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RESUMO

A inflamagao é uma reagdo de defesa do organismo, que ocorre de forma
inespecifica, frente a agentes agressores de natureza fisica, quimica ou biologica. A
inflamacao intestinal (mucosite), pode se manifestar clinicamente como mal estar,
vémitos, anorexia, dor abdominal e diarréia. Essa pode ser originada por doencas
inflamatérias intestinais ou por uso de medicamentos como quimioterapicos.
A Uncaria tomentosa é utilizada como uma alternativa de tratamento para varias
doencas por apresentar propriedades antiinflamatorias, imunomodulatéria e pro-
apoptética. O estudo teve como objetivo investigar o efeito antiinflamatério da
Uncaria tomentosa no intestino delgado de camundongos com mucosite intestinal. 0
experimento durou 5 dias e utilizou 24 camundongos machos da linhagem Swiss,
com idade média de 2 meses e peso médio aproximado de 42,4g no inicio do
experimento. Os animais foram mantidos em temperatura ambiente controlada de
25° + 2C e fotoperiodo de 12 horas. Para a dieta f oi utilizada a ragao comercial
padrédo para roedores. Os animais foram divididos em 04 grupos, sendo 0 GRUPO 1
(Controle) e oferecido ragao comercial e agua at libitum durante os dias de pesquisa;
O GRUPO 2 (Mucosite), submetido a indug@o da mucosite intestinal através do
metotrexato nos 3 Ultimos dias consecutivos do experimento. O GRUPO 3 (Uncaria
tomentosa) recebeu ragdo comercial e agua at libitum além da administracao por
gavagem do extrato, contendo 0,536g da Uncaria tomentosa. O GRUPO 4 (Uncaria
tomentosa + Mucosite) teve o mesmo procedimento do grupo anterior com
acréscimo do medicamento metotrexato nos 3 Ultimos dias. Foi observado que 0
GRUPO 4 apresentou a maior perda de peso (1,5g) quando comparado com 0s
demais grupo. O GRUPO 3 teve uma perda de peso menor (1,33g) e a perda de
peso do GRUPO 2 foi de apenas 0,5g. Apenas o GRUPO 1 (controle) teve ganho de
peso (0,17g). Observou-se que 0 grupo mucosite, teve o comprimento das
vilosidades diminuido em relacdo aos demais grupos. O grupo Uncaria tomentosa,
apresentou vilosidades intestinais e criptas com profundidades menores quando
comparadas ao grupo controle. Comparando o Uncaria tomentosa que teve indugao
de mucosite, com os demais grupos, houve um aumento do tamanho da altura das
vilosidades. Com relagdo a profundidade das criptas, observou-se que 0O grupo
Uncaria tomentosa teve média menor em relagdo aos outros grupos e O grupo
mucosite apresentou maior media na profundidade das criptas. O metotrexato gerou
desestruturagdo na mucosa intestinal do duodeno. A Uncaria tomentosa teve
eficacia na recuperacdo da integridade da mucosa intestinal dos animais com
mucosite, promovendo o aumento das vilosidades do duodeno e diminui¢do na
profundidade das criptas. Sugere-se que a Uncaria tomentosa possa ter
propriedades ndo so anti-inflamatorias, mas também estimular a perda de peso.

Palavras-chave: Mucosite, metotrexato, Uncaria tomentosa.



ABSTRACT

Inflammation is a defense reaction of the organism, which occurs nonspecifically,
against physical, chemical or biological aggressors. The intestinal inflammation
(mucositis) is clinically manifested as malaise, vomiting, anorexia, abdominal pain
and diarrhea. This can be caused by inflammatory bowel disease or use of
medications such as chemotherapy drugs. The cat's claw is used as an alternative
treatment for various diseases due to its anti-inflammatory, immunomodulatory and
pro-apoptotic activity. Thus, the study aimed to assess whether or not it interferes
positively in the evolution of animal body weight. The experiment lasted 5 days and
used 24 male mice of the Swiss strain, with an average age of 02 months and
weighing approximately 42.4 g at baseline. The animals were kept under controlled
ambient temperature of 25 + 2C and 12 hours photop eriod. For diet was used
standard commercial feed for rodents. The animals were divided into 04 groups, with
group 1 (control) and given commercial feed and water at libitum during days of
research, GROUP 2 (Mucositis), submitted to intestinal mucositis induced by
methotrexate in the last 03 consecutive days the experiment. GROUP 3 (cat's claw)
received commercial feed and water at libitum addition to administration by gavage of
the extract, containing 0.536 g of cat's claw. GROUP 4 (cat's claw+ Mucositis) had
the same procedure as the previous group with the addition of the drug methotrexate
in the past 3 days. It was observed that the group 4 presented a bigger weight loss
(1.5 g) when compared to the other group. The third group had a lower weight loss
(1.33 g) and the weight loss of Group 2 was only 0.5 g. Only the group 1 (control)
had gained weight (0.17 g). It was observed that the group mucositis the length of the
villi was lower than and the other groups. The group cat's claw presented intestinal
villi and crypts with smaller depths when compared to the control group. Comparing
the group cat's with mucositis, with the other groups, there was an increase in the
size of the villus height. Regarding crypt depth was observed that the group cat's
claw had lower mean compared to the other groups and the group had higher
average mucositis in crypt depth. It is suggested that cat's claw not only presents
anti-inflammatory properties, but also encourages weight loss. The methotrexate
generated disruption in the intestinal mucosa of the duodenum. The cat's claw was
effective in restoring the integrity of intestinal mucosa of animals with mucositis,
which increases duodenal villus and crypt depth decreased.

