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RESUMO 

Mucosite é a inflamação da mucosa do trato gastrointestinal originada como um efeito 

adverso do tratamento quimioterápico, podendo afetar de 40-100% dos pacientes sob 

tratamento de câncer. Essa condição leva a lesões dolorosas, restrição alimentar, 

pausas ou até mesmo suspenção do tratamento, impactando diretamente no controle 

tumoral e na qualidade de vida do paciente. Atualmente não existem tratamentos 

profiláticos ou curativos em uso na prática clínica, o que torna extremamente relevante 

o desenvolvimento de modelos animais para estudo da mucosite. Na medicina 

tradicional, é relatado o uso da espécie Fridericia chica (Bonpl.) L.G.Lohmann, que já 

possui comprovada atividade anti-inflamatória in vitro e in vivo, para o tratamento de 

cólicas intestinais e diarreia sanguinolenta, sintomas também da mucosite. Nesse 

contexto, o objetivo desse trabalho foi investigar os possíveis efeitos benéficos do 

extrato hidroetanólico das folhas de F. chica, no epitélio intestinal de animais com 

mucosite, induzida pela associação dos quimioterápicos 5-fluorouracil (5-FU) e 

irinotecano. O modelo de mucosite foi desenvolvido em camundongos BALB/c 

machos, 8 semanas, que receberam 34 mg/kg de 5-FU e 41 mg/kg de irinotecano por 

via intraperitoneal, durante os quatro primeiros dias do protocolo experimental. 

Adicionalmente, os animais receberam uma dose de 30 mg/kg do extrato de F. 

chica, por gavagem, concomitantemente com os quimioterápicos, prolongando-se até 

o último dia o protocolo (7º dia). Os resultados não mostraram diferenças 

estatisticamente significativas para a evolução ponderal, consumo alimentar, níveis 

de permeabilidade intestinal e translocação bacteriana entre os grupos MUC e F. chica 

+ MUC (exceto NLM) (p>0,05). Além disso, parâmetros como produção de citocinas, 

infiltrado inflamatório (MPO e EPO), não apresentaram alterações significativas entre 

os grupos estudados. O extrato foi capaz de exercer um efeito parcial enteroprotetor 

sobre o epitélio dos animais, reduzindo os escores de diarreia, a expressão de ZO-1, 

a TB para os NLM e a imunoglobulina sIgA (p<0,05). Esses resultados sugerem que 

o extrato de Fridericia chica poderia contribuir como medida alternativa para atenuar 

os efeitos indesejáveis da mucosite, abrindo perspectivas para a realização de novos 

experimentos, visando o desenvolvimento futuro de um fitoterápico. 

Palavras-chaves: Mucosite gastrointestinal. Inflamação. Quimioterapia. Câncer  

  



 

ABSTRACT 

Mucositis is an inflammation of the gastrointestinal tract originated as an adverse effect 

of chemotherapy treatment and may affect 40-100% of patients under treatment of 

cancer. This condition leads to painful lesions, food intake restriction, breaks or even 

treatment suspension, impacting directly on the tumor control and patient’s quality of 

life. There are currently no prophylactic or curative treatments in use in clinical practice, 

which makes it extremely relevant the development of animal models to study the 

mucositis. In traditional medicine, is reported the use of the species Fridericia chica 

(Bonpl.) L.G.Lohmann, which already has proven anti-inflammatory activity in vitro and 

in vivo, for the treatment of intestinal cramps and bloody diarrhea, also symptoms of 

mucositis. In this context, the objective of this work was to investigate the possible 

beneficial effects of F. chica extract in the intestinal epithelium of animals with 

mucositis induced by 5-FU and irinotecan association. The model was developed in 

BALB/c mice, male, 8 weeks old, who received 34 mg/kg of 5-FU and 41 mg/kg 

intraperitoneal irinotecan, during the first four days of the experimental protocol. 

Additionally, the animals were given a dose of 30 mg/kg of F. chica extract orally along 

with the chemotherapy, extending until day 7 of the protocol. The results showed no 

difference in weight variation and food consumption, intestinal permeability levels and 

bacterial translocation (except for mesenteric lymphonodes) for MUC and F. chica + 

MUC groups (p>0,05). In addition, parameters such as production of cytokines, 

inflammatory infiltrate (MPO and EPO), showed no significant difference between the 

study groups. The extract was able to exert a partial protective effect on the epithelium 

of animals, reducing scores of diarrhea, the expression of ZO-1, bacterial translocation 

for MLN and levels of sIgA (p≤0.05). These results suggest that the F. chica extract 

could contribute as an alternative for de undesirable effects of mucositis, opening 

perspectives for further experimentation aiming at the future development of an herbal 

medicines. 

 

Key-words: Gastrointestinal mucositis. Inflammation. Chemotherapy. Cancer. 
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1 INTRODUÇÃO 

Câncer é o termo utilizado para definir/descrever um conjunto de doenças que 

possuem uma característica em comum: o crescimento desordenado de células. Tais 

células podem, ainda, espalhar-se para outras regiões do corpo, ocasionando a 

chamada metástase. O câncer é a segunda maior causa de morte no mundo, levando 

9,6 milhões de indivíduos a morte em 2018 (WHO, 2018).  As causas podem ser 

internas ou externas ao organismo, sendo as principais a hereditariedade e fatores 

relacionados aos danos ao DNA (BRASIL, 2018). 

Para os anos de 2018 e 2019 estima-se, para o Brasil, um total de 600 mil novos 

casos de câncer para cada ano. Excluindo-se o câncer de pele não melanoma, que 

somam cerca de 170 mil novos casos, serão 420 mil novos casos de câncer no país, 

dividindo-se, principalmente, entre próstata, pulmão, mama, cólon e reto (BRASIL, 

2018).  

As opções de tratamento para o câncer incluem cirurgia, radioterapia, 

quimioterapia, transplante de medula óssea, entre outros, sendo que a grande maioria 

dos casos requer a combinação de mais de uma modalidade.  Dentre essas 

combinações, destacam-se a quimioterapia e a radioterapia. 

A quimioterapia é a modalidade de tratamento que faz uso de agentes 

antineoplásicos, responsáveis por atuaram em mecanismos bioquímicos e 

moleculares que regulam a divisão celular. A ação desses agentes é mais efetiva, no 

entanto, quando utilizados em associação a outros fármacos. À exemplo dessa 

associação, destaca-se o protocolo FOLFIRI, uma associação entre os fármacos 5-

fluorouracil, irinotecano e leucovorina utilizada atualmente na prática clínica, para o 

tratamento de câncer colorretal, neoplasia de alta incidência mundial (HOFF et al.; 

2013; RANG E DALE, 2008 em PEREIRA, 2015; MUNKER et al., 2018).  

Apesar dos grandes avanços na área da oncologia, a ação dos quimioterápicos 

não se limita apenas às células tumorais, atingindo também outras células que 

apresentam alto índice de divisão celular. A exemplo dessas células, destacam-se as 

do epitélio gastrointestinal, o que resulta em uma condição conhecida como mucosite 

(SONG, et al., 2013; CHANG et al., 2012). A mucosite chega a afetar cerca de 60-

100% dos pacientes submetidos a regimes com elevadas ou combinadas doses de 
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quimioterápicos e 40% dos pacientes em uso de doses padrão (CINAUSERO et al., 

2017).   

A mucosite gera lesões ulcerativas dolorosas, restringe a ingestão de alimentos 

e torna o paciente mais suscetível a infecções sistêmicas. Isso pode levar à 

interrupções no tratamento ou alterações na dose de quimioterápico utilizada, o que 

influencia diretamente em sua sobrevida. Além disso, prolonga-se o tempo de 

internação e, consequentemente, os gastos por paciente (SONIS, 2004; SONG et al., 

2013).  

Na prática clínica, atualmente, são utilizados apenas tratamentos paliativos 

para o controle da mucosite, como o uso de agentes antimicrobianos, anti-

inflamatórios e protetores de mucosa (SONIS, 2004; LALLA et al., 2014). Em adição 

as terapias tradicionais pouco efetivas, tem sido reportado o uso de tratamentos 

alternativos pautados no emprego de plantas com fins medicinais.  Um exemplo, é o 

uso de folhas da espécie Fridericia chica (Bonpl.) L.G.Lohmann, pertencente à família 

Bignoniaceae. Relatos na literatura demonstraram propriedades dessa planta no 

tratamento de cólicas intestinais e diarreia sanguinolenta, sintomas esses 

característicos da mucosite (BARBOSA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2012; MICHEL et 

al., 2015; TAKENAKA, 2017). 

No Brasil, essa espécie se distribui desde a região amazônica até o Rio Grande 

do Sul, incluindo regiões de cerrado e mata atlântica (BEHRENS et al., 2012). Além 

disso, Fridericia chica consta na Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse 

do Sistema único de Saúde (RENISUS), o que indica sua capacidade de avançar nas 

etapas da cadeia produtiva e gerar produtos de interesse para o Sistema único de 

Saúde (SUS) e, consequentemente, para a população (BRASIL, 2015).  

Os efeitos anti-inflamatórios e antitumorais por extratos de Fridericia chica já 

foram demonstrados por diversos modelos in vivo e in vitro (ZORN et al., 2001; 

OLIVEIRA et al., 2008). Entretanto, ainda não há relatos na literatura do uso de 

extratos de F. chica em modelos de mucosite animal induzida pela associação dos 

quimioterápicos 5-fluruoracil e irinotecano, protocolo padrão para tratamento de 

tumores colorretais. Com base nessas evidências, torna-se importante investigar o 

papel desses extratos na redução da severidade da mucosite. Portanto, esse estudo 

avaliou o efeito de extrato hidroetanólico das folhas de F. chica na integridade da 
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mucosa intestinal em modelo murino de mucosite induzido pela associação de 5-

fluorouracil e irinotecano.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Câncer 

O câncer é, atualmente, a segunda maior causa de mortes no mundo, sendo 

responsável por 9,6 milhões de mortes em 2018, de acordo com a Organização 

Mundial da Saúde (OMS). Calcula-se, ainda, que esse número suba para 26,3 milhões 

até 2030, de acordo com o National Cancer Institute (NCI, 2018). Dentre os tipos mais 

frequentes estão: pulmão, mama, colorretal, próstata, pele não-melanoma e 

estômago. Dentre estes, os que apresentam maior taxa de mortalidade são: pulmão 

e colorretal (WHO, 2018). O impacto econômico do câncer é extremamente 

significante e foi estimado, em 2010, em aproximadamente 1,16 trilhões de dólares no 

mundo (WHO, 2014). No Brasil, a incidência dos diferentes tipos de câncer pode ser 

observada na Figura 1, que lista as projeções para o ano de 2018, por sexo e 

localização do tumor (BRASIL, 2018).  

 

Fonte: Instituto Nacional do Câncer (2018) 

Câncer é o termo utilizado para caracterizar um conjunto de enfermidades que 

possuem crescimento anormal e desorganizado de células, que podem resultar em 

uma invasão local e produzir metástases. O surgimento do câncer está relacionado 

ao fenômeno de transformação celular de células normais em células tumorais. Essa 

transformação envolve vários estágios, que resultam desde uma lesão pré-cancerosa 

Figura 1 - Incidência de câncer em homens e mulheres no Brasil (2018) 
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até uma lesão maligna (Figura 2). Tudo isso está relacionado à fatores internos e 

externos ao organismo, que irão promover alterações genéticas. O meio ambiente e 

os hábitos sociais e culturais destacam-se como fatores externos. As causas internas, 

estão relacionadas à fatores genéticos inerentes de cada indivíduo. Vale ressaltar que 

existe uma inter-relação entre esses fatores internos e externos, o que aumenta a 

probabilidade da transformação celular maligna (BRASIL, 2015).  

 

Figura 2 - Etiologia do câncer 

Fonte: Adaptado de Cancer National Institute, 2015 

2.2 Tratamento 

O tratamento do câncer pode ser realizado por diferentes modalidades, sendo 

elas: cirurgia, transplante de medula óssea, terapias alvo, terapias hormonais, 

imunoterapias, radioterapia e quimioterapia (BRASIL, 2015; AMERICAN CANCER 

SOCIETY, 2016). Como cada tipo de câncer requer um tratamento específico, isso 

pode incluir a combinação de mais de uma modalidade (INCA, 2015; WHO, 2017).   

Dentre todas as terapias para o câncer, a quimioterapia é a mais utilizada, seja 

como tratamento paliativo ou como adjuvante do tratamento cirúrgico (NATIONAL 

CANCER INSTITUTE, 2011). Nesse método, são administradas por via endovenosa, 

substâncias citotóxicas que irão interromper ou inviabilizar etapas do ciclo de 

reprodução celular, levando a célula à morte. Entretanto, a ação dos agentes 

quimioterápicos ocorre também em células de tecidos funcionais, devido à 

combinação de baixa seletividade e elevada toxicidade (SAWADA et al., 2009).  
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Os quimioterápicos antineoplásicos são divididos em três grupos: agentes 

alquilantes, agentes antimetabólicos e agentes de produtos naturais (ALMEIDA, et al., 

2005). A classe dos alquilantes é extremamente tóxica para aqueles tecidos que 

possuem alta taxa de proliferação, pois formam ligações covalentes com o DNA, 

impedindo sua replicação e podendo levar à efeitos adversos como leucopenia, 

anemia e plaquetopenia (FERDINANDI e FERREIRA, 2009). A classe dos 

antimetabólicos, têm sua ação sobre as reações enzimáticas, retardando o processo 

de divisão celular. Essa classe é muito utilizada para o tratamento de neoplasias 

colorretais, sendo o 5-fluorouracil um dos representantes mais bem-sucedidos para 

esse tipo de tratamento (CALABRESI e CHABNER, 2012 revisto por PEREIRA, 2015). 

Na grande maioria dos casos, o 5-fluorouracil é utilizado em combinação com outros 

fármacos, como o irinotecano, oxaliplatina e leucovorina (PERA et al., 2012).  

2.3 5-Fluorouracil  

O 5-fluorouracil (5-FU) é uma droga muito utilizada em tratamentos 

oncológicos, principalmente em tumores gastrointestinais, de mama e que acometem 

as regiões de cabeça e pescoço (CHENG et al., 2012). Na grande maioria dos casos, 

o 5-FU é utilizado em combinação com outros fármacos, como irinotecano, 

leucovorina e oxalipatina, visto que as taxas de resposta benéfica do   5-FU usado 

isoladamente não ultrapassam os 20% (LONGLEY, HARKIN e JOHNSTON, 2003; 

PERA et al., 2012; PEREIRA, 2015).  

Os efeitos colaterais relacionados ao uso do 5-FU variam de paciente para 

paciente, sendo os mais comumente relatados: mielossupressão, diarreia, mucosite e 

dermatite. A mucosite é o efeito adverso mais relatados por pacientes em uso do 5-

FU, chegando a atingir cerca de 80% deles (SONIS, 2004).  

A droga é um análogo da pirimidina, que se difere da uracila pela substituição 

de um átomo de hidrogênio no carbono 5 por um átomo de flúor (Figura 3) e por isso 

é considerado um antimetabólico da classe das fluopirimidinas. Seu desenvolvimento 

ocorreu nos anos 50 (KOENIG e PATEL, 1970), a partir da observação de células 

cancerosas de fígado de ratos, que utilizavam a uracila mais rapidamente que as 

células não cancerosas (LONGLEY, HARKIN e JOHNSTON, 2003; LI et al., 2009).  
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A conversão do 5-FU ocorre de maneira intracelular, resultando em 3 principais 

metabólitos ativos: fluorodesoxiuridina monofosfato (FdUMP), fluodesoxiuridina 

trifosfato (FdUTP) e fluouridina-trifosfato (FUTP). Apesar do principal mecanismo de 

ação ser a inibição da enzima timidilato sintase, esses metabólitos também causam 

danos diretos ao DNA e RNA (GREEM, 2000; LONGLEY, HARKIN e JOHNSTON, 

2003; GIBSON e KEEFE, 2006). A FUTP é incorporada ao RNA e a FdUTP é 

incorporada ao DNA genômico, inibindo a enzima timidilato sintase, responsável pelo 

fornecimento de grupos timidilato para a síntese e reparo do DNA (LONGLEY, 

HARKIN e JOHNSTON, 2003; LIU et al., 2009) (Figura 4).  

 

 

Figura 3 - Estrutura química do 5-FU 
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Fonte: Adaptado de Longley, Harkin e Johnston, 2003. 

O 5-FU é convertido em 3 metabólitos principais: 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-monofosfato (FdUMP), 
fluorodeoxiuridina trifosfato (FdUTP) e fluorotrifosfato (FUTP). O principal mecanismo de ativação do 
5-FU é a conversão da FUTP. Posteriormente a fluoridina monofosfato (FUMP) é fosforilada em 
fluoridina difosfato (FUDP), que pode ser tanto metabolizada pelo metabólito ativo FUTP, como também 
pode ser convertida em fluordesoxiuridina difosfato (FdUDP). Em troca, a FdUDP pode ser fosforilada 
ou desfosforilada, gerando, respectivamente, os metabólitos ativos FdUTP e FdUMP. A via alternativa 
envolve a conversão do 5-FU em fluordesoxiuridina (FUDR). Posteriormente, a FUDR é fosforilada e 
transformada em FdUMP. Já a conversão do 5-FU em dihidrofluorouracil (DHFU), é mediada pela 
dihidropirimidina desidrogenase (DPD) e é a etapa do catabolismo do 5-FU nas células saudáveis e 
tumorais. Até 80% do 5-FU administrado é quebrado pela DPD no fígado. 

