. 1) levam a menor
atividade antitumoral e toxicidade mais geral em tecidos normais, j4 que as enzimas que
metabolizam esses antimetabolitos de RNA ndo sdo encontradas em abundancia em
tumores em comparacdo com tecido normal. Em contraste, enzimas que metabolizam FUra
aos metabolitos de DNA (timidina quinase e timidilato sintase) sio numerosas em tumores
(niveis 2 e 3; FIG. 1) (MEYERS et al., 2003 apud LI et al., 2009). A contribuicdo da
incorporacdo de FdUrp ao DNA para a atividade antitumoral ainda ndo estd bem

esclarecida.

2.1.2 5-Fluorouracil

O 5-Fluorouracil (5-FU) (FIG. 2) ¢ uma droga classificada como antimetabdlito e
que foi desenvolvida em 1957 como tratamento potencial para canceres avancados
(HEIDELBERGER et al., 1983). Uma classe inteira de pirimidinas fluoradas foi
desenvolvida a partir da investigacdo desse antimetabdlito, sendo consideradas as
primeiras drogas ‘mecanicamente desenhadas’ para o tratamento do cancer (LI ef al.,
2009). O 5-FU ¢ uma das drogas anticancer mais antigas administrada até hoje na maioria
das terapias medicamentosas, num percentual estimado em torno de 60% (LANSIAUX,

2011).
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FIGURA 2 - Estrutura quimica do 5-Fluorouracil

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

DNA em diversos tipos de tumores transplantaveis, foi desenvolvido um antimetabolito
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semelhante a uracila. Um dtomo de hidrogénio foi substituido por um de fltior na posi¢ao 5
da uracila, criando FUra (fluorouracil). A ligacdo carbono-fluorina resultante era mais forte
do que a ligacdo carbono-hidrogénio, conforme o esperado, e era insensivel a clivagem
pela enzima timidilato sintase (TS) apos a formagdo do complexo ternario covalente entre
TS — 5-fluoro-2'-deoxiuridina-5'-monofosfato (FAUMP) — 5,10-metileno tetrahidrofolato
(5,10-CH,FH4) (HEIDELBERGER et al., 1983).

5-FU ¢ amplamente utilizado no tratamento de varios tipos de cancer
(BANERJEE et al., 2009), sendo prescrito como terapia contra cancer do trato
gastrointestinal e das vias aéreas superiores, cancer de mama, ovarios, cabeca € pescoco
(LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003; WYATT; WILSON, 2009). E empregado em
associacdo com acido foélico em casos de cancer colorretal, de forma a aumentar a
probabilidade de resposta tumoral. 5-FU ¢ o agente quimioterapico bem estabelecido para
o tratamento de cancer de célon (NITA et al., 1998). O antimetabdlito tem meia-vida
muito curta (cerca de 10 minutos), e a administracdo prolongada da droga por 48 horas
contribui significativamente com o aumento da eficicia em cancer colorretal em

compara¢do com a administracdo em bolus (LANSIAUX, 2011).

Ap6s ativacdo de FAUMP, a enzima timidilato sintase (TS) ¢ ativada e permite a
adicdo de um grupo metil na posicdo da uracila do dUMP, que ¢ convertido a dTMP. Se
ocorre substituicdo da uracila por uma molécula de 5-FU, a TS ndo pode adicionar o
grupamento metil e a sintese de DNA ndo pode ocorrer devido a deficiéncia de acido
timidilico. A coenzima folato favorece a estabilizagdo do complexo 5-FU-TS,
potencializando a atividade do 5-FU. Além disso, 5-FU pode ser ativado e SFUTP pode ser

incorporado ao RNA, representando um outro mecanismo de citotoxicidade.

O mecanismo de acdo do 5-FU ¢é complexo, sendo o firmaco convertido a trés
metabolitos  ativos  principais: fluorodeoxiuridina ~ monofosfato  (FAUMP),
fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP) e fluorouridina trifosfato (FUTP). O principal
mecanismo de ativagdo de 5-FU ¢ sua conversao a fluorouridina monofosfato (FUMP), que
pode ocorrer diretamente por a¢do de orostato fosforibosiltransferase (OPRT), que tem
fosforibosil pirofosfato (PRPP) como cofator, ou indiretamente via fluorouridina (FUR),
através da acdo sequencial de uridina fosforilase (UP) e uridina quinase (UK). FUMP ¢,

entdo, fosforilado a fluorouridina difosfato (FUDP), que pode ser fosforilado a FUTP, um
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metabolito ativo, ou ser convertido a FAUDP, reacdo catalisada por ribonucleotideo
redutase (RR). FAUDP pode, por sua vez, ser fosforilado ou desfosforilado, gerando os
metabolitos ativos FAUTP e FAUMP, respectivamente. Uma via de ativagdo alternativa ¢ a
conversao de 5-FU a fluorodeoxiuridina (FUDR), catalisada por timidina fosforilase.
FUDR ¢, entdo, fosforilado a FAUMP por timidina quinase (TK). O metabdlito FUTP ¢
incorporado ao RNA, desencadeando danos a composicdo do mesmo, com consequente
perda funcional e morte celular. A etapa taxa limitante do metabolismo de 5-FU ¢ sua
conversao a dihidrofluorouracil (DHFU), mediada por dihidropirimidina desidrogenase
(DPD), tanto em células normais quanto em células tumorais. Mais de 80% do 5-FU
administrado ¢ catabolizado por DPD no figado (FIG. 3) (LONGLEY; HARKIN;
JOHNSTON, 2003).
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FIGURA 3 - Mecanismo de acao 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 antimetabolito, bem como
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inibe a sintese de RNA e DNA, e consequentemente induz apoptose (PRITCHARD et al.,
1997). A quebra da dupla fita do DNA leva a ativagdo do processo de apoptose dependente
de p53 (JOHNSTON et al., 1996; POLYAK et al., 1997), um gene supressor de tumor cuja
expressdao ¢ aumentada por danos no DNA (BUNZ et al., 1999). A inibicdo de timidilato
sintase pelo 5-FU causa o bloqueio da sintese 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: incorporacdo de FUTP
(fluorouridina trifosfato) ao RNA, incorporagdo de FAUTP (fluorodeoxiuridina trifosfato)
ao DNA e inibicdo de timidilato sintase (TS) por FAUMP (fluorodeoxiuridina
monofosfato), resultando em dano ao DNA. A citotoxicidade dirigida por TS ¢ anulada
pelo aumento da expressdo da enzima, enquanto a citotoxicidade dirigida por RNA pode
ser anulada pelo aumento dos niveis intracelulares de uridina (FIG. 4) (LONGLEY;

HARKIN; JOHNSTON, 2003).

Virios agentes anticancer, incluindo o 5-FU, tém mostrado induzir a geragdo de
espécies reativas de oxigénio, tanto em tecidos normais quanto em células cancerosas
(SASADA et al., 1996; ALEXANDRE et al., 2007; CHEN et al., 2007). A indugdo da
producdo de espécies reativas de oxigénio € a principal causa de dano a mucosa intestinal

(SHIOTA et al., 2010).
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FIGURA 4 - Ativagdo de p53 por 5-Fluorouracil
Fonte: LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003.
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Como os agentes quimioterapicos tém um baixo indice terapéutico, afetam
também as células normais, além das células cancerosas. Sendo assim, acabam gerando
muitos efeitos colaterais em pacientes com cancer, limitando gravemente suas atividades
(LAMBERTI et al., 2012). A terapia com 5-FU apresenta efeitos colaterais tipicos, como
mielosupressdo, leucopenia, nduseas, vomitos, diarreia, anorexia, estomatite (ALTER et
al., 2006) e cardiotoxicidade (CORREALE et al., 2010), sendo a mucosite a pior desordem
patologica gerada pela citotoxicidade desse antimetabdlito na terapia contra o cancer,
acarretando diminui¢do 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 geracdo das células-tronco adjacentes a submucosa. Sendo assim, a
continuidade e estrutura normal da mucosa dependem da capacidade do tecido em ser

substituido de forma continua (SONIS, 2004).

A mucosite ¢ um efeito colateral comum a terapia contra o cancer, causada por
efeitos citotoxicos da quimioterapia e radioterapia. Acomete aproximadamente 40% dos
pacientes que recebem a dose-padrdo de quimioterapia, e 100% dos pacientes que recebem
altas doses (KEEFE et al., 2000), comprometendo a adesdo ao tratamento em fungdo da
citotoxicidade gastrointestinal ocasionada (SONIS, 2004; LOMBARDI et al., 2010). Essa
desordem patologica continua sendo uma importante complicacdo dose-limitante da
quimioterapia (MELO et al., 2008), comprometendo a qualidade de vida dos pacientes,
com prolongamento do tempo de internagcdo, aumento dos custos com assisténcia médica,
aumento das taxas de readmissdo, comprometimento do estado nutricional do paciente,
bem como a eficacia do tratamento, e ¢ ocasionalmente fatal (KEEFE et al., 2000; SONIS,

2004; SUKHOTNIK et al., 2008).

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

generalizado caracterizam o quadro clinico da mucosite (GIBSON et al., 2003). As
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manifestagdes clinicas frequentes da mucosite sdo nauseas, vomito, diminuicao da ingestdo
de alimentos, flatuléncia, dor abdominal, diarreia e ulceragdo (KHAN; WINGARD, 2001;
KEEFE, 2004), enquanto casos graves estdo 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 sinalizagdo (SONIS,

2004).

Pacientes sob quimioterapia apoOs transplante de células-tronco sanguineas
apresentaram perda de peso, bem como reducdo dos niveis de transferrina e albumina
(KEEFE, 2004). Nesse mesmo estudo foram observadas alteragdes morfoldgicas, com
aumento da apoptose nas criptas duodenais, redu¢do no comprimento das criptas e
presenca de corpos apoptéticos nas células epiteliais, bem como abertura das jungdes
firmes entre as células epiteliais. As jun¢des firmes consistem em complexos proteicos
juncionais localizados na por¢ao apical dos enterdcitos e formadas por proteinas periféricas
e transmembrana, como a ocludina, zénulas de oclusdo (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 alteracdes histopatologicas
na arquitetura da mucosa, com redugdo das vilosidades e presenga de ulceracdes, além de
reducdo do comprimento intestinal e uma associagdo entre a infiltracdo de neutréfilos e o

aumento de citocinas pro-inflamatorias.

Citocinas pro-inflamatorias, como fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 1
(IL-1), contribuem para a gravidade e manuten¢do da lesdo na mucosite intestinal
(WILLIAMS, 2001), além de estimularem a secrecdo de outras citocinas, metabdlitos de
acido araquidonico e proteases por macrofagos, neutrofilos, células musculares lisas,
fibroblastos e células epiteliais (SARTOR, 1994). A interleucina 13 (IL-13) € uma citocina
pro-inflamatéria envolvida na patogénese de doengas inflamatdrias intestinais,
apresentando efeitos citotoxicos diretos as células epiteliais basais (HELLER et al., 2002;
FUSS et al., 2004; BAILEY et al., 2012; GROSS et al., 2013), e poderia participar da

patogénese da mucosite.

Em 2004, SONIS criou um modelo de cinco fases para descrever a patobiologia
da mucosite. Essas fases sdo correntemente identificadas, entretanto ¢ importante

reconhecer que essa caracterizagdo artificial pode ndo refletir amplamente os efeitos em
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processo, uma vez que existe uma dindmica fluida para o mesmo, bem como uma

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

desenvolvimento e resolucdo da mucosite sdo mostrados na figura 5 e descritos

detalhadamente a seguir:

Iniciagao

QUIMIOTERAPICO

- Danos DNA
- Geragao de EROs

Resposta a danos primarios
e Amplificacao de sinais

YT T

- Ativacao p53 e NF-xkB
- Produgao de citocinas
(TNF, IL-1B, IL-6)

- Apoptose

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

Ulceragao

(1))
- Perda da integridade
- Infiltragao de neutréfilos
- Aumento da permeabilidade
intestinal
- Risco de infecgoes

Cicatrizagao

- Proliferagao celular

- Regeneragao da mucosa

1. Fase de iniciag¢do: ocorre imediatamente apds a exposi¢do a radiacdo ou

quimioterapia. As células ao longo da mucosa do epitélio, tecido conjuntivo, vasos
sanguineos e infiltrado sdo afetadas por uma série de mecanismos. Ocorre geracao
de espécies reativas de oxigénio (EROs), radicais livres que causam danos aos
tecidos e que podem iniciar uma cascata de eventos biologicos. Dano direto ao
DNA das células epiteliais basais culmina na morte celular. Nessa fase a mucosa

apresenta aspecto morfologico normal.

2. Fase de respostas a danos primarios — geracao de fatores de transcricao
e citocinas: uma vez iniciado o processo, uma série de mensageiros biologicos sao
ativados durante essa fase. Fatores de transcricdo como o NF-kB sdo ativados,
regulando positivamente genes que controlam a expressdo de citocinas e de
moléculas de adesdo. Outro fator de transcricdo ativado ¢ o p53, envolvido na
regulacdo do ciclo celular e apoptose. A mucosa torna-se mais fina e eritematosa,

comegando a ser dolorosa para o paciente.
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3. Fase de amplificacdo dos sinais: ocorre um aumento das citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral (TNF), que além de causar lesdo ao
tecido, atuam na amplificagdo dos sinais pro-inflamatdrios, aumentando a produgao
de citocinas e de EROs, exacerbando a lesdo, levando a perda da integridade da

mucosa.

4. Fase de ulceragdo: o processo inflamatorio instaurado culmina na
ulceracdo, estagio em que a integridade da mucosa ¢ perdida. Terminagdes
nervosas siao expostas, causando dor clinicamente significativa. Bactérias
colonizam a superficie ulcerada e também liberam substancias toxicas na parede
celular, que irdo penetrar o tecido adjacente. Essas toxinas recrutam células
inflamatorias, ocorrendo acumulo de neutroéfilos, macroéfagos e eosinédfilos sob o
tecido ulcerado. A producdao de EROs pelas células intestinais pode explicar as
alteracdes na permeabilidade intestinal observadas na mucosite. A fase ulcerativa ¢
a principal responsavel pelos efeitos adversos e problemas econdmicos associados
com a mucosite, provocando aumento das hospitalizagdes, do uso de medicamentos

analgésicos e antibidticos e com os custos de assisténcia médica.

5. cicatrizacdo: geralmente o processo de cicatrizacdo ocorre de forma
espontanea, ao término do tratamento. Novos mensageiros sdo liberados da matriz
extracelular e migram para a superficie ulcerada, estimulando o epitélio a divisao,
migracdo e diferenciagdo no tipo especializado de epitélio da mucosa, promovendo
a proliferacdo celular. A ulcera ¢ recoberta pelo epitélio e o tecido comega a formar
as camadas, possibilitando a regeneracdo da arquitetura normal da mucosa. Ocorre,

ainda, restabelecimento da microbiota intestinal.

O recrutamento de células inflamatorias para a mucosa intestinal ¢ estimulado
principalmente pela destrui¢do das células epiteliais apds a indugdo da mucosite intestinal
(VAN YE et al., 1993; SONIS, 2004). Embora as células inflamatérias tenham a
capacidade de produzir espécies reativas de oxigénio (EROs), acredita-se que a geragdo de
EROs na fase de iniciagdo da mucosite decorra da acdo direta dos quimioterapicos, e que o
estresse oxidativo seja maior em fases posteriores (SONIS, 2004). Estudos mostram que o
aumento da producdo de EROs ocorre principalmente 24 horas apds a inducdo da

mucosite, enquanto o aumento da peroxidagdo lipidica e do infiltrado de neutréfilos no
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tecido lesionado aconteca somente 48 horas apds a administracio do quimioterapico

(MIYAZONO; GAO; HORIE, 2004).

Dentre as espécies reativas de oxigénio estdo o superoxido, radical hidroxila,
peroxido de hidrogénio e hidroperdxidos lipidicos. Os EROs apresentam efeitos
modulatérios na proliferacdo, adesdo, quimiotaxia e apoptose celular, através da regulagao
de fatores de transcri¢do, mas também participam de diversas doencas, como o cancer,
ulcera gastrica e colite (SUZUKI; FORMAN; SEVANIAN, 1997; MIYAZONO; GAO;
HORIE, 2004). As células possuem um sistema de defesa antioxidante, que atua sobre a
detoxificagdo do agente antes da formagdo da lesdo ou na reparagdo da lesdo formada, na
tentativa de proteger contra a formacao excessiva de EROs (FERREIRA; MATSUBARA,
1997). O estresse oxidativo ocorre quando hd um distirbio no balango entre os oxidantes e
antioxidantes, com formacdo de lesdo tecidual, acarretando perda de funcdo celular,

apoptose ou necrose (NORDBERD; ARNER, 2001).

A avaliacdo do estresse oxidativo geralmente ocorre pela mensuracdo dos
produtos das reagdes de dano oxidativo, como as reagdes de oxidacdo do DNA,
peroxidagdo lipidica e oxidagdo proteica, dentre outras. Os lipideos das membranas
celulares estdo entre os principais alvos das EROs, sendo muito avaliados pela peroxidagao
lipidica por meio da dosagem da concentracdo das substancias reativas ao &cido
tiobarbitirico (TBARS). A principal dessas substancias ¢ o malondialdeido (MDA), um
dos produtos da peroxidagao lipidica (BETTERIDGE, 2000; MIYAZONO; GAO; HORIE,
2004; LEONEL, 2012).

Ha uma provavel participacdo do estresse oxidativo na ativagdo do fator de
transcri¢do nuclear kappa B (NF-xB) (MAEDA et al., 2010), bem como na regulacdo da
permeabilidade intestinal (RAO et al., 2002). A via do NF-kB estd envolvida no
desenvolvimento e progressdo do cancer, sendo ativada pela maioria dos agentes
carcinogénicos, além de participar na regulacao de varios genes potencialmente envolvidos
na toxicidade da mucosa, induzindo a producdo de citocinas pro-inflamatérias (LUQMAN
etal., 2011; CHANG et al., 2012). Estudo de CHANG et al. (2012) observou supressdo da
inflamacao e melhora do dano & mucosa apo6s inibicdo de NF-kB na mucosite induzida por

5-FU, sugerindo que o NF-kB ¢ a principal molécula envolvida nesse processo.
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Um evento importante durante a fase de ulceracdo da mucosite ¢ a presenca de
infiltrado polimorfonuclear (SONIS, 2004), favorecida pelo aumento das moléculas de
adesdo, que ¢ promovido pela ativagdo de NF-kB e dos produtos das reagdes oxidativas,
culminando na atragdo dos neutréfilos circulantes, as primeiras células ativadas na defesa
do organismo contra infec¢des. Essas células migram para o local da infeccdo por
quimiotaxia, onde reconhecem, fagocitam e destroem os antigenos por liberagdo de EROs
e de enzimas hidroliticas e proteoliticas (SAVILL et al., 1989; VAN YE et al., 1993;
SMITH, 1994). A enzima mieloperoxidase (MPO) ¢ encontrada em neutrofilos e sua
atividade ¢ amplamente utilizada em estudos de mucosite intestinal para avaliar a

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

Os macrofagos sdo células que participam da defesa do organismo, por promover
a fagocitose de antigenos e particulas estranhas, liberagdo de citocinas e ativa¢do de outras
células imunoldgicas, além de favorecer a homeostase tecidual retirando células em
apoptose, como neutrofilos (GEISSMANN et al., 2010). A medida da atividade da enzima
n-acetilglicosaminidase (NAG), presente nos lisossomos de macréfagos ativados, € usada

como avaliacdo indireta da infiltragdo de macrofagos nos tecidos (BAILEY, 1988).