Keywords: Mucositis, methotrexate, Uncaria tomentosa.
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INTRODUGAO

A inflamacao & uma resposta celular que tem importancia vital na
recuperacao da homeostase quando o organismo & atacado por agentes nocivos ou
sujeito a lesdbes mecanicas dos tecidos. Ela é classicamente definida como uma
reacao de defesa do organismo, que ocorre de forma inespecifica, a principio local,
frente a agentes agressores de natureza fisica, quimica ou biologica (MARQUES,
2008; PINTO etal., 1997).

A mucosite (oral e intestinal) € uma lesao inflamatéria que pode ocorrer
no aparelho digestivo decorrente do tratamento antineoplasico. E um termo que
descreve uma sindrome caracterizada por ulceragdes e sintomas gastrointestinais e
clinicos como vomitos, anorexia e, principalmente, diarreia. As manifestagdes orais e
intestinais constituem um aspecto importante proveniente da toxicidade de agentes
neoplasicos, afetando a habilidade de tolerar a quimioterapia e o custo geral do
tratamento e pode ser originada pelo uso de medicamentos como quimioterapicos
(LIMA, 2004; MARQUES, 2008; PINTO et al., 1997).

O objetivo primario da quimioterapia & destruir as células neoplasicas,
preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos atuam
de forma ndo especifica, lesando tanto células malignas quanto normais,
particularmente as células de rapido crescimento, como as gastrointestinais,
capilares e as do sistema imunologico, gerando assim apoptose em células
saudaveis que estejam em divisao celular ativa (ALMEIDA et al., 2005; PEREIRA et
al., 2006). Existem alguns nutrientes especificos com capacidade de modular as
respostas imunolégicas e inflamatorias em animais e seres humanos. O fitoterapico,
Uncaria tomentosa € exemplo de uma planta com propriedades medicinais (BARNI e
SANTOS, 2011; SOUZA e CIMERMAN, 2010).

A Uncaria tomentosa pertence a familia Rubiaceae e & popularmente
conhecida como unha de gato. Esta € comumente encontrada em areas tropicais da
América do Sul e Central e utilizada na forma de extrato pelos povos indigenas



como uma alternativa de tratamento para varias doengas, devido as suas
propriedades antiinflamatérias, imunomodulatéria e pro-apoptoticos (MORENO,
2007).

A propriedade de suprimir a inflamacdo cronica apresentada pela planta
esta relacionada com a inibicao do fator nuclear kapa-B (NF-B), que & um
importante regulador das respostas imune e anti-inflamatoria, e com a inibigdo do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), sendo esta ultima propriedade considerada o
mecanismo primario da acdo imunomodulatéria proporcionada por essa espécie
(IMMICH, 2011).

Os efeitos antioxidantes e imunoestimulantes presentes na Unha de Gato
estdo provavelmente relacionados a grandes concentracées de flavonodides
presentes, o que pode melhorar o tratamento de doencas como cancer, artrite,
gastrite, asma e doencgas dermatologicas (VATTIMO e SILVA, 2011).

Corroborando com esses conhecimentos, torna-se importante avaliar a
acao antiinflamatoria da Uncaria ftomentosa em camundongos com mucosite
intestinal induzida pelo metotrexato a fim de colaborar com os conhecimentos desse
fitoterapico para justificar uma possivel alternativa de tratamento para pacientes com

mucosite intestinal associada ao tratamento antineoplasico.



2.0- OBJETIVOS

2.1- OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito antiinflamatorio da Uncaria tomentosa no intestino

delgado de camundongos com mucosite intestinal.