Figura 4 - Mecanismo de citotoxicidade e metabolismo do 5-FU 
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2.4 Irinotecano 

O cloridrato de irinotecano (CPT-11) (Figura 5) é um composto derivado da 

camptotecina, um tipo de alcaloide isolado da planta Camptotheca acuminata, nativa 

da China e do Tibet (ALIMONT et al., 2004). Os primeiros estudos clínicos com a 

formulação comercializada, foram realizados no Japão, em 1994, para tratamento de 

pacientes com câncer de pulmão, cervical e ovariano. Nos Estados Unidos, o 

composto foi aprovado em 1996, para uso em pacientes com câncer colorretal 

refratário, no qual o irinotecano associado ao 5-fluorouracil é considerado a primeira 

linha de tratamento (CHABNER e LONGO, 2002).  

Esse quimioterápico é utilizado principalmente no tratamento de tumores 

colorretais, o terceiro tipo mais comum de câncer no mundo (SHIKE et al., 1990 em 

DEAN, 2018). Além disso, é frequentemente utilizado em combinação com outras 

drogas, como o protocolo FOLFIRI (ácido fólico, 5-fluorouracil e irinotecano). Essa 

associação é adotada quando os pacientes apresentam recidiva do câncer, 

progressão do tumor após tratamento inicial ou também em casos de tumores 

colorretais avançados ou metastáticos (DEAN, 2018). 

Assim como a camptotecina, o irinotecano é inibidor da enzima topoisomerase 

I, enzima responsável por catalisar vários processos nucleares como a helicoidização, 

replicação, recombinação e reparo do DNA. Durante o processo de transcrição, a 

topoisomerase I permite quebras na cadeia de DNA e conservação da energia do 

rompimento das ligações fosfodiéster, sendo essa utilizada posteriormente para 

restauração das mesmas ligações (DIAS et al., 2012).  

O irinotecano é uma pró-droga e seu metabolismo é realizado pela enzima 

carboxilesterase, responsável por convertê-lo em seu metabólito ativo, SN-38. Esse 

metabólito impede a religação das fitas de DNA, causando danos irreversíveis à essa 

molécula. Durante seu processo de metabolização, o metabólito ativo SN-38, sofre 

desglucuronidação, se transformando no metabólito inativo SN-38G, excretado pela 

via biliar (BASTOS et al., 2016; GIBSON e KEEFE, 2006).  

Além de ser um substrato da enzima carboxilesterase, o irinotecano é também 

metabolizado pelo complexo enzimático do citocromo P450, gerando os metabólitos 

(7-etil10-[4-N-(5-ácido aminopentoico)-1-piperidino]-carboniloxicamptotecina) (APC) e 
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[7-etil-10-(4-amino-1-piperidino)- carboniloxicamptotecina] (NPC), de menor atividade 

antitumoral (CHESTER et al., 2003). Nesta via, a enzima carboxilesterase (CE) 

também é a responsável por metabolizar o NPC completamente em SN-38, 

(MATHIJSSEN et al., 2004) que também é eliminado por meio da conjugação com a 

enzima uridina difosfato glicuronosil-transferase (UDP-GT), formando o SN-38 

glucuronídeo (SN-38G), metabólito inativo (CHABNER e LONGO, 2002; CHESTER et 

al., 2003; MATHIJSSEN et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

                               Figura 5 - Estrutura química do irinotecano 

Em relação à eliminação, esta pode ocorrer através das fezes, excreção 

urinária, biliar e metabolismo hepático (CHABNER e LONGO, 2001; ALIMONT et al., 

2004). Aproximadamente 16% da dose injetada de irinotecano são excretadas na 

urina sem ser metabolizada. Já os conjugados e não conjugados, SN-38G e SN-38, 

são excretados através da bile.  Uma vez no intestino, parte do fármaco é reativada 

em SN-38 por bactérias intestinais produtoras de β-glucuronidase, como a Escherichia 

coli, completando o ciclo entero-hepático do fármaco (TAKASUNA et al., 1998) (Figura 

6).  
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Figura 6 - Metabolismo e mecanismo de citotoxicidade do irinotecano 

Fonte: Adaptado de Pessoa et al., 2018 

O metabolismo do irinotecano é realizado no fígado, onde ele é convertido pela enzima carboxilesterase 
(CES) em seu metabólito ativo SN-38. Durante seu processo de metabolização, o metabólito ativo SN-
38, sofre desglucuronidação e se transforma no metabólito inativo SN-38G, através da enzima 
glucoronosiltransferase (UGT), que é excretado pela via biliar. No intestino, uma parte do fármaco pode 
ser reativada em SN-38 através das bactérias produtoras de β-glucuronidase, estimulando a produção 
de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β, IL-6 and IFN-γ), gerando, como consequência, a mucosite 
intestinal.  

 

No contexto do câncer, o irinotecano tem sido utilizado para tratamento de uma 

grande variedade de tumores, destacando-se os de origem pancreática, pulmonar e 

colorretais, seja como agente único ou combinado com outros fármacos (ROSATI et 

al., 2002; CHESTER et al., 2003; de MAN et al., 2018). Além de ser muito utilizado 

como tratamento de primeira e segunda linha para o câncer colorretal, o fármaco já 

teve os seus efeitos demostrados na terapia do linfoma de Hodgkin’s (RIBRAG et al., 

2003) e nos tumores de pulmão (LANGER, 2004; ROCHA-LIMA et al., 2007), 
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pâncreas (ROCHA-LIMA et al., 2001), mama (PEREZ et al., 2004), estômago (AJANI, 

2005), colo de útero (IRVIN et al., 1998) e ovário (FUJI et al., 2002).  

Os principais fatores limitantes para determinar a dose de irinotecano a ser 

administrada são os seus efeitos adversos, dos quais se destacam diarreia severa e 

leucopenia. Aproximadamente 60-80% dos pacientes sofrem com a diarreia, que pode 

se apresentar de duas formas: a aguda, que pode ser aliviada com o uso de atropina, 

e a tardia, que pode ser aliviada com hidratação intensa e reposição de eletrólitos. 

Além disso, ocorrerem alterações histológicas do trato gastrointestinal em decorrência 

da administração de irinotecano, ocasionando desbalanço na secreção e absorção no 

intestino delgado (STEIN; VOIGT e JORDAN, 2010).   

2.5 Associação de 5-fluourouracil e irinotecano 

O 5-FU foi por muito tempo a única terapia considerada eficaz para o 

tratamento de diversas neoplasias, especialmente as colorretais. Entretanto, o 

surgimento de respostas limitadas à essa terapia, levou à necessidade de conjugação 

da mesma com outras já existentes. Sendo assim, começou-se a estudar o uso do 

irinotecano com o 5-FU (GRIVICICH, 1999).  

O irinotecano possui um mecanismo de ação exclusivo, o que permite sua 

associação com outras drogas quimioterápicas sem ocasionar nenhum tipo de reação 

cruzada (POZZO et al., 2004). Sendo assim, a associação com o 5-FU têm se 

demonstrado uma estratégia promissora e na clínica, a utilização desses agentes em 

combinação ou em determinada sequência tem apresentado bons resultados 

(SEZER, USTA e CICIN, 2009).  

Em estudos clínicos de fase l para tratamento de câncer de cólon, por exemplo, 

pacientes tratados com irinotecano previamente ao 5-FU, demonstraram um acúmulo 

intracelular de irinotecano, sem sinais de toxicidade severa (GRIVICICH, 1999). Em 

um estudo clínico de fase ll, também para neoplasia de cólon, foi realizada a 

administração de 5-FU seguida pela administração de irinotecano, e não foram 

observadas reações cruzadas entre as duas drogas. Foi observado certo nível de 

toxicidade, porém, controlada (GRIVICICH, 1999).   

A utilização de fármacos em associação foi uma alternativa encontrada para a 

resistência que muitos tumores apresentam, o que gera um impacto negativo para o 
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tratamento. Entretanto, apesar de mais efetiva, a associação gera efeitos adversos 

devido à toxicidade, destacando-se a diarreia, mielossupressão e a mucosite (AZRAK 

et al., 2004). 

2.6 Mucosite 

Mucosite, é o termo utilizado para descrever as alterações na mucosa de 

pacientes em tratamento quimio e radioterápico. Tais alterações podem acometer o 

trato gastrointestinal de maneira geral ou localizada. No caso do acometimento da 

mucosa intestinal, há o desenvolvimento da mucosite gastrointestinal (VILLA e 

SONIS, 2015). A mucosite não é apenas um efeito adverso ao tratamento 

antineoplásico, mas também afeta negativamente a qualidade de vida dos pacientes. 

Isso porque limita a sua tolerabilidade ao tratamento, gera lesões no epitélio, restringe 

a ingestão de alimentos, altera componentes da microbiota intestinal e ainda pode ser 

sítio secundário para infecções, ocasionando a interrupção do tratamento, bem como 

gerando maior tempo de internação e custos para o sistema de saúde  (SONIS, 2010; 

VILLA e SONIS, 2015).  

 Essa patologia, afeta cerca de 40% dos pacientes sob regime quimioterápico 

com utilização de doses padrão e, para pacientes em tratamento com doses mais 

elevadas, esse número pode chegar a 100% (KWON, 2016). As drogas 

antineoplásicas mais associadas ao desenvolvimento da mucosite são as classes dos 

antimetabólicos, antraciclinas e taxanos (PICO et al., 1998). Como resultado de sua 

baixa seletividade e do alto índice de divisão celular das células do epitélio intestinal, 

essas drogas acabam interferindo, de maneira negativa, nos mecanismos de divisão 

celular e renovação epitelial, levando à perda de estrutura e função do intestino 

(DUNCAN e GRANT, 2003; SONIS, 2004).  

Os danos causados a mucosa são dolorosos e causam muito desconforto, 

sendo extremamente indesejados como efeito colateral à terapia antitumoral. Além 

disso, a mucosite pode alterar o curso do tratamento antitumoral, pois cerca de 60% 

dos pacientes que apresentam mucosite, por exemplo, irão requerer redução das 

doses de quimioterápico aplicadas (KEEFE et al., 2007; ARAÚJO et al., 2015). Devido 

à desestruturação do epitélio, os pacientes podem desenvolver infecções sistêmicas, 

que tendem a evoluir para sepse, podendo levar também à morte (ARAÚJO et al., 
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2015). Infecções por cocos Gram-positivos, bastonetes Gram-negativos e Candida 

spp. podem ocorrer em ciclos de quimioterapia complicados pela mucosite 

(SAMPSOM, NANJAPPA e GREENE, 2017). 

Muito do que se conhece hoje sobre a mucosite intestinal foi inferido a partir de 

estudos prévios realizados na mucosa oral, pois a mesma é mais acessível para a 

mensuração e caracterização dos danos. Contudo, apesar de serem bem estudadas, 

as alterações que envolvem a mucosa oral são diferentes daquelas que envolvem 

outras partes do epitélio intestinal (GIFONI, 2012).  

2.7 Fisiopatologia da mucosite 

O desenvolvimento da mucosite é um processo complexo e multifatorial, 

envolvendo não só diretamente o epitélio, mas as células e os tecidos adjacentes 

(VILLA e SONIS, 2015). O dano à mucosa é descrito em cinco fases distintas, para 

melhor compreensão, mas deve-se considerar que a mucosite ocorre molecularmente 

de maneira rápida, dinâmica e simultânea em todos os tecidos (Figura 7). Essas fases 

são: iniciação, resposta ao dano primário ou geração de sinais, amplificação de sinais, 

ulceração e cicatrização (SONIS, 2004; HARRIS, 2006; TOUCHEFEU et al., 2014).  
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Fonte: Adaptado de Logan e colaboradores, 2007 

A primeira fase (Figura 8), iniciação, é caracterizada pelo dano ao DNA em 

decorrência da administração das substâncias citotóxicas, rapidamente após a sua 

administração. Essa fase é caracterizada pela geração de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), estresse oxidativo e ativação da resposta imune inata (CINAUSERO 

e al., 2017). O estresse oxidativo leva a danos nas células e tecidos, liberação de 

macrófagos e desencadeia a cascata de vias inflamatórias, o que inclui o fator nuclear 

kappa B (NF-κB) (SULTANI et al., 2012). A toxicidade das ERO’s é atribuída ao radical 

hidroxila (OH-), que leva a desestabilização da molécula de DNA e inativação de 

enzimas importantes no transporte de membranas (SCULLY, EPSTEIN e SONIS, 

2004).  

A ativação do NF-kB é um dos elementos chave na gênese da mucosite por 

modular a expressão gênica, gerando sinais (segunda fase da mucosite) responsáveis 

pela produção de citocinas pró-inflamatórias como o fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α), as interleucinas 1β e 6 (IL-1β e IL-6) e enzimas inflamatórias como a 

cicloxigenase-2 (COX-2) e a óxido nítrico-sintase induzida (iNOS). Além disso, todo 

Figura 7 - Diagrama das cinco fases da mucosite intestinal 
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esse processo leva à produção de moléculas de adesão e angiogênese (SONIS, 2001; 

SONIS, 2004; FERREIRA et al., 2012). A presença dessas citocinas e enzimas 

inflamatórias, parecem desencadear um dano precoce à mucosa, reduzindo a 

oxigenação do epitélio e, consequentemente, causando dano as células basais e 

epiteliais (SONIS, 2004) (Figura 8).  

A fase de amplificação de sinais, terceira fase da mucosite, é marcada pelo 

feedback positivo produzido pelas citocinas pró-inflamatórias, que influenciam a 

síntese de outras citocinas, bem como mais ativação de NF-κB e do COX-2 (HARRIS, 

2006; SCULLY, EPSTEIN e SONIS, 2004) (Figura 8). Além disso, componentes 

envolvidos na apoptose, como caspase 3, e os fatores de transcrição p53 e p21, 

também são ativados durante essa fase de amplificação (KEEFE, GIBSON e HAUER-

JENSEN, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Sonis, 2004 

A quarta fase da mucosite, a ulceração, é caracterizada pela desestruturação 

da mucosa, com consequente rompimento da integridade do epitélio gastrointestinal 

e formação de úlceras (Figura 9). No local da ulceração, há maior risco de colonização 

bacteriana, o que aumenta o infiltrado de células mononucleares e, 

consequentemente, geração de citocinas pró-inflamatórias adicionais (SONIS, 2004; 

HARRIS, 2006; SULTANI et al., 2012). Além disso, a colonização por microrganismos 

Figura 8 - Fases de iniciação, geração e amplificação de sinais da mucosite 
intestinal 
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patogênicos, pode ocasionar bacteremia e sepse naqueles pacientes que se 

encontram neutropênicos (SONIS, 2004; BOWEN et al., 2006). Essa fase é 

clinicamente a mais evidente e pode impactar diretamente no bem-estar do paciente, 

bem como no curso do tratamento (SONIS, 1998).  

Na quinta e última fase da mucosite, a cicatrização, ocorre a proliferação celular 

e regeneração da mucosa, caracterizada pela restauração das criptas, vilosidades e 

das superfícies absortivas do intestino (DUNCAN e GRANT, 2003) (Figura 9). A 

proliferação e a regeneração da mucosa ocorrem devido à sinais liberados pelo 

mesênquima da camada submucosa e pela matriz extracelular (SONIS, 2004). Esse 

processo de cicatrização é agudo e ocorre logo após a interrupção do tratamento 

quimioterápico. Juntamente com a renovação do epitélio intestinal é observado o 

reestabelecimento da microbiota (LIU et al., 2009).  

Fonte: Adaptado de Sonis, 2004 

2.8 Manifestações clínicas da mucosite 

As principais complicações da mucosite são náuseas, vômitos, diarreia e dor 

abdominal. A mucosite também pode se apresentar de uma forma mais severa, na 

qual o paciente desenvolve ulcerações que penetram até a camada submucosa, 

causando dor intensa (ARAÚJO et al., 2015). Tais sintomas comprometem a 

qualidade de vida do paciente e acabam prejudicando o tratamento antineoplásico. 

Entretanto, a manifestação e a severidade da mucosite irão depender de fatores 

Figura 9 - Fases de ulceração e cicatrização da mucosite intestinal 
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como: dose do quimioterápico, associação ou não de agentes antineoplásicos, 

combinação de tratamentos quimio e radioterápicos, tempo de tratamento, gênero, 

idade e massa corporal (KEEFE et al., 2007; BLIJLEVENS e SONIS, 2007). 

Além de todo o desconforto que a mucosite causa, o impacto econômico 

também deve ser considerado. Isso porque muitos pacientes acometidos pela 

inflamação necessitam ser hospitalizados para controle da dor e hidratação, já que a 

inflamação e diarreia causam grande perda de peso. Além disso, pacientes com 

leucopenia em decorrência do tratamento quimioterápico, estão sujeitos a inflamações 

secundárias e à processos de bacteremia, fungemia e sepse (SONIS, 2004; 

CHANSKY, BENEDETTI e MACDONALD, 2005). Pacientes que realizam transplante 

de células hematopoiéticas e desenvolvem mucosite, necessitam permanecer 

internados por mais tempo, o que gera um maior custo (CHANSKY, BENEDETTI e 

MACDONALD, 2005). Em um estudo recente realizado nos Estados Unidos, foi 

estimada uma elevação de U$$ 20.892 a cada ciclo de quimioterapia (custo médio de 

U$$ 3.500 para cada paciente), para os casos em que o paciente desenvolve mucosite 

(MCCULLOUGH et al., 2017). 

2.9 Tratamento da mucosite 

Ainda não existem tratamentos curativos ou profiláticos para a mucosite 

intestinal (LALLA, 2017). Por ser um processo com mecanismos fisiopatológicos 

complexos e ainda pouco elucidados, um melhor entendimento e definição dos 

eventos celulares e moleculares que levam à lesão da mucosa podem permitir o 

desenvolvimento de intervenções potencialmente terapêuticas (LALLA, 2017).  

