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Objetivos: Avaliar os mediadores inflamatórios e as alterações motoras 
gastrintestinais no curso da mucosite intestinal experimental induzida por 5-FU. 
Métodos: Para avaliar as citocinas utilizamos camundongos balb-c ou c57/black (25-
30g), tratados com IL-1Ra (100mg/Kg, i.p., diariamente) ou deficientes para IL-4 (IL-
4 -/-) ou para IL-18 (IL-18 -/-). A fim de estudar a participação de PAF e 5-LO, 
utilizamos o BN52021 (20mg/Kg, s.c., diariamente) ou camundongos deficientes 
para o receptor de PAF (PAF -/-) ou para 5-LO (5-LO -/-). Para avaliar a participação 
de NO, animais receberam aminoguanidina (50mg/Kg, i.p., diariamente), a fim de 
estudar o papel da morte celular: utilizaram-se animais deficientes para FAS (FAS -/-
). Todos os camundongos receberam 5-FU (450mg/Kg, i.p., dose única) ou salina. 
Após 3 dias, os animais foram sacrificados e amostras do duodeno, do jejuno e do 
íleo foram obtidas para avaliação morfométrica, da atividade de MPO e para 
dosagem de citocinas. Para estudar as alterações motoras gastrintestinais, ratos 
Wistar (250-350g) receberam 5-FU (150mg/Kg, i.p., dose única). Após 1, 3, 5, 15 ou 
30 dias, foram sacrificados e o duodeno, o jejuno e o íleo foram obtidos para 
avaliação morfométrica, para medida da atividade de MPO e para dosagem de GSH. 
Outro grupo de ratos recebeu salina glicosada + tecnécio (v.o). Após 3 ou 15 dias, o 
estômago e segmentos do intestino (P1-P5) foram obtidos para avaliar 
esvaziamento gástrico (cintilografia). A resposta mecânica foi obtida utilizando-se um 
transdutor de força isométrico acoplado a um sistema de aquisição de dados. 
Carbacol (10-10-10-4M) foi aplicado sobre músculo liso do estômago ou do duodeno 
de ratos tratados ou não com 5-FU. Resultados: Em Camundongos balb-c e 
c57/black, 5-FU induziu diminuição na razão vilo/cripta no duodeno, jejuno e íleo, 
importante infiltrado neutrofílico e um aumento nas concentrações de TNF-α, IL-1β, 
IL-6, KC. O tratamento com IL-1Ra (100mg/kg) reverteu à diminuição da razão 
vilo/cripta no duodeno, jejuno e íleo, à infiltração de neutrófilos e o aumento de TNF-
α, IL-1β, KC induzida por 5-FU. IL-4 -/- tiveram uma menor redução da razão 
vilo/cripta no duodeno, jejuno e íleo em comparação aos animais selvagens tratados 
com 5-FU, bem como apresentaram menor infiltrado neutrofílico e diminuição de 
TNF-α, IL-1β, IL-6 e KC no duodeno. PAF -/- não tiveram alterações da razão 
vilo/cripta no duodeno, aumento na concentração de IL-1β e KC com o tratamento 
com 5-FU. O tratamento com BN 52021 (20mg/kg) reverteu à diminuição da razão 
vilo/cripta no duodeno de animais c57/black tratados. O tratamento com 
aminoguanidina (50mg/kg), bem como IL-18 -/-, 5-LO -/- e FAS -/- não apresentaram 
diferenças significativas quando comparados com os camundongos selvagens em 
relação a mucosite por 5-FU. Em relação aos ratos, 5-FU (150mg/kg) induziu 
importante perda de peso, diminuição da razão vilo/cripta, infiltrado neutrofílico e 
redução dos níveis de GSH no duodeno, jejuno e íleo no 3° dia. No 15° dia após o 
tratamento com 5-FU as alterações encontradas foram restabelecidas. Encontrou-se 
significativo retarde no esvaziamento gástrico e no trânsito gastrintestinal em ratos 
tratados com 5-FU no 3° e 15° dias. Por fim, houve uma hipercontratilidade no 
músculo liso do fundo gástrico e duodenal de ratos no 3° e 15° dia pós tratamento 
com 5-FU. Conclusão: 5-Fluorouracil induz mucosite intestinal em camundongos 
com a participação de IL-1β, IL-4, PAF, também, induz mucosite intestinal em ratos 
associada a dismotilidade gastrintestinal que persiste com a resolução da 
inflamação.  

