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RESUMO

O diagnéstico do cancer, assim como o tratamento, alteram aspectos da saude e
qualidade de vida do individuo. A quimioterapia é uma das terapias empregadas e tem
como base a utilizacdo de drogas que retardam ou inibem o crescimento de células
tumorais. O 5-Fluorouracil (5-FU), um dos farmacos anti-neoplasicos muito utilizado,
pode causar efeitos colaterais graves, como a mucosite. Essa é caracterizada por
inflamag&o que atinge o trato gastrointestinal levando a alteragbes da permeabilidade
intestinal, assim como causando dor abdominal, nauseas, vomitos e diarreia, além de
levar a piora do estado nutricional. Assim estratégias que possam positivamente
impactar nesta realidade devem ser estimuladas. O aminoacido L-arginina impacta
positivamente na resposta imunolégica e na melhora da fungao intestinal. Assim, o
objetivo do estudo foi avaliar a acao do pré-tratamento com L-arginina a 2% (diluida na
agua) na mucosite induzida por 5-FU (dose unica de 200mg/kg de peso) em
camundongos Swiss machos. Avaliou-se o efeito do aminoacido na variagdo de peso,
ingestao alimentar e hidrica, morfologia e escore histopatolégico do intestino delgado,
estresse oxidativo, infiltrado celular e permeabilidade intestinal. Observou-se melhora
no comprimento intestinal, recuperacado parcial da arquitetura da mucosa, reducao
intermediaria do escore histopatolégico e do infiltrado de neutréfilos, além de melhora
da permeabilidade intestinal nos animais suplementados com L-arginina. A
suplementacao nao evitou a perda de peso dos animais apés a administragao de 5-FU.
Conclui-se que a L-arginina é capaz de melhorar parcialmente a mucosite intestinal,
promovendo recuperagdo da mucosa, reducdo da inflamagdo e melhora da
permeabilidade intestinal.

Palavras-chave: Quimioterapia. 5-Fluorouracil. Mucosite intestinal. L-arginina.
Permeabilidade intestinal.
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ABSTRACT

Cancer and its treatment affect patients’ health status as well as their quality of
life. Chemotherapy, one of the therapies employed, is based on the use of drugs which
retard or inhibit tumor growth. 5-Fluorouracil (5-FU) is one of the antineoplastic drugs
commonly used in the treatment of cancer. However, it may cause serious side effects
such as mucositis. This is characterized by inflammation that affects the
gastrointestinal, increasing permeability as well as causing abdominal pain, nausea,
vomiting and diarrhea, which worsen the nutritional status. Therefore, it is important to
assess potential novel treatment options that may positively impact the outcome of such
complication. Beneficial effects of L-arginine in immune response and bowel function
have been reported. The aim of this study was to evaluate the effect of a 2% L-arginine
water supplementation pretreatment on mucositis induced by 5-FU (single dose of
200mg/kg body weight) in Swiss male mice. We evaluated the effect of L-arginine on
weight, food and water intake, morphology and inflammatory score of the small
intestine, oxidative stress, cell infiltrate and intestinal permeability. Intestinal length
improvement was observed, as well as partial recovery of the mucosal architecture,
intermediate reduction of inflammatory score and neutrophil infiltration, in addition to
improvement of intestinal permeability. Arginine supplementation did not prevent weight
loss after the administration of 5-FU. In conclusion, L-arginine is able to partially
improve intestinal mucositis, promoting mucosal recovery, reduction of inflammation

and improvement of intestinal permeability.

Key words: Chemotherapy. 5-Fluorouracil. Intestinal mucositis. L-arginine. Intestinal

permeability.
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1 INTRODUCAO

O céncer ou neoplasia maligna é doenca caracterizada por desenvolvimento de
células com perda da estrutura fisiolégica. Isso resulta em proliferacdo celular
descontrolada, perda de funcao, poder de invasao e capacidade de disseminacao para
outras partes do corpo (RANG et al., 2003 apud LIMA, 2004; VERDE, 2007). O
diagnéstico de cancer altera diversos aspectos na vida de um individuo. Além de
desconforto e dor que comprometem a capacidade de realizar tarefas rotineiras, ha
também perda de auto-estima e modifica¢cées de ordem social (PAIVA, 2006).

A terapia anti-neoplasica com quimioterapicos € uma das formas de tratamento,
utilizada tanto no tratamento de tumores nao curaveis por operacdo ou radioterapia,
como também de forma isolada para alguns tipos de neoplasia (MENDES, 2009).
Dentre as drogas utilizadas, encontra-se o 5-Fluorouracil (5-FU). O farmaco,
desenvolvido na década de 50 do século passado, tem a fung¢ao de inibir moléculas de
DNA e/ou RNA, impedindo a sintese e metabolismo de novas células (MENDES,
2009). No entanto, o tratamento pode ter efeitos colaterais, muitas vezes responsaveis
por recusas da terapia, dentre 0os quais a mucosite, que afeta a maioria dos pacientes
que fazem uso do farmaco (LIMA, 2004; VERDE, 2007; WU, Z. et al., 2011).

A mucosite, inflamacao que atinge o trato gastrointestinal (TGl), representa um
dos principais efeitos indesejaveis do tratamento do cancer, relacionada com
quimioterapia e radioterapia (ANTUNIASSI, 2005; RUSSO et al., 2008). Os sintomas
incluem nauseas, dor abdominal, vémitos e diarreia, que podem surgir de imediato ou
até varios dias apdés o tratamento e, afetam a ingestdo alimentar assim como a
qualidade de vida dos pacientes, além de piorarem o estado nutricional pelo
comprometimento da absor¢cdo de nutrientes (McCARTHY et al, 1998; KEEFE;
GIBSON; HAUER-JENSEN, 2004; SANTOS, 2009; WU, Z. et al,, 2011). Esse efeito
adverso representa ainda aumento dos custos hospitalares, que podem atingir trés
vezes mais os valores habituais (LALLA et al., 2006; TOOLEY; HOWARTH; BUTLER,
2009). Sendo assim, torna-se importante o estudo de formas que possam minimizar o

impacto da mucosite em pacientes com cancer.
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Devido aos comprovados efeitos da L-arginina na resposta imunolégica,
assim como na melhora da funcdo e permeabilidade intestinal (ERSIN et al., 2000;
WANG; QIAOQ; LI, 2009; QUIRINO et al., 2007; VIANA et al., 2010; KOPPELMANN et
al., 2012; QUIRINO et al., 2012), estudou-se a contribuicio do aminoacido na
abordagem da mucosite intestinal induzida por 5-FU, visando futuros beneficios em

pacientes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer e tratamento

O céncer vem se convertendo nas ultimas décadas em problema de saude
publica mundial. Pode-se atribuir o0 aumento do nimero de casos a urbanizagéo, ao
incremento na expectativa de vida e, também, ao melhor diagnéstico (ROSENFELD et
al., 2001 apud VERDE, 2007; LOPES et al., 2002). A busca por formas de tratamento
anti-neoplasico mais efetivas e menos agressivas tem aumentado. Os tratamentos
disponiveis atualmente incluem operacao, radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia
e, mais recentemente, imunoterapia, com resultados promissores (VERDE, 2007).

Os farmacos anti-neoplasicos constituem o tratamento de numerosas neoplasias
malignas de forma isolada ou em conjunto com a radioterapia e/ou o tratamento
cirurgico (LIMA, 2004).

2.2 Quimioterapia

A quimioterapia, tratamento anti-neoplasico sistémico, é classificada de trés
maneiras principais: neoadjuvante, terapéutica e adjuvante. A quimioterapia
neoadjuvante caracteriza-se pelo uso de quimioterapia como tratamento inicial de
pacientes que serdo submetidos a tratamento cirdrgico e/ou radioterapico. A
terapéutica ocorre quando a abordagem Uunica € a submissdo do paciente a
quimioterapia. Ja a adjuvante é utilizada apds o tumor primario ter sido controlado por
terapia cirdrgica ou radioterapia (CHU; DeVITA, 2001 apud VERDE, 2007; ANELLI,
2002; GIMENEZ, 2003).

O tratamento objetiva a erradicacdo de células tumorais viaveis, com minima
lesdo aos tecidos do hospedeiro. As drogas anti-neoplasicas induzem a morte ou
comprometem as células tumorais susceptiveis, bloqueando vias metabdlicas ou
bioquimicas sensiveis as drogas (LIMA, 2004). Percebe-se que cada quimioterapico
tem perfil de toxicidade distinto e os efeitos colaterais tém relacdo direta com a droga
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utilizada e o estado clinico do individuo (LIMA, 2004; VERDE, 2007). Neste
sentido, o 5-Fluorouracil € um dos quimioterapicos que causa importantes efeitos
colaterais (McCARTHY et al., 1998; LEITAO et al, 2007). Mielotoxicidade, cistite,
toxicidade pulmonar, cardiotoxicidade e mucosite sdo os efeitos adversos mais
encontrados apdés o uso deste agente (LIMA, 2004; BOWEN et al., 2006; VERDE,
2007).

2.3 5-Fluorouracil: aspectos gerais, utilizacao e efeitos colaterais

O 5-Fluorouracil € um dos mais efetivos anti-neoplasicos usados para o
tratamento do céancer (ANTUNIASSI, 2005), exercendo multiplos efeitos sobre o
crescimento celular anormal. E amplamente utilizado no tratamento de vérios tipos de
tumores, como os de célon, mama, cabeca e pesco¢o (LONGLEY; HARKIN;
JOHNSTON, 2003).

O farmaco é administrado por via intravenosa, na forma de bolus (administracao
rapida, em tempo menor ou igual a um minuto) ou como infusdao continua prolongada
(tempo superior a 60 minutos, ininterruptamente) durante determinado periodo. A meia-
vida é curta, de dez a vinte minutos, tornando a infusdo continua vantajosa (LIMA,
2004).

O 5-Fluorouracil é uma pirimidina fluorada, preparada a partir da substituicao de
um atomo de hidrogénio por um de fltor, mais estavel, na posigéo cinco da molécula de
uracil (Figura 1). O sitio de substituicdo no anel pirimidina foi selecionado para inibir a
conversao do nucleotideo uracil em timidina (PINEDO; PETERS, 1988).

Figura 1 — Estrutura molecular do 5-Fluorouracil.
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O 5-FU é classificado como antimetabdlito, classe que inclui drogas anti-
neoplasicas com maior espectro de agao na pratica oncolégica (CHU; DeVITA, 2001
apud VERDE, 2007; ANELLI, 2002; GIMENEZ, 2003). Os antimetabdlitos assemelham-
se estruturalmente com o &cido félico cujas bases sédo purina e pirimidina, envolvidas
na sintese de DNA, RNA e determinadas enzimas. Diferem-se, no entanto, no arranjo
molecular do metabdlito correspondente, em grau suficiente para atuarem como
substratos falsos em reacdes bioguimicas. Ademais, o 5-FU inibe etapas de sintese ou,

incorpora-se em moléculas interferindo na funcao ou replicagao celular (LIMA, 2004).

A droga, ap6s conversdo intracelular em monofosfato de 5-fluoro-2’-
desoxiuridina (FDUMP), atua como potente antimetabdlito que se liga a timidilato
sintetase, inibindo-a (McCARTHY et al., 1998). Ha ainda inibicdo do &cido timidilico e
comprometimento da sintese de DNA e, consequentemente, do crescimento celular. O
metabolismo do 5-FU produz ainda um intermediario critico, o trifosfato de 5-
fluoruridina (FUTP), que se incorpora ao RNA e interfere na funcédo celular. As células
com alto indice mitético sdo as mais afetadas, e por isso, as da medula éssea e do
trato gastrointestinal sais muito susceptiveis (PINEDO; PETERS, 1988; JENSEN et al.,
2003; ANTUNIASSI, 2005).

Os efeitos colaterais provenientes do uso do 5-FU acometem principalmente
tecidos de proliferagdo rapida, causando mucosite, anorexia, nauseas, vémitos e
diarreia. Essas complicagdes variam de acordo com a dose, 0 esquema posoldgico
adotado, a via de administragdo e o estado geral do paciente. Mielossupressao
também pode ocorrer, sendo mais comum na administragdo em bolus. No entanto,
enquanto o manejo das diversas toxicidades relacionadas ao uso tem evoluido, a
incidéncia de mucosite tem aumentado (GREM, 2000; LIMA, 2004; VERDE, 2007).

Aproximadamente 40% dos pacientes tratados com 5-FU apresentam mucosite,
podendo chegar a 100% com o uso de altas doses. Isso contribui para a interrupcao do
tratamento, necessidade de modificacdo no esquema de administracdo da droga,
mudanca na selecdo do quimioterapico ou reducdo das doses, comprometendo a
eficacia da terapia proposta e refletindo na saude e qualidade de vida do paciente
(SONIS, 2004; ANTUNIASSI, 2005; BOWEN et al., 2006; LEITAO et al, 2007;
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STRINGER et al., 2009; VLIET et al., 2010). Devido a esses fatores, torna-se

importante entender a mucosite intestinal.

2.4 Mucosite intestinal

A mucosa do trato gastrointestinal, devido a alta taxa proliferativa, é
particularmente susceptivel a complicacdes. Por conseguinte, os individuos submetidos
a quimioterapia, cujos tumores podem ou ndo ser originarios do trato alimentar sao

considerados grupo de risco para tal evento (LIMA, 2004).

O quadro clinico da mucosite é caracterizado por eritema generalizado e/ou
lesbes ulcerativas na mucosa bucal e do trato gastrointestinal (KEEFE; GIBSON;
HAUER-JENSEN, 2004). A mucosite é associada ainda a febre, aumento do risco de
infeccdo, interrupcdo do tratamento, aumento dos custos hospitalares e mortalidade
(LIMA, 2004; ANTUNIASSI, 2005). Sabe-se que as alteracbes que ocorrem na mucosa,
em geral, resultam em decréscimo da ingestdo oral, acarretando deficiéncias
nutricionais (McCARTHY et al, 1998; SANTOS, 2009), além de negativamente
afetarem a qualidade de vida (ANTUNIASSI, 2005; LALLA et al., 2006).

A mucosite acomete principalmente o intestino delgado (KEEFE; GIBSON;
HAUER-JENSEN, 2004). Logan et al. (2009) observaram alteragdes minimas no célon
apods administracdo dos quimioterapicos metotrexato (MTX) ou 5-FU. Ferreira et al.
(2012) ndo encontraram alteragdes no colon com o uso de 5-FU.

O exato mecanismo biol6gico da mucosite ainda nao esta totalmente esclarecido
(ANTUNIASSI, 2005; GIBSON; KEEFE, 2006). Acredita-se que a génese da mucosite
induzida pela quimioterapia esteja relacionada ao efeito apoptético das drogas sobre as
células intestinais (WU, Z. et al.,, 2011). A acdo da microbiota intestinal também tem
sido investigada no desenvolvimento da mucosite induzida por quimioterapicos (VON
BULTZINGSLOWEN et al., 2003). Sonis (2004) descreve o desenvolvimento da
mucosite em cinco fases, que ocorrem dinamicamente: iniciacdo, resposta a danos

primarios, amplificacéo de sinais, ulceracéao e cicatrizacao (Figura 2).
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Iniciagdo Resposta a danos primarios Ulceragéo Cicatrizagao
e Amplificagao de sinais

~ O

at ™| O
ﬂ -
QUIMIOTERAPICO - Ativagao p53 e NF-kB - Perda da integridade - Proliferacéo celular
- Produgio de citocinas - Infiltragao de neutréfilos
- Danos DNA (TNF, IL-1B, IL-6) - Aumento da permeabilidade - Regeneragﬁo da mucosa
- Geracao de EROs - Apoptose intestinal

- Risco de infeccoes

Figura 2 — Fases da mucosite intestinal, baseada em SONIS (2004).

