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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E AVALIAGAO DE NANOCAPSULA CONTENDO OLEO
DO FRUTO DE Pterodon emarginatus Vogel (SUCUPIRA-BRANCA) EM
MODELO DE MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR CISPLATINA.

Introdugao: A mucosite intestinal € uma complicagdo comum associada a terapia do
cancer, como o uso do quimioterapico cisplatina (CDDP). E caracterizada por dano ao
epitélio gastrointestinal que debilita o paciente e prejudica o tratamento. Apesar de
sua importancia clinica, nao existe tratamento até o momento. Na literatura, o 6leo de
sucupira (OS) (Pterodon emarginatus Vogel) mostrou atividade anti-inflamatéria,
porém nao ha relatos para mucosite intestinal. O OS possui carater lipofilico e viscoso
dificultando sua aplicagao in vivo. O desenvolvimento de nanoestruturas como as
nanocapsulas (NC) representam uma estratégia inovadora para contornar esses
inconvenientes. Objetivo: Desenvolver e avaliar a agdo de nanocapsulas poliméricas
contendo o oleo de sucupira (NC OS) na mucosite intestinal induzida por cisplatina
em camundongos. Metodologia: O OS foi caracterizado por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas. As NC de OS foram produzidas empregando
diferentes tensoativos pelo método de nanoprecipitacdo e caracterizadas fisico-
quimicamente em relagao a distribuicdo de tamanho e potencial zeta. Os animais
foram distribuidos em grupos: Controle (sem mucosite + agua), Mucosite (com
mucosite + agua), Pré-tratado 1 (com mucosite + OS por 7 dias antes e durante a
inducao da doenga) e Pré-tratado 2 (com mucosite + NC OS por 7 dias antes e durante
a indugao da doenca). A mucosite foi induzida através da administragao i.p. de 10
mg/kg de CDDP no 5° dia. Para verificar a permeabilidade intestinal, no 8° dia os
animais receberam solugdo de " Tc-dietilenotriaminopentacético. O ileo foi coletado
para analise histologica, dosagem de citocinas (IL-10 e TNF-a) e infiltrado inflamatorio
(NAG e MPO). Resultados e discussao: O diametro médio calculado por
espalhamento dinamico da luz foi inferior a 350 nm e o potencial zeta apresentou
valores negativos. NC OS apresentaram adequada estabilidade. O tratamento com
NC OS produzidas com os tensoativos Tween e Span na mucosite intestinal
demonstrou aumento da permeabilidade intestinal, diminuicdo de NAG, porém nao
alterou MPO e as citocinas. Ja o tratamento com as NC OS produzidas com tensoativo
lecitina, demonstrou diminuicdo da permeabilidade intestinal, ndo alterou infiltrado
inflamatorio, porém aumentou niveis de TNF-a. A avaliagdo dos tensoativos frente a
mucosite intestinal confirmam a piora da inflamagao promovida pela administracéo de
Tween e Span devido ao aumento da permeabilidade intestinal e de TNF-a.
Conclusao: A avaliacdo das NC OS produzidas em modelo de mucosite intestinal
induzida, apresentou melhora parcial de alguns parametros avaliados dependendo
dos tensoativos empregados. Contudo, a formulagéo de NC OS produzida com lecitina
promoveu melhores resultados frente a mucosite intestinal quando comparado a OS,
sugerindo cautela na escolha de tensoativos em uma formulagao.

Palavras-Chave: Cisplatina. Mucosite intestinal. Pterodon emarginatus Vogel. Nanocépsulas.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT AND EVALUATION OF NANOCAPSULE CONTAINING FRUIT
OIL OF Pterodon emarginatus Vogel (SUCUPIRA-BRANCA) IN A CISPLATIN-
INDUCED INTESTINAL MUCOSITIS MODEL.

Introduction: Intestinal mucositis is a common complication associated with cancer
therapy, such as the use of the chemotherapy drug cisplatin (CDDP). It is characterized
by damage to the gastrointestinal epithelium that debilitates the patient and impairs
treatment. Despite its clinical importance, there is no treatment so far. In the literature,
sucupira oil (SO) (Pterodon emarginatus Vogel) showed anti-inflammatory activity, but
there are no reports of intestinal mucositis. SO has a lipophilic and viscous character,
making it difficult to apply in vivo. The development of nanostructures such as
nanocapsules (NC) represents an innovative strategy to overcome these drawbacks.
Objectives: Develop and evaluate the action of polymeric nanocapsules containing
sucupira oil (SO-NC) on cisplatin-induced intestinal mucositis in mice. Methodology:
SO was characterized by liquid chromatography coupled with mass spectrometry. SO-
NC were produced using different surfactants by the nanoprecipitation method and
physicochemically characterized in relation to size distribution and zeta potential. The
animals were divided into groups: Control (without mucositis + water), Mucositis (with
mucositis + water), Pre-treated 1 (with mucositis + SO for 7 days before and during
disease induction) and Pre-treated 2 (with mucositis + SO-NC for 7 days before and
during disease induction). Mucositis was induced by i.p. 10 mg/kg CDDP on the 5™
day. To check the intestinal permeability, on the 8" day the animals received a ®°™Tc-
diethylenetriaminepentaacetic solution. The ileum was collected for histological
analysis, cytokine assay (IL-10 and TNF-a) and inflammatory infiltrate (NAG and
MPO). Results and discussion: The average diameter calculated by dynamic light
scattering was less than 350 nm and the zeta potential showed negative values. SO-
NC showed adequate stability. Treatment with SO-NC produced with the surfactants
Tween and Span in intestinal mucositis demonstrated an increase in intestinal
permeability, a decrease in NAG, but it did not alter MPO and cytokines. The treatment
with SO-NC produced with lecithin surfactant, demonstrated a decrease in intestinal
permeability, did not alter inflammatory infiltrate, but increased levels of TNF-a. The
evaluation of surfactants against intestinal mucositis confirms the worsening of the
inflammation promoted by the administration of Tween and Span due to the increase
in intestinal permeability and TNF-a. Conclusion: The evaluation of SO-NC produced
in a model of induced intestinal mucositis showed partial improvement in some
parameters evaluated depending on the surfactants used. However, the SO-NC
formulation produced with lecithin promoted better results against intestinal mucositis
when compared to SO, suggesting caution when choosing surfactants in a formulation.

Keywords: Cisplatin. Intestinal mucositis. Pterodon emarginatus Vogel. Nanocapsules.

Acknowledgements: CAPES/FAPEAP; CNPq.
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1 INTRODUCAO

O cancer é caracterizado pelo crescimento desordenado de células com
tendéncia a invadir tecidos e o6rgdos vizinhos. As Américas possuem 21,0% da
incidéncia e representam 14,4% da mortalidade em todo o mundo, sendo no Brasil a
segunda causa de 0Obito na populagdo, com tendéncia de crescimento nos proximos
anos, retratando um grave problema de saude publica visto a sua importancia
epidemioldgica, social e econémica (INCA, 2019; BRAY et al., 2018). Uma das formas
de tratamento do cancer é o uso de quimioterapicos, tal como a cisplatina (Cis-
diamino-dicloro-platina II) (CDDP). Este farmaco é utilizado no tratamento de canceres
de testiculo, ovario metastatico, e os do trato genital-urinario (DEVARAJAN et al.,
2004). A cisplatina exerce seu efeito citotoxico através da formagao adutos de platina-
DNA que impedem a sintese e replicacdo de DNA, interrompendo o ciclo celular. Além
disso, afeta vias de transducédo de sinal, induzindo a célula a apoptose (MANOHAR;
LEUNG, 2018). O uso da CDDP esta associado a nefrotoxicidade assim como
toxicidade gastrointestinal, tal como a mucosite (LEITE et al., 2012; ARAUJO et al.,
2017).

A mucosite intestinal € uma complicagdo comum associada a terapia do cancer
com impacto significativo na saude e qualidade de vida dos pacientes, uma vez que a
dose do quimioterapico muitas vezes é reduzida para o paciente suportar a terapia.
Além disso, sua ocorréncia aumenta os gastos com hospitalizagbes causando um
importante impacto econdmico (SONIS et al., 2001, 2004b; PETERSON et al., 2011).
E caracterizada por dano do epitélio gastrintestinal que pode causar dor intestinal e/ou
oral, vémito, diarreia contribuindo para a ma absor¢ao de nutrientes e promovendo
perda de peso. Apesar de sua importancia clinica, ndo ha tratamento especifico para
mucosite intestinal, e sim existem cuidados paliativos (KEEFE, 2007; LALLA et al.,
2014).

A literatura reporta o uso de imunomoduladores (ANDRADE et al., 2015),
probiodticos (OH et al., 2017; TRINDADE et al., 2018) e de substancias de origem
vegetal com bioatividade na tentativa de descobrir novos tratamentos para a mucosite
intestinal (CHEN et al., 2018; DE FREITAS-BLANCO et al., 2019; CECHINEL-
ZANCHETT et al., 2019; DE MIRANDA et al., 2019). A planta Pterodon emarginatus
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Vogel, popularmente conhecida no Brasil como sucupira, € uma espécie vegetal
aromatica, tendo também dominio fitogeografico na Amazénia e Cerrado, e
amplamente utilizada pela medicina popular (LORENZI, 2002; CARVALHO, 2019).
Dentre as diversas ag¢des bioldgicas, o efeito anti-inflamatorio desta planta é reportado
na literatura (HANSEN; HARAGUCHI; ALONSO, 2010; GALCERAN et al., 2011). Das
sementes/frutos pode ser extraido o oleorresina da sucupira que possui coloragao
ambar. Sua composigido fitoquimica demonstra a presenca de sesquiterpenos e
diterpenos que podem estar associados a sua atividade anti-inflamatéria (HOSCHEID;
CARDOSO, 2015; GALCERAN et al., 2011).

O desenvolvimento de uma formulacado oral com o 6leo de sucupira é dificil,
uma vez que este apresenta carater lipofilico e viscoso, dificultando sua
administracdo. Dessa forma, os nanocarreadores poliméricos oferecerem uma
estratégia importante de viabilizagdo, pois otimiza as propriedades terapéuticas e
pode diminuir efeitos adversos da substancia encapsulada (WILCZEWSKA et al.,
2012). Dentre esses nanocarreadores encontram-se as nanocapsulas. Estas sdo
constituidas por um fino invélucro de polimero e uma cavidade central oleosa, onde
substancia(s) ativa(s) podem estar dissolvida(s) e/ou adsorvida(s) na parede
polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003), viabililizando desta forma a administracéo do
Oleo de P. emarginatus.

Uma vez que o 6leo de sucupira possui caracteristica lipofilica, constitui étimo
candidato a ser incorporado em nanocapsula. Assim, o presente trabalho tem por
finalidade desenvolver e avaliar a agao de nanocapsulas poliméricas contendo o 6leo
de sucupira na presencga de mucosite intestinal induzida por cisplatina, com intuito de
estabelecer um adjuvante ou complementar para prevenir e/ou aliviar essa condig&o

clinica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir nanocapsulas poliméricas de poli-e-caprolactona contendo dleo de
sucupira (OS) e avaliar a agao frente a mucosite intestinal induzida pelo quimioterapico

cisplatina em modelo in vivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenvolver nanocapsulas poliméricas de poli-e-caprolactona contendo éleo
de sucupira;

b) Caracterizar fisico-quimicamente as NC de OS em relagdo ao tamanho, indice
de polidispersao e carga superficial.

c) Avaliar o efeito da NC OS e de seus tensoativos sobre a integridade da mucosa
intestinal mediante a avaliacdo do consumo alimentar e evolugdo ponderal,
permeabilidade intestinal, infiltrado inflamatdrio, histomorfometria e

quantificacédo de citocinas do epitélio intestinal.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CISPLATINA

Os complexos de platina (cisplatina, carboplatina, oxaliplatina e satraplatina)
formam um grupo de agentes quimioterapicos com amplo espectro de atividade
antitumoral e fazem parte do tratamento de inumeras neoplasias, como: cancer de
testiculo, ovario, bexiga, de colo/corpo de utero, cabega e pescogo, pulmao, eséfago,
estdbmago e melanoma (HOFF et al., 2013).

A cisplatina teve sua atividade citotéxica reconhecida por Rosenberg e
colaboradores na década de 1960, embora ja fosse conhecida como cloreto de
Peyrone em homenagem ao quimico Michele Peyrone que o sintetizou pela primeira
vez em 1847. Sua estrutura foi proposta corretamente, em 1893, por Alfred Werner. E
um composto inorganico, de coordenagéo planar, que contém um atomo central de
platina rodeado por dois atomos de cloro e dois grupos amoénia (HOFF et al., 2013;
KAUFFMAN et al., 2010) (Figura 1).

Figura 1- Estrutura quimica da CDDP.
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Fonte: Autora (2021).
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A cisplatina pode ser administrada por via intravenosa, intra-arterial ou
intraperitoneal, com eliminagdo predominantemente renal (> 90%). E o farmaco mais
potente e o mais toxico dessa classe, sendo muito ativo e utilizada em tumores
testiculares, gastrintestinais, geniturinarios, cancer de pulméo e de cabecga e pescogo
(REED, 2006; DE VITA, HELLMAN, ROSEMBERG, 2008). Mais de 90% dos tumores

iniciais e de 70 a 80% dos tumores avangados sdo curados com quimioterapia
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baseada em cisplatina (HOFF et al., 2013). Seu mecanismo de agao citotoxico decorre
das complexas interacbes com o ambiente celular converté-lo em um eletréfilo com
alta afinidade ao DNA. Isso resulta na formagao de ligagdes cruzadas da platina ao
DNA celular, podendo ocorrer com outros componentes celulares, incluindo proteinas,
RNA e DNA mitocondrial. O DNA “platinado” (adutos de platina) das ligagées intra e
interfitas provoca distor¢gdes significativas na dupla hélice do DNA, causando
desenovelamento e torcdo da sua estrutura, interrompendo o ciclo celular através da
inteferéncia na sintese e replicagdo do DNA (HOFF et al., 2013; MANOHAR, LEUNG,
2018) (Figura 2). A formagao dos adutos com a cisplatina sao responsaveis pela
inducao de apoptose (morte celular programada) geragado de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e afeta a proteina supressora de tumor p53 (JUNG, LIPPARD, 2007;
MANOHAR, LEUNG, 2018).

Figura 2- Interacdo da CDDP com o DNA: (l) interacao interfitas; (ll) interagao
intrafita; (lll) ligacao cruzada intrafita e (IV) interagcdo com DNA e proteina.
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Fonte: Adaptado de Neves; Vargas (2011).

A maioria dos agentes quimioterapicos n&o atua de forma seletiva, danificando
tanto as células malignas quanto as normais, particularmente as de crescimento
rapido como as gastrintestinais, as capilares e as imunoldgicas (SONIS et al., 2001;

KWON, 2016). Além disso, a toxicidade do agente antitumoral depende do modo de
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acao, da dose e das interagdes do farmaco em um determinado protocolo de
tratamento (SURESH et al., 2010).