RESUMO 



 

Objective: To evaluate the inflammatory mediators and gastrointestinal motility 
during the experimental intestinal mucositis induced by 5-FU. Methods: To evaluate 
the cytokines, we used balb-c or c57/black (25-30g) mice, treated with IL-1Ra 
(100mg/Kg, i.p., daily) or deficient for IL-4 (IL-4 - /-) or for IL-18 (IL-18 - /-). In order to 
study the participation of PAF and 5-LO, we used BN52021 (20mg/Kg, s.c., daily), 
deficient mice for the PAF receptor (PAF - /-) or for 5-LO (5-LO - /-). To evaluate the 
participation of NO, animals received aminoguanidine (50mg/Kg, i.p., daily). In order 
to study the cellular death, deficient mice for FAS (FAS - /-) were used. All mice 
received 5-FU (450mg/Kg, i.p., dose only) or saline. After 3 days, mice were 
sacrificed and samples of the duodenum, jejunum and ileum were obtained for 
evaluation morphometric, MPO activity and for cytokines measurement. To study the 
gastrointestinal motility, Wistar rats (250-350g) received 5-FU (150mg/Kg, i.p., dose 
only). After 1, 3, 5, 15 or 30 days, were sacrificed and the duodenum, jejunum and 
ileum were obtained for evaluation morphometric, measure MPO activity of and GSH 
concentration. Another group of rats received saline + technetium (p.o). After 3 or 15 
days, stomach and segments of the intestine (P1-P5) were obtained to evaluate 
gastric emptying (scintigraphic). Mechanical response was obtained used a 
transducer of force isometric coupled system of acquisition of data, carbachol (10-10-
10-4M) was applied of the stomach and duodenum smooth muscle of rats treated or 
not with 5-FU. Results: In balb-c and c57/black mice, 5-FU induced decrease in the 
villus/crypt ratio in the duodenum, jejunum and ileum, important neutrophil infiltration 
and increase in the of TNF-α, IL-1β, IL-6, and KC concentrations. Treatment with IL-
1Ra (100mg/kg) reversed the decrease of the villus/crypt ratio in the duodenum, 
jejunum and ileum, the neutrophil infiltration and increase of TNF-α, IL-1β, IL-6, and 
KC induced by 5-FU. IL-4 - /- had less reduction of the villus/crypt ratio in the 
duodenum, jejunum and ileum then the wild-type mice treated with 5-FU, as well as 
present less neutrophil infiltration and decrease TNF-α, IL-1β, IL-6, and KC 
concentration in the duodenum. PAF - /- didn't have alterations of the villus/crypt ratio 
in the duodenum, increase in the concentration of IL-1β and KC treatment with 5-FU. 
BN 52021 treatment with reversed the decrease of the reason villus/crypt ratio in the 
duodenum. Aminoguanidine treatment, as well as IL-18 - /-, 5-LO - /- and FAS - /- 
have not differences when compared with the intestinal mucositis induced by 5-FU in 
wild-type. In rats, 5-FU (150mg/kg) induced important weight loss, decrease of the 
villus/crypt ratio, neutrophil infiltration and reduction in GSH concentration in the 
duodenum, jejunum and ileum in the 3° day. In the 15° day after the 5- FU treatment 
intestinal mucosa was reestablished. We observed a significant delay in the gastric 
emptying and in the gastrointestinal transit in rats treated with 5-FU in the 3° and 15° 
days. Finally, there were hypercontractility in the smooth muscle of the fundus gastric 
and duodenal of rats in the 3° and 15° day pos-treatment with 5-FU. Conclusion: 5-
Fluorouracil induced intestinal mucositis in mice with the participation of IL-1β, IL-4, 
PAF, as well as, induced intestinal mucositis in rats associated with gastrointestinal 
dismotility that outlast the inflammation resolution. 
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de citocinas no duodeno quando comparado aos animais 

selvagens (PAF +/+) tratados com 5-FU. 
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TABELA 12  O tratamento com BN 52021 não reduziu a infiltração de 

neutrófilos induzida por 5-FU no duodeno de camundongos. 
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TABELA 13  Efeito do 5-FU sobre a contagem dos leucócitos sangüíneos 

em ratos submetidos a mucosite intestinal. 
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TABELA 14  Efeito do 5-FU sobre a atividade de MPO e a concentração de 

GSH no duodeno de ratos. 
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TABELA 15  Efeito do 5-FU sobre a atividade de MPO e a concentração de 

GSH no jejuno de ratos. 
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TABELA 16  Efeito do 5-FU sobre a atividade de MPO e a concentração de 

