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RESUMO

A Mucosite Intestinal (MI) é uma toxicidade grave, decorrente de diversas terapias anticancer,
como a quimioterapia (QT). E caracterizada pela injuria da mucosa de todo trato gastrointestinal
(TGI) por meio de um processo inflamatdrio que desencadeia uma variedade de resultados
adversos sintomaticos, podendo, na maioria das vezes, comprometer a continuidade do
tratamento. Além disso, € uma complicacdo de alta incidéncia e clinicamente significativa em
pacientes tratados com o quimioterapico 5-Fluorouracil (5-Fu). Entretanto, até o presente
momento ndo existe uma terapia eficaz e aprovada para a MI, apenas cuidados paliativos. A
Literatura atual vem evidenciando o potencial antioxidante e anti-inflamatorio dos extratos
naturais de algumas plantas, como a Euterpe oleracea Martius, popularmente conhecida como
acai, bem como, a capacidade de ser um bom adjuvante no tratamento oncoterapico. Dessa
forma, o estudo visou avaliar, em um modelo animal e por meio da analise da interleucina-1p
(IL-1B), os efeitos antioxidante e antiinflamatdrio do acai que podem ser promovidos na Ml,
induzida por 5-FU. Fémeas de camundongo BALB/c foram o modelo animal experimental para
a avaliacdo dos efeitos das propriedades da polpa do acai. Foram divididas em grupos: 3 dias
(3D) - CTL; Acai; MUC e MUC+Acai; 7 dias (7D) - CTL; Acai; MUC e MUC+Agai. Os
grupos CTL+Acai e MUC+Acai, receberam um pré-tratamento de 200 g/kg (2%) com a polpa
de acai em uma dieta padrdo por 14 dias. No 15° dia os grupos MUC e MUC+Agai foram
submetidos a inducdo da MI por meio da administracao intraperitoneal, em dose Unica, do 5-
FU (Fauldfluor®, Libbs). Apds 3 e 7 dias ap06s a droga, de acordo com o grupo, 0s animais
foram eutanasiados e tiveram o seu intestino e linfonodos mesentéricos excisados, seccionados
e armazenados para posterior analise da citocina IL-1B. As proteinas foram extraidas de acordo
com protocolos pré-definidos e submetidas ao método ELISA. A suplementacdo de 2% de acai
néo gerou resultados estatisticamente divergentes entre os grupos, permanecendo a IL-1p em
niveis semelhantes em todos os grupos, em ambos 0s momentos. A partir dos resultados,
inferiu-se que, provavelmente, o processo inflamatorio na mucosite intestinal induzida por 5-
FU ndo foi modulada pela via IL-1p. Portanto, é valido salientar que o sistema imunologico é
dindmico, necessitando de mais estudos acerca dos mecanismos da MI induzida por 5-FU,

principalmente sobre os efeitos dos flavonoides nesses desfechos inflamatérios.

Palavras-chave: Mucosite, Acai, Antioxidantes, 5-fluorouracil, Inflamagéo, IL-1p.
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ABSTRACT

Intestinal mucositis (IM) is a severe toxicity, resulting from several anticancer therapies, such
as chemotherapy (QT). Characterized by mucosal injury of the entire gastrointestinal tract (GIT)
through an inflammatory process that triggers a variety of symptomatic adverse results, and can
most often compromise the continuity of treatment. In addition, it is a high incidence and
clinically significant complication in patients treated with 5-Fluorouracil (5-Fu) chemotherapy.
However, to date there is no approved effective therapy for IM, only palliative care. Several
studies on the natural extracts of some plants, such as Euterpe oleracea Martius, popularly
known as acai, have shown the antioxidant potential (ALEGRE, 2020), anti-inflammatory and
the ability to be a good adjuvant in oncotherapic treatment. Thus, the study aimed to evaluate,
in an animal model and through the analysis of interleukin-1p (IL-1B), the antioxidant and anti-
inflammatory effects of acai that can be promoted in MI, induced by 5-FU. Female mice
BALB/c were the experimental animal model for the evaluation of the effects of the properties
of acai pulp. They were divided into groups: 3 days (3D) - CTL; Acai; MUC and MUC + Agai;
7 days (7D) - CTL; Agai; MUC and MUC + Acai. The CTL+Acai and MUC+Acai groups
received a pretreatment with the acai pulp 200 g/kg (2%) in a standard diet for 14 days. On the
15th day the MUC and MUC+Acai groups were submitted to the induction of MI by
intraperitoneal administration, in a single dose, of 5-FU (Fauldfluor, Libbs). After 3 and 7 days
post-drug, according to the group, the animals were euthanized and had their intestines and
mesenteric lymph nodes excised, sectioned and stored for further analysis of the cytokine IL-
1B. The proteins were extracted according to pre-defined protocols and submitted to the ELISA
method. The supplementation of 2% acai did not generate statistically divergent results between
the groups, remaining IL-1p at similar levels in all groups, at both times. From the results, it
was inferred that probably the inflammatory process in intestinal mucositis induced by 5-FU
was not modulated by the IL-1p pathway. Therefore, it is worth noting that the immune system
is dynamic, requiring further studies on the mechanisms of IM induced by 5-FU, especially on
the effects of flavonoids in these inflammatory outcomes.

Keywords: Mucositis, Agai, Antioxidants, 5-Fluorouracil, Inflammation, 1L-1§
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1. INTRODUCAO

O céncer é um problema de saude grave de impacto mundial. No Brasil, por exemplo,
essa patologia levou ao 6bito 626.030 individuos, de ambos 0s sexos, no ano de 2020 (INCA,
2021). Ainda de acordo com o INCA, estima-se que o Brasil enfrentard mais 625 mil novos
casos de cancer entre os anos de 2020 a 2022 (INCA, 2020).

Devido ao crescimento expressivo de casos, também cresceram as buscas por
tratamentos eficazes que permitam uma maior sobrevida, um exemplo disso é o quimioterapico
5-Fluorouracil (5-FU), uma droga do tipo antimetabdlito, capaz de interferir na sintese de RNA
e DNA. A partir da administracdo desse tipo de tratamento quimioterapico (CT), também
incluindo outros tratamentos como a radioterapia (RT), combinacdo de RT e CT (RT-CT) e
transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH), espécies reativas de oxigénio (ERQOS)
sdo geradas em excesso causando danos ao DNA, as células e aos tecidos adjacentes
(PANDOLFO, 2013).

O tratamento quimioterapico atua no organismo interferindo na sintese de RNA e DNA
das células cancerosas, mas como ndo é um tratamento com especificidade celular e tem seus
efeitos mais acentuados em células que possuem elevado grau de renovacao celular,
consequentemente afetam as células do trato gastrointestinal (TGI), causando a mucosite
intestinal, termo clinico para definir algumas das reaces adversas provocadas pelas terapias
antineoplésicas (SILVA, 2015).

De acordo com dados apresentados pela Sociedade Brasileira de Oncologia Clinica
(SBOC), entre 15 a 40% dos pacientes que sdo submetidos a esse tipo de terapia apresentarao
algum grau de mucosite, 0 que pode atingir os 100% no caso dos pacientes que foram

submetidos ao transplante de medula 6ssea (SBOC, 2008).

O tratamento é intenso e leva o individuo a um momento de diversas manifestacGes
clinicas, como diarreia, anorexia, dores, imunossupressdo, risco de infeccdes secundérias e
oportunistas, reducdo ou restricdo alimentar e desnutricdo. Entretanto, até o presente momento
ndo existe uma terapia aprovada para a Ml, existem apenas formas de se amenizar essas reagoes,
como ¢ determinado pela Diretriz “MASCC/ISOO Clinical Practice Guidelines For The

Management of Mucositis Secondary to Cancer Therapy (2020)”. Ela sugere cuidados como a
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higiene oral, alguns agentes anti-inflamatorios, fotobiomodulacgéo, crioterapia, antimicrobianos,
agentes de revestimento, anestésicos, analgésicos, fatores de crescimento e citocinas e agentes

naturais e diversos.

No entanto, por um outro prisma, alguns estudos evidenciam as propriedades de
substancias como os flavonoides que sdo um grupo de substancias polifendlicas naturais, com
capacidade antioxidante, anti-inflamatdria e de redugéo de doengas. Eles podem ser encontrados
de forma abundante em diversas espécies do reino vegetal, como frutas, chas e gréos.
Entretanto, embora muitos estudos demonstrem os seus beneficios, o conhecimento acerca da

sua bioatividade ainda esta escasso, requerendo mais estudos (SHEN, 2022).

O acai, fruto proveniente do acaizeiro da espécie Euterpe oleracea Martius, €
amplamente cultivado na regido Norte do Brasil, principalmente na Amazonia, e é considerado
um exemplo de fruta abundante em flavonoides. Devido a sua popularizacdo no Brasil e a facil
aceitacdo pela populacdo, chamou os olhares dos pesquisadores para 0S Seus possiveis
beneficios. Dentre as suas propriedades, se destaca a alta capacidade antioxidante, relacionada
a presenca de acidos fenolicos, flavonoides e antocianinas, que pode ter participacdo na reducao
do estresse oxidativo e na reducdo do dano ao DNA. (ALEGRE et al., 2020).