O manejo clínico atual da mucosite baseia-se na terapia de suporte, ou seja, é 

focado nos sintomas e suas complicações, nas quais podem ser utilizadas 

intervenções farmacológicas ou não (VAN SEBILLE, 2015). As medidas não 

farmacológicas incluem, sobretudo, a hidratação com fluidos contendo sal e glicose. 

Também é incluída uma dieta equilibrada, com o intuito de evitar a ingestão de 

alimentos que possam contribuir para o quadro de diarreia (KRISHNAMURTHI, 2017).  

Dentre as medidas farmacológicas, são utilizados fármacos como a 

loperamida, responsável por agir no plexo mioentérico e diminuir a motilidade 

intestinal propulsiva, atenuando os sintomas da diarreia (REGNARD, et al., 2011). 
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Entretanto, estudos demonstraram que pacientes com mucosite induzida pelo uso do 

irinotecano e tratados com loperamida apresentaram melhora no quadro de diarreia, 

mas não tiveram nenhuma evolução no quadro de mucosite intestinal, o que confirma 

o tratamento apenas dos sintomas e não da causa da mucosite (LIMA-JÚNIOR et al., 

2012).  

Outro fármaco também utilizado, é o octreotida, que também possui ação 

antidiarreica. A octreotida é um análogo da somatostatina e atua diminuindo a 

motilidade intestinal e a secreção de fluidos intestinais, atenuando a diarreia. Contudo, 

esse fármaco é contraindicado para pacientes que já fizeram tratamento prévio com a 

loperamida e tiveram reincidência da diarreia (BARBOUNIS et al., 2011). 

Os antibióticos também são outra opção terapêutica para os efeitos colaterais 

da mucosite.  Estudos utilizando a combinação dos antibióticos bacitracina e 

neomicina demonstraram efeitos protetivos para a mucosite causada pela combinação 

de irinotecano e 5-fluorouracil (SCHMITTEL et al., 2004; STRINGER et al., 2007). 

Contudo, essa última conduta é questionável, pois apesar de ser de conhecimento 

que tanto o irinotecano quanto o 5-FU são capazes de provocar alterações na 

microbiota, os antibióticos também contribuem para o desequilíbrio bacteriano, o que 

poderia promover infecções bacterianas por patógenos específicos e quadros de 

diarreia ainda mais severa (PÉREZ-COBAS et al., 2012; SWAMI, GOEL e MANI, 

2013; COSTA et al., 2014).  

Diante desse contexto, os modelos animais para estudo da mucosite são 

extremamente importantes para a busca por novos agentes terapêuticos que atuem 

diretamente na causa da mucosite e não apenas nos sinais e sintomas, sendo efetivos 

para o manejo e tratamento dessa condição (dos SANTOS FILHO et al., 2016; 

SANGILD et al., 2018). Dentre os estudos experimentais que avaliam substâncias 

para manejo da mucosite intestinal, destacam-se a utilização de ácidos graxos 

(GENEROSO et al., 2015), aminoácidos (BEUTHEU et al., 2014), fitoterápicos 

(ALENCAR et al., 2017), antagonistas do receptor de 5-hidroxitriptamina 3 (5HT3) 

(YASUDA et al., 2013) e probióticos (TRINDADE et al., 2018).  

Atualmente, o uso de probióticos tem sido proposto para aliviar a diarreia 

provocada pelos tratamentos quimioterápico e antibioticoterapia (MANI, BOELSTERLI 

e REDINBO, 2014). Os probióticos são definidos como microrganismos vivos que 
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podem ser administrados na forma de alimentos ou formulações, e que conferem 

benefícios para a manutenção do balanço microbiano no trato gastrointestinal 

(FULLER, revisto por MEGO et al., 2015).  Por possuírem a capacidade de competir 

com bactérias patogênicas, modulam a integridade da barreira epitelial e as células 

do sistema imune, produzem agentes antimicrobianos e ativam citocinas anti-

inflamatórias, sendo potencialmente eficazes no tratamento da mucosite 

(TOUCHEFEU et al., 2014).  

Embora alguns estudos pré-clínicos tenham demonstrado efeitos benéficos do 

uso de probióticos para a redução dos efeitos decorrentes da mucosite intestinal 

(TRINDADE et al., 2018; DE JESUS et al., 2019), o uso de microrganismos vivos em 

pacientes imunossuprimidos, bem como em pacientes oncológicos é ainda muito 

questionável, pois não há um consenso sobre sua segurança, uma vez que a chance 

de translocação e o risco de desenvolvimento de infecções é muito elevado nesses 

pacientes (THOMSEN, CLARKE e VIETTA, 2018).  

O uso de imunonutrientes, como ácidos graxos e vitaminas, também é uma 

alternativa que tem demonstrado resultados promissores no tratamento ou atenuação 

dos efeitos causados pela mucosite (BODIGA e al., 2012; GENEROSO et al., 2015; 

JUSTINO et al., 2015; BARROS et al., 2016). Contudo, tais alternativas terapêuticas 

ainda não são utilizadas na prática clínica (LALLA, 2014), principalmente porque os 

estudos realizados ainda possuem defasagens e não há um consenso sobre os 

resultados obtidos (SOUZA e GALLON, 2017).  

Ainda como alternativa, a medicina tradicional faz o uso de plantas na busca 

de alívio e cura de doenças como a mucosite.  Compostos naturais como Aloe vera 

(Babosa), Matricaria chamomilla (Camomila) e derivados da curcumina, já estão em 

fase clínica ll de avaliação em indivíduos com mucosite, devido seu sucesso 

terapêutico em ensaios pré-clínicos (CINAUSERO et al., 2017). No Brasil, o uso de 

folhas da espécie Fridericia chica (Bonpl.) L.G.Lohmann é relatado pela população e 

registros na literatura demonstraram propriedades dessa planta no tratamento de 

cólicas intestinais e diarreia sanguinolenta, sintomas característicos da mucosite 

(BEHRENS, TELLIS e CHAGAS, 2012; RIBEIRO et al., 2012; TAKENAKA, 2017).  

Além disso, esse extrato já foi avaliado em modelo de mucosite intestinal induzido por 

5-FU, apresentando grande efetividade (TAKENAKA, 2017).  
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Estudos como esses evidenciam que os compostos naturais podem ser uma 

fonte de novas substâncias que atuem não apenas nos sintomas da mucosite, mas 

também nas causas, reforçando ainda mais a importância de se estudar seus 

mecanismos e seus efeitos. Somado a isso, tem-se o uso popular comprovado há 

anos pela humanidade e o baixo custo associado ao produto final (BASTOS et al., 

2016). 

2.10 Barreira intestinal 

A superfície do trato gastrointestinal é revestida por um epitélio colunar simples 

e composta por células epiteliais altamente especializadas, cobrem toda a superfície 

dos órgãos que compõem o trato gastrointestinal. Essas células, formam uma camada 

física composta, majoritariamente, por enterócitos, que regulam a absorção de 

nutrientes por meio de canais, transportadores e receptores específicos 

(ULLUWISHEWA et al., 2011) (Figura 10 - Desenho esquemático da mucosa do trato 

gastrointestinal). 

Figura 10 - Desenho esquemático da mucosa do trato gastrointestinal  

Fonte: Adaptado de GARTNER e HIATT, 2003 
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 A camada de muco, um desses elementos, é formada pelas mucinas 

produzidas pelas células caliciformes, além de peptídeos antimicrobianos e 

defensinas (AYABE, et al., 2000). Por último, os elementos imunológicos 

caracterizam-se pelas células M e pelas células apresentadoras de antígeno (APC), 

localizadas na lâmina própria. As células M constantemente apresentam antígenos 

lumiais para as células APC, induzindo a produção de fatores imunossupressores, 

como IL-10 e TGF-β. Já os antígenos nocivos, são também reconhecidos pelas 

células APC e ativam a cascata inflamatória através da ativação de células T (PABST 

e MOWAT, 2012).  

A barreira intestinal é a maior interface entre o meio externo e o meio interno, 

e é seletiva, permitindo a absorção de nutrientes e água, bem como limitando o 

contato com patógenos e antígenos e garantindo a homeostase (AYABE, et al., 2000).  

Para desempenhar tal função, ela conta com diversos elementos imunes, bioquímicos 

e físicos (AYABE, et al., 2000).   

O transporte de moléculas, íons, solutos e substâncias através da barreira 

epitelial intestinal pode ocorrer por duas vias: transcelular e paracelular. A via 

transcelular é a principal via de absorção de nutrientes, principalmente quando as 

substâncias são hidrofóbicas, sendo regulada por canais e transportadores tamanho 

e íon-dependentes (SUZUKI, 2013; ANDRADE, 2016). Por essa via, também ocorre 

a passagem de antígenos lumiais, seletivamente e em pequenas quantidades, para 

ativação do sistema imunológico (ANDRADE, 2016). A via paracelular, ocorre através 

dos espaços presentes entre os enterócitos, sendo regulada pelas junções firmes, que 

reagem de acordo com estímulos, como agentes patogênicos, produtos bacterianos e 

citocinas (SUZUKI, 2013; ANDRADE, 2016).  

Como mencionado anteriormente, a estrutura da barreira intestinal não é 

estática e as junções firmes se abrem e fecham continuamente diante de uma 

variedade de estímulos (ANDRADE et al., 2015). Estímulos como estado nutricional, 

estresse, presença de patógenos virais e bacterianos e desafios imunológicos, podem 

atuar de maneira negativa sobre essa barreira e levar ao fenômeno conhecido como 

perda da integridade da barreira. Como consequência, pode-se gerar um desequilíbrio 

da resposta imunológica, que, por sua vez, pode levar a lesões epiteliais e surgimento 

de doenças (ANDRADE, 2016).  
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2.11 Permeabilidade intestinal 

A permeabilidade intestinal (PI) é definida como a passagem de diferentes 

substâncias do lúmen intestinal para o interior do organismo, por meio de um processo 

de difusão não-mediado (BARROS, 2016; KEITA e SODERHOLM, 2018) e ocorre 

pelas vias para e transcelular. Em condições fisiológicas normais, a via paracelular é 

impermeável a moléculas do tamanho de proteínas, por exemplo, constituindo-se uma 

barreira eficaz contra moléculas antigênicas (KEITA e SODERHOLM, 2018). 

Entretanto, situações que levem a perda da homeostase dessa barreira intestinal, 

como patologias, medicamentos ou dietas, culminam na passagem de antígenos que 

podem iniciar ou manter um quadro inflamatório que, por consequência, leva ao 

aparecimento de doenças (TAKENAKA, 2017; KEITA e SODERHOLM, 2018).  

O aumento da permeabilidade intestinal pode ocorrer como consequência da 

administração de medicamentos quimioterápicos, visto que os mesmos podem levar 

à necrose das criptas, atrofia das vilosidades e aumento do infiltrado inflamatório 

(TAKENAKA, 2017). Dessa forma, observa-se perda da estrutura do epitélio e 

consequente translocação de moléculas e microrganismos para a corrente sanguínea.  

Esse tipo de alteração é relatado na literatura e também por trabalhos realizados em 

nosso grupo de pesquisa com o uso do agente antineoplásico 5-FU (FERREIRA, et 

al., 2012; MAIOLI, et al., 2014; GENEROSO, et al., 2015; BARROS, et al., 2016; 

TAKENAKA, 2017; GALDINO, et al., 2018; TRINDADE, 2018). 

Considerando o contexto apresentado, o aumento da permeabilidade intestinal 

é um importante indicador de dano epitelial nos pacientes submetidos ao tratamento 

quimioterápico, uma vez que antecede o surgimento de lesões e sintomas, sendo de 

grande interesse clínico o desenvolvimento de métodos de detecção sensíveis, 

eficientes e não invasivos que possam detectar aumento de PI (ARRIETA, et al., 2006; 

TOUCHEFEU, et al., 2014; BARROS, 2016; TAKENAKA, 2017).  

Os testes de permeabilidade intestinal consistem em métodos não invasivos, 

que permitem avaliar a permeabilidade e conduzem para uma terapia mais efetiva. A 

maioria desses testes utilizam substâncias não metabolizáveis com diferentes pesos 

moleculares, como a lactulose, manitol e fármacos. Essas substâncias, ao serem 

absorvidas, passam do epitélio intestinal para o plasma e, em seguida, são eliminadas 

pela via urinária, sendo consequentemente dosadas na urina (ANDRADE, 2016).  
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Em nosso grupo de pesquisa é utilizado o método de radiomarcação do 

fármaco dietilenotriaminopentacético com o radioisótopo metaestável tecnécio 

(DTPA-99mTc). Esse radiofármaco é amplamente utilizado na medicina nuclear para 

estudo dinâmico dos rins. O DTPA é uma molécula hidrossolúvel, de peso molecular 

de cerca de 500 Da, características ideais para avaliação da PI, uma vez que a 

membrana dos enterócitos é hidrofóbica. O tecnécio-99 metaestável, é um isótopo 

radioativo artificial obtido através da desintegração do molibidênio-99, proveniente da 

fissão do urânio. A escolha pelo uso do tecnécio-99m, tanto para a clínica quanto para 

a pesquisa, se dá pelo seu baixo custo, alta disponibilidade, tempo de meia-vida curto 

de 6 horas e emissão de radiação gama de baixa energia (140 keV) (DINIZ, et al., 

2005; ANDRADE, 2016). 

2.12 Translocação bacteriana 

Os termos “integridade intestinal” e “permeabilidade intestinal” são termos que 

possuem uma conexão e que muitas vezes são utilizados como sinônimos, uma vez 

que estão fortemente interligados. A integridade intestinal é definida como uma 

barreira intestinal intacta, ao passo de que a permeabilidade intestinal, como já 

mencionado anteriormente, refere-se à passagem de substâncias e moléculas através 

das células epiteliais (NAGPAL e YADAV, 2017).  

Alterações na integridade desse epitélio podem, então, levar ao aumento de 

permeabilidade, o que pode culminar como consequência, na passagem de bactérias 

do lúmen do trato gastrointestinal para a corrente sanguínea (NAGPAL e YADAV, 

2017). Podem interferir na integridade do epitélio, por exemplo, eventos inflamatórios, 

que levam à produção de citocinas pró-inflamatórias e de fatores de transcrição que, 

por sua vez, alteram a estrutura das células epiteliais (NAGPAL e YADAV, 2017). 

Como exemplos desses eventos destacam-se a mucosite e as doenças inflamatórias 

intestinais, como a colite e doença de Crohn (ANDRADE et al., 2015; TAKENAKA, 

2017). 
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Figura 11 - Efeitos ocasionados pela alteração na permeabilidade do epitélio 

Fonte: Adaptado de NAGPAL e YADAV, 2017 

A translocação bacteriana pode ser definida como a passagem de bactérias 

antes contidas no trato gastrointestinal através da barreira mucosa, o que permite o 

alcance de órgãos estéreis, eventualmente gerando algum tipo de doença ou até 

mesmo levando ao processo de septicemia (NAGPAL e YADAV, 2017). Essas 

bactérias atingem, primeiramente, os linfonodos mesentéricos e, a partir daí, caem na 

corrente sanguínea e, consequentemente, nos órgãos (ANDRADE, 2016). Vale 

ressaltar que o termo translocação bacteriana não se refere apenas à passagem de 

bactérias vivas intactas, mas também às suas toxinas e subprodutos (NAGPAL e 

YADAV, 2017). Baixos níveis de translocação acontecem normalmente em indivíduos 

sadios, processo fisiológico natural necessário para a geração de células para o 

sistema imune (LICHTMAN, 2001; ANDRADE et al., 2015).  

Dependendo da espécie de bactéria, seus subprodutos e compostos, além do 

estado fisiológico do hospedeiro, essa translocação pode ocorrer por duas vias: 

paracelular e transcelular (NAGPAL e YADAV, 2017) (Figura 11).  

Em condições fisiológicas, as bactérias que translocam podem ser fagocitadas 

antes de alcançarem a circulação linfática e atingirem os linfonodos mesentéricos ou 

a circulação sistêmica. Entretanto, se o indivíduo estiver com o sistema imunológico 

comprometido, ocorre falha nesses mecanismos de defesa, o que permite a 
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sobrevivência dessas bactérias em sítios extra intestinais, iniciando ou agravando um 

quadro de septicemia (MACFIE, 2004; ANDRADE, 2016; BARROS, 2016). 

O método tradicional para identificar a translocação bacteriana, baseia-se na 

contagem de unidades formadoras de colônia (UFC) nos linfonodos mesentéricos e 

órgãos. Entretanto, essa técnica não permite a detecção de bactérias não viáveis e 

nem fragmentos de bactéria, subestimando os níveis de translocação bacteriana, uma 

vez que esses fragmentos também são responsáveis por desencadear a resposta 

imunológica (WIEST e RATH, 2003; GENEROSO, 2010; ANDRADE, 2016). Além 

disso, vale ressaltar que esse é um método laborioso e que exige condições 

assépticas. 

Nesse contexto, desenvolveu-se em nosso laboratório a técnica de marcação 

da bactéria Escherichia coli com tecnécio-99m (E. coli-99mTc), que não necessita de 

ambiente estéril durante todo o processo, além de permitir que fragmentos e produtos 

bacterianos sejam detectados, aumentando significativamente a sensibilidade da 

técnica (DINIZ et al., 1999).  

Pesquisas realizadas em nosso grupo mostraram a eficácia da E. coli-99mTc 

para a determinação dos níveis de translocação bacteriana em modelo de obstrução 

intestinal de ratos e camundongos (QUIRINO, CORREIA e CARDOSO, 2007; DOS 

SANTOS et al., 2009; VIANA et al, 2010; BATISTA et al., 2012; GENEROSO et al., 

2011), bem como na mucosite e na colite intestinal (ANDRADE et al, 2015; 

GENEROSO et al., 2015; ANDRADE, 2016; BARROS, 2016; TAKENAKA, 2017).  