GSH no íleo de ratos. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A terapêutica antineoplásica é empregada fundamentalmente no 

tratamento de tumores não curáveis por cirurgia ou por radioterapia. Essa terapia 

também é utilizada naqueles casos em que se deseja reduzir a dimensão e a 

agressividade de cirurgias oncológicas através de um tratamento pré-operatório 

(quimioterapia neo-adjuvante). O objetivo primário da quimioterapia (QT), forma mais 

comum de terapia antiblástica, é destruir as células neoplásicas, preservando as 

normais. Entretanto, a maioria dos agentes antiblásticos atua de forma não 

específica, lesando tanto as células neoplásicas, quanto às células normais. No 

momento em que populações celulares normais são comprometidas, surgem os 

efeitos colaterais tóxicos. Conseqüentemente, estas substâncias podem provocar 

efeitos tóxicos graves (RANG; DALE; RITTER, 2001; CALABRESI; CHABNER, 

2003), sendo um dos órgãos mais afetados o trato gastrintestinal (BOKEMEYER; 

HARTMANN, 1999). 

Dentre os efeitos colaterais relacionados ao uso de antineoplásicos, 

destacam-se náusea, vômitos, diarréia, mielossupressão, alopécia, cardiotoxicidade, 

cistite hemorrágica, mucosite, dentre outros. No entanto, pouco tem sido descoberto 

para prevenir e controlar esses sintomas (BOKEMEYER; HARTMANN, 1999; CHU, 

2005). Em relação à mucosite intestinal que será abordada no decorrer desse 

trabalho, vários autores demonstram o aparecimento dessa patologia após o uso de 

metotrexato (MTX) (GIBSON et al., 2002; CARNEIRO-FILHO et al., 2004), 5-

fluorouracil (5-FU) (SONIS et al., 2004), ciclofosfamida (WOO et al., 2000); 

gencitabina (APOSTOLIDOU et al., 2003), capecitabina (BOEHMER; JAEGER, 



2002) e cloridrato de irinotecano (CPT-11) (GIBSON et al., 2003; SONIS et al., 2004; 

ALIMONTI et al., 2004; MELO et al., 2007). 

 Alguns dos efeitos tóxicos da quimioterapia podem ser contornados 

através de tratamentos de suporte, outros evitados apenas pela redução da dose ou, 

até mesmo, a suspensão da quimioterapia. Estes problemas advêm principalmente 

do pouco conhecimento sobre os mecanismos fisiopatológicos geradores desses 

efeitos colaterais, o que impossibilita o tratamento efetivo e não comprometedor da 

continuidade da terapia antineoplásica. Tendo em vista esses problemas 

apresentados, decidimos investigar a fisiopatologia da mucosite intestinal por 5-

Fluorouracil. 

 

1.1. 5-FLUOROURACIL 

 

5-Fluorouracil (5-FU; Figura 1) é uma droga antimetabólica da classe das 

fluoropirimidinas que foi desenvolvida a partir da década de 50, com o objetivo de 

inibir processos essenciais, como a incorporação de moléculas de DNA e/ou RNA, 

processo essencial para síntese e metabolismo de novas células. (RUTMAN; 

CANTAROW; PASCHKIS, 1954).  

5-Fluorouracil (5-FU) pode ser convertido em três metabólitos ativos, são 

eles: monofosfato de fluordeoxiuridina (FdUMP), trifosfato de fluordeoxiuridina 

(FdUTP) e trifosfato de fluoruridina (FUTP). O mecanismo de ativação do 5-FU se dá 

pela conversão em monofosfato de fluoruridina (FUMP), que é então fosforilada em 

difosfato de fluoruridina (FUDP), que pode ser fosforilada no metabólito ativo, o 

trifosfato de fluoruridina (FUTP), ou pode ser convertido em difosfato de 

fluordeoxiuridina (FdUDP). Esse composto intermediário do metabolismo de 5-FU 



pode ser fosforilado ou defosforilado dando origem aos metabólitos ativos FdUTP e 

FdUMP, respectivamente. Um caminho alternativo é catalisado pela timidina 

fosforilase (TP) que converte 5-FU em fluordeoxiuridina (FUDR), que é então 

fosforilado em FdUMP pela timidina quinase. A conversão do 5-FU em 

diidrofluorouracil (DHFU) pela diidropirimidina desidrogenase (DPD) é a etapa 

limitante do catabolismo de 5-FU, tanto em células normais como em células 

tumorais. Em torno de 80% do 5-FU é metabolizado no fígado (Figura 2) (LONGLEY; 

HARKIN; JOHNSTON, 2003).  