Eosinoéfilos sdo leucdcitos formados e maturados na medula 6ssea e liberados na
circulagdo em resposta a estimulos inflamatdrios. Quando recrutados, os eosinofilos
migram da circulagdo para o tecido alvo infeccionado, liberando quimiocinas e citocinas
inflamatorias. Atuam, ainda, como células apresentadoras de antigenos, ativando
mastocitos e células T. A enzima peroxidase de eosinofilos ¢ liberada pela célula
estimulada, participando na formagdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
responsaveis por morte celular via necrose ou apoptose. Sua mensuracdo ¢ amplamente
empregada para estudo indireto da atividade de eosinofilos em tecidos (STRATH;

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

A permeabilidade intestinal relaciona-se a funcdo da barreira exercida pelo
epitélio, referindo-se a facilidade da passagem de moléculas com peso molecular acima de
150 daltons por difusdo simples, sem o auxilio de um sistema carreador, independente da
pressdo ou do gradiente de concentracdo (TRAVIS; MENZIES, 1992). Uma barreira

seletiva a difusdo de macromoléculas pelo epitélio ¢ formada por jungdes firmes e juncdes
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aderentes. As juncgdes firmes formam uma barreira fisica a difusdo das moléculas,
enquanto as jungdes aderentes podem regular indiretamente a estrutura e fungdo das
jungdes firmes. Diferentes componentes estdo envolvidos na manutencdo da barreira
intestinal, como as proteinas de membrana e do citoesqueleto, que formam e regulam essas

jungdes paracelulares, que mediam as adesdes célula-célula (RAO et al., 2002).

Proteinas transmembrana, como a ocludina, as claudinas e a molécula de adesao
juncional (JAM), e proteinas citoplasmaticas, como as proteinas da zonula ocludente (ZO)
Z0-1, Z0O-2 e Z0O-3, sao encontradas nas jungdes firmes. A interacdo entre ocludina e ZO-
1 exerce papel determinante na manutengdo da estrutura das jungdes firmes e na funcdo de
barreira. Entre as juncdes aderentes, as principais proteinas sdo a E-caderina
(transmembrana) e as cateninas (citoplasmaticas), sendo a interacdo entre elas de grande

importancia na manuten¢do das jungdes aderentes (RAO et al., 2002).

As células endoteliais participam da regulacdo da barreira fisica 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 maquinario contratil das células
endoteliais ¢ dirigido principalmente pela interacdo entre actina e miosina. A atividade de
miosina ¢ controlada pelo status de fosforilagdo da cadeia leve regulatério (MLC). A
quinase de cadeia leve de miosina (MLCK) pode fosforilar MLC, acarretando mudanca da
estrutura terciaria de miosina e no seu deslizamento sobre actina. A contragdo do esqueleto
actomiosina leva a reorganizagdo das jung¢des firmes, levando ao relaxamento das mesmas
e, consequentemente, ao aumento da permeabilidade. Com o fim da sinalizacdo, as jungdes
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 inflamacdo da mucosa intestinal decorrente da migragao
transepitelial de neutrdfilos em resposta a patdogenos microbianos seja a alteracdo dos
componentes das juncdes firmes e aderentes. Com isso, iniciam-se eventos de sinalizagdo
nas células epiteliais, levando a alteracdo da permeabilidade paracelular e fosforilacdo de
proteinas das junc¢des firmes, culminando no dano a integridade do epitélio e na passagem

de microorganismos presentes no limen intestinal, perpetuando a resposta inflamatoria
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(EDENS et al., 2002; CHIN; PARKOS, 2007; MAEDA et al., 2010). Uma das vias de
alteracdo da permeabilidade intestinal pode ser a producdo de EROs pelas células
inflamatorias. Citocinas pro-inflamatorias também tém sido associadas ao aumento da

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

O diagnodstico da mucosite ¢ primariamente clinico e deve ser baseado no
protocolo de atendimento ao qual o paciente ¢ submetido (SCULLY; SONIS; DIZ, 2006).
Uma das formas mais utilizadas para diagndstico da mucosite oral ¢ 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 avaliagdoo
da mucosite da mucosite intestinal. A escala varia de assintomatica (1) a morte (5), de

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

Apesar da complexidade biologica relativa ao modelo de mucosite, a definicao
dos mecanismos envolvidos na lesdo da mucosa tem levado a comunidade cientifica a
propor novas abordagens clinicas, fornecendo novos alvos para o tratamento, de forma a
melhorar o entendimento do processo e selecionar a fase apropriada para a interven¢ao nos
pacientes (SONIS, 2004). As propostas terapéuticas existentes ndo se mostraram eficazes
na prevengdo da mucosite, apenas no alivio dos sintomas, diminuindo a duracdo e
gravidade dessa situagdo patoldgica (DUNCAN; GRANT, 2003). A capacidade de um
farmaco ou agente bioldgico para bloquear ou modificar qualquer um dos passos
envolvidos no processo poderia resultar na prevencdo ou tratamento eficaz da mucosite

(SONIS, 2004).

2.3 Pimentas Vermelhas

Pimentas sdo o fruto de plantas do género Capsicum e membros da familia
Solonaceae (WESTCOTT, 2013). Essa espécie apresenta ampla diversidade de cultivares,
com caracteristicas fenotipicas (cor, forma e sabor) e propriedades culinarias baseadas na
fisiologia e metabolismo dos frutos (MATEOS et al., 2013). E o segundo vegetal mais

consumido no mundo, e caracterizado por altos niveis de acido ascérbico (vitamina C),
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caroteno (pro-vitamina A) e calcio (HOWARD et al., 2000; MARTI ez al., 2011; PALMA
et al., 2011). Os frutos maduros também sdo ricos em carotenoides, compostos com
atividade anti-carcinogénica e antioxidante. E independente do estado de maturagdo, as
pimentas contém altas concentragdes de compostos fendlicos antioxidantes (HOWARD et
al., 2000; WALL; WADDELL; BOSLAND, 2001; MARTI et al., 2011; PALMA et al.,
2011).

Baseando-se em algumas caracteristicas organolépticas e fins culinarios, frutos de
pimenta sdo geralmente classificados em dois tipos. O termo pimentdo ¢ usado para se
referir aos frutos ndo-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 substincias quimicas como metabolitos
secundarios, que podem ser considerados toxinas vegetais, com o propodsito de evitar seu
consumo por predadores em fun¢do do seu sabor desagradavel (CROMER; McINTYRE,
2008). Capsaicina ¢ produzida pelos frutos para protegé-los contra infecg¢do fungica e para
desencorajar seu consumo por animais frugivoros (TEWKSBURY; NABHAN, 2001;
TEWKSBURY et al., 2008). Embora essas substancias tenham sido criadas como
mecanismo de defesa vegetal e apresentem sabor desagradavel peculiarmente picante, os
humanos comegaram a adicionar as pimentas aos alimentos, porque foi descoberto que elas
ajudam a prevenir a decomposi¢do dos alimentos, além do fato de aliviarem seus odores

(BORTOLOTTI, 2013).

Extratos naturais de plantas representam o tratamento farmacéutico mais antigo
do mundo, muitos deles demonstrando propriedades anti-inflamatorias e antidiabéticas,
além de serem eficazes no tratamento de processos inflamatdrios cronicos e atuarem como
agentes antioxidantes (LEIHERER; MUNDLEIN; DREXEL, 2013). As pimentas sdo
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 capsaicinoides, que apresentam uma série de propriedades
biologicas (GOVINDARAJAN; SATHYANARAYANA, 1991; WATANABE et al.,

2001). A pungéncia se deve a um componente particular das pimentas vermelhas, a
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capsaicina, que estimula receptores especificos na mucosa oral, dando a sensacdo de
ardéncia, enquanto ocorre um aumento no fluxo sanguineo na mucosa e na temperatura
(BOUDREAU et al., 2009). As propriedades digestivas da capsaicina podem ser atribuidas
ao aumento da atividade das enzimas digestivas (PLATEL; SRINIVASAN, 1996) ou por
efeitos indiretos no endotélio vascular, em células musculares lisas e mastocitos,
resultando no aumento da permeabilidade vascular e do fluxo sanguineo na mucosa

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

A pungéncia associada aos membros da familia do género Capsicum é um
importante atributo da qualidade de fruto (JARRET et al., 2007), e ¢ medida pelas as
unidades de calor Scoville (Scoville heat units — SHU) (SCOVILLE, 1912), que representa
o numero de vezes que um extrato picante pode ser diluido em agua até perder seu ardor

(BARANIDHARAN; DAS; BHASKAR, 2013). A escala ¢ dividida em cinco niveis:

= nao-pungente: 0-700 SHU;

= Jevemente pungente: 700-3000 SHU;

= moderadamente pungente: 300025000 SHU;

= altamente pungente: 25000-70000 SHU;

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

A figura 6 ilustra o grau de pungéncia de algumas variedades de pimentas de
acordo com a escala de Scoville (GONCALVES, 2009). Essa escala ¢ considerada apenas
um guia, como qualquer escala subjetiva (GONZALEZ-ZAMORA et al., 2013).

A experiéncia sensorial da ingestdo de pimentas ¢ individual, variando de
agradavel, para algumas pessoas, a dor, para outras, o que pode explicar porque algumas
pessoas ingerem grandes quantidades, enquanto outras tém aversdo ao seu consumo
(HOLZER, 2004). O excesso da sensa¢do de ardor pode ser atenuado por meio de bebidas
alcodlicas, carnes gordurosas ou miolo de pdo, que sdo capazes de remover a substancia

pungente insoluvel em agua (BORTOLOTTI, 2013).
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FIGURA 6 - Escala de Scoville
Fonte: GONCALVES, 2009.

Recentemente, foi percebido que o consumo de pimentas vermelhas ndo somente
melhora as propriedades gustativas e olfativas dos alimentos, mas também oferece novas
possibilidades de cura que foram incluidas na medicina popular e étnica. Seu uso como
remédio provavelmente comecgou nas cozinhas de paises quentes, onde eram usadas ndo
apenas para conservar os alimentos da deterioracdo, mas também para evitar infecg¢des
intestinais, em funcdo de sua acdo antiputrefativa, hoje comprovada pelas atividades
antimicrobiana e antimitotica dessas pimentas (IORIZZI et al., 2002; RENAULT et al.,
2003; TEWKSBURY et al., 2008).

Outra propriedade atribuida as pimentas vermelhas ¢ sua atividade analgésica
(SZALLASI, 2008), sendo usadas desde o século 19 na Europa para alivio da dor
osteoarticular (ZHANG et al., 2008b), cutanea (ELLIS et al., 1993) e neuropatica
(SCHEFFLER; SHEITEL; LIPTON, 1991) na forma de cremes, pomadas ou emplastros
com variadas concentracdes de capsaicina, representando uma alternativa valida as drogas
anti-inflamatorias nao-esteroidais (NSAIDs/AINEs) e outros analgésicos carregados de
efeitos colaterais e, algumas vezes, nocivos (SWIFT, 2011). As propriedades analgésicas
das pimentas vermelhas sdo atribuidas a capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida)
(HOLZER, 1991) e outros capsaicindides (DAVIS et al., 2007), que atuam em um receptor
polimodal especifico da dor, chamado receptor de potencial transitdrio vanildéide do tipo 1

(TRPV1) (LEE et al. 2007; SPILLER et al., 2008).



41

Os capsaicindides s3o classificados como substancias seguras (Generally
Regarded As Safe — GRAS) pela agéncia norte-americana da Administragdo de Drogas e
Alimentos (U. S. Food and Drug Administration — FDA), sendo aprovados como aditivos
alimentares ou como analgésicos topicos sem presengca de extenso perfil citotoxico
(REILLY; YOST, 2006). Além disso, ¢ amplo o consumo diario de pimentas contendo
capsaicina por milhdes de pessoas em todo o mundo, especialmente no Sudeste Asiatico
(GOVINDARAJAN; SATHYANARAYANA, 1991), sem a presenca de efeitos adversos

evidentes.

Além dos efeitos neuronais e vasculares, ¢ possivel que ocorra uma interacao
direta entre as pimentas e o epitélio gastrointestinal (JENSEN-JAROLIM ef al., 1988). Um
efeito benéfico do consumo dessas pimentas pode ser inferido em doencas intestinais
funcionais, particularmente na sindrome do intestino irritdvel, considerando que a
prevaléncia dessas doencas ¢ nitidamente menor nesses paises com comparagdo aos paises
ocidentais (GWEE; LU; GHOSHAL, 2009). Além disso, a pimenta vermelha parece
desempenhar um papel protetor na mucosa gastrica contra HCI, amoénia, alcool e algumas
drogas, como a Aspirina, por aumentar o fluxo sanguineo basal e a secre¢do de muco e
bicarbonato, facilitando o restabelecimento epitelial (MOZSIK; SZOLCSANYI;
DOMOTOR, 2007).

2.3.1 Capsaicinoides

Pimentas sintetizam e acumulam substancias chamadas capsaicinéides, um grupo
de alcaloides responsavel pelo sabor quente e picante dessas pimentas (KOSUGE;
FURATA, 1970; BEN-CHAIM et al., 2006). Tais alcaléides estdo primariamente
localizados no tecido placentario adjacente as sementes, e sua concentragcdo depende do
genoétipo, da maturacdo do fruto e das condi¢cdes de cultivo da planta (ZEWDIE;
BOSLAND, 2000).

Capsaicinodides sdo N-vanilamidas de 4&cidos graxos, uma familia de produtos
naturais  isolados de frutos de pimentas picantes (GOVINDARAIJAN;
SATHYANARAYANA, 1991). H4 numerosos analogos capsaicindides de ocorréncia
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natural (KOZUKUE et al., 2005), e os seis mais abundantes s3o: 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, sdo a capsaicina e a dihidrocapsaicina, sendo
responsaveis por mais de 90% da pungéncia total desses frutos (GOVINDARAJAN;
SATHYANARAYANA, 1991). Os demais também estdo presentes nas pimentas, mas
geralmente pouco contribuem na concentragdo de capsaicinoides, bem como na pungéncia

dos frutos (KOSUGE; FURATA, 1970).

Alkyl Side Chain

Capsaicinoid Alkyl Side Chain
Capsaicin CO(CH,),(CH),CH(CH;),
Homocapsaicin CO(CH,)s(CH),CH(CH;),
Nordihydrocapsaicin CO(CH,)sCH(CH,),
Dihydrocapsaicin CO(CH,),CH(CH,),
Homodihydrocapsaicin CO(CH,),CH(CH,),
Nonivamide CO(CH,),CH,

FIGURA 7 - Estrutura quimica da capsaicina e seus andlogos capsaicinoides

Fonte: REILLY; YOST, 2006.

O anel vanildide e as por¢des terminais acil variaveis sdo realgadas. As estruturas dos terminais alquilo dos
principais capsaicindides de ocorréncia natural também sdo mostradas na forma de texto (REILLY; YOST,
2000).

As fontes comuns de exposicdo humana a capsaicinoides incluem a ingestdo de
alimentos picantes e uso de suplementos dietéticos orais; aplicagdo de cremes para tratar a
dor cronica, neuralgia, e psoriase; e inalagdo por exposicdo a vapores de cozimento e
aerossois spray de pimenta (SZALLASI; BLUMBERG, 1993; SZALLASI; BLUMBERG,
1999; ROBBINS, 2000).

A literatura mostra que os capsaicindides apresentam propriedades analgésica,
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anti-inflamatoria e antioxidante, além de propriedades anticarcinogénicas que inibem o
crescimento antigeno-dependente de cancer de mama, célon e prostata e de
adenocarcinoma gastrico (ANTONIOUS et al., 2006; DJAMGOZ; ISBILEN, 2006; MORI
et al., 2006).

Muitos estudos relatam diversos outros efeitos dos capsaicinodides, como producao
corporal de calor, regulagdo metabolismo lipidico e energético, aumento da capacidade de
endurance na natacdo, propriedades antioxidantes (KIM et al., 1997, WATANABE et al.,
2001; CANNON; NEDERGAARD, 2004; KAWABATA et al., 2006). Estudos mostram
que os capsaicindides aumentam o metabolismo energético por meio da secrecdo de
catecolaminas a partir da medula adrenal como resultado da ativagdo do sistema nervoso
central, efeito mediado pelo TRPV1 (TOMINAGA et al., 1998; KOBATA et al., 2006).
Esse receptor ¢ 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) ¢ um dos principios ativos de
pimentas vermelhas, uma das especiarias mais comum e frequentemente usadas em todo o
mundo, sendo o principal responsavel pela pungéncia desses frutos (SURH; LEE; LEE,
1998). Capsaicina ¢ quimicamente um acido decilénico derivado de vanilamida, utilizado
como repelente agricola, aditivo ou corante no tabaco, além de ser empregado na industria
cosmética e farmacéutica (MATHEW et al., 1971; REYES-ESCOGIDO; GONZALEZ-
MONDRAGON; VAZQUEZ-TZOMPANTZI, 2011). A literatura relata que os
capsaicinoides compdem entre 0,01 e 0,22% das pimentas Capsicum annuum (BHAT;
CHANDRASEKHARA, 1987), e o contetido de capsaicina em pimentas varia de 0,1 a
2,5mg/grama (PARRISH, 1996). Estima-se que o consumo de capsaicindides nos paises
asiaticos seja entre 25 e 200mg/pessoa/dia (EUROPEAN COMMISSION, 2001 apud
BANIJI et al., 2013). No Brasil, o consumo de pimentas per capta ¢ estimado em
aproximadamente 2g/dia, somando-se o consumo direto (o proprio fruto) e a forma indireta

(como tempero em alimentos) (EMATER-DF, 2006).
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A capsaicina ¢ uma substancia inodora e lipossoluvel, sendo solubilizada em
solventes organicos, como alcool, para preparagdes topicas e sprays (KASTING, 2001). A
estrutura quimica da capsaicina (C;sH27NOs3) (FIG. 8), cujo peso molecular ¢ 305,4 kDa
(KASTING, 2001), pode ser dividida em trés grupos principais: uma cabega de grupo
aromatico, uma ligagdo amida e uma cauda de hidrocarbonetos alifaticos (WESTCOTT,
2013), sendo um nucleo hidroxi-metoxibenzil acoplado a uma longa cadeia lateral

alquilamida (GARLE et al., 2000).