2.13  Uso de plantas medicinais para tratamento de doenças  

A utilização de plantas medicinais na busca para o manejo de doenças é uma 

prática muito antiga e que, muitas vezes, representa o único recurso terapêutico de 

comunidades e grupos étnicos (TYLER, 1996; KO, 1999). A evolução ao longo dos 

anos de medicamentos e descobrimento de novas substâncias se deve ao profundo 

conhecimento da natureza pelos povos primitivos, bem como de seu potencial químico 

(VIEGAS JÚNIOR; BOLZANI, 2006; DA ROCHA et al., 2015).  

As observações populares acerca do uso e eficácia de plantas medicinais, são 

de extrema importância para o conhecimento das atividades terapêuticas dessas 

espécies, constituindo uma excelente perspectiva para a realização de estudos 
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científicos para comprovação de seus mecanismos de ação e constituintes químicos 

(MACIEL, PINTO e VEIGA JÚNIOR, 2002; CASTILHO e BRAGA, 2011; MUKHERJEF 

et al., 2017). O Brasil apresenta uma grande diversidade de espécies vegetais, 

estimada de 15 a 25% do número total de espécies no mundo, colocando o Brasil em 

uma posição privilegiada para o desenvolvimento de novos produtos (BRASIL, 2006; 

MUKHERJEE et al. 2017).  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) reconhece, desde a década de 70, o 

valor das práticas alternativas e complementares como recurso terapêutico, o que 

estimula países em desenvolvimento a terem um melhor aproveitamento de seus 

recursos naturais (BRANDÃO et al., 2010). Além disso, a OMS também reconhece 

que, apesar de todos os avanços na produção de medicamentos nos últimos tempos, 

cerca de 80% da população de países em desenvolvimento, depende da medicina 

tradicional para seus cuidados básicos em saúde (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006).   

Em 2006, o Ministério da Saúde criou a Política Nacional de Plantas Medicinais 

e Fitoterápicos, com o objetivo de estabelecer diretrizes e linhas prioritárias para o 

desenvolvimento de ações voltadas à garantia do acesso seguro e o uso racional de 

plantas medicinais e fitoterápicos no país, assim como o uso sustentável da 

biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da indústria nacional 

(BRASIL, 2006). Além disso, no Brasil, a indústria farmacêutica teve 25% de seu 

faturamento originado de medicamentos derivados de plantas, de acordo com um 

levantamento realizado por Guerra e colaboradores (2001). Também em 2001, foi 

registrado um aumento de 10% nas vendas do setor, reforçando seu crescimento.  

A espécie estudada nesse trabalho, Fridericia chica (Bonpl.) L.G.Lohmann, 

consta, na Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Único de 

Saúde (RENISUS), o que atribui a ela a possibilidade de avançar na cadeia produtiva 

e gerar produtos de interesse à população (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). 

2.14 Fridericia chica (Bonpl.) L.G.Lohmann 

A Fridericia chica (Bonpl.) L.G.Lohmann é uma planta encontrada, no Brasil, 

desde a região Amazônica até o Rio Grande do Sul, incluindo regiões de Cerrado e 

de Mata Atlântica. Saindo do Brasil, a F. chica pode ser também encontrada no 

continente Africano (VON POSER et al., 2000) e nas Américas Central (México, 



47 

Belize, Guianas, Porto Rico e Trinidad e Tobago) e do Sul (Peru) (BEHRENS, TELLIS 

e CHAGAS, 2012). A espécie pode apresentar-se como uma liana arbustiva ou 

trepadeira de pequeno porte, com folhas bi ou tri-folheadas e flores róseo-lilacinas 

(Figura 12). 

 

Figura 12 - Fotografia Fridericia chica (Bonpl.) L.G.Lohmann - acervo de 
plantas tropicais do Missouri Botanical Garden 

Fonte: Behrens, Tellis e Chagas, 2012 

Pela medicina tradicional e popular, o chá das folhas de F. chica é amplamente 

utilizado para tratamento de distúrbios anti-inflamatórios, anemia, cólicas intestinais, 

diarreia a até para a cicatrização (BORRÁS, 2003; RIBEIRO, 2012). Além disso, as 

comunidades nativas do Brasil utilizavam o extrato da F. chica para pintura corporal e 

também para proteção solar. Isso porque a planta possui flores em um tom rosa e 

violeta e produz um corante vermelho a partir da fermentação de suas folhas 

(RIBEIRO, 2012; MICHEL et al., 2015).   

F. chica é popularmente conhecida como ”pariri” ou “crajiru” e pertence à família 

Bignoniaceae. Essa família compreende aproximadamente 120 gêneros e 800 

espécies, sendo quimicamente caracterizada pela presença de terpenoides, quininas 

e flavonoides. (WARASHINA et al., 2006). Apesar de pariri e crajiru serem os nomes 

populares mais conhecidos, a F. chica também pode ser chamada de carajiru, 

carajuru, cajuru, crejeru, chica, cipó-cruz, paripari e crejer, em decorrência de sua 

vasta distribuição geográfica (BEHRENS, TELLIS e CHAGAS, 2012). 
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2.15 Composição Química 

O primeiro estudo para avaliação química da F. chica, foi realizado por 

Chapman e colaboradores (1927), que isolou uma 3-desoxiantocianidina, denominada 

carajurina (ZORN et al., 2001). Nas folhas de F. chica, a carajurina é responsável pela 

coloração vermelha do extrato (PAULA et al., 2013; 2014).  

Os flavonoides são conhecidos como substâncias que promovem benefícios 

para a saúde, o que inclui prevenção e tratamento de doenças (KIM et al., 2004; 

GROTEWOLD, 2006). Suas principais atividades biológicas já descritas são: 

antioxidante, anti-inflamatória, antimicrobiana, antiviral, antitumoral, antitrombótica e 

imunomoduladora (HARBONE; WILLIAMS, 2000; KIM et al., 2004; TEIXEIRA et al., 

2005).  

As antocianidinas são amplamente distribuídas na natureza, sendo 

responsáveis pelas cores azul, violeta e tonalidades de vermelho presentes em 

diversas flores e frutos (WANG e STONER, 2008). Ding e colaboradores (2006) 

caracterizaram as antocianidinas como antioxidantes naturais e como protetores da 

integridade do DNA genômico. Além disso, estudos indicam que o consumo de 

antocianidinas, em decorrência de sua atividade anti-inflamatória e antioxidante, reduz 

o risco de diabetes, artrite, câncer e doenças cardiovasculares (WANG e STONER, 

2008). 

2.16 Atividade biológica da F. chica 

Os efeitos anti-inflamatórios e antitumorais pelo extrato de F. chica já foram 

demonstrados por diversos modelos (TAKEMURA et al., 1995; ZORN et al., 2001; 

BARBOSA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008; RIBEIRO, 2012; TAKENAKA, 2017). 

Além disso, as atividades antianêmica e anti-hipertensiva também já foram avaliadas 

cientificamente (OLIVEIRA et al., 1995; CARTÁGENES, 2009).  

In vitro, os efeitos anti-inflamatórios do extrato lipofílico da planta e da 

carajurina, foram evidenciados pela inibição do fator nuclear NF-kB, responsável por 

regular a transcrição de várias citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias. Essa inibição 

pode, portanto, modular o processo inflamatório (ZORN et al., 2001; RIBEIRO, 2012).  
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O extrato etanólico da planta apresenta atividade antioxidante e anti-

inflamatória (JORGE et al., 2008; MICHEL, 2015). Já o extrato aquoso, apresentou 

comprovada atividade anti-inflamatória pelo estudo de Oliveira et al. (2009). Por 

último, o extrato metanólico bruto (contendo carajurina e carajurona), no estudo de 

Jorge e colaboradores (2008), apresentou atividade cicatrizante in vivo e in vitro.  

Recentemente, um estudo realizado por Miranda e colaboradores (2017), 

utilizou o extrato hidroetanólico bruto de F. chica e isolou o composto feoforbide, capaz 

de inibir o crescimento do Trypanossoma cruzi in vitro. 

2.17 Atividade anti-inflamatória de extratos de planta na mucosite 

Na literatura, são relatados diversos estudos de modelos animais que utilizaram 

substâncias flavonoídicas para tratamento da inflamação, principalmente em relação 

à mucosite oral. Um estudo recente demonstrou a eficácia do extrato de Oryza sativa 

na redução das feridas na mucosa oral de ratos com mucosite induzida por 5-FU 

(TANCHAROEN, 2018). Estudos anteriores, como o de Samy e colaboradores (2012) 

verificou que proteínas solúveis obtidas do látex de Calotropis procera possuem a 

capacidade de supressão da via de sinalização do NF-kB. Também utilizando tais 

proteínas, o estudo de Freitas e colaboradores (2012) sugeriu que o mecanismo de 

proteção da mucosa envolveu a inibição da expressão de iNOS, COX-2, TNF-α e IL-

1β. Por último, um estudo de Chaudhary e colaboradores (2015) demonstrou a 

atividade antioxidante dessas proteínas como potenciais para melhora da inflamação.   

Na mucosite intestinal, poucos estudos avaliaram o efeito de extratos de planta 

sobre a inflamação. O estudo de Liu e colaboradores (2013) demonstrou a redução 

da atividade inflamatória sobre o epitélio intestinal de camundongos BALB/c tratados 

com extrato aquoso de Chimonanthus nitens, uma espécie da China. O extrato foi 

administrado por um período de 11 dias e demonstrou efeitos benéficos sobre a perda 

de peso, diarreia e diarreia sanguinolenta, além da preservação da arquitetura 

tecidual.  

Um outro estudo conduzido por Ávila e colaboradores (2015) utilizou uma 

formulação mucoadesiva de Bidens pilosa em camundongos Swiss por um período 

de 6 dias, em um modelo de mucosite induzido por 5-FU. Essa espécie já tem 

atividade conhecida como hepatoprotetora, antimalárica, antioxidante e anti-
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inflamatória. Para o modelo de mucosite intestinal, a formulação diminuiu a perda de 

peso dos animais e preservou parcialmente a arquitetura do epitélio intestinal.  

Um estudo conduzido em 2016 por Gou e colaboradores utilizou uma 

formulação tradicional da medicina Chinesa, que contém extratos de 8 diferentes 

espécies de planta. Essa formulação é conhecida como Bu-Zhong-Yi-Qi (BZYQD) e é 

usada popularmente para falência renal crônica, alívio de desordens epigástricas, 

doença pulmonar obstrutiva crônica e rinite alérgica. Ratos que receberam a 

formulação por 10 dias, apresentaram redução na a perda de peso, diarreia, necrose 

e apoptose no epitélio intestinal.  

Em nosso grupo de pesquisa, o extrato hidroetanólico de F. chica foi utilizado 

para avaliação de sua atividade anti-inflamatória em modelo de mucosite murina 

induzida por 5-FU. Os resultados demonstraram efeito positivo sobre a 

permeabilidade intestinal, translocação bacteriana, variação ponderal e consumo 

alimentar. Além disso, os achados histológicos evidenciam a redução dos danos 

epiteliais causadas pelo agente quimioterápico, o que reforça a ação anti-inflamatória 

do extrato (TAKENAKA, 2017).  
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3 JUSTIFICATIVA 

A mucosite intestinal ainda é um efeito adverso pouco compreendido na área 

da oncologia. O tratamento oferecido ao paciente atualmente, se restringe ao uso de 

analgésicos, antimicrobianos, protetores de mucosa e antidiarreicos, o que pode ser 

explicado pela lacuna de estudos envolvendo bons modelos pré-clínicos para o estudo 

dessa patologia. Tais modelos são de extrema importância para o melhor 

entendimento dos mecanismos envolvidos na mucosite intestinal, visto que se 

aproximam com o que acontece com os pacientes na prática clínica. A partir desses 

modelos, é possível se estudar a toxicidade dos agentes quimioterápicos e testar 

possíveis modulações farmacológicas.  

Como hoje em dia ainda não existem tratamentos profiláticos ou curativos para 

o controle da mucosite intestinal sendo utilizados na prática clínica, nosso laboratório 

vem se dedicando ao estudo de modelos experimentais utilizando os quimioterápicos 

5-FU e irinotecano, bem como diferentes propostas de manejo, como o uso do ácido 

linoleico conjugado (CLA), extrato da espécie Fridericia chica (Bonpl.) L.G.Lohmann e 

probióicos. 

Dentre os modelos experimentais encontrados na literatura, existe apenas um 

estudo de mucosite intestinal utilizando a associação entre 5-FU e irinotecano. Esse 

dado é de grande relevância, pois se assemelha ao protocolo chamado FOLFIRI, 

presente na prática clínica. Tal protocolo é utilizado para o tratamento do câncer 

colorretal, um dos tipos de câncer com maior taxa de letalidade atualmente. A 

reprodução de um modelo como esse, pode trazer informações mais fidedignas e 

relevantes quanto à patologia causada por esses fármacos, bem como propor um 

tratamento ou manejo mais eficientes que as disponíveis na clínica e, se possível, 

identificar ainda um meio para prevenção do desenvolvimento da mucosite intestinal. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral: 

Investigar possíveis efeitos benéficos da F. chica em modelo experimental de 

mucosite induzida pelos quimioterápicos 5-FU e irinotecano.  

4.2 Objetivos específicos: 

• Investigar a severidade da mucosite e os efeitos do extrato de F. chica mediante 

a avaliação do consumo alimentar e evolução ponderal;  

• Avaliar aspectos relacionados com a integridade da mucosa intestinal por meio 

da permeabilidade intestinal, translocação bacteriana, histologia/morfometria, 

microscopia eletrônica e expressão de proteínas de junções firme; 

• Avaliar alguns fatores envolvidos na atividade inflamatória como infiltrado 

inflamatório e severidade da diarreia;  

• Avaliar alguns aspectos relacionados com a resposta imunológica. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS  

5.1 Identificação do material vegetal 

As folhas de F. chica (Bonpl.) L.G.Lohmann utilizadas no preparo do extrato 

utilizado no trabalho foram coletadas no município de Betim, região metropolitana de 

Belo Horizonte – MG, no mês de março/2015. A espécie foi identificada pelo botânico 

Prof. Dr. João Renato Stehmann e uma exsicata encontra- se depositada no Herbário 

do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais, sob 

o número BHCB 98229. 

5.2 Obtenção do extrato de F. chica (Bonpl.) L.G.Lohmann 

O extrato foi preparado por maceração com auxílio do ultrassom conforme 

previamente descrito por Takenaka (2017).  Em resumo, utilizou-se 5 g do pó das 

folhas de F. chica pulverizadas em 50 ml de solvente (mistura de água ultrapura e 

etanol 99,5% na proporção de 3:7, respectivamente). Após vinte minutos de banho 

ultrassônico, aguardou-se a decantação de material vegetal e filtrou-se o 

sobrenadante em papel filtro, originando o extrato bruto. Repetiu-se essa extração por 

duas vezes, juntando-se as soluções filtradas em balão de fundo redondo de 250 ml. 

Após a extração, a eliminação dos solventes orgânicos se deu evaporador rotatório, 

até resíduo, com temperatura máxima do banho de 40ºC, e da água por liofilização. 

Os extratos obtidos foram estocados a -20ºC até a utilização.  

5.3 Composição do extrato de F. chica (Bonpl.) L.G.Lohmann 

A composição do extrato utilizado nesse trabalho foi previamente determinada 

por Takenaka (2017) por meio da técnica de cromatografia líquida de ultra-eficiência 

acoplada à espectroscopia de massas (CLUE-ESI-MS), que permitiu a identificação 

das seguintes substâncias no extrato: 6-hidroxiluteolinidina-O-ácido glicurônico, 

isoescutelareina ou escutelareina-O-ácido glicurônico, hispidulina, isoescutelareina ou 

escutelareina, apigenina, 6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavílio, 6,7,3’-trihidroxi-4’,5-

dimetoxiflavílio e carajurina. 
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5.4 Animais 

Foram utilizados camundongos machos BALB/c, pesando em média 25 

gramas, com 8 semanas de idade, fornecidos pelo Biotério Central da UFMG. Os 

animais foram mantidos no biotério da Faculdade de Farmácia da UFMG, em gaiolas 

plásticas individuais, com controle de iluminação 12/12 (ciclo de luz claro/escuro) e 

ventilação. Água potável ad libitum e ração (Presence) foram fornecidos aos animais. 

Esse estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA UFMG, Protocolo 355/2017). 

5.5 Delineamento Experimental 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em quatro grupos, de acordo com a 

Tabela 1: 

GRUPOS TRATAMENTOS 

Controle (CTL) 
 (n=9) 

 

Administração oral de solução salina/Injeção intraperitoneal de 
salina 
 

F. chica  
(n=9) 

Administração oral do extrato de F. chica (30 mg/kg)/ Injeção 
intraperitoneal de salina 
 

Mucosite 
(MUC)  
(n=9) 

Administração oral de solução salina/Injeção intraperitoneal de 5-
FU (34 mg/kg) e irinotecano (41 mg/kg) para indução da 
mucosite. 

Tratamento 
(F. chica + 
MUC) (n=9) 

Administração oral do extrato de F. chica (30 mg/kg)/ Injeção 
intraperitoneal 5-FU (34 mg/kg) e irinotecano     (41 mg/kg) para 
indução da mucosite. 