2.4.1 Fase de iniciacao: espécies reativas de oxigénio (EROs), 6xido nitrico e

estresse oxidativo

A primeira fase, denominada iniciacao, ocorre logo apds a administracdo do
farmaco (Figura 2). O quimioterapico promove alteracées no DNA que resultam em
dano tecidual. Simultaneamente ha geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(SONIS, 2004; SONIS et al., 2004).

As EROs incluem radicais e nao-radicais derivados do oxigénio. Alguns
exemplos sao o superoéxido, perdxido de hidrogénio, o radical hidroxila e hidroperdxidos
de lipideos (SUZUKI; FORMAN; SEVANIAN, 1997). Alguns autores incluem o éxido
nitrico (NO) no grupo, sendo citado como ERO (BETTERIDGE, 2000; NORDBERD e
ARNER, 2001) ou mais especificamente como espécie reativa de nitrogénio (ERN)
(HENSLEY et al., 2000). O 6xido nitrico sera tratado com maiores detalhes adiante.

As EROs desempenham importante participacdo em diversas doencgas, como
diabetes, cancer, Ulcera gastrica e colite. Em pequenas concentracdes observam-se
efeitos modulatérios na proliferacéo, adesao, apoptose celular e quimiotaxia, por meio
da regulacdo de fatores de transcricio (SUZUKI; FORMAN; SEVANIAN, 1997;
MIYAZONO; GAO; HORIE, 2004).
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As células possuem sistema de defesa antioxidante, que pode atuar na
detoxificagdo do agente antes da lesdo ou na reparacdo da lesdo ocorrida, com
objetivo de protegerem-se do efeito da formacao excessiva de EROs (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997). No entanto, quando ha disturbio no balango entre oxidantes e
antioxidantes em favor dos oxidantes, hd o estresse oxidativo, que promove lesao
tecidual, causando perda de funcao celular, apoptose ou necrose (BETTERIDGE,
2000; NORDBERD e ARNER, 2001).

Em geral, o estresse oxidativo pode ser avaliado pela mensuracdo dos produtos
das reacdes de dano oxidativo, como por exemplo as reacdes de peroxidacao lipidica,
oxidacao do DNA e oxidacado proteica. Um dos principais alvos das EROs sdo os
lipideos das membranas celulares, sendo a peroxidagao lipidica a forma de avaliacao
de estresse oxidativo mais estudada, podendo ser mensurada pela concentracdo das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), das quais o malondialdeido
(MDA) — um dos produtos da peroxidacao lipidica — é a principal. Pode-se utilizar ainda
a quantificacao de hidroperdxidos de lipideos (BETTERIDGE, 2000; SUN et al., 2000;
MIYAZONO; GAO; HORIE, 2004; LEONEL, 2012; FUCHS-TARLOVSKY, 2013).

A geragao de espécies reativas de oxigénio e o estresse oxidativo sdo o0s
eventos primarios do desenvolvimento da mucosite, afetando diretamente células e
tecidos (SONIS et al., 2004; MAEDA et al., 2010). A mucosa tem aparéncia normal na
fase de iniciacdo, no entanto comecam a ocorrer diversas alteragdes na submucosa
(SONIS, 2004).

Células inflamatérias como os neutréfilos, macroéfagos e monécitos possuem a
capacidade de produzir EROs (SONIS et al., 2004). No entanto, acredita-se que a
geracao de EROs na fase de iniciagdo aconteca diretamente pela acédo dos
quimioterapicos, e que o estresse oxidativo seja evidenciado em fases posteriores.
Miyazono; Gao; Horie (2004) e Maeda et al. (2010) verificaram que o aumento da
producdo de EROs ocorre principalmente 24 horas apds a inducdao da mucosite,
enquanto o aumento da peroxidacdo lipidica e do infiltrado de neutréfilos no tecido
ocorre somente 48 horas apds a administragdo do quimioterapico.

Relata-se ainda a participacdo do estresse oxidativo na ativacao do fator
nuclear-kappa B (NF-kB) (MAEDA et al.,, 2010) e na regulagdo da permeabilidade
intestinal (RAO et al., 2002; SHETH et al., 2003), assuntos que serdo tratados adiante.
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2.4.2 Fase de resposta a danos primarios: fatores de transcricao e citocinas

Na segunda fase, denominada resposta a danos primarios, ocorrem diversos
eventos simultaneamente (Figura 2). Os danos causados ao DNA pelo quimioterapico,
EROs e espécies reativas de nitrogénio promovem ativacao de fatores de transcricao
como p53 — relacionado a regulagéo do ciclo celular e apoptose — e NF-kB — envolvido
na regulacdo da expressao de citocinas inflamatérias e moléculas de adeséo (SONIS et
al., 2004; BOWEN et al., 2006; MAEDA et al., 2010).

Pritchard et al. (1998) observaram em camundongos tratados com 5-FU a
ativacdo de p53 com consequente perda da integridade das criptas intestinais. Os
autores acreditam que a atuacdo do fator de transcricAdo na mucosite resulta
principalmente em inibicdo da proliferagéo celular e ndo somente em apoptose. Gibson
et al. (2005) observaram aumento da apoptose logo apds a inducdo da mucosite por
MTX em ratos (provavelmente durante a fase de iniciacao), ndo associada ao aumento
da expressao de p53. Os autores acreditam que a apoptose mediada por p53 ocorra
posteriormente, uma vez que observou-se aumento da expressdo do fator de

transcricdo 24 horas ap6és a inducao.

Chang et al. (2012) sugerem que NF-kB é a principal molécula envolvida na
mucosite induzida por 5-FU, apds a observacédo de que a inibicao da atividade de NF-
KB promove supressao da inflamacéao e melhora do dano a mucosa. A ativacao de NF-
KB age na regulagdo da expressdao de diversos genes, a maioria dos quais
potencialmente exercem efeito na toxicidade da mucosa, levando a producdo de
citocinas pré-inflamatdrias, incluindo o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina (IL)-
1B e IL-6. Niveis aumentados dessas citocinas resultam em dano tecidual e apoptose
(SUZUKI; FORMAN; SEVANIAN, 1997; SONIS et al., 2004; SULTANI et al., 2012).
Além disso, a ativacdo de NF-kB e de citocinas inflamatérias estimula a expressao da
enzima 6xido nitrico sintase indutivel (INOS), com consequente producdo de NO
(AKTAN, 2004; LEITAO et al., 2011).
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2.4.3 Fase de amplificacao de sinal

Na terceira fase, de amplificacao de sinal (Figura 2), a presenca das citocinas
pré-inflamatérias, além de causar danos ao tecido, age indiretamente na amplificagéo
do sinal, ativando vias que aumentam a producao de citocinas e o estresse oxidativo,
agravando o dano tecidual e a apoptose. O epitélio comeca a perder a integridade, o
que é agravado na proxima fase (SONIS et al., 2004).

2.4.4 Fase de ulceracao: infiltrado celular e permeabilidade intestinal

Na quarta fase, de ulceracao, ha perda da integridade da mucosa (Figura 2). As
alteracoes morfolégicas sdo percebidas nesta fase (SONIS et al., 2004). Keefe et al.
(2000) observaram reducao na area das vilosidades em humanos, quando utilizaram
diversos quimioterapicos. Ferreira et al. (2012) observaram alteracdo na arquitetura da
mucosa, com reducao do comprimento do intestino delgado, reducéo das vilosidades e
presenca de ulceragdes, na mucosite induzida por 5-FU. Utilizando o mesmo farmaco,
Soares et al. (2013) observaram encurtamento das vilosidades e aumento da

profundidade das criptas.

A presencga de infiltrado polimorfonuclear também ¢é caracteristica dessa fase
(SONIS et al., 2004). A ativacao de NF-kB e os produtos das reacdoes das EROs
promovem aumento de moléculas de adesado, levando a atracdo de neutrdfilos
circulantes, estimulando a producao de oxidantes por essas células (VAN YE et al.,
1993).

Os neutréfilos sdo as primeiras células ativadas na defesa do organismo contra
infecgbes, migrando por quimiotaxia até o local da infecgao, reconhecendo, fagocitando
e destruindo antigenos pela liberacdo de enzimas hidroliticas e proteoliticas e, de
EROs (SAVILL et al, 1989; SMITH, 1994; MARTINS, 2010). A atividade da enzima
mieloperoxidase (MPQO), encontrada especialmente em neutréfilos, pode ser utilizada
para avaliar a infiltracdo de neutréfilos, sendo amplamente utilizada em estudos de
mucosite intestinal (BOZEMAN; LEARN; THOMAS, 1990; O’BRIEN, 2000; MELO,
2007; SOARES et al., 2008; LEITAO et al., 2011; AZEVEDO et al., 2012). Ferreira et al.
(2012) e Soares et al. (2013) relataram a associagdo da mucosite intestinal induzida

por 5-FU a infiltracao de neutréfilos e aumento de citocinas pro-inflamatoérias.
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Macréfagos sao células que atuam na defesa do organismo, promovendo
fagocitose de particulas estranhas ou antigenos, liberando citocinas e ativando outras
células imunolégicas, além de favorecer a homeostase do tecido retirando células,
como neutrofilos, em apoptose (GEISSMANN et al., 2010). A infiltracao de macréfagos
nos tecidos pode ser avaliada indiretamente pela atividade da enzima n-
acetilglicosaminidase (NAG), que esta presente no lisossomo de macréfagos ativados e
pode ser facilmente quantificada (BAILEY, 1988).

Os eosindfilos sédo leucocitos formados e maturados na medula 6ssea e
liberados na circulagdo. Sao recrutados em resposta a estimulo inflamatério, migrando
da circulagéo para o tecido alvo da infeccao, onde podem liberar citocinas inflamatérias
e quimiocinas. Essas células também atuam como apresentadoras de antigenos,
ativando mastocitos e células T (ROTHENBERG; HOGAN, 2006). A peroxidase de
eosindfilos (EPO) é bastante empregada para estudo indireto da atividade de
eosinofilos em tecidos. A enzima é liberada quando o eosindfilo é estimulado, agindo
na formacao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, responsaveis por morte
celular via apoptose ou necrose (STRATH; WARREN; SANDERSON, 1985;
ZABUCCHI et al., 1990; ROTHENBERG; HOGAN, 2006).

Ainda na fase de ulceracéo observa-se favorecimento da colonizagdo bacteriana
devido a presenca de ulceracdes. Produtos da parede celular dos microrganismos
podem ativar células inflamatérias no tecido, levando a producdo de maiores
quantidades de citocinas pré-inflamatérias. Esta é a fase de maior preocupagdo no
processo de mucosite, devido ao aumento do risco de bacteremia e sepse apés
enfraquecimento da barreira intestinal (SONIS, 2004; SONIS et al., 2004; BOWEN et
al., 2006; CHOI et al., 2007; LINDSAY et al., 2010).

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

As juncoes firmes e as juncdes aderentes formam barreira seletiva a difusao de
macromoléculas por meio do epitélio. Enquanto as juncdes firmes formam barreira

fisica a difusdao pelo espaco paracelular, as juncdes aderentes podem regular
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indiretamente a estrutura e funcdo das juncbes firmes. Na manutencdo da
barreira intestinal estdo envolvidos diversos componentes, como as proteinas de
membrana e do citoesqueleto, que formam e regulam essas jungdes entre as células
(RAO et al., 2002; MUSCH; WALSH-REITZ; CHANG, 2006).

Nas jungbes firmes encontram-se proteinas transmembrana e citoplasmaticas.
Entre as proteinas transmembrana pode-se citar a ocludina, as claudinas e a molécula
de adesao juncional (JAM). As principais proteinas citoplasmaticas sao as proteinas da
z6nula ocludente (ZO)-1, ZO-2 e ZO-3, que se ligam ao dominio intracelular da
ocludina. A interacéo entre ocludina e ZO-1 desempenha papel crucial na manutencao
da estrutura das juncdes firmes e da fungao de barreira (RAO et al., 2002).

As principais proteinas das jungbes aderentes sdo a E-caderina
(transmembrana) e as cateninas (citoplasmaticas). A ligacdo da B-catenina a E-
caderina é de extrema importancia na manutencao da estrutura das juncdes aderentes
(RAO et al., 2002).

Segundo Chin e Parkos (2007) a alteracao dos componentes das juncdes firmes
e aderentes durante a infiltracdo de neutréfilos parece ser o principal mecanismo para
aumento da permeabilidade intestinal. As juncdes firmes sdo mantidas durante a
migracao dos neutrdfilos até o tecido, porém a partir da intensa infiltracao celular ocorre
dano a integridade do epitélio (MAEDA et al., 2010). Edens et al. (2002) observaram
em modelo in vifro que os neutréfilos iniciam importantes eventos de sinalizacdo nas
células epiteliais, resultando em alteracéo da permeabilidade paracelular e fosforilacao

de proteinas das juncgdes firmes.

A producdo de EROs pelas células inflamatorias pode ser uma das vias de
alteracdo da permeabilidade intestinal. Rao et al. (2002) e Sheth et al. (2003),
estudando o efeito do estresse oxidativo nas proteinas das juncdes firmes e aderentes
observaram aumento da permeabilidade intestinal pela dissociagdo dos complexos
ocludina-ZO-1 e E-caderina-B-catenina, promovida pela fosforilagdo da tirosina nessas
proteinas. Os autores relacionaram os resultados a ativacao de tirosinoquinase e
phosphatidylinositol 3-quinase pelas EROs.

Wu, L. et al. (2011) verificaram que o aumento na expressdao de iNOS, com
consequente aumento na producdo de O6xido nitrico promove ruptura das juncgdes

firmes e fosforilacdo da miosina em enterdcitos. As citocinas pré-inflamatérias também
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tém sido relacionadas ao aumento da permeabilidade intestinal (SHEN, 2012;
SUZUKI, 2013).

A avaliagcdo da permeabilidade intestinal pode ser realizada por diversos
métodos, geralmente avaliando-se a excregao urinaria de moléculas de teste. Existem
trés principais grupos de testes, de acordo com o substrato utilizado: acgucares,
polimeros de polietilenoglicol (PEG) e is6topos. Dentre os isétopos pode-se citar o
*ICromo ligado ao 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) — °'Cr-EDTA — e o
9¥MTecnécio (¥*MTc) ligado ao farmaco &cido dietilenoaminopentacético (DTPA) — *™Tc-
DTPA (TRAVIS e MENZIES, 1992; BJARNASON; MACPHERSON; HOLLANDER,
1995; CAMILLERI et al., 2012).

O ¥"Tc-DTPA tem peso molecular de 492 Da, o que em condigdes normais nao
atravessa a barreira intestinal (COUSINS et al, 1997). Além da deteccao da
radioatividade via excrecdo urinaria, tem sido utilizada em diversos trabalhos a
deteccdo no plasma para avaliagdo da permeabilidade intestinal (JWRGENSEN et al.,
2006; VIANA et al., 2010, GENEROSO et al., 2011, BATISTA et al., 2012), inclusive na
mucosite intestinal induzida por 5-FU (FERREIRA et al., 2012).

Diversos estudos tém relacionado a mucosite ao aumento da permeabilidade
intestinal. Em camundongos recebendo 5-FU, Monteiro (2006) e Ferreira et al. (2012)
observaram aumento da permeabilidade intestinal, assim como Maeda et al. e Hamada
et al. (2010) em mucosite induzida por MTX em ratos e, Choi et al. (2007) avaliando a
permeabilidade intestinal em pacientes recebendo 5-FU e leucovorina.

2.4.5 Fase de cicatrizacao

Na maioria dos casos a resolu¢cdo da mucosite ocorre espontaneamente, com o
fim do tratamento. Na Ultima fase, denominada cicatrizacdo, ha proliferacao celular,
regeneracao da mucosa e restabelecimento da microbiota (Figura 2). No entanto o
risco de novo episédio de mucosite € maior, uma vez que a mucosa foi alterada
profundamente (SONIS et al., 2004).
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2.4.6 Avaliacao, prevencao e tratamento

Ha limitado nimero de instrumentos para avaliacdo da mucosite intestinal. As
escalas utilizadas geralmente sdo baseadas em caracteristicas indiretas da mucosite,
como a diarreia, que pode ser causada por outras condicoes e intervencoes,
dificultando a interpretacdo (PETERSON et al., 2011).