Tendo isso em vista, este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos dos
flavonoides presentes no Euterpe oleracea Martius (Acai) no ileo e linfonodos mesentéricos
(LnM) de camundongos BALB/c, suplementados com a polpa de acai 2% e que sofreram a
inducdo da M1 por 5-FU.



19
Alexandrino, M. L

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mucosite Intestinal

A mucosite intestinal (M), assim como descreve a literatura, € uma inflamacéo tdxica
do revestimento do trato gastrointestinal (TGI) que pode causar danos, alteracdes funcionais e
imunoldgicas, comprometendo a homeostase intestinal, desde a boca ao anus (BATISTA,
2020).

Geralmente a M1 é uma consequéncia de tratamentos quimioterapicos ou radioterapicos,
como, por exemplo, o 5-FU. A MI é um tratamento que facilmente desencadeia efeitos
colaterais, 0s quais podem atingir cerca de 10 a 40% dos pacientes que estdo em dose padrao,
podendo chegar a 100% dos pacientes que estdo em altas doses. Dentre os sintomas, pode-se
destacar a diarreia, mal estar, nauseas, vomitos, dores, edemas, sangramentos, ulceragdo, e na
maior parte das vezes sdo sintomas tdo intensos que comprometem a continuidade do
tratamento, diminuem a taxa de sobrevida e podem levar a morte. (KEEF et al., 2000; WU et
al., 2011)

Estes sintomas se devem ao fato de que, embora os tratamentos antineoplésicos visem
retardar ou interromper o crescimento de células com alto grau de renovacéo celular, como as
células cancerigenas, eles também afetam as células sadias, visto que ndo possuem
especificidade para o cancer. (RIBEIRO, et al., 2016)

Dentre os tecidos com alto grau de renovacao celular estd o intestino, formado pelas
camadas epitelial, 1dmina prépria e a muscular. E o quimioterapico atua, por meio de fases,
causando defeitos no processo de divisdo e na renovacao celular. Correlacionado a isso, estd a
producdo aumentada de citocinas pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), as interleucinas 1 ¢ 6 (IL-1 e IL-6) e interleucina IL-1B, as quais tém um papel fundamental
em doencas inflamatdrias, visto que potencializam a resposta inflamatdéria e promove
recrutamento e ativagdo de outros elementos inflamatorios, o que faz com que haja uma
producdo exacerbada de mais mediadores inflamatdrios (SOARES, 2008; VEZZA et al., 2016).

De acordo com Sonis (2004), a MI ndo é apenas uma consequéncia da lesdo epitelial, é
um processo “de fora para dentro”, causando danos a fita de DNA ¢ nas células baso-epiteliais.
A patogénese da MI advém de uma série dinamica e complexa de eventos biolégicos, os quais

ocorrem em diferentes células e tecidos e pode ser dividida em fases distintas: Iniciagéo: ela
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ocorre, normalmente, logo apds o inicio do tratamento por radiacao (RT) ou quimioterapia (CT).
Durante esta fase, como pode ser visto na Figura 1 (SONIS, 2004), a mucosa aparenta estar
integra, no entanto, sdo gerados danos ou quebras das fitas de DNA, culminando em lesdes
diretas as células do epitélio basal e das células do tecido subjacente. Rente a esta etapa ocorre
a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), o que desempenha um papel mediador

crucial de eventos bioldgicos a jusante (SONIS, 2004).

Figura 1 - Representacio esquematica da mucosa bucal
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A mucosa oral é composta por epitélio estratificado escamoso, que consiste em fibroblastos, capilares sanguineos,
células inflamatdrias (macr6fagos) e extracelulares e matriz extracelular (ECM). O epitélio que reveste a mucosa
movel (presente nas bochechas, labios, superficie ventral da lingua, assoalho da boca e palato mole) ndo é um
epitélio queratinizado. Embora todos os tecidos da boca sejam suscetiveis & ocorréncia de mucosite induzida por
radiacdo, apenas a mucosa denominada movel desenvolve lesdo induzida por quimioterapia. O epitélio oral, assim
como a pele, é um tecido que esta em constante renovacao celular, o que favorece a deposi¢do do quimioterapico
nestas areas, consequentemente favorece também os seus efeitos adversos. Fonte: Sonis, 2004.

Resposta primaria ao dano: quando ocorre a lesdo no tecido, varios fatores sdo ativados, como

o fator nuclear-kB (NF-kB) e o NRF2, e associados a geragdo de ROS, regulam positivamente
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a resposta ao dano, 0s genes, a apoptose e as alteracdes endoteliais iniciais, assim como pode
ser visto na Figura 2 (SONIS, 2004). Por conseguinte, quanto mais lesdo tecidual é causada,
mais células imunes, como macréfagos, atuam secretando citocinas pro-inflamatorias, como
TNF-a, IL-1p e IL-6, repercutindo em um loop de feedback positivo e amplificando os efeitos
da CT e RT, o que influencia na possibilidade de danos precoces a mucosa. Visto que 0 TNF-a
é capaz de ativar o0 NF-«B ¢ a esfingomielinase na mucosa, mais apoptose celular é causada e
nesta fase, os danos as células-tronco epiteliais sdo responsaveis pela perda da capacidade de

renovacgdo, com isso, o epitélio se afina e os sintomas da MI sdo sentidos pelos pacientes.

Figura 2 - Representacdo da fase de resposta primaria ao dano na mucosite intestinal

Radiation DNA damage and apoptosis

A patologia mucosite, induzida por radiacdo ou por quimioterapia, é iniciada por lesao direta as células epiteliais
basais e as células do tecido subjacente. Durante esta fase, a quebra da fita de DNA pode resultar em morte celular
ou leséo. A lesdo do tipo ndo-DNA € iniciada por meio de mecanismos, sendo alguns deles mediados pela geracéo
de espécies reativas de oxigénio. A radiacdo e a quimioterapia ativam varias vias no endotélio, fibroblastos e
epitélios, o que induz a transcri¢éo fatores como fator nuclear-xB (NF-kB) e NRF2 levando & regulagdo positiva
de genes que modulam a resposta ao dano. As células imunes (macrdfagos) produzem citocinas, como o fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) e a interleucina 6, causando mais lesdes teciduais. Essas citocinas também participam
de um loop de feedback positivo que amplifica os efeitos originais da radiacdo e da quimioterapia. Por exemplo, o
TNF-a ativa o NF-kB e atividade da esfingomielinase na mucosa, levando a mais morte celular. Fonte: Sonis,
2004.
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Amplificacdo do sinal: o tratamento, quimioterapico ou radioterapico, sdo responsaveis pela
ativacdo de alguns fatores, como o (NF-xB), o qual regula, positivamente, genes que
influenciam na secrecdo de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a ¢ IL-1p. Estas, por sua
vez, amplificam o sinal e podem ativar 0 NF-kB, resultando na transcricdo de genes que
codificam a proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), ciclooxigenase 2 (COX2) e
moléculas sinalizadoras de tirosina-quinase, levando a ativagdo da metaloproteinases de matriz
(MMPs) 1 e 3, provocando leséo tecidual. Nessa fase os pacientes ainda apresentam sintomas

leves, 0 que se altera no decorrer da ulceracdo. Esta fase é demonstrada na Figura 3, a seguir.

Figura 3 - Amplificagéo do sinal durante a mucosite

CT/RT
Y
> | NF-xB | <
— | TNF-o IL-1B
Y
MAPK COX2 Tyrosine kinase
MMP1,3

Os tratamentos quimioterapicos (CT) e radioterapicos (RT) quimioterapia (TC) ativam o fator de transcricao fator
nuclear-kB (NF-kB) no epitélio, células endoteliais ¢ mesenquimais ¢ macrofagos, culminando na regulagéo
positiva de genes e a producdo de citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral-o. (TNF-a) e
interleucina-1p (IL-1pB). Essas citocinas amplificam a sinal primario ou pode ativar NF-kB em outras células, que
resulta na transcricdo de genes que codificam proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), ciclooxigenase 2
(COX2) e moléculas sinalizadoras de tirosina-quinase. A sinalizacdo dessas vias leva a ativacdo de
metaloproteinases de matriz (MMPs) 1 e 3 em células do epitélio e lamina prépria, o que resulta em lesdo tecidual.
Fonte: Sonis, 2004.

Ulceragdo: como pode ser visto posteriormente na Figura 4, alguns dias apds o inicio do
tratamento quimioterapico, ocorre um infiltrado leucocitario de macrofagos, plasma e

mastocitos, com a consequente desintegracdo do epitélio do TGI. Durante esta fase, pode ser
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observada a piora dos efeitos colaterais debilitantes do tratamento e, devido a desintegracdo da
camada que reveste as terminacdes nervosas, também pode ser observada a intensificacdo das
dores. Além disso, as bactérias que habitam na regido oral colonizam a ulcera e invadem a
camada submucosa, ativando células mononucleares que estimulam a secrecdo de citocinas, as

quais podem induzir a expressdo de genes pro-apoptéticos que potencializam a injuria tecidual.