Tabela 1- Divisão e esquema de tratamento dos diferentes grupos 
experimentais 

5.6 Modelo experimental de mucosite intestinal 

 O modelo experimental foi desenvolvido em um período de sete dias. Os 

animais dos grupos MUC e F. chica + MUC receberam injeção intraperitoneal com 

doses seriadas de 5-FU (34 mg/kg/dia) e irinotecano (41 mg/kg/dia), durante os quatro 

primeiros dias do protocolo experimental, para indução da mucosite, enquanto os 

grupos CTL e F. chica receberam injeção intraperitoneal de salina, também durante o 

mesmo período. Já a administração oral do extrato de F. chica, foi realizada durante 

os sete dias do protocolo experimental, para os grupos F. chica e F. chica + MUC, 
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enquanto os grupos CTL e MUC receberam solução salina. Nos dias 1, 4 e 7, os 

animais foram monitorados quanto à variação ponderal e consumo de ração. O 

modelo de mucosite intestinal foi baseado em modelo previamente descrito por 

Pereira e colaboradores (2015) e, 72 horas após a última dose de indução, os animais 

foram eutanasiados para a coleta de material e realização das análises.  

5.7 Análises 

5.7.1 Consumo alimentar e variação ponderal 

O controle da ingestão alimentar e variação do peso corporal foram realizados 

em três diferentes momentos durante o ciclo experimental: no dia 1, antes da primeira 

injeção de 5-FU e irinotecano para indução da mucosite; no dia 4, último dia de 

indução da mucosite e no dia 7, último dia do protocolo experimental. Para a obtenção 

desses dados, foi considerada a diferença das pesagens entre os dias 1 e 7. Todos 

os valores foram obtidos com o uso de balança semi-analítica (Filizola-MF, São Paulo, 

Brasil).  

5.7.2 Escore de diarreia 

A avaliação dos níveis de diarreia foi realizada diariamente, dos dias 1 a 7. A 

classificação da gravidade da diarreia foi feita através de um sistema de escore, 

proposto por Kurita e colaboradores (2000), que classifica a consistência das fezes 

em escores de 0 a 3 (Tabela 2). 

 

 



56 

ESCORE AVALIAÇÃO DA DIARREIA 

0 Fezes com aspecto normal. 

1 
Fezes levemente alteradas, pouco 

umedecidas. 

2 
Fezes úmidas, com pouca sujidade 

perianal. 

3 
Fezes úmidas, com bastante sujidade 

perianal. 

 

Tabela 2 - Escores de avaliação de intensidade de diarreia em camundongos 

5.7.3 Avaliação da Permeabilidade Intestinal 

Após 72 horas da última dose de indução da mucosite, alíquotas contendo 18,5 

MBq de DTPA-99mTc em 0,1 mL de solução foram administradas, por gavagem, a 

todos os animais. Após 4 horas, os camundongos foram anestesiados, 

intraperitonealmente, com solução de cloridrato de xilazina (15 mg/kg) e cloridrato de 

cetamina (80 mg/kg). Em seguida, 300 μL de sangue foram coletados por punção 

axilar para determinação da radioatividade em um contador gama automático 

(Perkinelmer Wallac, 1480 Wizard 3 – Turku, Finlândia) (BARROS, 2016; TAKENAKA, 

2017). Os resultados obtidos foram comparados com o padrão de DTPA-99mTc e 

calculados em percentual de dose de DTPA-99mTc por grama de sangue de acordo 

com a seguinte fórmula:  

 

% dose de DTPA-99mTc no sangue = (cpm no sangue/cpm da dose administrada) x 

100  

cpm = contagens por minuto 

5.7.4 Avaliação da Translocação Bacteriana 

Para avaliação da translocação bacteriana, utilizou-se o procedimento descrito 

por Diniz e colaboradores (1999), no qual a bactéria Escherichia coli (E. coli – ATCC-

10536), foi radiomarcada com Tc-99m (E. coli-99mTc). A partir de uma cultura mãe 

de E. coli, foi realizado o repique em ágar tripticaseina (Merck, Darmstadt, Alemanha) 

https://www.google.com/search?q=merck+kgaa+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEorzzFT4gAxU4qMDbW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQB9LEutQwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiwlOPDhNXfAhUFI5AKHTzwCxYQmxMoATAVegQIBRAL
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e incubação a 37 ºC por um período de 18 horas. Após esse período, a bactéria foi 

transferida para um tubo contendo salina estéril e sua concentração foi ajustada a 580 

nm (espectrofotômetro GENESYS), em 31% de transmitância, o correspondente a 108 

UFC/mL. Em seguida, uma alíquota de 2 mL dessa suspensão bacteriana foi incubada 

em tubos contendo 1 mL de solução de cloreto estanoso (pH 7,0) (Sigma-Aldrich, 

Alemanha) a 37 ºC por 10 minutos. Após a incubação, 74 MBq de Tc-99m, obtidos por 

eluição do gerador Mo-99/Tc-99m estéril (IPEN/brasil) foram adicionados à alíquota 

da suspensão bacteriana e a preparação foi mantida a 37 ºC por 10 minutos. Os tubos 

foram então centrifugados a 3000 g durante 25 minutos e o sobrenadante foi retirado 

para a contagem de radioatividade. O precipitado foi ressuspendido em 3 mL de salina 

estéril e foi contada sua radioatividade. Esse procedimento de centrifugação e 

lavagem com salina foi repetido três vezes. A porcentagem de marcação foi 

determinada pela fórmula abaixo:  

% marcação = (cpm do precipitado/ cpm do precipitado + sobrenadante) x 100 

cpm = contagens por minuto 

O estudo da translocação bacteriana foi realizado em todos os grupos 

experimentais, 72 horas após a última dose de indução da mucosite. Cada grupo foi 

constituído por 9 animais que receberam, por gavagem, 0,1 mL de suspensão 

bacteriana marcada com Tc-99m, contendo, aproximadamente, 107 UFC de E. coli-

99mTc. Transcorridas 4 horas da gavagem, os animais foram anestesiados 

intraperitonealmente, com solução de cloridrato de xilazina (15 mg/kg) e cloridrato de 

cetamina (80 mg/kg) e, em seguida, tiveram o sangue coletado do plexo axial. O 

sangue foi colocado em tubos para determinação da radiação gama, previamente 

pesados. Após a coleta do sangue os animais foram eutanasiados por deslocamento 

cervical e tiveram os nódulos linfáticos mesentéricos (NLM), fígado, baço, pulmão, 

coração e rins coletados e pesados para determinação da radioatividade em contador 

gama automático (Perkinelmer Wallac, 1480 Wizard 3 – Turku, Finlândia).  

5.7.5 Dosagem da imunoglobulina A secretora (sIgA) 

O intestino delgado dos animais foi removido pelo corte nas junções 

gastroduodenal e ileocecal. Todo o conteúdo luminal foi retirado, pesado e diluído com 

salina fosfatada pH 7,2 [suplementada com inibidor de protease (1 μM de aprotinina; 
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25 μM de leupeptina; 1 μM de pepstatina e 1 mM de PMSF)], na proporção de 2 mL 

de PBS para cada 500 mg de conteúdo. Em seguida, o preparado foi centrifugado 

(5000 rpm, por 30 min, a 4 ºC), e o sobrenadante recolhido congelado a -80ºC para 

posterior dosagem da imunoglobulina. 

A dosagem do sIgA total foi realizada pelo método de ELISA de captura. Foram 

utilizados anticorpos anti-IgA de camundongos desenvolvidos em cabras (M-8769, 

SIGMA Chemical Co., St. Louis, USA), para revestimento das placas. Para detecção 

da imunoglobulina, utlilizou-se anticorpos anti-IgA conjugados a peroxidase (A-4789, 

Sigma Chemical Co., St. Louis, USA). A determinação da concentração de sIgA foi 

realizada utilizando-se um padrão de IgA purificado (Southern Biotechnology 

Associates, Birmingham, USA). A leitura foi feita, a 492 nm, em um leitor de 

microplacas (Spectromax M3, Molecular Devices Inc.Sunnyvale, USA). A 

concentração de sIgA foi representada em μg/mL de conteúdo intestinal (MARTINS et 

al., 2009). A dosagem foi realizada no Laboratório de Agentes Bioterapêuticos, 

Departamento de Microbiologia, ICB/UFMG. 

5.7.6 Avaliação da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no íleo 

A avaliação da atividade da enzima MPO, foi utilizada como índice indireto do 

recrutamento de neutrófilos no tecido. Para a dosagem dessa enzima, fragmentos do 

íleo foram retirados dos animais, lavados com PBS, pesados e congelados a -80ºC, 

em tubos previamente pesados, até o dia da dosagem. Utilizou-se o método descrito 

por Souza e colaboradores (2000), com algumas modificações. Os fragmentos do íleo 

foram descongelados e 100 mg de tecido homogeneizados em 1,9 mL de tampão 

fosfato pH 4,7 (0,1 M de NaCl, 0,02 M de NaH2PO4.1H2O, 0,015 M de Na2-EDTA), 

com uso de equipamento específico (Ultra-turrax IKA T10 basic). O homogenato do 

tecido foi centrifugado (Eppendorf 5430 R, São Paulo, SP, Brasil) a 10.000 g, por 10 

min, a 4 ºC e o precipitado submetido à lise hipotônica das hemácias (500 μL de 

solução de NaCl 0,2% seguido de adição de igual volume de solução contendo NaCl 

1,6% e glicose 5%, 30 segundos após). Uma nova centrifugação foi feita e o 

precipitado ressuspendido em tampão NaH2PO4 0,05 M (pH 5,4) contendo brometo 

de hexadeciltrimetilamônio (HTAB) 0,5% (Sigma) e, em seguida, re-homogeneizado. 

Alíquotas de 1 mL foram transferidas para tubos de microcentrífuga de 1,5 mL e 

submetidas a três ciclos de congelamento/descongelamento utilizando-se nitrogênio 
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líquido. Após descongeladas essas amostras foram novamente centrifugadas a 

10.000 g, por 10 min, a 4ºC e o sobrenadante recolhido. O precipitado foi 

ressuspendido e a atividade da MPO foi calculada pela medida das alterações na 

densidade óptica (OD) à 450 nm utilizando tetrametilbenzidina (TMB) (1,6 mM) 

(Sigma) e H2O2 (0,5 mM). A leitura foi feita em leitor de microplacas (Spectromax M3, 

Molecular Devices Inc.) e os resultados foram expressos como unidades relativas. A 

dosagem foi realizada no Laboratório de Agentes Bioterapêuticos, Departamento de 

Microbiologia, ICB/UFMG. 

5.7.7 Avaliação da atividade da enzima peroxidase eosinofílica (EPO) no íleo 

A avaliação da atividade da enzima EPO foi utilizada como índice relativo de 

eosinófilos no tecido. Fragmentos do íleo foram retirados dos animais, lavados com 

PBS, pesados e congelados a -80ºC, em tubos previamente pesados, até o dia da 

dosagem. A avaliação da enzima foi realizada por meio de teste enzimático, como 

descrito por Strath e colaboradores (1985). Para cada 100 mg de tecido pesado, foi 

adicionado 1.900 µl de PBS 5x (pH 7,2). Em seguida o tecido foi homogeneizado 

(Ultra-Turrax IKA T10 basic) e centrifugado a 10.000 g, por 10 min, a 4ºC (Eppendorf 

5430 R, São Paulo, SP, Brasil) e o sobrenadante foi desprezado. O pellet foi 

submetido a lise hipotônica por adição de 500 μL de salina 0,2%, seguido pela adição 

de 500 μL de salina 1,6%, suplementada com glicose 5%. O material foi novamente 

centrifugado, sob as mesmas condições citadas anteriormente, o sobrenadante 

desprezado e o pellet ressuspendido em 1,9 mL de PBS (pH 7,4), contendo HTAB 

(Brometo de hexadecil trimetil amônio; Sigma) 0,5%, para cada 100 mg de amostra. 

As amostras foram rapidamente homogeneizadas e, dessa solução, foi recolhida uma 

alíquota de 1 mL que foi transferida para um microtubo de 1,5 mL, seguido de 3 ciclos 

de congelamento e descongelamento em nitrogênio liquido. Após descongeladas 

essas amostras foram novamente centrifugadas a 10.000 g, por 10 min, a 4ºC e 

apenas o sobrenadante foi utilizado para a quantificação da peroxidase. O ensaio foi 

realizado em placa de 96 poços, sendo que em cada poço foram colocados 75 μL de 

amostra ou branco (PBS/HTAB 0,5%), incubada com 75 μL de substrato [1,5 mM de 

ofenilenodiamina, OPD (Sigma) em tampão Tris-HCl - 0,075 μM pH 8 suplementado 

de H2O2 6,6 mM]. A placa foi incubada a 20oC, no escuro, por aproximadamente 30 

minutos e a reação interrompida pela adição de 50 μL de H2SO4 1 M. A leitura ocorreu 
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em leitor de microplacas (Spectromax M3, Molecular Devices Inc.) em comprimento 

de 492 nm. A dosagem foi realizada no Laboratório de Agentes Bioterapêuticos, 

Departamento de Microbiologia, ICB/UFMG. 

5.7.8 Dosagem de citocinas no íleo 

A avaliação do conteúdo de citocinas e quimiocinas foi realizada em todos os 

grupos experimentais, constituídos por 5 animais cada, conforme descrito por Martins 

et al. (2011). Fragmentos do íleo de aproximadamente 100 mg foram coletados no 

último dia do modelo experimental, lavados com PBS, pesados e congelados a -80ºC, 

em tubos previamente pesados, até o dia da dosagem.  

No dia da dosagem, os fragmentos de 100 mg, foram descongelados e 

ressuspendidos em 1mL de solução de extração de citocinas, (PBS adicionado de 

inibidores de protease: PMSF 0,1 mM, cloreto de benzetônio 0,1 mM, EDTA 10mM e 

20 KI de aprotinina A) e 0,05% Tween-20. Os tecidos foram homogeneizados (Ultra-

Turrax IKA T10 basic) e centrifugados a 10.000 rpm, por 10 min, a 4ºC. O 

sobrenadante foi utilizado para dosagem das seguintes citocinas: IL-10 e IL-1β. O 

método utilizado foi o ELISA sanduíche, com kits obtidos da R & D Systems (DuoSet). 

As instruções do fabricante para a realização dos ensaios foram seguidas. 

5.7.9 Análise da expressão gênica de proteínas da junção firme 

A avaliação da expressão das proteínas da junção firme ocludina e Zonula 

occludens-1 (ZO-1), foi realizada em amostras de íleo de 5 animais de cada grupo 

experimental. Amostras de íleo foram coletadas no último dia do protocolo 

experimental e acondicionadas em microtubos livre de RNase. Em seguida as 

amostras foram armazenadas em freezer -80ºC até o momento da análise. 

Posteriormente, os tecidos foram submetidos a três etapas: 1) Extração do RNA; 2) 

Síntese do cDNA; 3) Amplificação do cDNA pela reação em cadeia da polimerase em 

tempo real (PCR em tempo real), conforme descrito por Ferreira et al. (2012). As 

análises foram realizadas no laboratório de Aterosclerose e Bioquímica Nutricional, 

Departamento de Bioquímica e Imunologia, ICB/UFMG.   
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5.7.10 Extração do RNA 

Para a extração do RNA utilizou-se aproximadamente 50 mg de íleo 

previamente homogeneizado com 0,5 mL de trizol (Trizol Reagent, Invitrogen #15596). 

A esses tubos, foram adicionados 200 µL de clorofórmio e os mesmos foram agitados, 

vigorosamente, por 30 segundos. Em seguida, os tubos foram incubados a 

temperatura ambiente por 5 min, e centrifugados a 13.000 rpm, a 4°C, por 15 min. O 

sobrenadante foi então transferido para um outro tubo contendo 250 µL de isopropanol 

e homogeneizados por inversão durante 1 min. Em seguida, os tubos foram incubados 

a -80°C por 60 min, para precipitação do RNA. Após esse período, as amostras foram 

centrifugadas a 13.000 rpm, a 4°C, por 20 min. O sobrenadante foi removido e o pellet 

lavado com 0,5 mL de etanol (75%). As amostras foram novamente centrifugadas, sob 

as mesmas condições citadas anteriormente, por um período de 10 min. O 

sobrenadante foi novamente descartado e o procedimento de lavagem e 

centrifugação, repetidos. O novo sobrenadante formado foi descartado e o pellet 

deixado secando em temperatura ambiente por 15 min. Após secagem, o pellet foi 

ressuspendido em água e incubado em banho-maria a 55°C por 10min. Utilizou-se 

espectrofotômetro para a determinação da concentração (ng/µL) e da pureza do RNA, 

por meio da razão 260/280 (Spectrophotometer ND- 1000). Os materiais utilizados, 

incluindo microtubos, ponteiras e água, eram livres de RNase e DNase, conforme 

descrito por Ferreira et al. (2012). 

5.7.11 Síntese cDNA 

O RNA extraído de cada amostra na etapa anterior, foi transcrito em cDNA por 

meio da enzima transcriptase reversa (MMLV RT). Um micrograma do RNA foi diluído 

em 5 µL de água livre de RNase e DNase. Em seguida, adicionou-se 0,5 µL (5µM) de 

Oligo (dT) primer (Promega #C1101) e 1,25 µL de água. As amostras foram 

homogeneizadas com pipeta e os tubos colocados em um termociclador a 72 °C por 

5 min. (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems). Em seguida, 3,25 µL da 

solução mix: 0,5 µL de M-MLV RT (Promega #M1705), 2 µL de tampão  M-MLV 5x, 

0,5 µL de dNTP mix (Promega #U1515), 0,1 µL de RNAsin (Ribonuclease inhibitor, 

Promega #N2511); e 0,25 µL de água, foram adicionados. Os tubos foram novamente 

colocados no termociclador a 42 °C, por três horas e, em seguida, a 72 °C por 15 min. 
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As amostras foram então armazenadas a -20 °C para posterior amplificação pela 

técnica de PCR em tempo real, conforme descrito por Ferreira et al. (2012).  

