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RESUMO

Mucosite é uma conseqliéncia do tratamento antineoplasico
caracterizada pelo aparecimento de Ulceras dolorosas na boca e trato
gastrintestinal. Por ser multifatorial, varias estratégias terapéuticas
vém sendo utilizadas sem um consenso na literatura. A Unha-de-gato
(UT) é um fitoterapico com acdo antiinflamatoria, imunomoduladora e
antioxidante. Este trabalho visou comparar clinicamente o efeito
preventivo de diferentes doses sistémicas de UT em mucosites bucais
induzidas em Hamsters Sirius douradus. Foram estudados 10 animais
por grupo: GC (3agua destilada), G2mg (2mg de alcaldide/kg), G5mg
(5mg/kg) e G10mg (10mg/kg), que receberam a solugao de UT dos
dias 1 ao 5 por gavagem. Para a indugao da mucosite, nos dias 4 e 6
foi administrado 5-FU com injecao intraperitoneal de 100mg/Kg e
60mg/Kg respectivamente e no dia 6 ranhura com fio ortodontico em
ambas mucosas. Nos dias 1, 8, 10, 12, 15 os animais foram pesados,
anestesiados e tiveram suas mucosas evertidas para fotografia. Dois
avaliadores calibrados, sem conhecimento dos grupos, avaliaram as

fotografias e deram escores para as mucosites. Os resultados



mostraram que a UT em trés doses diferentes ndao preveniu a
mucosite havendo uma relacdao entre o aumento da dose e a piora da
mucosite. Concluimos que, nas condicoes deste estudo, a
administracao sistémica da UT nao teve efeito preventivo ou

terapéutico na mucosite induzida por 5-FU.

Palavras chave: mucosite bucal; quimioterapia/efeitos adversos;

fitoterapia; unha-de-gato; Uncaria tomentosa.
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ABSTRACT

Mucositis is a consequence of the antineoplastic treatment
characterized by the onset of painful ulcers in oral and gastrintestinal
mucosa. It is a multifactorial process and various therapeutic
strategies have been used with no consensus at the literature. Cat’s
claw (Uncaria tomentosa) is a phytotherapic with antinflammatory ,
immunomodulatory and antioxidant action. This study compared
clinically the effect of different doses of UT on oral mucositis induced
in hamsters Sirius Douradus. Ten animals per group were studied: GC
(distilled water), G2mg (2mg of alcaloid/kg), G5mg (5mg/kg) and
G10mg (10mg/kg); the animals received UT solution through gavage
on days 1 to 5. To induce mucositis, at days 4 and 6, an
intraperitoneal injection of 5-fluorouracil (100mg/Kg and 60mg/Kg
respectivelly) was administrated and at day 6 a mechanical trauma
with orthodontic wire on both mucosas was performed. On days 1, 8,
10, 12 and 15 the animals were weighted, anesthetized and their
mucosas everted to be photographed. Two calibrated observers, with

no previous knowledge of the groups, evaluated the images and



scored the mucositis. Results showed that UT in three different doses
did not prevent oral mucositis, and otherwise, there was a statistical
relation between the dose and the degree of mucositis. We concluded
that, under the conditions of this experiment, the systemic
administration of UT did not present a preventive or therapeutic

effect on 5-Fu induced mucositis.

Key words: oral mucositis; chemotherapy/adversal effects;

phytotherapy; cat’s claw; Uncaria tomentosa.
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1 INTRODUCAO

A mucosite € uma das complicagdes mais freqlentes da terapia
antineoplasica, sendo caracterizada por inflamacao da mucosa oral e/ou
gastrintestinal. Seu aparecimento ocorre de 7 a 14 dias apds a
administracdo do quimioterapico ou apds 20 cGy acumulados de
radioterapia, sendo que na maioria dos casos a resolugdao ocorre em até 3
semanas apos o término da administracao da terapia.

Apesar dos avancos no entendimento da complexa etiopatogenia da
mucosite, por meio de estudos em modelos animais e pesquisas
multicéntricas, ainda ndao ha um protocolo eficaz de prevencao ou
tratamento para a mesma.

Os fitoterapicos tém se apresentado como alternativa promissora no
tratamento de doencas de origem inflamatdria por possuirem acdes
antiinflamatorias e moduladoras do sistema imunoldgico. Dessa forma,
neste trabalho foi realizado estudo cego para avaliacdo clinica dos efeitos
da unha-de-gato (Uncaria tomentosa) na prevencao da mucosite oral

induzida por 5-Fluorouracil em Hamsters Sirios Dourados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para facilitar a leitura do trabalho, a revisao da literatura foi dividida
em mucosite, modelo animal para estudo da mucosite, fluorouracil e

unha-de-gato.

2.1 Mucosite

O termo mucosite surgiu em 1980 para definir a inflamagao da
mucosa oral e gastrintestinal caracterizada pelo surgimento de multiplas
lesGes ulceradas em conseqliéncia do tratamento antineoplasico, seja
quimioterapia ou radioterapia (KOSTLER et al., 2001). Na presente revisdo
de literatura, somente a mucosite bucal foi abordada.

Essa injuria na barreira da mucosa bucal mostra-se clinicamente
como eritema, ulceracao e dor em um crescente continuo. Embora alguns
pacientes apresentem a mucosite limitada a placas eritematosas pouco
sensiveis, outros desenvolvem areas extensas de ulceracao dolorida
recoberta por pseudomembrana esbranquicada (SCULLY et al., 2003a).