Figura 4 - Fase de ulceragéo durante a mucosite intestinal
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Cerca de 10 dias apo6s a interrupcdo da administracdo da droga estomatotdxica, ou da radioterapia, 0 epitélio se
desintegra e ocorre ulceracdo. A fase ulcerativa é extremamente dolorosa, devido aos danos causados a barreira
protetora das terminagdes nervosas. Simultaneamente, as bactérias orais colonizam a Ulcera, onde liberam produtos
da parede celular que penetram no tecido conjuntivo e induzem a secrecdo de outras citocinas. O infiltrado
inflamatorio é mais robusto durante a fase ulcerativa e consiste em macrdfagos, plasma e mastécitos. Dependendo
do estado da medula 6ssea do paciente, neutréfilos também podem estar presentes. Também durante esta fase pode
ocorrer a formagdo de uma “pseudomembrana”, causada por um exsudato fibrinoso carregado de bactérias que
recobre a Ulcera. Fonte: Sonis, 2004.

Cicatrizacdo: A cura, por fim, é atingida alguns dias ap6s a interrup¢cdo ou conclusdo do
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tratamento, com a cicatrizacdo espontanea das lesdes. E 0 momento em que o epitélio do TGl

migra das margens das lesdes, prolifera e tenta regenerar a camada desintegrada.

2.2 5-Fluorouracil

O antimetabdlito 5-Fluorouracil tem sido empregado, desde a década de 50, no
tratamento de diversos tipos de cancer, como tumores do TGI, reto, mama, cabeca e pescoco
(GREM, 1997; HARRIS et al., 2005.) Trata-se de um composto quimico organico analogo da

uracila e estruturalmente similar ao DNA e ao RNA, conforme exposto na Figura 5.

Figura 5 - Estrutura quimica da uracila e do 5-fluorouracil (5-FU)
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O composto 5-FU apresenta grande semelhanca estrutural quando comparado a uracila, sendo capaz de substitui-
la e causar alterac@es no ciclo celular. Fonte: ARAUJO, 2013.

Em seguida, na Figura 6, os mecanismos de acdo do 5-FU sdo demonstrados, pois,
devido a semelhanca estrutural, o 5-FU é capaz inibir a Timidilato sintase e interferir no
processo de biossintese do uracil-fosfato, que seria convertido em timidina. A timidina, por sua
vez, é essencial para a sintese de DNA, o que repercute com alteracdes no ciclo celular durante
a duplicacdo, levando a quebra ou destruicdo do DNA e apoptose. Além disso, como outro
mecanismo de citotoxicidade, o 5-FU ¢ capaz de incorporar uma “falsa uracila” ao RNA,
permitindo que celulas neoplasicas que ndo estdo em divisdo tenham o seu processamento de

RNAmM (RNA mensageiro) e a sintese proteica comprometidas.

Figura 6 - Mecanismo de acdo do quimioterapico 5-fluorouracil
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A citotoxicidade do 5-FU acontece por meio de trés mecanismos: 1) incorpora¢do do fluorouridina trifosfato
(FUTP) no RNA; 2) incorporacdo do fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP) no DNA; 3) inibi¢do da enzima
Timidilato Sintase (TS). O quimioterapico pode ser transformado em fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP) e
se ligar a Timidilato Sintase (TS), como forma de inibir a sua atividade e causar um desequilibrio na sintese dos
nucleotideos. Fonte: Laboratério da Biologia da Cicatrizacdo, Ontogenia e Nutricdo de Tecidos
(LABCONTE).

Além disso, essa fluoropirimidina - 5FU, em particular, vem sendo evidenciada ao longo
dos anos como uma das drogas mais eficientes em aumentar a sobrevida dos pacientes,
principalmente em casos de cancer metastatico. Tal circunstancia converge com a justificativa
da necessidade de mais estudos acerca das suas reagdes adversas, para que tratamentos eficazes
sejam uma realidade para os pacientes (GIFONI, 2012).

2.3 Interleucina-1 beta (IL-1p)

Dentre os 11 membros da familia IL-1, a citocina interleucina-1f ¢ a mais estudada e
bem caracterizada. A IL-1p ¢ produzida ¢ secretada por diferentes tipos celulares, incluindo as
células imunes e as ndo imunes. No sistema imune inato, ela é capaz de ativa-lo por meio de
uma sinalizacdo apos o processamento pela Caspase-1 e ativagdo por meio do inflamassoma,
amplificando a reacdo imune e promovendo resposta pro-inflamatéria, a qual é altamente

eficiente na resposta de defesa do hospedeiro a infeccdo e lesdo, com ampla capacidade de
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resolucdo de processos inflamatorios agudos e no inicio de respostas antitumorais adaptativas
(BENT et al., 2018).

Todavia, como descrito por Apte et al., a IL-1p ndo apenas desempenha um papel
fundamental na resolucdo e mediacdo da inflamagdo, mas também detém uma elevada
correlacdo entre niveis elevados de IL-1B ¢ um ruim prognostico do cancer, da progressao do
tumor e da metastase. Alguns mecanismos dos quais a IL-1p promovem a neoangiogénese e
mediadores soltveis em fibroblastos que estdo fortemente associados ao cancer e a sinalizagdo

antiapoptotica em tumores (BENT et al., 2018).

Além de ter um papel crucial em diversas doencas, como cancer, a IL-1p também exerce
participacdo na patogénese das doencas inflamatorias intestinais (DII), como a Doenca de
Crohn (DC), que pode advir da desregulacdo da resposta da imunidade inata e da homeostase
intestinal, contribuindo para a inflamacéo intestinal. Assim como acontece na MI, nas DIl o
infiltrado de neutréfilos contribuem para o estresse oxidativo (SO), o que ativa enzimas
proteoliticas e promove danos na mucosa intestinal, propiciando a entrada de células
inflamatdrias, ulcerando a mucosa e aumentando da gravidade da doenca (ZHEN; ZHANG
2019)

Além disso, foi observado por Kaminsky et al. que, embora o trato gastrointestinal (TGI)
seja revestido por células epiteliais e as jun¢des apertadas (TJs), 0 que forma uma barreira contra
o0 influxo de substancias nocivas e microrganismos (MO), se as citocinas como a IL-1p
estiverem em niveis aumentados, a inflamacéo intestinal € promovida, aumentando a
permeabilidade intestinal e favorecendo a entrada de substancias e MO. Esse aumento da
permeabilidade esta relacionado ao agravamento de doencas intestinais e ao desenvolvimento

do cancer.

Em alguns estudos ja vém sendo investigada a participacao de mediadores inflamatorios
na patogénese da MI, como pode ser visto no estudo de Logan et al. Eles observaram uma
imunoexpressao significativa de TNF-a e IL-1p em ratos que foram induzidos a MI por 5-FU.
Ainda em estudos de Logan e colaboradores, foi correlacionado o aumento de IL-1f no tecido
do intestino delgado a apoptose de celulas intestinais, com a reducdo das criptas intestinais.
Também foi percebido que quando um antagonista da IL-1B foi administrado houve um

bloqueio de seus efeitos deletérios.
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2.4 Flavonoides e Compostos Bioativos

Os flavonoides sdo compostos com capacidade antioxidante, de estrutura fenolica, que
podem ser encontrados em diversas espéecies do reino vegetal, representando o maior grupo de

polifendis. As formulas de alguns flavonoides podem ser observadas na Figura 7.

Figura 7 - Representacdo de algumas formulas estruturais de compostos flavonoides
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Representacdo de estruturas quimicas de diversos compostos flavonoides. Fonte: L1 et al., 2020.

Enguanto nas plantas eles fornecem protecdo contra ameagcas bidticas e abioticas, contra
a radiacdo emitida pelo sol e também conferindo odor, cor e sabor, para 0s humanos eles vém
sendo descritos na Literatura, h4 muitas décadas, como fitoquimicos terapeuticamente ativos
contra uma vasta gama de doencas, como doengas cardiovasculares, doencas inflamatdrias,
disturbios neurodegenerativos e estresse oxidativo. Além disso, também apresentam efeitos
antimicrobianos, antivirais, anti-inflamatorios, antialérgicos, sinalizacdo molecular de diversas
vias (PONTE, et al., 2021; KASHYAP, et al., 2019; OLIVEIRA, et al., 2006).

N&o obstante, os flavonoides tém um papel de eximia importancia na nutricdo humana,
pois estdo relacionados ao equilibrio das moléculas oxidantes e antioxidantes, visto que atuam
como sequestradores de radicais livres em enzimas do sistema antioxidante (Superdxido
Dismutases (SODs), Catalase (CAT), Ciclooxigenase-2 (COX-2), Glutationa (GSH) e
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Dissulfeto de Glutationa (GSSG)), como forma de reduzir o estresse oxidativo e proteger as

celulas e moléculas do organismo humano.