5.7.12 Amplificação do cDNA por PCR em tempo real 

O cDNA sintetizado na etapa anterior, foi amplificado pela técnica de PCR em 

tempo real, utilizando primers específicos. As amostras foram diluídas em água livre 

de RNase (1:10) e 2,5 µL dessa solução foram adicionados à 7,5 µL da solução mix 

em placa de 96 poços específica para PCR em tempo real. A solução mix foi composta 

de 0,75 µL de primer foward, 0,75 µL de primer reverse, 1 µL de água e 5 µL de power 

SYBR Green PCR Mix (Applied Biosystems #4367659). A análise foi realizada em 

equipamento específico (ABiPrism – 7900HT Sequence Detection System) e 

processados no programa SDS 2.4. Todas as amostras foram analisadas em duplicata 

e a quantidade de mRNA normalizada pelo GAPDH (gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase). Os valores foram expressos em quantidade de gene amplificado em 

comparação ao grupo controle (2-ΔΔCT). A curva de dissociação indicou que um 

único produto de amplificação foi obtido em cada reação. A tabela 3 mostra a 

sequência de nucleotídeos de cada primer utilizado, conforme descrito por Ferreira et. 

al (2012).  

Gene NM Sequência Foward Sequência Reverse 

ZO1 009386 CCAGCTTATGAAAGGGTTGTTC TCCTCTCTTGCCAACTTTTCTC 

Ocludina 008756.2 ATGTCCGGCCGATGCTCTC TTTGGCTGCTCTTGGGTCTGTAT 

GAPDH 008084.3 ACGGCCGCATCTTCTTGTGCA CGCCCAAATCCGTCCACACCGA 

Tabela 3 - Sequência dos nucleotídeos utilizados para o PCR em tempo real 

5.7.13 Análise histológica  

Após anestesia e eutanásia, amostras do íleo de nove animais (09) de cada 

grupo foram coletadas para análise histológica. O íleo foi cortado longitudinalmente, 

estendido com a serosa em contato com o papel de filtro e aberto pela borda anti-

mesentérica, removendo todo o seu conteúdo sem danos à mucosa, de acordo com 

o método descrito por Arantes e colaboradores (2004). Essa porção do íleo foi 

transferida para um recipiente contendo solução de Bouin com 2% de ácido acético 

glacial por um período de 15 min para pré-fixação. 
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Em seguida, os íleos pré-fixados foram colocados sobre uma superfície plana 

e enrolados em uma espiral, da porção distal para proximal, com a mucosa voltada 

para dentro de modo a formar rolos (rocamboles). Os rolos foram fixados por imersão 

em solução de formol a 4% por 24 horas.   

O material foi processado para inclusão em parafina e secções de 4 μm de 

cada amostra foram coradas com hematoxilina e eosina (HE). As lâminas 

microscópicas foram examinadas por patologista (microscópio Leica DMLB) e lesões 

das camadas mucosa e muscular foram avaliadas usando um sistema de classificação 

histopatológica descrito por Lima-Júnior e colaboradores (2012). As imagens 

fotográficas foram obtidas através do software Case Viwer (aumento de 10x), depois 

de escaneadas pelo escâner Panoramic MIDI (3DHISTECH, Budapest, Hungria).  

5.7.14 Escore histológico: 

Após a confecção das lâminas de HE, foram selecionadas oito (08) lâminas de 

animais de cada grupo experimental, para avaliação do escore histológico. Para 

avaliar a associação da mucosite com as alterações histológicas da mucosa do íleo, 

utilizou-se o escore proposto por Woo e colaboradores (2000), conforme apresentado 

na tabela a seguir (Tabela 4).  

Escores 
 

Achados microscópicos 
 

 
0 

 
Achados histológicos normais; nenhuma lesão. 

1 Menos do que 10% das criptas apresentam células necróticas  

2 
Mais do que 10% das criptas apresentam células necróticas, mas a arquitetura 
das criptas encontra-se intacta.  

3 
 
 
4 

Mais do que 10% das criptas apresentam células necróticas, com perda pontual 
da arquitetura das criptas de até 20%, encurtamento das vilosidades e presença 
de hipertrofia e hiperbasofilia aparente nas células da cripta.  
Mesmas características do que o escore 3 porém, com maior extensão da perda 
de arquitetura das criptas e encurtamento das vilosidades.  

Tabela 4 - Escore de análise histopatológica para intestino delgado 

5.7.15 Análise morfométrica: 

A análise morfométrica foi avaliada conforme descrito por Lima-Júnior e 

colaboradores (2012). Para fins de morfometria, a altura das vilosidades e a 
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profundidade das criptas de Lieberkühn foram calibradas no software ImageJ (versão 

1.47f, Wayne Rasband/National Institutes of Health, USA - disponível online no site 

http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html), e a razão vilosidade/cripta foi determinada. As 

áreas foram calculadas em 10 campos histológicos por lâmina. Um total de 8 lâminas 

por grupo foi avaliada.  

5.7.16 Análises estatísticas: 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa 

GraphPad Prism, versão 7.0. Os resultados foram avaliados pelo teste de normalidade 

Shapiro-Wilk e, se normais, foram analisados por ANOVA one ou two-way, seguido 

do pós-teste de Tukey. Os resultados que não apresentaram normalidade de dados 

foram analisados pelo teste não-paramétrico de Kurskall-Wallis e pós-teste de Dunns. 

Os dados com distribuição normal foram representados por média e desvio padrão, já 

os dados com distribuição não-normal foram representados por mediana e intervalo 

interquartil. Valores de p≤0,05 foram considerados como diferença estatística 

significativa.  
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6 RESULTADOS 

6.1 Padronização do modelo experimental de mucosite intestinal induzida 

pela associação de 5-FU e irinotecano 

O modelo utilizado nesse estudo, foi adaptado do modelo proposto por Pereira 

de colaboradores (2015). Inicialmente foram realizados estudos piloto com o objetivo 

de escolher a melhor dose que fosse capaz de induzir o dano significativo na mucosa 

intestinal e que, ao mesmo tempo, produzisse o mínimo de letalidade (Apêndice A).  

A linhagem usada nesse modelo experimental foram camundongos BALB/c, 

machos. Essa escolha se deve ao fato de que esses animais já haviam sido utilizados 

em outro estudo recente realizado em nosso grupo de pesquisa e permitiriam 

comparações diretas dos resultados obtidos (TAKENAKA, 2017).  

6.2 Peso e consumo de ração antes da indução da mucosite 

No dia anterior ao início do protocolo experimental, os animais foram pesados 

e tiveram também sua ração pesada, para que fosse possível monitorar os sinais 

clínicos desses durante o processo de indução da mucosite e verificar o impacto do 

tratamento proposto sobre esses parâmetros. Não foram observadas diferenças 

estatísticas no peso dos animais dos quatro grupos experimentais antes da indução 

da mucosite.           

A Figura 13 mostra a variação do peso dos animais durante os principais dias 

do protocolo experimental. O dia 1 representa o peso dos animais no momento que 

antecede as injeções de quimioterápico ou solução salina, de acordo com o grupo. 

Observa-se que o peso desses animais é homogêneo e não se diferem 

significativamente (p>0,05). Entre os dias 1 e 4 pode-se observar queda progressiva 

e significativa (p<0,05) do peso dos animais dos grupos MUC e F. chica + MUC 

quando comparados aos grupos CTL e F. chica. Entre os dias 4 e 7, os animais 

receberam apenas o tratamento com o extrato de F. chica e/ou solução salina, de 

acordo com o respectivo grupo. Apesar de não haver mais indução da mucosite pela 

administração dos quimioterápicos, esse foi o período em que os animais 
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apresentaram maior perda de peso (p<0,05). Já em relação do sétimo dia, não houve 

diferença significativa entre a variação de peso dos grupos MUC e F. chica + MUC.  
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Figura 13 - Efeito do extrato de F. chica sobre a variação do peso dos animais 
antes e após a indução da mucosite nos dias 1, 4 e 7. Variação do peso dos animais 

antes (dia 1) e após a indução da mucosite (dias 4 e 7). Os dados foram analisados por ANOVA two-
way e representados como média ± desvio padrão (n=10). Letras diferentes indicam diferença 
estatisticamente significativa (p<0,05).  

6.3 Variação ponderal e consumo alimentar após a indução da mucosite 

Os animais foram monitorados quanto ao peso e consumo de ração no primeiro 

e último dia do protocolo experimental. Em relação a ambas variáveis, não houve 

diferença significativa entre os grupos MUC e o grupo F. chica + MUC (Figura 14). 

Durante a indução da doença, ambos os grupos perderam peso de maneira 

significativa em relação aos grupos CTL e F. chica e tiveram a ingestão alimentar 

reduzida.          
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6.4 Escores de diarreia durante o protocolo experimental 

Os animais foram observados quanto aos níveis de diarreia diariamente, no 

mesmo horário. Observa-se que a diarreia nos grupos que receberam quimioterápicos 

teve início no terceiro dia e prolongou-se até o sétimo dia (Tabela 5). Entretanto, o 

grupo MUC teve maiores escores de diarreia nos dias cinco, seis e sete, sendo o maior 

pico de diarreia no sétimo dia, ou seja, 72 horas após o último estímulo de indução da 

mucosite. No grupo F. chica + MUC, os maiores picos de diarreia foram observados 

nos dias 6 e 7 do protocolo experimental. O grupo que recebeu apenas o extrato 

apresentou fezes levemente umedecidas entre os dias 3 e 6, ao passo de que o grupo 

CTL não apresentou nenhuma alteração na consistência das fezes.  

Tempo 

(Dias) 
CTL F. chica MUC F. chica 

+ MUC 

1 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 

2 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 

3 0 (0-0) a 0 (0-1) a 1 (0-1) b 0 (0-1) ab 

4 0 (0-0) a 0 (0-1) a 1 (0-1) b 0 (0-1) ab 

Figura 14 - Efeito do extrato de F. chica sobre a variação do peso e consumo de 
ração dos animais após a indução da mucosite.  Variação de peso e consumo de ração 

dos animais após a indução da mucosite no sétimo dia. Os dados foram analisados por ANOVA one 
way seguido do pós-teste de Tukey, sendo expressos como média ± desvio padrão (n=10). Letras 
diferentes, indicam diferença estatisticamente significativa. 
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Tabela 5 - Avaliação diária da intensidade da diarreia nos camundongos por 
meio da classificação em escore. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis 

seguido do pós-teste de Dunns. Os valores foram expressos como mediana (mínimo-máximo). Letras 
diferentes indicam diferença estatística significativa (n=9) (p<0,05). 

6.5 Análise histopatológica e morfométrica do íleo 

A Figura 15 mostra as alterações histopatológicas observadas no íleo dos 

animais submetidos ou não à mucosite pela associação de irinotecano e 5-fluorouracil 

e tratados ou não com o extrato de F. chica. Nas fotomiografias A e B observam-se 

as estruturas intestinais normais, com vilosidades e criptas íntegras, epitélio cilíndrico 

recobrindo as vilosidades e com as células de Paneth preservadas. Entretanto, na 

fotomiografia representada por C (grupo MUC), pode-se observar encurtamento 

acentuado das vilosidades intestinais, necrose das criptas e presença de intenso 

infiltrado inflamatório na mucosa e camada muscular. Em D estão representados os 

animais que receberam tratamento com extrato de F. chica. Nesse epitélio, observa-

se menor dano tecidual, representado pela preservação das vilosidades intestinais, 

necrose parcial das criptas e diminuição do infiltrado inflamatório. Além disso, a 

camada muscular da mucosa também se encontra parcialmente danificada.  

A Figura 16 mostra os dados morfométricos das vilosidades e criptas do íleo. 

Os resultados demonstram que a associação de quimioterápicos provocou redução 

significativa das vilosidades no grupo MUC. Essa alteração não foi observada no 

grupo F. chica + MUC, que manteve a altura das vilosidades nos mesmos níveis que 

o grupo controle. Em relação a profundidade das criptas, observa-se que a associação 

foi capaz de induzir modificações relevantes tanto no grupo MUC quanto no grupo F. 

chica + MUC. Por último, a razão vilosidade/cripta não apresentou alteração 

significativa em nenhum dos grupos apresentados.  

As alterações histológicas foram confirmadas através do sistema de escore, 

variando de 0 a 4. Os escores 0 e 1 foram atribuídos aos grupos controle (CTL e F. 

chica), indicando ausência de lesão ou presença de células necróticas em menos de 

5 0 (0-0) a 0 (0-1) a 1 (0-2) ab 0 (0-1) ab 

6 0 (0-0) a 0 (0-1) a 2 (1-3) b 1 (0-3) ab 

7 0 (0-0) a 0 (0-0) a 2 (1-4) b 0 (0-3) a 
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10% das criptas. O escore 2 foi atribuído aos grupos F. chica e F. chica + MUC, 

caracterizando arquitetura tecidual intacta e mais de 10% de criptas com presença de 

células necróticas. O escore 3 foi atribuído aos grupos MUC e F. chica + MUC, 

indicando presença de células necróticas nas criptas, perda da arquitetura das criptas 

em menos de 20% e vilosidades encurtadas. Por último, o escore 4 foi atribuído 

apenas ao grupo MUC, caracterizando lesão tecidual mais extensa do que o escore 

3. Em relação aos escores histológicos (Figura 17), observa-se que elevação 

significativa do dano histopatológico no grupo MUC, quando comparado com os 

grupos CTL, F. chica e F. chica + MUC. 
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A B 

C D 

Figura 15 - Análise histológica do íleo. Grupo - CTL (A); F. chica (B); MUC (C); F. chica + 

MUC (D). (A e B) Aspecto histológico normal com arquitetura da parede intestinal preservada e sem 
inflamação. (C) Encurtamento das vilosidades (seta) e intenso infiltrado inflamatório. (D) Preservação 
das vilosidades (seta), com preservação parcial da arquitetura tecidual e menor achatamento das 
criptas (cabeça da seta). Barra 100 µm (Objetiva de 10X). Coloração HE (n=6). 
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Figura 16 - Análise morfométrica do íleo. Os dados foram analisados por ANOVA one-way, 

com pós-teste de Tukey e os dados expressos como média ± desvio padrão (n=8). As barras 
representam diferença estatisticamente significativa entre grupos específicos. 
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Figura 17 - Efeito do extrato de F. chica no escore histológico do íleo. Os dados 

foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de Dunns (n=8). Os valores foram 
expressos como mediana e intervalo interquartil. Letras diferentes indicam diferença estatisticamente 
significativa (p<0,05). 
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6.6 Microscopia eletrônica 

Os resultados obtidos através das análises histopatológicas e de 

permeabilidade intestinal foram confirmados pela microscopia eletrônica (ME) (Figura 

18). As imagens mostraram aumento dos espaços intercelulares em ambos os grupos 

que foram submetidos à mucosite (C e D). Entretanto, o grupo MUC apresentou maior 

fragilidade em relação às junções intercelulares, o que é caracterizado pelo aumento 

maior desse espaço quando comparado com o grupo F. chica + MUC. Em relação às 

microvilosidades intestinais, observa-se no grupo CTL (A) sua preservação. No grupo 

MUC, as microvilosidades apresentam-se muito encurtadas e parcialmente 

destruídas, contribuindo com os achados histopatológicos. O grupo que recebeu o 

extrato de F. chica (D), apresentou microvilosidades preservadas em tamanho e 

arquitetura tecidual.   

 



72 

 

Figura 18 - Análise de microscopia eletrônica (ME) do íleo. Grupo - CTL (A); F. chica 

(B); MUC (C); F. chica + MUC (D). Observa-se menor espaçamento intercelular (seta) em A e B, 
quando comparado com C e D, indicando lesão nas proteínas de junção firme. Em relação as 
microvilosidades, observa-se melhora significativa na estrutura das mesmas comparando-se C e D. 

Os resultados obtidos através da comparação entre os cortes de HE, semi-fino 

e microscopia eletrônica (ultrafino) para o grupo MUC demonstram a intensidade e a 

extensão dos danos provocados pelo modelo de associação dos quimioterápicos. As 

vilosidades encontram-se extremamente achatadas (Figura 19), não é possível 

delimitar a profundidade das criptas com clareza (Figura 19) e, através da microscopia 

eletrônica, é possível notar sinais de sofrimento celular, pois há intensa vacuolização, 

além de não ser possível ver a luz do epitélio (Figura 19).  
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Figura 19 - Comparação entre os cortes de HE, semi-fino e ultrafino (ME) do íleo 
de um animal com mucosite, sem tratamento com extrato de F. chica. A figura 

acima caracteriza os achados obtidos através dos cortes do íleo sob a perspectiva da coloração por 
HE (A), corte semi-fino (B) e corte ultrafino para ME (C), de um animal do grupo MUC no sétimo dia do 
protocolo experimental. Observa-se grande achatamento das vilosidades e criptas (A), perda da 
arquitetura tecidual (B e C) e intensa vacuolização celular (C), característicos da extensão do dano 
ocasionado pela administração dos quimioterápicos irinotecano e 5-FU. 

   

6.7 Distribuição do DTPA-99mTc e avaliação da permeabilidade intestinal (PI) 

Após 4 horas da gavagem, imagens cintilográficas foram realizadas e 

observou-se acúmulo de radioatividade na região do íleo e intestino grosso, o que 

sugere captação do radiofármaco na região de interesse (Figura 20).  

 

Figura 20 - Distribuição do DTPA-99mTc nos intestinos delgado e grosso após 
administração por gavagem. Na figura A está representado o intestino e seus segmentos. Já 

as figuras B e C representam as imagens cintilográficas demonstrando acúmulo de radioatividade no 
íleo e intestino grosso decorridas 4 horas da administração do DTPA-99mTc por gavagem.  