2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Verificar evolugcao na massa corporal nos grupos de animais;

» Investigar a morfologia intestinal do segmento duodeno de camundongos
com mucosite intestinal suplementados com Uncaria tomentosa;

» Comparar a morfologia intestinal do segmento duodeno dos grupos

estudados.
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REFERENCIAL TEORICO

INFLAMAGAO INTESTINAL

Inflamagdo é uma reagac de defesa a diferentes tipos de agressoes,
(quimica, fisica ou biologica) aos tecidos. E uma resposta inespecifica caracterizada
por varias alteragdes que sao necessarias para cura e reconstituicdo dos tecidos
afetados (MONTEIRO, 2006). Na inflamagdo aguda, ocorrem diversas alteragoes
vasculares, neuroldgicas e celulares, manifestando-se por dor, calor, rubor, edema e
perda de fungdo (SANTOS V. M., CUNHA, S. F. C., CUNHA, D. F. 2000).

A inflamacao pode ser divida em trés fases: fase aguda; fase de resposta
imune; e fase crénica. A inflamagao aguda é a resposta inicial a lesdo tecidual e &
mediada pela liberagdo de substancias como histamina, serotonina, bradicinina,
prostaglandinas e leucotrienos. Essas substancias, em especial, a histamina,
aumentam o fluxo sanguineo local e também a permeabilidade dos capilares
venosos, sendo assim, grandes quantidades de liquido e de proteina sao
transportadas da circulagé@o para os tecidos, gerando edema localizado. A segunda
fase da inflamacdo (fase de resposta imune) aparece quando as células
imunolégicas sdo ativadas em resposta a organismos estranhos. A inflamagao
crénica (ultima fase) que nem sempre acontece, envolve a liberacéo de diversos
mediadores que nd@o sao provenientes da resposta imune e entre eles, estao o
interferon, interleucinas além de macréfagos e linfécitos (SILVA et al., 2002).

A inflamac&o intestinal é conhecida como mucosite intestinal e manifesta-
se clinicamente como mal estar, vémitos, anorexia, além de dor abdominal e,
principalmente diarréia. Essa pode ser originada por doengas inflamatorias

intestinais ou por uso de medicamentos como os quimioterapicos (LIMA, 2004).

A mucosite intestinal &€ um processo complexo com varias fases de
eventos biologicos interligados. Na fase epitelial, ha uma redugdo da renovagao
epitelial que resulta em atrofia. E na fase de ulceragdo que ocorre neutropenia grave

no paciente, pois ha uma lesdo e morte das células basais epiteliais, resultando em
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mudangas atréficas que culminam na real falha, deterioracdo e quebra da barreira
mucosa. E na ultima fase que havera a resolugdo da mucosite, com proliferagéo e
diferenciagdo celular, retorno normal das células sanguineas periféricas e controle
da flora bacteriana. O trato gastrintestinal € vulneravel a esse tipo de inflamacao por
causa da alta proliferacao e frequéncia de renovagao celular (BELARMINO FILHO,
2010; LUCETTI, 2009)

A frequéncia da observagdo da mucosite intestinal induzida por
quimioterapia varia e é influenciada pelo diagnéstico do paciente, idade, nivel de
saude, tipo, dose e frequéncia da droga administrada. Esse efeito colateral e
bastante comum nos pacientes portadores de cancer submetidos a tratamento com

agentes quimioterapicos diversos, em especial, os antimetabdlitos (LUCETTI, 2009).

O metotrexato (MTX) € um quimioterépico antimetabdlito analogo do
acido fdlico e um dos farmacos mais utilizados no tratamento do cancer. E
considerado um farmaco essencial para pacientes com cancer uterino, leucemia,
canceres de mama, de urotélio e de cabega e pescogo, linfomas e osteosarcomas.
Os antagonistas do acido folico, frequentemente chamados de antifolato, sao drogas
usadas como agentes antineoplasicos, antimicrobianos, antiinflamatorios e

imunossupressores (LIMA, 2004).

O MTX é um agente imunomodulador cuja agao consiste na inibigao da
enzima necessaria para a sintese de DNA, RNA, timidinato e proteinas. Os efeitos
redutase, enzima envolvida no metabolismo do acido folico, o que evita a redugao do
diidrofolato a tetraidrofolato ativo. Os efeitos adversos mais frequentemente
observados, quando se é utilizado essa droga, sao anemia, neutropenia, nauseas e

vomitos, mucosite e elevagao de enzimas hepaticas (MOTA, 2012).