Segundo Keefe (2007) a escala National Cancer Institute (NCI) Common
Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE) — NCI/CTCAE, utilizada na avaliacao
da mucosite oral, provavelmente seja a mais adequada para avaliacdo da mucosite
intestinal. A escala vai de assintoméatica (1) a morte (5), de acordo com a gravidade dos

sinais e sintomas. A ultima versao (4.03) foi publicada em 2010 (NCI, 2010).

Os avancos no estudo da mucosite nos ultimos anos possibilitaram, além de
melhor compreensao dos mecanismos moleculares, possiveis formas de prevencao e
tratamento (PETERSON et al., 2011). Fatores de crescimento, citocinas e antagonistas,
além de probidticos e diversos nutrientes sédo alguns dos alvos de estudo na area (VON
BULTZINGSLOWEN et al., 2006; KEEFE, 2007; SULTANI et al., 2012).

O fator de crescimento de queratinécitos (KGF ou palifermina) tem apresentado
efeitos benéficos na mucosite oral (REDDING, 2005; VON BULTZINGSLOWEN et al.,
2006; KEEFE et al., 2007; PETERSON et al., 2011). Na mucosite intestinal por MTX,
GIBSON et al. (2002a) nao encontraram efeito na protecao ou melhora da mucosa. No
entanto, Gibson; Bowen; Keefe (2005) avaliando o uso do fator de crescimento na
mucosite intestinal induzida por irinotecano observaram prevengdo da apoptose,

reducao da diarreia e da mortalidade.

Gibson et al. (2002b) observaram o efeito de IL-11 na atenuacdo da mucosite
intestinal induzida por MTX, com manutencdo da arquitetura da mucosa e indugao da
proliferacdo celular. Han et al. (2011) verificaram reducdo da apoptose nas criptas
intestinais, da perda de peso e diarreia, além de promogdo da proliferacdo e
regeneracao da mucosa com a utilizacdo da citocina CXCL9 em camundongos que
receberam 5-FU. Também na mucosite induzida por 5-FU em camundongos, Wu, Z. et
al. (2011) utilizando antagonista do receptor de IL-1, que reduz os efeitos da IL-1p,

observaram protecao contra apoptose e, favorecimento da recuperacdao da mucosa.
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Utilizando Streptococcus thermophilus TH-4 como probidtico em ratos
tratados com 5-FU, Whitford et al. (2009) ndo observaram melhora da mucosite. Ja
PRISCIANDARO et al. (2012) avaliando o efeito dos sobrenadantes de Escherichia coli
Nissle 1917 e Lactobacillus rhamnosus GG em células intestinais in vitro que
receberam 5-FU concluiram que o pré-tratamento com probidticos preveniu ou inibiu a

apoptose e a perda da funcéo da barreira intestinal.

Daniele et al. (2001) avaliaram o efeito de suplemento oral de glutamina em
pacientes em tratamento com 5-FU e acido folinico, observando melhora na absorgao e
permeabilidade intestinal. Cheah et al. (2009) testaram o extrato de semente de uva
(rico em flavondides) em animais tratados com 5-FU e observaram redugé&o do dano
intestinal, com melhora dos parametros histoldgicos e reducao da atividade de MPO.
Ferreira et al. (2012), em trabalho realizado no mesmo laboratério do presente estudo
verificaram, com o uso de butirato (acido graxo de cadeia curta) melhora dos
parametros histolégicos, reducédo da atividade de MPQO, da expressao de citocinas pro-

inflamatérias e da permeabilidade intestinal em camundongos tratados com 5-FU.

Dentre os compostos citados anteriormente, somente a palifermina é
recomendada nos casos de mucosite oral pelo Mucositis Study Group of the
Multinational Association of Supportive Care in Cancer (MASCC)/International Society
for Oral Oncology (ISOO). Apesar das diversas formas de prevencado e tratamento
estudadas, novos estudos sdao necessarios (KEEFE et al., 2007; PETERSON et al.,
2011) e o efeito benéfico de outras substancias na mucosite intestinal pode ser

encontrado.

A L-arginina pode ser uma dessas substancias, ja tendo inclusive sido estudada
na mucosite intestinal por MTX. Koppelmann et al. (2012) observaram melhora dos
parametros histologicos, reducdo da apoptose e favorecimento da recuperagdo da
mucosa intestinal com a utilizagdo do aminoacido por via oral. Sendo assim, a L-

arginina torna-se importante objeto de estudo na mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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2.4.7 Modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU

O modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU é encontrado na literatura
com a utilizacao de diferentes espécies, doses e periodos de administracao do farmaco
(PRITCHARD et al. 1998; VON BULTZINGSLOWEN et al., 2003; SOARES, 2008;
STRINGER et al., 2009). Em nosso laboratério utiliza-se o modelo adotado por Ferreira
et al. (2012), com achados bioquimicos e histoldégicos que confirmam a inducdo da
mucosite. O modelo contempla dose Unica de 200mg/kg de peso por via intraperitoneal

em camundongos Swiss, com eutanasia no terceiro dia apds a inducao.

2.5 L- arginina
2.5.1 Aspectos gerais

A arginina, aminoacido nao-essencial de aspecto cristalino e branco,
praticamente sem odor, de alto ponto de fusdo, sollvel em agua e sensivel a luz
(NOVAES; PANTALEAO, 2005) é proveniente da dieta e de fontes endégenas. No
entanto, durante estados catabodlicos € considerado aminoacido condicionalmente
essencial (NOVAES; PANTALEAO, 2005; QUIRINO, 2006; PICANGO et al., 2011).
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Figura 3 — Estrutura molecular da arginina

O aminoéacido é um dos mais metabolicamente versateis, participando da sintese
de Oxido nitrico, ureia, ornitina, citrulina, creatina, agmatina, glutamato, prolina e

poliaminas (MORRIS, 2004). Possui multipla e potente atividade secretagoga sobre
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varias glandulas endécrinas, sendo secretagogo do horménio do crescimento, da
prolactina e da insulina. Estimula ainda a liberacdao de glucagon, polipeptideo
pancreatico e catecolaminas, além de atuar estimulando o metabolismo do nitrogénio.
Atribui-se a arginina também efeitos benéficos sobre a cicatrizacdo de feridas
operatérias, Ulceras por pressdao e queimaduras, sobre a melhora da funcao
cardiovascular, na reducao da presséao arterial, no mecanismo das defesas anti-tumor e
no metabolismo e crescimento tumoral (TAPIERO et al., 2002; NOVAES; PANTALEAO,
2005; GRIMBLE, 2007).

A arginina tem sido bastante utilizada devido a participacao na sintese da ureia,
NO e creatina, 0 que a torna util no tratamento de insuficiéncias do ciclo da ureia
(hiperamonemia e a insuficiéncia hepatica), deficiéncia na producao de NO e erros
inatos da sintese de creatina que envolvem defeitos nas enzimas arginina:glicina

amidinotransferase e guanidinoacetato metiltransferase (GRIMBLE, 2007).

As doses utilizadas em estudos de suplementacdo sdo bastante variadas, tanto
em humanos quanto em animais. Poucos estudos abordam os possiveis efeitos
adversos da utilizagdo do aminoacido, porém nos trabalhos existentes ndo existem
muitos relatos de efeitos adversos, denotando nivel de seguranca substancial na
suplementacao. A dose letal (DLsg), que indica a quantidade capaz de provocar a morte
de 50% da populacdo exposta (toxicidade aguda), é de 16g/kg para ratos, enquanto o
nivel de efeito adverso nao observado (NOAEL) é de 3,6 g/kg também para ratos. Em
humanos, o nivel de seguranga observado (OSL) ou maior ingestao observada (HOI) é
de 20g/dia, embora ja tenha sido utilizada a dose de 42g/dia sem efeitos adversos
(GRASEMANN et al. 2005; GRIMBLE, 2007; SHAO e HATHCOCK, 2008).

2.5.2 Absorcao

A absorcao do aminoacido acontece principalmente no jejuno e ileo, envolvendo
os sistemas de transporte B®* (dependente de Na*) e b%* (independente de Na*), além
dos sistemas y* L e y*. O sistema y* L na falta de Na* atua na troca de aminoacidos
cationicos, incluindo a arginina, enquanto na presenca de Na' atua na troca de
aminoacidos catidnicos intracelulares. No entanto o transporte de arginina é realizado

predominantemente pelo sistema y*, independente de Na*, do qual fazem parte os
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transportadores de aminoéacidos catiénicos (CATs) (CYNOBER; LE BOUCHER,;
VASSON, 1995; HALLEMEESCH et al., 2002; PAN et al., 2004)

Apbs a absorcdo o aminoacido pode ser metabolizado pelo enterécito ou
transportado pela membrana basal até a circulagdo, na forma de metabdlitos ou
arginina livre (PAN et al., 2004). A biodisponibilidade de doses orais varia entre 21% e
68%, dependendo do método experimental (GRIMBLE, 2007). Niveis plasmaticos
maximos sao percebidos em aproximadamente duas horas ap6s administracdo oral
(ILEYLAND et al., 2001). Alteracdes no transporte da arginina pela borda em escova
refletem diretamente no estado do metabolismo do aminoacido tanto no enterécito

quanto no restante do organismo (PAN et al., 2004).

2.5.3 Catabolismo

O catabolismo da L-arginina pode ser realizado por quatro tipos de enzimas nos
mamiferos: 6xido nitrico sintases, arginases, arginina:glicina amidinotransferase e
arginina descarboxilase (MORRIS, 2004).

2.5.3.1 Oxido nitrico sintases

As éxido nitrico sintases (NOS) metabolizam a L-arginina com a producao de
oxido nitrico e citrulina (Figura 4). Existem pelo menos trés tipos de NOS, agrupadas
em duas categorias. Na categoria constitutiva, dependente de célcio (Ca*), fazem
parte as formas neuronal (hNOS ou tipo ) e endotelial (eNOS ou tipo IlIl). A éxido nitrico
sintase induzivel (iNOS ou tipo Il), independente de Ca**, contempla a outra categoria
(FILHO e ZILBERSTEIN, 2000; BECK et al., 2004; FORSTERMANN e SESSA, 2012).

A nNOS é expressa predominantemente em neurdnios, sendo também
encontrada em neutréfilos e midcitos, dentre outras células. Atua na regulacdo da
transmissdo sinaptica, pressdo arterial, peristaltismo e vasodilatacdo. A eNOS é
expressa principalmente em células endoteliais, sendo também encontrada em
cardiomiécitos, plaguetas e no epitélio dos tubulos renais. O 6xido nitrico produzido
pela enzima atua como vasodilatador, inibidor da agregacdo plaquetaria, além de
reduzir a expressao de moléculas de adesdo, prevenindo adesdo leucocitaria e
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migragcdo pela parede vascular. Embora sejam constitutivas, as duas formas
podem ser moduladas por temperatura, isquemia e inflamacdo (BOUCHER; MOALI;
TENU, 1999; BECK et al., 2004).

A INOS nao é encontrada expressa usualmente em células, no entanto
estimulos imunoldgicos como citocinas induzem a transcricdo da enzima, que ja foi
detectada em células como macréfagos, hepatdcitos, neutrofilos e células endoteliais.
A presenca de iNOS no intestino é esperada, uma vez que a mucosa intestinal é
constantemente exposta a antigenos. O fator de transcricado NF-kB regula a expressao
da enzima. O oOxido nitrico produzido pela INOS tem funcdo no controle de
microrganismos, mas a producdo exacerbada por macréfagos e neutréfilos pode
contribuir para o dano tecidual (KUBES e McCAFFERTY, 2000; MARTIN; JIMENEZ;
MOTILVA, 2001; AKTAN, 2004).

O Oxido nitrico € importante molécula, envolvida na regulacdo de diversos
mecanismos, fisioldgicos ou nado, tendo funcdes contrastantes no organismo (AKTAN,
2004). Apesar do papel do 6xido nitrico na promog¢édo do dano intestinal relatado em
estudos como o de Leitdo et al. (2011), outros estudos apontam a molécula como
responsavel pelos efeitos na melhora da mucosa (THOMAS et al., 2001; OZTURK et
al., 2002).

2.5.3.2 Arginases

Existem duas isoformas de arginase em mamiferos, codificadas por diferentes
genes, tendo distintas propriedades moleculares, distribuicdo e regulacdo da
expressao. A arginase do tipo I, citosodlica, & expressa principalmente no figado como
componente do ciclo da ureia, tendo acdo na detoxificacdo da amdnia e sintese de
ureia e ornitina (Figura 4). Ja a do tipo Il, mitocondrial, é expressa em niveis menores
nos rins, cérebro, intestino delgado, células endoteliais e macréfagos, envolvida na
sintese de ornitina, prolina e glutamato (TAPIERO et al., 2002; FLYNN et al., 2002;
MORRIS, 2004).

Devido a utilizacao da L-arginina por NOS e arginase, a atividade de uma das
enzimas pode ter efeito regulatério sobre a outra. Dependendo da concentracéo local
de arginase possivelmente pode ocorrer competicdo com NOS pelo substrato, com
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reducdo da disponibilidade de arginina para a sintese de NO. Porém, deve-se
considerar que a atividade da arginase nem sempre pode ser elevada o suficiente para
limitar a sintese de NO (HALLEMEESCH et al., 2002; MORRIS, 2007).

2.5.3.3 Arginina:glicina amidinotransferase e arginina descarboxilase

A enzima arginina:glicina amidinotransferase (AGAT) catalisa a reagéo inicial da
sintese de creatina, com a combinacgao de arginina e glicina formando guanidinoacetato
e ornitina (Figura 4). Na segunda reacdo, catalizada pela guanidinoacetato N-
metiltransferase (GAMT), guanidinoacetato é  metilado formando  S-
adenosilhomocisteina e creatina (Figura 4). A creatina é entao liberada pelo figado e
alcanca os tecidos utilizando transportador especifico (MORRIS, 2004; BROSNAN e
BROSNAN, 2004; COMAN; YAPLITO-LEE; BONEH, 2008).

O catabolismo da L-arginina ainda compreende a sintese de agmatina com a
liberacao gas carbb6nico (CO,), reacado catalisada pela enzima mitocondrial arginina
descarboxilase (ADC) (Figura 4). A agmatina é entdo descarboxilada pela agmatinase
(enzima mitocondrial) com a formag&o de poliaminas, sendo considerada essa uma via
menor de producdo de poliaminas (FLYNN et al., 2002; MORRIS, 2004). A agmatina
ainda regula a producao de NO aumentando a atividade de nNOS e eNOS e, reduzindo
a atividade de iNOS (NIEVES JR. e LANGKAMP-HENKEN, 2002).

2.5.3.4 Poliaminas

A ornitina proveniente do catabolismo da arginina pode, além de participar do
ciclo da ureia e da sintese de citrulina (Figura 4) e prolina, servir como substrato para a
enzima ornitina descarboxilase (ODC) na reacao inicial da producao de poliaminas
(MORRIS, 2007). O termo poliaminas é utilizado para classificar compostos derivados
da ornitina, conhecidos como putrescina, espermidina e espermina. A agmatina,
derivada da L-arginina, também serve de substrato para a sintese de poliaminas.
Pertencem ao grupo das aminas biogénicas, envolvidas em diversas fungdes

fisiolégicas, principalmente imunolédgicas. Exercem importante fun¢do no crescimento e
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proliferacao celular, na adesao celular e sintese de proteinas e acidos nucleicos
(MOINARD; CYNOBER; BRANDT, 2005).