Os principais efeitos adversos devido ao uso da cisplatina sdo mielotoxicidade,
neurotoxicidade, ototoxicidade, nefrotoxicidade e toxicidade gastrointestinal como a
mucosite (ENGEL et al., 2019; LI et al., 2019; RYBAK, MUKHERJEA, RAMKUMARA,
2019; HE et al., 2019; SHAHID, FAROOQUI, KHAN, 2018). Assim, muitas vezes seu
uso é limitado por causa da toxicidade e, novas estratégias de profilaxia e tratamento
s&o0 necessarias para melhorar a tolerancia a CDDP nos pacientes oncologicos.

3.2 EFEITO TOXICO INTESTINAL CAUSADO POR ANTINEOPLASICOS:
MUCOSITE

A mucosite € uma condi¢gao/complicagdo clinica decorrente da terapia
antineoplasica, caracterizada por inflamacdo e/ou ulceragdo da mucosa do trato
gastrointestinal (TGI). Representa um dos efeitos adversos mais importantes da
farmacoterapia antitumoral, como no uso da cisplatina, podendo levar a modificagcao
do tratamento ou até interrupcdo do mesmo, impactando de forma direta na qualidade
de vida e/ou na sobrevida do paciente (SONIS et al., 2004b; LALLA et al., 2014).

A mucosite intestinal € uma resposta inflamatdria caracterizada por inflamacéao
e ulceragao do epitélio intestinal, uma vez que é um tecido altamente proliferativo, a
quimioterapia pode resultar em lesdo celular intestinal direta. Essa condi¢do € uma
das principais causas de morbimortalidade em pacientes em quimioterapia (KEEFE,
2007). Apesar de avangos no que tandem a mucosite, 0s mecanismos, condigdes e
impacto na estrutura e fungao intestinal sdo escassos. A quimioterapia pode exercer
um efeito citotdxico através da geragédo de ERO; de vias enzimaticas ou ativagéo de
fatores de transcricdo (NF-kB) cuja agbes promovem a lesdo tecidual e apoptose,
especialmente no intestino delgado (SONIS, 2004a; KEEFE, 2007; LEVIT et al., 2018).

As manifestacdes clinicas da mucosite podem variar de leves a severas. A
manifestagdo clinica leve caracteriza-se por lesdo atrdfica, eritematosa e mucosa
intacta, podendo o paciente apresentar sensibilidade, sendo essa condi¢gao de facil
manejo. A manifestacao severa apresenta ulceragdes que penetram profundamente
na submucosa e causam dor intensa, exigindo uso de analgésicos potentes na pratica
clinica (SONIS et al., 2004b).

Os sintomas gerais que acompanham a disfungdo da mucosa incluem:

nauseas, voOmitos, diarreia associada a dor, aumento do desconforto causando
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CAMADA EPITELIAL

SUBMUCOSA

insbnia, anorexia, perda de peso e redugdo absorcdo de nutrientes (LEVIT et al.,
2018). Ainda, a perda da integridade epitelial, aumenta o risco de bacteremia,
fungemia e sepse, pelos microrganismos oportunistas presentes nas mucosas. De
acordo com o sistema de graduagao da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a
mucosite pode variar de grau 0 ao 4 conforme critérios adotados (HOFF et al., 2013).

A descricdo e classificagdo dos cinco estagios principais do processo da
mucosite (Figura 3) foi relatada por SONIS (2004a).

Figura 3- Estagios da fisiopatologia da mucosite.

EPITELIO NAO FASE |
DANIFICADO INICIAGAQ

Célula basal Qumioclerapia Vasos sanguineos Células mflamatonas Fibroblasto

0-2 dias 2-10 dias 10-15 dias 14-21 dias
Fonte: Adaptado de Sonis (2004a).

3.2.1 Fase de iniciagao

Ocorre ap6s o contato dos tecidos com a radioterapia e/ou a quimioterapia
evidenciando-se dano tecidual. As células da camada basal do epitélio e da
submucosa sdo as células-alvo da injuria celular direta sofrendo dano de DNA. Ou
indiretamente uma vez que simultaneamente s&o gerados radicais livres derivados de
oxigénio. Entretanto, clinicamente, a mucosa apresenta aspecto de normalidade
(SONIS et al., 2004b).
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3.2.2 Fase de resposta ao dano primario

Nessa fase, os danos causados ao DNA e a outras moléculas direta ou
indiretamente iniciam uma série complexa de eventos, que possivelmente agem na
ativagao dos fatores de transcricao da familia kappa-B (NF-kB) afetando a regulagéo
da apoptose, sintese de citocinas (TNF-q, IL-1B, e IL-6) e de metaloproteinases de
matriz (MMPs) (SONIS et al., 2004b). O NF-kB tem sido sugerido como um dos mais
importantes, em relagdo a toxicidade e a resisténcia a terapia tumoral. Pode ter agbes
pro-apoptéticas e antiapoptoticas, determinante no que acontecera com o tecido
normal apds a radioterapia e a quimioterapia. As citocinas pro-inflamatérias na
mucosa estimulam o dano precoce do tecido conjuntivo e do endotélio, e iniciam as
sinalizagdes entre epitélio e mesénquima, reduzindo a oxigenacgao epitelial e levando
a morte e injuria das células da camada basal do epitélio. Fibroblastos da mucosa
também sao alvos do dano causado pela radiagdo e pela quimioterapia com a
destruicdo do colageno (SONIS et al., 2004b).

3.2.3 Fase de amplificagao de sinal

Uma amplificacdo do sinal ocorre pela presenca de citocinas pro-inflamatoérias
que ativam os fatores de transcricdo de vias como a de produgao de citocinas e
estresse oxidativo piorando o dano tecidual. Em particular citocinas pro-inflamatoérias,
danificam o tecido como também fazem um efeito feedback positivo para amplificar o
dano primario. Clinicamente o panorama é assintomatico ou pouco sintomatico.
Apesar de existir algum eritema durante esses estagios, os pacientes relatam pouca
sintomatologia e integridade tecidual (SONIS et al., 2004b).

3.2.4 Fase ulcerativa

E a mais sintomatica na farmacoterapia do paciente. Nessa fase, ha perda da
integridade da mucosa (ulceragao) devido a inibigdo da replicagao celular e atrofia do
epitélio o que pode levar a alteracdo da permebilidade intestinal. Adesao de colénias
bacterianas na superficie e a entrada de numerosos microrganismos pode ser
facilitada podendo levar complicagdes ao paciente, incluindo sepse. Ainda, a atuacao

do sistema imune contra os antigenos dos microrganismos, estimula as células

Referencial tedrico 8



inflamatdrias mononucleares a produzirem e sintetizarem outras citocinas pro-
inflamatdrias que promove a expressado de genes pré-apoptéticos e potencializam o
dano tecidual. Células inflamatdrias entdo migram por quimiotaxia para o epitélio
injuriado na qual elas produzem enzimas danificadoras (SONIS et al., 2004b).

3.2.5 Fase de cicatrizagao

Na fase de cicatrizagdo, ocorre o reparo tecidual por meio da proliferagao e da
migracado epitelial, e no conjuntivo adjacente, com diferenciacdo do tecido de
granulacao (fibroplasia e angiogénese), regidos pelos sinais da matriz extracelular e
dos fibroblastos da submucosa (SONIS et al., 2004b). Na maior parte dos casos, a
mucosite € um fendmeno agudo que se autorresolve quando a terapia para o cancer
acaba. O curso do comportamento tecidual depende do tipo de tratamento de cancer
(radioterapia versus quimioterapia), do agente selecionado e da dose e do tempo da
terapia (HOFF et al., 2013).

3.2.6 Tratamento

Nao existe na literatura diagndstico e/ou tratamento para a mucosite intestinal
induzida por quimioterapicos. Medidas paliativas sdo empregadas como o0 uso de
antieméticos e analgésicos. Por isso, inumeras terapias vém sendo propostas com
intuito de prevenir ou tratar a mucosite intestinal, tendo como finalidade evitar a
reducdo nas doses de farmacos quimioterapicos e a nao interrupcao do tratamento,
aumentando, assim, as chances de cura para o paciente (TREISTER, SONIS, 2007;
LALLA et al., 2014).

Tratamentos paliativos incluem cuidados basicos como a manutencido de
hidratacao e alimentacdo adequada evitando assim quadros de diarréia e desnutricio.
Antidiarreicos opidides como a loperamida reduzem os movimentos peristalticos
aumentando o tempo de transito intestinal sendo indicada na diarréia induzida por
quimioterapia em dose padrdo ou em altas doses. Porém, caso ndo seja eficaz
recomenda-se a utilizacdo de octreotida por via subcutdnea duas vezes ao dia
(KEEFE et al., 2007; LALLA et al., 2014). Ainda, o uso de probidticos contendo
espécies de Lactobacillus € sugerido para prevenir diarreia em pacientes recebendo
quimioterapia. Ja, a utilizagdo de antibiotico sulfassalazina (500 mg) por via oral duas

vezes ao dia é indicada para prevenir enteropatia na mucosite gastrointestinal (LALLA
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et al., 2014). Novas evidéncias foram identificadas para antimicrobianos
(ciprofloxacino e metronidazol), contudo nenhuma diretriz foi possivel para esses
agentes devido a evidéncias incongruentes (ELAD et al., 2020).

Assim, a busca por novos agentes terapéuticos faz-se necessaria. No cenario
atual, estudos empregando imunonutrientes (BODIGA et al., 2012; CAl et al., 2018),
probiodticos (TRINDADE et al., 2018; CORDEIRO et al., 2018) e produtos de origem
animal e vegetal (MASHTOUB, TRAN, HOWARTH, 2013; BASTOS et al., 2016;
BAJIC et al., 2016) obtiveram resultados promissores para o tratamento da mucosite
intestinal.

Os produtos vegetais possuem diversos compostos quimicos
farmacologicamente relevantes tais como flavonoides e terpendides apresentando
atividades antitumorais, imunoestimulante e anti-inflamatéria (DUTRA et al., 2009,
2012; ALBERTI et al., 2014; SANTOS et al., 2018). O uso de produtos vegetais tem
sido proposto para aliviar condicdes inflamatdrias intestinais tais como a mucosite
(BAJIC et al., 2016) provocada pelos tratamentos quimioterapico e antibioticoterapia.
Embora alguns estudos pré-clinicos tenham demonstrado efeitos benéficos do uso de
produtos vegetais para a reducao dos efeitos decorrentes da mucosite intestinal (WU
et al., 2020), seu estudo ainda € muito escasso diante da enorme biodiversidade
mundial, especialmente a brasileira. Aloe vera (Babosa) e Matricaria chamomilla
(Camomila) encontram-se em fase clinica Il de avaliagdo em individuos com mucosite
oral (CINAUSERO et al., 2017), mas nao da intestinal. O uso de folhas da espécie
Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann (Pariri) é relatado pela populagao brasileira no
tratamento de cdlica e diarreia intestinal (BEHRENS, TELLIS, CHAGAS, 2012;
RIBEIRO et al., 2012; TAKENAKA, 2017) e seu extrato apresentou efetividade em
modelo de mucosite intestinal (TAKENAKA et al., 2020). Em estudo realizado por De
Avila e colaboradores (2015) com formulagcdo mucoadesiva de Bidens pilosa L.
demonstrou redugdo de forma geral dos danos provocados pelo quimioterapico 5-
fluorouracil (5-FU) na mucosite intestinal induzida em camundongos. Outro estudo, de
Bastos et al. (2016) pertencente ao mesmo grupo de pesquisa, evidenciou atividades
antioxidantes, anti-inflamatérias e modulacédo da atividade proliferativa e apoptoética
da estrutura intestinal através da formulagdo mucoadesiva de Bidens pilosa L. e
Curcuma longa L. administrada por gavagem durante 6 dias em camundongos Swiss
com mucosite intestinal induzida por 5-FU. Bajic e colaboradores (2016) relataram

melhora parcial da integridade da mucosa intestinal e redugédo da inflamacgao ileal,
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induzida por 5-FU, pela adiminstracdo oral do extrato vegetal de Rheum

spp (Ruibarbo) na dose de 20 mg/kg durante sete dias.

3.3 OLEO DE SUCUPIRA

A espécie vegetal Pterodon emarginatus Vogel, Fabaceae (Leguminosae), é
uma arvore de grande porte e possui ampla distribuicdo em algumas regides do pais,
incluindo os estados de Goias, Sdo Paulo e Minas Gerais, possuindo também dominio
fitogeografico na Amazbnia e Cerrado. Popularmente conhecida no Brasil como
sucupira, sucupira-branca ou faveira € amplamente utilizada pela medicina popular
para tratar inflamagdes, reumatismo, dor de garganta e disturbios respiratérios
(CARVALHO et al., 1999; HANSEN, HARAGUCHI, ALONSO, 2010; PACHECO et al.,
2019).

O oleorresina de P. emarginatus pode ser obtido por prensagem de sementes
apresentando cor ambar. Este 6leo tem sido considerado uma fonte rica em
terpendides. Dados da literatura demonstram que os terpenos do tipo vouacapanicos
(6a,7B-diacetovouacapano; 6a,7B-dihidroxivouacapano-17p-oato de metila e 0 acido
6a,7B-dihidroxivouacapan-173-6ico), diterpeno (geranilgeraniol) e o sesquiterpeno (B-
cariofileno), (Figura 4), estejam envolvidos com as propriedades anti-inflamatoérias e
antinociceptiva do oleo dos frutos de Pterodon em modelos de edema de pata induzido
por carragenina (CARVALHO et al., 1999; SPINDOLA et al., 2009; GALCERAN, et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2017; SANTOS et al., 2018). Apesar de praticamente nao
haver estudos de mecanismo de acéo do 6leo de sucupira e/ou de seus constituintes
majoritarios, Carvalho et al. (1999) e Santos et al. (2018) relatam que a agao anti-
inflamatdria do extrato hexanico de sucupira em modelo inflamatério de edema de
pata induzido por carragenina pode ser capaz de bloquear a resposta a prostaglandina
E2 sugerindo a ligagdo com o acido 6a, 7B-dihidroxivouacapan-17p-6ico, (Figura 4).

Sesquiterpenos majoritarios tais como B-cariofileno, germacreno, 3-elemeno e
y-muuroleno foram identificados no 6leo essencial dos frutos de P. emarginatus
(ORTIZ-ZAMORA et al., 2020; ALVES et al., 2013) e estdo associados a atividade
anti-inflamatéria (CHAIBUB et al., 2013; BENTO et al., 2011). Dutra et al. (2009),
avaliou acdo antiulcerogénica de o6leo essencial dos frutos de P. emarginatus
(composto majoritario B-cariofileno, 35,9%) pela modulagdo de oxido nitrico (NO) e

Interleucina 1 (IL-1).
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Figura 4- Substancias 3-cariofileno e acido 6a,7p-dihidroxivouacapan-173-dico.
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Fonte: Autora (2021).

Essas caracteristicas bioativas atribuem ao 6leo de sucupira branca um
potencial produto adjuvante para prevenir e aliviar sintomas da mucosite. Porém, os
Oleos sao lipofilicos, ndo apresentam solubilidade em agua e consequentemente nos
fluidos biolégicos. Ao serem administrados via oral sdo emulsionados no TGl para
permitir sua absorgédo. Ao empregar 6leos com potencial atividade farmacologica faz-
se necessario o emprego de tecnologias para melhor veiculagdo de substancias
oleosas. Nesta perspectiva, o uso de sistemas coloidais de tamanhos nanométricos
sdo uma estratégia inovadora para criar um sistema transportador direcionado e
controlado na liberagédo de substancias ativas (WILCZEWSKA et al., 2012).