FIGURA 8 - Estrutura quimica da capsaicina

A estrutura da capsaicina tem sido usada para o desenvolvimento de drogas
andlogas que se liguem aos canais TRPV1, o que permitiu a identificagdo dos requisitos
estruturais minimos para modular a atividade desses receptores (REBOLLEDO et al.,
2013). Sendo assim, capsaicina e seus andlogos podem ser divididas em trés estruturas com
caracteristicas farmacoforicas: regido A, um grupo polar hidroxil, com capacidade de
formar pontes de hidrogénio; um grupo vanilil, a regido polar B; e uma cadeia lipofilica C
na outra extremidade (FIG. 9) (SZALLASI; BLUMBERG et al., 1999; REBOLLEDO et
al.,2013).

Capsaicina tem sido usada em diferentes tipos de formulacdes, como logdes,
cremes ou emplastro em baixas concentragdes, que variam entre 0,025 a 0,075%. Altas
concentragdes também sdo usadas na forma de emplastro com capsaicina a 8%, fornecendo
alivio rapido e duradouro da dor com uma unica aplicagio (BARANIDHARAN; DAS;
BHASKAR, 2013). Estudos in vitro sugerem que a capsaicina ¢ metabolizada muito
lentamente na pele (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2013 apud
BARANIDHARAN; DAS; BHASKAR, 2013), e sua longa permanéncia na pele
representa uma vantagem clinica por permitir sua acdo prolongada (BARANIDHARAN;
DAS; BHASKAR, 2013). Em geral, seu uso topico em humanos ¢ bem tolerado, sendo

transitorios os efeitos adversos observados no local da aplicacdo (dor, prurido e eritema)
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ou sistémicos (tosse, espirros, perda de peso, edema) (BARANIDHARAN; DAS;
BHASKAR, 2013).
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FIGURA 9 - Caracteristicas farmacoforicas da capsaicina
Fonte: Adaptado de REBOLLEDO et al., 2013.

A atividade analgésica da capsaicina foi relacionada a sensibiliza¢do seguida pela
dessensibilizagdo do receptor TRPV1, e leva a liberacio de mediadores vasoativos e
inflamatorios, como as neuroquininas, prostaglandinas e acetilcolina (WALLENGREN;
HAKANSON, 1987). Esse receptor ¢ expresso por neurdnios nociceptivos primarios, que
transfere as sensacdes de dor ao sistema nervoso central, e ¢ ativado por mediadores
inflamatorios pro-algésicos, originando a dor. A capsaicina primeiramente liga-se ao
TRPV1, alterando a permeabilidade da membrana dos neurdnios nociceptivos primarios
aos fons calcio (Ca™), com consequente despolarizagdo, que culmina na liberagdo de
varios neuropeptideos, incluindo a substdncia P e o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina. Depois disso, a capsaicina bloqueia a membrana neuronal num estado
despolarizado, que previne a subsequente despolarizagdo e a liberacdo de neuropeptideos,
tornando as fibras insensiveis ao estimulo nociceptivo (LYNN, 1990). Esses efeitos sdo
reversiveis, exceto quando o tratamento ¢ aplicado durante o periodo neonatal, levando a
completa remog¢ao desses neurdnios nociceptivos, € foi sugerido que determinadas doses

de capsaicina (5mg/kg) possam destruir as fibras amielinicas, sendo que doses entre 10 e
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25mg/kg foram capazes de destruir 90% das fibras amielinicas, sem afetar as fibras

mielinicas (BUCK; BURKS, 1986).

Também tem sido relatado o efeito anti-obesidade da capsaicina, que ¢ capaz de
reduzir o peso corporal e a gordura corporal por aumentar o metabolismo energético e a
termogénese (KANG et al., 2010; KIM et al., 2013). Estudos recentes também tém
demonstrado que a capsaicina ¢ capaz de melhorar a resisténcia a insulina e esteatose
hepatica em camundongos obesos por facilitar a oxida¢do de acidos graxos e aumentar a
expressdo de adiponectina (KANG et al., 2010; KANG et al., 2011). Os mecanismos
moleculares envolvidos nesses efeitos estdo relacionados a diminuicdo de TNF,
interleucina 6 (IL-6) e proteina quimiotitica de monodcitos (MCP-1), facilitando a
expressdo das proteinas desacopladoras (UCPs), que estdo associadas a oxidacao lipidica
via receptor ativado por proliferadores de peroxissoma do tipo alfa (PPARa) (JOO et al.,
2010; KANG et al., 2010). KIM et al. (2013) mostraram que capsaicina foi capaz de
aumentar a captacdo de glicose por células musculares via ativagdo de proteina quinase
ativada por AMP (AMPK), que estimula a captagdo de glicose ndo dependente de insulina,
sugerindo ser um potencial suplemento alimentar capaz de regular os niveis séricos de
glicose. KANG et al. (2010) também demonstraram melhora da resisténcia insulinica em
ratos obesos alimentados com dieta rica em gordura ingerindo 10mg/kg de peso (0,015%)

de capsaicina durante 10 semanas.

As agdes da capsaicina no metabolismo vém sendo amplamente estudadas. O
fitoquimico parece estar envolvido na regulagdo do gasto energético, oxidacdo de acidos
graxos e ativagdo do tecido adiposo marrom em humanos (YONESHIRO et al., 2012;
JANSSENS et al., 2013). Recentes achados mostram que o tecido adiposo marrom pode
ser induzivel, podendo ser ativado por prolongada ingestdo de capsaicina e demais
capsaicinoides, acarretando aumento do gasto energético e diminui¢ao da gordura corporal,
sendo uteis na prevencdo da obesidade (SAITO; YONESHIRO, 2013). Os efeitos da
capsaicina na termogénese foram verificados por indugdo, de maneira dose-dependente, da
regulacdo positiva da proteina desacopladora mitocondrial 2 (UCP2), um transportador

mitocondrial de prétons na cadeia respiratoria (LEE et al., 2011).

Efeitos hipolipemiantes da capsaicina em modelos animais também foram

amplamente relatados por SRINIVASAN (2013), com redugdo nos niveis séricos e
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hepaticos de colesterol, menores niveis séricos de triglicerideos, bem como prevengdo do
actumulo de lipideos no figado e aorta e melhora de lesdes aterosclerdticas na aorta. DIAZ-
GARCIA et al. (2014) sugerem que TRPV1 ndo participa da secrecdo de insulina induzida
por glicose pelas células  pancreaticas, mas poderia atuar no controle da sensibilidade a
insulina. Modelo animal de sindrome metabolica com administragdo orogastrica de
capsaicina (0,5 e 1,0mg/kg peso corporal) ndo verificou melhora nas anormalidades
lipidicas e glicidicas associadas a sindrome, provavelmente em fun¢do do curto periodo de
tratamento (nove dias), mas os autores relataram que capsaicina poderia exercer efeitos
cardiovasculares benéficos, ja que promoveu uma melhora global do controle autondmico

(TREMARIN et al., 2014).

Experimentos in vitro mostraram que capsaicina inibiu a expressdo de
adipocitocinas e o aumento dos niveis de adiponectina (KANG et al., 2007), sugerindo que
a ativacdo de receptores TRPV1 poderia ter um efeito benéfico na diminuicdo da
inflamacdo. Estudos posteriores mostraram que a capsaicina diminuiu o peso corporal € o
acimulo de tecido adiposo em camundongos obesos, € os niveis de glicemia de jejum e de
insulina foram menores quando comparados com animais nao-tratados. Nesse mesmo
estudo foi observada uma reducdo da inflamagao no tecido adiposo, além de diminui¢do da
esteatose hepatica e das respostas inflamatorias, além de aumentar a regulacao e ativagdo
de PPARa, um regulador chave do metabolismo glicidico e lipidico (KANG et al., 2010).
Esses resultados indicam que a capsaicina dietética pode atenuar a intolerancia a glicose
em camundongos obesos, efeito associado com a ativag@o dos receptores TRPV1 no tecido
adiposo, reduc¢do da inflamacdo hepatica e de citocinas pré-inflamatorias e ativacdo da

sinaliza¢ao de PPARa (KANG et al., 2007; KANG et al., 2010).

Achados similares foram recentemente demonstrados pela administragdo topica
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 niveis de glicemia de jejum,
colesterol total e triglicérides e um aumento de adiponectina e da expressao de PPARa e
PPARY, em combinagdo com reducdo da inflamagdo. Esses resultados sugerem fortemente
que ndo somente a ingestdo, mas também a administracdo topica de capsaicina em

condi¢des pré e pos-obesidade reduz o acumulo de gordura, a inflamacdo e a resisténcia a
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insulina (LEE ef al., 2013). Estudo in vivo com administracdo subcutdnea de capsaicina
aumentou os niveis plasmaticos de insulina em ratos, indicando um efeito sistémico

(AKIBA et al., 2004).

Em contraste, observagdes conflituosas mostraram que a suplementacdo dietética
de capsaicina e dihidroxicapsaicina resultaram no aumento dos niveis séricos de glicose e
de acidos graxos livres em ratos sauddveis, embora tenha promovido a diminuicdo do
ganho de peso corporal em comparagdo com o grupo controle. Os autores sugerem que 0s
efeitos observados poderiam ser provenientes da ativagdo do sistema nervoso simpatico e
secrecdo de catecolaminas, associados a ativagdo da gliconeogénese por [3-

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

A sensacdo de queimacdo inicial provocada pela ingestdo da capsaicina
desaparece rapidamente, um fenomeno denominado dessensibilizagdo (HOLZER, 1991), e
em seguida a lingua torna-se insensivel aos estimulos nocivos, incluindo o calor. Algumas
pessoas podem apresentar transpiracdo excessiva durante uma refeicdo picante, fendmeno
cientificamente denominado ‘“sudorese gustativa” (LEE, 1954). BERGER et al. (1995)
mostraram que a ingestdo de capsaicina utilizando caramelo como veiculo foi capaz de
gerar alivio temporario significativo da mucosite oral em pacientes submetidos a
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 sensacdo de dor nos
pacientes. Os autores relataram que o tratamento com baixa concentragdo de capsaicina foi
capaz de aliviar substancialmente, mas ndo eliminar a dor dos pacientes. Apds a
dessensibilizagdo inicial, se a capsaicina fosse reaplicada antes que os neurdnios fossem
recuperados, entdo as aplicagdes posteriores ndo gerariam a mesma sensagdo pungente
como na primeira aplicagdo, sugerindo uma dessensibilizacdo continua por meio da

definicdo em intervalos adequados de aplicagdo.

Efeitos anticdncer e quimiopreventivos de capsaicina e seus analogos
provavelmente derivam de sua habilidade em impedir a proliferacdo e migracdo 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 € um tipo

de morte celular autorregulada e ocorre durante a renovacao e desenvolvimento de células
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normais e na regula¢do imune, sendo sugerida como um importante alvo na terapia contra

0 cancer.

LIN et al. (2013) relatam que a capsaicina poderia ser um potencial agente
terapéutico ou quimiopreventivo, uma vez que foi capaz de reduzir a proliferagdo e
viabilidade células KB humanas (linhagem de células tumorais formadoras de queratina),
além de parar a progressao do ciclo celular e induzir a apoptose através da permeabilidade
da membrana mitocondrial e ativacdo de caspase, de maneira dose-dependente. Uma
estratégia para controle da proliferacdo celular ¢ a disfuncdo induzida da mitocondria, e
estudos mostram que células tratadas com capsaicina sofreram perda de potencial de
membrana mitocondrial, levando a libera¢do de proteinas pro-apoptoticas (JUNG; KANG;
MOON, 2001; ZHANG et al., 2008a; LIN et al., 2013). Curcumina, cuja estrutura ¢é
similar a capsaicina (SURH et al., 2001), ¢ um pigmento seguro farmacologicamente e
considerado um agente quimiopreventivo devido as suas fungdes em vdrias vias de
sinalizacdo, inibindo vias anti-apoptdticas (BAVA et al., 2005; SREEKANTH et al.,
2011).

SKRZYPSKI et al. (2014) relataram que os mecanismos de ativagdo da
capsaicina parecem ser multifatoriais/multifacetados e especificos ao tipo celular. Um dos
mecanismos de morte celular induzida por capsaicina é o grande influxo de calcio (Ca™)
por estimulo de TRPV1 (AMANTINI et al., 2004; AMANTINI et al., 2007), que suprime
a expressao de receptores canabinoides (ANAND; OTTO; ANAND, 2010; MERGLER et
al., 2012). Entretanto, outros estudos mostram que os efeitos anti-proliferativos da
capsaicina ndo decorrem apenas do Ca™ e da ativagdo de TRPV1 (LEE; NAM; KIM,
2000; CORDEIRO et al., 2010). E sugerido que capsaicina pode causar apoptose por
regular o metabolismo oxidativo mitocondrial, rompendo o potencial de membrana
mitocondrial, o que leva a rapida superproducdo de espécies reativas de oxigénio

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

Estudo in vivo em camundongos injetados com células de carcinoma de c6lon ou
de fibrosarcoma mostrou que o tratamento dos tumores com administra¢do intralesional de
capsaicina levou a sensibilizagdo do estroma circundante, aumento da apresentagdo de
antigenos e destrui¢do do tumor por células T especificas (GHOSH; BASU, 2012). Os

efeitos da imunoterapia mediada por capsaicina envolvem mudanga no microambiente
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tumoral, incluindo ativagdo de células dendriticas, aumento da apresentacdo cruzada de
antigenos associados ao tumor de células apoptoticas cancerosas, aumento das células T
antitumorais no estroma circundante e deplecdo da populacdo de células hospedeiras
imunossupressoras, demonstrando que a regressdo do tumor mediada por capsaicina induz
resposta imune especifica ao tumor, bem como resposta sistémica (BASU;

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

A Figura 10 ilustra os efeitos sistémicos da ingestdo de capsaicina (ZSOMBOK,
2013). Acredita-se que os efeitos benéficos do tratamento com capsaicina na modulagdo do
tecido adiposo e da termogénese sejam decorrentes da ativagdo de TRPV1, que exerceria
efeitos diretos na ativagdo do tecido adiposo. Também ¢ sugerido que capsaicina exerga
efeitos benéficos na homeostase da glicose, via ativacdo de TRPVI1, por modular a
secre¢do de insulina via aumento da secrecao de GLP-1 (peptideo semelhante a glucogon
1), hormdnio intestinal que participa da regulacdo do metabolismo glicidico por modular a

secre¢do de insulina.

Central nervous system
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FIGURA 10 - Efeitos sistémicos da ingestdo de capsaicina

Fonte: ZSOMBOK, 2013.

Ingestdo de capsaicina através de mecanismos dependentes de TRPV1 mostrou efeitos benéficos na
homeostase da glicose. O trato gastrointestinal, tecido adiposo, figado, pancreas e o sistema nervoso central
foram determinados como locais de agao.

ANS: sistema nervoso autdnomo; FFA: acidos graxos livres; GLP-1: peptideo semelhante ao glucagon 1;
UCP: proteina desacopladora.

Apesar dos efeitos quimiopreventivos da capsaicina, estudos mostraram que

ingestdo excessiva e frequente de pimentas causaram disturbios no trato gastrointestinal,
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com formag¢do de tumores no duodeno e no estomago (AGARWAL et al., 1986; TOTH;
GANNETT, 1990). Também foi relatado que capsaicina poderia ser co-carcinogénica por

inibir as isoformas das enzimas citocromo P50 envolvidas na detoxificacdo da

carcinogénese (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 administracdo de altas doses por
longos periodos estd associada a toxicidade e carcinogénese, enquanto pequenas
quantidades exibem pouco ou nenhum efeito deletério (SURH; LEE, 1996;
VERSCHOYLE; STEWARD; GESCHER, 2007). Os possiveis efeitos imunomodulatérios
da capsaicina poderiam ser benéficos na prevencdo do aparecimento de mucosite e seu

impacto clinico nos pacientes submetidos a quimioterapia.

Capsaicina também apresenta efeitos sobre o estresse oxidativo, mas os dados sao
conflitantes. A literatura mostra que capsaicina inibiu a gera¢do de espécies reativas de
oxigénio em macrofagos peritoneais de ratos e inibiu a peroxidacdo lipidica 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 participacdo de EROs na
patogénese de lesdes gastricas induzidas por estresse em ratos mostrou que a inativagao de
nervos sensoriais por capsaicina aumentou o estresse oxidativo, verificado pelo aumento
da peroxidacdo lipidica e diminuida atividade de SOD e menores niveis teciduais de
glutationa peroxidase, resultando em grave dano a mucosa gastrica (KWIECIEN et al.,

2012).

Estudos mostraram que neurdnios sensiveis a capsaicina participam da regulagdo
de fungdes fisiologicas no sistema nervoso central, e a secre¢do de acido géstrico foi
regulada positivamente pela capsaicina através de mecanismos do nervo vago em ratos
(MINOWA et al., 2001). A acdo da capsaicina nesses nervos tem sido estudada in vivo e in
vitro para tratamento de tosse cronica, enxaqueca, diabetes, bexiga hiperativa, atuando
também como potente analgésico e agente anti-cAncer (STERNER; SZALLASI, 1999;
SURH, 1999; GUNTHORPE; SZALLASI, 2008; SURI; SZALLASI, 2008).
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O papel do sistema nervoso parassimpatico, em especial do nervo vago, na
regulagdo das respostas inflamatorias do trato gastrointestinal tem sido demonstrado
(BOROVIKOVA et al., 2000; TRACEY, 2007), sendo proposto que a via anti-inflamatoria
colinérgica ¢ 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-inflamatoria
colinérgica descendente (TRACEY, 2009). Em estudo de RILEY et al., (2013) um
subconjunto de neurdnios vagos isolados em cultura poderiam responder diretamente a
TNF e LPS, e a maioria dos neurdnios que responderam aos mediares pro-inflamatorios
foram responsivos a capsaicina. Os autores concluiram que fibras aferentes do nervo vago
expressando TRPV1 sdo responsaveis pela deteccdo direta de mediadores inflamatorios no
intestino, e que provavelmente representam a popula¢do neural que participa do inicio do

reflexo neuroimune (RILEY et al., 2013).

Capsaicina ativa o receptor vanildoide TRPV1 nos terminais centrais e periféricos
de fibras C amielinicas ou de fibras Ad levemente mielinizadas para transmitir sinais
nociceptivos ao sistema nervoso central (SZALLASI, BLUMBERG, 1999; CATERINA et
al., 2000). A ativacao de neurdnios expressando esses receptores induz a liberacdo de
varios peptideos neurotransmissores, incluindo a substancia P, neuroquinina A e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (DUSSOR et al., 2004). A liberacdo de
substancia P e de CGRP causam inflamagdo neurogénica, fendmeno caracterizado por

vasodilatagdo e extravamento (JANCSO-GABOR; SZOLCSANYI, 1972).