A acdo das poliaminas no crescimento e desenvolvimento intestinal e na
recuperacdo da mucosa esta bem relatada na literatura (LOSER et al., 1999; GUO et
al.,, 2002; MOINARD; CYNOBER; BRANDT, 2005). Gao et al. (2002) observaram
reducdo de espermidina e espermina na mucosite intestinal induzida por MTX, com
retorno aos niveis normais apos tratamento, sugerindo participagdo das poliaminas na
recuperacdo da mucosa. Rhoads et al. (2004) verificaram que o tratamento com L-
arginina em células intestinais in vitro promoveu aumento da migracao de enterécitos

(destinados ao reparo de lesées) dependente da produgédo de NO e poliaminas.

A participagdo das poliaminas na regulagéo da permeabilidade intestinal também
€ relatada. Guo et al. (2003) e Liu et al. (2009) observaram que as moléculas sao
requeridas para a expressao das proteinas das juncdes aderentes, como a E-caderina.
As poliaminas podem regular também a expressdo de ocludina, proteina da jungao
firme, como verificado por Guo et al. (2005).

A regulacédo da producdo de poliaminas se da pela concentracdo de ornitina,
mas principalmente pela concentracdo de arginina (deplecdo promove inibicdo do
influxo de putrescina). Outras moléculas envolvidas sdo o 6xido nitrico, que pode inibir
a atividade de ODC, e a agmatina, que pode modular as concentragdes intracelulares
de poliaminas reduzindo a atividade de ODC (NIEVES JR. e LANGKAMP-HENKEN,
2002; MOINARD; CYNOBER; BRANDT, 2005). As enzimas envolvidas nas vias de
sintese de ornitina também exercem regulacdo, principalmente a arginase, devido a
maior atividade da enzima em relacao a de arginina descarboxilase, exercendo impacto
muito maior na producao de poliaminas (FLYNN et al., 2002; MORRIS, 2004).

2.5.4 Sintese

Grande parte da sintese de arginina ocorre nos rins, a partir da citrulina
produzida no intestino pelo metabolismo de outros aminoacidos (prolina, glutamina,
glutamato) (Figura 4). Nos tubulos renais a citrulina é convertida a arginina pela acao
das enzimas argininosuccinato sintetase (ASS) e argininosuccinato liase (ASL)
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(CYNOBER; LE BOUCHER; VASSON, 1995; WU e MORRIS, 1998; BROSNAN e
BROSNAN, 2004, NOVAES e PANTALEAQ, 2005; WU et al., 2009).

A citrulina também pode ser convertida diretamente em L-arginina no citoplasma
das células endoteliais e dos macrofagos (FILHO e ZILBERSTEIN, 2000; QUIRINO,
2006; VIANA, 2010). A arginina também é sintetizada no figado pelo ciclo da ureia,
porém devido a alta atividade da arginase ha rapida hidrélise do aminoacido (FLYNN et
al., 2002; WU et al., 2009).
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Figura 4 — Metabolismo da L-arginina. Modificado de COMAN; YAPLITO-LEE; BONEH (2008). As
enzimas que utilizam a L-arginina como substrato sdo a arginase (ARG), 6xido nitrico sintase (NOS),
arginina:glicina aminotransferase (AGAT) e arginina descarboxilase (ADC). As outras enzimas citadas
sdo N-acetil glutamato sintetase (NAGS), carbamoil fosfato sintetase (CPS), ornitina transcarbamilase
(OTC), argininosuccinato sintase (ASS), argininosuccinato liase (ASL) e guanidinoacetato
metiltransferase (GAMT). Oxido nitrico (NO).
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2.5.5 L-arginina e mucosa intestinal

A acao das moléculas de NO e poliaminas, assim como as vias metabdlicas que
envolvem a L-arginina nas alteracbes da mucosa intestinal, fazem com que seja
importante o estudo do aminoacido, no intestino. Nesse sentido, diversos trabalhos
relacionam a utilizacdo do aminoacido a manutencdo e recuperacdo da mucosa
intestinal. Oztlirk et al. (2002) observaram, em modelo de Sindrome do intestino curto
tratado com L-arginina, melhora da mucosa com aumento das vilosidades. Thomas et
al. (2001) verificaram que a administragdo de L-arginina promoveu prote¢cdo do dano
intestinal induzido por laparotomia e manipulacao intestinal. Em modelo de colite
induzida por sulfato de sodio dextrano (DSS) a arginina foi relacionada a melhora dos
parametros avaliados, com reducdo da expressdo de citocinas pro-inflamatérias e

aumento da migracao de células epiteliais (COBURN et al., 2012).

A acdo do aminoacido na permeabilidade intestinal também é relatada na
literatura. Schleiffer e Raul (1996) estudando o pré-tratamento com esse aminoacido na
lesdo causada por isquemia/reperfusdo, em ratos, observaram melhora da barreira
intestinal. Viana et al. (2010), avaliando a arginina na translocacao bacteriana,
verificaram que a mesma pode evitar a ruptura do epitélio intestinal e reduzir a
permeabilidade do intestino. Quirino et al. (2007, 2012) associaram a arginina a
melhora da permeabilidade intestinal e reducéo da translocacéao bacteriana em modelo
de obstrucao intestinal.

Especificamente em modelo de mucosite intestinal, observou-se que o
aminoacido acelera a regeneracdo da mucosa intestinal em mucosite induzida por
radiagcdo em ratos (GURBUZ; KUNZELMAN; RATZER, 1998). Segundo Ersin et al.
(2000) a arginina parece exercer efeitos benéficos sobre o intestino por meio do
aumento da secrecao de imunoglobulinas, do estimulo a deposicao de colageno e,
logo, melhor cicatrizagdo. Além disso, interfere na manutengdo da morfologia intestinal
e na modulacdo da resposta imunolégica. Nesse estudo, verificou-se melhora no
aspecto da mucosa intestinal apdés mucosite induzida por radiagdo, em animais que
utilizaram dieta suplementada com arginina. Ainda, cita-se novamente o estudo de
Koppelmann et al. (2012), que demonstrou a acado da L-arginina na melhora da
mucosite induzida por MTX.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliar, em camundongos, os efeitos do pré-condicionamento com L-arginina na

mucosite intestinal induzida pelo quimioterapico 5-Fluorouracil.

3.2 Objetivos especificos
e Observar os efeitos da L-arginina na mucosite intestinal induzida por 5-FU a
partir da avaliacao de:
— consumo alimentar, hidrico e de aminoacidos;
—  peso;
— comprimento intestinal;
— analise histoldgica e escore histopatolégico da mucosa intestinal;

— estresse oxidativo no intestino delgado por meio da medida da peroxidacéao
lipidica via substancias reativas ao &acido tiobarbiturico (TBARS) e da
concentracao de hidroperéxidos;

— infiltrado celular intestinal por meio da medida da atividade das enzimas
mieloperoxidase (MPO), n-acetilglicosaminidase (NAG) e peroxidase de
eosinodfilos (EPO);

— permeabilidade intestinal por meio da utilizacdo do farmaco acido
dietilenoaminopentacético (DTPA) marcado com *™Tecnécio (**"Tc).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Camundongos machos da linhagem Swiss, com idade inicial entre quatro e oito
semanas, peso inicial entre 20g e 30g, provenientes do biotério da Faculdade de
Farméacia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) foram utilizados. O
experimento foi realizado no biotério Enio Cardillo Vieira, do Instituto de Ciéncias
Biolégicas (ICB) da UFMG, que dispde de controle de temperatura (entre 20°C e 22
°C), sendo os animais expostos a ciclos de luminosidade (claro-escuro de 12 horas).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CETEA) da UFMG, protocolo de pesquisa n©°231/2011.

4.2 Delineamento experimental

Os camundongos foram mantidos em gaiolas coletivas (irés ou quatro por
gaiola) durante todo o experimento. Os animais foram distribuidos em quatro grupos

iniciais, a saber:

e Grupo Controle: 12 animais que receberam racdo comercial, agua
filtrada e suplementada com 2% de L-alanina (controle isoproteico)
durante todo o experimento e que foram submetidos a eutanasia no 10°
dia;

e Grupo ARG: 14 animais que receberam ragdo comercial, 4gua filtrada e
suplementada com 2% de L-arginina durante todo o experimento e que
foram submetidos a eutanasia no 10° dia;

e Grupo 5-FU: 12 animais que receberam ragdao comercial, agua filtrada e
suplementada com 2% de L-alanina (controle isoproteico) durante todo o
experimento e que foram submetidos a indugdo de mucosite intestinal no

7° dia, seguida por eutanasia no 10° dia;
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e Grupo ARG 5-FU: 14 animais que receberam racao comercial,
agua filtrada e suplementada com 2% de L-arginina (durante todo o
experimento) e que foram submetidos a indugdo de mucosite intestinal no

7° dia, seguida por eutanasia no 10° dia.

A L-alanina é amplamente utilizada como controle isoproteico (KOHLI et
al.,2004; MATEO et al., 2007; TAN et al., 2009; WIJNANDS et al., 2012), inclusive no
estudo da mucosite intestinal (BOUKHETTALA et al., 2010), o que justifica a inclusao
do aminoacido no presente trabalho com este objetivo. No entanto, visando minimizar
duvidas a respeito de possivel influéncia do aminoacido sobre os resultados, foram

adicionados os seguintes grupos:

e Grupo Controle sem ALA: 6 animais que receberam racao comercial,
agua filtrada sem suplementacdo (durante todo o experimento) e que

foram submetidos a eutanasia no 102 dia;

e Grupo 5-FU sem ALA: 7 animais que receberam racao comercial, agua
filtrada sem suplementacdo (durante todo o experimento) e que foram
submetidos a inducdo de mucosite intestinal no 7° dia seguida por
eutanasia no 10° dia.

Optou-se pela realizacdo de analises de menor niumero de parametros para 0s
dois grupos acima, o que sera abordado adiante. Os dados dos grupos Controle sem
ALA e 5-FU sem ALA serao utilizados para comparacao com os grupos Controle e 5-

FU, respectivamente.

4.3 Racao comercial e agua suplementada

Os animais receberam ragao comercial (Tabela 1) durante todo o experimento. A
agua foi suplementada com 2% de L-alanina ou L-arginina, de acordo com o grupo
experimental (KOPPELMANN et al., 2012). Aspectos referentes ao controle da ingestao

alimentar e hidrica serao abordados adiante.
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Tabela 1 - Composicao centesimal: racao comercial

Macronutriente Percentual
Carboidratos 27,6%
Proteinas 23,0%
Lipidios 4,3%

Fonte: Informacdes do fabricante

4.4 Modelo experimental de mucosite intestinal

A mucosite intestinal foi induzida no 7° dia experimental, com dose Unica
intraperitoneal, 200mg/kg (peso do animal) de 5-FU (Faldfluor®, Libbs). Os animais dos
grupos sem inducdo de mucosite receberam o mesmo volume de solugdo PBS

(Phosphate-Buffered Saline), também por via intraperitoneal.

4.5 Eutanasia dos animais

Ao término do experimento (10° dia), os animais foram anestesiados com
solugdo de ketamina (60mg/kg) e xilazina (8mg/kg). Apds anestesia, foi realizada
exsanguinagdo pelo plexo axilar seguida por deslocamento cervical. Foi realizada

incisdo abdominal longitudinal para remocéao do intestino delgado.

4.6 Parametros avaliados

4.6.1 Consumo alimentar e consumo hidrico

O consumo alimentar e hidrico foi avaliado no 7° e 10° dias, por meio da
diferenca entre peso da dieta/agua ofertada e peso da dieta/agua referente a sobra
(para racao e bebedouros) e no fundo das gaiolas (para balanco alimentar). O peso de
sobra de ragao, bebedouros e fundo de gaiolas foi aferido em balanca semi-analitica.
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O valor de ingestado por animal foi estimado por média aritmética, devido

ao uso de gaiolas coletivas.

4.6.2 Evolucao de peso

Os animais foram pesados em balanga semi-analitica nos seguintes momentos

experimentais:
¢ No inicio do experimento — 1° dia experimental;
e Antes da administracao do quimioterapico — 7° dia experimental;
e ApO6s administracdo do quimioterapico — 10° dia experimental.

Foi avaliada a variacao de peso, em gramas, (ganho ou perda de peso antes e

apoés a indugédo da mucosite).

4.6.3 Comprimento intestinal

O comprimento do intestino delgado compreendeu a porcao distal a incisao
sobre o piloro até a valvula ileo-cecal. O érgao foi lavado e perfundido com PBS. O
intestino delgado foi medido com régua milimetrada apés lavagem e secagem com

papel filtro para remocao do excesso de umidade.

4.6.4 Analise histolégica e escore histopatolégico

O intestino delgado foi dividido em porcées anatdbmicas, conforme proposto por
Ferraris e Vinnakota (1995), com o duodeno correspondendo a 20%, o jejuno a 60% e
o ileo a 20% do comprimento total. Apés retirada dos fragmentos para as anélises de
estresse oxidativo e infiltrado celular, que serdo tratadas adiante, o jejuno foi dividido
em jejuno proximal e distal. As por¢des (duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo)
foram identificadas na regido proximal e perfundidas com solucao de paraformaldeido

4%, para fixacao do tecido.
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Posteriormente as porcoes foram fixadas em solucao de formol 10% por

sete dias. Em seguida, os tecidos foram transferidos para recipientes com alcool 70%,
no qual permaneceram até o momento da inclusdo em parafina. Foram entado
realizadas seccoes histolégicas de 5 ym em micrétomo Spencer. Os cortes foram
colocados em laminas, posteriormente coradas com hematoxilina e eosina. As laminas
foram examinadas por patologista que desconhecia os tratamentos aos quais 0s
animais foram submetidos. Foram utilizadas imagens digitalizadas, obtidas com
objetiva de 10x a partir de microscépio de luz (Olympus) adaptado com camera digital
(Moticon). O escore histopatolégico foi determinado considerando-se a medida da
altura das vilosidades, a intensidade do infiltrado mononuclear e polimorfonuclear na
lamina prépria, as mudancas na arquitetura da mucosa, e a presencga de ulceracao.
Para cada parametro foi utilizada a classificacdo de acordo com a seguinte escala:
ausente (0), leve (1), moderado (2) e intenso (3). O escore histopatolégico contemplou
0 numero total correspondente a soma de valores para cada parametro avaliado, em
cada porcao intestinal analisada (Adaptado de SOARES et al., 2008; FERREIRA et al.,
2012). A medida da altura das vilosidades foi realizada a partir de analisador de
imagem computadorizado (Image J).

A analise néao foi realizada nos grupos Controle sem ALA e 5-FU sem ALA.

4.6.5 Estresse oxidativo

Foi retirado 1cm de cada porcdo do intestino delgado para avaliacdo da
peroxidagao lipidica por TBARS e 1cm para avaliagdo da concentragdo de
hidroperéxidos. Os fragmentos foram homogeneizados com 1mL de PBS 1x gelado e
centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante

foi separado para as analises.

e Avaliagao da peroxidacgao lipidica por substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS)

A analise da medida dos metabdlitos reativos ao acido tiobarbitarico contemplou
a adicdo de 500uL de solugcdo contendo acido tricloroacético (TCA 15%), acido
tiobarbitdrico (TBA 0,0375%) e acido cloridrico (HCI 0,25 N) aos sobrenadantes dos
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fragmentos de duodeno, jejuno e ileo (250uL cada). As amostras foram mantidas

em banho-maria fervente por 15 minutos e, entdo, colocadas em agua corrente até
esfriarem. Foram adicionados 750uL de alcool butilico, e os tubos foram vigorosamente
agitados. As amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos a temperatura
ambiente. Foram adicionados a placa de 96 pocos 200uL do sobrenadante, em
duplicata. A absorbancia foi medida espectrofotometricamente em comprimento de
onda de 535nm, e os resultados foram normalizados pela concentragdo de proteina no
intestino delgado (LOWRY et al., 1951).

e Avaliacado da concentracao de hidroperdxidos

Este ensaio foi feito com uma parte da solugcao FOX (preparado pela dissolucao
do xilenol laranja e do sulfato ferroso amoniacal em 250mM de H,SO4 para
concentracao final de 1 e 2,5mM, respectivamente) diluida em nove partes da solucao
de metanol contendo 4,4mM de BHT (hidroxitolueno butilado), obtendo-se, assim, o
reagente FOX-2. Para as dosagens, aos sobrenadantes de duodeno, jejuno e ileo
(20uL cada) foram acrescentados 180uL do reagente FOX-2, diretamente na
microplaca, em duplicata. O branco foi alcangado pela utilizagdo de agua deionizada no
lugar do sobrenadante. Em seguida as amostras foram mantidas em temperatura
ambiente por 30 minutos, e a absorbancia foi medida espectrofotometricamente em
comprimento de onda de 560nm.