Observou-se que a freqléncia e severidade das lesdoes é
determinada por varios fatores, como idade do paciente, estado
nutricional, grau de higiene bucal, microflora bucal, funcao salivar, tipo da
neoplasia e modalidade de tratamento (BARASCH & PETERSON, 2003;

TROTTI et al., 2003).
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Ha algumas diferencas clinicas entre a mucosite por radio e a quimio
induzidas. A mucosite induzida por radioterapia surge em funcao do
acumulo da dose a partir de 15 a 20 Gy. As ulceracdes ocorrem apos 0s
30 Gy, e afetam a mucosa no campo de irradiagao (SCULLY et al., 2003b).

A mucosite induzida por quimioterapia é observada de 7 a 14 dias
ap6s a administracdao da droga e afeta principalmente a mucosa nao
queratinizada, a saber: palato mole, ventre da lingua, soalho bucal e
mucosa jugal (WOO et al., 1993). Pelo menos 40 a 70% dos pacientes
tratados com quimioterapia desenvolvem algum grau de mucosite e as
drogas mais envolvidas sdo: fluorouracil, cisplatina, etoposideo,
melphalan, doxorubicina, vinblastina e metotrexate (TROTTI et al., 2003;
SCULLY et al., 2003). J& nos pacientes submetidos a regime de
condicionamento para transplante de medula éssea a freqiéncia da
mucosite varia de 75 a 99% (GABRIEL et al., 2003).

A mucosite afeta de modo direto ou indireto a qualidade de vida do
paciente no que se refere a dor, degluticdo, alimentacao e fala. Na
estomatotoxicidade direta, os efeitos das drogas sdo especificos nas
células em mitose, e observa-se diminuicdao da taxa de renovacao das
células da camada basal dos epitélios, o que leva a atrofia, ulceracdo,
inflamacdo da mucosa, xerostomia e neurotoxicidade. Ja na
estomatotoxicidade indireta, acrescentam-se os efeitos em células
especificas, como as da medula dssea, que propiciam o desenvolvimento

de infeccoes e hemorragias por granulocitopenia e trombocitopenia, que
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normalmente ocorrem de 10 a 16 dias apds a aplicagao do quimioterapico
(BENSADOUN et al., 2001; MARTINS et al., 2002; BARASCH et al., 2003).

Ha varias formas de se graduar a mucosite, e as escalas sdo
empregadas de acordo com a necessidade do estudo, se voltado para
mensurar a toxicidade de determinado regime terapéutico, determinar o
manejo do paciente ou avaliar a eficacia de novos tratamentos para esta
condicao. Os dois sistemas de graduacao mais utilizados sao os da
Organizacdao Mundial de Saude (OMS) e o do Instituto Nacional do Céancer.
A escala da OMS é a mais empregada por incluir critérios objetivos, como
a presenca de eritema e ulceragdao, bem como critérios subjetivos (dor) e
funcionais, como a possibilidade de alimentar-se com sélidos e liquidos
(SCULLY et al., 2003b).

Sonis et al., 2004, realizaram um estudo multicéntrico sobre o
impacto econ6mico da mucosite em 92 pacientes transplantados de
medula oOssea e verificaram que houve diferencas estatisticamente
significativas entre os dias adicionais de internagao, terapia intensiva e
uso de narcéticos nos pacientes com e sem presenga de infecgdes por
causa da mucosite. Aqueles que apresentaram infeccao tiveram um
aumento da despesa hospitalar em cerca de quarenta e cinco mil délares
por paciente.

A etiopatogenia da mucosite pode ser considerada como um processo
bioldgico complexo que envolve uma série de eventos mediados por

células inflamatdrias e citocinas, e a teoria mais aceita foi proposta por
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Sonis, em 2004, onde o autor divide o processo em fases
interdependentes, abaixo descritas:

- iniciacdo: acontece logo apds a administracao do quimioterapico ou
da radioterapia. A injuria comeca no epitélio onde ha um dano direto no
DNA das células em mitose. Simultaneamente a esse processo ocorre a
formacdo de espécies de oxigénio reativo (ROS) e liberacdo de
mediadores quimicos que irao contribuir para lesdes nas demais células do
epitélio e do tecido conjuntivo, dando inicio a cascata do processo
inflamatorio. Clinicamente a mucosa apresenta-se com aspecto normal.

- resposta primaria _ao dano e amplificacdo de sinais: com o

rompimento da fita de DNA, que pode resultar dano letal ou ndo a célula,
nos fibroblastos, endotélio e epitélio ocorre a ativacdo de fatores de
transcricao, por exemplo, o fator nuclear kappa beta (NF-KB), que ativa
genes moduladores da resposta celular ao dano e que levam a liberagao
de citocinas pro-inflamatdrias. As células imunes, como macrofagos,
também participam de um sistema de retroalimentacdo positiva que
amplifica os efeitos originais da radiacdo e da quimioterapia, através, por
exemplo, do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e da interleucina 6 (IL-
6). Assim, o epitélio comeca a atrofiar-se e os sinais e sintomas da
mucosite ja podem ser sentidos pelo paciente.