 

Os resultados da PI dos animais dos grupos CTL e F. chica mostraram níveis 

fisiológicos de DTPA-99mTc no sangue (Figura 21). Após a indução da mucosite, os 

A B C
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resultados mostraram aumento da PI no grupo MUC, quando comparados aos grupos 

CTL e F. chica (p<0,05). Em relação ao grupo F. chica + MUC, também se verificou 

aumento de PI em comparação aos grupos CTL e F. chica (p<0,05).  
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Figura 21 - Permeabilidade intestinal avaliada pela presença de DTPA-99mTc no 
sangue de animais. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pós-

teste de Dunns. Os dados foram representados como intervalo interquartil (p25-p75) (n=9). Letras 
diferentes indicam diferença estatisticamente significativa (p<0,05).  

6.8 Análise da expressão gênica de Zonula occludens-1 (ZO-1) e ocludina 

Observa-se na Figura 22 aumento significativo da expressão de ZO-1 no grupo 

MUC quando comparado aos grupos CTL e F. chica (p<0,05). Verifica-se também, 

que a administração do extrato de F. chica (F. chica + MUC), reduziu a expressão da 

referida proteína a níveis intermediários. Em relação aos resultados da Figura 22, a 

administração do extrato de F. chica promoveu aumento estatisticamente significativo 

na expressão de ocludina em relação aos grupos CTL e F. chica (p<0,05).  Por outro 

lado, observa-se que não houve diferença estatística entre os grupos MUC e F. chica 

+ MUC (p>0,05). 
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 Figura 22 - Efeito do extrato de F. chica sobre expressão gênica de Zonula 
occludens-1 (A) e ocludina (B) no íleo. (A) Expressão gênica de ZO-1 (B) Expressão gênica 

de Ocludina. Dados analisados pelo teste de ANOVA one-way e pós-teste de Tukey (n=5). Letras 
diferentes indicam diferença estatisticamente significativa (p<0,05). 

6.9 Translocação bacteriana 

Os dados apresentados na Tabela 6 mostram níveis fisiológicos de TB nos 

grupos CTL e F. chica todos os órgãos e sangue analisados (p>0,05). O grupo MUC 

apresentou altas taxas de TB para o sangue, fígado, baço, coração, pulmão e nódulos 

linfáticos mesentéricos (NLM) em relação aos grupos CTL e F. chica. Os animais do 

grupo F. chica + MUC apresentaram níveis intermediários de TB apenas para os NLM, 

quando em comparação ao grupo CTL (p>0,05).   

Sangue/Órgãos 
CTL 

(cpm/g) 

F. chica 

(cpm/g) 
MUC 

(cpm/g) 

F. chica + MUC 

(cpm/g) 

Sangue 213,9 a 203,6 a 2664,0 b 3414,0 b 

Fígado 736,8 a 682,0 a 7304,0 b 10063,0 b 

Baço 229,1 a,c 79,7 a 5101,0 b 1978,0 b,c 

Coração 221,6 a,c 130,6 a 1169,0 b 1342,0 b,c 

NLM 5097,0 a 1195,0 a 89509,0 b 43469,0 a,b 

Pulmão 244,8 a,c 137,5 a 1884,0 b,c 2437,0 b 

Rins 924,8 a,c 243,3 a 13022,0 b 11889,0 b,c 
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Tabela 6 - Efeito do extrato de F. chica sobre a biodistribuição de E. coli-99mTc 
no sétimo dia do protocolo experimental. Dados analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, 

com pós-teste de Dunns. Os valores foram expressos como mediana (n=9). Letras diferentes indicam 
diferença estatisticamente significativa (p<0,05). 

6.10 Avaliação da atividade das enzimas MPO e EPO 

As enzimas MPO e EPO foram avaliadas no íleo, para determinação indireta 

do infiltrado de neutrófilos e eosinófilos, respectivamente. A Figura 23 mostra o 

resultado referente ao MPO e ao EPO, que não apresentaram diferença estatística 

significativa entre os grupos estudados (p>0,05).  

  

6.11 Dosagem de citocinas no íleo 

Ao analisar a citocina IL-10, de perfil anti-inflamatório na mucosite, não foi 

observada diferença estatística significativa entre os grupos estudados (p>0,05) 

(Figura 24). Ao analisar a citocina IL-1β, conhecida por seu perfil pró-inflamatório na 

mucosite, também não se observa diferença significativa entre os grupos estudados 

(Figura 24).   

Figura 23 - Efeito do extrato de F. chica no infiltrado celular intestinal do íleo, 
mieloperoxidase (MPO) e peroxidase eosinofíica (EPO). (A) Mieloperoxidase (MPO) (B) 

Peroxidase eosinofílica (EPO). Os dados foram analisados por ANOVA-one way e pós-teste de Tukey. 
Dados expressos como média ± desvio padrão (n=5). Letras diferentes indicam diferença 
estatisticamente significative (p<0,05). 
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6.12 Determinação da imunoglobulina A secretora (sIgA) no intestino delgado 

Ao analisar os níveis de sIgA, observou-se aumento significativo no grupo 

MUC, quando comparado aos grupos CTL e F. chica (p<0,05). No grupo F. chica + 

MUC observa-se níveis intermediários em relação aos demais grupos investigados 

(Figura 25).  
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Figura 25 - Efeito do extrato de F. chica sobre a concentração da Imunoglobulina 
A secretora (sIgA) no lúmen intestinal. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-

Wallis seguido pelo pós-teste de Dunns e expressos como mediana e intervalo interquartil (n=10). 
Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa (p<0,05). 

  

Figura 24 - Efeito do extrato de F. chica na produção de citocinas no íleo. (A) IL-

10 (B) IL-1β. Dados analisados pelo teste ANOVA one-way e pós-teste de Tukey. Em (A) e (B) não 
foram observadas diferença estatística significativa (p>0,05). (n=8 – grupo CTL; n=7 – grupo F. chica; 
n=9 – grupo MUC; n= 8- grupo F. chica + MUC).   
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7 DISCUSSÃO 

A utilização de um modelo de associação de drogas antineoplásicas como o 

adotado nesse estudo é de extrema relevância, tendo em vista que os quimioterápicos 

raramente são utilizados isoladamente na prática clínica. Em uma guideline publicada 

em 2007 por Keefe e colaboradores, o protocolo FOLFIRI destacou-se por sua 

probabilidade de desenvolver diarreia graus 3 e 4 (mais grave) associada a mucosite, 

o que chama atenção para a gravidade do problema, tendo em vista que não há 

tratamentos profiláticos nem curativos para a mucosite. Além disso, na prática clínica, 

os protocolos de tratamento são administrados, majoritariamente, em ciclos, e não em 

dose única. Sendo assim, o modelo adotado nesse trabalho visou reproduzir de 

maneira mais fidedigna a prática clínica, uma vez que o mesmo causa alterações 

fisiopatológicas significativas sem, no entanto, causar elevada mortalidade. 

Tendo sido estabelecida a dose ideal dos quimioterápicos 5-FU e irinotecano, 

prosseguiu-se com a avaliação do efeito enteroprotetor do extrato de F. chica em 

modelo experimental de mucosite entérica. Os resultados desse trabalho 

demonstraram que a associação entre 5-FU e irinotecano foi capaz de causar lesões 

significativas na mucosa intestinal, com evidente alteração da arquitetura do epitélio 

como destruição das vilosidades, necrose das criptas, aumento do infiltrado 

inflamatório e alterações de permeabilidade intestinal. Os animais tratados com o 

extrato de F. chica foram parcialmente protegidos dos efeitos enterotóxicos mostrados 

com o 5-FU e irinotecano. 

Existe apenas um estudo na literatura que utilizou a associação de 5-FU e 

irinotecano em modelo animal de mucosite intestinal (PEREIRA et al., 2015). Contudo, 

este estudo teve como objetivo apenas a padronização do modelo de associação dos 

quimioterápicos, não tendo abordado qualquer forma de tratamento ou manejo para a 

mucosite. Investigações realizadas pelo nosso grupo de pesquisa avaliaram os efeitos 

do extrato hidroetanólico de F. chica sobre a mucosite intestinal. Entretanto, o modelo 

utilizou apenas o quimioterápico 5-FU em regime de dose única e uma concentração 

do extrato de 300 mg/kg (TAKENAKA, 2017). Takenaka (2017) também utilizou a dose 

de 30 mg/kg para avaliação dos parâmetros de histologia e permeabilidade intestinal. 
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No presente trabalho os animais dos grupos MUC e F. chica + MUC 

apresentaram perda de peso e redução do consumo alimentar de maneira 

significativa. Observa-se também que a administração do extrato não foi capaz de 

reverter este quadro. A perda de peso e a redução do consumo alimentar podem ser 

explicados devido ao processo inflamatório ativo, que induzem o desenvolvimento de 

lesões e ulcerações na mucosa levando a diminuição da atividade enzimática no 

epitélio intestinal e liberação de citocinas pró-inflamatórias, o que dificulta diretamente 

a ingestão de alimentos e absorção de nutrientes (MELO et al., 2007; THORPE, 

STRINGER e BUTLER, 2013; MAIOLI et al., 2014; BARROS, 2016; TAKENAKA, 

2017).  

No trabalho de Takenaka (2017) houve melhora significativa em relação aos 

parâmetros consumo alimentar e variação ponderal dos animais após a indução da 

mucosite e administração do extrato. Entretanto, a dose utilizada do extrato foi maior 

do que a utilizada nesse trabalho, o que pode explicar as diferenças encontradas. 

Além disso, dados ainda não publicados por nosso grupo de pesquisa demonstraram 

que a dose de 30 mg/kg do extrato de F. chica não melhorou, significativamente, a 

perda de peso dos animais em modelo de mucosite com dose única, corroborando 

com os resultados obtidos nesse trabalho.  

Os relatos da literatura sobre modelos de mucosite em que houve emprego de 

plantas medicinais como proposta de tratamento mostram dois estudos que avaliaram 

a atividade anti-inflamatória de formulações ou derivados contendo plantas que 

também estão na lista da RENISUS. Ambos utilizaram modelos de mucosite induzidos 

por 5-FU. No estudo de Ávila e colaboradores (2015) o 5-FU foi administrado em 

doses seriadas nos dias 4, 5 e 6 do protocolo experimental e o tratamento com a 

formulação mucoadesiva contendo Bidens pilosa (Asteraceae) em diferentes 

concentrações foi administrada diariamente por 6 dias. As concentrações de 100 e 

125 mg/kg foram capazes de levar ao ganho de peso significativo dos animais que 

tiveram a mucosite induzida e que receberam o tratamento. Santos Filho e 

colaboradores (2016) também empregaram doses seriadas do 5-FU durante os três 

últimos dias do protocolo experimental. Empregaram como tratamento a formulação 

mucoadesiva contento curcominóides do extrato de Curcuma longa L. em diferentes 

concentrações (3,75; 7,5 e 15 mg/kg), durante os 6 dias do protocolo experimental. 
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Ao final, todas as doses foram capazes de atenuar a perda de peso dos animais 

quando comparados ao grupo mucosite. 

Outro parâmetro importante da mucosite intestinal é a diarreia, sinal clínico de 

grande relevância, uma vez que pode ser uma complicação fatal no tratamento do 

câncer (KEEFE, GIBSON e HAUER-JENSEN 2004; BENSON et al., 2014). O 

irinotecano é responsável por gerar diarreia dividida em duas fases: precoce e tardia, 

parâmetros observados tanto em roedores, quanto em humanos (SALTZ et al., 2000; 

TRIFAN et al., 2012). Os resultados mostram início de diarreia com 24 horas de 

administração dos quimioterápicos, sendo que os episódios de diarreia mais severos 

ocorreram nos dias 6 e 7. Corroborando com esses achados, Pereira e colaboradores 

(2015) também observaram diarreia severa no sétimo dia de indução em um modelo 

de associação entre 5-FU e irinotecano.  

Em relação à atividade antidiarreica do extrato de F. chica, não há ainda estudo 

na literatura realizado em modelo animal que comprove essa atividade. Entretanto, no 

uso popular a planta é empregada para a diminuição de cólicas intestinais e diarreia 

(BEHRENS, TELLIS e CHAGAS, 2012). Nesse trabalho, o extrato de F. chica 

demonstrou redução da severidade da diarreia nos animais que foram tratados. 

Entretanto, outros testes como o de contratilidade intestinal, devem ser realizados 

para entendimento do mecanismo pelo qual o extrato de F. chica atua na atenuação 

da diarreia.    

Sabe-se pela literatura que a mucosite induzida por quimioterápicos promove 

alterações histopatológicas significativas no intestino delgado, resultando em 

hipoproliferação de células das criptas e encurtamento das vilosidades (GENEROSO 

et al., 2015; BARROS et al., 2018). No presente estudo, a associação de 5-FU e 

irinotecano promoveu importantes alterações morfométricas e histopatológicas, 

causando diminuição significativa do tamanho das vilosidades, necrose das criptas e 

presença de infiltrado inflamatório, semelhante ao descrito por Pereira e 

colaboradores (2015) também em um modelo de associação utilizando 5-FU e 

irinotecano.  

O tratamento com o extrato de F. chica (grupo F. chica + MUC) atuou 

positivamente sobre as vilosidades, preservando sua estrutura. Além disso, o extrato 

também foi capaz de impedir a destruição das criptas intestinais e reduzir o infiltrado 
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inflamatório. Resultados semelhantes foram descritos por Takenaka (2017) utilizando 

o mesmo extrato, tanto na dose de 300 mg/kg quanto na dose de 30 mg/kg. Os 

resultados obtidos pelas análises histológicas foram confirmados pelo sistema de 

escore histológico do íleo, que mostrou escores duas vezes menores nos grupos que 

receberam o extrato. Além disso, detalhes desses aspectos histológicos foram 

melhores identificados pela microscopia eletrônica de transmissão, que mostrou 

menor sinal de dano celular e preservação da estrutura das microvilosidades no grupo 

F. chica + MUC.  

Interessantemente, o extrato de F. chica parece ter uma atuação direta sobre 

as criptas intestinais, hipótese essa que foi evidenciada pelas análises morfométricas. 

Quando foi realizada a medida da profundidade dessas criptas, o grupo F. chica 

apresentou uma profundidade de criptas significativamente inferior ao grupo CTL, 

sugestivo de algum mecanismo de ação específico sobre as criptas. Entretanto, outras 

análises serão necessárias para confirmação e melhor entendimento desse processo.  

A análise microscópica do íleo corrobora com a hipótese de uma atividade anti-

inflamatória parcial do extrato sobre o epitélio intestinal. Os achados com a dose de 

30 mg/kg obtidos por Takenaka (2017) foram semelhantes aos obtidos nesse trabalho, 

visto que também não houve uma melhora total do epitélio intestinal. Um possível 

mecanismo de atuação da F. chica pode ser a diminuição da migração de células 

inflamatórias para o tecido, através de atuação direta sobre receptores vasculares, 

como a P-selectina e a E-caderina.  

Todos esses danos descritos na mucosa levam ao consequente aumento da 

permeabilidade intestinal (LI e SLAYTON, 2013; NAGPAL e YADAV, 2017). Para a 

análise da permeabilidade intestinal utilizou-se o radiotraçador DTPA-99mTc, 

administrado por gavagem, com o objetivo de verificar sua passagem do lúmen 

intestinal para a corrente sanguínea. Em um epitélio intestinal normal, a molécula de 

DTPA devido ao seu caráter hidrofílico atravessa a barreira intestinal, pelos espaços 

paracelulares, atingindo níveis fisiológicos, o que faz deste radiofármaco uma boa 

alternativa para avaliar possíveis alterações nesse epitélio (ANDRADE et al., 2015; 

TAKENAKA, 2017). Além disso, esse método é mais sensível e rápido e confiável, 

quando comparado ao teste de excreção de lactulose e manitol, teste também 

utilizado para avaliar a permeabilidade intestinal.  
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Diversos estudos já realizados em nosso grupo de pesquisa, em modelos de 

mucosite, utilizando o 5-FU demonstraram aumento significativo dos níveis de       

DTPA-99mTc na corrente sanguínea (FERREIRA et al., 2012; MAIOLI et al., 2014; 

GENEROSO et al., 2015; BARROS et al., 2018). Os resultados obtidos para o grupo 

MUC desse estudo também mostraram aumento significativo dos níveis de DTPA-

99mTc no sangue. Similarmente, o grupo F. chica + MUC também apresentou 

aumento de permeabilidade, indicando que nessa concentração o extrato não reduziu 

a alta permeabilidade intestinal associada aos efeitos enterotóxicos do 5-FU e 

irinotecano.   

Como mencionado anteriormente, o uso de agentes antineoplásicos provoca 

danos diretos sobre o epitélio intestinal por meio da destruição de vilosidades e criptas. 

Danos indiretos também são descritos devido à liberação de citocinas pró-

inflamatórias, o que consequentemente, resulta em aumento da permeabilidade 

(NAGPAL e YADAV, 2017).  O mecanismo pelo qual essa destruição ocorre é 

dependente do agente quimioterápico utilizado. O 5-FU já foi descrito por Pritchard e 

colaboradores (1998), como indutor da proteína p53, responsável por levar a perda 

da arquitetura tecidual, com início 24 horas após a administração do quimioterápico. 

O estudo de Lima-Júnior e colaboradores (2012), mostra que as iNOS, ativadas pelo 

irinotecano, são responsáveis pelo encurtamento das vilosidades intestinais. O 

aumento da permeabilidade poderia ser explicado então, por esses mecanismos.  