As taquiquininas sdo potentes neuropeptideos biologicamente ativos, distribuidos
amplamente no sistema nervoso central e periférico (MAGGIO, 1988). Essa familia ¢
constituida pela substancia P, neuroquinina A e neuroquinina B (ALMEIDA et al., 2004),
agindo primariamente como neurotransmissores em mamiferos, atuando sobre um
conjunto especifico de receptores que mediam os efeitos ndo-adrenérgicos e ndo-
colinérgicos do sistema nervoso autonomo (KUNDE; CRAWFORD; GERAGHTY, 2013).
Estudos mostram que taquiquininas liberadas por neurdnios aferentes primarios atuam
como neurotransmissores excitatorios e parecem ser mediadores da inflamacdo
neurogénica (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 liberacdo aguda de substancia P
pelos terminais periféricos de neurdnios sensoriais aferentes primdrios, seguida pela
deple¢do prolongada da substdncia P, responsavel por mediar alguns efeitos
patofisiologicos da capsaicina (GANSE; HOLZER; LEMBECK, 1980; GAMSE et al.,
1981). Os neurdnios tornam-se insensiveis com prolongada exposi¢do a capsaicina,
levando a dessensibiliza¢do dessas células a estimulos subsequentes a ativagdo de TRPV1
(KUNDE; CRAWFORD; GERAGHTY, 2013). Foi demonstrado que a inativacdo de
neurdnios sensoriais por capsaicina melhorou significativamente a metastase de cancer de
mama para coracdao e pulmao em modelo murinho (ERIN ef al., 2004). A substancia P ¢
encontrada principalmente em neurdnios sensoriais primarios sensiveis a capsaicina, mas
também foi encontrada em fibroblastos, células imunes ¢ endoteliais, demonstrando sua
presenga em tecidos nao-neuronais (LAI; DOUGLAS; HO, 1998; BAE et al., 2002; ERIN
et al., 2009). Tratamento cronico com baixas doses de capsaicina aumentou os niveis de
substancia P e, provavelmente, aumenta a atividade de nervos sensoriais, atividades
importantes que podem ser Uteis na prevengdo e tratamento de algumas doengas (ERIN et
al., 2009). Outro fato interessante observado naquele trabalho foi o aumento dos niveis de
substancia P devido ao estresse provocado pela manipulagdo dos animais, sugerindo que os

niveis de substancia P ndo-neuronal também ¢ afetado por estresse (ERIN et al., 2009).

O papel da substincia P na regulacdo das fung¢des corporais ¢ conflitante (ERIN;
ULUSOQY, 2009). Em inflamagdo cronica, a expressdo de substancia P aumentou células
epiteliais e macrofagos (O’CONNOR et al., 2004), e contribuiu para a cronicidade de
respostas inflamatorias por induzir inflamag¢do neurogénica, sendo considerada um
mediador pré-inflamatoério. Em contraste, foi demonstrado que a deplecdo de substancia P
aumentou a resposta inflamatoria secundéria ao fumo (SUN et al., 2004). Esses resultados
controversos podem ser decorrentes da diferenca funcional entre a substancia P neuronal e

nao-neuronal (ERIN; ULUSOY, 2009).

A literatura relata que capsaicina poderia exercer protecdo contra doengas
inflamatorias intestinais associadas com grave inflamacao, e seus efeitos anti-inflamatorios
nas doengas intestinais podem decorrer da sinalizagdo com TRPV1, que induziu protegdo
contra a colite experimental, além de inibir a proliferacdo de células T em camundongos
knockout para o receptor (SANCHO et al., 2002; KOBAYASHI et al., 2012; BELMAATI

et al., 2014). Foi demonstrado que camundongos com colite em modelo animal de
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transferéncia de células T na imunodeficiéncia combinada grave (doengas genéticas em
que ha bloqueio da diferenciagdo de linfocitos, geralmente causando deficiéncia da fungao
imune) expressam mRNA de TRPV1 em seus 6rgdos linfoides e reto, o que sugere que a
sinalizagdo TRPV1 nesses orgdos poderia ter um efeitos na atenuagdo da colite pela
capsaicina (BELMAATI er al., 2014). Nesse mesmo estudo, capsaicina inibiu a
proliferacdo de células T em camundongos deficientes no receptor TRPV1, e os autores
sugeriram que esse efeito independente de TRPV1 poderia estar relacionado a atividade

anti-inflamatéria da capsaicina (BELMAATI et al., 2014).

2.4 Superfamilia dos Canais TRP

A superfamilia dos receptores de potencial transitorio (TRP) ¢ formada por canais
catidnicos potencialmente promissores que t€ém sido associados a uma grande variedade de
funcdes bioldgicas. Uma forte correlagdo entre a expressdo dos canais TRP e determinados

sintomas fisiopatoldgicos tem sido descoberta (NILIUS et al., 2007).

Os canais TRP sdo agrupados em seis subfamilias, com base na homologia de sua
sequéncia de aminodcidos: (1) familia TRP cléssica ou canonica (TRPC); (2) familia
relacionada a melastatina (TRPM); (3) familia relacionada a policistina (TRPP ou PKD);
(4) familia anquirina (TRPA); (5) familia relacionada a mucopolina (TRPM); e (6) familia
vaniléide (TRPV) (NILIUS; OWSIANIK, 2011).

Nos tltimos 15 anos, estudos dos canais TRP determinaram sua participagdo no
desenvolvimento de varias doengas, incluindo cancer, doengas cardiovasculares, desordens
cerebrais, doencas pulmonares, doengas renais, obesidade e diabetes mellitus (NILIUS et
al., 2007). Dentre os fatores quimicos que modulam os canais TRP ha fatores dietéticos,
como a capsaicina (ativador de TRPV1), menta (ativador de TRPMS)), alicina (ativador de
TRPAT), 6-gingerol (ativador de TRPV1) e acidos graxos poli-insaturados (ativadores de
TRPV1 e inibidores de TRPC1/5) (VRIENS; NILIUS; VENNEKENS, 2008). A familia
TRPV ¢é uma das mais estudadas, e € subdivida em seis membros: TRPV1 — TRPV6. Os

receptores TRPV1 — TRPV4 sdo canais ativados por temperatura, sendo, possivelmente,
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ativados por estimulos fisicos e quimicos, incluindo muitos ligantes endogenos e exdgenos

(NILIUS et al., 2007).

2.4.1 Receptores TRPV1

O receptor de potencial transitorio vanildéide do tipo 1 (TRPV1) foi o primeiro
membro da subfamilia TRPV a ser identificado (CATERINA et al., 1997), ¢ tem sido
descrito como um canal de célcio dependente de ligante acoplado & membrana celular, com
alta seletividade para capsaicina e outros compostos vanildides semelhantes (CATERINA;
JULIUS, 2001; MONTELL et al., 2002). Descrito como nociceptor polimodal, TRPV1
permite a integracdo de multiplos estimulos durante o processo de ativagdo, incluindo
capsaicina, protons, pH (<6 ou >8), temperatura maior que 43°C, voltagem ¢ metabolitos
de acido araquidonico (LIU; SIMON, 2000; LEE et al. 2007; SPILLER et al., 2008;
REBOLLEDO et al., 2013). TRPVI pode ser considerado um integrador molecular
essencial no inicio de respostas a estimulos térmicos e quimicos nocivos nos terminais
periféricos de neurénios aferentes primdrios envolvidos na nocicep¢do e inflamagao
(GARCIA-MARTINEZ et al., 2002; SANDOR et al., 2009). Sendo assim, antagonistas de
TRPV1 tém sido desenvolvidos para o tratamento de condi¢des inflamatorias cronicas

(SZALLASI et al., 2007).

O canal i6nico TRPVI ¢ um tetramero ancorado na bicamada lipidica
(OWSIANIK et al., 2006), contém 838 aminoacidos e peso molecular de 95kDa tanto em
humanos quanto em ratos, consistindo de seis dominios transmembrana com um pequeno
poro formado entre o quinto e o sexto dominios. E um receptor ndo-seletivo, localizado
primariamente nas fibras pequenas de neurdnios nociceptivos, cujas fungdes sdo
relacionadas a dor, além de participarem da regulacdo do tonus vascular, funcdes
cardiacas, processos imunoldgicos e crescimento tecidual (ZANESCO et al., 1999;
SZOLCSANYTI et al., 2001). Esses receptores sdo amplamente distribuido em diferentes
tecidos: cérebro, intestino, figado, células da glia, queratindcitos epidérmicos, bem como
em macrofagos, mastocitos e granuldcitos polimorfonucleares (CATERINA et al., 1997,

CORTRIGHT; SZALLASI, 2004; REYES-ESCOGIDO; GONZALEZ-MONDRAGON;
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VAZQUEZ-TZOMPANTZI, 2011). E expresso principalmente em fibras C amielinicas ou
em pequenas fibras A delta mielinizadas (BARANIDHARAN; DAS; BHASKAR, 2013).

Ainda ndo estd bem estabelecido se a sinalizagdo TRPV1 ¢ o modo prevalente de
detec¢do de estimulos nocivos no cérebro, ja que a capsaicina produz diferentes efeitos
dependendo do estagio de desenvolvimento e da localizagdo (LEE et al., 2012). Outro fato
intrigante da identificagdo desses receptores ¢ que suas fungdes ndo parecem estar
limitadas apenas a percepcdo de estimulos nocivos através da ativacdo de fibras nervosas,
mas varios receptores vanildides sdo altamente expressos em células ndo-neuronais

(HAYES et al., 2000).

Foi relatado que TRPV1 tem pelo menos dois sitios de ligagdo para capsaicina,
dos lados intra- e extracelular da membrana (JOOYOUNG JUNG et al., 1999; DUAN et
al., 2013). Todos os analogos tém capacidade de se ligar e ativar os receptores TRPV1,
embora com diferentes potenciais, requerendo estritamente por¢des da cadeia de
alquilo/acilo e do anel 3-metoxi-4-hidroxibenzilamida (vanildide) de atividade
farmacologica (HAYES et al., 1984; WALPOLE et al., 1993a,b,c; SZALLASI
BLUMBERG, 1999). Da mesma forma, varios outros ligantes do receptor (capsazepina,
resiniferatoxina, dentre outros) requerem a presen¢a do anel vaniléide. Em fungdo desse
requisito estrutural aparente, o receptor de capsaicina foi nomeado receptor vanildide do
tipo 1 (VR 1), porém uma nova nomenclatura foi sugerida recentemente para a
superfamilia dos canais de célcio receptores transitorios de potencial (TRP) (MONTELL et
al., 2002). Essa nomenclatura renomeou o VR 1 como receptor de potencial transiente

vanildide do tipo 1 (TRPV1), designagdo usada atualmente.

Os receptores TRPV1 estdo envolvidos na fisiopatologia de doencas intestinais
funcionais com hiperalgesia, como a sindrome do intestino irritdvel (SII), em que as fibras
nervosas TRPV1 estdo aumentadas e cujo aumento ¢ correlacionado com a dor (AKBAR
et al., 2008). Em estudo controlado duplo cego, a administragcdo 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 presenca de TRPV1 nas células mucosas da zona proliferativa de glandulas
gastricas sugere sua participacdo no controle da proliferacdo de células da mucosa
(NOZAWA et al., 2001). A literatura mostra que os efeitos imunoldgicos da capsaicina
seriam indiretos, mediados por liberagdo de neuropeptideos pelas terminagdes nervosas
vaniloide-sensitivas, que atuariam nos linfocitos (SZALLASI; BLUMBERG, 1993).
Entretanto, foi mostrado que mastdcitos apresentam receptores vaniloides, sugerindo um

envolvimento direto do TRPV 1 nas fun¢des imunomoduladoras (BIRO et al., 1998).

A figura 11 mostra os efeitos celulares da ativacdo dos receptors TRPV1 pela
capsaicina. A capsaicina ativa as fibras nervosas sensoriais através de um canal i6nico
TRPV1 (CATERINA et al., 1997). Depois da ativacio do receptor vaniloide-1, a
capsaicina e outros compostos vanildides dessensibilizam os neurdnios sensoriais,
tornando-os refratdrios a estimulos subseqiientes que causam dor (SZALLASI,
BLUMBERG, 1996). Além de dessensibilizar os neurénios aferentes de tipo C, a
capsaicina também altera a liberagdo de neuropeptideos nos terminais periféricos, como a
substancia P, neurocinina A, peptideo relacionado ao gene da calcitonina e outros
neurotransmissores/neuropeptideos que agem nas respostas de inflamag¢do. A
dessensibilizac¢do das fibras C induzida pela capsaicina é conseqiiéncia da deple¢do desses

neuropeptideos (CRUZ, 1998; CHANCELLOR; DE GROAT, 1999).
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FIGURA 11 - Efeitos celulares da ativagdo do receptor TRPV1 por capsaicina
Fonte: CHANCELLOR; DE GROAT, 1999.
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JUSTIFICATIVA

O cancer ¢ uma das principais causas de morte em todo o mundo e, apesar da
existéncia de diversas terapias para seu tratamento, problemas como a baixa seletividade e
alta toxicidade estimulam levam a busca por novas moléculas antitumorais que gerem
menores efeitos colaterais. Um desses efeitos ¢ a mucosite, altamente limitante no
tratamento desta doenga, que leva a inflamagdo intestinal e abandono do tratamento.
Diversos estudos tém mostrado os efeitos benéficos da capsaicina a satde, dentre eles
consideravel acdo antiproliferativa por inducdo de apoptose seletiva em tumores e seu
possivel efeito na redug¢do de inflamagdo. Assim, ¢ importante testar os efeitos desse
nutriente, uma vez que ele pode se tornar um atenuante dos efeitos colaterais em terapias

contra o cancer, aumentando a qualidade de vida dos pacientes durante o tratamento.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Caracterizar os efeitos do uso topico de capsaicina a 0,075% no tratamento da
mucosite induzida por 5-FU quanto a evolugdo ponderal, inflamagdo intestinal, estresse

oxidativo e permeabilidade intestinal.

Objetivos Especificos

Comparar animais recebendo ou ndo capsaicina topica quanto a:

= Evolucdo e intensidade da mucosite, avaliando a evolucdo ponderal, peso absoluto
e relativo do tecido adiposo, o consumo alimentar e hidrico, bem como a histopatologia da
mucosa intestinal e escore inflamatorio.

= (aracteristicas inflamatdrias no intestino delgado pela andlise quantitativa e
qualitativa das células do sistema imune utilizando a medida das enzimas mieloperoxidase
(presente em neutrofilos), N-acetilglicosaminidase (presente em macrofagos) e peroxidase
de eosinofilos.

= Andlise do perfil inflamatorio pela liberacdo de citocinas pro-inflamatéria (TNF e
IL-13) e anti-inflamatoria (IL-10) no intestino delgado.

* Analise do estresse oxidativo no intestino delgado, por meio da dosagem da
concentragcdo de hidroperoxidos, da formagdo de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS) e pela atividade da enzima superoxido dismutase (SOD).

= Alteracdes na permeabilidade intestinal por ovoalbumina e pela analise das

proteinas das jung¢des firmes ZO-1, ocludina e MLCK.
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4 MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS

Camundongos Swiss NIH machos e fémeas foram obtidos no biotério de criagdo
do Laboratorio de Gnotobiologia e Imunologia, por meio de doagdo pela professora Leda
Quércia Vieira. Os animais foram colonizados, mantidos e submetidos ao ensaio bioldgico
no Biotério Enio Cardillo Vieira do Laboratério de Aterosclerose e Bioquimica
Nutricional. Ambos os biotérios pertencem ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMGQG).

O projeto foi aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso em Animais da UFMG

(CEUA/UFMG) sob o protocolo de numero 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 a dieta e agua filtrada. A dieta ofertada foi a
racdo comercial padrdo para roedores Nuvilab® CR-1 Autoclavdvel Nuvital durante 10
dias. Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, de acordo com o peso
inicial, ¢ mantidos em gaiolas individuais durante todo o experimento. Os grupos estdo

descritos a seguir:

= Ct: sem indugdo de mucosite + creme base;
= Ct CAP: sem indugdo de mucosite + creme contendo capsaicina a 0,075%;
= MUC: com indu¢ao de mucosite + creme base;

= CAP: com indugdo de mucosite + creme contendo capsaicina a 0,075%.

Para a inducdo 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 Unica, conforme padronizado anteriormente (FERREIRA et al.,
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2012). A indu¢do da mucosite ocorreu no sétimo dia de experimento. Os animais dos
grupos Controle e Controle CAP, sem indug¢do de mucosite, receberam solugdo de PBS
(solugdo salina tamponada com fosfato) em mesmo volume, também por via

intraperitoneal.

Durante sete dias consecutivos foram administrados o creme base € o creme
contendo capsaicina (0,075% v/v) de forma topica de acordo com a metodologia de LEE et
al. (2013). Brevemente uma quantidade de 100 mg foi aplicada em area depilada de 1 x 1
cm com o auxilio de um cotonete de vidro (FIG. 12). A composi¢ao dos cremes ¢ mostrada

na tabela 1.

FIGURA 12 - Area de aplicagdo do creme

Capsaicina 0,075%
Creme base:
Componentes 100mg Creme base g..p.
100g
Quantidades
Butil-hidroxitolueno (BHT) 0,05g 0,05g
T’rlgpcerldes’ (}e acido 0.5¢ 0.5¢
caprico/caprilico
Capsaicina - 0,075¢g
EDTA dissédico 0,1g 0,1g
Solugdo conservante de
imidazolidinilureia a 50% 0.02 0.02
Parafina liquida 3,0g 3,0g
Silicone 4,5¢ 4,5g
Goma xantana 5,0g 5,0g
Solucdo conservante de parabenos 3,3g 3,3g
Cera autoemulsionante ndo i0nica 9,0g 9,0g
Agua destilada q.s.p. 100g g.s.p. 100g

Tabela 1 — Composi¢ao dos cremes utilizados neste trabalho
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A indugdo da mucosite ocorreu no sétimo dia e os animais foram eutanasiados no

décimo dia experimental (Figura 13).

1°edia e Tratamento topico------------ 7° dia 10° dia
| I |
Inicio do Inducao da Futanasia
experimento mucosite
(5-FU ou PBS)

FIGURA 13 - Delineamento Experimental

Aplicagdo dos Cremes

Para a aplicagdo dos cremes, os animais foram submetidos & depilagdo de uma
area de aproximadamente um centimetro quadrado na regido dorsal, por meio de um
barbeador elétrico. Os animais eram colocados sobre a grade da gaiola e segurados pela
cauda, e entdo procedia-se a passagem do barbeador no sentido inverso ao crescimento dos

pélos dos animais.

Eutanasia dos Animais

Ao término do experimento os animais foram anestesiados com solucdo de
ketamina (10%) (70mg/kg) e xilazina (2%) (10mg/kg), diluidos em PBS 1x. O anestésico
foi administrado por via intraperitoneal Foi realizada uma incisdo abdominal longitudinal
para remocao de: sangue, intestino delgado, tecido adiposo visceral e a 4rea da pele em que
foram aplicados os cremes, para a realiza¢do das analises. Os animais destinados ao estudo
da permeabilidade intestinal foram submetidos a exsanguinagdo pelo plexo axilar.

Posteriormente, foi realizado o deslocamento cervical.
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ANALISES

Consumo Alimentar e Consumo Hidrico

Foram avaliados os consumos alimentar e hidrico dos animais, por meio da
diferenga entre o peso ofertado e o peso referente a sobra. O peso da racdo e dos
bebedouros foi aferido a cada dois dias, em balanca semi-analitica de mesa, marca
GEHAKA, capacidade para lkg, graduacdo 0,1 grama. Para analise, foram expressos os
valores referentes ao consumo total nos sete primeiros dias do experimento, periodo prévio
a administracdo do 5-FU, e do oitavo ao décimo dia experimental, ou seja, apo6s a indugdo
da mucosite intestinal. Os valores foram expressos como média de consumo em gramas

por animal.