O folato atua como coenzima em processos de reducdao e de
transformagdo de wunidades de carbono, incluindo nucleotideos e certos
aminoacidos. Ele & vital para a divisao celular e para a homeostase devido ao papel
essencial das folato-coenzimas na sintese do &cido nucléico, na formacao da

metionina e na liberagédo, oxidagao e reducao de unidades de carbono necessarias
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para 0 metabolismo normal, dessa forma, a agdo do metotrexato impede o
metabolismo do &cido félico (ARAUJO, 2012).

O metotrexato aléem de diminuir a proliferagdo celular, pode também
aumentar a taxa de apoptose das células T, modulagdo da expressao de moléculas
de adesdo celular e reducgao da produgdo de citocinas e fator estimulador de colonia
de granulécitos-macréfagos (BRENOL, 2010).

Os antimetabdlitos, como & o caso do metotrexato, exercem seus
principais efeitos durante a fase S (sintese de DNA) do ciclo celular. Dessa forma,
interferem no crescimento das células de rapida proliferagdo em todo o organismo,

entre elas, as células do revestimento do trato gastrintestinal (LIMA, 2004).

A ocorréncia de mucosite e seu grau de intensidade podem retardar ou
impedir a continuagdo do tratamento antineoplasico, pois as alteragoes funcionais
advindas de processos inflamatorios e pos-inflamatérios podem ter contribuicao de
alteracGes estruturais do musculo liso gastrintestinal (BELARMINO FILHO, 2010).

Existem possibilidades de controlar o processo inflamatorio intestinal em
suas diversas manifestacdes com o uso de nutrientes moduladores como € o caso
da planta Uncaria tomentosa (VATTIMO e SILVA, 2011).

UNCARIA TOMENTOSA

De acordo com Pereira (2006), a Uncaria tomentosa, conhecida
popularmente como unha de gato (FIGURA1) & uma planta natural da regiao
Amazédnica e florestas tropicais da América. Seu nome popular esta associado aos
espinhos curvados encontrados na base de cada par de folhas. Essa planta tem sido
usada tradicionalmente pelos indigenas peruanos e brasileiros pelas suas
propriedades imuno-estimulante e anti-inflamatoria ha centenas de anos e os
rumores de suas curas milagrosas despertaram, nos Ultimos trinta anos, o interesse

cientifico e comercial.
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FIGURA 1: Uncéria tomentosa (Folhas e espinhos)
Fonte: http://www.flickr.com/photos/andre_cardoso/6357770421

E necessario avaliar a origem e a atividade antimitética do extrato obtido
pela Uncaria tomentosa, pois 0 método de extragao da planta e o processamento da
matéria bruta podem interferir no contetido bioativo do produto final (PILARSKI et al,
2007).

O crescente estudo e interesse pela planta faz com que ela seja
submetida a extragao indiscriminada e intensiva, o que podera leva-la a diminuicao
da variabilidade genética ou até mesmo a extingdo. Um dos principais problemas da
unha de gato é a diversidade genética dentro da espécie devido a cruzamentos ou
por ecotipos ligados a distribuigdo geografica, gerando heterogeneidade das
caracteristicas quimicas desejadas (PEREIRA et al., 2006)

Segundo Souza e Cimerman, (2010), o conhecimento cientifico sobre a
Uncaria tomentosa emergiu na década de 1970, através dos estudos pioneiros de
Klaus Keplinger (jornalista e etnologista austriaco) e a partir desta época a unha de
gato comegou a ser vendida como fitoterapico. Ele afirma que inumeros estudos
foram publicados na Europa e Estados Unidos, explorando o significativo valor
medicinal da unha de gato e o interesse dos laboratérios internacionais pelo produto
resultou no registro de seus extratos, os quais foram amplamente comercializados
para uso oral como um poderoso estimulante do sistema imunolégico (C-MED-100®
e Krallendom®). Dessa forma, foram atribuidas & unha de gato multiplas
propriedades medicinais, sendo empregada para gastrite, Ulcera péptica, artrite,
cancer, hemorragias, irregularidade menstrual, infecgdo urinaria, asma, assim como

antiinflamatério e ativador do sistema imunoldgico.
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Muitos constituintes quimicos foram identificados nessa planta, incluindo
glicosideos do acido quinovico, esterdis, taninos, procianidinas, flavonoides,

triterpenos polihidroxilados e pelo menos 17 diferentes alcalodides (IMMICH, 2011).

Os alcaldides oxinddlicos e pentaciclicos sdo os compostos mais
estudados da unha de gato em funcdo de suas caracteristicas antiinflamatorias,
imunomoduladoras, antioxidantes e citoprotetoras. Os glicosideos do acido
quinovico presentes na Uncaria tomentosa foram avaliados em culturas de células,
apresentando agao antiviral e anti-inflamatoria (SOUZA e CIMERMAN, 2010).