- ulceracao e cicatrizacao: cerca de 10 dias apdés a administracao da

radio (com acumulo de dose de 30Gy) ou da quimioterapia, o epitélio
perde sua integridade e ulcera-se. Esta fase é extremamente dolorosa e

neste momento as bactérias da microbiota bucal colonizam a Uulcera,
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liberando subprodutos da parede celular que penetram no tecido
conjuntivo e estimulam a liberacdao de outras citocinas. O infiltrado
inflamatério é intenso e consiste principalmente de macréfagos,
plasmocitos e mastécitos. Dependendo do estado imunoldgico do
paciente, neutréfilos também podem ser vistos. A Ulcera pode ser coberta
por um exsudato fibrinoso descrito como pseudomembrana. Na maioria
dos casos a cicatrizacao acontece de modo espontaneo dentro de 2 a 3
semanas apos o término da radioterapia ou por volta de 3 semanas no
caso de quimioterapia.

Varias condutas sao utilizadas clinicamente na tentativa de prevenir
ou tratar paliativamente a mucosite, tais como: crioterapia, anestésicos
topicos, antiinflamatdrios inibidores da cicloxigenase 2 (COX-2) e/ou da
prostaglandina E2 (PGE-2), anti-sépticos, antivirais, antibidticos,
antifungicos, solucdes de bicarbonato de sdédio, agentes protetores de
mucosa, analgésicos, hidrocloreto de benzidamina, crioterapia,
antioxidantes como a vitamina E e A, aminofosfatina, L-Glutamina, bem
como fitoterapia com camomila e o uso do laser em baixa intensidade.
Alguns casos mais severos sao controlados com analgesia a base de
morfina (LOURY et al., 1999; KNOX et al., 2000; ROGERS et al., 2001;
RUBENSTEIN et al., 2004; ELTING et al., 2004).

Todavia, além de nao haver um consenso sobre o tratamento ou
prevencao ideais para mucosite, a maioria dos estudos provém de
pesquisas unicéntricas, que nao sao do tipo duplo-cego, poucas usaram

escalas detalhadas ou padronizadas de mucosite e as analises estatisticas
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sao limitadas, o que inviabiliza a comparacao de resultados (SCULLY et

al., 2003a).

2.2 Modelo animal para estudo da mucosite

Desta forma, para viabilizar o entendimento da etiopatogenia da
mucosite induzida por quimioterapicos e melhor comparacao de resultados
de protocolos de tratamentos, Sonis et al., em 1990 desenvolveram um
modelo de estudo animal para a mucosite. Este modelo consistiu na
combinacao de trés injecdes intraperitoneais de 5-Fluorouracil em um
intervalo de 5 dias associadas a irritacdo mecanica da mucosa da bolsa
retrofaringeana de Hamsters Sirius douradus.

As vantagens deste modelo experimental é que o hamster
apresenta uma bolsa retrofaringeana bilateral que favorece a retencao da
substancia que se deseja testar e possui um sitio amplo para se trabalhar
(SVENDESEN, 1994; NAUTA et al., 1995; SALUM et al., 2004).

Os animais sao de facil manipulagdo, sdo sensiveis aos inibidores de
pirimidina e toleram as doses de 5-FU necessarias para a producdao da
mucosite sem uma taxa de mortalidade significativa. Adicionalmente, as
alteragbes bucais acompanharam as variagbes no grau de
mielossupressao dos animais, e tanto as avaliagbes clinicas como
histolégicas mostraram compatibilidade entre as lesGes dos animais e

aquelas vistas nos pacientes (SONIS et al., 1990).
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As desvantagens deste modelo s3ao que: (1) o epitélio de
revestimento apresenta espessura de 28 a 50 um e uma camada coérnea
que varia de 4 a 40 um. Esta camada nao é observada na mucosa jugal
do humano e nitidamente interfere na absorcao de substancias; (2) a
mucosite em humanos surge nas mucosas nao queratinizadas, e neste
modelo, ha a necessidade de um trauma externo, sem o qual ndo se
obtém a Ulcera; (3) ndao ha drenagem linfatica no local, o que poderia
alterar a resposta inflamatoria; (4) a bolsa é um sitio imunologicamente
privilegiado, pois aceita enxertos de tecidos normais e neoplasicos; (5)
ndo ha nenhuma estrutura anatdmica no homem semelhante a desta
bolsa e por ultimo (6) a bolsa ndo esta sujeita as influéncias ambientais
geralmente presentes na cavidade bucal (NAUTA et al., 1995).

Todavia, modelos animais de mucosite que utilizaram outros
roedores e metrotexate nao conseguiram reproduzir as lesdbes com a
mesma eficacia que o modelo proposto por Sonis et al.1990, por isso,
mesmo passados quase vinte anos do estabelecimento desta
metodologia, ela ainda é a mais utilizada para o estudo das mucosites
bucais (SONIS et al., 1992; SONIS et al., 1994; SONIS et al., 1995;
SONIS et al., 1997; LOURY et al., 1999; MORVAN et al., 2004; SALUM et
al., 2004; LIMA et al., 2005; CHO et al., 2006; MITSUHASHI et al.,,

2006; LEITAO et al., 2007a; LEITAO et al., 2007b).
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2.3 Fluorouracil (5-FU)

O agente quimioterapico analogo das pirimidinas, 5-Fluorouracil,
pertence ao grupo dos antimetabdlitos e tem sido usado ha cerca de 40
anos por suas propriedades inibidoras da enzima timidilato sintese, que
catalisa a metilagao do desoxiuracilmonofosfato em
desoxitiminamonofostato. Esta inibicdo interrompe a sintese da timina no
momento da replicacdo do DNA e induz a apoptose celular (RANG et al,
2001; BITTENCOURT & BRUNSTEIN, 2004).