O que se observa nos pacientes oncoterapicos, principalmente aqueles que apresentam
a MI, é que estdo em um estado de intensa inflamacdo, e a inflamagao esta frequentemente
relacionada aos danos mitocondriais, 0s quais estdo diretamente ligados a liberacdo de mais
ROS. Em contrapartida, estes mesmos pacientes estdo em um baixo estado antioxidante, com
elevados niveis de estresse oxidativo. Contudo, diversas pesquisas evidenciam que o uso de
antioxidantes poderia surtir efeitos positivos, reduzindo os niveis de EROS e bloqueando o dano
celular (LI et al.,, 2020). Por motivos semelhantes, tem sido estudado os efeitos destes

compostos da dieta sobre as patologias e sua patogénese.

Em seu estudo experimental, Park et al. tratou Células CAL-27 e Ca9-22 com solucao
do flavonoide fisetina e pode observar que ele foi capaz de induzir por meio da via mitocondrial

da apoptose celular em carcinoma de células escamosas orais humanas.

Em outro estudo, Zhang et al., demonstrou os efeitos positivos do (-)-epigalocatequina-
3-galato (EGCG), composto presente no cha verde, ao inibir o cancer de pulmdo, a partir da

inibicdo da via de sinalizacdo do NF-xB.
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2.5 Agai (Euterpe oleracea Martius)

Figura 8 - Palmeira Euterpe oleracea Martius

FONTE: http://www.florestaaguadonorte.com.br/ga/fruto-do-mato/a%C3%A7ai/

A Euterpe oleracea Martius é uma palmeira cespitosa, também conhecida como
“agaizeiro”, a qual é amplamente cultivada na regido Norte do Brasil, principalmente na
Amazodnia (EMBRAPA, 2008). E, a partir do fruto do agaizeiro, popularmente conhecido pelo
nome ‘“agai”, ¢ comum se obter a polpa. Ndo existem muitos estudos que investiguem a
qualidade nutricional do acai, no entanto, em um estudo realizado pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), representado na Tabela 1, o qual visava avaliar a
composicdo nutricional do fruto. A partir deste estudo pode-se observar que, além da presenca
de lipidios, fibras, carboidratos, quilocalorias, existe uma quantidade descomunal de compostos
fendlicos e antocianinas.



Alexandrino, M. L

Tabela 1 - Composigéo nutricional dos diferentes gendtipos do agai

30

Gendtipos
Acai Acai Acai Acai Acai Acai
Branco Branco Branco Roxo Roxo Roxo
AMI11 AM12 AMI13 L22PL17 | L4PLI6 | L14 PL 04
pH 4,74 5,03 5,08 5,22 5,23 5,18
+0,04¢ +0,02¢ +0,03¢ 0,012 +0,01° +0,01°
Sdlidos soluveis (°Brix) 1,37 1,70 223 5,10 6.46 34
+0,06" +0,10¢ +0,06" +0,00° +(),58° +0,59°
Lipidios Totais (%) 5228 39.96 51,36 4233 4733 30,74
+0,25° +0,44° +0,06" +031¢ +0,06° +0,55"
Proteinas Totais (%) 984 11,28 10,63 9.12 8.70 8.85
+0,09° +0,12° +0,03" +0,05¢ +0,07° +0,09°
Fibras Totais (%) 14,05 22.50 16,05 12,41 11,31 20,07
+0,08¢ +0,39° +(0,22° +0,12¢ +0,08" +0,26"
Cinzas (%) 331 3,17 265 3.96 3,78 4.68
+0,13° +0,07° +0,10¢ +0,09 +0,05" +0,02°
Carboidratos (%) 32,63 40,61 32,28 43,46 36,04 54,02
+0,28¢ +0,49™ +0,05¢ +0,25" +5.36% +0,54°
Valor energético 611,84 522,99 589,97 580,73 59221 518,57
(kcal/100g) +1,15° +1,97¢ +(),18% +£1,01™ +21,44%° +2 16"
Compostos fenclicos 594.08 606,82 15122 233511 1526,39 1646,90
(mg AGE/100 g) +10,97" | +5,54° +3,28° +24 94° +5,53° +£12,19"
Antocianinas Totais nd nd nd 1138,59 63237 434 85
(mg/100g) +20.87° +£24 08" £3.20¢
Antocianinas nd nd nd 952,74 52735 361,10
monoméricas(mg/100g) +1,84" +30,57° +6,52°

* Médias de trés repeti¢gdes £+ desvio padrdo (base seca); nd = ndo detectado pelo método utilizado.
Em cada linha, médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

A figura busca evidenciar a composi¢do nutricional dos diferentes genétipos do acai, inclusive o alvo do estudo, o
acai roxo, fruto da Euterpe oleracea Martius. Fonte: EMBRAPA, 2016.

Dada a importancia de se ter uma alternativa eficaz no tratamento da MI, muitos

nutrientes imunomoduladores estdo sendo estudados, como aminoacidos, probidticos,

prebioticos, pos-bidticos, frutooligossacarideos e extratos naturais como o acai, visando sua

capacidade de promocéo da reducédo do estresse oxidativo e da resposta inflamatoria.

No fruto do agai (Euterpe oleracea Mart.) existem diversos compostos bioativos (o-

tocoferol, antocianinas e flavonoides) e ele apresenta elevada atividade antioxidante e anti-

inflamatoria, pois esses compostos bioativos sdo capazes de interagir com fatores de transcrigdo

e enzimas atuantes no processo de combate ao estresse oxidativo (ALEGRE, 2020).
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Acerca desses efeitos positivos, Poulose et al. (2016) demonstrou em seu estudo a
capacidade do extrato da polpa de acai em modular o estresse oxidativo, a inflamacdo, a
autofagia e a expressao do Nrf2 no hipocampo e cértex frontal, em um modelo animal. Ratos
de 19 meses receberam uma dieta enriquecida com o acai (2%) durante 7 semanas. Observou-
se no grupo suplementado com o acai a supressdo de NOX2 e fosfo-NF-«B, regulacdo positiva
da expressdo do Nrf2 e ativagdo de enzimas antioxidantes enddgenas. Portanto, houve o

controle de fatores que seriam responsaveis pelo estresse oxidativo e dano celular.

Em um outro estudo, Monteiro et al. (2020) buscaram evidenciar a atenuagéo da colite
aguda induzida por &cido 2,4,6-trinitrobenzenossulfénico (TNBS) em ratos Wistar machos, com
dietas suplementadas com extrato hidroalcodlico de acai. Foram realizadas analises
bioquimicas, histoldgicas e imunoenziméticas a partir do fragmento do c6lon. Os resultados
foram: significativa reducao nos niveis de TNF e IL-1pB. Quando comparados ao grupo da colite,
estes animais apresentaram a arquitetura da mucosa intestinal preservada, reducdo dos niveis
de catalase, restauracdo dos niveis de GSH, niveis mais baixos de 6xido nitrico e relevante
reducdo dos niveis de expressdo das proteinas TLR4, COX-2 e NF-kB. Contudo, foi possivel

evidenciar que o extrato de agai é capaz de atenuar a colite induzida por TNBS.

A partir de uma revisao sistematica, Alessandra-Perini et al. (2018), visando descrever
os efeitos antitumorais do acai e seus efeitos na terapéutica do cancer, puderam inferir que, de
um modo geral, em todos os estudos houve atividade quimiopreventiva e anticarcinogénica.
Além disso, em alguns casos houve a reducao dos niveis de IL-1p, IL-5, IL-6 e IL-8, regulacéo
negativa da mieloperoxidase (MPO) e inibicéo da ciclooxigenase 2, PCNA e Bcl-2. Sugerindo,

também, efeitos positivos do acai na terapéutica do cancer.

Em um estudo experimental, com modelo animal, foi pesquisado o potencial do extrato
de acai sobre as lesdes endometrioticas. Ratas Sprague-Dawley foram submetidas ao implante
de um endométrio autélogo e foram tratadas com extrato hidroalcodlico de agai. A partir de
analises histolégicas e imuno-histoquimicas, os resultados encontrados no grupo de animais
tratados por Machado et al. (2016) foram: supressdo das lesdes (com regressdo e atrofia),
inibicdo da angiogénese e seus marcadores na endometriose experimental, redugdo dos niveis
de transcricdo de mMRNA de COX-2 e, por fim, reducdo dos niveis de macrofagos in vivo e in

vitro.

Em um outro estudo, foram avaliadas a capacidade neuroprotetora que o0 suco de acai,
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uma vez ao dia, por quatro dias, poderia ter em ratos machos em quadros de convulsao induzida
por pentilenotetrazol. O comportamento foi analisado e monitorado continuamente. Observou-
se que, embora o suco ndo tenha afetado a atividade locomotora espontanea, ele protegeu contra
mudancas comportamentais e reduziu significativamente as alteracdes elétricas que podem ser
causadas por convulsdes. Supbs-se que 0 suco de acai tenha exercido um papel importante no
estresse oxidativo, prevenindo a peroxidacao lipidica no cértex cerebral e, consequentemente,
as convulsdes (MONTEIRO et al., 2015)

A partir da administracdo de sementes de acai a camundongos CD1, a regulagdo da via
do NF-xB, com a reduc¢do da translocagdo nuclear, foi obtida em um estudo de Genovese et al.
Além disso, foi obtida a reducdo do infiltrado inflamatério, producdo de citocinas proé-

inflamatorias e do estresse oxidativo.