3.4 NANOESTRUTURAS

A utilizagdo de sistemas de liberagdo controlada de farmacos tem sido uma
area de intensa pesquisa. Neste contexto destacam-se as nanoestruturas como
estratégias estudadas para a administragao de farmacos (WILCZEWSKA et al., 2012;

ORTIZ-ZAMORA et al., 2020). Os nanocarreadores sao sistemas carreadores de

farmacos que apresentam didmetros em nanoescala (inferiores a 1 £ m) e possuem

caracteristicas fisico-quimicas adequadas ao direcionamento das moléculas dos
farmacos no organismo vivo (SOPPIMATH et al., 2001). Nanoestruturas utilizadas
para aplicagdes farmacéuticas necessitam ser biocompativeis e ndo toxicas. Algumas

das vantagens que esses sistemas possuem s&o referentes a prote¢cao de substancias
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labeis e volateis como os 6leos essenciais (PRAKASH et al., 2018); direcionamento a
alvos especificos (sitio-especificidade) (VERMA et al., 2017); incorporagdo de
substéncias hidrofilicas e lipofilicas (ANTON; SAULNIER; BENOIT, 2016); protegcéo
contra inativagbes quimicas ou enzimaticas de peptideos (BRAUN et al., 2016);
melhoria na biodisponibilidade e redug¢ao da dose terapéutica e toxicidade (JAIN et al.,
2018).

Apesar das vantagens alguns desses sistemas apresentam algumas
desvantagens, como: toxicidade, auséncia de biocompatibilidade de alguns materiais
utilizados e elevado custo de obtengdo, comparado com as formulagdes
farmacéuticas convencionais. Além disso, o direcionamento de substéncias ativas
pelos nanosistemas convencionais € limitada pela sua rapida opsonizacdo apos
administracao intravenosa. Para contornar este ultimo inconveniente, modificagbes na
superficie de nanocarreadores com polimeros hidrofilicos tém sido desenvolvidas com
o intuito de aumentar a liberagdo da substancia ativa no local de agao e/ou diminuir
ou retardar a adsorcao de proteinas plasmaticas e, consequentemente prolongar o
tempo de circulagdo das nanoparticulas no organismo (OWENS, PEPPAS, 2006; Al
etal., 2011).

Ultimamente, os sistemas de liberagao controlada de farmacos vém recebendo
atencdo especial com o desenvolvimento de estratégias para a veiculagdo de
farmacos e produtos vegetais bioativos anti-inflamatérios em nanosistemas tais como
nanoparticulas lipidicas solidas (CARBONE et al., 2018) nanoemulsdes (OLIVEIRA et
al., 2017), lipossomas (RISALITI et al., 2019) e nanocapsulas (LAMMARI et al., 2021).

3.4.1 Nanocapsulas

As nanocapsulas sdo um tipo de nanoparticula polimérica vesicular, (Figura 5),
constituidas por um fino invélucro de polimero e uma cavidade central com nucleo
oleoso, no interior da qual a substancia ativa pode estar dissolvida e/ou adsorvida na
parede polimérica (DURAN, 2006; SCHAFFAZICK et al., 2003; SOPPIMATH, 2001).
Podem ser constituidas de diferentes polimeros, dependendo da via a ser empregada.
O emprego de polimeros biocompativeis e biodegradaveis tal como a poli-¢-
caprolactona (PCL) €& desejavel principalmente para a via parenteral. Eles s&o
utilizados na concentracdo de 0,2 a 2% (p/p), assim como os diferentes tensoativos

empregados na sua produgdo. Estes ultimos podem ser de origem natural ou

Referencial tedrico 13



sintéticos como o polisorbato (tensoativo hidrofilico ndo-iénico) (LEGRAND et al.,
1999).

Figura 5- Representagdo das nanocapsulas.
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Fonte: Adaptado de Schaffazick e colaboradores (2003).

Sao varios os métodos desenvolvidos para a preparacdo de nanocapsulas
descritos na literatura. Podem ser classificados em duas grandes categorias: a
primeira que requer uma reagao de polimerizagéo interfacial de monémeros dispersos
(polimerizagao in situ) e a segunda utiliza um polimero pré-formado (SOPPIMATH et
al., 2001), como apresentado na Figura 6. Independentemente do método de
preparacao, os produtos sédo obtidos como suspensdes coloidais aquosas.

Os métodos que envolvem reacdes de polimerizagao in situ, frequentemente
requerem processos adicionais de purificacdo do material coloidal obtido, de forma a
eliminar moléculas residuais do meio de polimerizagao que podem ser eventualmente
téxicas, tais como mondémeros, oligbmeros ou surfactantes (COUVREUR et al., 1995;
REIS et al., 2006). Ja a utilizagdo de métodos baseados em polimeros pré-formados
tem a vantagem de evitar estes problemas e podem ser dividos em quatro métodos;
emulsificacdo evaporagao, salting out, emulsificacdo-difusdo e nanoprecipitagao.
Durante a preparagao destas técnicas uma solugao organica constitui a fase interna
das nanoparticulas e uma fase aquosa contendo agentes estabilizadores constitui a
fase externa. Geralmente apresentam baixa taxa de encapsulacdo de substancias
hidrossoluveis, sendo preferencialmente empregados para farmacos lipofilicos
(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998; FESSI et al., 1989; SOPPIMATH et al., 2001).
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Figura 6- Métodos de preparagao de nanoparticulas poliméricas.
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Fonte: Adaptado de Jager (2008).

Uma técnica bastante empregada para encapsulamento de ativos é o método
proposto por Fessi et al. (1989), um processo relativamente simples baseado na
deposicdo de um polimero pré-formado e biodegradavel, denominado como
nanoprecipitagao. A fase organica/oleosa é constituida de um polimero dissolvido num
solvente organico (acetona, por exemplo) associado com o Oleo (se necessario),
tensoativo lipofilico (impedir a coalescéncia das nanogoticulas) e a substancia
terapéutica. A fase aquosa € composta por agua e um tensoativo do tipo 6leo em agua
(o/a). Apds a mistura das duas fases, o polimero precipita na interface pela redugéo
da sua solubilidade. A difusdo mutua dos solventes fornece uma energia favoravel
para a formagao de nanogotas de 6leo ao redor das quais ocorre a precipitacédo do
polimero. Nota-se, imediatamente o aparecimento de uma suspensao leitosa devido
a formagado das nanocapsulas. Em seguida, o solvente é removido sob presséo
reduzida e a formulacéo é concentrada através da evaporacao de solventes obtendo-
se particulas de tamanho entre de 100 a 500 nm (Fessi et al., 1989).
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3.5 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA

3.5.1 Avaliagao morfolégica

A microscopia eletrénica de transmissao (MET) e a microscopia de forga
atbmica (MFA) tém sido empregadas na obtencéo de informacgdes relativas a forma
nanocapulas. A MET consegue determinar o tamanho e a espessura da parede das
nanocapsulas. A técnica de criofratura também tem sido empregada para auxiliar a
analise morfolégica destes sistemas. Ja MFA, uma sonda extremamente fina varre a
superficie da amostra e fornece informagdes com alta resolugao em trés dimensoes,
em escala nanométrica, sendo capaz ainda de resolver detalhes de superficie em nivel
atdomico (ANTON, SAULNIER, BENOIT, 2016; SCHAFFAZICK et al., 2003).

3.5.2 Tamanho da particula

O didametro médio das nanocapsulas € uma importante determinagdo, uma vez
que o tamanho das particulas representa um aspecto essencial na sua biodistribuicao
e depuracédo sanguinea (OWENS, PEPPAS, 2006). E desejavel que as nanoparticulas
apos sua obtengdo, apresentem pequeno tamanho, distribuicdo unimodal e baixo
indice de polidispersdo. O tamanho das nanocapsulas varia geralmente entre 100 e
500 nm e depende de varios fatores: o método de preparagdo, a natureza e a
concentracdo do polimero e do material encapsulado, a concentracdo de d6leo na
solugao organica, além da velocidade de difusdo da fase organica na aquosa, entre
outros (LEGRAND et al., 1999). Ainda, a tendéncia a agregacao e sedimentacao das
nanoparticulas dispersas, em funcdo do tempo, pode ser monitorada pela
determinagado de mudancgas na distribuicdo de tamanho de particulas (SCHAFFAZICK
et al., 2003). O método usual para a determinacédo da distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas consiste no espalhamento dindmico da luz (EDL) que utiliza a taxa de
mudanga das flutuagbes da luz geradas pela movimentagdo das particulas para
determinar a distribuicado de tamanho das particulas. A microscopia de forga atdmica
(MFA) também vem sendo utilizada para determinagdo de tamanho e estudo da
morfologia das nanoparticulas (LAMMARI et al., 2021; ALl et al., 2015).
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3.5.3 Potencial zeta

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual é
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em razdo da
dissociagao de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorgcdo de
espécies idnicas presentes no meio aquoso de dispersao. O potencial zeta pode ser
uma maneira efetiva de controlar o comportamento de nanoparticulas, ja que indica
mudancgas no potencial de superficie e na forca de repulsdo entre as particulas. A
intensidade da carga pode ser determinada pela medida da mobilidade eletroforética
das particulas em um campo elétrico aplicado. Assim, seus valores podem ser
positivos ou negativos, dependendo da natureza do polimero e dos tensoativos
empregados (SOPPIMATH et al., 2001). Enquanto polimeros do tipo poliéster e
lecitinas favorecem uma carga negativa na interface, a quitosana, um polimero natural
produz particulas de carga positiva (LEGRAND et al., 1999). Em mddulo, um valor de
potencial zeta relativamente alto € importante para uma boa estabilidade fisico-
quimica da suspenséo coloidal. (SCHAFFAZICK et al., 2003).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PRODUTOS QUIMICOS

A cisplatina (CDDP) e o polimero de poli-e-caprolactona (PCL, 42.500 Da)
foram obtidos da Sigma (St Louis, MO, EUA), lecitina (Lipoid® S75) da Lipoid (Gmbh,
Alemanha), cloreto de sddio da Synth (S&o Paulo, SP), Brasil). O ®®™T¢ (pertecnetato)
foi obtido como solugdo salina de um gerador de 99Mo a base de alumina
(IPEN/Brasil). O oleorresina de sucupira foi obtido previamente dos frutos de Pterodon
emarginatus Vogel por prensagem a frio e doado pelo Prof. Edemilson da
Universidade Federal de Goias (Brasil). Todos os outros produtos quimicos tais como,
acetona, polisorbato 80, monooleato de sorbitano, cloreto de sddio, acido cloridrico,
hidréxido de sdodio, fosfato de potassio monobasico, acetonitrila, isopropanal,
utilizados neste estudo foram de grau analitico. A agua foi purificada por osmose
reversa (Simplicity 185, Millipore, Bedford, EUA).

4.2 CARACTERIZACAO DO OLEORRESINA DE SUCUPIRA

O oleorresina de sucupira (OS) foi analisado por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas (LC-MS / MS) usando um sistema UPLC-Q Exactive Plus
Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha) equipado com uma fonte de
ionizagao por eletropulverizagdo no modo de ion negativo a uma tenséo de 2,9 kV. A
coluna utilizada foi uma Thermo Syncronis C18 (50 mm x 2,1 mm, i.d.1,7 ym) mantida
a 40 °C. A fase movel consistiu de acetonitrila e agua (7: 3) a uma vazao de 400 uL
min-1. Uma aliquota de OS foi dissolvida em isopropanol (1 mg mL-1) e depois diluida
com uma pequena quantidade da fase mével (200 ug mL-1) (DEMUNER et al., 1996;
ARRIAGA et al., 2000; MIRANDA et al., 2014).

4.3 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS

As nanocapsulas biodegradaveis contendo oleorresina de sucupira (NC OS)

foram preparadas por deposi¢ao interfacial de um polimero pré-formado seguido da
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evaporagao do solvente conforme Fessi e colaboradores (1989). Para o preparo de
NC OS, diferentes tensoativos e proporgdes foram empregados a fim de otimizar a
proporcao e os constituintes da formulagéo. Para o preparo da NC OS1, 5 mL de uma
fase organica contendo 0,6 % de PCL, monooleato de sorbitano (Span 80 ou S80)
0,75% pl/v e 2,5% viv de OS em acetona foi preparada. Em seguida, a solugéao
organica foi vertida em 10 mL de solugdo aquosa contendo de 0,75% p/v de
polisorbato 80 (Tween 80 ou T80) (1:2). Seguiu-se agitando em agitador magnético
por dez minutos para promover a formagao das nanocapsulas. Em seguida, o solvente
foi evaporado sob rotaevaporador para 5 mL mantendo-se a temperatura do banho
em 40°C (Quimis, Brasil).

Para producao de NC OS2 com o tensoativo lecitina, 0 mesmo procedimento
foi seguido, porém o Span 80 foi substituido por Lipoid S75 (0,75% p/v) na fase
organica e a fase aquosa nao continha nenhum tensoativo.

O didmetro hidrodinamico e a polidispersao das NC foram determinados a 25
°C pelo método de espalhamento dinamico de luz (EDL) usando um Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments Ltd, UK) em trés lotes diferentes. O potencial zeta () foi
determinado por microeletroforese acoplada a anemometria laser Doppler no mesmo
equipamento. As amostras foram analisadas apos diluicdo de 1:25 em agua. As
medicoes foram realizadas em ftriplicata e os resultados foram expressos como o

diametro médio + erro padrao da média.

4.4 ESTABILIDADE DAS NANOCAPSULAS EM MEIO GASTROINTESTINAL
SIMULADO

Para comprovar o efeito protetor da parede polimérica de nanocapsulas, fluidos
gastrico e intestinal simulados foram usados de acordo com Unal et al. (2015). A
formulacdo de NC OS1 foi incubada em fluido gastrico simulado (FGS) pH 1,2 por 2
horas e fluido intestinal simulado (FIS) pH 6,8 por 6 horas com agitagdo a 37 °C. O
FGS foi preparado dissolvendo 100 mg de cloreto de sédio (NaCl) em 50 mL de agua
deionizada contendo 0,35 mL de &cido cloridrico (HCI) concentrado. FIS foi preparado
dissolvendo 340,25 mg de fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) em 50 mL de
agua. Em seguida, 44,8 mg de hidroxido de soédio (NaOH) foram adicionados para
ajustar o pH do meio. Para cada meio, 1 mL de NC OS1 foi adicionado a 9 mL de

meios simulados (em triplicata) e incubados conforme mencionado anteriormente. A
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distribuicao de diametro hidrodindmico e potencial zeta das nanoestruturas foram

determinados antes e apods a incubacao.

4.5 ESTABILIDADE DAS NANOCAPSULAS DURANTE ESTOCAGEM

O estudo de estabilidade foi realizado para NC OS1 e NC OS2. Apds a
producao das NC elas foram armazenadas a 25°C * 1°C e 4°C + 1°C, protegidas da
luz. Foram avaliadas suas caracteristicas fisico-quimicas, como tamanho, indice de

polidispersao e potencial zeta nos tempos inicial 0, 7, 14, 21 e 30 dias apds o preparo.