O 5-FU pode ser aplicado de modo topico (em creme) para o
tratamento da queratose actinica e de alguns carcinomas de células basais
ou pode ser administrado por via intravenosa tendo meia vida de 8 a 12
minutos, com metabolismo e eliminacao hepaticas. Cerca de 10 a 20% do
farmaco é eliminado de forma intacta na urina (RANG et al, 2001;
BITTENCOURT & BRUNSTEIN, 2004).

Esta € uma droga especifica da fase S da mitose, penetra pouco no
sistema nervoso central e os efeitos colaterais sao de mielossupressao,
mucosite, dermatite, diarréia e cardiotoxicidade. Apresenta difusdo rapida
por todo o tecido e num periodo de cinco a vinte minutos apds a infusao,
seu volume distribuido chega a 38% do total de agua do corpo (MAHOOD
et al., 1991; MORVAN et al., 2004).

Ea droga antineopldsica mais utilizada nas quimioterapia de cabeca
e pescoco e esta bastante relacionada ao aparecimento da mucosite,

sendo a droga de eleicao para o desenvolvimento de modelos animais
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para o estudo desta entidade (SONIS et al., 1990; SONIS et al., 1992;
SONIS et al., 1994; SONIS et al., 1995; SONIS et al., 1997; LOURY et al.,
1999; MORVAN et al.,, 2004; LIMA et al., 2005; CHO et al., 2006;

MITSUHASHI et al., 2006; LEITAO et al., 2007a; LEITAO et al., 2007b).

2.4 Unha-de-gato (Uncaria tomentosa)

A relacgado do homem com as plantas vem desde as antigas
civilizacdes, e por meio de tentativa e erro, este teve que adquirir
conhecimentos bioldgicos para distinguir quais plantas serviam para
alimento e medicamento das que eram improprias para seu uso racional.
Dessa forma, surgem os termos planta medicinal e fitoterapico: “planta
medicinal é toda planta que, administrada ao homem sob qualquer via e
forma, exerce acao farmacoldgica”, enquanto que fitoterapicos "“sao
medicamentos farmacéuticos obtidos por processos tecnologicamente
adequados, empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais,
com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins diagndsticos. Sao
caracterizados pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso,
assim como pela reprodutibilidade e constancia na sua qualidade”
(Resolucao-RDC n© 17 de 24 de fevereiro de 2000, apud DAVID & DAVID,
2002). Atualmente a padronizacao de fitoterapicos é realizada ou baseada

na concentracdao de um principio ativo Unico ou através de uma substancia

marcadora presente em um extrato concentrado (DAVID & DAVID, 2002).
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Muitos farmacos da atualidade sdo derivados direta ou
indiretamente de substancias produzidas por plantas medicinais, com
destino a obtencado de fitoterapicos para utilizagdo na medicina popular. A
OMS estima que 80% da populacdo nos paises em desenvolvimento no
mundo utilizam plantas medicinais como medicamentos, isso significa que
entre 3,5 a 4 bilhOdes de pessoas confiam nas plantas como fontes de
drogas (DAVID & DAVID, 2002).

A Unha-de-gato (Uncaria tomentosa), da familia botanica Rubiaceae,
é uma planta medicinal origindria da AmazOnia brasileira e peruana,
podendo ser encontrada também no Equador. Seu nome popular deriva-se
da semelhanca dos espinhos com ganchos que crescem ao longo da
trepadeira parecendo as unhas de um gato. Na medicina indigena, os
extratos da raiz e da casca sao utilizados ha séculos para o tratamento de
doencas inflamatdrias cronicas como asma, cirrose, febres, gastrites,
Ulceras, diabetes, reumatismo, artrites, disenteria, inflamagdo urinaria e
cancer (PISCOYA et al., 2001; RIVA et al., 2001; AGUILAR et al., 2002;
AKESSON et al., 2003).

Esta planta pertence a classe de fitoterdpicos conhecidos como
imunomoduladores, por alterarem a funcao imune e a regulacdao dinamica
das citocinas, tais mecanismos moleculares de sua acao vém sendo
estudados, e varios metabdlitos farmacologicamente ativos foram
isolados, tais como: alcaldides oxinddlicos e inddlicos, acido quindvico,

esterdides, flavonodides, triterpenos e catequinas (GANZERA et al., 2000;



26

AGUILAR et al., 2002; KITAJIMA et al., 2003; KITAJIMA et al., 2004;
SPELMAN et al., 2006).

Dentre as propriedades farmacoldgicas descritas da unha-de-gato,
estdo: atividade antiinflamatdria, antiviral, antimutagénica e antioxidante
(RIVA et al., 2001; PISCOYA et al., 2001; AGUILAR et al., 2002;
SANDOVAL et al., 2003; KITAJIMA et al., 2003; AKESSON et al., 2003;
KITAJIMA et al., 2004; SPELMAN et al., 2006; PILARSKI et al., 2006;
ALLEN-HALL et al., 2007).