Considerando os trabalhos supracitados e todo o conhecimento que tem sido obtido, faz-
se necessario mais estudos com enfoque nas propriedades antioxidantes da polpa de acai,
principalmente acerca dos compostos bioativos, a fim de se encontrar formas de contornar

doencas inflamatorias, como na mucosite intestinal e promover mais salde aos pacientes.

Contudo, sabe-se que a M1 esta inserida no conjunto de rea¢cdes mais comuns do 5-FU
e faz parte dos critérios que determinam a interrup¢édo do tratamento, o que torna de fundamental
importancia o estudo de alternativas eficazes que sejam capazes de atenuar 0s danos teciduais,
permitindo a continuidade do tratamento e melhorando a qualidade de vida do paciente.
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3. JUSTIFICATIVA

A mucosite intestinal € uma questdo de grande importancia para a clinica médica, por
se tratar de uma reacdo adversa de consideravel incidéncia de um dos tratamentos
quimioterapicos mais utilizados, o 5-Fluorouracil (5-FU) e que acomete, em sua forma grave,
cerca de 80% dos pacientes. E relevante, pois, 0s pacientes que ja estio debilitados por causa
do cancer, em grande parte das vezes sdo obrigados a suspender o tratamento pela falta de

tolerancia aos efeitos colaterais citotoxicos do farmaco antineoplasico (DENG, 2021).

Diante da gravidade desta circunstancia, € indiscutivel a necessidade da realizacdo de
mais estudos que busquem alternativas terapéuticas que proporcionem mais qualidade de vida
e salde aos pacientes, prevenindo, amenizando e tratando os efeitos adversos da MI (BATISTA
et al., 2020).

Embora os efeitos da polpa de acai ou os efeitos de compostos bioativos na mucosite ja
tenham sido avaliados em outras patologias, como demonstrado anteriormente, até entdo,
rarissimos estudos evidenciam especificamente os efeitos da polpa de acai na mucosite
intestinal induzida por 5-FU. Contudo, no mesmo laboratério de realizagdo do presente estudo
(BIONUT - UFOP) ja foram evidenciados alguns efeitos positivos da polpa de agai na mucosite

intestinal induzida por 5-FU em outros 6rgdos e em outros biomarcadores.

Diante destas evidéncias, das evidéncias supracitadas e com base no cerne
argumentativo do objeto deste estudo, avaliou-se os efeitos da suplementacdo da polpa do acai
(Euterpe oleracea Martius) na resposta reguladora dos linfonodos mesentéricos e ileo de
camundongos BALB/c com mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil. Tendo isso em
vista, todas as consideracdes que foram até aqui evidenciadas apontam para a relevancia deste

estudo que € delineado nos objetivos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do acai na modulacéo da IL-1p na mucosite intestinal induzida por 5-

Fluorouracil

4.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a producédo de IL-1p trés (3D) e sete (7D) dias ap6s a inducdo da mucosite
intestinal em animais tratados com a polpa de acai nos tecidos: linfonodos mesentéricos

e ileo.
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5. METODOLOGIA

Os experimentos da pesquisa foram realizados a partir de materiais bioldgicos ja
coletados no laboratorio em um trabalho de pesquisa para a obtencédo de titulo mestre intitulado
“Efeito de uma suplementagdo com polpa de acai (Euterpe oleracea Martius) em camundongos
BALB/c com mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil”. Desse modo, os orgaos
analisados foram extraidos durante esta pesquisa supracitada, mas foram processados e

analisados pela pesquisadora do presente estudo.

5.1 Protocolo experimental

5.1.1 Animais e dieta experimental

Os materiais biolégicos foram extraidos de camundongos fémeas da linhagem BALBI/c,
com idade de aproximadamente seis semanas, com peso corporal entre 17g e 20g, foram
fornecidos pelo Centro de Ciéncia Animal (CCA) da UFOP e o estudo foi deferido pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFOP), protocolo n. 2016/17.

Os animais, durante sete dias, passaram pelo processo de aclimatacdo e se alimentaram
de uma dieta padréo para roedores adultos. Passados os sete dias receberam as respectivas dietas
controle AIN-93M (REEVES, P.G; NIELSEN, F.H; FAHEY, G.C, 1993), a qual continha ou
ndo a polpa de acai na concentracdo de 2% como demonstrado na Tabela 2 (DE SOUZA, M.O;
SILVA, M; SILVA, M., et al., 2010), até o fim de um periodo de 14 dias consecutivos.

Desde o momento de seu recebimento até a eutanasia, os camundongos foram mantidos
na sala para isogénicos do CCA, em um ambiente com a temperatura controlada (20°C e 25°C)
e com 12 horas de ciclo claro-escuro. A agua que foi ofertada aos animais passou pelo
procedimento de autoclavagem e, juntamente com a dieta, 0s animais puderam acessa-las
durante todo o dia. A polpa do acai administrada foi previamente submetida ao processo
industrial de pasteurizagdo, era isenta de conservantes, congelada, e teve a sua aquisicdo

realizada em um supermercado local.

Para analise da capacidade antioxidante da polpa de acai, no estudo do qual essa
pesquisa sucede foi realizada a avaliagéo da atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD)

e catalase (CAT). Foi constatado que, embora nédo tenha sido observado aumento da CAT, que
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normalmente esta reduzida na M1 devido a alta concentracdo de perdxido de hidrogénio, trés
dias apos a indugdo da M1 houve aumento a atividade da enzima SOD (CTL vs MUC) e o pré-
tratamento com a polpa de acai foi capaz de promover a reducdo da sua atividade (MUC vs
MUC+Agai) (MAGALHAES, 2018).

Tabela 2: Composicdo nutricional das dietas experimentais AIN-93M padrao e dieta com acai.

Dietas (g/kg)
Ingredientes | |

Controle Acai
Caseina 150 g 150 g
Amido de milho 710 g 690 g
Oleo de soja 409 409
Colina 2,5 2,5
Metionina 1849 1,849
Mix de minerais 35¢g 359
Mix de vitaminas 109 10g
Celulose 509 509
Acai 0g 209

5.1.2 Delineamento experimental

Os camundongos foram alocados de forma aleatéria em gaiolas préprias para
camundongos, as quais contiveram grupos com, no maximo, 4 individuos. A distribui¢do dos
grupos foi: CTL (dieta controle + tampdo salino); CTL+Acai (dieta acai + tampdo salino);
MUC (dieta controle + 5-FU); MUC+Agai (dieta acai + 5-FU). Apds o periodo de aclimatacéo
de sete dias recebendo a dieta padrdo para roedores adultos, as dietas experimentais foram
inseridas por um periodo de 14 dias consecutivos (RIBEIRO, J.C., et al., 2010; MACHADO,

F.S., et al., 2015). Seguindo-se a distribuicdo dos grupos dos animais, na manha do décimo
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quinto dia (D0), apds os animais terem se alimentado, a mucosite intestinal foi induzida. Os
grupos CTL e CTL+Acai receberam injecdo intraperitoneal (ip) de tampdo fosfato-salino (PBS
- Phosphate-Buffered Saline) estéril. E executou-se a eutanésia trés (D3) (1) (GENEROSO et
al., 2015) e sete (D7) (SONG, M. K.; PARK, M. Y.; SUNG, M. K., 2013) e sete (D7) (7) dias

apos a inducdo da mucosite (Figura 9).

Figura 9: Desenho esquematico do delineamento experimental.

2 Controle - 7 animais — Dieta Controle )
Comisséo de Etica no .y 3 dias — 14 dias 15° dia
Uso de Animais -
(CEUA/UFOP), protocolo Tampdo salino
n°.2016/17 & 3 Agai -7 énimais ‘Aclimatagio | Dieta A?al 2% |
l S dlas Dieta Padrdo iadise 18° dia
para roedores Eutandsia
Centro de Ciéncia @y Mucosite - 7 animais adultos | Dieta Controle
Animal (CCA) da UFOP o 3 dias 7 dias 14 dias = 15° dia
= Indugédo MI l
e Agal + Mucosite - 7 animais Dieta Acai 2% 5-FU (200mg/kg ip)
2 dles — i 14 dias o .
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I W Agal + Mucosite - 7 animais ] L DietaAgai2% | 5-FU (200mg/kg ip)
7 dias 14 dias

Grupos: CTL (dieta controle + tampdo salino); CTL+Agai (dieta acai + tampé&o salino); MUC (dieta controle + 5-
FU); MUC+Agai (dieta agai + 5-FU); ip, intraperitoneal; DO, dia da indugdo da MI; D3, eutandsia 3 dias apos a
inducdo; D7, eutandsia 7 dias apds a indugdo; n= 8 para 0s grupos controle e n= 12 para 0s grupos que receberam
5-FU. Fonte: Elaboracao proépria.