Foi demonstrado que o tratamento com extratos etandlicos de Uncaria
tomentosa inibiu a secregao de TNF-a, dependente do lipolissacarido bacteriano
(LPS), endotoxina bacteriana, libertada a partir da membrana externa, das bactérias
gram-negativas que atuam como um imuno-estimulante, mas reforgou a secregao de
IL-1B, dependente do LPS. A IL-1B, € uma das formas moleculares de IL-1,
produzida por praticamente todos os tipos celulares nucleados, principalmente
monocitos, macrofagos e células dendriticas e estd entre os mais importantes
marcadores de indugdo da resposta inflamatéria. O mecanismo de inibigao natural
dessa citocina envolve o bloqueio da ligagdo no receptor por antagonistas de
receptores de citocinas, assim como o IL-1Ra, antagonista do receptor de IL-1. IL-
1Ra é uma proteina da familia das interleucinas originalmente descrita como uma
molécula secretada por monécitos e macréfagos, que modula uma variedade de
respostas imunes e inflamatorias relacionadas a IL-1 (MARQUES, 2008; COSTA et,
2008).

Isto pode ser clinicamente relevante, uma vez que o bloqueio especifico
do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), geralmente usando terapias a base de
anticorpos, tem sido um processo utilizado para o tratamento de algumas doencas
inflamatoérias crénicas, como a artrite reumatoide e a doenga de Crohn (MARQUES,
2008).

Experimentalmente, a unha de gato apresentou acgao protetora contra
multiplas forcas oxidativas. Sabe-se que a cascata inflamatoria, subjacente a

diversas patologias humanas, envolve uma complexa rede de moléculas e células.
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Os extratos de Uncaria tomentosa ja demonstraram agir em varios pontos de
eventos inflamatorios, incluindo a via de inibicdo da sintese de uma importante
citocina (TNF-a). De fato, a unha de gato demonstrou tanto em estudos in vitro
quanto in vivo inibir a produgdo de TNF-a (SOUZA e CIMERMAN, 2010).
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4.0- MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS E DIETA

O referido estudo experimental utilizou 24 camundongos machos da
linhagem Swiss, provenientes do biotério do Centro Universitario do Rio Grande do
Norte (UNI-RN). Os animais utilizados no estudo tinham idade media de 02 meses,
sendo classificados como camundongos jovens, com peso médio aproximado de
42,4g no inicio do experimento e finalizaram com peso meédio de 39,2g. Em todo o
experimento os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas, com temperatura
ambiente controlada de 25° + 2C e fotoperiodo de 1 2 horas. Para a dieta foi
utilizada a ragdo comercial padrao para roedores da marca Purina (Sao Paulo,
Brasil), com as seguintes caracteristicas: umidade (max.) 13%; proteina (min) 23%:;
extrato etéreo (min) 4,0; matéria fibrosa (max.) 8%; matéria mineral (max.) 10%;

calcio (max.) 1,5%:; fosforo (min) 0,8% e agua ad libitum.

4.2. DESENHO DOS GRUPQOS DE ESTUDO

Os camundongos foram divididos em 04 grupos (n=6/grupo) e submetidos
a 05 dias de experimentacéo (FIGURA 4).

Grupo 1 - Grupo controle (SHAM): foi oferecido ragao comercial e agua at
libitum durante os 5 dias de pesquisa e realizada, por gavagem, a administracao de

0,4mcL de agua;

Grupo 2 - Grupo mucosite: foi oferecido ragao comercial e agua at libitum
durante os 5 dias de pesquisa e realizada, por gavagem, a administragao de 0,4mcL
de agua. Este grupo foi submetido a indugdo da mucosite intestinal através do
medicamento metotrexato (2,5mg/kg/dia) de acordo com o protocolo de mucosite

nos 03 tltimos dias consecutivos do experimento;
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Grupo 3 — Grupo Uncaria tomentosa: administrou-se por gavagem 0,536g do
fitoterapico Uncaria tomentosa em 0,4 mcL/dia da durante os 5 dias de experimento.
A racédo comercial e a oferta de agua foram at libitum.

Grupo 4 — Grupo Uncaria tomentosa mais Mucosite (uso do suplemento
Uncaria tomentosa e do metotrexato): os animais deste grupo tiveram o0 mesmo
procedimento do grupo anterior com acréscimo do medicamento metotrexato
(2,5mg/kg) nos 3 ultimos dias do experimento (de acordo com o protocolo de
mucosite).