O extrato da unha-de-gato pode atuar como antioxidante,
antimutagénico e aumentar o reparo do DNA (SANDOVAL et al., 2003;
AKESSON et al., 2003; GONGCALVES et al., 2005; PILARSKI et al., 2006;
ALLEN-HALL et al., 2007).

Estudos in vitro mostraram que em linfocitos normais, a UT promove
uma atividade anti-apoptética, mesmo com a aplicacdo de indutores de
apoptose como o peroxido de hidrogénio, peroxinitrito e o difenil-2-
picrilidrazil, e esta acao pode ser pelo aumento no reparo do DNA (ALLEN-
HALL et al., 2007).

Por outro lado, em outro estudo, a UT inibiu a proliferacao celular de
linfocitos normais e neoplasicos de camundongos, provavelmente pela
inibicao do fator NF-KB (AKESSON et al., 2003).

Nas linhagens celulares de carcinoma mamario, tanto o extrato
completo, como fragdes da UT mostraram efeito antiproliferativo (RIVA et

al., 2001).
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A acdo moduladora do sistema imune e antiinflamatéria da UT foi
comprovada em analises in vitro e in vivo e mostraram que a unha-de-
gato é um inibidor potente do NF-KB, bem como da expressao do gene do
TNF-a,, ambos com atividade proé-inflamatéria (SANDOVAL-CHACON et al.,
1998; SANDOVAL et al., 2003; AKESSON et al., 2003).

Além disso, estudos in vitro evidenciaram que macrofagos alveolares
em contato com o extrato da UT diminuem a produgao de IL-1 e
aumentam a de IL-6 (LEMARE et al., 1999).

As aplicagbes clinicas do seu potencial antiinflamatério foram
atestadas em estudo clinico de 45 pacientes com artrite, tendo a UT
melhor resultado no controle da dor e da inflamacao do que a
indometacina e o placebo (PISCOYA et al., 2001).

Tanto avaliagdbes em animais portadores de inflamagao pulmonar
induzida por ozonio (CISNEROS, JAYOB & NIEDZIELA, 2005) quanto
andlise da dor e edema em feridas provocadas por carragena em patas de
roedores (AGUILAR et al., 2002) também afirmaram a potente atividade
antiinflamatoria e antialgica da UT.

JURGENSEN et al., 2005, realizaram uma avaliacdo da atividade
antidlgica da UT em camundongos submetidos a injuria abdominal por
acido acético, formalina, e capsaicina, bem como injuria térmica na cauda
pelo método da placa quente e verificaram que fracdes da UT possuem
atividade antidlgica relacionada aos receptores 5-HT2.

Em uma revisdo critica da literatura acerca dos aspectos toxicoldgicos

da unha-de-gato, VALERIO & GONZALES, 2005, afirmaram que apesar do
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uso tradicional desta planta na América do Sul, ndo ha evidéncias
cientificas suficientes que possam elucidar os mecanismos de acao da UT
por meio da inibicao da ativacao do NF-KB. Os autores afirmam que
embora estudos clinicos com controle tenham demonstrado a reducao da
dor com o uso da UT, ainda faltam bases para a comprovacao da sua
atividade antiinflamatéria, j@ que a forma de preparo parece ser
importante para a obtencdao dos efeitos, e ha uma série de substancias
desconhecidas que teriam um papel importante na sua agao e que
deveriam ser consideradas. Adicionalmente, os estudos disponiveis sobre
esta planta ndo indicam uma toxicidade severa quando da ingestao oral, e
sim toxicidade discreta das infusdes, bem como ndo ha evidéncias de

genotoxicidade ou atividade mutagénica (VALERIO & GONZALES, 2005).
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3 PROPOSICAO

Comparar clinicamente o efeito preventivo de trés doses sistémicas
de unha-de-gato nas mucosites bucais induzidas por 5-fluorouracil em

Hamsters Sirius douradus.
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4 MATERIAL E METODO

Foram utilizados 40 Hamsters Sirius douradus (Golden Syrian
Hamsters) machos, com aproximadamente oito semanas de vida e massa
corporea de 100g. Os animais foram separados aleatoriamente e
colocados individualmente em gaiolas identificadas e receberam agua e
comida ad libitum.

A pesquisa seguiu os principios éticos de experimentacdo animal,
elaborados pelo COBEA, entidade filiada ao ICLAS com base em normas
internacionais, que visam o0 aprimoramento de condutas na
experimentacdao animal baseando-se em trés principios basicos:
sensibilidade, bom senso e boa ciéncia. O projeto de pesquisa foi
encaminhado e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Animais da

UNIb (protocolo COEP-n°06/07) (Anexo A).

4.1 Uncaria tomentosa

O extrato liofilizado da UT, obtido a partir da casca da planta, foi
fornecido pela CentroFlora (Campinas, Sao Paulo, Brasil), possuindo uma
concentracao de alcaldide de 1%. O pdé foi diluido em agua destilada de
acordo com a concentracao de alcaldéide desejada para cada grupo e

administrado por gavagem nos animais.
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4.2 Grupos Experimentais

Os 40 hamsters foram separados aleatoriamente em quatro grupos,
com um total de 10 animais por grupo: GC (1ml de agua destilada), G2mg
(2mg de alcaldide/kg), G5mg (5mg de alcaldide/kg) e G10mg (10mg de
alcaléide/kg).