4.6 ANIMAIS

Camundongos Swiss machos foram utilizados pesando entre 25-31 g, com 4
semanas de idade. Os animais foram alojados em condigdo padrao em uma area com
ciclo claro/escuro e receberam agua e alimentos ad libitum no biotério da Faculdade
de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais. O protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal

de Minas Gerais sob o protocolo n°. 66 / 2018.

4.7 DELINEAMENTO DOS EXPERIMENTOS IN VIVO

Os animais foram divididos aleatoriamente nos grupos seguintes (n= 6/ grupo):

Tabela 1- Distribuicdo e esquema de tratamento dos grupos experimentais.

GRUPOS TRATAMENTOS

CTL (controle) agua por gavagem + IP salina estéril

MUC (mucosite) agua por gavagem + mucosite

0S1 (OS + 0.75% T80 e S80 + 10 mL agua) por gavagem + mucosite
NC OS$1 NC OS (0.75% T80 e S80) por gavagem + mucosite

T (0.75% T80 + 10 mL agua) por gavagem + mucosite

TS (0.75% T80 + 0.75% S80 + 10 mL agua) por gavagem + mucosite
LEC (0.75% Lipoid S75 + 10 mL agua) por gavagem + mucosite

0S2 (OS + 0.75% Lipoid S75 + 10 mL agua) + mucosite
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NC OS2 NC OS (0.75% Lipoid S75) + mucosite

Abreviaturas: IP (injec&o intraperitoneal); OS1 (mucosite tratado com OS1); OS2 (mucosite tratado com
0S2); NC OS1 (mucosite tratado com NC OS1); NC OS2 (mucosite tratado com NC OS2); T (mucosite
tratado com Tween 80/T80); TS (mucosite tratado com Tween 80 e Span 80/S80); LEC (mucosite
tratado com lecitina/Lipoid S75).

Agua, tensoativos, OS e NC OS (50 mg/kg/dia de OS) foram administrados
diariamente por gavagem durante 7 dias, antes e apds indugao da mucosite. A dose
de OS foi baseada em dados da literatura (ALBERTI et al., 2014). A mucosite foi
induzida pela administragdo de uma dose unica de CDDP (10 mg/kg) por via
intraperitoneal (IP) 5 dias ap6s o inicio do tratamento (ARAUJO et al., 2017) (Figura
7). O grupo controle recebeu a mesma dose intraperitoneal de solugao salina estéril.
Os animais foram monitorados quanto a variacdo ponderal e consumo de ragao. O
modelo de mucosite intestinal foi baseado em modelo previamente descrito por Bajic
e colaboradores (2016). No 8° dia os animais foram anestesiados e sacrificados para

a coleta do ileo e realizacado das analises.

Figura 7- Esquema do protocolo experimental.

Tratamento total

\

UL 4°dia 5" dia 8° dia
Inicio do l o
tratamento Injegao IP de 10 mg/kg Eutanssln

de CDDP ou salina

Fonte: Autora (2021).

4.7.1 Variagao Ponderal e consumo alimentar

A verificagdo do consumo alimentar e variacdo do peso corporal foram
realizados durante os oito dias de experimento. A pesagem da ragao e dos animais
foi executada através do uso de balanga semianalitica (Filizola-MF, Sao Paulo, Brasil).

Para a avaliagédo do consumo alimentar, a racao foi pesada em balancga diariamente
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e foi feito o calculo da diferenca entre o peso da racao ofertada e a sobra. A variagao

de peso e alimentar foi avaliada em gramas (g) antes e ap6s a indugao da mucosite.

4.7.2 Permeabilidade Intestinal (Pl)

Para avaliar a permeabilidade intestinal, foi empregada uma solugao contendo
acido dietilenotriaminopentacético (DTPA) radiomarcado com tecnécio-99m (**™Tc).
No 8° dia do experimento, os animais receberam 0,1 mL por gavagem de **"Tc-DTPA
contendo 18,5 MBq de atividade. Apdés quatro horas, os camundongos foram
anestesiados e o sangue coletado, pesado e colocado em tubos apropriados para
determinacdo da radioatividade. A radioatividade da dose padréo e das amostras de
sangue foi determinada em um cintilador automatico (Wizard, Perkin EImer, Finlandia).
Uma dose padrao correspondente a 0,1 mL da solugdo com ™ Tc-DTPA também foi
submetida a determinacdo da radiacdo para a correcdo do decaimento do °™Tc
(ARAUJO et al., 2017). Os resultados foram comparados com a dose padrédo e os
dados foram expressos como % dose/g de sangue, usando a seguinte equagao:

Y dose — (cpm de sangue) 100
odose = (cpm de dose administrada) x

Onde cpm é contagem por minuto.

4.7.3 Analise histomorfométrica

Os segmentos de ileo foram processados para analise histoldgica, conforme
descrito anteriormente (ARAUJO et al., 2017). Resumidamente, os tecidos foram
enrolados, fixados em solugdo de formalina tamponada a 10% e as secgdes
histologicas (4-5 ym) foram coradas com hematoxilina e eosina para interpretacao
histologica de rotina de acordo com escore histologico (Tabela 2), sendo escore 0
(sem alteragao). Escore 3 (alteragao grave) (SOARES et al., 2008). As medi¢des das
vilosidades do ileo foram realizadas por microscopia e a altura de dez vilosidades (6
campos microscopicos por amostra e n = 6 / grupo) foi determinada com uma objetiva
de 20 x. As imagens fotograficas foram realizadas em microscépio Olympus BX51

acoplado a camera digital por meio do programa SPOT Advanced. As imagens
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digitalizadas foram analisadas usando o software Image J 1.52a (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, EUA). O resultado foi expresso como a média de dez

vilosidades em pm/animal por grupo.

Tabela 2- Classificagdo dos escores histopatoldgicos.
ESCORE AVALIAGCAO DOS ACHADOS HISTOLOGICOS

0 Histologia normal

1 Perda moderada da arquitetura das criptas e vilosidades,

escassa infiltracdo de células inflamatdrias, vacuolizagao e edema.

2 Consideravel encurtamento de vilosidades e criptas com células
achatadas, necrose, intenso infiltrado inflamatério, vacuolizagao e

edema.

3 Mesmas alteragdes do anterior acrescido acometimento da camada

muscular com presenca de edema e vacuolizagao.

Fonte: adaptado de Soares e colaboradores (2008).

4.7.4 Atividades de Mieloperoxidase (MPO) E N-Acetilglucosaminidase (NAG)

A extensao da infiltracdo de neutréfilos e macréfagos no tecido do ileo foi
mensurada pelo teste das atividades enzimaticas da mieloperoxidase (MPO) e N-
acetilglucosaminidase (NAG), respectivamente (ARAUJO et al., 2017; LEONEL et al.,
2013).

Em resumo, uma porgéo do ileo dos animais foi removida, homogeneizada e
congelada a -80°C até o momento da analise. As amostras de tecido foram
homogeneizadas e centrifugadas. Os pellets foram dissolvidos em brometo de
hexadecil trimeti aménio (HETAB) a 0,5% em tampao fosfato e, apods
homogeneizagdo e sessbes de congelamento / descongelamento, as suspensdes
foram centrifugadas e os sobrenadantes foram utilizados para a quantificagdo das
enzimas. A atividade MPO foi avaliada pela adigao de tetrametilbenzidina (Sigma-
Aldrich) ao sobrenadante seguida de incubagdo a 37 ° C por 5 min. A reacéo foi
interrompida com 50 pL de 1 M de acido sulfurico (H2SO4) e a absorvéancia lida a 450
nm. Os resultados foram expressos em unidades relativas de acordo com a
absorbancia obtida. Para a atividade NAG, os precipitados foram dissolvidos em Triton

X-100 (0,1%, Sigma-Aldrich) e centrifugados antes que o sobrenadante (100 L) fosse
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adicionado a solugao de p-nitrofenil-N-acetil b-D-glucosamina (100 yL) em tampéo
citrato-fosfato. A reacao foi parada pela adigao de tampao de glicina (100 uL) e lida a
400 nm. O teor de proteinas das amostras foi determinado pelo método de Lowry
(LOWRY et al., 1951). Apds a quantificagao de proteinas, os resultados obtidos para
as atividades enzimaticas de MPO e NAG foram corrigidos e expressos por mg de

proteina.

4.7.5 Analise das concentragoes de citocinas

Para avaliar a concentragdo de fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
interleucina-10 (IL-10), 100 mg do ileo de cada animal foram coletados e
homogeneizados em solugcédo de extracdo de citocinas (PBS suplementado com
inibidores de protease: PMSF 0,1 mM, cloreto de benzetdnio 0,1 mM, EDTA 10 mM e
20 KI de aprotinina A), na propor¢cao de 1 mL de solugédo para 100 mg de tecido,
utilizando-se homogeneizador de tecidos (Ultra-Turrax, IKA T10 basic). Em seguida,
o homogenato foi centrifugado a 4°C por 10 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante
foi coletado e armazenado a -80°C para posterior dosagem por ELISA utilizando kits

comerciais (R & D Systems, Minneapolis, EUA).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism
6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Os resultados foram avaliados pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov quanto a normalidade. Os dados com distribuicdo normal
foram analisados por ANOVA one-way e/ou two-way e pés teste de Newman-Keuls,
Tukey elou teste t de Student, enquanto os dados ndo paramétricos foram testados
usando Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn’s. Os resultados foram expressos como

meédia + erro padrao da meédia. Um valor de p< 0,05 foi considerado significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGAO DO OLEO DE SUCUPIRA

Foram identificados seis diterpenos (14,15-epoxigeranilgeraniol, &acido

vouacapan-17-6ico, acido vouacapandioico, 6a-hidroxivouacapano, acido

vouacapanoico e acido p-hidroxibenzéico) e duas lactonas (Vouacapan-1783, 7 —

lactona e 6a-hidroxivouacapano-73-173-lactona).

Tabela 3- Compostos identificados no OS por LC-HRMS/MS.

Rt Experimental MS/MS Férmula Erro Composto ID

(min) m/z molecular (ppm)

1.93 329.17479 28518481 Co20H2s04 -1.04 6a-hydroxyvouacapano-7[3-
267.17448 17 B-lactona

1.97 305.24872 - C20H3302  0.12  14,15-epoxigeranilgeraniol

2.08 377.23238  331.19298 C22H3305  -0.97 Desconhecido
315.19482
287.20140 ]

215 315.19660 271.20694 C20H2703  0.03  Acido vouacapan-17-6ico

2.15 313.18138  269.19229 C20H2503  0.46 Vouacapan-17 3, 7p—

) lactona

2.20 347.18579  303.19644 C20H27 Os -0.61 Acido vouacapandidico
259.20731

2.20 331.19231  287.20087 C20H2704  0.83 Desconhecido
259.20630

2.36 301.21820 C20H2002  0.90 6a-Hidroxivouacapano

2.51 317.21153  273.22212 C20H2003  -0.69 Acido vouacapanoico

3.75 137.02380 93.03422 C7Hs03 -0.62 Acido p-Hidroxibenzéico

Rt: tempo de retencao
ID: identificado
ppm: partes por milhdao

Os constituintes comuns dos frutos das espécies do género Pterodon sao
diterpenos lineares, derivados de geranilgeraniol e/ou diterpenos tetraciclicos com
esqueletos de vouacapano (HOSCHEID, CARDOSO, 2015; FAVARETO et al., 2017),
estando de acordo com nossos dados. Dentre as atividades de tais compostos, o
diterpeno 14,15-epoxygeranilgeraniol foi identificado como uma substancia ativa no
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6leo dos frutos de Pterodon pubescens Benth, possuindo atividade profilatica contra
infeccbes por cercarias de Schistosoma mansoni (SAGAMI, SWIEZEWSKA,
SHIDOJI, 2018). Os diterpenos vouacapanos sao reportados na literatura como
substancias promissoras em desempenhar agao anti-inflamatéria e antinociceptiva em
Oleo de sucupira (SANTOS et al., 2018; GALCERAN et al., 2011).

5.2 CARACTERIZAGCAO DAS NANOCAPSULAS

5.2.1 Nanocapsulas 1 (NC OS1)

Foram produzidas nanocapsulas poliméricas contendo 6leo de sucupira
utilizando-se os tensoativos Tween 80 e Span 80 (denominada NC OS1) e a sua
estabilidade avaliada durante 60 dias apds armazenamento em temperatura ambiente
(TA) (25°C) e em geladeira (4°C). Os dados obtidos para as caracteristicas fisico-

quimicas das NC produzidas estdo apresentados na Figura 8.

Figura 8- Caracterizacgéo fisico-quimica da NC OS1. Tamanho da NC apés armazenamento em TA (A)
e 4°C (B). indice de polidispersdo da NC em TA (C) e 4°C (D). Potencial zeta da NC em TA (E) e 4°C
(F). Os resultados foram comparados com o dia O (inicial). * indica que houve diferenga significativa
(p<0,05; ANOVA One-way e pés-teste de Tukey). Resultados expressos em média + erro padréo da
média.
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O tamanho inicial apresentado pela nanocapsula polimérica contendo OS foi
inferior a 300 nm e estavel até 30 dias de armazenamento a 4 °C. Além disso, os
resultados demonstram que a NC OS1 apresentou maior variagdo de tamanho quando
armazenada a TA em relagao a 4 °C.

O indice de polidispersao (IPd) obtido inicialmente para a formulagéo foi inferior
a 0,3, Figura 8. O mesmo comportamento observado para o tamanho pode ser
encontrado em relagdo ao IPd na NC quando armazenada a temperatura ambiente. A
NC OS1 apresentou maior estabilidade do IPd a 4°C até o 30° dia. Valores menores
que 0,3 indicam sistemas monodispersos.

Em relagdo ao potencial zeta, foram determinados valores iniciais negativos,
sendo que o valor inicial para NC OS1 é superior em modulo (~ -30 mV). Nota-se que

em ambas as condi¢des o potencial zeta diminuiu ao longo dos 30 dias.

5.2.2 Nanocapsulas 2 (NC 0S2)

Foram produzidas nanocapsulas poliméricas contendo 6leo de sucupira
utilizando-se o tensoativo lecitina (denominada NC OS2) e a estabilidade avaliada
durante 30 dias apdés armazenamento em temperatura ambiente (25°C) e em
geladeira (4°C). Os dados obtidos para as caracteristicas fisico-quimicas da NC
produzida estdo demonstrados na Figura 9.
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Figura 9- Caracterizagao fisico-quimica da NC OS2. Tamanho da NC e indice de polidispersao apos
armazenamento em TA (A) e geladeira (B). Potencial zeta da NC em TA (C) e geladeira (D). Os
resultados foram comparados com o dia 0 (inicial). * indica que houve diferenca significativa (p<0,05;

ANOVA One-way e pos-teste de Tukey). Resultados expressos em média * erro padrdo da média.
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O tamanho inicial apresentado pela NC OS2 foi inferior a 250 nm e estavel até
30 dias de armazenamento tanto em TA como a 4 °C. Além disso, os resultados
demonstram que a NC OS2 comparada a NC OS1 n&o apresentou maior variagao de
tamanho quando armazenada a TA.