Variaciao Ponderal

Os animais foram submetidos ao controle do ganho ou perda de peso corporal,
sendo pesados a cada dois dias, em balanca semi-analitica de mesa, nos seguintes

intervalos:

» antes do inicio do experimento, para distribui¢do entre os grupos, feita por média
aritmética;
* a cada dois dias ap6s o inicio do experimento;

* no décimo dia experimental, ao término do experimento.

Foi realizado o célculo da variagdo ponderal no periodo prévio a inducdo da
mucosite, compreendido entre o primeiro e o sétimo dia experimental, e ap6s a indugdo 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 balanca analitica apos a
eutandsia a fim de avaliar indiretamente a influéncia do tratamento na variagdo ponderal
dos animais. Os valores foram registrados e posteriormente foi realizado o calculo do peso
do tecido adiposo em relacdo ao peso corporal do respectivo animal (peso do tecido

adiposo x 100 / peso corporal do respectivo animal ao final do periodo experimental).

Analise Histopatoldgica do Intestino Delgado

O intestino delgado utilizado na andlise histopatoldgica foi retirado do animal
eutanasiado, perfundido cuidadosamente com solucdo salina (PBS 1x) para remocdo das
sujidades, medido em régua milimetrada e dividido em quatro por¢des — duodeno, jejuno
proximal, jejuno distal e ileo. As por¢des foram colocadas imediatamente em solugdo de
formol tamponado a 10%, para fixacdo, por aproximadamente quatro horas. Cada por¢ao
foi enrolada em forma de rocambole no sentido da por¢ao proximal para a por¢do distal.
As amostras foram processadas para inclusdo em paraplast para cortes histologicos de 10
mm e coloracdo com hematoxilina e eosina. A observagdo dos cortes foi feita por
patologista, de forma cega, em microscopio Optico acoplado a uma camera para captagdo
de imagens, que foram analisadas no programa Image Pro Plus (Media Cybernetics, MD,
USA). A cada porcao foi atribuido um escore semi-quantitativo, baseado no descrito por
McCafferty (MCCAFFERTY et al., 2000), em que foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: extensdo da destrui¢do da arquitetura da mucosa; presenca e grau de
infiltragdo celular; presenga ou auséncia de ulceracdes; e tamanho do vilo. A cada

caracteristica € atribuida uma nota, sendo:

. 0 = auséncia de lesao
. 1 = lesdo leve

= 2 = lesdo moderada

- 3 =lesdo grave

Os escores atribuidos a cada caracteristica foram somados, ¢ 0 escore maximo

possivel foi de 12.
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PERFIL INFLAMATORIO

Avaliacao do Infiltrado Celular

A avaliacdo do infiltrado celular no intestino delgado ocorreu por meio da medida
das atividades das enzimas mieloperoxidase (MPO) e peroxidase de eosinofilos (EPO),
presentes em neutrofilos e eosinofilos, respectivamente (WERNER; SZELENYI, 1992) e
da enzima n-acetilglicosaminidase (NAG), presente em macrofagos (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 trés por¢des: duodeno,
jejuno e ileo. As amostras ficaram armazenadas no freezer a -80°C até o momento da

analise.

As técnicas para medida da atividade das enzimas NAG, MPO e EPO baseiam-se
no peso da por¢do do 6rgdo em estudo. Por isso, as amostras foram descongeladas e
pesadas em balanga analitica a fim de se obter cerca de 20mg de cada por¢do do intestino

delgado para cada um dos ensaios enzimaticos realizados.

Preparo de amostras para medida da atividade das enzimas MPO e NAG

Inicialmente, as amostras foram homogeneizadas em 760ul Buffer 1 gelado
(propor¢do: 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 600ul de
solugdo de NaCl 0,2% e 600ul de solugdo de NaCl 1,6% acrescida de glicose 5%
(propor¢do: 1,5mL/100mg de tecido) as 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 760ul Buffer 2 em temperatura ambiente
(propor¢do: 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 nitrogénio liquido e
descongeladas em 4gua a temperatura ambiente, alternadamente, por trés vezes. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos, € o

sobrenadante foi reservado para o ensaio enzimatico.

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 solugdo
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 enzimatico.

Ensaio enzimatico: enzima MPO

Aliquotas de 25uL das amostras foram adicionadas a microplaca de 96 pogos, em
duplicatas. As amostras, foram adicionados 25 uL do substrato 3’3’, 5°5’-
tetrametilbenzidina (Sigma-Aldrich®), previamente diluido em dimetil sulféxido (DMSO).
As amostras foram incubadas a 37°C, por cinco minutos. Em seguida, adicionaram-se
100uL de peroxido de hidrogénio 0,002% a cada poco, e realizou-se nova incubagdo
(37°C, por cinco minutos). Para interromper a reagdo, foram adicionados 100uL de 4cido
sulfurico (H,SO4) a IM. A absorbancia foi medida por espectrofotometria em
comprimento de onda de 450nm. Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias de

acordo com as médias das absorbancias obtidas.

Ensaio enzimatico: enzima NAG

No ensaio enzimatico, 100uL das amostras foram adicionados a microplaca de 96
pogos, em duplicatas. Em seguida, 100mL do substrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D-

glicosaminida (Sigma-Aldrich®), previamente diluido em tampao citrato/fostato (pH 4,5),
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foram adicionados as amostras. Apds incubagdo das amostras (37°C por 10 minutos),
foram adicionados 100uL (0,2 M, pH 10,6) de tampao glicina em cada pogo para
interromper a reacdo. A absorbancia foi medida por espectrofotometria em comprimento
de onda de 400nm. Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias de acordo com a

média dos valores de absorbancia obtidos.

Preparo de amostras e ensaio enzimatico para medida da atividade da enzima EPO

A atividade da enzima EPO foi avaliada por amostras homogeneizadas em PBS
5% (pH 7,2 — propor¢do: 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 300ul de solu¢ao de NaCl 0,2% e 300ul de solucao de NaCl 1,6%
acrescida de glicose 5% (proporcdo: 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 hexadeciltrimetilamdnio — propor¢ao: 19mL para cada
grama de tecido) diluido em PBS. Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas e
congeladas em nitrogénio liquido, e descongeladas em 4gua a temperatura ambiente,
alternadamente, por trés vezes. ApoOs essa etapa, fez-se nova centrifugaciao (10000 rpm, a
4°C, durante 10 minutos) e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio enzimatico. Para tal,
75uLl das amostras foram adicionados a microplaca de 96 pocos, em duplicatas. Em
seguida, adicionou-se 75ul. do cromoégeno 1,2 diaminobenzeno, 1,2 fenilenodiamina
(OPD) (Sigma-Aldrich®) diluido em tampao Tris-HCI (Sigma-Aldrich®) a 0,075mM (pH
8,0), acrescido de H,O, a 6,6mM. Posteriormente, a placa foi incubada a 37°C por 30
minutos ao abrigo da luz. Apos incubagdo, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de S0uL
de acido sulfurico (H,SO4) a IM. A absorbancia foi medida por espectrofotometria em
comprimento de onda de 492nm. Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias de

acordo com as médias das absorbancias obtidas.
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Analises de Citocinas no Intestino Delgado por ELISA

Para dosar as concentragdes de citocinas no intestino delgado, o 6rgao foi limpo
com PBS 1x, pesado em balanga analitica (100mg), homogeneizado com ImL de solugdo
de extra¢do de citocinas (BSA 0,05%; Aprotinina 0,02uL/mL; cloreto de benzetdnio
0,05mg/mL, NaCl 0,023mg/mL; EDTA 0,37mg/mL; PMSF 0,02mg/mL, Tween20
0,5uL/mL em PBSI1x), centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante

foi usado no ensaio de ELISA (ensaio imunoadsorvente ligado a enzima).

O ensaio de ELISA, com duragdo de trés 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 pocos foi sensibilizada com 50pL de anticorpo
de captura e incubada em camara umida no escuro a 4°C por 24 horas. No segundo dia,
apos lavar a placa 6 vezes com PBS 1x acrescido de Tween 20 a 0,1% (Sigma), foi feito o
bloqueio com 200uL. 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), S0uL das
amostras foram adicionadas e foi feita incubacdo overnight em camara imida no escuro a
4°C. No terceiro dia, apds lavar a placa 6 vezes com PBS 1x acrescido de Tween 20 a
0,1% (Sigma), foram acrescentados 50uL do anticorpo de detecgdo e feita incubagdo por 1
hora em camara umida no escuro a 4°C; a placa foi lavada 6 vezes, foram acrescentados
50uL de estreptovidina e feita incubacdo por 45 minutos. A placa foi novamente lavada
por 6 vezes, foram entdo acrescentados S0uL do cromogeno OPD (1,2 diaminobenzeno,
1,2 fenilenodiamina — Sigma), as amostras foram incubadas por 30 minutos, a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz e a reagdo foi parada com 20uL de 4cido sulftrico (H2SO4) a
IM. A absorbancia foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda de 490nm.

Os resultados foram expressos em ng/mL apds a obtenc¢ao da formula pela curva padrao.

Foram analisadas as concentragdes das citocinas TNF, IL- 13 e IL-10 no intestino

delgado.
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Analise do Estresse Oxidativo no Intestino Delgado

Para analise do estresse oxidativo o intestino delgado foi retirado, limpo com PBS
1x, medido com régua milimetrada e pesado em balanga analitica. O 6rgdo (100mg) foi
entdo homogeneizado com 1mL de PBS Ix gelado, centrifugado a 12000 rpm por 10
minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante foi separado para as analises descritas

abaixo.

Avaliacdo da peroxidacdo lipidica por TBARS (substincias reativas ao acido

tiobarbiturico)

A geragdo de radicais livres e a peroxidacdo lipidica sdo reagdes extremamente
rapidas, que sdo, geralmente, mensuradas pelos seus produtos, principalmente as
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), entre as quais o malondialdeido
(MDA) ¢ a principal. A formagdo do MDA, pela quebra de acidos graxos poli-insaturados,
¢ um método conveniente para se determinar o grau de peroxidacao lipidica, uma vez que
o 4cido tiobarbitirico reage com o MDA, formando um aduto na propor¢do de 2:1, sendo

este detectado espectrofotometricamente.

A medida dos metabolitos, reativos ao acido tiobarbitarico, foi realizada em
microplacas (BUEGE; AUST, 1978). Para isso, ao sobrenadante de intestino delgado
(250uL) foi adicionado 500uL da solucdo contendo acido tricloroacético (TCA 15%),
acido tiobarbiturico (TBA 0,0375%) e acido cloridrico (HCI 0,25 N). As amostras foram
mantidas em banho-maria fervente por 15 minutos e entdo colocadas sob dgua corrente até
esfriarem. Foram adicionados 750uL de éalcool butilico, e os tubos foram vigorosamente
agitados. As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a temperatura
ambiente, ¢ 200uL do sobrenadante foram plaqueados, em duplicata. A absorbancia foi
medida espectrofotometricamente em comprimento de onda de 535nm, e os resultados
foram normalizados pela concentra¢do de proteina no intestino delgado (LOWRY et al.,

1951).



70

Dosagem da Concentracio de Hidroperoxidos no Intestino Delgado

O ensaio da oxidacdo ferrosa do xilenol orange consiste basicamente na oxidagao
de fons ferrosos (Fe™) a férricos (Fe™) sob condi¢des 4cidas pelos hidroperoxidos
(NOUROOZ-ZADEH et al., 1994; BANERIJEE et al., 2002). O indicador utilizado ¢ o
xilenol orange, uma vez que se liga ao ion férrico produzindo um cromoéforo azul-

arroxeado, detectado espectrofotometricamente.

A medida da concentracdo de hidroperdxidos foi realizada em microplaca. No
momento da realizacdo do ensaio, uma parte da solugdo FOX (preparado pela dissolugdo
do xilenol orange e do sulfato ferroso amoniacal em 250mM de H,SO4 para uma
concentracgdo final de 1 e 2,5mM, respectivamente) foi diluida em nove partes da solugdo
de metanol contendo 4,4mM de BHT (hidroxitolueno butilado), obtendo-se, assim, o
reagente FOX-2. Para as dosagens, ao sobrenadante de intestino delgado (20uL) foram
acrescentados 180uL do reagente FOX-2, diretamente na microplaca, em duplicata, e o
branco foi feito utilizando 4gua deionizada no lugar do sobrenadante. Em seguida, as
amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 30 minutos, ¢ a absorbancia foi

medida espectrofotometricamente em comprimento de onda de 560nm.

Na segunda etapa da técnica, foi realizada a reducdo dos hidroperoxidos com
trifenilfostina (TPP). A TPP ¢ utilizada como eficiente ferramenta para distingdo entre
perdxido de hidrogénio e perdxidos (ndo-H,O,), ja que a presenca de TPP indica o teor de
perdxido de hidrogénio na amostra (NOUROOZ-ZADEH et al., 1994; BANERIJEE et al.,
2002). Ao sobrenadante do orgdo (15uL) foram adicionados Syl da solucdo de TPP em
metanol (TPP a 10mM), diretamente na microplaca, em duplicata, e o branco foi feito
utilizando 4gua deionizada. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 30
minutos, apds este tempo foi acrescentado 180uL do reagente FOX-2. As amostras foram
mantidas novamente a temperatura ambiente por mais 30 minutos e a absorbancia foi

medida espectrofotometricamente em comprimento de onda de 560nm.

A concentracdo de hidroperoxidos foi estimada pelo coeficiente de extingdo de
hidroperéxidos, 4,3 x 10°'M, e pelo coeficiente de extingdo do cromoforo azul-arroxeado
produzido pelo xilenol orange, ao se ligar aos fons férricos, 1,5 x 10*M™'. Para quantificar

os hidroperoxidos da amostra foram subtraidas as dosagens com TPP daquelas sem TPP
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(sem TPP - com TPP = quantidade de hidroperoxidos da amostra), e o resultado foi

normalizado pela concentragdo de proteina no intestino delgado (LOWRY et al., 1951).

Dosagem da Atividade da Superdoxido Dismutase no Intestino Delgado

A dosagem da atividade da superdxido dismutase (SOD) ¢ baseada na sua
habilidade de limpar radicais superoxidos (O;’), diminuindo a razdo de auto-oxidagdo do
pirogalol (DIETERICH et al., 2000). Para esta dosagem, em placa de 96 pogos, foram
adicionados 30uL do sobrenadante de intestino delgado, 99uL do PBS 1x, 6uL do MTT
(brometo de dimetiltiazol-difeniltetrazolium) e 15uL do pirogalol. No branco, o pirogallol
foi substituido por PBS 1x, e no padrdo a amostra foi substituida por PBS 1x. As amostras
foram incubada por 5 minutos a 37°C, a reagdo foi parada com 150uL. de DMSO
(dimetilsulfoxido) e a absorbancia foi medida espectrofotometricamente em comprimento

de onda de 570nm.

Para o célculo da atividade, foi considerado que 1 unidade (U) de SOD ¢ capaz de
evitar a auto-oxidacdo de 50% de pirogallol do padrio. Apds a normalizacdo pela
concentragdo de proteina no intestino delgado (LOWRY et al., 1951), o resultado foi

expresso em unidades de SOD por miligrama de proteina.

Dosagem de Proteinas no Intestino Delgado

A dosagem da concentragdo de proteinas em extrato de intestino delgado foi feita
de acordo com Lowry (LOWRY et al., 1951). Para isso, em 250uL de amostra diluida
(1:50) foram adicionados 250uL da solugdo A (1 parte de sulfato de cobre, 1 parte de
tartarato de sodio e 100 partes de carbonato de so6dio) e 25ul. de Folin diluido (1:2).
Imediatamente apds o Folin, as amostras foram agitadas em voértex e incubadas a
temperatura ambiente por 30 minutos. As amostras foram entdo plaqueadas (200uL) em
placa de 96 pogos e a absorbancia foi medida espectrofotometricamente em comprimento
de onda de 660nm. Os resultados foram expressos em mg/mL depois de obtida a formula

pela curva padrao, feita com albumina.
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Avaliacdo da Permeabilidade Intestinal por OVA

Para andlise da permeabilidade intestinal, os animais receberam, por gavagem,
0,5mL de uma solucdo 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 necessario para chegar ao estdmago, que foi
introduzida pela cavidade oral. Uma hora e quinze minutos apds a gavagem, os animais
foram anestesiados e eutanasiados por exanguinagdo da artéria femoral. Posteriormente, o
sangue foi centrifugado a 6.000rpm durante 5 minutos em centrifuga de mesa para
separa¢do do soro. As amostras de soro foram armazenadas a -20°C para determinagdo

posterior da concentragdo de OVA por ELISA, conforme descrito anteriormente.

Avaliacdo da Permeabilidade Celular por RT-PCR

Para avaliagdo da expressdo génica dos genes de interesse (TAB. 2), por¢des de
cada segmento do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) foram retiradas do animal e
imediatamente armazenado em tubos livres de RNAse ¢ DNAse. As amostras foram,

entdo, submetidas as etapas a seguir.

= Extracdo do mRNA: Uma aliquota 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 4°C, para retirada da camada gordurosa. A seguir foram adicionados 0,2
mL de cloroférmio aos tubos, agitou-se os mesmos por 30 segundos, € incubou-se as
amostras a temperatura ambiente por 5 minutos. As amostras foram novamente
centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C. A fase superior foi entdo transferida para
outro tubo livre de RNAse contendo 0,5 mL de isopropanol e misturou-se as amostras ao
isopropanol por inversdo. Em seguida as amostras foram incubadas a -75°C, por 30
minutos para precipitacdo do mRNA. As amostras foram novamente centrifugadas a 13000
rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido, o pellet lavado com alcool 75% ¢
centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C. 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 agua livre de RNAse e incubado a 55°C por 10 minutos. A concentragdo

(ng/uL) e a integridade do mRNA foram medidos no aparelho NanoDrop. O mRNA foi
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armazenado a -75°C.

* Producio do cDNA: O mRNA extraido anteriormente foi diluido para a
concentracdo 0,2 pg/ul. em agua livre de RNAse e DNAse. Para 10 pL de RNA a 0,2
pg/uL foi adicionado 1 puL de Oligo dT 50 uM e 2,5 pL de agua livre de RNAse e DNAse.
Apobs homogeneizagdo com a pipeta, os tubos foram colocados no termociclador a 72°C
por 5 minutos. Em seguida foi adicionado a mistura 6,5 uL. do segundo mix, composto de 4
uL de MMLV 5x tampao, 1 uL de MMLV RT (200 U/amostra), 1 uL. de dNTPs 10 mM,
0,2 uL de RNAsin e 0,5 pL de dgua 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 entdo
armazenados a -20°C para posterior uso para reacdo em cadeia de polimerase em tempo

real (RT-PCR).