Na segunda etapa da técnica, foi realizada a reducédo dos hidroperdxidos com
trifenilfostina (TPP). Aos sobrenadantes de duodeno, jejuno e ileo (15uL cada) foram
adicionados 5uL da solucdo de TPP em metanol (TPP a 10mM), diretamente na
microplaca, em duplicata, e o branco foi feito utilizando-se agua deionizada. As
amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 30 minutos. ApGs este tempo,
foram acrescentados 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 concentracao de hidroperéxidos foi estimada pelo coeficiente de extingdo de
hidroperéxidos, 4,3 x 10*M”, e pelo coeficiente de extingdo do croméforo azul-
arroxeado produzido pelo xilenol orange, ao se ligar aos fons férricos, 1,5 x 10*M™". A

quantificacdo dos hidroperoxidos da amostra foi alcancada pela subtragcdo das
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dosagens com TPP daquelas sem TPP (sem TPP - com TPP = quantidade de
hidroperoxidos da amostra), e o resultado foi normalizado pela concentragdo de
proteina de cada fragmento (LOWRY et al., 1951).

e Dosagem de Proteina

A dosagem da concentracao de proteina nos fragmentos de duodeno, jejuno e
ileo 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 (uma parte de sulfato de
cobre, uma parte de tartarato de sédio e 100 partes de carbonato de sédio) e 25uL de
reagente de Folin-Ciocalteau diluido (1:2). Em seguida as amostras foram agitadas em
vértex e incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. As amostras (200uL) foram
entdo adicionadas a placa de 96 pocos e a absorbadncia foi medida
espectrofotometricamente em comprimento de onda de 660nm. Os resultados foram
expressos em mg/mL depois de obtida a féormula pela curva padrao, feita com

albumina.

A analise néao foi realizada nos grupos Controle sem ALA e 5-FU sem ALA.

4.6.6 Avaliacao do infiltrado celular

A avaliacdo do infiltrado celular intestinal foi realizada a partir da medida da
atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO), n-acetilglicosaminidase (NAG) e
peroxidase de eosindfilos (EPO), respectivamente presentes em neutrdfilos,
macréfagos e eosindfilos. Foi retirado 1cm de cada porcdo (duodeno, jejuno e ileo)
para a anadlise de MPO/NAG e 1 cm para a analise de EPO. As por¢des foram

armazenadas em freezer -80°C, até o momento da analise.

A técnica para medida da atividade das enzimas MPO, NAG e EPO considera o

peso da porcao do 6rgdao em estudo. Sendo assim, as amostras foram descongeladas
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e pesadas em balanca analitica para se adequar o volume dos reagentes de

acordo com o peso da amostra.

Conforme descrito a seguir, a medida da atividade de cada enzima foi realizada
por procedimentos distintos.

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

Inicialmente, as amostras foram homogeneizadas em Buffer 1 gelado
(proporcao: 1,9mL/100mg de tecido) e centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°C, durante 10
minutos. O sobrenadante foi desprezado, e em seguida foram adicionadas solugédo de
NaCl 0,2%, e solucao de NaCl 1,6% com glicose 5% (proporcéo: 1,5mL/100mg de
tecido). As amostras foram novamente homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 rpm,
a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi removido, e ao remanescente foi adicionado
Buffer 2, em temperatura ambiente (proporcdo: 1,9mL/100mg de tecido).
Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas e o volume igualmente divido em
tubos Eppendorf® para o ensaio de MPO e para o ensaio de NAG. A partir desse

momento, as amostras receberam tratamentos distintos.

O ensaio de MPO contemplou amostras congeladas em nitrogénio liquido e
descongeladas em agua a temperatura ambiente, alternadamente, por trés vezes. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos, e 0

sobrenadante foi reservado para o ensaio enzimatico.

As amostras destinadas ao ensaio de NAG foram centrifugadas a 10.000 rpm, a
4°C, durante 10 minutos e o0 sobrenadante foi desprezado. Ao precipitado foi
adicionada solucao salina 0,9%/triton x-100 (Sigma-Aldrich®). Novamente, as amostras
foram homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado e utilizado para o ensaio enzimatico.

e Ensaio enziméatico: enzima MPO

Aliguota de 25uL de amostra foi adicionada a placa de 96 pocos. Foram
adicionados as amostras 25uL do substrato 3'3’, 5’5’ - tetrametilbenzidina (Sigma-
Aldrich®), previamente diluidos em dimetil sulfoxido (DMSO). As amostras foram
incubadas a 37°C, por cinco minutos. Em seguida, foram adicionados 100uL de
peréxido de hidrogénio 0,002% a cada poco, e foi realizada nova incubacgao (37 °C, por
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cinco minutos). Foram adicionados 100uL de &cido sulfarico (H.SO4) a 4M para
interromper a reagdo. A absorbancia foi medida por espectrofotometria em
comprimento de onda de 450nm.

e Ensaio enziméatico: enzima NAG

O ensaio enzimético contemplou 100uL de amostra que foram adicionados a
placa de 96 pocos. Em seguida, 100uL do substrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D-
glicosaminida (Sigma-Aldrich®), previamente diluidos em tampao citrato/fostato, foram
adicionados as amostras. Apds incubacao das mesmas (37°C por 10 minutos), foram
adicionados 100uL (0,2 M, pH 10,6) de tampao glicina em cada pogo para interromper
a reacao. A absorbancia foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda
de 400nm.

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

A atividade da enzima peroxidase de eosindfilos foi avaliada por meio de
amostras homogeneizadas em PBS, e em seguida, centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°C,
durante 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado, e ao precipitado foi adicionada
solucdo de NaCl 1,6% acrescida de glicose 5%. Novamente, as amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante
foi desprezado e o precipitado remanescente foi novamente suspenso com
hexadecyltrimethylamonium bromide (HETAB) 0,5% diluido em PBS.

Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas e congeladas em
nitrogénio liquido, e descongeladas em agua a temperatura ambiente, alternadamente,
por trés vezes. ApOs essa etapa, foi feita nova centrifugacdo (10.000 rpm, a 4°C,
durante 10 minutos) e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio enzimatico. Para tal,
75uL das amostras foram adicionados a placa de 96 pocos. Em seguida, foram
adicionados 75uL do cromogeno o-fenilenediamina diidrocloreto (OPD) (Sigma-
Aldrich®) diluidos em tampao Tris-HCI (Sigma-Aldrich®) a 0,075 mM, em pH 8,0,
acrescidos de H.O. a 6,6 mM. Posteriormente, a placa foi incubada a 37°C por 30
minutos ao abrigo da luz. Apds incubacgéo, a reacdo foi interrompida pela adicao de
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50uL de 4&cido sulfurico (H2SO4) a 1M. A absorbancia foi medida por
espectrofotometria em comprimento de onda de 492 nm.

Os resultados de MPO, NAG e EPO foram expressos em unidades arbitrarias.

4.6.7 Estudo da permeabilidade intestinal

A avaliagdo da permeabilidade intestinal ocorreu no décimo dia experimental.
Para isso, os animais receberam por gavagem 0,1mL de solugao com o farmaco acido
dietilenoaminopentacético (DTPA) marcado com 3,7 MBq *™Tecnécio (*"Tc) sob a
forma de pertecnetato de sédio (Na**"TcO.), o qual foi obtido pelo gerador de
®molibdénio/®Mecnécio (IPEN/CNEM, S&do Paulo, Brasil). Quatro horas apés a
gavagem, os animais foram anestesiados e submetidos a exsanguinagao pelo plexo
axilar. Foi reservada aliquota de 500uL de sangue, posteriormente submetida a
determinacao da radiacdo por meio de cintilador de poco automatico (ANSR, Abbott®,
EUA).

O padrdo de dose, que correspondeu a 0,1mL da solucdo com farmaco *"Tc
DTPA, foi também submetido a determinacdao da radiacdo. Os resultados foram
comparados com o padrdo de dose e, calculados em percentual de acordo com a

seguinte férmula:
% dose = [(CPM do sangue*100)/CPM do padréao de dose]

CPM = contagem por minuto

A analise néao foi realizada nos grupos Controle sem ALA e 5-FU sem ALA.

4.7 Analises estatisticas

Os dados foram avaliados quanto a distribuicio normal pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e quanto a presenca de outliers pelo teste de Grubbs e pelo teste
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de Box-plot. Dados que assumiram distribuicdo normal foram submetidos ao teste
ANOVA One-way, seguido pelo teste de comparacées multiplas de Newman-Keuls.
Dados que assumiram distribuicAo ndo paramétrica foram analisados pelo teste de
ANOVA Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacdes multiplas de Dunn’s.

Para comparagdo entre os grupos Controle e 5-FU que recebem ou ndo L-
alanina utilizou-se o teste t de Student nao pareado (dados paramétricos) ou o teste de
Mann Whitney (dados nao-paramétricos).

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

Os grupos Controle e 5-FU suplementados ou ndo com L-alanina foram iguais
considerando-se os parametros analisados (APENDICE A). Sendo assim, somente os
dados dos grupos suplementados com L-alanina (Controle e 5-FU) foram utilizados
para comparagcao com os demais grupos experimentais (ARG e ARG 5-FU).

5.1 Consumo alimentar, hidrico e de aminoacidos

O consumo alimentar (Tabela 2), hidrico e de aminodcidos (Tabela 3) foi
reduzido nos grupos que receberam 5-FU (5-FU e ARG 5-FU), quando comparados o
periodo sem inducdo de mucosite (12 ao 7° dia) e apds a inducao (8° ao 10° dia).
Avaliando cada periodo, o consumo até o 7° dia foi igual entre todos os grupos. No
entanto, apos a indugao observou-se reducao do consumo alimentar e hidrico no grupo
ARG 5-FU.

Tabela 2 — Consumo alimentar

dg/’kg de peso/dia
Grupo

12 a0 72 dia 82 ao 102 dia

Controle 161,30 (142,20 — 183,90)A.a 131,60 (126,30 — 145,10)A,a
ARG 157,60 (140,80 — 180,40)A.a 130,40 (124,00 — 154,70) A,a
5-FU 164,40 (159,20 — 179,20)A.a 100,10 (93,58 — 111,70)B,ab

ARG 5-FU 157,10 (142,70 — 173,70)A,a 88,25 (79,15 — 100,20)B,b

Consumo alimentar até a inducao da mucosite (12 ao 72 dia) e apos a inducgao (82 ao 102 dia).
Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS (Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via
intraperitoneal, alimentados com ragcao comercial e bebendo agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-
FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagbes multiplas de
Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. Letras diferentes representam
diferenca estatistica (p<0,05) em uma mesma linha (mailsculas) e em uma mesma coluna (mindsculas).
Letras iguais em uma mesma linha (mailsculas) ou coluna (minusculas) representam auséncia de
diferenca estatistica (p>0,05).n = 4 para todos os grupos.
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Tabela 3 — Consumo hidrico e de aminoacidos

Consumo hidrico Consumo aminoacidos >
Grupo (mL/kg peso/dia) (g/kg peso/dia)
12 a0 72 dia 82a0 102 dia 12 a0 72 dia 82ao0 102 dia

Controle 356,90 358,60 7,14 7,17
(318,70 — 409,7)Aa (290,50 — 460,10)A.a (6,37 —8,19)Aa (5,81 —9,20)A,a

ARG 342,10 322,50 7,22 6,45
(309,90 — 367,70)Aa (249,00 — 364,50)A,ab (6,26 — 7,48)A.a (4,98 —7,29)A,ab

5-FU 365,40 217,70 7,06 4,35
(356,80 — 428,00)Aa (185,80 — 254,10)B,ab (6,83 -8,54)A.a  (3,72-5,08)B,ab

ARG 5- 330,50 161,30 6,61 3,23
FU (306,20 — 338,90)A,a (133,20 — 225,40)B,b (6,12 —6,78)Aa (2,66 —4,51)B,b

Consumo hidrico (1) e de aminoacidos (2) até a inducdao da mucosite (12 ao 72 dia) e apos a
inducao (82 ao 102 dia). Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS (Controle e ARG) ou 5-FU (5-
FU e ARG 5-FU) por via intraperitoneal, alimentados com ragao comercial e bebendo agua com 2% de L-
alanina (Controle e 5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de
comparagdes multiplas de Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil.
representam diferenga estatistica (p<0,05) em uma mesma linha (maidsculas) e em uma mesma coluna
(mindsculas). Letras iguais em uma mesma linha (maidsculas) ou coluna (minUsculas) representam
auséncia de diferenca estatistica (p>0,05). n = 4 para todos os grupos.

5.2 Evolucao de peso

N&ao houve diferenga na variacao de peso até a inducao da mucosite, com ganho
de peso em todos os grupos (Figura 5A). Ap6s a indugdo observou-se perda de peso
nos grupos 5-FU e ARG 5-FU. Houve diferenca nesse periodo em relacao aos grupos
que receberam PBS (Figura 5B).
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Figura 5 (A e B) — Variacao de peso até a inducao da mucosite (A: 12 ao 72 dia) e apés a inducao
(B: 82 ao 102 dia). Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS (Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e
ARG 5-FU) por via intraperitoneal, alimentados com ragdo comercial e bebendo agua com 2% de L-
alanina (Controle e 5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA One-way e teste de comparagdes
multiplas de Newman-Keuls. Resultados expressos em média e erro padrdo. Letras diferentes
representam diferenga estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenga estatistica
(p>0,05). n = 12,14,12,14 para os grupos Controle, ARG, 5-FU e ARG 5-FU, respectivamente.

5.3 Comprimento intestinal

Observou-se reducdo do comprimento do intestino delgado no grupo 5-FU,
enquanto o grupo que recebeu L-arginina (ARG 5-FU) manteve o comprimento

semelhante aos grupos Controle e ARG (Figura 6).
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Figura 6 - Comprimento do intestino delgado trés dias apos tratamento com PBS ou 5-FU Animais
tratados com 200mg/kg de peso de PBS (Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via
intraperitoneal, alimentados com ragcao comercial e bebendo agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-
FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA One-way e teste de comparag¢des multiplas de Newman-
Keuls. Resultados expressos em média e erro padrdo. Letras diferentes representam diferenca
estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica (p>0,05).
n=11,13,12,13 para os grupos Controle, ARG, 5-FU e ARG 5-FU, respectivamente. Outliers retirados.
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5.4 Analise histoldgica e escore histopatoldgico

O intestino delgado do grupo Controle, em todas as porcdes estudadas,
apresentou estrutura morfolégica dentro dos parédmetros de normalidade, com
preservacao das vilosidades e epitélio integro. O tratamento com L-arginina (grupo
ARG) nado alterou os padrdes de normalidade, com manutencdo da mucosa
semelhante ao grupo Controle. As Figuras 7A e 7B ilustram a mucosa do duodeno dos
dois grupos. As Figuras 8A e 8B representam a mucosa do jejuno proximal. As Figuras
A23 e A24 (APENDICE A) ilustram a mucosa do jejuno distal e ileo.