Os animais de cada grupo foram sedados com Xilazina (10mg/kg) e
receberam a UT, diluida em agua destilada de acordo com a concentracao
de alcaldides prevista em cada grupo, administrada por gavagem nos
animais nos dias 1 ao dia 5.

Para a inducao da mucosite, nos dias 4 e 6 do experimento, os
animais foram anestesiados com uma solucao de Xilazina (10mg/kg) e
Quetamina (100mg/kg) e receberam injecao intraperitoneal de 5-
fluorouracil (5-FU) (Eurofarma, Sao Paulo, Brasil) nas doses de 100mg/kg
(dia 4) e 60mg/kg (dia 6). No dia 6 foi realizada ranhura com fio
ortodontico 0.20 de aco em ambas mucosas segundo protocolo proposto

por Sonis, et al., 1990.

Figura 1 - “Vassourinha para ranhura” - Preparagao soldada com fio

ortodontico 0.20 de aco para realizagdo da ranhura nas mucosas.
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Nos dias 1, 8, 10, 12, 15 os animais foram pesados, anestesiados e
todas as mucosas evertidas para fotografia. A fotografia foi obtida com
uma magquina digital Digitron-S6 de 5 Megapixel, com a objetiva a 40 cm
de distancia, paralela a mucosa do animal e com a fonte de luz
posicionada sempre no mesmo lugar. Posteriormente, as fotografias
tiveram sua identificacdo removida e enviadas a dois avaliadores
calibrados, sem conhecimento dos grupos, que avaliaram as fotografias,
no mesmo computador e deram escores para as mucosites. O critério
utilizado para avaliacao do grau de mucosite foi o da OMS modificado,
devido as limitagdes para o trabalho animal:

0- Inexisténcia de alteracao da mucosa

1- Edema

2- Eritema

3- Ulceras

4- Ulceras severas com formagdo de pseudomembrana.

4.3 Analise estatistica

A anadlise dos pesos dos animais foi realizada com o teste estatistico
ANOVA de dois fatores e a analise dos escores da mucosite foi feita com o
teste Kruskal-Wallis (Software SPPSS versao 11.0 - Chicago, IL, EUA e

Minitab 13.0 - State College, PA, EUA).
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A calibragdo dos examinadores foi verificada através do teste de
concordancia Kappa, sendo considerados estatisticamente quando

p< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Inducao da mucosite, administracao da unha-de-gato e

mortalidade animal

A mucosite bucal foi induzida de maneira satisfatéria, semelhante aos
relatos de Sonis et al., 1990. A figura 1 documenta os parametros de
escores de mucosite obtidos e utilizados para a calibragcdao dos avaliadores.

Com relacao aos efeitos colaterais da quimioterapia, a partir do dia 8
do experimento eles foram observados, tais como: pus na urina, queda de
pélos, abscessos periodontais, diminuicao de atividade animal e cegueira.

Exceto o G2mg, todos os demais apresentaram mortalidade entre os
animais. O GC teve uma morte durante o periodo de infusdao do 5-FU. O
G5mg teve morte de um animal no dia 8 e outra no dia 12 (n=2). O
G10mg teve o maior indice de mortalidade com duas mortes no dia 8,

uma no dia 12 e outra no dia 15, totalizando 4 animais.
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Figura 1 - Escores das mucosites

Figura 2 - Escores da mucosite: 1 edema; 2 eritema; 3 Ulceras e 4 Ulceras

severas com formacao de pseudomembrana.
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Todos os grupos perderam peso. Esta perda foi mais acentuada no

G10 mg e menor no GC, sendo que ao final do tempo de 15 dias de

observacao, as diferencas de perda se igualaram entre os grupos (Grafico

1)
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Grafico 1 - Andlise da perda de peso dos Hamsters divididos por

grupos: GC (controle), G2mg (2mg de alcaléide/kg), G5mg (5mg de

alcaldoide/kg) e G10mg (10mg de alcaldide/kg). Cada ponto do grafico

representa a média do grupo + ou - erro padrdo da média.
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A partir do dia 2, quando houve a segunda dose de UT, os animais
dos grupos experimentais comecaram a perder peso. O GC sd perdeu
peso a partir do dia 4, que coincide com o primeiro dia de quimioterapia.
Apds a segunda infusdo do 5-FU, no dia 6, a perda de peso foi acentuada

e estatisticamente significativa em todos os grupos.
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5.3 Analise dos escores da mucosite por dia e grupos

Para a obtencdo e classificacdo dos escores foi utilizado o critério da
OMS modificado. As fotografias das mucosas direita e esquerda foram
realizadas nos dias 1, 8, 10, 12, e 15 e foi considerada apenas o pior
escore. A calibracdao entre os avaliadores foi boa (entre 70 e 80%) e o
maior indice de discrepancia ocorreu ao se diferenciar a normalidade (grau
0) dos estagios 1 e 2 da mucosite.

No grafico da pagina 37 podem ser observados os graus de mucosite
em cada grupo, por dia, apds a analise estatistica (Grafico 2 e anexo B).

No primeiro dia, dois animais do grupo controle e um animal do grupo
1 apresentaram Ulcera, por razdes alheias ao experimento. Os demais
animais foram avaliados como portadores de pelo menos um lado da
mucosa edemaciada ou eritematosa, e isso foi considerado como escores
1 ou 2.