= RT-PCR: Para essa andlise, 2,5 pL. de cDNA diluidos a 1:10 foram adicionados a
7,5 uL do mix composto de 5 uL. de Syber Green, 0,75 pL. de primer reverse, 0,75 uL de
primer foward e 1 pL de agua mili-Q, em placa de 96 pocos especifica para RT-PCR. A
tabela 2 mostra a sequéncia de nucleotidios de cada primer utilizado. A analise foi feita em
maquina de RT-PCR com auxilio do sofiware SDS 2.1 (Applied Biosystems), e a
expressdo de mRNA de cada gene de interesse foi normalizada para a expressdo de

GAPDH do respectivo grupo, mostrados em “vezes aumentadas sobre o controle”.

Primer Sequéncias

70-1 Forward (5’ to 3°) 5’CCAGCTTATGAAAGGGTTGTTC3’
Reverse (5’ to 37) 5S’TCCTCTCTTGCCAACTTTTCTC3’

Ocludina Forward (5’ to 3°) 5’ATGTCCGGCCGATGCTCTC3’
Reverse (5 to 3”) 5S’TTTGGCTGCTCTTGGGTCT3’

MLCK Forward (5’ to 3”) 5S’AGTTTGTGGCTCCTGAAGTGAT3’
Reverse (5 to 37) 5’AGTCCGCTGACCAGAATATAGCY

GAPDH Forward (5’ to 3”) 5’CTCAAGATTGTCAGCAATGC3’
Reverse (5’ to 3°) 5’CAGGATGCCCTTTAGTGGGC3’

Tabela 2 — Sequéncia de primers utilizados para avaliacdo da permeabilidade celular pela
técnica de Real Time-PCR.

Z0O-1: proteina da zénula de oclusdo das jungde firmes; Ocludina: proteina das jungdes firmes; MLCK:
quinase de cadeia leve de miosina; GAPDH: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase.
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ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram avaliados quanto a distribui¢do normal pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e quanto a presenca de outliers pelo teste de Grubbs e pelo grafico
de Box-plot. Os dados que assumiram distribuicdo normal foram submetidos ao teste
ANOVA One-way, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Newman-Keuls. Os
dados que assumiram distribui¢do nao paramétrica foram analisados pelo teste de ANOVA

Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn'’s.

O teste ¢ de Student também foi utilizado para determinar a presenga de diferenca
estatistica apenas entre os grupos MUC e CAP em dados paramétricos, sendo utilizado o

teste de Mann Whitney para dados nao paramétricos.

Os resultados foram expressos como média e erro padrio ou em mediana e
intervalo interquartil. As andlises estatisticas foram realizadas por meio do sofiware
GraphPad Prism 5,0® (San Diego, CA, EUA). O nivel de significancia adotado foi de 5%
(p<0,05).
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S RESULTADOS

Previamente a escolha do desenho experimental, foi realizado um estudo piloto
em que os cremes contendo ou ndo capsaicina foram testados como pré-tratamento aos
efeitos adversos do uso de 5-FU ou concomitantemente a indugdo de mucosite. Dentre os
parametros avaliados, n3o foram observadas diferencas entre os grupos tratados
concomitantemente a indugdo do mucosite comparados aos grupos controle (APENDICE
A), portanto o desenho experimental de prevengdo, ou seja, uso do creme antes do

estabelecimento da mucosite, foi escolhido no desenvolvimento deste trabalho.

5.1 Evoluc¢io Ponderal, Ingestio Alimentar e Ingestio Hidrica

Os animais foram avaliados quanto a ingestdo alimentar a cada dois dias. Os
resultados sdo apresentados no periodo experimental total (10 dias) (FIG. 14A), no periodo
anterior a indu¢ao a mucosite (FIG. 14B) e durante a mucosite (FIG. 14C). O consumo

alimentar entre os grupos foi semelhante em todos os periodos avaliados.
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FIGURA 14 - Ingestido alimentar total (A), no periodo anterior a inducido (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 ragdo commercial ad libitum. ANOVA Kruskal-Wallis e teste de
comparagdes multiplas de Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. n = 8-9/grupo.
Auséncia de letras: sem diferenca estatistica (p>0,05).
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Os animais também foram avaliados quanto a ingestdo hidrica a cada dois dias.
Nao foram observadas diferengas na ingestao hidrica entre os grupos no periodo anterior a
inducdo da mucosite (FIG. 15B), assim como no tempo experimental total (FIG. 15A).
Nota-se que os grupos cujos animais receberam 5-FU apresentam menor ingestdo de dgua

durante a mucosite (FIG. 15C), entretanto ndo houve influéncia da capsaicina nesse

parametro.
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FIGURA 15 - Ingestao hidrica total (A), no periodo anterior a inducido (B) e durante a
mucosite (C)

Animais tratados com 200mg/kg de peso de 5-FU (MUC e CAP) ou PBS (Ct ¢ Ct CAP) por via
intraperitoneal, bebendo agua filtrada ad libitum. ANOVA One-way ¢ teste de comparagdes multiplas de
Newmann-Keuls. Resultados expressos em média e erro padrdo (B). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de
comparagdes multiplas de Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil (A e C). n = 8-
9/grupo. Letras diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de
diferenca estatistica (p>0,05). Auséncia de letras: sem diferenga estatistica (p>0,05).

Com relagdo a variagdo ponderal dos animais, ndo foram observadas diferencas
no periodo anterior a inducdo da mucosite (FIG. 16A), em que todos os grupos
apresentaram ganho de peso, mas no periodo experimental total os grupos que receberam
5-FU apresentaram menor peso quando comparados aos grupos controle, embora ndo

tenham diferido entre si (FIG. 16B). Avaliando apenas o periodo da mucosite, foi
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observado que a capsaicina foi capaz de minimizar a perda de peso dos animais que

receberam o quimioterapico (FIG. 16C).
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FIGURA 16 - Variacao ponderal total (A), no periodo anterior a inducio (B) e durante a
mucosite (C)

Animais recebendo aplicacdo topica de creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct CAP e CAP) ou creme base
(Ct e MUC). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo (A e C). n = 8-9/grupo. ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas 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 diferenga estatistica (p<0,05). Letras

iguais representam auséncia de diferenga estatistica (p>0,05). Auséncia de letras: sem diferenca estatistica
(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 influéncia 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 intermediario comparado aos grupos Ct, Ct CAP e MUC (FIG.
17B), mostrando que a diminui¢do de peso apresentada pelos animais com mucosite pode
decorrer de uma maior mobilizacdo do tecido adiposo, e que a capsaicina foi capaz de

minimizar a perda de peso durante a mucosite.
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FIGURA 17 - Peso bruto (A) e peso relativo do tecido adiposo (B)

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo. n = 7-9/grupo. Letras diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05). Letras
iguais representam auséncia de diferenga estatistica (p>0,05).
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5.3 Analise Histologica e Escore Histopatologico do Intestino Delgado

O intestino delgado de todos os animais do grupo controle apresentou estrutura
morfolégica dentro dos pardmetros de normalidade em todos os segmentos analisados
(FIG. 18A — duodeno; 20A — jejuno proximal; 22A — jejuno distal; 25A — ileo), com
arquitetura normal, ou seja, sem presenca de processos degenerativos, vasculares,
inflamatorios ou de proliferagdo celular. A mucosa apresentou-se integra, com propor¢ao
vilo/cripta adequada, presenca de células caliciformes e linfécitos intraepiteliais também
em propor¢ao adequada relativa aos enterdcitos. A submucosa apresentou-se delgada, sem
evidéncias de areas congestas ou com infiltrado inflamatério. A camada muscular

apresentou-se com espessura compativel ao segmento analisado.

FIGURA 18 - Aspecto morfologico do duodeno trés dias apos administracio intraperitoneal
de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica 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
aplicacdo cutanea de creme contendo capsaicina a 0,075%, ndo apresentaram alteragdes em
nenhum aspecto morfologico dos segmentos de intestino delgado analisado, em nenhuma
das amostras. A mucosa do grupo Ct CAP ¢ ilustrada pelas figuras 19B (duodeno), 21B
(jejuno proximal), 23B (jejuno distal), 25B (ileo).
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FIGURA 19 - Escore histopatolégico total e por parimetro do duodeno trés dias apos
administracao intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS
Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de compara¢des multiplas de Dunn’s. n = 3-4/grupo. Letras
diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca
estatistica (p>0,05). Auséncia de letras: sem diferenga estatistica (p>0,05).
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No grupo MUC foi notada a presenga de processo inflamatério, com leve redugao
da altura dos vilos e erosdo do epitélio no duodeno (FIG. 18C). No grupo CAP também
foram observadas lesdes leves nesse segmento (FIG. 18D). 5-FU induziu a lesdes mais
moderadas no jejuno proximal (FIG. 20C), com maior interferéncia na arquitetura
morfoldgica, caracterizada por reducdo mais acentuada do tamanho dos vilos, além de
espessamento da mucosa, erosdo epitelial e perda celular. O tratamento com capsaicina
(FIG. 20D) foi capaz de atenuar o quadro patologico dos animais, caracterizando como
leves as lesdes observadas. A presenca de vilos com aspecto mais integro sugere um papel
benéfico da capsaicina na redugdo dos efeitos patologicos do 5-FU ou como estimulo para

a renovacao celular dos enterdcitos.

FIGURA 20 - Aspecto morfologico do jejuno proximal trés dias apoés administragio
intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica 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 relagdo ao jejuno distal, o 5-FU induziu lesdes consideradas graves no grupo
MUC (FIG. 22C). Em muitas partes do segmento houve auséncia total de vilos,
representados por intenso processo degenerativo com impacto grave na arquitetura do
6rgdo. Os animais tratados com capsaicina mostraram uma discreta melhora, com lesdes

classificadas de moderadas a graves (FIG. 22D).
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FIGURA 21 - Escore histopatolégico total e por parametro do jejuno proximal trés dias apoés
administracao intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS
Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de compara¢des multiplas de Dunn’s. n = 3-4/grupo. Letras
diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca
estatistica (p>0,05). Auséncia de letras: sem diferenga estatistica (p>0,05).
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FIGURA 22 - Aspecto morfolégico do jejuno distal trés apés administraciio intraperitoneal
de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica 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.

As lesdes foram mais reduzidas no ileo (FIG. 24C), quando comparados com o0s
segmentos do jejuno distal, classificadas como lesdes moderadas e graves, sendo notado
processo degenerativo, com erosdo epitelial, reducdo do tamanho do vilo e aumento da
espessura da cripta. A capsaicina ndo exerceu muitos efeitos nesse segmento (FIG. 24D),

com presenca de lesdes leves e moderadas.
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FIGURA 23 - Escore histopatolégico total e por parimetro do jejuno distal trés dias apods
administracao intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS
Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de compara¢des multiplas de Dunn’s. n = 3-4/grupo. Letras
diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca
estatistica (p>0,05). Auséncia de letras: sem diferenga estatistica (p>0,05).

Em todos os segmentos analisados, ndo foram observadas diferencas entre os
grupos Ct e Ct CAP quanto ao escore histopatolégico, que foi classificado com nota zero.
Avaliando-se cada segmento, o grupo CAP apresentou menor escore histopatologico no
duodeno (FIG. 19), jejuno proximal (FIG. 21) e jejuno distal (FIG. 23) em comparagdo
com o grupo MUC. Nao foram observadas diferencas significativas no ileo (FIG. 25).
Observando-se cada pardmetro avaliado, nota-se que o grupo CAP apresentou escore
histopatologico numericamente menor na arquitetura da mucosa e tamanho do vilo no
duodeno; arquitetura da mucosa e ulceragdo no jejuno proximal; e no tamanho do vilo do

jejuno distal. Com relagdo ao intestino delgado como um todo, para cada animal foram
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calculadas as médias das notas atribuidas a cada segmento. Como o somatdrio do escore
para os grupos Ct e Ct CAP foi de zero, optou-se por apresentar a analise estatistica apenas
para os grupos MUC e CAP no escore histopatoldgico total, avaliado por teste t de Student.
Verificou-se que o grupo tratado com capsaicina mostrou menor escore inflamatério em
comparagdo com o grupo MUC, refletindo a atenuagdo do processo inflamatério na

morfologia intestinal promovida pela capsaicina (FIG. 26).

FIGURA 24 - Aspecto morfolégico do ileo trés dias apés administraciio intraperitoneal de 5-
FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica 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.

Apoés verificacdo das alteragdes morfoldgicas, procedeu-se as andlises do infiltrado
inflamatorio, estresse oxidativo e perfil de citocinas no intestino delgado, que foi dividido

em trés segmentos: duodeno, jejuno e ileo.
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FIGURA 25 - Escore histopatolégico total e por parimetro do ileo trés dias apos
administracao intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS
Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas de Dunn’s. n = 3-4/grupo. Letras
diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca
estatistica (p>0,05). Auséncia de letras: sem diferenga estatistica (p>0,05).
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FIGURA 26 - Escore histopatolégico total do intestino delgado trés dias ap6s administracao
intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (CAP).
Teste t de Student’s. Resultados expressos em média e erro padrdo. n = 4/grupo. *p<0,05.
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5.4 Avaliacao do Infiltrado Inflamatorio no Intestino Delgado

5.4.1 Atividade da Enzima Mieloperoxidase (MPO)

A medida da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) ¢ utilizada como
medida indireta da infiltracdo de neutréfilos no tecido. Nota-se que a atividade da enzima
no total foi menor no grupo CAP (FIG. 27) em comparagdo com o grupo MUC,
diminui¢do evidenciada principalmente pelos segmentos duodeno (FIG. 28A), e ileo (FIG.
28C), bem como no jejuno (FIG. 28B). Os resultados observados sugerem um possivel

efeito da capsaicina na reducao da infiltragdo de neutréfilos.
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FIGURA 27 - Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no intestino delgado trés dias
ap6s administracio intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo. n = 9/9/7/7 para os grupos Ct, Ct CAP, MUC e CAP, respectivamente. Letras
diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca
estatistica (p>0,05).
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FIGURA 28 - Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) nos segmentos de intestino
delgado trés dias ap6s administragao intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS
Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo. n = 6-9/grupo (A, C). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas de
Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. n = 6-8/grupo (B). Letras diferentes
representam diferenca estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica
(p>0,05).
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5.4.2 Atividade da Enzima Peroxidase de Eosinoéfilos (EPO)

A atividade da enzima peroxidase de eosindfilos (EPO) ¢ utilizada como medida
indireta da infiltragdo dessas células no tecido. Foi observada atividade intermediaria dessa
enzima no grupo CAP no intestino delgado como um todo (FIG. 29), quando comparado
aos demais grupos, efeito reforcado pelos resultados do ileo (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

possivel reducdo da infiltracdo de eosindfilos no grupo tratado com capsaicina.
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FIGURA 29 - Atividade da enzima peroxidase de eosinéfilos (EPO) no intestino delgado trés
dias ap6s administracao intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas 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 diferenca estatistica (p<<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca
estatistica (p>0,05).
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FIGURA 30 - Atividade da enzima peroxidase de eosino6filos (EPO) nos segmentos de
intestino delgado trés dias apés administracio intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou
PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo. n = 6-9/grupo (B). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas de
Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. n = 7-9/grupo (A, C). Letras diferentes
representam diferenca estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica
(p>0,05). Auséncia de letras: sem diferenca estatistica (p>0,05).
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5.4.3 Atividade da Enzima N-acetilglicosaminidase

A infiltracdo de macréfagos 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 ileo (FIG. 32C), quando comparado
aos demais grupos, demonstrando o possivel papel da capsaicina na redugdo da infiltragdo

de macrofagos no tecido. Nao houve diferenga entre os grupos no duodeno (FIG. 32A).
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FIGURA 31 - Atividade da enzima n-acetilglicosaminidase (NAG) no intestino delgado trés
dias ap6s administracao intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas 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 diferenga estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca
estatistica (p>0,05). Auséncia de letras: sem diferenga estatistica (p>0,05).
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FIGURA 32 - Atividade da enzima n-acetilglicosaminidase (NAG) nos segmentos de intestino
delgado trés dias ap6s administragao intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS
Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo. n = 6-7/grupo (C). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas de
Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. n = 8-9/grupo (A, B). Letras diferentes
representam diferenca estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica
(p>0,05). Auséncia de letras: sem diferenca estatistica (p>0,05).
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5.5 Avaliacdo do Estresse Oxidativo no Intestino Delgado

Esté estabelecido que o aumento do estresse oxidativo ¢ um dos determinantes da
quimioterapia com 5-FU, participando do inicio da mucosite e amplificagdo dos sinais pro-
inflamatoérios, culminando na ulceragao do tecido (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON,
2003; CHEN et al., 2007; SHIOTA et al., 2010). Como a capsaicina participou na redu¢do
do infiltrado inflamatorio, procedeu-se a avaliagdo do estresse oxidativo no intestino
delgado através da andlise da formagdo de hidroperdxidos, peroxidagdo lipidica e da

enzima antioxidante superoxido dismutase.

5.5.1 Dosagem da Concentracio de Hidroperodxidos

Com relacdo a dosagem de hidroperoxidos, a capsaicina foi capaz de reduzir a
concentracdo de hidroperdxidos no intestino delgado (FIG. 33) em comparagdo com o
grupo MUC, o que pode ser refor¢ado pelos resultados no duodeno (FIG. 34A) e no jejuno
(FIG. 34B), mostrando seu potencial efeito antioxidante. Foram encontrados resultados

semelhantes entre os grupos no ileo (FIG. 34C).
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FIGURA 33 - Dosagem da concentracio de hidroperéxidos no intestino delgado trés dias
ap6s administracio intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos

em média e erro padrdo. n = 7/8/7/8. Letras diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05). Letras
iguais representam auséncia de diferenga estatistica (p>0,05).
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FIGURA 34 - Dosagem da concentracdo de hidroperoxidos nos segmentos de intestino
delgado trés dias ap6s administragao de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo. n = 5-9/grupo. Letras diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05). Letras

iguais representam auséncia de diferenga estatistica (p>0,05). Auséncia de letras: sem diferenca estatistica
(p>0,05).
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5.5.2 Dosagem das Substincias Reativas ao Acido Tiobarbitiirico (TBARS)

A peroxidagao lipidica pode ser medida pela dosagem das Substancias Reativas
ao Acido Tiobarbitirico (TBARS), que foi mensurada pela concentragio de um dos seus
principais produtos, o malondialdeido (MDA). Avaliando o intestino delgado como um
todo, foi observada menor concentragio de MDA no grupo CAP apenas quando
comparado ao grupo MUC (FIG. 35), resultado reforcado pela concentragdo intermediaria
de MDA observada no grupo CAP quando comparado aos demais no jejuno (FIG. 36B).
Os resultados foram semelhantes no duodeno (FIG. 36A) e no ileo (FIG. 36C).
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FIGURA 35 - Andlise da peroxidacao lipidica por meio da dosagem da concentracio de
TBARS no intestino delgado trés dias apés administracido intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg
peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo. n = 7/7/6/6. Auséncia de letras: sem diferenca estatistica (p>0,05).
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FIGURA 36 - Analise da peroxidacio lipidica por meio da dosagem da concentragdo de
TBARS nos segmentos de intestino delgado trés dias apés administracio intraperitoneal de 5-
FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo. n = 6-9/grupo (A, B). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas de
Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. n = 6-9/grupo (C). Letras diferentes
representam diferenca estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica
(p>0,05). Auséncia de letras: sem diferenca estatistica (p>0,05).
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5.5.3 Medida da Atividade da Enzima Superoxido Dismutase (SOD)

A enzima superdxido dismutase (SOD) ¢ uma enzima antioxidante que participa
da elimina¢do de radicais superoxido (O,) (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.
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FIGURA 37 - Medida da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) no intestino
delgado trés dias ap6s administragao intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS
Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo. n = 7/6/8/7. Letras diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05). Letras
iguais representam auséncia de diferenca estatistica (p>0,05).
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FIGURA 38 - Medida da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) nos segmentos de
intestino delgado trés dias apés administracio intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou
PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo. n = 5-9/grupo. Letras diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05). Letras
iguais representam auséncia de diferenga estatistica (p>0,05).
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5.6 Dosagem de Citocinas no Intestino Delgado

Foram dosadas as citocinas pré-inflamatorias IL-13 e TNF e anti-inflamatoéria IL-
10 em extrato de intestino delgado a fim de avaliar a presenca de um perfil pr6é ou anti-

inflamatorio nos animais.