Observou-se na mucosa dos animais do grupo 5-FU intenso processo
inflamatério com ulceracdo e reducao do tamanho das vilosidades, alterando a
arquitetura da mucosa em todos os segmentos estudados (Figura 7C e 8C). No grupo
ARG 5-FU o tratamento com L-arginina reduziu, de forma leve a moderada, a lesdo no

duodeno e jejuno proximal, mas ndo nos outros segmentos (Figura 7D e 8D).

Em todas as porcdes analisadas observou-se escore histopatolégico elevado no
grupo 5-FU, sendo o escore em mediana e intervalo interquartil 12,00 (11,00 — 12,00)
no duodeno, 10,00 (10,00 — 12,00) no jejuno proximal, 11,50 (9,75 — 12,00) no jejuno
distal e 11,50 (11,00 — 12,00) no ileo.

No grupo ARG 5-FU o escore foi numericamente menor, sendo 8,00 (6,00 —
9,00) no duodeno, 8,00 (7,00 — 8,00) no jejuno proximal, 10,50 (10,00 — 11,75) no
jejuno distal e 10,50 (10,00 — 11,00) no ileo. No entanto, ndo houve diferenca
estatistica entre o escore do grupo ARG 5-FU e 5-FU. Contudo, verificou-se no
duodeno (Figura 9) e jejuno proximal (Figura 10) dos animais do grupo ARG 5-FU
escore intermediario entre os grupos Controle e ARG (menor escore) e o grupo 5-FU
(maior escore). As Figuras 9 a 12 representam o escore histopatolégico total de cada

segmento.
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Figura 7 - Aspecto morfolégico do duodeno trés dias apos tratamento com PBS ou 5-FU. Animais
tratados com 200mg/kg de peso de PBS (Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via
intraperitoneal, alimentados com racao comercial e bebendo agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-
FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). Grupo Controle (A), ARG (B), 5-FU (C), ARG 5-FU (D). Aumento
de 10x.

Figura 8 - Aspecto morfolégico do jejuno proximal trés dias apds tratamento com PBS ou 5-FU.
Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS (Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via
intraperitoneal, alimentados com racao comercial e bebendo agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-
FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). Grupo Controle (A), ARG (B), 5-FU (C), ARG 5-FU (D). A seta em
C aponta para area com intensa perda do epitélio e das vilosidades, com presenca de células
inflamatérias. Aumento de 10x.
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Figura 9 — Escore histopatolégico total do duodeno trés dias apos tratamento com PBS ou 5-FU.
Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS (Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via
intraperitoneal, alimentados com ragcao comercial e bebendo agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-
FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagbes multiplas de
Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. Letras diferentes representam
diferenca estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenga estatistica (p>0,05).
n= 6,8,6,8 para os grupos Controle, ARG, 5-FU e ARG 5-FU, respectivamente. Outliers retirados.
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Figura 10 — Escore histopatoldgico total do jejuno proximal trés dias apds tratamento com PBS
ou 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS (Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-
FU) por via intraperitoneal, alimentados com ragdo comercial e bebendo agua com 2% de L-alanina
(Controle e 5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagbes
multiplas de Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. Letras diferentes
representam diferenga estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenga estatistica
(p>0,05). n = 6,8,6,8 para os grupos Controle, ARG, 5-FU e ARG 5-FU, respectivamente. Outliers
retirados.
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Figura 11 — Escore histopatoldgico total do jejuno distal trés dias apds tratamento com PBS ou 5-
FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS (Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por
via intraperitoneal, alimentados com ragédo comercial e bebendo dgua com 2% de L-alanina (Controle e
5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagdes mdultiplas de
Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. Letras diferentes representam
diferenca estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica (p>0,05).
n = 6,8,6,8 para os grupos Controle, ARG, 5-FU e ARG 5-FU, respectivamente. Outliers retirados.
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Figura 12 — Escore histopatolégico total do ileo trés dias apds tratamento com PBS ou 5-FU.
Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS (Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via
intraperitoneal, alimentados com ragcado comercial e bebendo agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-
FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA Kruskal-Wallis e teste de comparagbes multiplas de
Dunn’s. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. Letras diferentes representam
diferenca estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenga estatistica (p>0,05).
n = 6,8,6,8 para os grupos Controle, ARG, 5-FU e ARG 5-FU, respectivamente. Outliers retirados.

Apés verificar as alteracdes morfoldgicas no intestino delgado, investigaram-se
as alteracdes teciduais por meio das analises de estresse oxidativo e infiltrado celular.
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5.5 Estresse oxidativo

5.5.1 Peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica no intestino delgado foi igual entre os grupos em todas as
porcdes do intestino delgado, por isso optou-se pela exibicdo dos gréaficos
contemplando o intestino delgado como um todo (Figura 13).
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Figura 13 - Analise da peroxidacao lipidica por TBARS no intestino delgado trés dias apos
tratamento com PBS ou 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS (Controle e ARG) ou 5-
FU (5-FU e ARG 5-FU) por via intraperitoneal, alimentados com ragado comercial e bebendo agua com
2% de L-alanina (Controle e 5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA One-way e teste de
comparacdes multiplas de Newman-Keuls. Resultados expressos em média e erro padrao. Auséncia de

letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 12,14,12,14 para os grupos Controle, ARG, 5-FU e ARG 5-
FU, respectivamente. Outliers retirados.
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5.5.2 Concentracao de hidroperoxidos

Assim como da peroxidacgdao lipidica, ndo houve diferenca entre os grupos, ao se
avaliar duodeno, jejuno e ileo. Os dados do intestino delgado em geral sao
apresentados (Figura 14).
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Figura 14 - Dosagem da concentracao de hidroperoxidos no intestino delgado trés dias apods
tratamento com PBS ou 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS (Controle e ARG) ou 5-
FU (5-FU e ARG 5-FU) por via intraperitoneal, alimentados com ragao comercial e bebendo agua com
2% de L-alanina (Controle e 5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA One-way e teste de
comparagoes multiplas de Newman-Keuls. Resultados expressos em média e erro padrdao. Auséncia de
letras: sem diferencga estatistica (p>0,05). n = 12,12,9,12 para os grupos Controle, ARG, 5-FU e ARG 5-
FU, respectivamente. Outliers retirados.
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5.6 Avaliacao do infiltrado celular

5.6.1 Atividade de MPO

A atividade de MPO foi igual tanto no duodeno (Figura 15) como no ileo (Figura
17), observando-se alteracao somente no jejuno, com aumento da atividade da enzima
no grupo 5-FU. O grupo que recebeu L-arginina (ARG 5-FU), no entanto, apresentou

atividade de MPO intermediaria entre os controles (Controle e ARG) e 5-FU (Figura
16).
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Figura 15 - Avaliacdao da atividade de MPO (medida indireta da infiltracao de neutréfilos) no
duodeno trés dias apos tratamento com PBS ou 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de
PBS (Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via intraperitoneal, alimentados com racao
comercial e bebendo dgua com 2% de L-alanina (Controle e 5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU).
ANOVA One-way e teste de comparacgdes multiplas de Newman-Keuls. Resultados expressos em média
e erro padrao. Auséncia de letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 10,8,10,7 para os grupos
Controle, ARG, 5-FU e ARG 5-FU, respectivamente. Outliers retirados.
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Figura 16 - Avaliacao da atividade de MPO (medida indireta da infiltracao de neutrofilos) no jejuno
trés dias apos tratamento com PBS ou 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS
(Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via intraperitoneal, alimentados com ragao comercial e
bebendo agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA One-
way e teste de comparacdes multiplas de Newman-Keuls. Resultados expressos em média e erro
padrdo. Letras diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia

de diferenca estatistica (p>0,05). n = 9,12,10,9 para os grupos Controle, ARG, 5-FU e ARG 5-FU,
respectivamente. Outliers retirados.
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Figura 17 - Avaliacdo da atividade de MPO (medida indireta da infiltracdo de neutréfilos) no
duodeno trés dias apos tratamento com PBS ou 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de
PBS (Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via intraperitoneal, alimentados com racao
comercial e bebendo agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU).
ANOVA One-way e teste de comparacdes multiplas de Newman-Keuls. Resultados expressos em média
e erro padrdo. Auséncia de letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 6,11,12,9 para os grupos
Controle, ARG, 5-FU e ARG 5-FU, respectivamente. Outliers retirados.
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5.6.2 Atividade de NAG

A atividade de NAG foi igual entre os grupos em duodendo (Figura 18) e ileo
(Figura 20). No entanto, verificou-se menor atividade de NAG no jejuno (Figura 19) dos
animais que receberam 5-FU (5-FU e ARG 5-FU).
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Figura 18 - Avaliacdao da atividade de NAG (medida indireta da infiltracao de macréfagos) no
duodeno trés dias apos tratamento com PBS ou 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de
PBS (Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via intraperitoneal, alimentados com racao
comercial e bebendo agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU).
ANOVA One-way e teste de comparag¢des multiplas de Newman-Keuls. Resultados expressos em média
e erro padrdo. Auséncia de letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 12,14,12,14 para 0s grupos
Controle, ARG, 5-FU e ARG 5-FU, respectivamente.
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Figura 19 - Avaliacdao da atividade de NAG (medida indireta da infiltracao de macréfagos) no
jejuno trés dias apos tratamento com PBS ou 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS
(Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via intraperitoneal, alimentados com ragao comercial e
bebendo agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA One-
way e teste de comparacdes multiplas de Newman-Keuls. Resultados expressos em média e erro
padrdo. Letras diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia

de diferenga estatistica (p>0,05). n = 11,14,12,14 para os grupos Controle, ARG, 5-FU e ARG 5-FU,
respectivamente. Outliers retirados.
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Figura 20 - Avaliacao da atividade de NAG (medida indireta da infiltracdo de macrofagos) no ileo
trés dias apos tratamento com PBS ou 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS
(Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via intraperitoneal, alimentados com ragao comercial e
bebendo agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA One-
way e teste de comparacdes multiplas de Newman-Keuls. Resultados expressos em média e erro
padrdo. Auséncia de letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 12,14,12,14 para os grupos Controle,
ARG, 5-FU e ARG 5-FU, respectivamente.



66
5.6.3 Atividade de EPO

A atividade de EPO foi menor no duodeno dos animais do grupo 5-FU. Ainda na
mesma por¢ao, observou-se menor atividade de EPO no grupo ARG 5-FU em relacao
ao grupo ARG, mas nao em relacéo aos demais grupos (Figura 21).

No jejuno, verificou-se menor atividade de EPO nos grupos que receberam 5-FU
(5-FU e ARG 5-FU) em relacao ao grupo ARG, mas ndo em relagdo ao grupo Controle
(Figura 22). No ileo ndo houve diferenca entre os grupos (Figura 23).
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Figura 21 - Avaliacdo da atividade de EPO (medida indireta da infiltracao de eosinéfilos) no
duodeno trés dias apos tratamento com PBS ou 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de
PBS (Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via intraperitoneal, alimentados com racao
comercial e bebendo dgua com 2% de L-alanina (Controle e 5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU).
ANOVA One-way e teste de comparacgdes multiplas de Newman-Keuls. Resultados expressos em média
e erro padrdo. Letras diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05). Letras iguais representam
auséncia de diferenga estatistica (p>0,05). n = 7,8,8,9 para os grupos Controle, ARG, 5-FU e ARG 5-FU,
respectivamente. Outliers retirados.
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Figura 22 - Avaliacao da atividade de EPO (medida indireta da infiltracao de eosinofilos) no jejuno
trés dias apos tratamento com PBS ou 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS
(Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via intraperitoneal, alimentados com ragao comercial e
bebendo agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA One-
way e teste de comparacdes multiplas de Newman-Keuls. Resultados expressos em média e erro
padrdo. Letras diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia
de diferenga estatistica (p>0,05). n = 8,10,7,9 para os grupos Controle, ARG, 5-FU e ARG 5-FU,
respectivamente. Outliers retirados.
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Figura 23 - Avaliacdo da atividade de EPO (medida indireta da infiltracdo de eosinéfilos) no ileo
trés dias apos tratamento com PBS ou 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS
(Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via intraperitoneal, alimentados com ragdo comercial e
bebendo agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA One-
way e teste de comparacdes multiplas de Newman-Keuls. Resultados expressos em média e erro
padrdo. Auséncia de letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 7,11,9,10 para os grupos Controle,
ARG, 5-FU e ARG 5-FU, respectivamente. Outliers retirados.
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5.7 Estudo da permeabilidade intestinal

Verificou-se maior permeabilidade intestinal no grupo 5-FU em relacdo a todos
os grupos. O grupo que recebeu L-arginina (ARG 5-FU) apresentou maior
permeabilidade em relacdo aos grupos Controle e ARG, no entanto a permeabilidade
foi menor em relagao ao grupo 5-FU (Figura 24).
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Figura 24 - Permeabilidade intestinal avaliada pela presenca de ¥mTc-DTPA no sangue de animais

apos tratamento com PBS ou 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS (Controle e
ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via intraperitoneal, alimentados com ragao comercial e bebendo
agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA One-way e teste
de comparacgdes multiplas de Newman-Keuls. Resultados expressos em média e erro padrdo. Letras
diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca
estatistica (p>0,05). n = 6,8,6,7 para os grupos Controle, ARG, 5-FU e ARG 5-FU, respectivamente.
Outliers retirados.
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6 DISCUSSAO

A mucosite intestinal acomete entre 40% e 100% dos pacientes em tratamento
com 5-FU. Isso contribui para interrupcao do tratamento, necessidade de modificacao
no esquema de administracdo da droga, mudanca na selecao do quimioterapico ou
reducao das doses, comprometendo a eficacia da terapia proposta, refletindo na saude
e qualidade de vida do paciente (SONIS, 2004; ANTUNIASSI, 2005; BOWEN et al.,
2006; LEITAO et al., 2007; STRINGER et al., 2009; VLIET et al., 2010).

Nossos dados mostram que a toxicidade proveniente da administracdo de 5-FU
foi observada nos camundongos com a dose de 200mg/kg de peso por via
intraperitoneal, como anteriormente relatado por Ferreira et al. (2012). Os efeitos da
administragdo de 5-FU em modelos animais sao citados na literatura, como a redugéo
do consumo alimentar (MONTEIRO, 2006; FERREIRA et al., 2012) e a perda de peso
(MONTEIRO, 2006; SOARES et al., 2008; LINDSAY et al., 2010; AZEVEDO et al.,
2012; FERREIRA et al., 2012).

Outros parametros que comprovam a indugcao da mucosite intestinal no presente
trabalho sao a redugao do comprimento intestinal, o elevado escore histopatolégico da
mucosa e o aumento do infiltrado de neutrdfilos, caracteristicas também observadas
por Ferreira et al. (2012). A administracdo de 5-FU também promoveu intenso processo
inflamat6ério com ulceracdo e reducdo do tamanho das vilosidades, alterando a
arquitetura da mucosa em todos os segmentos estudados, resultados condizentes com
os estudos de Soares et al. (2008) e Han et al. (2011) que utilizaram doses de

150mg/kg de peso e 200mg/kg de peso, respectivamente.

Soares et al. (2008) e Han et al. (2011) também observaram que as alteragdes
na mucosa sao percebidas com maior intensidade a partir do 3° dia apés o tratamento
com o farmaco, e que a partir do 5° dia ha recuperagcao da mucosa. A eutanasia no
terceiro dia apds a inducdo da mucosite parece ser, portanto, ideal para a avaliacdo
dos efeitos do 5-FU na mucosa. Seguindo as fases do desenvolvimento da mucosite
propostas por Sonis (2004), nota-se que, no nosso estudo, a eutanasia ocorreu na fase
de ulceragao.
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A L-alanina mostrou-se adequada como controle isoproteico, baseando-se
na comparacao entre os grupos que receberam o aminoacido € 0s que receberam
agua pura, na qual ndo foram observadas diferengas. A utilizacdo de L-alanina permitiu
a avaliacdo do efeito da L-arginina sem exercer impacto nos parametros analisados,
uma vez que a alanina ndo participa das vias metabdlicas de sintese de arginina
(JOBGEN et al., 2009).