No dia 8, apds a administracao da UT e do 5-FU, todos os animais
apresentaram mucosite a partir do grau 2. Os animais do GC, G2mg e
G5mg mostraram mucosites de grau 2 e 3 e um resultado pior foi
encontrado no G10mg, onde havia escores 2, 3 e 4.

No dia 10 todos os grupos apresentaram piora nos quadros clinicos,
com pelo menos um animal em cada grupo tendo desenvolvido ulceragao

da mucosa com pseudomembrana (grau 4).
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No dia 12 um numero crescente de animais foi detectado com
mucosite grau 4, e nos G5mg e G10mg houve mortalidade, mostrando
piora no quadro.

No dia 15 todos os grupos apresentaram animais com Uulceras e em

nenhum deles foi obtido o retorno a normalidade.
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Grafico 2 - Demonstrativo dos graus de mucosite em cada grupo de
acordo com os dias analisados. CG (controle), G1 (2mg de alcaléide/kg),

G2 (5mg de alcaldide/kg) e G3 (10mg de alcaléide/kg).
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6 DISCUSSAO

Como a unha-de-gato possui agcao imunomoduladora e
antiinflamatoria, a proposta deste estudo foi avaliar seu efeito na
mucosite bucal, um processo de etiopatogenia complexa. Nossos
resultados mostraram que a administracdo deste fitoterapico, nas doses e
condicOes avaliadas, ndo previne o surgimento da mucosite bucal e, além
disso, em altas doses, pode piorar o quadro clinico e aumentar a
mortalidade dos animais.

O modelo experimental de indugcao de mucosite aplicado mostrou-se
reprodutivel e capaz de ser comparado com outros estudos na literatura,
pois de certa forma, as mesmas manifestacdes clinicas de perda de peso,
queda de pelos, diminuicdo da atividade animal e até cegueira sao
observadas por diversos autores (SONIS et al., 1990; SONIS et al., 1992;
SONIS et al., 1994; SONIS et al., 1995; SONIS et al., 1997; LOURY et al.,
1999; MORVAN et al., 2004; LIMA et al., 2005; CHO et al., 2006;
MITSUHASHI et al., 2006; LEITAO et al., 2007a; LEITAO et al., 2007b).

O GC consistiu na administracdo de agua destilada aos animais e nao
de alguma droga antiinflamatéria porque ndao ha um padrao ouro na
literatura que possa servir de controle positivo no tratamento e prevengao
da mucosite, e isso inviabilizaria a comparacao dos resultados (LOURY et
al., 1999; KNOX et al., 2000; ROGERS et al., 2001; RUBENSTEIN et al.,

2004; ELTING et al., 2004).
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A opgao por realizar um estudo preventivo, onde a UT fosse
administrada antes da quimioterapia, parte do principio que uma vez
desencadeada a cascata de eventos da mucosite, haveria mais variadveis a
serem analisadas em relacao ao efeito, agora terapéutico do fitoterapico.

Como a UT tem acdo antioxidante e antiinflamatoria, a hipotese era
gue a sua presenca sistémica antes da quimioterapia inibisse em parte as
injurias celulares e teciduais e prevenisse o surgimento da mucosite.

A escolha da unha-de-gato para este estudo baseou-se no fato que
além deste potencial antiinflamatdério, ela possui acdo antidlgica e
antioxidante, e a associacdo destas trés funcdes é extremamente
desejavel em um medicamento contra a mucosite. Mesmo com o fato da
acao antiinflamatéria e imunomoduladora da UT ser creditada a inibigdo
do NF-KB, sinalizador envolvido na etiopatogenia da mucosite, e que haja
uma acao antioxidadante da UT, que atuaria na fase de iniciagao da
mucosite e dano ao DNA, os resultados obtidos indicam que isso ndo é
suficiente para prevenir o aparecimento das lesdes em boca. Outros
mecanismos de lesdo celular devem estar envolvidos na injuria do tecido
pelo quimioterapico, e esses resultados de certa forma colaboram o fato
de que uso de antiinflamatérios sistémicos ndao previnem, e as vezes
pioram a mucosite (SCULLY et al., 2003a; SCULLY et al., 2003b; TROTTI
et al., 2003).

Um outro fator a ser considerado é a forma de preparacao da UT,
uma vez que esta variavel é questionada na revisdo critica da literatura

realizada por VALERIO & GONZALES, 2005. Além disso, AGUILAR et al.,
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2002, encontraram diferencas nas propriedades antiinflamatérias da UT
em camundongos de acordo com o veiculo de administracdo da droga, se
extrato alcodlico ou aquoso. Embora, ambos os veiculos funcionem, para a
realizacao do presente estudo foi escolhido trabalhar com extrato aquoso,
pois o alcool poderia ser um fator injuriante a mais na mucosa gastrica e
hepatécitos destes animais.

Durante o experimento, os animais foram mantidos no biotério em
adaptacao por trés semanas, e todos ganharam peso, todavia, ja no
segundo dia de gavagem, eles apresentaram perda de peso
estatisticamente relacionada com a dose da unha-de-gato. Como era de
se esperar, e de acordo com a literatura (SONIS et al., 1990; SONIS et
al., 1992; SONIS et al., 1994; SONIS et al., 1995; SONIS et al., 1997;
LOURY et al., 1999), apdés a quimioterapia esta perda de peso se
acentuou e associou-se aos outros efeitos colaterais do fluorouracil.