Desenho Amostral

J. -—

12 Dia I 22 Dia l 32 Dia I 42 Dia I 52 Dia | 62 Dia
l Sacrificio
R SO i i
e F— - FT 1 | wmm
P Ep— KL DR R DR

BN -Grupol o -Grupo 2 - .: - Metotrexato

BN -Grupo3 B -Grupo4 == == 1 . Fitoterapico

FIGURA 2: Representagdo esquematica do estudo ilustrando os protocolos de tratamento dos
diferentes grupos. Grupo 1 é o grupo controle. Grupo 2 recebeu 2,5mg/kg de Metotrexato nos 03
ultimos dias consecutivos do experimento por dose subcutanea e foi como controle positivo. O grupo
3 recebeu por gavagem 0,4 mcL de Uncaria tomentosa nos 05 dias do estudo. Grupo 4 recebeu por
gavagem 0,4 mcL da Uncaria tomentosa nos 05 dias do estudo e 2,5mg/kg de Metotrexato nos 03
Gltimos dias consecutivos do experimento por dose subcutanea. Todos os animais foram sacrificados
24 horas ap6s o término da suplementagdo da Uncaria tomentosa elou do recebimento do
melotrexato.



4.3- SUPLEMENTAGCAO

Para a suplementacao dos animais foi utilizado o fitoterapico Uncaria
tomentosa formulado e cedido pela farmacia de manipulagcao Ao Pharmaceutico. A
erva foi suplementada por gavagem numa quantidade de 0,4mcL do extrato seco
contendo 0,536g de Uncaria tomentosa, durante os 5 dias nos grupos em tratamento
(grupo 3 e 4 - FIGURA 2).

4.4- EVOLUCAO DA MASSA CORPORAL

A massa corporal dos animais foi aferida durante todos os dias do ensaio
experimental. Estes tiveram a sua massa corporal pesada em balanca digital de
marca Toledo, modelo 9094C/4, Brasil.

4.5- PROTOCOLO DE INDUCAO DE MUCOSITE

O metotrexato do laboratorio Libbs Farmacéutica® com concentragao
50mg/2ml foi doado pela Liga Norte-Riograndense Contra o Cancer, Natal (RN),
Brasil. Para a administragdo correta da dosagem do metotrexato nos animais foi
retirado 0,1mL do farmaco e diluido em 5,9mL de agua bidestilada e esterilizada. Os
animais do grupo 2 e 4 receberam 2,5mL/kg subcutanea (sc) de metotrexato (ja
diluido)/dia, durante os 03 ultimos dias consecutivos do experimento para a indugao
da mucosite intestinal de acordo com o descrito na literatura (XIAN, 2000;
CARNEIRO-FILHO et al., 2004; DADHANIA et al., 2010).

4 6- SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Os animais foram sacrificados 24h ap6s a ultima suplementagcao com
Uncaria tomentosa e/ou uso do metotrexato por deslocamento cervical. Os animais

foram anestesiados previamente com quetamina (130mg/Kg) e xilazina (0,3mg/Kg).
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Apé6s o deslocamento cervical, foram submetidos a laparotemia para retirada do
figado e do intestino delgado. Ambos foram conservados em formol a 10% para

processamento histologico.

4.7- ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Para a analise histomorfomeétrica foram coletados 3 cm do duodeno para
analise da morfologia do epitélio duodenal, os mesmos foram fixados em formol a
10%. Os fragmentos foram retirados do formol e colocados em alcool 70% e
posteriormente parafinizados. As laminas foram preparadas com o material intestinal
no Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. A
seguir, foram realizados cortes histologicos de Sum de espessura e foram fixados a
laminas de vidro e pré-coradas com hematoxilina e eosina. As laminas foram
codificadas e enumeradas de acordo com os grupos em tratamento. As leituras de
todas as laminas foram realizadas em microscopio 6ptico com objetiva milimétrica da

marca Olympus, no Departamento de Morfologia/UFRN.

Para a padronizagdo da leitura das laminas, 10 vilosidades e 10 criptas
adjacentes as vilosidades foram visualizadas para a sua quantificacao em
comprimento e profundidade respectivamente, através de uma ocular milimetrada
com aproximacao de 10x. A medida das vilosidades foi verificada considerando
desde o ponto de encontro entre duas vilosidades até a regi@o apical da vilosidade
mensurada (altura do vilo), e as criptas intestinais foram definidas como o ponto de
encontro entre dois vilos medidos até o inicio da camada submucosa (FIGURA 3)
(BELARMINO FILHO, 2010). Uma média dos vilos e criptas foram calculadas

posteriormente através do software Excel versao 2007.
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FIGURA 3: Esquema demonstrativo da medida de
vilosidades e criptas intestinais.