5.6.1 IL-13

A interleucina 13 (IL-13) ¢ uma citocina pré-inflamatoria associada a infecgdes
das vias aéreas e outras condi¢des inflamatorias, e também tem importante papel na
patogénese de desordens inflamatorias cronicas do trato gastrointestinal, particularmente
na colite ulcerativa (MANNON; REINISCH, 2012). Foram dosadas as concentragoes de
IL-13 no intestino delgado a fim de verificar sua participagdo no perfil inflamatorio da
mucosite decorrente do uso de 5-FU, entretanto ndo foram observadas diferencas 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).
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FIGURA 39 - Dosagem da concentracdo de IL-13 no intestino delgado trés dias apos
administracao intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas de Dunn’s. Resultados expressos em
mediana e intervalo interquartil. n = 6/grupo. Auséncia de letras: sem diferenga estatistica (p>0,05).
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5.6.2 TNF

TNF ¢ uma citocina pro-inflamatdéria envolvida em inflamagdes sistémicas
(MARINTI et al., 2003). A concentragdo de TNF foi intermediaria no grupo CAP quando
comparado aos demais grupos no intestino delgado como um todo (FIG. 39). O grupo CAP
mostrou uma tendéncia a menor producdo de TNF quando comparado apenas ao grupo
MUC no duodeno (FIG. 40A), bem como menor concentracdo no jejuno (FIG. 40B). A
producdo dessa citocina foi semelhante entre os grupos no ileo (FIG. 40C). Os resultados
demonstram um possivel efeito imunomodulatério da capsaicina no controle da

inflamacao.
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FIGURA 40 - Dosagem da concentracio de TNF no intestino delgado trés dias apos
administracao intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo. n = 5/6/6/8. Letras diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05). Letras
iguais representam auséncia de diferenga estatistica (p>0,05).
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FIGURA 41 - Dosagem da concentracdo de TNF nos segmentos de intestino delgado trés dias
ap6s administracio intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo. n = 6-8/grupo (A). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas de
Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. n = 6-8/grupo (B, C). Auséncia de letras:

sem diferenca estatistica (p>0,05).
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5.6.3 IL-10

A interleucina 10 (IL-10) é uma citocina imunorregulatoria envolvida no controle
da inflamacdo (FIORENTINO et al., 1989). Inibe macrofagos ativados e a produgdo de
TNF (SPECHT; ARRIENS; HOERAUF, 2006). Verificou-se diminuicdo na produgdo
dessa citocina no grupo CAP quando comparado aos demais na média por animal (FIG.
42), resultado também observado no duodeno (FIG. 43A), refletindo um possivel
mecanismo compensatorio no controle da inflamacdo. A producdo dessa citocina foi
semelhante entre os grupos no jejuno (FIG. 43B) e ileo (FIG. 43C), entretanto nota-se uma

tendéncia a menor produ¢do no grupo CAP quando comparado apenas ao grupo CAP no

segmento jejuno.
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FIGURA 42 - Dosagem da concentracdo de IL-10 no intestino delgado trés dias apos
administracao intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo. n = 7/7/7/8. Letras diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05). Letras
iguais representam auséncia de diferenga estatistica (p>0,05).
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FIGURA 43 - Dosagem da concentracio de IL-10 nos segmentos de intestino delgado trés

dias ap6s administracao intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo. n = 6-8/grupo. Letras diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05). Letras
iguais representam auséncia de diferenga estatistica (p>0,05). Auséncia de letras: sem diferenca estatistica

(p>0,05).
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5.7 Alteracoes da Permeabilidade Intestinal

5.7.1 Avaliaciao da Permeabilidade Intestinal por OVA

Com a progressdo da mucosite, sabe-se que hd rompimento da barreira intestinal,
acarretando em alteragdes na permeabilidade. A fim de verificar possiveis alteragdes nesse
parametro, procedeu-se a dosagem da permeabilidade intestinal por ovoalbumina (OVA),

entretanto ndo foram observadas diferencas entre os grupos (FIG. 44).
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FIGURA 44 - Avaliacio da permeabilidade intestinal por OVA trés dias apés administracao
intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas de Dunn’s. Resultados expressos em
mediana e intervalo interquartil. Resultados expressos em média e erro padrdo. n = 4/4/5/5. Auséncia de
letras: sem diferencga estatistica (p>0,05).

5.7.2 Proteinas das Junc¢des Firmes por RT-PCR

Embora nio tenham sido observadas diferencas na permeabilidade intestinal por
OVA e tendo em vista os efeitos da capsaicina no jejuno dos animais, procedeu-se a
avaliagdo das proteinas das jungdes firmes no jejuno distal pela técnica de Real Time —
PCR. Entretanto, ndo foram observadas diferengas na expressdo de mRNA de ocludina
(FIG. 45A) e de ZO-1 (FIG. 45B), complexos proteicos juncionais localizados na porg¢ao
apical dos enterocitos envolvidas na permeabilidade paracelular (TURNER, 2009). A
enzima quinase de cadeia leve de miosina (MLCK) ¢ ativada quando hd aumento da

concentracdo intracelular de Ca™, e participa na modulacdo da permeabilidade paracelular
¢ p p ¢ p p
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(WEBB, 2003; SHEN et al., 2012). A expressio de mRNA de MLCK mostrou-se
diminuida nos animais com mucosite, € a capsaicina nao foi capaz de reverter esse efeito

(FIG. 46).
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FIGURA 45 - Expressiao de mRNA de ocludina (A) e ZO-1 (B) no jejuno distal trés dias apo6s
administracao intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo. n = 4-5/grupo. Auséncia de letras: sem diferenga estatistica (p>0,05).
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FIGURA 46 - Expressio de mRNA da enzima MLCK no jejuno distal trés dias apos
administracao intraperitoneal de 5-FU (200mg/kg peso) ou PBS

Animais recebendo aplicagdo topica de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA One-way e teste de comparagdes multiplas de Newmann-Keuls. Resultados expressos
em média e erro padrdo. n = 5/4/5/5. Letras diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05). Letras
iguais representam auséncia de diferenga estatistica (p>0,05).
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6 DISCUSSAO

5-fluorouracil é um agente quimioterapico amplamente utilizado no tratamento de
diversos tipos de cancer, sendo a droga mais prescrita para pacientes com cancer colorretal,
mas seu uso acarreta varios efeitos colaterais, e a inflamagao intestinal acompanhada de
vOomitos e diarreia sdo os mais comumente relatados (LOMBARDI et al.,, 2010;

RAFTERY; GOLDBERG, 2010; AZEVEDO et al., 2012).

Estudos in vivo e in vitro t€m demonstrado o papel de agentes dietéticos como
quimiopreventivos, podendo ser uteis no aumento dos efeitos terapéuticos nas terapias
empregadas para o tratamento de cancer em humanos (SARKAR; LI, 2006). A literatura
tem demonstrado que fitoquimicos presentes naturalmente em diversos tipos de vegetais
apresentam efeito inibitério em variados tipos de cancer, ao nivel molecular ou celular
(AGGARWAL; TAKADA; OOMMEN, 2004; CHEN; KONG, 2005), sendo a capsaicina
um desses fitoquimicos. Seu efeito antiproliferativo em diferentes linhagens de células
cancerosas tem sido relatado (ZHANG et al., 2003; SANCHEZ et al., 2007), e acredita-se
que a capacidade da capsaicina em suprimir o crescimento dessas células seja

primariamente mediado através da indugdo de apoptose (LIN et al., 2013).

Aplicagdo topica de capsaicina ¢ amplamente usada no alivio da dor, com cremes,
logdes e emplastros para aplicagdo cutanea didria disponiveis em alguns paises desde 1980.
A concentrag@o usual de capsaicina a 0,075% utilizada no tratamento da dor neuropatica
diabética tem mostrado eficacia moderada (THE CAPSAICIN STUDY GROUP, 1991;
TANDAN et al, 1992; ANAND; BLEY, 2011; KULKANTRAKORN;
LORSUWANSIRI; MEESAWATSOM, 2012). A literatura relata que capsaicina ¢ 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 adipdcitos, menor peso de figado e tecido adiposo epididimal e mesentérico, bem
como diminuicdo ou auséncia de goticulas lipidicas nesses tecidos, menores niveis
plasmaticos de glicose, triglicerideos e colesterol, além de menor expressao de citocinas

pro-inflamatérias, sugerindo que a aplicagdo topica de capsaicina ¢ capaz de inibir a
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lipogénese por possivel regulagdo da resposta inflamatoria no tecido adiposo, promovendo
menor obesidade visceral e inflamagcdo e aumento da sensibilidade a insulina. Esses
achados justificam a escolha da via de administracio e concentragdo de capsaicina

utilizadas neste estudo.

Pode-se observar que no presente estudo houve indu¢do da mucosite nos animais
Swiss tratados com 5-FU por via intraperitoneal (200mg/kg peso), com graves alteracdes
na morfologia intestinal, elevado escore histopatologico, perda de peso e aumento do
infiltrado de células inflamatorias, efeitos também observados no trabalho de FERREIRA
et al. (2012). Também pode-se notar maior estresse oxidativo e maior produgdo de TNF,
uma citocina pro-inflamatoria, eventos caracteristicos do processo inflamatorio instaurado
na mucosite. Estes resultados estdo de acordo com os resultados da literatura, mostrando
significante encurtamento das vilosidades, diminuicdo da propor¢do 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).
Nagquele estudo, os efeitos citotdoxicos do 5-FU ja puderam ser observados no primeiro dia
apos a administragdo do quimioterapico, com aumento do indice de apoptose em todos os
segmentos intestinais. O inicio da reversdo do quadro de toxicidade ocorreu a partir do
quinto dia, e todos os pardmetros observados foram completamente revertidos 15 dias apos
a indu¢do da mucosite (SOARES et al., 2008). Esses resultados determinaram a escolha da
eutandsia trés dias apds a inducdo da mucosite, j& que neste momento pode-se observar

alteracdes significativas na mucosa intestinal.

No presente trabalho, os grupos que receberam 5-FU mostraram menor consumo
hidrico no periodo da mucosite em comparagdo com os dois grupos controle, embora nao
tenham diferido entre si, mas ndo foram observadas diferengas de consumo no periodo
anterior a indu¢do, bem como no periodo experimental total (10 dias). Uma menor ingestdo

de 4gua durante a mucosite também foi observada no estudo de FERREIRA et al. (2012).

A ingestdo dietética foi similar em todos os grupos. Em um estudo com ratos com
mucosite induzida por administracdo oral de 5-FU (300mg/kg), os animais apresentaram
redu¢do da ingestdo alimentar, com diminuicdo 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 injecdo
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subcutdnea de capsaicina e dihidroxicapsaicina ndo tiveram diferencas na ingestdo
alimentar e hidrica quando comparados ao grupo controle, embora os animais tenham
apresentado clara redu¢do do ganho de peso corporal (IMAIZUMI et al., 2011). Os autores
atribuiram esses resultados a secrecdo de adrenalina por ativacdo do sistema nervoso
simpatico, levando ao aumento do metabolismo energético e termogénese, sem alteracdes

lipoliticas nos tecidos adiposos branco e marrom.

O grupo capsaicina apresentou menor perda ponderal no periodo 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 apds inducdo da mucosite pode ser decorrente do
acometimento intestinal e da inflamacdo da mucosa. FERREIRA et al. (2012) relatam que
as lesdes intestinais provocadas pela administracdo de 5-FU podem prejudicar o processo
de absor¢do de nutrientes, contribuindo para maior perda de peso, e que o balango
energético dos animais podem sofrer impacto da resposta organica ao trauma. A capsaicina
foi capaz de atenuar a perda de peso dos animais apds a mucosite, 0 que pode ser
justificado pelos achados histopatologicos, onde verificou-se minimizagdo dos efeitos
citotoxicos do 5-FU pelo aspecto mais integro da morfologia intestinal em comparacdo

com o grupo mucosite, representando um beneficio no progndstico do cancer.

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, € que o0s animais que receberam capsaicina
apresentaram peso intermedidrio em comparacdo com os grupos controle e mucosite,
sugerindo uma atenuac¢do da mobilizacdo do tecido adiposo causada pela mucosite. Estudo
avaliando os efeitos da administracdo subcutanea de capsaicindides na termogénese e
metabolismo energético mostrou que os principios ativos ndo foram capazes de alterar o
peso relativo de diversos orgaos, entre eles o tecido adiposo branco perirrenal e peri-
epididimal e marrom (IMAIZUMI et al., 2011). Diferentemente, estudos avaliando a
influéncia da capsaicina na prevaléncia de obesidade mostraram que sua ingestdo oral foi

capaz de reduzir o peso do tecido adiposo visceral (perirrenal) de roedores, mas ndo afetou
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a ingestdo caldrica 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 inflamatorio da mucosite, que acarreta perda de peso. O tecido adiposo
dos animais do grupo CAP poderia estar menos inflamado, representando um possivel
efeito benéfico da capsaicina na conten¢do da inflamag¢do no mesmo, entretanto, ndo

avaliamos a inflamag¢ao nesse tecido.

Com relagao a 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 patoléogico no geral,
principalmente no jejuno proximal, segmento em que a lesdo do grupo MUC também ¢
mais grave. O grupo MUC apresentou alteracdes tipicas da mucosa intestinal com o uso de
5-FU demonstrada em estudos prévios, como encurtamento das vilosidades, erosdo
epitelial, espessamento da mucosa e perda celular (SOARES et al., 2008; AZEVEDO et
al., 2012; LEOCADIO, 2013), sendo notadas lesoes decorrentes do 5-FU mais acentuadas
no jejuno, confirmando a presenca da mucosite como relatado anteriormente. Os animais
que receberam capsaicina apresentaram escore histopatologico intermediario quando
comparados aos grupos controle e mucosite nos segmentos duodeno, jejuno proximal e
jejuno distal, bem como no escore histopatolégico total, reforgando os efeitos benéficos da
capsaicina observados na mucosa intestinal. A andalise do escore inflamatdrio refor¢am os
efeitos citotoxicos do 5-FU observados na morfologia intestinal, que podem ter
prejudicado a capacidade absortiva de nutrientes, justificando o menor ganho de peso
nesses animais, € a capsaicina foi capaz de melhorar o quadro histopatoldgico, mostrando-

se benéfica na reducdo dos efeitos citotoxicos do 5-FU.

Em estudo avaliando a superficie absortiva do intestino delgado, foi demonstrado
que principios ativos de diferentes tipos de pimentas, incluindo a capsaicina, podem
induzir a alteracdes na fluidez da borda em escova da membrana e permeabilidade passiva,
efeitos associados com aumento do comprimento da microvilosidades, resultando no
aumento da superficie absortiva do intestino delgado de ratos (PRAKASH; SVIRINASAN,
2010). Em outro estudo avaliando a permeabilidade intestinal e a absor¢do 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 padrao (PRAKASH; SVIRINASAN, 2013).
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Os neutrofilos sdo as primeiras células a chegar ao local da inflamagao,
instalando-se preferencialmente na lamina prépria e nas criptas intestinais, e sdo
responsaveis pela libera¢do da enzima mieloperoxidase (MPO), dentre outros componentes
toxicos, causando a morte de patégenos (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 presenga
de neutrofilos no tecido alvo, 24 horas apos a administracdo de 5-FU. Neutréfilos sdo
considerados a principal fonte de radicais anions superoxido (O,), um grupo de espécies
reativas de oxigénio. Esses radicais reagem com os lipideos celulares, levando a formagao
de perdxidos de lipideos (KWIECIEN; BRZOZOWSKI; KONTUREK, 2002; KWIECIEN
et al.,2004; KONTUREK et al., 2010).

A destruicdo das células epiteliais ap6s a indugdo da mucosite intestinal ¢ o
principal estimulo para o recrutamento de células inflamatérias para a mucosa intestinal,
como neutrofilos, macroéfagos e monocitos (VAN YE et al., 1993; SONIS, 2004). A
infiltragdo de neutrofilos foi avaliada em nosso estudo indiretamente pela medida da
atividade da enzima MPO. Foi observado que o grupo CAP apresentou diminui¢do
significativa da atividade de MPO no duodeno e ileo, e reducdo intermediaria da atividade
da enzima no jejuno no intestino delgado inteiro, comparados aos demais grupos. Esses
resultados refletem uma possivel participagdo da capsaicina na redugdo da infiltracdo de
neutréfilos. Estudo de AZEVEDO et al. (2012) em camundongos com mucosite induzida
por 5-FU apresentaram aumento dos niveis intestinais da enzima mieloperoxidase, uma
enzima encontrada nos granulos azurofilicos de neutréfilos (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 eosinéfilos (EPO) a fim
de avaliar indiretamente a infiltracdo dessas células no intestino delgado. Os eosinofilos
sdo considerados como sentinelas imunologicas efetoras, por apresentarem ac¢ao rapida em
processos inflamatorios, atuando como células apresentadoras de antigenos (WOERLY et
al., 1999; BARTHEL et al., 2007). A presenca de eosinofilos na mucosa intestinal em
doengas inflamatdrias intestinais esta associada a condi¢des clinicas desfavoraveis, como
ma-absor¢do, perda de peso e alteragdes na arquitetura da mucosa, com diminuicdo das

criptas no célon e achatamento das vilosidades (TORPIER et al., 1988; TALLEY et al.,
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1992; ROTHENBERG et al., 2001; ROTHENBERG, 2004). A capsaicina levou a
diminui¢do intermedidria da atividade de EPO no intestino delgado inteiro e no ileo,
quando comparados aos grupos controle e mucosite. Comparando-se apenas 0s grupos
mucosite e capsaicina, observou-se reducdo da atividade da enzima no grupo capsaicina,
refletindo menor numero de eosinofilos. Nao foram constatadas diferengas na atividade de
EPO no jejuno. Considerando a participacdo dessas células no aumento da inflamagao e do
estresse oxidativo, ¢ provavel que a capsaicina tenha contribuido para a menor infiltragdo

de eosinoéfilos no intestino delgado, mostrando seu papel como anti-inflamatorio.