O indice de polidispersao obtido inicialmente para a formulacéo foi inferior a
0,3, Figura 9. A NC OS2 apresentou estabilidade do IPd da mesma maneiraem TA e
4°C até o 30° dia, indicando mais uma vez a caracteristica de sistema monodisperso.
Além disso, o potencial zeta obteve valores iniciais negativos e manteve-se durante
30 dias em ambas as temperaturas de armazenamento, sendo que o valor inicial para
NC OS2 foi superior em modulo (~ -30 mV) e ndo se alterou no decorrer dos dias de

avaliacéo.
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5.3 ESTABILIDADE DAS NANOCAPSULAS EM MEIO GASTROINTESTINAL
SIMULADO

Para investigar o efeito protetor da parede polimérica da nanocapsula em sua
estabilidade, fluidos gastrico e intestinal simulados foram empregados. O tamanho das
particulas e IPd foram determinados durante 2 h (FGS) e 6h (FIS) de incubagao a 37
°C e os resultados estdo apresentados a seguir.

Figura 10— Caracterizagao fisico-quimica da NC OS1 em meio gastrointestinal simulado. Estabilidade
da NC em fluido gastrico (A, B) e fluido intestinal (C, D) simulados, apds 2 e 6 h, respectivamente.
Dados analisados pelo teste ANOVA One-way e pds-teste de Tukey. Resultados expressos em média
* erro padrao da média. Os resultados foram comparados com tempo 0 h (inicial).
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De acordo com a Figura 10, n&o houve alteragdo de tamanho nem de IPd (p>
0,05) no decorrer do estudo apds incubagdo de NC OS1 em ambos os meios
simulados. Além disso, o IPd foi inferior a 0,3 indicando um sistema monodisperso.
Em vista disso, pode-se inferir que a metodologia de obtenc¢ao das nanoparticulas por
nanoprecipitacao foi eficaz na produg¢ao de nanocapsula polimérica contendo OS para
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administragdo por via oral, uma vez que suas caracteristicas fisico-quimicas nao
sofreram alteracodes.

Os dados relativos as propriedades fisico-quimicas das NC OS1 e NC OS2
apresentadas nas Figuras 8, 9 e 10 demonstram a distribuigcdo de tamanho entre 200
e 300 nm, IPd menor que 0,3 e potencial zeta negativo, que estdo de acordo com a
literatura para nanocapsulas poliméricas (ARAUJO et al., 2019; VILLALBA et al.,
2016). As caracteristicas dessas formulagdes indicaram que elas poderiam ser usadas
oralmente para alcangar epitélio intestinal inflamado, evidenciado também pela
estabilidade da NC OS1 em fluido gastrico e intestinal simulado, estando de acordo

com Unal e colaboradores (2015).

5.4 AVALIACAO DA EFICACIA DE NC OS1 EM MODELO DE MUCOSITE

A mucosite € uma condi¢cao/complicagdao clinica decorrente da terapia
antineoplasica, caracterizada por inflamacao e/ou ulceragdo da mucosa do TGI. Nao
existe na literatura diagndstico ou tratamento para a mucosite intestinal induzida por
quimioterapicos. A planta Pterodon emarginatus Vogel, dentre as diversas agoes
biolégicas possui propriedade anti-inflamatéria em modelos de artrite e edema
(CARVALHO et al., 1999; HANSEN, HARAGUCHI, ALONSO, 2010; GALCERAN et
al., 2011; PASCOA et al., 2015). Sua composic¢ao fitoquimica demonstra a presenca
de sesquiterpenos e diterpenos que podem estar associados com atividade anti-
inflamatéria (HOSCHEID, CARDOSO, 2015; GALCERAN et al., 2011), detendo
potencial tratamento na mucosite intestinal.

A dose do quimioterapico cisplatina teve como base os resultados publicados
pelo nosso grupo de pesquisa onde a administragcdo de CDDP 10 mg/kg via IP foi
capaz de induzir mucosite intestinal em modelo experimental (ARAUJO et al., 2017).
Desta forma, prosseguiu-se com a avaliagao do efeito anti-inflamatério de OS livre e
encapsulado em nanocapsulas (NC OS) em modelo experimental de mucosite
intestinal. Os resultados desse trabalho confirmaram que a administracéo IP de CDDP
foi capaz de induzir perda de peso nos animais e lesdes significativas na mucosa
intestinal. Isto refletiu, perceptivel alteragdo da arquitetura tecidual e encurtamento
das vilosidades, ainda com aumento da permeabilidade intestinal e presenca de
infiltrado inflamatorio. Além disso, ndo ha na literatura estudo abordando uso do OS

como forma de tratamento ou manejo nessa condigo. A vista disso, o modelo utilizou
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a CDDP em dose unica e tratamento via oral com 6leo de sucupira a 50 mg/kg. A dose
de OS foi baseada em dados da literatura onde concentracées de 50 e 100 mg/kg de
Oleo essencial de sucupira foram administrados via oral em modelo de encefalomielite
(ALBERTI et al., 2014).

5.4.1 Variagao ponderal antes e apés indug¢ao da mucosite

Durante todo o periodo experimental, os animais foram monitorados quanto ao
peso e consumo de racdo, como forma de avaliar os sinais clinicos dos animais antes
e apoés indugdo de mucosite. A Figura 11 mostra a variagdo ponderal dos animais

durante os sete dias do protocolo experimental.

Figura 11- Consumo alimentar e variacdo do peso dos animais antes e apés a indugado da mucosite.
Os dados foram analisados por ANOVA Two-way seguido do pds-teste de Tukey e representados como
média * erro padrdo da média (n=6). Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica (p>0,05). Auséncia de letras: sem
diferenca estatistica (p>0,05). Abreviaturas: CTL (controle); MUC (mucosite); OS1 (mucosite tratado
com OS1); NC OS1 (mucosite tratado com NC OS1).
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No presente trabalho, observa-se que o peso dos animais dos quatro grupos
experimentais, ndo apresentou diferengas estatisticas (p>0,05) antes da indugéo de
mucosite. Apos indugdo de mucosite, pode-se observar perda de peso significativa
(p<0,05) dos animais do grupo MUC quando comparados aos grupos CTL. A
administracao de OS nao induziu perda de peso, porém a administracdo de NC OS1
induziu perda de peso sendo que seu valor ficou intermediario entre CTL e MUC.

A reducdo no consumo de ragdo e a perda de peso pode ser explicada pelos
mecanismos envolvidos na patogénese da mucosite intestinal, como processo
inflamatario e liberagcao de citocinas inflamatérias, como TNF-a, que induzem danos e
ulceracbes no epitélio e, consequentemente disfuncdo da barreira intestinal
prejudicando a absorgéo dos nutrientes (WU et al., 2020; BARROS, 2018; GALDINO
et al., 2018; ARAUJO et al., 2017; LEOCADIO et al., 2015).

Dados da literatura sobre mucosite intestinal mostram alguns estudos que
avaliaram a atividade anti-inflamatéria de éleos. Mashtoub, Tran e Howarth (2013)
avaliaram em modelo de mucosite, 5-FU via IP em dose unica (150 mg/kg) no 5° de
protocolo experimental, o efeito do 6leo de Emu (Dromaius novaehollandiae) durante
11 dias. Nao houve alteragdo do peso entre os grupos antes da indugao da mucosite.
Entretanto, apds a indugéo, o peso corporal foi significativamente menor nos animais
tratados com 6leo de Emu em relagao aos controles. Em outro estudo, realizado por
Galdino e colaboradores (2018) a mucosite foi induzida com dose unica de 5-FU no
7° dia do protocolo experimental e o tratamento consistiu na suplementagdo com 240
mg de fruto-oligossacarideos por gavagem, diariamente, em grupos pré-tratamento e
tratamento. Apds a indugéo de mucosite, ocorreu perda de peso em todos os grupos
em comparagao ao grupo controle. Os dados descritos convergem com a investigagéo
atual.

5.4.2 Avaliagao da permeabilidade intestinal (PI)

A avaliacao da PI foi realizada 3 dias ap6s a inducédo da mucosite. Foi verificada
aumento de Pl nos animais do grupo MUC e OS1 em relagdo ao CTL (p< 0,05) (Figura
12). Além disso, verificou-se maior Pl no grupo NC OS1 em relagéo a todos os grupos

experimentais (p<0,05).
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Figura 12 - Permeabilidade intestinal avaliada pela presenca de ?*™Tc-DTPA no sangue de animais.
Letras diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05; One-way ANOVA e po6s teste de Newman-
Keuls). Resultados expressos em média * erro padréo da média (n=6).

[3)
l—
oE5 0.20+ (o]
o
<
a @ 0.151
-]
)
25 010 b
[ =107
E-) b
o O
n c 0.057 a
[o]
° | I
] 0.00 T T
o N <] N N
X A @9 o 00%
D

Além disso, uma caracteristica importante da mucosite é a alteragao da barreira
intestinal que pode levar ao aumento da Pl. Assim, para a analise da PI utilizou-se
9¥mTc-DTPA, administrado por gavagem, com o proposito de detectar sua passagem
do lumen intestinal para a corrente sanguinea. Este radiofarmaco € minimamente
absorvido pelo intestino delgado em condi¢des fisiolégicas normais, porém niveis
elevados no sangue indicam dano de epitélio intestinal, mostrando-se como uma
ferramenta util no estudo de doencas inflamatdrias intestinais (GALDINO et al., 2018;
ARAUJO et al., 2017; ANDRADE et al., 2015). Estudo relatado na literatura, em
modelo de mucosite induzido por CDDP demonstrou aumento significativo dos niveis
de Pl através de 9“™Tc-DTPA na corrente sanguinea (ARAUJO et al., 2017).
Outrossim, os resultados obtidos para o grupo MUC do presente estudo também
mostraram aumento significativo dos niveis de %*™Tc-DTPA no sangue. De modo
analogo, o grupo OS também apresentou aumento de permeabilidade indicando que
nessa concentracdo OS nao foi capaz de reduzir a Pl associada aos efeitos toxicos
da CDDP. Barros e colaboradores (2017) mostraram aumento significativo da Pl dos
animais tratados com dieta enriquecida com acido linoléico conjugado em modelo de
mucosite induzida por 5-FU comparado com grupo MUC, similarmente ao resultado
encontrado neste trabalho. J4 o grupo NC OS1 demonstrou PI significativamente
maior quando comparado aos grupos MUC e OS. Isto pode estar relacionado com
maior superficie de contato das nanoestruturas no epitélio intestinal em relagdo ao
oleo nao encapsulado, o que aumenta a absor¢édo de nutrientes (DE MELLO et al.,
2016) e nesse estudo contribuiu para aumento da PIl. Lamson e colaboradores (2020)

demonstraram que nanoparticulas aniénicas apés administragao oral aumentaram a
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Pl através de alteracbes nas jungdes firmes de forma reversivel e nao-tdxica
permitindo uma maior absor¢ao de proteinas. Nao foram encontrados estudos na
literatura que avaliassem permeabilidade intestinal associada ao uso de plantas

medicinais ou de seus derivados para o tratamento da mucosite intestinal.

5.4.3 Analise histopatolégica e morfométrica do ileo

A Figura 13 exibe as alteragbes histopatoldgicas observadas no ileo dos
animais dos 4 grupos avaliados. Em (A) observa-se que o grupo controle apresenta
estrutura morfolégica dentro dos parametros de normalidade, com preservagao das
vilosidades, epitélio integro e camada muscular. Em contraste, no grupo MUC (B)
pode-se observar alteragao da arquitetura tecidual e camada muscular com ulceragéo
e redugdo do tamanho das vilosidades além da presencga de processo inflamatério.
Os grupos OS1 (C) e NC OS1 (D) apresentaram menor dano tecidual, indicado pela
preservacgao parcial das vilosidades intestinais e das criptas e diminuigao do infiltrado
inflamatoério. Além disso, a camada muscular da mucosa encontra-se relativamente
conservada.

Figura 13 - Analise histoldgica do ileo. Grupo - CTL (A); MUC (B); OS1 (C); NC OS1 (D). (A) Aspecto
histolégico normal com arquitetura da parede intestinal preservada e sem inflamagao. (B) Perda da
arquitetura tecidual e encurtamento das vilosidades (seta) com presencga de infiltrado inflamatério. (C

e D) Preservacéo parcial das vilosidades e da arquitetura tecidual. Barra 100 ym (Objetiva de 20X).
Coloracao HE (n=6).

A Figura 14 mostra os dados morfométricos das vilosidades do ileo. Os

resultados demonstram que a injegao IP de CDDP provocou redugéo significativa das
vilosidades no grupo MUC quando comparado ao grupo CTL (p<0,05). O grupo OS1
e NC OS1 apresentaram redugao de vilosidades semelhante ao grupo MUC (p>0,05).
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Figura 14 - Analise morfométrica do ileo. Letras diferentes representam diferencga estatistica (p<0,05;
One-way ANOVA e po6s teste de Newman-Keuls). Dados expressos como média + erro padréo da
média (n=10).
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No sistema de escore foi observado escore 0 no grupo CTL, indicando auséncia
de alteragbes na mucosa dos animais. Nos grupos MUC, OS1 e NC OS1 foram
encontrados escores proximos de 1 indicando presencga de inflamacéo, o que pode
ser observado pelas vilosidades atrofiadas, perda moderada da arquitetura epitelial
(Figura 15). Os escores 0 e 1 foram atribuidos aos quatros grupos experimentais sem

diferenca estatistica entre eles (p>0,05).

Figura 15 - Escore histoldgico do ileo. Auséncia de letras: sem diferenca estatistica (p>0,05; teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunns). Os valores foram expressos em média * erro padrao
da média (n=6).
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No presente estudo, a indugdo de mucosite intestinal por CDDP promoveu
alteragcdes morfométricas e histopatoldgicas evidentes com prejuizo da arquitetura
tecidual e encurtamento das vilosidades, além da presenca de infiltrado inflamatorio,
semelhante aos trabalhos descritos na literatura (URANGA et al., 2017; ARAUJO et
al., 2017; SHAHID et al., 2017). O tratamento com OS1 e NC OS1 diminuiu

significativamente as vilosidades. Desse modo, a analise microscopica do ileo
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corrobora com a Pl, demonstrando pouca protecao destes tratamentos sobre o epitélio
intestinal. Todos esses danos pormenorizados na mucosa levam ao decorrente
aumento da permeabilidade intestinal (LEOCADIO et al., 2015; GALDINO et al., 2018).
Lindsay e colaboradores (2010) utilizando animais Dark Agouti em modelo de
mucosite induzida por IP de 5-FU (150 mg/kg) no 5° de protocolo experimental e
tratamento orogastrico com 6leo de Emu durante 9 dias, demonstraram que 72 h apés
a administragdo de 5-FU, o 6leo de emu néo teve efeito aparente sobre a altura das
vilosidades no ileo em relagao aos controles de 5-FU, apenas 96 h apds a indugao de
mucosite a maior dose de 6leo de emu (1 mL) aumentou significativamente a altura
das vilosidades em relacdo ao controle normal. Ainda assim, o 6leo de emu nao foi
capaz de manter o peso corporal e/ou diminuir o escore histologico, no entanto foi
capaz de diminuir a inflamacgao associada a IP de 5-FU no intestino delgado e alterar
a arquitetura da mucosa na fase de recuperagcado da mucosite. O presente estudo se
assemelha com dado da literatura, devido melhora parcial promovida pelo 6leo de
sucupira em alguns paradmetros como preservagao parcial da arquitetura da mucosa
intestinal e diminuigdo da inflamacgéao, exposto mais adiante.