5.0- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- ANALISE DA EVOLUGAO DA MASSA CORPORAL

Analisando o efeito da Uncaria tomentosa sobre a evolugdo da massa
corporal dos diferentes grupos de camundongos, observou-se que o Grupo 4 obteve
uma maior perda de peso (1,5g) quando comparado com os demais grupo. O grupo
3 teve uma perda de peso maior (1,33g) quando comparado ao grupo 2 e 1. A perda
de peso do grupo 2 foi de apenas 0,5g. Apenas o grupo 1 teve ganho de peso
(0,17g) (FIGURA 4).
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FIGURA 4: Distribuicdo da massa corporal dos Grupos experimentais.
Resultado da coleta de dados do estudo experimental, 2012.

O grupo Uncaria tomentosa com indugdo da mucosite apresentou perda
de peso maior do que os demais grupos. Sugere-se a essa observacdo que &
possivel uma interacdo negativa do fitoterapico com o farmaco indicando a
possibilidade de propriedades nZo somente anti-inflamatérias, mas também
propriedades que estimulam a perda de peso. O grupo suplementado com Uncaria
tomentosa também reduziu a massa corporal em relagédo ao grupo controle. Vattimo
e Silva (2010) constataram em seu estudo que dentre os grupos estudados, entre
eles o grupo suplementado com Uncaria tomentosa, ndo obtiveram variagoes
significativas de peso. No estudo de Augusto (2010), foram utilizados 40 hamsters
divididos em grupos de 10 camundongos, cada grupo recebeu a suplementagao por
gavagem da Uncaria tomentosa que possuia uma concentraga@o de alcaloide de 1%.
Todos os grupos perderam peso. Foi a partir do 2° dia de experimento quando houve
a segunda dose de Uncaria tomentosa que os animais dos grupos experimentais

comecaram a perder peso. Esses estudos corroboram com o estudo atual.

O grupo mucosite teve diminuicdo de peso, o que demonstra uma
possivel interagao do farmaco com dano intestinal e consequentemente uma menor
absorgdo de nutrientes. No estudo de Lima (2004), os ratos submetidos & mucosite
intestinal induzida por metotrexato tiveram perda significativa de massa corporea a

partir do 1° dia, mantendo esse perfil por todo o periodo experimental. Alves (2005)



observou em seu estudo que os animais tratados com metotrexato nao

apresentaram variagdo significativa na alteragdo do peso corpéreo durante o
tratamento experimental.

52-  ANALISE HISTOMORFOMETRICA

O grupo controle apresentou a mucosa intestinal do duodeno integra, ndao
havendo evidéncias de agressado inflamatéria do epitélio das vilosidades e das
criptas (FIGURA 5).

FIGURA 5: Secgdes histologicas com coloragdo de hematoxilina & eosina das vilosidades e criptas
do segmento duodeno, do intestino delgado de camundongos do grupo controle (Figuras A e B com
aproximagao de 10X e 40x respectivamente em microscéopio 6ptico).
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Observou-se que o grupo mucosite, que recebeu a inducdo da mucosite
intestinal através do medicamento metotrexato (2,5 mg/kg/dia) nos 3 Gltimos dias do
experimento, teve o comprimento das vilosidades menor em relagdo ao grupo
controle e aos demais grupos (FIGURA 6). Foi observado um aumento da
proliferacéo do tecido linfoide (FIGURA 6-C), demonstrando o processo inflamatorio
que o farmaco desencadeou no tecido. A mucosite & um dos efeitos colaterais que
pode prejudicar severamente a fungao intestinal e usualmente surge por volta de 3 a
5 dias apds a terapia com o metotrexato. Essa alteragdo, quando ocorre, € um sinal
de toxicidade, o que obriga a descontinuidade do tratamento quimioterapico. A dose,
o esquema terapéutico e a via de administragdo da droga, serdo responsaveis por
determinar a ocorréncia ou nao desses efeitos adversos (LIMA, 2004). No estudo de
Carneiro-filho et al (2004) a mucosite intestinal induzida por antineoplasicos,
demonstrou que o tratamento com metotrexato em ratos induziu uma importante
atrofia de vilos com aumento das criptas, no duodeno, jejuno e ileo destes animais.
Lima (2004) administrou diferentes doses subcutaneas de metotrexato (1,5,2,5e 3,5
mg/kg), durante trés dias consecutivos, em ratos, e observou lesdes significativas
nas mucosas intestinais quando comparadas aos animais normais, considerados
como controle. A dose de 2,5 mg/kg produziu uma mucosite intestinal neste estudo

com importante redugdo da taxa de mortalidade em relagdo a maior dose

(3.5mg/kg).