5.1.3 Inducéo da mucosite intestinal

O procedimento ocorreu a partir de uma injecao intraperitoneal, em dose Unica, de 5-
FU (Fauldfluor®, Libbs), a 200 mg/kg (SONG, M. K., et al., 2013), no quadrante inferior
esquerdo, em cada individuo que pertencia aos grupos mucosite (MUC e MUC+Acai). O
quimioterapico foi veiculado em uma solugdo PBS estéril, em um volume total de 150ul. Os
grupos CTL e o CTL+Acai receberam, via injecdo intraperitoneal (ip), tampé&o fosfato-salino
(PBS - Phosphate-Buffered Saline) esteril.
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5.1.4 Eutanasia e coleta de material bioldgico

Ap0s dezoito (D3) e vinte e dois dias (D7) da administracéo das dietas, e trés (D3) e sete
(D7) dias ap0s a inducdo da MI, os camundongos foram anestesiados a partir de uma solucéo
de 100uL a base de PBS, cloridrato de ketamina (25%) e cloridrato de xilazina (25%), e foram
submetidos ao deslocamento cervical. Logo ap0s, o intestino delgado foi extraido por meio de
uma laparotomia e foi dissecado. O jejuno foi disposto sobre uma placa de gelo e, em seguida,
foi dissecado. Teve-se como parametro 20% da porc¢éo inicial (duodeno) a partir do piloro e
20% da porcdo final até a valvula ileocecal (ileo) (FERRARIS.; VINNAKOTA, 1995). Os 60%
restantes correspondiam as duas metades; jejuno proximal (JP) e jejuno distal (JD).

Em seguida, lavou-se internamente o intestino delgado com 10mL de uma solucdo de
cloreto de sddio 0,9%, estéril e gelada (2,5ml para cada seccdo). Desta lavagem, o fluido
intestinal que foi obtido e coletado em um tubo cdnico do tipo Falcon de 15mL foi centrifugado
a 1200 rpm, por 20 minutos (SOUZA; FIORINI; GONCALVES, et al., 2017), e 0 seu
sobrenadante foi armazenado a -80°C. Os fragmentos do intestino utilizados posteriormente nos
experimentos foram fragmentados e acondicionados a -80°C, em criotubos de 2 mL, submersos

em nitrogénio liquido.

5.2 Variaveis avaliadas

Estas variaveis foram avaliadas visto que alteracGes do peso corporal, aparecimento de
diarreia e a alteracdo da ingestdo alimentar sdo indicadores bem fenotipicos da inflamacéo da

mucosa intestinal.

5.2.1 Ingestéo alimentar, peso corporal e registro da sobrevida

Todos os dias, no periodo matutino, desde a administracdo das dietas até 0 momento da
eutanasia, todo o contetdo alimentar das gaiolas e o0 peso dos animais foram documentados. O
consumo alimentar didrio dos animais foi obtido por meio da subtragdo das sobras do dia
subsequente, da quantidade de dieta fornecida em cada dia e, em seguida, dividindo pelo nimero

de animais de cada grupo.
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O registo de sobrevida também foi realizado diariamente, por meio da observacao dos

sinais de debilidade (pelo arrepiado, prostracdo e isolamento) de cada animal.

5.2.2 Avaliagdo da diarreia

A partir do dia zero (DO0) até o dia da eutanasia (D3 e D7), a auséncia ou a presenca de

diarreia foi documentada diariamente.

5.3 Dosagens bioquimicas e imunoenzimaticas

5.3.1 Extracdo de proteinas

A principio, uma solucdo tamp&o para ensaio de radioimunoprecipitacdo (RIPA) foi
preparada, com o objetivo de proporcionar rapida lise celular e solubilizagdo das proteinas das
células. Além disso, a solugdo visou impedir a degradacdo proteica e quaisquer interferéncias,
como formacao de ligagdes proteicas ndo especificas, atividade bioldgica e imunorreatividade.
A solucdo RIPA continha: tris-(hidroximetil) -aminometano (TRIS 0,05M), cloreto de sddio
(NaCl 0,15M), EDTA 0,0013 M, deoxicolato de sddio 1%, dodecil sulfato de sédio (SDS 0,1%)

e inibidores de protease na proporcao 1:1000.

Em seguida, os 6rgdos foram descongelados e pesados, a fim de atingir a aliquota de
100 mg de tecido. Apos a pesagem, a solucdo tampédo RIPA foi utilizada na propor¢do de 100
mcL de solucdo para 10 mg de tecido (10:1). Na sequéncia, a amostra de tecido foi processada
no homogeneizador elétrico, sob baixa rotacdo, por 30 segundos, € mantida no gelo, em
descanso, por 1 minuto. Este procedimento foi repetido trés vezes. Ao final da completa
homogeneizacdo, as amostras foram colocadas na centrifuga a 10.000 rpm por 10 minutos a 4
C° e coletou-se o sobrenadante. Por fim, foi pipetada uma aliquota de 50 mcL da amostra, o

qual foi armazenado a temperatura de -80° C.
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5.3.2 Determinacdo da concentracéo de IL-1p nos tecidos: Linfonodos Mesentéricos e
ileo

Para se quantificar a concentragdo IL-1p nos tecidos coletados dos animais, foi realizado
um Ensaio de imunoabsorbancia ligado a enzima (ELISA) utilizando os kits R&D Systems®
para IL-1B (ref.: DY401), utilizando placas de poliestireno com 96 pogos cada. Todos 0s ensaios

foram realizados de acordo com as instrucdes do fabricante.

Inicialmente, as placas foram sensibilizadas a partir da adicdo de uma solucdo de
anticorpo de captura, 100uL por poco, e em seguida foram incubadas, em overnight, a 25°C.
No dia seguinte, decorridas aproximadamente 13-15 horas, as placas foram lavadas 2 vezes com
solugédo tampaéo salina fosfato - PBS (Phosphate-Buffered Saline) adicionada do tensoativo
hidrofilico Tween 20 a 0,05%. Em seguida, em cada poco das placas foram adicionados 100uL
de solucdo PBS, solucao albumina de soro bovino em concentracao de 1% (BSA 1%) (Solucao
bloqueio e diluente de padrdo e amostras) e foram incubadas por um periodo de 1 hora, a 25°C.
Ao findar o periodo, as placas foram lavadas por 2 vezes em solucdo detergente (PBS + Tween
20 0,05%) e, para que ao final fosse possivel realizar a relagdo grafica entre os valores de
absorbancia (A) e os de concentracdo, verificar a linearidade da reacdo e calcular um fator de
conversdo de valores de absorbancia em concentracéo, foi realizada a adi¢do da solugédo padréo
em 14 pogos definidos da placa. Primeiramente, em cada pogo do padrdo foram adicionados
100puL de solugéo PBS e, em seguida, foram adicionados 200uL do padréo no primeiro pogo,
dos 14 pocos, e diluido de forma seriada nos demais pocos, resultando um total de 7 pontos da
curva e em duplicata. Os Ultimos 2 pogos seguintes ao padrdo foram destinados ao “branco” e
sO receberam a solugdo PBS em duplicata. Nos demais pocos das placas, aqueles referentes as
amostras, foram adicionados 100pL do sobrenadante, em duplicata, e elas foram incubadas por
2 horas, a 25°C. Posteriormente, foi procedida a lavagem das com solucdo detergente (PBS +
Tween 20 0,05%), por 4 vezes, e adicionou-se 100pL por poco da solucdo de deteccédo (PBS e
BSA 1%), e as placas foram incubadas por 2 horas, a 25°C. Apos as 2 horas, elas foram lavadas
com solucdo detergente (PBS + Tween 20 a 0,05%), por 2 vezes, e foram adicionadas a
Streptavidina conjugada a peroxidase 1:40, descansando por aproximadamente 20 minutos.
Apos esse intervalo, as placas foram lavadas com solucédo detergente (PBS + Tween 20 0,05%),
por 6 vezes. Para interrupcdo da reacdo, adicionou-se, como substrato das solugdes anteriores,
100uL de solugéo tampéo fosfato citrato pH 4,0: 2,1 g Acido citrico (anidro: 1,92 g) em agua
milli-Q com volume final de 100 mL, 4,02 g Na2HPO4.7H20 (anidro: 2,13 g) em agua milli-
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Q com volume final de 150 mL, as quais foram preparadas separadamente e adicionadas até
atingir pH 4,0 (solucédo 2 a solucgdo 1), a solucdo Cromogénica de Tetrametilbenzidina (TMB)
e 0 perdxido de hidrogénio (H202) 30 volumes. Apds aproximadamente 20 minutos da reacao,
ela foi interrompida por meio da adi¢do de acido sulfarico 2N (H2SO4 2N). Ao final, foi
realizada a leitura das placas em um espectrofotdmetro de microplacas (Bio-Rad, Modelo: 450,
Leitor de Microplacas), controlado pela interface do Software Gen5. A reacdo enzimaética foi

quantificada por absorbancia medida a 450 nm e o resultado expresso em pg/mL.

A forma como ocorre a reagdo imunoenzimatica pode ser observada no desenho

esquematico (Figura 10) a seguir.