Os resultados obtidos pelas analises histolégicas puderam ser parcialmente
confirmados pelo sistema de escore histolégico do ileo, que mostrou escores préximo
de 1 para todos os grupos experimentais indicando presenga de inflamacao,
vilosidades atrofiadas, perda moderada da arquitetura epitelial e edema conforme
Soares e colaboradores (2008).

5.4.4 Avaliagao da atividade das enzimas MPO e NAG

A determinacédo indireta do infiltrado de neutréfilos e macrofagos no ileo foi
avaliada através da atividade das enzimas MPO e NAG, respectivamente (Figura 16).
Conforme em (16A), ndo houve alteracdo na atividade de MPO entre os grupos
(p>0,05). Em relagdo a atividade de NAG (16B), os grupos MUC, OS1 e NC OS1
apresentaram uma diminuigdo dos seus valores em comparagdao ao grupo CTL
(p<0,05).
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Figura 16 - Avaliagao das atividades das enzimas MPO (medida indireta da infiliragdo de neutréfilos) e
NAG (medida indireta da infiltragdo de macréfagos) no ileo. (A) Mieloperoxidase (MPO) (B) N-
acetilglucosaminidase (NAG). Os dados foram analisados por ANOVA One-way e poés teste de
Newman-Keuls. Auséncia de letras: sem diferenga estatistica (p>0,05). Letras diferentes representam
diferenca estatistica (p<0,05). Resultados expressos como média + erro padrao da média (n=6).
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A infiltrac&o inflamatdria € uma caracteristica da mucosite e tem relacéo direta
com as alteragdes provocadas no epitélio intestinal. A modulacéo inflamatéria também
€ responsavel por danos indiretos devido ao recrutamento de células (leucdcitos) e
liberacdo de citocinas proé-inflamatdrias na tentativa de conter a substancia estranha
e viabilizar sua eliminagéo. Dentre esses leucdcitos estdo os neutréfilos e macréfagos
0s quais possuem granulos contendo as enzimas MPO e NAG, respectivamente
liberados durante a resposta inflamatoria. Isto posto, a infiltracdo inflamatdéria no ileo
pode ser medida indiretamente por meio da dosagem dessas enzimas (GALDINO et
al., 2018; BARROS et al., 2017, 2018; ARAUJO et al., 2017). Semelhante aos dados
apresentados na literatura, que também utilizou modelo de mucosite, a dosagem de
MPO no ileo dos grupos tratados nao teve diferenca estatistica. Ja a dosagem de NAG
diminuiu com a administracdo de cisplatina e estdo semelhantes aos dados na
literatura em relacdo ao jejuno (LEOCADIO et al., 2015). Alberti et al. 2014, relata os
efeitos e alguns mecanismos de ac¢do anti-inflamatodria do 6leo essencial de Pterodon
emarginatus administrado por via oral (50 e 100 mg / kg) durante 25 dias em modelo
murino de encefalomielite autoimune. A dose mais alta do dleo obteve efeito
imunomodulador pela regulagdo negativa das células imunolégicas e inibicado da
expressdo de mediadores pro-inflamatodrios, através da modulagdo do equilibrio
imunolégico Th1/Treg. O autor especula o efeito imunossupressor do 6leo devido a
presenca dos constituintes sesquiterpenos: B-elemeno e (- cariofileno, além da

possibilidade de sinergia entre outros constituintes presentes no 6leo. Dutra e
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colaboradores (2009) demonstraram a cicatrizacdo de queimaduras cutdneas em
coelhos com aplicagao topica de cremes a base de 6leo essencial e fragdo hexanica
obtidos das sementes de Pterodon emarginatus. As duas preparagcdes atestaram
atividade cicatrizante com significante diminuicdo no numero de células inflamatorias
(leucécitos polimorfonucleares). O autor considera o efeito cicatrizante devido a agao
anti-inflamatéria dos constituintes majoritarios presentes no éleo essencial, como:
trans-cariofileno; beta-elemeno; germacreno-D; alfa-humuleno; espatulenol e
biciclogermacreno. Santos et al. 2018 demonstrou o efeito anti-inflamatorio do 6leo do
fruto de Pterodon emarginatus administrado via oral (498 mg/ kg) em modelo animal
e in silico. Em teste de permeabilidade vascular em ratos, o tratamento com 6leo do
fruto foi capaz de bloquear a resposta de mediadores da inflamagé&o: prostaglandina
E2, serotonina e bradicinina. Ja na avaliagédo do ensaio combinado da poténcia anti-
inflamatdria e dano gastrico (induzida por estresse), o grupo tratado com o 6leo inibiu
o edema de carragenina em 47% e produziu um menor numero de lesdes gastricas,
sem ocorréncia de lesdo ulcerativa. O autor sugere que o constituinte majoritario o
acido 6aq,7B-dihidroxivouacapan-173-6ico e outros presentes no o6leo como f3-
cariofileno, aumentam a atividade das células da mucosa e como efeito a protecao
gastrica. Ainda, a substancia majoritaria demonstra no estudo seletividade para ciclo-
oxigenase 2 (COX-2), sugerindo que a inibicdo de COX-2 seja responsavel pela
atividade anti-inflamatéria do o6leo de sucupira e pela nao ocorréncia de
gastrotoxicidade.

5.4.5 Dosagem de citocinas no ileo

Na Figura 17, foi possivel quantificar as citocinas pro-inflamatéria e anti-
inflamatdria TNF e IL-10, respectivamente. Pode-se observar niveis aumentados de
TNF e IL-10 (p<0,05) apenas no grupo MUC em comparagao aos demais grupos
estudados (p>0,05).
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Figura 17 - Produgédo de citocinas no ileo. (A) TNF e (B) IL-10. Dados analisados pelo teste ANOVA
One-way e po6s teste de Newman-Keuls. Em (A) e (B) foram observadas diferenca estatistica
significativa (p<0,05) representadas pelas letras diferentes. Resultados expressos em média £ erro
padrdo da média (n=6).
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O rompimento da barreira intestinal e as alteracbes causadas pelo dano
epitelial promovem a indugédo da liberagcdo de citocinas inflamatorias. Diante disso,
avaliou-se a concentragao das citocinas TNF-a e IL-10 no ileo dos animais. No
presente trabalho observou-se aumento na expressao da citocina pro-inflamatéria
TNF-a no grupo MUC, semelhante a literatura (ARAUJO et al., 2017) sugerindo que a
CDDP induziu mucosite intestinal. A modulagao inflamatoéria também é responsavel
por danos indiretos podendo resultar em aumento da permeabilidade intestinal (LEE,
LEE, 2014; ARAUJO et al., 2017). Ja a administracdo de OS1 e NC OS1 mantee niveis
fisiolégicos, podendo estar relacionado a agao benéfica destas formulagdes no epitélio
intestinal. Em relagao a citocina anti-inflamatéria IL-10, seus niveis foram elevados no
grupo MUC contrariamente aos dados relatos da literatura (ARAUJO et al., 2017).
Porém, niveis aumentados de IL-10 podem estar associados a uma resolucédo da
mucosite intestinal (ARAUJO et al., 2017). Os tratamentos com OS1 e NC OS1 foram
capazes de manter os niveis fisiolégicos dessa citocina anti-inflamatéria, indicando
que o OS possa ter efeito anti-inflamatario.

Shahid, Farooqui e Khan (2018) salientam que as citocinas TNF- q, IL-1, IL-6
e IL-8 estdo associadas a toxicidade gastrointestinal induzida por CDDP. Em relagéo
as citocinas de perfil anti-inflamatério na mucosite, destaca-se a IL-10 que contribui
para a redugédo dos danos ao epitélio intestinal causado pela cisplatina (WU et al.,
2019; ARAUJO et al., 2017). Um estudo de Wu e colaboradores (2019) utilizando
animais Wistar em modelo de mucosite induzida por IP de CDDP (5 mg/kg) mostrou

maior produgdo de TNF-a pelo grupo mucosite em relagcdo aos demais grupos
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estudados incluindo o tratamento com D-metionina, semelhante aos dados do
presente trabalho. Wu e colaboradores (2020), mostraram niveis elevados de TNF-a
no jejuno dos animais do grupo mucosite (induzido por 5-FU) e redugao de IL-10. Apos
tratamento com extrato de Patchouli (Pogoste moncablin) observou-se redugao
significativa dos niveis de citocinas pré-inflamatérias e aumento significativo de IL-10.
Chen e colaboradores (2020) utilizando principio ativo Berberina, um alcaldide
isoquinolina, em modelo de mucosite induzido por 5-FU também mostraram niveis
elevados de TNF-a e outras citocinas pré-inflamatérias no ileo. Alberti e colaboradores
(2014) usando ¢6leo essencial de P. emarginatus, em modelo de encefalomielite
autoimune, evidencia a inibicdo da citocina imunomoduladora IFN-y pela resposta
Th1, o pré-tratamento com 6leo essencial (100mg/kg) diminui a ativagdo microglial na
medula espinhal e consequentemente a expressao de TNF-a. O tratamento com éleo
essencial aumentou os niveis de IL-10, corroborando sua agao protetora.

Desse modo, o grupo OS1 promoveu melhorias em alguns parametros da
mucosite intestinal nos animais, por exemplo, ndo alterou o peso, nao alterou citocinas
e diminuiu NAG. Entretanto, aumentou permeabilidade intestinal e reduziu as
vilosidades. O grupo NC OS1 também promoveu melhoras parciais dos parametros
da mucosite intestinal, pois ndo alterou citocinas e diminuiu NAG mas promoveu perda
de peso nos animais, atrofia dos vilos e exarcebou a permeabilidade intestinal. As
acdes benéficas frente a mucosite intestinal podem ser devido aos compostos
bioativos detectados por LC-HRMS / MS no oleorresina de sucupira do presente
estudo. Contudo, no intuito de desenvolver uma nanoestrutura com resultados mais
promissores que a NC OS1, decidiu-se utilizar nanocapsula formulada com tensoativo
lecitina (denominada NC OS2) em modelo de mucosite para fazer uma comparagao
com NC OS1.

5.5 AVALIACAO DA EFICACIA DE NC OS2 EM MODELO DE MUCOSITE
5.5.1 Variagao ponderal antes e apés indug¢ao da mucosite

Conforme observado na Figura 18A e 18C, a administracdo oral de NC OS2
nao teve efeito significativo no peso corporal e no consumo de ragéo antes da indugéo

da mucosite (p>0,05) quando comparado ao grupo controle. O grupo OS2 obteve

resultados significativos na perda de peso e no consumo de ragédo antes da indugao

Resultados e Discussdao 40



da mucosite (p<0,05) quando comparado aos demais grupos. Apds a indugédo da
mucosite, foi observada perda de peso e diminuicdo do consumo alimentar em todos
0s grupos com mucosite em (B) e (D), (Figura 18), quando comparados ao grupo
controle, demonstrando que a mucosite foi efetivamente induzida (p <0,05). Assim,

nao houve diferengas significativas entre os grupos OS2, NC OS2 e MUC.

Figura 18 - Variagdo do peso (A e B) e consumo alimentar (C e D) dos animais antes e apds a indugao
da mucosite. Variagao do peso dos animais antes (dias 3 e 5) e apds a indugdo da mucosite (dia 7). Os
dados foram analisados por ANOVA Two-way seguido do pos-teste de Tukey e representados como
média * erro padrdo da média (n=6). * indica que houve diferenga estatisticamente significativa
(p<0,05). Abreviaturas: CTL (controle); MUC (mucosite); OS2 (mucosite tratado com 0S2); NC OS2
(mucosite tratado com NC OS2).
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Este resultado estd em de acordo com Alberti et al. (2014) que demonstrou
perda de peso dos animais ap6s administragao oral de 100 mg/kg de éleo essencial

de sucupira em modelo experimental de encefalomielite autoimune.

5.5.2 Avaliagao da permeabilidade intestinal (PI)

A PI foi maior no grupo MUC em comparagéao com o grupo de controle (Figura

19), sugerindo toxicidade intestinal apds injecéo intraperitoneal de CDDP. Uma maior
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permeabilidade intestinal foi observada no grupo CDDP tratado com OS2 em
comparagao com os outros grupos (p <0,05). Por outro lado, a administragédo oral de
NC OS2 na mucosite induzida por CDDP reduziu a permeabilidade intestinal quando
comparada com os grupos MUC e o grupo OS2.

Figura 19 - Permeabilidade intestinal avaliada pela presencga de %°mTc-DTPA no sangue de animais.

Letras diferentes representam diferencga estatistica (p<0,05; One-way ANOVA e po6s teste de Newman-
Keuls). Resultados expressos em média * erro padréo da média (n=6).
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Uma possivel explicagdo para a falta de eficacia do tratamento com OS pode
ser a dosagem, duragao do tratamento ou incapacidade deste oleorresina de interferir
na patogénese causada pela droga CDDP. Apesar de nado haver dados sobre OS e
mucosite intestinal ou outra inflamagao relacionada ao intestino, a literatura demonstra
para outros modelos experimentais, como edema e artrite, que a administragao oral
de extrato hexano de sucupira apresentou propriedades anti-inflamatérias diminuindo
o edema (CARVALHO et al., 1999; SANTOS et al., 2018). No entanto, parece que a
acao da sucupira depende do modelo utilizado para induzir a inflamacéo. Contudo,
notou-se que a NC OS2 protegeu parcialmente o epitélio intestinal dos efeitos da
CDDP e toxicidade do OS2 demonstrada neste trabalho. Isso pode ser devido a
nanocapsula polimérica que impediu o contato direto do OS com o epitélio do intestino,
reduzindo a Pl como demonstrado, estando de acordo com Villalba et al. (2016) que
evidenciou reducdo de gastrotoxicidade associada ao meloxicam, devido ao
encapsulamento em NC de PCL. Além disso, a menor toxicidade do OS2 encapsulado
também pode ser atribuida a provavel liberagao prolongada e lenta dos diversos

compostos quimicos do seu nucleo oleoso.
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5.5.3 Analise histopatolégica e morfométrica do ileo

A estrutura morfoldgica do ileo no grupo controle apresentou limites normais,
com preservagao das vilosidades intestinais e do epitélio (Figura 20A). No entanto, o
grupo MUC apresentou arquitetura epitelial intestinal modificada (Figura 20B) e
redugcédo do tamanho das vilosidades intestinais (Figura 20E). Os grupos OS2 e NC
OS2 também apresentaram arquitetura tecidual alterada (Figura 20C e 20D). Os
piores dados de atrofia foram observados para o grupo CDDP tratado com OS2
(Figura 20E). O tratamento com NC OS2 apresentou valor semelhante quando
comparado com grupo MUC (Figura 20E). A pontuagéao histopatolégica foi elevada e
semelhante em todos os grupos tratados com CDDP em comparagdo com o controle
(Figura 20F).
Figura 20 - Analise histolégica e morfométrica do ileo. Grupo - CTL (A); MUC (B); OS2 (C); NC OS2
(D). (A) Aspecto histoldgico normal com arquitetura da parede intestinal preservada e sem inflamagao.
(B) Perda da arquitetura tecidual e encurtamento das vilosidades com presenga de infiltrado
inflamatério. (C e D) Alteragdo da arquitetura tecidual e atrofia dos vilos. Barra 100 um (Objetiva de
20X). Coloragdao HE (n=6). Analise morfométrica do ileo (E). Letras diferentes representam diferenca
estatistica (p<0,05; One-way ANOVA e pos teste de Newman-Keuls). Dados expressos como média +
erro padrdo da média (n=10). Escore histolégico do ileo (F). Letras iguais: sem diferenca estatistica

(p>0,05; teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste de Dunns). Os valores foram expressos em
média + erro padrdo da média (n=6).
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Os dados da altura das vilosidades intestinais apresentaram niveis
semelhantes entre os grupos NC OS2 e MUC (p>0,05). No entanto, o maior dano
viloso visto para o grupo OS2 pode ter contribuido para promover maior valor de
permeabilidade intestinal visto no item anterior. Além disso, a analise histologica
mostrou que o tratamento com OS2 e NC OS2 esta associado a um escore
inflamatdrio intestinal semelhante ao do grupo MUC. Esses dados séo consistentes
com Maioli et al. (2014) que também ndo encontrou efeitos benéficos no escore
histolégico, quando os probidticos foram empregados em um modelo de mucosite

induzida por 5-FU.