Os macréfagos sdo células efetoras dominantes em estdgios mais tardios de
condi¢des inflamatorias, sendo atraidas para o sitio inflamatdério num periodo entre 48 e 96
horas apdés a injuria (GILLITZER; GOEBELER, 2001; BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006). A infiltragdo de macrofagos foi verificada indiretamente por medida
da atividade da enzima n-acetilglicosaminidase (NAG). O grupo capsaicina mostrou
atividade intermediaria de NAG no intestino delgado inteiro, bem como no jejuno e ileo,
quando comparados aos demais grupos, e ndo foram observadas diferengas no duodeno. A
menor atividade da enzima nos animais tratados com 5-FU pode refletir uma diminuigao
do numero de células na mucosa, e sugere-se que os resultados refletem mais a integridade
do tecido do que o processo inflamatorio local, uma vez que os macréfagos sao células que

podem residir na mucosa intestinal (GAZZINELLI et al., 2010).

Algumas drogas quimioterdpicas requerem oxigénio para gerar radicais livres que
induzem a toxicidade (MOEN et al., 2009). Tendo em vista que o estresse oxidativo
contribui importantemente no surgimento e manutencao do quadro inflamatério instaurado
na mucosite (SONIS et al., 2004), procedeu-se a anélise de alguns pardmetros envolvidos
nesse processo. O grupo capsaicina mostrou menor concentracdo de hidroperoxidos no
intestino delgado inteiro e no jejuno, e concentra¢do intermediaria no duodeno, quando
comparado aos demais grupos. Nao foram observadas diferencas na concentracdo de
hidroperéxidos no ileo. Os resultados demonstram o possivel papel da capsaicina como

antioxidante.

A peroxidagao lipidica foi medida por dosagem das substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS), mensurada pela concentragdo de malondialdeido (MDA), o

principal aldeido reativo formado na peroxidacdo de acidos graxos poli-insaturados nas
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membranas bioldgicas (VACA et al., 1988). A concentragdo de MDA foi semelhante entre
os grupos no duodeno e no ileo, e foi observada reducao intermedidria da concentragdo no
jejuno no grupo capsaicina, quando comparado aos demais grupos, refor¢gando a provavel
atividade antioxidante da capsaicina. Foi notada uma forte tendéncia a menor concentragao
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 peroxidacado lipidica medida por meio de TBARS no plasma
de camundongos Swiss alimentados com dieta suplementada com capsaicina (2mg/kg

peso) durante 32 dias.

Sistemas enzimaticos antioxidantes podem prevenir o acimulo de espécies
reativas de oxigénio, prevenindo sua a¢do destrutiva nas células-alvo. Um desses sistemas
¢ a enzima superoxido dismutase (SOD), que existe em trés diferentes categorias:
citoplasmatica, mitocondrial e extracelular. A enzima superoxido dismutase (SOD)
participa da limpeza dos radicais superoxido (O;), sendo uma enzima antioxidante,
catalisando a dismutag¢do dos radicais O,  a peroxido de hidrogénio (H»0,), 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 acimulo de neutréfilos nesse grupo, ja que essas células sdo a principal fonte
de radicais O, representando um menor estresse oxidativo promovido indiretamente pela

capsaicina.

Durante o processo de enteropatias ocorre a liberagdo de diversas citocinas pro-
inflamatorias na mucosa intestinal, incluindo 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 ndo seria manifestada apenas no tecido mudado,
mas também tem repercussdes sistémicas, com aumento sérico de citocinas pro-

inflamatorias (TNF, IL-1p e IL-6) em pacientes tratados com 5-FU, associado a toxicidade
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da quimioterapia e sem melhorias na sua atividade anti-tumoral (MIWA; KOJIMA;
NARUSE, 2001). Como o intestino delgado ¢ o 6rgdo mais afetado pela mucosite e
considerando-se que o ensaio enzimatico mostrou melhora do perfil inflamatorio no grupo

capsaicina, procedeu-se a dosagem de algumas citocinas nesse 6rgao.

Interleucina 13 (IL-13) é uma citocina produzida por leucdcitos na mucosa
intestinal, mais especificamente pelas células natural killer (CAMELO et al., 2012),
dirigindo a inflamagdo 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
fisicos da colite em camundongos BALB/c foram drasticamente diminuidos através da
neutralizacdo de IL-25 (CAMELO et al., 2012), uma citocina que teria papel crucial na
inducdo de IL-13 (FORT et al., 2001). Como a IL-13 participa da patogénese de doengas
inflamatorias intestinais, procedeu-se a dosagem da mesma para investigar seu possivel
envolvimento no processo inflamatério da mucosite, entretanto, ndo foram constatadas
diferengas na concentragdo de IL-13 no intestino delgado e em nenhum dos segmentos

analisados (dados ndo mostrados).

Fator de necrose tumoral (TNF) é uma citocina pré-inflamatoria com fungdes
pleiotropicas, participando no processo de carcinogénese (TSELEPIS et al., 2002; BEN-
BARUCH, 2003). TNF ¢ ativado pela via do NF-kB, que ¢ regulada positivamente durante
a patogénese da mucosite induzida por 5-FU (LOGAN et al., 2009). Como esta via poderia
ser modulada pela capsaicina, procedeu-se a dosagem de TNF em extrato de intestino
delgado. Nao foram observadas diferengas nas concentragdes de TNF entre os grupos,
contudo, comparando-se somente 0s grupos mucosite e capsaicina, foi verificada menores
niveis de TNF no intestino delgado inteiro (p=0,04) e no jejuno (p=0,01), e uma tendéncia
a menor concentragdo no duodeno (p=0,08), o que leva a inferir a atividade anti-

inflamatoria da capsaicina.

Interleucina 10 (IL-10) é uma citocina pleiotropica e imunorregulatoria produzida
por diversos tipos celulares, como mastocitos, células dendriticas, células T regulatorias,
neutrofilos, macréfagos 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 inflamac¢do e dano tecidual, e frequentemente
desenvolveram enterocolite cronica (KUHN et al., 1993; LEON et al., 1998). Nao foram
observadas diferengas nas concentra¢des de IL-10 no ileo dos animais. Foram verificados
menores niveis de IL-10 no intestino delgado inteiro e no duodeno do grupo capsaicina, e
uma tendéncia @ menor concentragdo no jejuno (p=0,08). A maior produciao de IL-10 no
grupo mucosite, poderia refletir um mecanismo compensatorio como tentativa de reverter
ou amenizar o processo inflamatorio instaurado nos animais. Os menores niveis de IL-10
no grupo CAP podem decorrer do menor processo inflamatorio observado, refor¢gando os
efeitos benéficos da capsaicina no controle da inflamacdo. Em modelo animal de mucosite
foram constatados niveis aumentados de TNF no intestino delgado, entretanto foram
observados menores niveis de IL-10, contrastando com os resultados do presente trabalho

(AZEVEDO et al., 2012).

A inflamagdo tem papel essencial do estabelecimento e desenvolvimento de
inimeras doengas, como a progressdo de tumores (PARK ef al., 2004). Diversos
fitoquimicos de ocorréncia natural, como os flavondides e a curcumina, bem como a
capsaicina, exibem propriedade anti-inflamatdria, sendo candidatos potenciais contra os
processos patologicos relacionados a inflamacao (SURH et al., 2001). Vérios estudos t€ém
demonstrado a propriedade anti-inflamatéria dos fitoquimicos no tratamento ou controle da
inflamacdo cronica, como no cancer, aterosclerose, asma, reumatismo e diabetes tipo 2

(GESCHER, 2004; SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006; KANG et al., 2007).

Acredita-se que os efeitos anti-inflamatorios da capsaicina sejam mediados por
inativacdo da via do NF-kB e por ativagdo de PPARy (PARK et al., 2004; KANG et al.,
2007; LEIHERER; MUNDLEIN; DREXEL, 2013). Estudo de BITENCOURT et al.
(2012) verificou que capsaicina apresenta atividade antifibrética por regular positivamente
a expressio de PPARy. As propriedades anti-inflamatérias da capsaicina foram
demonstradas através da inibicdo de mediadores inflamatorios na artrite (AHMED et al.,
1995), e por inibir a degradacdo de IkB-o (uma proteina inibitéria do complexo NF-kB)
em macréofagos (KIM et al., 2003). KANG et al. (2007) afirmam que a capsaicina seria um
fitoquimico util para atenuar a inflamagdo induzida pela obesidade, bem como suas
repercussOes associadas. Capsaicina também suprimiu a expressao génica de IL-6 e MCP-

1, duas adipocinas pro-inflamatérias, em tecido adiposo de camundongos obesos e em
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adipdcitos isolados, além de inibir a ativagdo de macrdéfagos a liberaram mediadores pro-
inflamatorios, e os autores acreditam que os efeitos observados decorrem da atuagdo de
capsaicina como ligante de PPARy (KANG et al., 2007). A menor inflamag¢ao promovida
pela capsaicina pode ser decorrente da inibicdo de vias pro-inflamatorias, como

demonstrado pela literatura.

Capsaicina foi capaz de reduzir a producdo de mediadores proé-inflamatorios,
como prostaglandina E, (PGE;) e 6xido nitrico, através da inativacdo do NF-kB em
macrofagos peritoneais murinos, mas esse efeito ndo foi mediado pelo receptor TRPV-1,
sugerindo o envolvimento de um mecanismo alternativo (KIM et al., 2003; PARK et al.,
2004). PPARy ¢ um membro da superfamilia de receptores nucleares que participa do
metabolismo de 4cidos graxos e do processo de adipogénese, além de modular a produgdo
de alguns mediadores inflamatorios, podendo participar da patogénese de doengas
inflamatérias (SPIEGELMAN; FLIER, 1996; TAKAHASHI et al., 2002). Foi
demonstrado que capsaicina suprimiu a producdo de TNF em macréfagos murinos
estimulados por lipopolissacarideo (LPS) de maneira dose-dependente, efeito associado a

sua atuacdo como agonista de PPARy (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 eletrdlitos através do epitélio (DENKER; NIGAM, 1998). As jungdes
firmes formam uma barreira paracelular na membrana lateral de células adjacentes,
atuando como uma barreira estrutural contra a penetragdo de moléculas hidrossoluveis,
compostos toxicos, bactérias e seus bioprodutos presentes no lumen intestinal
(ANDERSON; VAN ITALLIE, 1995; TSUKURA et al., 2007). O rompimento dessa
barreira pode levar ao aumento da passagem de substancias toxicas presentes no limen
pelo epitélio intestinal, possibilitando danos @ mucosa. A literatura relata que alteragdes da
permeabilidade intestinal, disfun¢des das juncgdes firmes e ruptura da estrutura do
citoesqueleto estdo relacionadas a producdo de citocinas pré-inflamatorias, bem como de
radicais superdxido e peroxido de hidrogénio (WIEST; RATH, 2003; BALZAN et al.,
2007; LI et al., 2008). Procedeu-se a avaliagdo da permeabilidade intestinal por
ovoalbumina (OVA — uma proteina imunogénica) a fim de verificar possiveis alteragdes na

permeabilidade da mucosa, porém nao foram verificadas diferengas estatisticas entre os
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grupos. Como a ovoalbumina ¢ uma proteina de peso molecular estimado em torno de
45kDa (NISBET et al., 1981; YANG et al., 2013), é possivel que as alteragdes observadas
na mucosa intestinal ndo tenham sido suficientes para permitir a passagem dessa molécula,
em fun¢do de seu grande tamanho, sendo interessante testar a permeabilidade intestinal por

algum outro método mais sensivel.

Como a principal rota de absor¢do de moléculas funcionais hidrofilicas ¢ a
passagem paracelular, ¢ importante conhecer os processos que regulam a permeabilidade
pelas juncdes firmes do epitélio intestinal (SALAMA; EDDINGTON; FASANO, 2006).
Uma outra forma de avaliar alteragdes na barreira intestinal ¢ analisar a permeabilidade
paracelular, que pode ser verificada pelas proteinas das jungdes firmes, como a ZO-1 e
ocludina. A expressdo dessas proteinas foi dosada no jejuno, tendo em vista os maiores
efeitos da capsaicina nesse segmento, entretanto, ndo foram notadas diferengas entre os
grupos. Foi observada menor atividade da enzima quinase de cadeia leve de miosina
(MLCK) no grupo mucosite, € a capsaicina também ndo exerceu alteracdes nesse
parametro. Estudos verificaram que capsaicina foi capaz de causar abertura reversivel das
jungdes firmes (HAN; ISODA, MAEKAWA, 2002; NAGUMO et al., 2007), e foi
observado que o tratamento in vitro com capsaicina alterou a localizagdo das jungdes
firmes e a estrutura de F-actina, mas por mecanismo diferente do que a ativacdo por
MLCK (NAGUMO et al., 2007). Em processos dependentes de MLCK, a ativagdo dessa
enzima resulta na modulagdo dos filamentos de actina e miosina, associada ao rompimento
morfolégico das proteinas ZO-1, eventos correlacionados ao aumento da permeabilidade
pelas jungdes firmes (MA et al., 2000). As juncgdes firmes estdo intimamente associadas
com o citoesqueleto de actina (TURNER, 2000), e a interagdo entre essas estruturas tém
papel crucial na regula¢do da permeabilidade paracelular (BRUEWER et al., 2004). Por
induzir permeabilidade reversivel, SHIOBARA et al. (2013) relatam que capsaicina pode
ser util na modulagdo da barreira intestinal, permitindo a absor¢do de moléculas grandes e
hidrofilicas que sejam limitadas pelas juncdes firmes, incluindo alguns compostos

terapéuticos.

O aumento do comprimento das microvilosidades em modelo animal poderia
indicar o aumento da superficie absortiva, levando ao aumento da biodisponibilidade de
micronutrientes, mais um efeito benéfico da capsaicina, que poderia ser usada como

estratégia na reducdo da deficiéncia de elementos-traco (PRAKASH; SVIRINASAN,
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2010). De fato, suplementacdo de capsaicina na dieta melhorou a absor¢do de ferro, calcio
e, principalmente, zinco, embora os autores também sugiram que a melhora da absor¢do
pode decorrer de alteragdes na expressdo 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 reducdo dos efeitos citotoxicos do 5-FU,
comparando-se os parametros analisados deste com os demais grupos, fornecendo efeitos
protetores contra os danos causados pelo quimioterapico na mucosa intestinal. A principal
desvantagem do uso terapéutico da capsaicina seria o desconforto e dor inicial em sua
primeira administragdo, efeito que poderia ser mais tolerdvel com o uso de anestésico local
(DRAY, 1992; BERGER et al., 1995; HAYMAN; KAM, 2008). Uma outra forma de
aliviar o desconforto da sensacdo pungente inicial por exploragdo das propriedades da
capsaicina, em que o paciente poderia diminuir a sensibilidade gradativamente, comecando
com baixas doses até chegar a dose desejada (BERGER et al., 1995), uma vez que a
susceptibilidade individual a capsaicina pode ser altamente variavel (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 variagdo
ponderal e os parametros histologicos ndo foram muito evidentes principalmente porque a
administracdo foi feita previamente, e ndo concomitantemente a inducdo da mucosite.
Entretanto, os componentes da inflamag¢do foram os mais evidentes, verificado por menor
infiltrado inflamatdério e uma tendéncia a melhor perfil de citocinas, além de menor
estresse oxidativo no intestino delgado. Os resultados observados refor¢am a propriedade
anti-inflamatoria ja descrita e comprovada pela literatura, sendo agora demonstrada na

mucosite intestinal e podendo ser um auxiliar terapéutico no alivio desse efeito colateral.

O presente estudo tem como diferenciais a forma de administracdo da capsaicina
por via epidérmica/cutdnea no modelo de inflamacdo do intestino delgado e o fato de ser
realizado de forma preventiva, ou seja, antes da administragdo do 5-FU. Estudos que
avaliem os efeitos da capsaicina no intestino delgado sdo escassos na literatura. E

importante considerar que o quadro inflamatdrio ndo foi completamente revertido trés dias
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apos a administragdo de 5-FU, embora a capsaicina tenha sido capaz de atenuar o processo
inflamatorio instaurado, podendo ser alvo para novo uso terapéutico no alivio da mucosite
decorrente da terapia contra o cancer. Os mecanismos pelos quais a capsaicina atua sobre

as células intestinais deve ser estudado.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho permitem concluir que a administragdo
intraperitoneal de 5-fluorouracil foi capaz de induzir mucosite, levando a perda ponderal e
intenso processo inflamatdrio, com alteragdes morfologicas, aumento do infiltrado de
células inflamatdrias, maior producdo de TNF, bem como de IL-10 como provavel
mecanismo compensatorio. O pré-tratamento com capsaicina foi capaz de atenuar os
efeitos citotoxicos do agente quimioterapico, contendo a exacerbada resposta inflamatoria
decorrente da mucosite intestinal induzida por 5-FU, melhorando a arquitetura da mucosa e
amenizando o quadro de mucosite por reduzir o perfil inflamatdrio e o estresse oxidativo.
Sendo assim, a capsaicina poderia aumentar a eficcia da quimioterapia induzida por 5-FU,
atuando como um agente quimiossensibilizador. Mais estudos s3o necessarios 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 utilizacdo do farmaco &cido
dietilenoaminopentacético (DTPA) marcado com *™Tecnécio (" Tc).

= Avaliar a viabilidade celular da mucosa intestinal pela técnica de TUNEL e MTT.

= Avaliar a apoptose por RT-PCR e imunohistoquimica de Bcl-2, Bax, caspase 3 e
pS3.

= Avaliar a morfologia da regido cutanea de aplicacdo dos cremes.
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APENDICE A

Andlises comparativas entre grupos tratados com creme contendo ou ndo capsaicina
concomitamente a inducdo de mucosite com 5-FU ou tratamento com PBS (200mg/kg

peso).
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Figura A1 — Peso bruto (A) e peso relativo do tecido adiposo (B) 10 dias apods aplicacio
cutinea de creme contendo ou niio capsaicina em animais recebendo PBS ou 5-FU (200mg/kg
peso) por via intraperitoneal. Animais recebendo aplicagdo cutinea de creme base (Ct e MUC) ou
creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagdes
multiplas de Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. n = 5/5/4/4. Letras diferentes

representam diferenca estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica
(p>0,05).
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Figura A2 — Variacio ponderal total 10 dias apds aplicacido cutinea de creme contendo ou
nio capsaicina em animais recebendo PBS ou 5-FU (200mg/kg peso) por via intraperitoneal.
Animais recebendo aplicagdo cutinea de creme base (Ct e MUC) ou creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct
CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas de Dunn’s. Resultados expressos em
mediana e intervalo interquartil. n = 5/5/4/4. Letras diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05).
Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica (p>0,05).
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Figura A3 — Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no ileo 10 dias apo6s aplicacido
cutinea de creme contendo ou nio capsaicina em animais recebendo PBS ou 5-FU (200mg/kg
peso) por via intraperitoneal. Animais recebendo aplicagdo cutinea de creme base (Ct e MUC) ou
creme contendo capsaicina a 0,075% (Ct CAP e CAP). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagdes
multiplas de Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. n = 5/5/4/4. Letras diferentes
representam diferenca estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica
(p>0,05).
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