FIGURA 6: Secgoes histolégicas com coloragdo de hematoxilina & eosina das vilosidades, criptas e
placa de linfécitos no segmento duodeno, do intestino delgado de camundongos do grupo Mucosite -
(Figuras A e B com aproximagao de 10X e 40x respectivamente em microscopio optico). Placa de
linfécitos reagindo em defesa a agressdo medicamentosa (Figura C — com aproximagao de 10x)

Os animais do grupo Uncaria tomentosa, apresentaram vilosidades
intestinais menores e criptas com profundidades menores quando comparadas ao
grupo controle porém n&o foram observadas evidéncias de agressGes assim como
também nao foi observado no grupo controle (FIGURA 7).

Figura 7: Secgdes histolégicas com coloragao de hematoxilina & eosina das vilosidades e criptas do
segmento duodeno, do intestino delgado de camundongos do grupo Uncaria tomentosa (Figuras A e
B com aproximagéao de 10X e 40x respectivamente em microscopio 6ptico).
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Ao observar o grupo Uncaria tomentosa com indugdo de mucosite,

percebeu-se que em relacdo ao grupo controle e aos demais grupos, houve um

aumento do tamanho da altura das vilosidades (FIGURA 8).

FIGURA 8: Seccgdes histologicas com coloragao de hematoxilina & eosina das vilosidades e criptas
do segmento duodeno, do intestino delgado de camundonges do grupo mucosite suplementado com
Uncaria tomentosa (Figuras A e B com aproximacao de 10X e 40x respectivamente em microscopio
optico).

A FIGURA 9 demonstra a média da altura das vilosidades entre os grupos
estudados.

Média da altura das vilosidades

CONTROLE UNCARIA MUCOSITE UNCARIA
TOMENTOSA TOMENTOSA +
MUCOSITE

FIGURA 9: Avaliagdo média da altura das vilosidades do duodeno nos diferentes
grupos do experimento.
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O desenvolvimento da mucosa intestinal é decorrente de eventos
citologicos primarios e associados: renovagao celular (proliferagao e diferenciagéo),
resultante das divisdes mitoticas sofridas por células totpotentes localizadas na
cripta e ao longo das vilosidades e a perda de células por descamagéao, que ocorre
naturalmente no apice dos vilos. O equilibrio entre esses dois processos &
determinado por uma taxa de renovacdo constante e, portanto, a capacidade
digestiva e de absorgdo intestinal. Distirbios nessa mucosa, causados por
patogenos, substancias quimicas e radiagao, podem alterar a permeabilidade desta,
facilitando a invasdo de patogenos e outras substancias nocivas, modificando o
metabolismo, a capacidade de digestdo e absor¢ao de nutrientes e causando ainda

inflamagdes crénicas na mucosa intestinal (PELICANO, 2003).

Ao analisar a profundidade das criptas do duodeno dos grupos em estudo
(FIGURA 10), pode-se observar que o grupo suplementado com a Uncaria
tomentosa teve uma média menor quando comparado com os demais grupos (92
pm). Observou-se também que o grupo mucosite apresentou maior média em
relag@o as criptas dos outros grupos (144 pm). Este resultado indica que um forte
processo de hiperplasia inflamatéria com o objetivo de garantir a taxa de renovagao
das células, a fim de compensar as perdas de células na regido apical das
vilosidades devido ao dano causado pelo medicamento (ROSA et al, 2010).
Observou-se que a Uncaria tomentosa suplementada no grupo que recebeu a
administragdo do MTX, foi capaz de reduzir esse processo de renovagdo celular e
consequentemente diminuir a profundidade das criptas, indicando a propriedade

antiinflamatoria da Uncaria tomentosa.
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FIGURA 10: Avaliacdo média da profundidade das criptas do duodeno no
diferentes grupos do experimento.




6.0-

CONCLUSAO

Os animais do grupo controle foram os Unicos que apresentaram ganho de
massa corporal;

A interacao Uncaria tomentosa com o metotrexato e o proprio fitoterapico por
si s0, apresentem propriedades nao somente anti-inflamatorias, mas também
propriedades que estimulam a perda de peso.

O metotrexato foi capaz de gerar agressao nas vilosidades e nas criptas
intestinais do duodeno promovendo desestruturagdo da arquitetura normal da
mucosa da parede intestinal.

A suplementagdo com a Uncaria tomentosa teve eficacia na recuperagao da
integridade da mucosa intestinal dos animais com mucosite, promovendo
inclusive o aumento das vilosidades do segmento duodeno e diminuicao na
profundidade das criptas;
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