5.5.4 Avaliacao da atividade das enzimas MPO e NAG e citocinas no ileo

A atividade de MPO néo teve diferengca no ileo entre os grupos em (A). A
atividade NAG nao obteve diferengca entre os grupos experimentais em (B). Em
relagéo as citocinas, os grupos OS2 e NC OS2 apresentaram niveis elevados de TNF-
a em (C). Nao foram observadas diferengas para IL-10 em todos os grupos (p> 0,05)
em (D) (Figura 21).

Figura 21 - Avaliagdo das atividades das enzimas MPO e NAG e citocinas no ileo. (A) Mieloperoxidase
(MPO) (B) N-acetilglucosaminidase (NAG). Produgéo de citocinas no ileo em (C) TNF e (D) IL-10.
Dados analisados pelo teste ANOVA One-way e pos teste de Newman-Keuls. Em (C) foram observadas
diferenga estatistica significativa (p<0,05) representadas pelas letras diferentes. Resultados expressos
em média + erro padrdo da média (n=6).
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Os resultados do presente trabalho mostraram que o processo inflamatorio
medido pela infiltracido de neutréfilos por meio da atividade de MPO foi semelhante
entre todos os grupos experimentais. Apesar de ndo haver relato sobre OS e MPO,
Carvalho et al. (1999) demonstraram inibicao da migracao de neutréfilos induzida pela
carragenina para a cavidade peritoneal de ratos tratados com 500 mg/kg por via oral
de extrato hexanico de sucupira. Apesar de ndao haver dados sobre os mecanismos
de inflamagédo da mucosite, Hoscheid et al. (2017), relataram que a administracéo
intramuscular de nanoemulsdo de OS reduziu leucécitos na peritonite induzida por
carragenina em camundongos sui¢os, possivelmente com conteudo vouacapanico.
Pascoa et al. (2015) demonstraram o potencial anti-inflamatério da microemulsédo do
OS quando aplicado topicamente poderia diminuir o peso de edema de orelha no
modelo experimental.

Em relagdo a atividade NAG, ndo houve diferenga entre todos os grupos.
Apesar de ndo haver dados de NAG e CDDP intestinal, resultado semelhante foi
encontrado por Ferreira et al. (2012) apds a administragao oral do composto lipofilico
butirato em outro quimioterapico, 5-FU induziu mucosite intestinal. Além disso,
Leocadio et al. (2015) nao demonstrou diferenga entre os valores de NAG apo6s o
tratamento oral com o0 aminoacido L-Arginina na mucosite intestinal induzida por 5-FU
em camundongos. Isso pode ser explicado pelo fato de os macréfagos serem
geralmente vistos em estagios inflamatoérios posteriores, dependendo do tempo de
sacrificio do animal e do modelo de mucosite, empregados (XAVIER, PODOLSKY,
2007).

Em relacdo a citocina pré-inflamatéria TNF-a, seus niveis foram aumentados
para os grupos OS2 e NC OS2, porém nenhuma diferenga foi detectada entre os
grupos controle e MUC. Essa falta de detec¢cdo também pode ser explicada pelo
tempo de pico da produgdo dessa citocina pelo intestino. E relatado na literatura que
a producgéo de citocinas tem um perfil cinético ao longo do tempo. O pico de produgéo
de TNF-a no intestino foi cerca de 6h apds a administracdo de 5-fluorouracil e
metotrexato (LOGAN et al., 2008) e 24h apds administragdo i.p. de CDDP (ARAUJO
et al., 2017). E provavel que os altos niveis de TNF-a estejam ligados ao papel dessa
citocina em recrutar e / ou ativar outras células inflamatérias ndo medidas aqui que
poderiam lidar com o cenario inflamatoério. Além disso, niveis elevados de TNF-a
também podem estar associados aos resultados histolégicos observados para grupos

OS2 e NC OS2. Por outro lado, nenhuma alteracao nos niveis de IL-10 foi detectada
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entre os grupos. Essa falta de deteccdo também pode ser explicada pelo tempo de
pico de produgao dessa citocina, uma vez que Araujo et al. (2017) detectou uma
diminuicdo em seus niveis apos 72h da administragdo intraperitoneal de CDDP.
Portanto, o grupo OS2 nao evidenciou evolugdo da maioria dos parametros
frente a mucosite intestinal, visto que promoveu perda de peso antes e apods indugao
a mucosite, exacerbou a permeabilidade intestinal, reduziu as vilosidades e elevou a
citocina TNF-a. Contudo, ndo alterou infiltrado inflamatoério e citocina IL-10. Tais
implicagbes podem ser devido ao tensoativo utilizado (lecitina) e/ou ainda ter sido
capaz de solubilizar substancias do 6leo de sucupira com agao toxica. O grupo NC
OS2 obteve melhora parcial de alguns parametros, uma vez que nao diminuiu o0 peso
corporal antes da indugao da mucosite, ndo alterou infiltrado inflamatério, ndo alterou
IL-10 e atenuou a permeabilidade intestinal, sendo dados satisfatérios e mais
promissores em relacdo a NC OS1. Entretanto, promoveu perda de peso apds a

indugao a mucosite e elevou a citocina TNF-a.

5.6 AVALIACAO DE TENSOATIVOS EM MODELO DE MUCOSITE

Devido a avaliagao de diferentes formulagées (NC OS1 e NC OS2) e os
resultados parciais obtidos, viu-se a necessidade de avaliar a acao dos tensoativos
livres e seu impacto na mucosite intestinal.

Tensoativos sdo moléculas anfifilicas muito utilizadas na industria farmacéutica
e alimentar para solubilizar ou dispersar substancias. E também utilizada para
aumentar a absorgdo de farmacos pouco soluveis em agua. Porém, alguns estudos
tém demonstrado que os tensoativos podem aumentar a permeabilidade intestinal
transitoriamente apds administragao oral e ainda induzir danos intestinais dependendo
da duracéo e frequéncia do uso (CSAKI, 2011; SWENSON, MILISEN, CURATOLO,
1994). Conforme relatado na literatura, o Span 80 e Tween 80 sao tensoativos
seguros, compativeis, ndo irritantes e aprovados para uso em produtos farmacéuticos
(MAHDI et al., 2011). Ainda, sdo frequentemente usados em investigag&o cientifica
(VIENNOIS et al., 2017; ALBERTI et al., 2014; CSAKI, 2011). O tensoativo lecitina
demonstra acao anti-inflamatdria na literatura, ainda, € muito utilizado em produtos
alimentares e farmacéuticos (DIAL et al., 2008; FABIA et al., 1992). Em vista disso, o
nosso grupo de estudo procedeu a investigagao da utilizagado de tensoativos e suas

inferéncias na mucosite intestinal induzida por CDDP.
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Os dados do presente trabalho mostram que a toxicidade proveniente da
administracao de CDDP foi observada nos camundongos com a dose de 10 mg/kg de
peso por via intraperitoneal, como anteriormente relatado por Araujo et al. (2017). Os
efeitos da administracdo de quimioterapicos em modelos animais s&o citados na
literatura, com impacto na redugédo do consumo alimentar (BARROS et al., 2018;
BAJIC et al., 2016) e a perda de peso (BARROS et al., 2018; ARAUJO et al., 2017;
BAJIC et al., 2016; LEOCADIO et al., 2015).Outros parametros que comprovam a
inducédo da mucosite intestinal no presente estudo sdo a redugao do comprimento das
vilosidades intestinais, o elevado escore histopatoldgico da mucosa e o aumento na
producao de citocina proé-inflamatoria TNF-a, condigdes também observadas em
outras investigacdes (ARAUJO et al., 2017, WU et al., 2019; BARROS et al., 2018). A
administracao de CDDP também promoveu perda de peso, processo inflamatério com
reducdo da altura das vilosidades, alterando a arquitetura tecidual da mucosa
intestinal do ileo, resultados convergentes com os estudos de Araujo et al. (2017) e
Shahid et al. (2017) que utilizaram doses de 10 mg/kg de peso e 6 mg/kg de peso,
respectivamente.

Em investigacdes de Yamamoto et al. (2013) e Araujo et al. (2017) observaram
que as alteracdes na mucosa sao percebidas com maior intensidade a partir do 3° dia
(72 horas) apos a administragao do quimioterapico CDDP. A partir do 7° dia inicia-se
a recuperagao da mucosa (YAMAMOTO et al., 2013).

5.6.1 Variagao ponderal antes e apés indugao da mucosite

A Figura 22 apresenta a variagao ponderal dos animais antes e apés a indugao
de mucosite. Nota-se que nao houve diferenca na variagdo de peso dos animais entre
0s grupos investigados antes da indugdo de mucosite (p> 0,05). Apds a indugéo de
mucosite, pode-se observar perda de peso dos animais do grupo MUC, T e TS quando
comparados aos grupos CTL e T (p<0,05). Porém, a perda de peso dos animais dos
grupos TS e LEC foi semelhante do grupo MUC (p>0,05).
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Figura 22 - Variagdo do peso (A) e consumo de ragido (B) dos animais antes e apds a indugéo de
mucosite. Os dados foram analisados por ANOVA Two-way seguido do pds-teste de Tukey e
representados como média + erro padrdo da média (n=6). Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05). Abreviaturas: CTL (controle); MUC (mucosite); T (mucosite
tratado com Tween 80); TS (mucosite tratado com tween e span 80); LEC (mucosite tratado com
lecitina).
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Na avaliagdo dos tensoativos empregados na producdo de NC OS e OS
apresentados nos pareceres anteriores, os grupos que receberam T, TS e LEC né&o
tiveram alteragéo no peso quando comparado com o grupo controle antes da indugao
de mucosite. Diminui¢do do consumo foi observado para o grupo LEC e TS. Apds a
inducdo de mucosite por CDDP, todos os grupos apresentaram perda de peso e
diminuicdo do consumo alimentar quando comparados ao controle, exceto o grupo T.
Pode-se relacionar a perda de peso com a redugcdo do consumo alimentar. O uso de
tensoativo Tween 80 (grupo T) evitou a perda de peso dos animais sendo similar ao
controle. Em investigacdo de Chassaing e colaboradores (2016) relataram que a
presencga de sindrome metabdlica esta associada inflamagéo de baixo grau induzida
por ingestao dos emulsionates carboximetilcelulose e/ou Tween 80 (1,0% p/v ou v/v,
respectivamente) por 12 semanas por camundongos saudaveis. Contudo, ambos
emulsionantes promoveram ganhos significativos no peso corporal € na adiposidade,
estando relacionada ao aumento de consumo alimentar, convergindo com o presente
estudo.

Esses resultados podem explicar em parte os dados obtidos para os grupos
OS1 e NC OS1 (formuladas com tween 80 e span 80), OS2 e NC OS2 (formuladas
com lecitina) em relagao a variagdo ponderal e consumo de ragdo, pois nota-se que
os grupos TS e LEC (tensoativos na mesma concentragao das formulagdes) acentuam
essa perda de peso e diminuem o consumo de racdo apos indugcdo da mucosite,

convergindo com os capitulos anteriores. Observa-se que o tensoativo tween 80
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(grupo T) obteve melhor resultado nos parametros de variagdo ponderal e consumo
de ragdo, pois se manteve semelhante ao grupo controle, demonstrando

preferivelmente ser utilizado sozinho do que associado ao span 80 (grupo TS).

5.6.2 Avaliagao da permeabilidade intestinal (PI)

Os resultados da Pl dos animais de todos os grupos mostraram aumento da Pl
quando comparados ao grupo CTL (p<0,05). O grupo TS obteve o maior valor de PI
em comparagao aos demais grupos experimentais (p<0,05) (Figura 23), indicando
que a associacao do span foi o responsavel por este efeito.

Figura 23 - Permeabilidade intestinal avaliada pela presenca de *™Tc-DTPA no sangue de animais.
Dados analisados pelo teste ANOVA One-way e pos teste de Newman-Keuls e representados como

média + erro padrdo da média (n=6). Letras diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05).
Letras iguais representam auséncia de diferenga estatistica (p>0,05).
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Com base nas caracteristicas gerais dos surfactantes eles diminuem a
hidrofobicidade da camada de muco intestinal estando associada ao aumento da
permeabilidade intestinal. Em modelo de inflamagao relatados na literatura, Chassaing
et al. (2016) evidencia que o tratamento com emulsificante Tween 80 aumentou a
permeabilidade intestinal em camundongos selvagens e modificados, convergindo
com o presente estudo. Ainda, monooleato de sorbitano (Span) pode aumentar a
permeabilidade de membrana pela alteragao da estrutura lipidica e das proteinas
incorporadas. Dessa maneira, tensoativos empregados em conjunto podem ter efeito
combinado por mecanismos distintos de aumento da permeabilidade (CSAKI, 2011).
Dial e colaboradores (2008), usando ratos Sprague-Dawley em modelo murino de
inflamacgao induzida por administracéo i.p. de LPS (5 mg/kg), notou que o pré-
tratamento com lecitina oral (100 mg/kg) bloqueou significativamente os aumentos de
permeabilidade no tecido ileal. O grupo LEC nao foi capaz de bloquear o aumento da
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Pl provavelmente devido a concentragdo que utilizamos de 15 mg/kg de lecitina,
sendo quase 10 vezes menor que tal estudo. Fabia et al. (1992) verificou que a
administracao de 50 mg de lecitina logo apds a indug&o da colite por acido acético
resultou na prevengdo completa da colite e uma diminuigdo significativa na
permeabilidade da mucosa sugerindo uma agao anti-inflamatdéria da lecitina. Portanto,
pode-se inferir que dependo da dose de lecitina administrada e do modelo de
inflamacéo intestinal o efeito preventivo sobre o tecido inflamado é variado.