Figura 10 - Método do Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) do tipo sanduiche.
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O ensaio ELISA do tipo sanduiche é um dos mais comuns tipos de ELISA, sendo (til na determinacdo da
concentracdo do analito em uma amostra biolégica. No ensaio, dois anticorpos especificos sdo usados para
intercalar o antigeno. O anticorpo de captura é revestido em uma microplaca, a amostra é adicionada e a proteina
de interesse se liga e é imobilizada na placa. Um anticorpo de detec¢do conjugado é entdo adicionado e se liga a
um epitopo adicional na proteina alvo. O substrato é adicionado e produz um sinal de cor azul proporcional a
guantidade de analito presente na amostra. Em seguida a reacéo é interrompida por meio da adicdo de &cido
sulfarico 2N (H2SO4 2N) e sua cor é alterada para o amarelo. Os ELISAs sanduiche sdo altamente especificos,
pois sdo necessarios dois anticorpos para se ligar a proteina de interesse. (Traduzido). Fonte:
https://www.rndsystems.com/resources/what-is-an-elisa-and-elisa-types.

5.4 Analise estatistica

A partir dos valores obtidos da absorbancia dos pocos e da equacdo obtida a partir da
curva padrdo, foram obtidos os valores de média + desvio padrdo da média (DP) e a diferenca
estatistica acerca da avaliagdo da concentragdo do mediador pro-inflamatério IL-1p no D3 e no
D7 entre os grupos controle (CTL e CTL+Acai) e que receberam 5-FU (MUC e MUC+Agcai)
foi determinada por meio de analise de variancia (ANOVA), utilizando Two-way ANOVA. A
andlise estatica foi realizada no programa GraphPad Prism versdo 6.01. A significancia

estatistica foi considerada quando p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Linfonodo Mesentérico

Os linfonodos mesentéricos, também conhecidos popularmente como “inguas”, sdo
ganglios linfaticos presentes no mesentério, o qual reveste a cavidade abdominal, e eles
participam do sistema linfatico e imune, tendo como funcdo remover as ameagas ao organismo,
acionar células de defesas e amadurecer os linfocitos. Na dosagem da citocina pré-inflamatoria
IL-1pB nos linfonodos mesentéricos, por meio do método ELISA, ndo foi possivel, entretanto,
demonstrar alteracdes séricas estatisticamente significativas entre os grupos analisados nos dois
momentos (D3 e D7), conforme demonstrado na Figura 11.

Figura 11 - Avaliacdo da concentracdo do mediador pré-inflamatério IL-1p no 6rgdo linfonodo mesentérico,
entre 0s grupos controle, agai, mucosite e mucosite+agai, nos tempos D3 e D7.
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Camundongos fémeas BALB/c foram divididas em 8 grupos distintos: Controle 3 dias: durante 18 dias recebeu
dieta controle; Controle 7 dias: durante 22 dias recebeu dieta controle; Agai 3 dias: durante 18 dias recebeu dieta
suplementada com acai; Acai 7 dias: durante 22 dias recebeu dieta suplementada com agai; Mucosite 3 dias:
durante 18 dias recebeu dieta controle e teve a mucosite intestinal induzida por 5-FU; Mucosite 7 dias: durante 22
recebeu dieta controle e teve a mucosite intestinal induzida por 5-FU ; Acai Mucosite 3 dias: durante 18 dias
recebeu dieta suplementada com acai e teve a mucosite intestinal induzida por 5-FU; Acai Mucosite 7 dias: durante
22 dias recebeu dieta suplementada com agai e teve a mucosite intestinal induzida por 5-FU. O Homogenato de
linfonodo mesentérico foi testado pelo método ELISA sanduiche para IL-1B. A diferenga estatistica acerca da
avaliacdo da concentracdo do mediador pro-inflamatério IL-1B no D3 e no D7 entre os grupos controle e
intervencdo foi determinada por meio de anédlise de variancia (ANOVA), utilizando Two-way ANOVA, para
comparagGes multiplas. Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo, os valores de p<0,05 foram
considerados significantes.
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6.2 ileo

No ileo, segmento final do intestino delgado, o qual compde o sistema digestorio do ser
humano e atua de forma crucial na absorcdo de nutrientes, ndo houve alteracdes séricas
estatisticamente significativas entre os grupos analisados nos dois momentos (D3 e D7) na
dosagem da citocina pro-inflamatéria IL-1B, por meio do método ELISA, demonstrado na
Figura 12.

Figura 12 - Avaliacdo da concentracdo do mediador pré-inflamatorio IL-1p no 6rgo ileo, entre os grupos

controle, acai, mucosite e mucosite+acai, nos tempos D3 e D7.
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Camundongos fémeas BALB/c foram divididas em 8 grupos distintos: Controle 3 dias: durante 18 dias recebeu
dieta controle; Controle 7 dias: durante 22 dias recebeu dieta controle; Acai 3 dias: durante 18 dias recebeu dieta
suplementada com acai; Acai 7 dias: durante 22 dias recebeu dieta suplementada com agai; Mucosite 3 dias:
durante 18 dias recebeu dieta controle e teve a mucosite intestinal induzida por 5-FU; Mucosite 7 dias: durante 22
recebeu dieta controle e teve a mucosite intestinal induzida por 5-FU ; Acai Mucosite 3 dias: durante 18 dias
recebeu dieta suplementada com acai e teve a mucosite intestinal induzida por 5-FU; Acai Mucosite 7 dias: durante
22 dias recebeu dieta suplementada com acai e teve a mucosite intestinal induzida por 5-FU. O Homogenato do
ileo foi testado pelo método ELISA sanduiche para IL-1B. A diferenca estatistica acerca da avaliagdo da
concentracdo do mediador pré-inflamatério IL-1p no D3 e no D7 entre os grupos controle e intervengdo foi
determinada por meio de analise de variancia (ANOVA), utilizando Two-way ANOVA, para comparacdes

mualtiplas. Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo, os valores de p<0,05 foram considerados
significantes.
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Figura 13 — Placas ap6s o Ensaio de Imunoabsorcédo Enzimatica (ELISA) utilizando os kits R&D Systems® para

IL-1B (DY401), utilizando placas de poliestireno com 96 pogos cada. Todos os ensaios foram realizados de

acordo com as instrucdes do fabricante.

Placa 1 (ELISA) amostras em
duplicata - Pocos: 1 e 2 (LnM -
Controle 3D): Pocos: 3 e 4 (LnM - Acai
3D): Pogos: 5 e 6 (LnM - Mucosite 3D);
Pogos: 7 ¢ 8 (LnM - Mucosite+Agai
3D); Pogos: 9 e 10 (lleo - Controle 3D):
Pogos: 11 e 12 (Padrio)

Placa 2 (ELISA) amostras em duplicata
- Pogos: 1 e 2 (Ileo - Agai 3D); Pogos: 3 e
4 (Ileo - Mucosite 3D): Pogos: 5 e 6 (Tleo -
Mucosite+Agai 3D): Pocos: 7 ¢ 8 (LnM -
Controle 7D): Pogos: 9 ¢ 10 (LnM - Acai
7D); Pogos: 11 e 12 (LnM - Mucosite 7D)

Placa 1 (ELISA) amostras em duplicata -
Pogos: 3 e 4 (LnM - Mucosite+Agai 7D):
Pogos: 5 e 6 (Ileo - Controle 7D); Pogos: 7
e 8 (Ileo - Acai 7D); Pogos: 9 e 10 (fleo -
Mucosite 7D); Pogos: 11 e 12 (fleo -
Mucosite+Agai 7D;

Placas de Elisa a partir dos kits R&D Systems® para IL-1p (DY401), utilizando placas de poliestireno com 96
pogos cada. Os ensaios foram realizados de acordo com as instrugdes do fabricante. A coloragdo azul dos pogos
deve-se a solugdo Cromogeénica de Tetrametilbenzidina (TMB) e o perdxido de hidrogénio (H202) 30 volumes.
Apobs aproximadamente 20 minutos da reacdo, foi realizada a adigdo de acido sulfirico 2N (H2SO4 2N) para
interrup¢do. Ao final, foi realizada a leitura das placas em um espectrofotémetro de microplacas (Bio-Rad, Modelo:
450, Leitor de Microplacas) e a absorbancia foi lida em um comprimento de onda de 450 nanémetros (nm),
controlado pela interface do Software Genb.
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7. DISCUSSAO

A toxicidade intestinal induzida por terapia oncologica é uma grave e frequente reacéo
adversa que acomete a maioria dos pacientes em tratamento oncologico e culmina em
inflamacéo e ulcerago do revestimento gastrointestinal, gerando diversos sintomas (ARAUJO,
2013).

A MI, além de ser um processo doloroso, compromete a funcdo do TGl, o estado
nutricional e a continuidade do tratamento do paciente, o que justifica e requer mais
compreensdo acerca dos seus mecanismos e complexos processos biologicos, a fim de se
proporcionar profilaxias e tratamentos mais eficazes e seguros, além de possibilitar a
manutencdo da terapia (CHANG, 2020).

No entanto, a complexidade da MI e as singularidades de cada fase durante a sua
ocorréncia, torna a sua avaliacdo inflamatoria uma tarefa desafiadora e imprevisivel. Conforme
tem sido demonstrado no acervo cientifico, uma ampla gama de mediadores esta envolvida na
resposta inflamatoria no contexto experimental, como TNFa, familia IL-1, IL-18, fator ativador
de plaquetas (PAF), IL-6, 6xido nitrico sintase (iNOS) e COX-2, e caracterizam, de forma clara
e consistente, a MI induzida por quimioterapia (GIFONI, 2012).