Takenaka (2017) mostrou diminuição significativa, para níveis fisiológicos, da 

permeabilidade intestinal dos animais tratados com extrato de F. chica nas doses de 

300 e 30 mg/kg, diferentemente do resultado encontrado para o grupo F. chica + MUC 

desse trabalho. Não foram encontrados outros estudos na literatura que utilizem 

extrato de plantas para o tratamento da mucosite intestinal, que avaliem também a 

permeabilidade intestinal. O resultado encontrado nesse trabalho pode ser explicado 

pela severidade do modelo, principalmente no que se refere à utilização do 

irinotecano, principal diferença do modelo de Takenaka (2017). Como o irinotecano 

sofre biotransformação no fígado, sua forma ativa, que é mais tóxica, apresenta maior 

concentração plasmática que o 5-FU que, por sua vez, só é transformado em seu 

metabólito ativo no interior das células tumorais (LONGLEY, HARKIN e JOHNSTON, 

2003; BASTOS et al., 2016).  
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O aumento da permeabilidade intestinal também está relacionado com a 

alteração na expressão das proteínas de junção firme (WARDILL et al., 2013). No 

presente trabalho foram avaliadas a expressão da ZO-1 e da ocludina. A ZO-1 possui 

o papel de ancorar as outras proteínas que participam do complexo juncional (SHIN e 

MARGOLIS, 2006; GONZÁLES-MARISCAL et al., 2008), ao passo de que a ocludina 

é essencial para a manutenção da integridade da mucosa intestinal (SAITOU et al., 

2000). Não existem relatos na literatura avaliando a expressão dessas proteínas em 

um modelo de associação entre 5-FU e irinotecano. Os resultados obtidos mostraram 

aumento na expressão de ocludina em ambos os grupos que desenvolveram a 

mucosite, o que indica que a gravidade da lesão estimulou o epitélio a tentar buscar a 

homeostase (FERREIRA et al., 2012). Esses resultados são concordantes com os 

resultados de permeabilidade intestinal, uma vez que a molécula do DTPA-99mTc, 

hidrofílica, atravessa pelo espaço paracelular, local onde se encontra a proteína de 

junção ocludina.  Por outro lado, os resultados de expressão da ZO-1, mostraram 

aumento significativo no grupo MUC, enquanto que se observaram níveis 

intermediários no grupo de F. chica + MUC, o que corrobora com a hipótese de que o 

extrato está agindo para atenuar a lesão tecidual nesses animais, visto que a ZO-1 é 

uma proteína citoplasmática.  

As alterações de permeabilidade intestinal fazem com que endotoxinas e 

microrganismos patogênicos, antes contidas no lúmen, atravessem o epitélio e 

ganhem acesso a corrente sanguínea, entrando em contato com órgãos extra-

intestinais, resultando no aumento da translocação bacteriana (WIEST; RATH, 2003). 

Nesse trabalho avaliou-se a translocação bacteriana (TB) pelo método da bactéria E. 

coli radiomarcada com Tc-99m.  

Para os animais tratados com o extrato de F. chica e que tiveram indução da 

mucosite foram observados valores de TB 2,0 vezes menores para os nódulos 

linfáticos mesentéricos (NLM) e 2,5 vezes menores para o baço, quando comparados 

aos grupos CTL e MUC. Enquanto que no fígado e no sangue não foi observada 

atenuação significativa da TB, resultados que são concordantes com os achados de 

permeabilidade intestinal e expressão de proteínas de junção firme. Por outro lado, 

Takenaka (2017), observou redução significativa da TB em todos os órgãos, com 

exceção do sangue, quando tratados com o extrato de F. chica na dose de 300 mg/kg, 

resultados diferentes dos obtidos no presente trabalho que se utilizou a associação 



84 

de quimioterápicos e dose de 30 mg/Kg do extrato. Uma possível explicação para o 

resultado obtido é a agressividade do modelo utilizado para induzir a mucosite, bem 

como a menor dose utilizada para o tratamento. Apesar disso, observa-se uma 

atenuação, parcial, do processo de TB, resultado satisfatório e muito relevante 

considerando o extenso dano causado ao epitélio.  

Todas as alterações provocadas na arquitetura tecidual têm relação direta com 

a modulação da resposta imune, uma vez que o aumento do infiltrado inflamatório 

tecidual está envolvido no processo de fagocitose e liberação de mediadores 

inflamatórios, aumentando a vascularização tecidual e a concentração de leucócitos 

no local da lesão (ABBAS e LICHTMAN, 2011). Dentre esses leucócitos estão os 

neutrófilos e eosinófilos, responsáveis pela liberação do conteúdo tóxico de seus 

grânulos intracelulares, afim de eliminar agentes invasores (MEDZHITOV, 2008; 

WRIGHT et al., 2009). No conteúdo desses grânulos estão as enzimas 

mieloperoxidase (MPO) e peroxidase eosinofílica (EPO), liberadas quando é 

desencadeada uma resposta inflamatória. Sendo assim, a ocorrência de um processo 

inflamatório no íleo pode ser medida indiretamente por meio da dosagem dessas 

enzimas (WRIGHT et al., 2009; BASTOS et al., 2016; DOS SANTOS FILHO et al., 

2016; TAKENAKA, 2017; BARROS et al., 2018; TRINDADE, 2018).  

Supreendentemente em comparação aos relatos disponíveis na literatura, que 

também utilizaram modelo de mucosite (PEREIRA et al., 2015; BARROS et al., 2018; 

ÁVILA et al., 2015), as dosagens de MPO e EPO nesse estudo, não apresentaram 

diferença significativa entre nenhum dos grupos estudados. Estudos adicionais serão 

necessários para explicar tais achados. 

Além da resposta decorrente da migração dos leucócitos para o sítio da 

inflamação, há a liberação de citocinas pró-inflamatórias como resposta ao dano 

causado no epitélio. Em um trabalho de revisão descrito por Al-Dasooqi e 

colaboradores (2013) sobre a fisiopatologia da mucosite, destacaram-se dois estudos 

de Logan (2007 e 2009) correlacionando a expressão de TNF-α, IL-1β e IL-6 como 

associadas à toxicidade provocada na mucosa intestinal.  Em relação às citocinas com 

perfil anti-inflamatório na mucosite, destaca-se a IL-10 (AL-DASOOQI, WARDILL e 

GIBSON, 2013). Um estudo de Koning e colaboradores (2006) utilizando animais 

knockout para IL-10 mostrou perda de peso e lesão severa na mucosa intestinal, com 

a utilização de metotrexato, indicando a importância da mesma para a atenuação dos 
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danos causados pelos quimioterápicos. No presente trabalho não se observou 

diferenças estatisticamente significativas para as citocinas IL-1β e IL-10 entre os 

grupos investigados. Barros e colaboradores (2016) mostraram aumento apenas da 

IL-1β 24 horas após a indução da mucosite por 5-FU em camundongos BALB/c, não 

evidenciando qualquer alteração referente à TNF-α e IL-10. Em outro trabalho 

publicado por Barros e colaboradores (2018) 72 horas após a indução da mucosite 

por 5-FU, os resultados mostram aumento significativo de TNF-α/IL-1β e redução de 

IL-10 no grupo mucosite. 

 Por outro lado, Alencar e colaboradores (2016), utilizando modelo de mucosite 

por 7 dias, induzida por irinotecano em camundongos Swiss, mostraram níveis 

elevados de TNF-α e IL-1β no duodeno dos animais do grupo mucosite. Quando se 

administrou o extrato de Calotropis procera (Apocynaceae) esses pesquisadores 

observaram redução significativa dos níveis dessas citocinas. Gou e colaboradores 

(2016) utilizando formulação herbal contendo 8 plantas empregadas na medicina 

tradicional chinesa, em modelo de mucosite induzido por 5-FU com duração de 10 

dias, também mostraram níveis elevados de TNF-α e IL-1β e de forma similar ao 

trabalho descrito por Alencar e colaboradores (2016) o tratamento também reduziu os 

níveis de citocinas. A explicação para os achados referentes às citocinas, no presente 

trabalho, provavelmente esteja relacionada com o modelo de associação de 

quimioterápicos que poderia promover alterações na cinética dessas citocinas, de 

modo que 72 horas talvez não tenha sido o tempo adequado para a determinação das 

mesmas.  

Um outro componente igualmente importante no sistema de defesa do 

intestino, é a presença de imunoglobulina secretora A (sIgA). No lúmen intestinal, esta 

imunoglobulina promove a manutenção da homeostase impedindo que antígenos 

intestinais ganhem a circulação sanguínea restringindo a penetração de bactérias 

(PABST, 2012). Os resultados obtidos nesse trabalho mostram aumento na secreção 

de sIgA nos animais do grupo MUC e diminuição, a níveis intermediários, no grupo F. 

chica + MUC. Observa-se altos níveis de TB para NLM no grupo MUC, o que 

possivelmente contribuiu para maior ativação e transformação dos linfócitos B em 

plasmócitos que são responsáveis pela produção de IgA que é lançada no lúmen 

intestinal (PABST, 2012). A administração do extrato de F. chica, (F. chica + MUC) 

atenuou a TB para os NLM em função da redução do dano epitelial, o que resultou em 
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menor ativação dos linfócitos B e consequente redução para níveis intermediários de 

sIgA (PABST, 2012).  

  



87 

8 CONCLUSÃO 

1- Os animais do grupo mucosite intestinal induzida pela administração dos 

quimioterápicos 5-FU e irinotecano mostraram redução de peso corporal e 

ingestão alimentar; aumento significativo dos escores de diarreia, aumento do 

escores histológico, aumento de permeabilidade intestinal e de translocação 

bacteriana. 

 

 

2-  A administração do extrato F. chica (30 mg/kg) atenuou parcialmente os danos 

do epitélio intestinal, escores de diarreia, expressão de ZO-1, translocação 

bacteriana para o NLM e os níveis de secreção de sIgA. 
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9 PERSPECTIVAS 

- Investigar a atividade anti-inflamatória do extrato de F. chica em um modelo de pré-

tratamento e também em um modelo de tratamento total; 

- Investigar as alterações de microbiota intestinal envolvendo a associação dos 

quimioterápicos e a administração do extrato de F. chica;  

- Avaliar o estresse oxidativo mediante TBARS, determinação da concentração de 

hidroperóxidos, determinação as atividades das enzimas superóxido dismutase e da 

catalase; 

- Padronizar o extrato hidroetanólico de F. chica; 

- Avaliar a expressão de moléculas de adesão E-caderina e P-selectina;  

- Avaliação do extrato em um modelo de tumor implantado, afim d a fim de avaliar se 

o extrato interfere, de alguma forma, na eficácia e segurança da quimioterapia em 

curso. 
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APÊNDICE A – Padronização do protocolo experimental 

O modelo utilizado no estudo, foi adaptado do modelo proposto por Pereira de 

colaboradores (2015). Inicialmente foram realizados estudos piloto com o objetivo de 

escolher a melhor dose que fosse capaz de induzir o dano significativo na mucosa 

intestinal e que, ao mesmo tempo, produzisse o mínimo de letalidade. Para atingir 

esse objetivo, foram investigados 5 protocolos experimentais de associação entre os 

fármacos 5-FU e irinotecano, nos quais foram analisadas a variação ponderal e a 

histologia dos animais. O animal utilizado para esse modelo experimental foram 

camundongos BALB/c, machos. Essa escolha se deve ao fato de que esses animais 

já haviam sido utilizados em outro estudo recente realizado em nosso grupo de 

pesquisa e permitiriam comparações diretas dos resultados obtidos (TAKENAKA, 

2017).  

O protocolo escolhido foi aquele em que os animais foram tratados por 4 dias 

consecutivos com solução salina intraperitoneal e/ou 5-FU (34 mg/kg) e irinotecano 

(41 mg/kg), totalizando uma dose de 300 mg/kg. Adicionalmente à indução da 

mucosite, os animais foram tratados com extrato hidroetanólico de F. chica (30 mg/kg) 

e/ou salina durante os 7 dias. A escolha do sétimo dia para eutanásia baseou-se nas 

observações de Lima-Júnior e colaboradores (2012), que avaliaram o pico de diarreia 

dos animais e a taxa de mortalidade. Quando os animais foram eutanasiados no oitavo 

dia, a taxa de letalidade era muito alta e no nono dia essa taxa atingia 100%. Além 

disso, sabe-se que o 5-FU produz uma diarreia tardia, que tem seu pico 72 horas após 

a administração do fármaco. O irinotecano é responsável por gerar uma diarreia 

precoce, com 24 horas, e uma diarreia tardia, com picos 72 horas após a 

administração do fármaco (PEREIRA, et al, 2015).  

Experimento 1: 

• Dose utilizada:  

5-FU (mg/kg/dia) Irinotecano (mg/kg/dia) Dose total (mg/kg) 

37,5 45 320 
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• Variação ponderal: 
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Os dados foram analisados pelo teste t não pareado, sendo expressos como média ± desvio padrão 
(n=6). Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa. 

• Histologia: 

Grupo MUC (A) e grupo F. chica  + MUC (B) 

• Conclusão: A dose de associação utilizada foi muito alta, causando a morte dos 

animas. A lâmina histológica apresentou tecido extremamente destruído, 

impossibilitando qualquer tipo de análise subsequente.  
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Experimento 2: 

• Dose utilizada:  

5-FU (mg/kg/dia) Irinotecano (mg/kg/dia) Dose total (mg/kg) 

26 34 240 

 

• Variação ponderal: 
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Os dados foram analisados pelo teste t não pareado, sendo expressos como média ± desvio padrão 
(n=4). Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa. 

• Histologia: 

 

 

 

 

 

  

Grupo MUC (A) e grupo F. chica  + MUC (B) 

• Conclusão: A dose utilizada acabou sendo branda, pois não houve diferença 

entre as lâminas dos animais doentes e tratados. Não havia destruição ou 

A B 
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achatamento de criptas e vilosidades, além de pouco infiltrado inflamatório. 

Além disso, apenas 1 animal doente desenvolveu diarreia severa e 1 animal do 

grupo tratamento também desenvolveu diarreia severa. 

 

Experimento 3: 

• Dose utilizada:  

5-FU (mg/kg/dia) Irinotecano (mg/kg/dia) Dose total (mg/kg) 

29 35 260 

 

• Variação ponderal: 
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Os dados foram analisados pelo teste t não pareado, sendo expressos como média ± desvio padrão 
(n=9). Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa. 
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• Histologia: 

 

 

 

 

 

 

Grupo MUC (A) e grupo F. chica  + MUC (B) 

• Conclusão: A dose utilizada ainda continuava branda. Além disso, os animais 

estavam em um nível de estresse muito elevado, em comparação aos 

experimentos anteriores, o que pode ter influenciado também os resultados.   

Experimento 4: 

• Dose utilizada:  

5-FU (mg/kg/dia) Irinotecano (mg/kg/dia) Dose total (mg/kg) 

31 39 280 

• Variação ponderal: 
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Os dados foram analisados pelo teste t não pareado, sendo expressos como média ± desvio padrão 
(n=5). Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa. 
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• Histologia: 

 

 

 

 

 

 

Grupo MUC (A) e grupo F. chica  + MUC (B) 

• Conclusão: A dose utilizada estava no limite entre causar inflamação suficiente 

para realizar as análises propostas. Como nem todos os animais haviam tido 

diarreia severa e alteração na histologia, decidiu-se tentar uma dose um pouco 

mais elevada.  

Experimento 5: 

• Dose utilizada:  

5-FU (mg/kg/dia) Irinotecano (mg/kg/dia) Dose total (mg/kg) 

34 41 300 

• Variação ponderal: 
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Os dados foram analisados pelo teste t não pareado, sendo expressos como média ± desvio padrão 
(n=5). Letras diferentes, indicam diferença estatisticamente significativa. 

• Histologia: 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo MUC (A) e grupo F. chica  + MUC (B) 

• Conclusão: A dose total de 300 mg/kg produziu o efeito inflamatório desejado, 

sem causar grande mortalidade aos animais. Portanto, foi a dose escolhida 

para  trabalho.   
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APÊNDICE B – Tabela completa da biodistribuição de E. coli-99mTc no sétimo 

dia do protocolo experimental 

 

Sangue/ 
Órgãos 

CTL 
(cpm/g) 

       F. chica 

(cpm/g) 
MUC 

(cpm/g) 

F. chica + 

MUC 

(cpm/g) 

Sangue 
213,9 (181,7-

218,1)a 

203,6 
(194,0-
240,7)a 

2664,0 (2219,0-
3168,0)b 

3414,0 (827,0-
6063,0)b 

Fígado 
736,8 (544,2-

846,7)a 
682,0 (648,5 

-702,2)a 
7304,0 (5629,0-

12156,0)b 
10063,0 (3303,0-

15624,0)b 

Baço 
229,1 (124,2-

337,1)a,c 
79,7 (57,3-

247,3)a 
5101,0 (1686,0-

11430,0)b 
1978,0 (1435,0-

6582,0)b,c 

Coração 
221,6 (85,43-

319,1)a,c 
130,6 (43,3 -

192,9)a 
1169,0 (583,0-

2037,0)b 
1342,0 (522,5-

1517,0)b,c 

NLM 
5097,0 

(2167,0-
11050,0)a 

1195,0 
(927,3-

4462,0)a 

89509,0 
(51823,0-

310282,0)b 

43469,0 (30322,0-
78148,0)a,b 

Pulmão 
244,8 (111,8-

319,9)a,c 
137,5 (91,4-

181,5)a 
1884,0 (1605,0-

3544,0) b,c 
2437,0 (1975,0-

4186,0)b 

Rins 
924,8(752,4-

1260,0)a,c 

243,3 
(232,2-
263,7)a 

13022,0 
(10395,0-
22370,0)b 

11889,0 (4989,0-
15825,0)b,c 

 

Tabela 6 - Efeito do extrato de F. chica sobre a biodistribuição de E. coli-99mTc 

no sétimo dia do protocolo experimental. Dados analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, 

com pós-teste de Dunns. Os valores foram expressos como mediana (mínimo-máximo) (n=9). Letras 

diferentes indicam diferença estatisticamente significativa (p<0,05). 
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ANEXO I  

 

 