Houve reducdo do consumo alimentar, hidrico e de aminoacidos entre os
animais tratados com 5-FU (5-FU e ARG 5-FU), quando comparados os periodos sem
inducado de mucosite (1% ao 7° dia) e apds a inducao (82 ao 10° dia). Quando avaliado
somente o periodo apds a inducao da mucosite observa-se que o consumo alimentar,
hidrico e de aminoacidos do grupo 5-FU foi igual aos dos demais grupos. No entanto
observa-se que o grupo ARG 5-FU teve menor consumo alimentar, hidrico e de
aminoacidos entre o 82 e 10° dia em relagdo ao grupo Controle, e menor consumo
alimentar (mas ndo hidrico e de aminoacidos), em relagdo ao grupo ARG. A partir
desses resultados verifica-se que a administragdo do farmaco, como ja relatado na
literatura, promove reducao da ingestdo alimentar e hidrica.

Observou-se ainda perda de peso nos grupos 5-FU e ARG apés a inducédo da
mucosite. Pode-se relacionar a perda a reducdo do consumo alimentar. O uso de
arginina nao evitou a perda de peso no grupo ARG 5-FU. Os resultados de
comprimento intestinal também ajudam a entender a perda de peso nos animais
tratados com 5-FU. Verificou-se que os animais do grupo 5-FU tiveram menor
comprimento intestinal, como relatado por Ferreira et al. (2012). Isso provavelmente
contribuiu para a perda de peso devido ao prejuizo na absor¢cao de nutrientes
promovido pela reducao da superficie de absorcao e presenca de ulceragoes. No grupo
ARG 5-FU observou-se comprimento intestinal igual ao dos grupos Controle e ARG.
Sabe-se que as poliaminas, provenientes do metabolismo da L-arginina ou L-ornitina,
possuem importante acdo no crescimento e desenvolvimento intestinal e na reparagéo
da mucosa (LOSER et al., 1999; GUO et al., 2002; MOINARD; CYNOBER; BRANDT,
2005). No entanto, apesar da recuperacdo promovida pela L-arginina, ndo houve

reducao da perda de peso no grupo ARG 5-FU.

Os achados histolégicos corroboram os dados do comprimento do intestino,
revelando intenso processo inflamatério, ulceracdes e reducao de vilosidades no grupo
5-FU, o que esta de acordo com a fase de ulceracdo proposta por Sonis (2004).



71

Monteiro (2006) e Ferreira et al. (2012) observaram alteracbes semelhantes com

o uso de 5-FU. As alteracdes foram observadas em todas as porcdes do intestino
delgado. A arginina melhorou de forma leve a moderada esses parametros no duodeno
e jejuno proximal, por¢bes mais afetadas na mucosite induzida por 5-FU no trabalho de
Monteiro (2006). A agado benéfica da arginina é reforgcada pelos resultados de escore

histopatoldgico, que apontaram para efeito intermediario do aminoacido.

Considerando que as EROs e o estresse oxidativo estdo envolvidos diretamente
na iniciacdo da mucosite (SONIS et al., 2004; MAEDA et al., 2010), avaliamos também
este parametro. Contudo, no presente estudo nao foram observadas diferencas entre
0s grupos em relacao a peroxidacgao lipidica e concentracao de hidroperéxidos. Sendo
assim, nao foi possivel avaliar o efeito da L-arginina no estresse oxidativo. No entanto e
contrariamente, Tripathi; Chandra; Misra (2010) observaram a acdo do aminoacido na
reducao da peroxidacgao lipidica em pacientes com angina instavel.

Por outro lado, em concordancia com os nossos dados, Miyazono; Gao; Horie
(2004) e Maeda et al. (2010) observaram retorno aos niveis normais de producao de
EROs e peroxidagao lipidica 72 horas apés a indugao da mucosite em animais tratados
com MTX. Os autores relataram que o aumento do estresse oxidativo ocorreu no
periodo entre 24 horas e 48 horas apds a inducdo. Takuma et al. (2008) também
observaram, em mucosite oral por 5-FU, aumento da peroxidagao lipidica no primeiro
dia ap6s a indugéao, que voltou a niveis normais quando avaliada no quinto dia, fato que
pode justificar a falta de diferengas vista em nosso estudo. Em um préximo estudo seria
interessante avaliar o estresse oxidativo em diferentes periodos, visando observar se a
L-arginina exerce algum efeito na reducao do estresse oxidativo ou se a reducéo se da

somente pelo avancgo natural da mucosite.

Além do estresse oxidativo, a presenca de infiltrado inflamatério é caracteristica
da mucosite, promovida pelo aumento de moléculas de adesao resultantes da ativacao
de NF-kB (VAN YE et al., 1993; SONIS et al., 2004). A infiltracdo de neutréfilos tem
sido relatada em diversos trabalhos que avaliaram a mucosite, como os de Azevedo et
al. (2012), Ferreira et al. (2012) e Soares et al. (2013).

No presente estudo o infiltrado de neutrdéfilos (atividade de MPO) foi igual entre
0s grupos no duodeno e ileo, no entanto foi maior no grupo 5-FU no jejuno. Lindsay et
al. (2010), avaliando atividade de mieloperoxidase em ratas com mucosite induzida por

5-FU, observaram aumento da atividade da enzima no jejuno, aumento ndo observado
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no ileo, considerando o0 mesmo periodo apds a indugdo da mucosite (72 horas).

No entanto, os autores verificaram aumento da atividade da enzima no ileo 96 horas
apos a inducao. A arginina também exerceu efeito nesse parametro e a atividade de
MPO foi intermediaria no grupo.

O infiltrado de macro6fagos (atividade de NAG) em duodeno e ileo foi igual entre
0S grupos, corroborando os trabalhos de Santos (2011) e Ferreira et al. (2012), que nao
encontraram alteracdo na atividade de NAG no intestino delgado apés administracao
de 5-FU. Ja no jejuno os grupos que receberam 5-FU apresentaram menor atividade de
NAG. Gazinnelli et al. (2010) sugerem que a atividade de NAG na mucosa intestinal
afetada pela mucosite reflta mais a integridade do tecido do que o processo
inflamatério local, uma vez que os macrofagos podem ser residentes na mucosa.
Sendo assim, provavelmente a menor atividade de NAG observada nos grupos que
receberam o farmaco reflita a reducdo do numero de células residentes na mucosa

lesada.

A atividade de EPO foi menor no duodeno dos animais do grupo 5-FU, e a L-
arginina promoveu aumento nessa porcao, com atividade de EPO intermediaria entre
0s grupos sem mucosite e o grupo 5-FU. No jejuno a atividade de EPO dos grupos 5-
FU e ARG 5-FU foi menor do que a do grupo ARG, enquanto no ileo ndo houve
diferenca entre os grupos. Os resultados foram inesperados, pois Ferreira et al. (2012)
utilizando o mesmo modelo encontraram maior infiltrado de eosinéfilos em todo o

intestino delgado dos animais que receberam o farmaco.

A participacdo dos neutréfilos na mucosite intestinal é bem documentada,
enquanto o comportamento de macréfagos e eosinofilos nesse modelo ainda é pouco
conhecido. Sendo assim, o estudo mais detalhado dessas células na mucosite
intestinal € necessario para melhor entendimento. Ainda, podem ocorrer diferencas
entre as porcdes do intestino (duodeno, jejuno e ileo) no que se refere ao infiltrado
celular, podendo estar relacionadas ao tempo apds a indugdo da mucosite, como
observado no ja citado estudo de Lindsay et al. (2010). Essa variagao pode explicar a
auséncia de diferengas em duodeno e ileo observadas em relagdo ao infiltrado de
neutréfilos, macréfagos e eosinéfilos. Novos estudos sdo necessarios para responder
também essas questoes.

E importante observar que a presenca de indicadores de inflamacdo como o

estresse oxidativo e o infiltrado celular ndo sao exclusivos dos animais com mucosite,
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como verificado nos resultados do presente estudo. No entanto, os niveis
observados nos animais dos grupos Controle e ARG sdo considerados normais. A
inflamagé&o intestinal fisiologica ocorre para manter a homeostase do trato
gastrointestinal (FIOCCHI, 2005).

A regulagdo da difusdo passiva pela barreira € centrada na habilidade das
juncdes firmes de selecionar os solutos benéficos para o organismo, evitando a
passagem de antigenos, toxinas e patégenos (BLIKSLAGER et al, 2007). As
alteracdes na barreira intestinal podem aumentar o risco de bacteremia e sepse
durante a mucosite intestinal (SONIS et al., 2004). Sabe-se as células inflamatérias
podem promover alteracdo das proteinas das juncdes firmes e aderentes, aumentando
a permeabilidade intestinal (RAO et al., 2002 e SHETH et al., 2003; MAEDA et al.,
2010). Sendo assim, os achados histolégicos e a elevada infiltracdo de neutréfilos
podem explicar o aumento da permeabilidade intestinal nos animais tratados com 5-FU.

A L-arginina conseguiu reduzir a permeabilidade intestinal, embora a mesma
ainda tenha sido maior do que a dos grupos Controle e ARG, o que nao descarta o
beneficio do aminoacido na melhora da permeabilidade. Estes resultados estdo em
concordancia com os resultados de escore histopatolégico, onde nota-se melhora
moderada na inflamacdo e arquitetura da mucosa nos animais do grupo ARG 5-FU,
além de melhora no infiltrado inflamatério do intestino como um todo. Embora a
avaliacao da acao da arginina nas proteinas das juncdes firmes e aderentes ndo tenha
sido realizada no presente estudo, nossos dados reforcam o papel protetor da arginina
nas alteracdes da permeabilidade intestinal.

L-arginina é aminoacido com efeitos comprovados na mucosa intestinal, seja na
mucosite, como observado no presente trabalho e no de Gurbuz; Kunzelman; Ratzer
(1998) e Koppelmann et al. (2012), ou em outras alteracdes intestinais (THOMAS et al.,
2001; OZTURK et al., 2002; QUIRINO et al., 2007; VIANA et al., 2010; COBURN et al.,
2012; QUIRINO et al., 2012). O presente trabalho, além de reforgar a acao benéfica do
aminoacido na reducao da inflamacao e melhora da arquitetura da mucosa, acrescenta
a observacao do papel do aminoacido na melhora da permeabilidade intestinal nesse

modelo, o que pelo nosso conhecimento nao havia ainda sido relatado.

A concentracdo de L-arginina na agua adotada no estudo (2%) foi a mesma
utilizada por Koppelmann et al. (2012) para avaliar o efeito do aminoacido na mucosite

intestinal induzida por MTX. No nosso trabalho a ingestdo de L-arginina como
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suplementacao foi de 6,61g/kg de peso/dia antes da indugdo da mucosite, tendo

sido reduzida para 3,23g/kg de peso/dia ap6s a inducdo para o grupo ARG 5-FU.
Embora a ingestdo tenha sido reduzida ap6s a inducdo de mucosite, a quantidade
ingerida pelos animais ainda foi maior do que a ingestao pela qual foram observados
efeitos benéficos no estudo de Koppelmann et al. (2012) e semelhante a ingestéo
relatada por Quirino et al. (2007) — aproximadamente 1g/kg de peso/dia e 3g/kg de
peso/dia, respectivamente — o que é reforcado pelos resultados positivos vistos no
atual estudo.

Nao foram observados efeitos adversos com a suplementagdo, como diarreia.
Além disso, a avaliacdo histolégica revelou que o tratamento com L-arginina (grupo
ARG) né&o alterou os padrées de normalidade da mucosa. Em relagdo ao consumo de
aminoacidos, a unica diferenca observada foi entre o grupo ARG 5-FU e o grupo
Controle (consumindo alanina). No entanto, como as comparacdes essenciais para
avaliar o efeito da L-arginina na mucosite foram realizadas entre os grupos 5-FU e ARG

5-FU, essa diferenca nao representou alteragdo nos resultados.

No presente estudo observou-se que a L-arginina foi capaz de promover
melhora no comprimento intestinal, na morfologia, na inflamagdo e na permeabilidade
da mucosa intestinal, estabelecendo niveis intermediarios entre as caracteristicas da
mucosa normal e os efeitos do 5-FU. O mecanismo de ag¢édo da L-arginina na melhora
intestinal ainda ndo esta totalmente esclarecido. Sabe-se que o Oxido nitrico
proveniente do metabolismo da arginina pela INOS exerce importante participagdo na
lesédo tecidual. No entanto, diversos trabalhos relacionam o NO a protecdo da mucosa
(KUBES e McCAFFERTY, 2000). Thomas et al., (2001) acreditam que a melhora na
lesdo da mucosa induzida por laporotomia em animais que receberam L-arginina seja
mediada pela produgcdo de NO, uma vez que a administragdo de inibidor de éxido

nitrico sintases preveniu a prote¢cdo da mucosa.

Embora se saiba que o NO exerce efeitos anti-inflamatérios no epitélio intestinal,
0 mecanismo exato desses efeitos ndo esta totalmente elucidado (LEFER e LEFER,
1999). Acredita-se que as diferengas entre a NOS constitutiva e a indutivel expliquem
em parte a protecdo da mucosa pelo NO. A forma constitutiva atua na modulagao da
integridade tecidual do trato gastrointestinal (TANAKA et al., 2001), enquanto a forma
indutivel esta envolvida na les&o tecidual (LEITAO et al., 2011). Takeuchi et al. (2007)

avaliando o efeito do NO e das NOS nas lesdes intestinais promovidas pela
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administragcdo de indometacina, concluiram que a eNOS (constitutiva) exerce
fungdo na cicatrizacdo das lesdes intestinais, e que a forma predominante de NOS
depende do estagio de cicatrizacdo, sendo a iINOS na fase inicial e a eNOS na fase
tardia. Os autores acreditam ainda que o NO contribui para a cicatrizacdao das
ulceracdes intestinais estimulando a angiogénese, provavelmente por meio da
modulacao da expressao de fatores de crescimento. No entanto, a divisdo entre a acao
do NO produzido pelas formas constitutiva e indutivel tem sido questionada por nao
explicar totalmente os dados relatados na literatura (MARTIN; JIMENEZ; MOTILVA,
2001).

Outro possivel mecanismo de acdao do NO é a inibicdo de NF-kB pela ativacao
do promotor de IkB-a, subunidade inibitéria de NF-kB, reduzindo a expressdao de
moléculas de adesao, consequentemente reduzindo o infiltrado inflamatério, o estresse
oxidativo e a permeabilidade intestinal. A reacdo do NO com EROs como superoxido e
peréxido de hidrogénio, inativando as moléculas, € outro mecanismo relatado na
literatura (LEFER e LEFER, 1999; KUBES e McCAFFERTY, 2000). Contudo, o
mecanismo que parece explicar melhor o papel da L-arginina na recuperacdo da
mucosite intestinal seja a relagéo entre NO e poliaminas.

As poliaminas sao sintetizadas a partir da ornitina ou da agmatina, produto do
catabolismo da arginina, e a participacao dessas moléculas na proliferacdo celular é
bem documentada. O efeito das poliaminas nesse processo pode estar relacionado a
interacdo das moléculas com p53, que exercem fungdo essencial na regulacao de
diversos genes envolvidos no crescimento e morte celular (MOINARD; CYNOBER,;
BRANDT, 2005).

As poliaminas estdo envolvidas também na diferenciacdo de células
imunolégicas e na regulagdo da inflamagdo, além de regularem a expressdo de
proteinas das juncdes firmes e aderentes, afetando a permeabilidade intestinal (GUO et
al., 2003; MOINARD; CYNOBER; BRANDT, 2005; GUO et al. 2005; LIU et al., 2009). A

acao na mucosite intestinal também ja foi documentada (GAO et al., 2002).