Sabe-se, contudo, que a IL-1p é uma citocina pré-inflamatoria que atua nas primeiras
respostas do sistema imune inato, estando presente em diversos processos inflamatorios, sendo
produzida e secretada rapidamente por diversos tipos de células do sistema imune, atuando na
amplificagdo das reacOes e visando a resolucdo de inflamagdes agudas. Entretanto, sabe-se
também que a producdo da IL-1pB é regulada por diversas vias de sinalizacdo e fatores de
transcricdo, e depende de processos como a ativagdo da proteina pro-IL-1p por meio da
clivagem proteolitica (RIBEIRO, 2016).

Diante disso, embora ja tenha sido demonstrado que os sintomas indesejaveis da
quimioterapia, como a mucosite, estdo relacionados ao aumento da producgéo de citocinas
inflamatorias, como a IL-1p, a partir dos resultados obtidos no presente estudo, em que 0s niveis
de IL-1p ndo apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos, sugere-se que,
possivelmente, neste modelo animal experimental alguma dessas condi¢des para indugédo da

secrecdo de IL-1p ndo tenha sido cumprida, para que 0s seus niveis fossem superexpressos.
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Ademais, com base nos resultados obtidos e em outras pesquisas, infere-se que, embora
durante a reagdo imunoenzimatica (ELISA) tenha havido a geracéo de cor, como demonstrado
no Figura 13, sugerindo a presenca de IL-1B, é possivel que o método ELISA nao tenha sido
sensivel o suficiente para detectar a concentracdo presente na amostra ou, provavelmente, o
modelo experimental utilizado ndo modulou a inflamacdo por meio da IL-1f, mas sim por

outras vias ndo identificadas presentes na inflamagéo.

Outras vias que modulam a inflamag&o séo descritas por Sonis (2004), como durante a
etapa de amplificacdo dos sinais, os tratamentos, quimioterdpico ou radioterdpico, sao
responsaveis pela ativacdo de alguns fatores, como o (NF-«kB), o qual regula, positivamente,
genes que influenciam na secrecdo de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a que, por sua
vez, amplificam o sinal e podem ativar o NF-kB, resultando na transcricdo de genes que
codificam a proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), ciclooxigenase 2 (COX2) e
moléculas sinalizadoras de tirosina-quinase, levando a ativacdo da metaloproteinases de matriz

(MMPs) 1 e 3, provocando, por fim, a inflamacéo.

Além da ativacdo do TNF-a, em um estudo experimental realizado por Logan et al.
(2008), alteracdes morfoldgicas na mucosa foram caracterizadas juntamente com a
hiperexpressdo de NF-xB, IL-1B, TNF-alfa e IL-6 apds a administracdo de tratamento
quimioterapico, corroborando com a presungdo da existéncia de mais mecanismos

orquestradores da Ml.

Como supracitado, além das citocinas, outros mecanismos estdo descritos na patologia
da mucosite intestinal induzida por quimioterapia, como a ciclooxigenase induzida ou
ciclooxigenase 2 (COX-2), culminando em uma cascata inflamatdria de prostaglandinas,
amplificando a inflamagdo (YEOH et al. 2007; LOPES et al. 2009; LALLA et al. 2010)

O desfecho deste estudo, a manutencdo dos niveis de IL-1p avaliados nos momentos de
3D e 7D, corrobora com os achados de Gifoni (2012), em seu estudo sobre a mucosite causada
por 5-FU, no qual ele ndo encontrou resultados estatisticamente significativos entre 0s grupos

a respeito desta citocina.

Segundo um outro estudo realizado por com Gomes (2022), o tratamento de
camundongos BALB/c com a polpa de acai (2%) foi capaz de reduzir os niveis da citocina anti-

inflamatdria IL-10. Indicando que o quimioterapico 5-FU induziu a mucosite juntamente com
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respostas inflamatorias significativas, mas que no grupo dos animais suplementados com a
polpa do acai a 2%, 0 organismo aparentou ser capaz de se recuperar e mitigar alguns efeitos
da doenca. Diante disso, como presumido, é possivel observar a participagdo ativa de outra

citocina na Ml induzida por 5-FU.

Uma outra possibilidade acerca dos resultados poderia ser baseada nos achados de
Logan et al. (2009). Para avaliar a patobiologia da MI induzida por 5-FU, com dose semelhante
a do presente estudo, em um modelo murino, em periodos de 0 a 72 horas, Logan et al.
obtiveram que, apds a administracdo do quimioterapico, a intensidade da expresséo tecidual da
IL-1pB no intestino atingiu o pico em 90 minutos, retornando aos niveis basais em até 72h. Isso
poderia indicar que, quando a IL-1p foi avaliada, 3 e 7 dias pds-quimioterapico, 0s seus niveis
ja estavam entrando em uma fase de normaliza¢do, justificando os niveis semelhantes de IL-13

entre 0s grupos nos momentos 3d e 7d.

Além das citocinas e os fatores de transcri¢ao, alguns genes tém papel fundamental na
apoptose e no ciclo celular, como por exemplo o gene p53. Codificador de uma fosfoproteina
nuclear, o gene supressor de tumor p53, atua controlando o ciclo celular, reparando o DNA e
induzindo a apoptose. Em uma situacdo de inducdo de dano no DNA por estresse, a p53
bloqueia o ciclo celular, o que poderia promover o reparo do DNA ou a apoptose (JUNIOR et
al., 2002).

Visando avaliar o papel do 6xido nitrico como um outro mecanismo envolvido na
mucosite induzida por quimioterapia, Leitdo (2007) demonstrou, em um modelo murino, que
0s danos causados pelo 5-FU a mucosa intestinal advieram do conjunto de efeitos da
proliferacdo celular e da apoptose, e que 0s mecanismos relacionados a esse dano foram
dependentes da P53.

Além de tudo, é imprescindivel salientar que o sistema imunoldgico é muito dinamico
e integrativo, ndo devendo ser limitado a analise da inflamac&o e de todo o contexto por meio
da perspectiva de um unico mediador pré-inflamatério. Além disso, o risco de desenvolvimento
da M1 e os mecanismos de acdo envolvidos, em relagdo aos processos inflamatdrios e a secrecao
de citocinas sdo extremamente complexos, podendo ser afetados por diversos fatores, desde a
dose e o tipo do quimioterépico, até a fatores intrinsecos ao paciente, como idade, doenca

sistémica, a microbiota intestinal e os fatores protetores locais (WANG, 2021)
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Tais circunstancias justificam a necessidade de mais estudos acerca dos efeitos dos
compostos fendlicos presentes no Euterpe oleracea Martius (Agai) em intestino e linfonodos
mesentéricos de camundongos Balb/c com M1 induzida por 5-FU e os mediadores inflamatorios
gue orquestram o processo. Pois a previsdo desses eventos subclinicos facilitariam um
gerenciamento mais eficaz da patologia, permitindo o direcionamento de um tratamento

adequado, além de se mitigar e deter os efeitos colaterais do tratamento.

Durante a pesquisa alguns fatores limitaram um estudo mais aprofundado, como, por
exemplo, a falta no acervo cientifico de estudos semelhantes que instituisse o acai como forma
de tratamento da MI causada pelo 5-FU, visto que o tipo de quimioterapico influéncia na
resposta inflamatoria. Além disso, poucos estudos evidenciaram resultados similares, no qual a
citocina IL-1p tenha respondido da mesma forma e nos mesmos orgdos. Contudo, visto a
importancia da IL-1p no inicio da inflamacdo, a qual pode preceder o dano tecidual, e também
a importancia dos tecidos, principalmente o linfonodo mesentérico, por ser tratar de um 6rgéo
linféide do sistema imunoldgico, além dos fatores que afetam a saude e a vida do paciente, é

valido salientar que a escolha da hipotese neste estudo foi de grande pertinéncia.
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8. CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou que a suplementacdo da dieta de camundongos BALB/c
com polpa do acai a 2%, previamente a inducdo da mucosite intestinal por quimioterapico 5-
Fluorouracil, ndo alterou significativamente os niveis teciduais de IL-1f entre os grupos de 3D
e entre 0s grupos de 7D, tanto no linfonodo mesentérico quanto no ileo. Embora tenha havido
alteracdo da cor durante a reacdo imunoenzimética do método ELISA, ndo houve diferenca
estatistica significativa (p < 0,05).

Entretanto, é importante reafirmar que 0s mecanismos que orquestram 0 processo
inflamatdrio durante a M1 é multifacetado e sofre influéncia de diversos fatores, endégenos e
exogenos, o que culmina vias distintas e em desfechos diversos. Além disso, cada fase da Ml
exige um mecanismo diferente, o qual tem um momento de ag&o, bem como, cada citocina tem

um momento de expressao, o que pode influenciar nas vias e nos desfechos.

Diante disso, necessita-se de pesquisas mais aprofundadas sobre cada fase da M1 e seus
mecanismo, além de estudos acerca da acao das citocinas na mucosite intestinal, principalmente

na mucosite intestinal induzida por quimioterapico 5-Fluorouracil.
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