Os resultados para Pl de NC OS1 e NC OS2 também podem ser esclarecidos,
parcialmente, através dos dados de tensoativos isolados. O grupo TS evidenciou o
maior aumento de PI, convergindo com o grupo NC OS1 que demonstrou acentuagao
da Pl em comparag&o aos demais grupos. A piora do parametro pode ser devido a
associacdo de tween e span por mecanismos diferentes de aumento da
permeabilidade intestinal, ainda, a nanocapsula aumenta a superficie de contato com
o epitélio intestinal e tudo esta interagindo (polimero, tensoativo, 6leo de sucupira na
formulagdo). O grupo LEC atenuou a Pl em comparagao ao grupo TS, convergindo
com os resultados de NC OS2 que obteve a menor Pl dos grupos tratados com CDDP,
porém nao se assemelhou ao controle, supostamente em razdo da concentracido de
lecitina utilizada (15mg/kg). Portanto, os dados mais promissores sdo para a

formulagédo NC OS2 e quanto aos tensoativos livres sdo para os grupos T e LEC.

5.6.3 Analise histopatolégica e morfométrica do ileo

A Figura 24 exibe as alteragbes histopatolégicas observadas no ileo dos
animais. Na fotomicrografia em (A) observa-se a estrutura morfolégica dentro dos
parametros de normalidade, com preservagao das vilosidades, epitélio integro e
camada muscular. Em oposi¢ao, na fotomicrografia representada em (B) grupo MUC,
pode-se observar perda da arquitetura tecidual com vacuolizagao, encurtamento das
vilosidades e processo inflamatério no epitélio intestinal e camada muscular. Em (C)
e (D) estdo demonstrados os animais que receberam tratamento com os veiculos
tween e tween+span. Nesses grupos, nota-se menor dano tecidual no grupo T,
indicado pela melhor preservacgao parcial das vilosidades intestinais e das criptas. Na
fotomicrografia representada em (E) estado os animais que receberam tratamento com
LEC (Lipoid S75), no qual observa-se histologia com dano moderado do epitélio

intestinal e camada muscular da mucosa moderadamente conservada.

Resultados e Discussdao 90



Figura 24 - Analise histoldgica do ileo. Grupo - CTL (A); MUC (B); T (C); TS (D); LEC (E). (A) Aspecto
histolégico normal com arquitetura da parede intestinal preservada e sem inflamacgéo. (B) Perda da
arquitetura tecidual e encurtamento das vilosidades com presenca de infiltrado inflamatério. (C, D, E)
Preservagéo parcial das vilosidades e da arquitetura tecidual. Barra 100 ym (Objetiva de 20X).
Coloracao HE (n=6).

A Figura 25 mostra os dados morfométricos das vilosidades do ileo. Os
resultados demonstram que a injegao IP de CDDP provocou redugéo significativa das
vilosidades no grupo MUC, T e TS (p<0,05) em relagéo ao CTL. A administragdo de T
e TS nao alterou a vilosidade em relagao ao grupo MUC (p>0,05). Ja o grupo LEC que
recebeu Lipoid S75 apresentou a maior reducao de vilosidade em comparagao com

os demais grupos estudados (p<0,05).
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Figura 25 - Analise morfométrica do ileo. Os dados foram analisados por ANOVA One-way e pos teste
de Newman-Keuls e representados como média + erro padrédo da média (n=10). Letras diferentes
indicam diferenga estatisticamente significativa (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de
diferenca estatistica (p>0,05).
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As alteragdes histologicas ndo puderam ser confirmadas através do sistema de
escore (Figura 26). Os escores 0 e 1 que indicam inexisténcia de lesdo, foram
atribuidos aos grupos experimentais MUC, T, TS e LEC com auséncia de diferenca
estatistica (p>0,05) em relagdo ao grupo CTL.

Figura 26- Escore histoldgico do ileo. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo pos-teste de Dunns e representados como média + erro padrdo da média (n=6). Letras diferentes

representam diferencga estatistica (p<0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica
(p>0,05).
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A altura das vilosidades intestinais pela analise morfométrica do ileo também
auxiliam no entendimento sobre a perda de peso nos animais e aumento de
permeabilidade intestinal. Observou-se que a administracdo de T ou TS nao foi
benéfica uma vez que as vilosidades intestinais foram semelhantes ao grupo MUC. A
administracdo de LEC foi a que mais diminuiu a altura das vilosidades, porém né&o
esteve associada a maiores valores de PI. Essas alteracbes morfolégicas promovem
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deficiéncia na absorcao de nutrientes e consequentemente perda de peso, uma vez
que reduzem a area total da superficie das vilosidades, além de facilitar o
aparecimento de ulceragdes e inflamagao no epitélio intestinal (SHAHID et al., 2018).
Estudo demonstra que o uso de Tween 80 ndo induziu colite evidente em
camundongos selvagens, mas resultou em sutil evidéncia histopatolégica e
inflamacéo intestinal crénica, incluindo dano epitelial e célon encurtado (CHASSAING
et al., 2016), podendo explicar os resultados do grupo T e TS se assemelharem ao
grupo MUC. Fabia et al. (1992) relatando modelo de colite induzida por acido acético,
verificou que a menor dose (12,5 mg) de lecitina administrada uma vez ao dia por via
oral apds a indugao de colite e durante 2 dias foi capaz de recuperar parcialmente o
desenvolvimento de colite por meio do reparo parcial da mucosa. Ja a administragao
de 50 mg de lecitina duas vezes ao dia durante 3 dias resultou na prevengédo completa
da colite de acordo com a achados histoldgicos.

Os dados de histologia, altura das vilosidades e score histologico dos
tensoativos livres ajudam a explicar parcialmente esses mesmos parametros para os
grupos OS1, OS2, NC OS1 e NC OS2, pois também evidenciaram alteragcado da
arquitetura da mucosa, atrofia das vilosidades e score histolégico sem significancia

estatitica em relagdo ao grupo MUC.

5.6.4 Avaliagao da atividade das enzimas MPO e NAG

A atividade das enzimas MPO e NAG foram avaliadas no ileo (Figura 27), para
determinacao indireta do infiltrado de neutrofilos e macrofagos, respectivamente. Em
(A) a atividade de MPO foi semelhante entre os grupos, (p>0,05). Em (B) a atividade
de NAG também foi analoga entre os grupos experimentais, exceto para o grupo CTL
(p<0,05).
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Figura 27 - Avaliagao das atividades das enzimas MPO (medida indireta da infiltragdo de neutréfilos) e
NAG (medida indireta da infiltragdo de macréfagos) no ileo. (A) Mieloperoxidase (MPO) (B) N-
acetilglucosaminidase (NAG). Os dados foram analisados por ANOVA One-way e poés teste de
Newman-Keuls e representados como média + erro padrao da média (n=6). Auséncia de letras: sem
diferenca estatistica (p>0,05).
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A infiltracdo de neutréfilos e macréfagos tem sido relatada em trabalhos que
avaliaram a mucosite, como o de Leocadio et al. (2015). O papel dos neutrofilos no
epitélio intestinal é de primeira barreira na fase inicial da resposta imune. No TGl,
ocorre recrutamento ativo dessas células para o local da lesdo seguido do
reconhecimento e eliminagao de substancias estranhas por fagocitose que romperam
a barreira epitelial. No decorrer de um evento inflamatério, neutréfilos infiltram a lamina
prépria da mucosa intestinal causando lesdo a mucosa e aumento da permeabilidade,
por exemplo (LEITE et al., 2016). A enzima MPO esta presente nos granulos de
neutrdfilos e reflete a atividade inflamatdria no intestino (RODRIGUES et al., 2016).
No trato gastrintestinal, os macrofagos residentes também estdo na lamina prépria do
intestino, servindo de regulagdo do microbioma resposta inflamatéria intestinal (LEITE
et al., 2016). Tais células expressam citocinas com atividade anti-inflamatoria,
incluindo IL-10. A enzima NAG é principalmente produzida por macréfagos, e
representa a avali¢do indireta da concentracdo ou ativacdo de macrofagos durante
processo inflamatério (BARROS et al., 2018).

No presente estudo a medida indireta do infiltrado de neutrofilos (atividade de
MPQO) no ileo foi semelhante aos niveis fisiolégicos entre todos os grupos
experimentais. Apesar de nao haver estudos em modelo de mucosite, Viennois e
colaboradores (2017) observaram que a administragdo oral de carboximetilcelulose
ou Tween 80 diluido em agua potavel (1,0%) em camundongos com colite promoveu
moderada inflamacéo intestinal com aumento significativo de MPO em comparagao

aos controles.
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5.6.5 Dosagem de citocinas no ileo

Na Figura 28, foi possivel analisar as citocinas TNF e IL-10, que exibem perfil
pro-inflamatorio e anti-inflamatorio, respectivamente. Em (A) foi observado aumento
dos niveis de TNF no grupo TS (p<0,05) comparados aos demais grupos investigados.
O grupo T obteve valor intermediario. Em (B) relacionado a IL-10, ndo se observou
diferenca significativa (p>0,05) em nenhum grupo experimental. Foi realizado o teste
T de Student para comparar as médias dos testes entre os grupos. Os resultados
indicam que apenas o grupo TS apresentou diferengas significantes (p=0,03).

Figura 28 - Producéo de citocinas no ileo. (A) TNF e (B) IL-10. Dados analisados por ANOVA One-
way e pos teste de Newman-Keuls e representados como média + erro padrdo da média (n=6). Em (A)
foram observadas diferenga estatistica significativa (p<0,05). Em (B) * diferenga estatisticamente
significante (Teste t de Student).
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Além da resposta proveniente dos infiltrados celulares, a presenca de citocinas
também tem sido relatada em trabalhos na resposta a les&do no epitélio intestinal como
estudo de Barros et al. (2017, 2018), Viennois et al. (2017), Dial et al. (2008) e Treede
et al. (2007). No presente estudo, niveis elevados da citocina pro-inflamatéria TNF-a
no ileo foram observados nos grupos T e TS em comparagdo aos demais grupos
experimentais. Este dado esta de acordo com a literatura onde a administracdo do
tensoativo Tween 80 (1,0%) elevou o nivel de expressao da citocina TNF-a em epitélio
pré-danificado causando inflamagé&o intestinal (Viennois et al. 2017). Treede et al.
(2007) avaliando as propriedades anti-inflamatérias de fosfatidilcolina, um tipo de
lecitina, em trés modelos de inflamacao, incluindo células Caco-2 humanas tratadas
com TNF-a para indugcdo de processo pro-inflamatorio, demonstrou que apés
tratamento com tal fosfolipidio houve inibig&o significativa da resposta pro-inflamatéria
por meio de NFk-B, o que pode explicar a n&o elevagao do nivel de TNF-a pelo grupo
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LEC, sendo um dado satisfatorio. Ademais, a avaliacdo da citocina anti-inflamatéria
(IL-10) no presente estudo, apresentou-se niveis semelhantes para todos os grupos
experimentais, exceto para o grupo TS.

Em geral a administragdo oral dos tensoativos isolados n&o foi capaz de
agravar todos os parametros da mucosite induzida por CDDP. Porém, nota-se que a
administracao de Tween foi capaz de aumentar TNF-a e a administracdo de lecitina
diminuiu a altura das vilosidades intestinais quando comparados ao grupo MUC. A
associagao de Tween e Span (1:1, 0.75%) agravou a mucosite em quase todos os
parametros uma vez que além de induzir a perda de peso dos animais, acentuou a Pl
e os niveis de TNF-a comparado ao grupo MUC. Desse modo, deve-se ter cautela
com a utilizagdo de produtos que tenham tensoativos, em acometimento do epitélio

gastrointestinal.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

e A analise quimica do oleorresina dos frutos de Pferodon emarginatus revelou a
presenca de diterpenos.

e As caracteristicas fisico-quimicas das NCs contendo OS mostraram serem
adequadas para sua administracao via oral.

e A avaliagdo das NC OS com tensoativo tween e span (NC OS1) na mucosite
intestinal induziu maior perda de peso e aumento da permeabilidade intestinal
quando comparado a OS1. Apesar de ndo ter alterado os niveis de citocinas,
reduziu niveis de NAG apontando para uma baixa eficiéncia desta formulacédo no
tratamento da mucosite.

e O encapsulamento do OS em NC produzida com lecitina (NC OS2) atenuou a
permeabilidade intestinal quando comparado com os grupos OS2 e NC OS1. Além
disso, a administragdo de NC OS2 nao alterou infiltrado inflamatorio, porém
aumentou niveis de TNF-a, demonstrando resultado parcial positivo desta
formulagao no tratamento de mucosite intestinal induzida por CDDP, pois foi capaz
de melhorar alguns parametros, estando de acordo com a literatura, visto que
dificilmente um adjuvante melhora todos os parametros da mucosite intestinal.

e A administracdo oral de OS na dose de 50 mg/kg nao resultou em efeitos
benéficos sobre a mucosite intestinal na maior parte dos parametros avaliados.

e A avaliagao dos tensoativos empregados frente a mucosite intestinal confirmam
a piora da inflamagéao promovida pelo grupo TS devido diminuicdo do peso dos

animais, aumento da permeabilidade intestinal e TNF-a.

PERSPECTIVAS

e Investigar a atividade anti-inflamatéria de OS e NC OS em um modelo de
tratamento mais curto e/ou com doses mais altas;

e Investigar a retengcdo de NC OS no intestino ap6s administrag&o oral;

e Investigar outros parametros na mucosa intestinal: Jungdes firmes, produgao
de muco entre outros.

¢ Investigar a acédo de outros polimeros na parede polimérica.
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e Investigar outras vias de administracdo como a retal.
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Intestinal mucosits (IM) is a frequent adverse effect in anticancer therapy without
currently effective treatment. Local delivery of bioactive substances for the reatment of
IM remains a challenge and nanocarriers could be a promising strategy. The ol
obtained fom the seeds of sucupira ( Pterodon emarginatus ) is an anti-inflammatory

agent which oresants water insobh ity For this reason we evaluated fthe
nanoencapsulation of sucupira oilresin (SO) in nanocapsules (SO-NC) could bea
therapeutically effective system for the treatment of IM in a murine model cisplatin
(CDDP)-induced intestinal mucositis model. SO-NC was prepared by nanopred pitation
and characterized using DLS, HPLC and AFM. SO-NC was examined for in vive
potential mucositis model. Swiss mice were gavaged daily with water, SO (50 mgkg)
or SO-NC (50 mgkg) for eight days. Intestinal mucositis was induced (day 5) with
CDDP (10 mgkg) via intraperitoneal injecion. The animals were euthanzed and
intestinal permeability, inflammatory mediators, and intestinal histology were
performed. SO-NC demonstrated adequate characteristics for oral administratior as
size under 300 nm, IP < 0.3, high EE and spherical shape. The administration of SO o
CDDP-mucositis animals induced weight loss, inareased intestnal permeability, and
nilammatory response. However, he encapsuiaton of SO no NC demonsiraied
beneficial effects by the reduction of the intestinal permeability and the MPO levels. In
conclusion, nanoencapsulation of SO can positively impad intestinal mucosits by
promoting partial mucosal recovery. This is a promising stategy for the development of
a new treatment of intestnal inflammaton diseases, kke mucosits.
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