Acredita-se que existam modificacdes temporais na expressdo de NOS e sintese
de poliaminas no local da inflamagdo. O 6xido nitrico é essencial na fase inicial da
lesdo da mucosa, agindo na erradicacdo dos possiveis patégenos. Nessa fase a
produgédo de poliaminas ndo seria benéfica, pois afetaria a acdo do NO. No entanto, a
sintese continua de NO promoveria supressdo da sintese de poliaminas, inibindo a
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proliferacdo celular na fase tardia. Sendo assim, acredita-se que haja
interregulagao entre as vias (SATRIANO, 2004).

No inicio, a ativagdo de NOS favorece o acumulo de células inflamatérias e inibe
a sintese de poliaminas. A ativacao e subsequente morte dessas células pode ser
responsavel pelo aumento de arginase e consequentemente da sintese de ornitina,
favorecendo a proliferagdo celular via sintese de poliaminas, que inibem a expressao
de iNOS (SATRIANO, 2004; MOINARD; CYNOBER; BRANDT, 2005). Satriano (2004)
sugere que a agmatina, produto do catabolismo da arginina e substrato na sintese de
poliaminas seja a molécula regulatéria da transigdo entre INOS/NO e
arginase/ODC/poliaminas.

Quirino et al. (2012) estudando a L-arginina em modelo de obstrugéo intestinal
observaram melhora da permeabilidade intestinal e aumento da concentracdo de
poliaminas com a utilizacdo do aminoacido. No entanto, o papel da suplementacdo com
L-arginina na relacdo entre NO e poliaminas ainda n&o esta totalmente esclarecido.
Talvez a participagcédo da L-arginina no processo seja o fornecimento de substrato para
as reacoes, ou talvez a concentragdo do aminoacido possa favorecer uma ou outra
reacdo. E importante ressaltar que apesar dos possiveis mecanismos citados nédo
foram avaliados parametros relativos ao 6xido nitrico e poliaminas no presente estudo.
A investigacdo desses parametros em um proximo trabalho ajudaria a elucidar a
participacdo dos compostos na mucosite intestinal. Além disso, outros mecanismos

podem ajudar a entender melhor o efeito do aminoacido na mucosa.

A partir dos resultados observados no presente estudo, verificou-se que o efeito
do pré-condicionamento com L-arginina em modelo de mucosite intestinal induzida por
5-FU nédo é de recuperacao total, mas intermediaria. At¢é o momento nao foram
encontrados dados sobre o efeito do aminoacido na mucosite intesinal em humanos.
Mesmo assim, o estudo da L-arginina na mucosite intestinal induzida por 5-FU parece
promissor, especialmente se a recuperacado promovida pelo aminoacido for capaz de
reduzir os efeitos adversos da mucosite, que geram o risco de abandono do tratamento
quimioterapico, os altos custos hospitalares e a mortalidade aumentada, melhorando,
assim, a qualidade de vida do paciente. Outra vez, a demanda por novos estudos &
salientada.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos conclui-se que a mucosite intestinal foi induzida
pela administracdo de 5-FU, levando a redugdo do consumo alimentar, perda de peso e
intenso processo inflamatoério, ulceragcdes e reducdo das vilosidades na mucosa
intestinal, além de aumento da permeabilidade. O pré-tratamento com L-arginina
promoveu, de forma intermediaria, melhora do processo inflamatério, da arquitetura da
mucosa e da permeabilidade intestinal, resultando em melhora moderada da mucosite
intestinal. Contudo s&o necessarios novos estudos com o aminoacido, visando futuros

beneficios em pacientes.
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8 PERSPECTIVAS

e Avaliar o estresse oxidativo na mucosite intestinal em diferentes periodos (24hs,
36hs e 48hs apds a inducdo da mucosite, por exemplo), visando observar se a
L-arginina exerce algum efeito na reducao do estresse oxidativo;

e Avaliar o infiltrado celular também em diferentes periodos nas por¢des do
intestino delgado, com o objetivo de analisar mais detalhadamente a acao da L-
arginina nesse parametro, além de conhecer melhor as alteragbes que ocorrem

de acordo com o tempo apds a indugcdo da mucosite;

e Estudar o efeito da arginina nas proteinas das juncdes firmes e aderentes,

envolvidas na permeabilidade intestinal,

e Avaliar a acdo do aminoacido na producao de NO pelas NOS e na relacéo entre

NO e poliaminas na mucosite intestinal.
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APENDICE A

DADOS COMPLEMENTARES

Analises comparativas entre os grupos Controle e Controle sem ALA e 5-FU e 5-
FU sem ALA

Tabela A1 — Consumo alimentar e hidrico

Consumo alimentar Consumo hidrico

Grupo (9/kg peso/dia) (mL/kg peso/dia)
12 ao 72 dia 82 ao 10¢ dia 12 a0 72 dia 82 ao 10¢ dia
161,30 131,60 356,90 358,60
Controle
(142,20 — 183,90) (126,30 — 145,10) (318,70 — 409,7) (290,50 — 460,10)
Controle 155,90 142,40 267,20 246,40
semALA (45390 _157,80) (127,60 — 157,20) (253,20 —281,10) (219,40 — 273,40)
164,40 100,10 365,40 217,70
5-FU
(159,20 — 179,20) (93,58 — 111,70) (356,80 — 428,00) (185,80 — 254,10)
5-FU sem 176,00 105,30 313,70 171,80
ALA

(159,70 — 192,30)

(79,50 — 131,10)

(305,40 — 322,00)

(123,50 — 220,00)

Consumo alimentar e hidrico até a inducao da mucosite (12 ao 72 dia) e apés a inducao (82 ao 102
dia). Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS (Controle e Controle sem ALA) ou 5-FU (5-FU e
5-FU sem ALA) por via intraperitoneal, alimentados com ragdo comercial e bebendo agua pura ou

suplementada com 2% de L-alanina. n = 4 para todos o0s grupos.
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Figura A1 — Variacao de peso até a inducdao da mucosite (A: 12 ao 72 dia) e apos a inducao (B: 82
ao 102 dia). Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS por via intraperitoneal, alimentados com
racdo comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de L-alanina. Teste t de Student nao
pareado. Resultados expressos em média e erro padrdao. Auséncia de letras: sem diferenga estatistica
(p>0,05). n = 12 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA, respectivamente.
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Figura A2 - Comprimento do intestino delgado trés dias apds tratamento com PBS. Animais
tratados com 200mg/kg de peso de PBS por via intraperitoneal, alimentados com ragado comercial e
bebendo agua pura ou suplementada com 2% de L-alanina. Teste t de Student nao pareado. Resultados
expressos em média e erro padrao. Auséncia de letras: sem diferenga estatistica (p>0,05). n =10 e 6
para os grupos Controle e Controle sem ALA, respectivamente. Qutliers retirados.
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Figura A3 - Avaliacdo da atividade de NAG (medida indireta da infiltracdo de macréfagos) no
duodeno trés dias apds tratamento com PBS. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS por
via intraperitoneal, alimentados com racdo comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de
L-alanina. Teste t de Student ndo pareado. Resultados expressos em média e erro padrao. Auséncia de

letras: sem diferenga estatistica (p>0,05). n = 12 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente.
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Figura A4 - Avaliacdao da atividade de NAG (medida indireta da infiltracdo de macréfagos) no
jejuno trés dias apos tratamento com PBS. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS por via
intraperitoneal, alimentados com ragdo comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de L-
alanina. Teste de Mann Whitney. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. Auséncia de

letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 11 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente. Outliers retirados.
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Figura A5 - Avaliacao da atividade de NAG (medida indireta da infiltracao de macréfagos) no ileo
trés dias apos tratamento com PBS. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS por via
intraperitoneal, alimentados com ragdo comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de L-
alanina. Teste t de Student ndo pareado. Resultados expressos em média e erro padrao. Auséncia de

letras: sem diferenga estatistica (p>0,05). n = 12 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente.
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Figura A6 - Avaliacdo da atividade de MPO (medida indireta da infiltragdo de neutréfilos) no
duodeno trés dias apds tratamento com PBS. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS por
via intraperitoneal, alimentados com racdo comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de
L-alanina. Teste t de Student ndo pareado. Resultados expressos em média e erro padrao. Auséncia de

letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 10 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente. Outliers retirados.
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Figura A7 - Avaliacao da atividade de MPO (medida indireta da infiltracao de neutréfilos) no jejuno
trés dias apos tratamento com PBS. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS por via
intraperitoneal, alimentados com rag¢do comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de L-
alanina. Teste t de Student ndo pareado. Resultados expressos em média e erro padrdao. Auséncia de

letras: sem diferenga estatistica (p>0,05). n = 9 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente. Outliers retirados.
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Figura A8 - Avaliacdo da atividade de MPO (medida indireta da infiltragcdo de neutroéfilos) no ileo
trés dias apos tratamento com PBS. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS por via
intraperitoneal, alimentados com ragdo comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de L-
alanina. Teste t de Student ndo pareado. Resultados expressos em média e erro padrao Auséncia de

letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 6 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente. Outliers retirados.
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Figura A9 - Avaliacdao da atividade de EPO (medida indireta da infiltracdo de eosinéfilos) no
duodeno trés dias apos tratamento com PBS. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS por
via intraperitoneal, alimentados com racdo comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de
L-alanina. Teste t de Student ndo pareado. Resultados expressos em média e erro padrao. Auséncia de

letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 7 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente. Outliers retirados.
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Figura A10 - Avaliacdo da atividade de EPO (medida indireta da infiltracdo de eosinéfilos) no
duodeno trés dias apos tratamento com PBS. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS por
via intraperitoneal, alimentados com racdo comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de
L-alanina. Teste t de Student ndo pareado. Resultados expressos em média e erro padrao. Auséncia de

letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 8 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente. Outliers retirados.
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Figura A11 - Avaliacdo da atividade de EPO (medida indireta da infiltracdo de eosinéfilos) no
duodeno trés dias apds tratamento com PBS. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS por
via intraperitoneal, alimentados com racdo comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de
L-alanina. Teste de Mann Whitney. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. Auséncia
de letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n =7 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente. Outliers retirados.
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Figura A12 — Variacao de peso até a inducao da mucosite (A: 12 ao 72 dia) e apés a inducéo (B: 8°
ao 102 dia). Animais tratados com 200mg/kg de peso de 5-FU por via intraperitoneal, alimentados com
racdo comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de L-alanina. Teste t de Student nao
pareado. Resultados expressos em média e erro padrdao. Auséncia de letras: sem diferenga estatistica
(p>0,05). n =12 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA, respectivamente.
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Figura A13 - Comprimento do intestino delgado trés dias apdés tratamento com 5-FU. Animais
tratados com 200mg/kg de peso de 5-FU por via intraperitoneal, alimentados com ragcdo comercial e
bebendo agua pura ou suplementada com 2% de L-alanina. Teste t de Student ndo pareado. Resultados
expressos em meédia e erro padrdo. Auséncia de letras: sem diferenga estatistica (p>0,05). n=12¢e 6
para os grupos Controle e Controle sem ALA, respectivamente.
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Figura A14 - Avaliacdo da atividade de NAG (medida indireta da infiltracdo de macroéfagos) no
duodeno trés dias apos tratamento com 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de 5-FU por
via intraperitoneal, alimentados com racdo comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de
L-alanina. Teste t de Student nao pareado. Resultados expressos em média e erro padrao. Auséncia de

letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 12 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente.
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Figura A15 - Avaliacao da atividade de NAG (medida indireta da infiltracdo de macroéfagos) no
jejuno trés dias apds tratamento com 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de 5-FU por via
intraperitoneal, alimentados com ragdo comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de L-
alanina. Teste t de Student ndo pareado. Resultados expressos em média e erro padrdao. Auséncia de

letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 12 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente.
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Figura A16 - Avaliacédo da atividade de NAG (medida indireta da infiltracido de macréfagos) no ileo
trés dias apdés tratamento com 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de 5-FU por via
intraperitoneal, alimentados com rag¢do comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de L-
alanina. Teste t de Student ndo pareado. Resultados expressos em média e erro padrdao. Auséncia de

letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 12 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente.
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Figura A17 - Avaliacdo da atividade de MPO (medida indireta da infiltracdo de neutréfilos) no
duodeno trés dias apos tratamento com 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de 5-FU por
via intraperitoneal, alimentados com racdo comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de
L-alanina. Teste t de Student ndo pareado. Resultados expressos em média e erro padrao. Auséncia de

letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 10 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente. Outliers retirados.
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Figura A18 - Avaliacdo da atividade de MPO (medida indireta da infiltracdo de neutréfilos) no
jejiuno trés dias apds tratamento com 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de 5-FU por via
intraperitoneal, alimentados com rag¢do comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de L-
alanina. Teste t de Student ndo pareado. Resultados expressos em média e erro padrdao. Auséncia de

letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 10 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente. Outliers retirados.



107

ileo
0.6+
4
g E
E : 0.4 ——
s £
Q@ m
E 8
2T (.24
23
g =
-
U.'] T I
5-FU 5-FU sem ALA

Figura A19 - Avaliacao da atividade de MPO (medida indireta da infiltracao de neutréfilos) no ileo
trés dias apds tratamento com 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de 5-FU por via
intraperitoneal, alimentados com ragdo comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de L-
alanina. Teste t de Student ndo pareado. Resultados expressos em média e erro padrdao. Auséncia de

letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 12 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente.
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Figura A20 - Avaliacdao da atividade de EPO (medida indireta da infiltracdo de eosinofilos) no
duodeno trés dias apos tratamento com 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de 5-FU por
via intraperitoneal, alimentados com racdo comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de
L-alanina. Teste t de Student ndo pareado. Resultados expressos em média e erro padrao. Auséncia de

letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 8 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente. Outliers retirados.
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Figura A21 - Avaliacdo da atividade de EPO (medida indireta da infiltracdo de eosinéfilos) no
jejiuno trés dias apds tratamento com 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de 5-FU por via
intraperitoneal, alimentados com rag¢do comercial e bebendo agua pura ou suplementada com 2% de L-
alanina. Teste t de Student ndo pareado. Resultados expressos em média e erro padrdao. Auséncia de

letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 7 e 6 para os grupos Controle e Controle sem ALA,
respectivamente. Outliers retirados.
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Figura A22 - Avaliacao da atividade de EPO (medida indireta da infiltracdo de eosinéfilos) no ileo
trés dias apos tratamento com PBS ou 5-FU. Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS
(Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via intraperitoneal, alimentados com ragcao comercial e
bebendo agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). ANOVA One-
way e teste de comparacdes multiplas de Newman-Keuls. Resultados expressos em média e erro
padrdo. Auséncia de letras: sem diferenca estatistica (p>0,05). n = 9 e 6 para os grupos Controle e
Controle sem ALA, respectivamente. Outliers retirados.
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Aspecto morfolégico da mucosa do jejuno distal e ileo

Figura A23 - Aspecto morfoldgico do jejuno distal trés dias apos tratamento com PBS ou 5-FU.
Animais tratados com 200mg/kg de peso de PBS (Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via
intraperitoneal, alimentados com racao comercial e bebendo agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-
FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). Grupo Controle (A), ARG (B), 5-FU (C), ARG 5-FU (D). Aumento

de 10x.



Figura A24 - Aspecto morfolégico do ileo trés dias apos tratamento com PBS ou 5-FU. Animais
tratados com 200mg/kg de peso de PBS (Controle e ARG) ou 5-FU (5-FU e ARG 5-FU) por via
intraperitoneal, alimentados com ragcao comercial e bebendo agua com 2% de L-alanina (Controle e 5-
FU) ou L-arginina (ARG e ARG 5-FU). Grupo Controle (A), ARG (B), 5-FU (C), ARG 5-FU (D). Aumento
de 10x.