A dose preconizada no estudo foi de 2 a 10 mg de alcaldide por kg de
peso, e foi a utilizada nos G2mg, G5mg e G10mg respectivamente, por
ser a dose utilizada em outros estudos clinicos e com animais (PISCOYA et
al., 2001; AGUILAR et al., 2002; AKESSON et al., 2003; SPELMAN et al.,
2006; PILARSKI et al., 2006; ALLEN-HALL et al., 2007). Apesar disso,
observou-se mortalidade entre os animais, que acompanhou a dosagem
de unha-de-gato. Apesar de nao ter sido descrito na literatura toxicidade
severa de UT em animais (VALERIO & GONZALES, 2005), o extrato
utilizado contém outras substancias farmacologicamente ativas que

poderiam tornar-se tdxicas de acordo com a dosagem. Ainda assim, deve
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ser considerado que tanto a UT quanto o quimioterapico e o anestésico
sao metabolizados no figado e nos rins, o que poderia ter gerado uma
sobrecarga nestes 6rgaos, aumentado a morbidade e mortalidade dos
animais (RANG et al., 2001; DAVID & DAVID, 2002; BARASCH &
PETERSON, 2003; TROTTI et al., 2003; FUCHS et al., 2004)

Também deve ser considerada no estudo a dificuldade de calibracao
dos avaliadores em decorréncia de problemas na captura das imagens.
Isso fez com que os escores menores fossem confundidos com a
normalidade, e mesmo no primeiro dia de experimento, quando todos as
mucosas dos animais deveriam ser classificadas como tendo grau O,
houve duvidas e as mucosas foram em sua maioria classificadas como
tendo grau 2 de mucosite. Nos demais dias este problema foi minimizado
mas ndo chegou a desaparecer, e nota-se que os graficos de escores
ficaram um pouco mais condizentes com o que foi visto pela pesquisadora
que manipulou os animais e que o nivel de concordancia entre os
avaliadores aumentou.

Apesar da UT nao ter desempenhado o papel esperado de prevenir ou
melhorar a mucosite bucal, a hipdtese de que este fitoterapico ainda
venha a ter um papel importante no tratamento de lesdes ulcerativas com
outras etiopatogenias nao deve ser descartada, pois na medicina popular,
ela é empregada para tratamento de Ulceras gastricas com oOtimos

resultados.
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7 CONCLUSAO

Frente aos resultados obtidos podemos concluir que:
1. a administracao sistémica da unha-de-gato em trés doses
diferentes ndo teve efeito preventivo ou terapéutico na

mucosite induzida por 5-FU.
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ANALISE ESTATISTICA DOS ESCORES DE MUCOSITE

EM CADA DIA (Kruskal-Wallis)

DIA =1,00
Ranks?
GRUPO N Mean Rank
SC CG 9 20,61
G1 10 12,90
G2 10 22,70
G3 10 23,85
Total 39
SB CG 9 19,28
G1 10 19,50
G2 10 19,65
G3 10 21,50
Total 39
a. DIA=1,00
Test Statistics?®P:¢
SC SB
Chi-Square 6,620 1,114
df 3 3
Asymp. Sig. ,085 74

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: GRUPO

C. DIA=1,00



DIA = 8,00

Ranks?
GRUPO N Mean Rank
SC CG 9 16,44
G1 10 19,75
G2 9 16,44
G3 8 21,56
Total 36
SB CG 9 13,00
G1 10 20,20
G2 9 19,00
G3 8 22,00
Total 36
a. DIA = 8,00
Test Statistics™P:¢
SC SB
Chi-Square 2,874 5,676
df 3 3
Asymp. Sig. 411 ,128

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: GRUPO
C. DIA=28,00



DIA=10,00

Ranks?
GRUPO N Mean Rank
SC CG 9 15,72
G1 10 20,65
G2 9 19,17
G3 8 18,19
Total 36
SB CG 9 15,78
G1 10 20,50
G2 9 15,78
G3 8 22,13
Total 36
a. DIA=10,00
Test Statistics™P:°
SC SB
Chi-Square 1,439 3,529
df 3 3
Asymp. Sig. ,696 317

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: GRUPO

C. DIA=10,00




DIA =12,00

Ranks?
GRUPO N Mean Rank
SC CG 9 16,06
G1 10 19,30
G2 8 15,88
G3 7 18,64
Total 34
SB CG 9 16,11
G1 10 18,45
G2 8 15,00
G3 7 20,79
Total 34
a. DIA=12,00
Test Statistics®P:¢
SC SB
Chi-Square 1,067 1,976
df 3 3
Asymp. Sig. 785 YA

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: GRUPO
C. DIA=12,00
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DIA = 15,00

Ranks?
GRUPO N Mean Rank
SC CG 8 15,88
G1 10 18,75
G2 8 15,56
G3 6 14,83
Total 32
SB CG 8 16,25
G1 10 16,85
G2 8 15,06
G3 6 18,17
Total 32
a. DIA =15,00
Test Statistics®P:¢
SC SB
Chi-Square 1,104 497
df 3 3
Asymp. Sig. 776 ,920

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: GRUPO

C. DIA =

15,00
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