O mecanismo de citotoxicidade atribuído ao 5-FU está na sua capacidade 

de incorporar fluoronucleotídeo na molécula de DNA e/ou RNA, bem como pela 

inibição da enzima timidilato sintase (TS). A timidilato sintase é importante no 

processo de fornecimento de grupos timidilatos para o reparo e síntese de DNA 

(LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003).  

Timidilato sintase catalisa a conversão de deoxiuridina monofosfato 

(dUMP) em deoxitimidina monofosfato (dTMP) utilizando o 5,10-metileno 

tetraidrofolato (CH2THF) como um doador de grupos metil. O metabólito ativo do 5-

FU que é o monofosfato de fluordeoxiuridina liga-se no sítio de ligação do 

nucleotídeo da enzima TS e forma um complexo estável TS e CH2THF. Esse 

complexo é capaz de bloquear o acesso de dUMP ao sítio de ligação do nucleotídeo 

inibindo a síntese de dTMP. Isso resulta em um desequilíbrio nas concentrações de 

deoxinucleotídeos (dNTP) e também um aumento dos níveis de deoxiuridina 

trifosfato (dUTP), ambos podem causar destruição do DNA. A extensão ao dano do 

DNA causado pela dUTP é dependente dos níveis das enzimas pirofosfato dUTPase 

e uracil-DNA glicosilase (UDG) (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003; Figura 3).  



5-FU é utilizado para o tratamento de vários tipos de câncer, incluindo o 

câncer de mama e o de coloretal, sendo de maior impacto nesse último tipo.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Estrutura química do 5-Fluorouracil (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003). 

 

Figura 2. Metabolismo hepático do 5-Fluorouracil. 
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1.2. Mucosite por antineoplásicos 
 
 

A mucosite induzida por antineoplásicos é um fator limitante na terapia 

anticâncer. Mucosite é um termo clínico que descreve uma síndrome caracterizada 

por ulceração da mucosa de todo o trato digestivo e sintomas pertinentes (SONIS, 

1993). A freqüência da observação da mucosite varia e é influenciada pelo 

diagnóstico do paciente, idade, nível de saúde, tipo, dose e freqüência da droga 

administrada (SONIS, 1997). Esse efeito colateral é bastante comum nos pacientes 

portadores de câncer submetidos a tratamento com agentes quimioterápicos 

diversos, em especial, os antimetabólitos, como por exemplo, o metotrexato e 

fluorouracil, mas também com outros agentes como cisplatina, doxorrubicina, 

ifosfamida, etc. Têm sido descritas incidências de mucosite de aproximadamente 

40% associada ao uso de antineoplásicos (CABALLERO; AUSMAN; QUEBBEMAN, 

1985; BALIS et al., 1985; ROTH et al., 1991; MAGRATH et al., 1984; BISHOP et al., 

1986), além de ser bastante comum em pacientes submetidos à radioterapia 

abdominal (ALTMANN, 1974). 
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Figura 3. Mecanismo de ação do 5-Fluorouracil sobre a enzima timidilato sintase. 



As manifestações da mucosite gastrintestinal são dor abdominal e 

diarréia. O trato gastrintestinal é vulnerável por causa da alta proliferação e 

freqüência de renovação celular (PARRILI et al., 1989; PLEDGER et al., 1988). 

Sonis (1998) caracterizou 4 fases fisiopatológicos da mucosite: uma fase 

inflamatória/vascular, uma fase epitelial, uma fase bacteriológica/ulcerativa e uma 

fase de resolução. Cada fase é independente e é conseqüência de uma série de 

ações, mediadas por citocinas e fatores de crescimento, sobre o efeito direto do 

antineoplásicos no epitélio, sobre a flora bacteriana, além de depender do “status” 

da medula óssea do paciente (PICO; AVILA-GARAVITO; NACCACHE, 1998). 

Na primeira fase há liberação de citocinas (interleucina 1 [IL-1]) pelo 

epitélio e pelos tecidos conectivos devido ao efeito dos antineoplásicos (SONIS, 

1998). O fator de necrose tumoral (TNF-α) e IL-1 podem iniciar uma resposta 

inflamatória que resulta em aumento da vascularização subepitelial (PICO; AVILA-

GARAVITO; NACCACHE, 1998). A segunda fase, ou fase epitelial é caracterizada 

pela redução da renovação epitelial que acarreta em atrofia. A fase ulcerativa, é a 

mais sintomática e complexa, dentre as 4 fases, ocorre falha na barreira da mucosa, 

juntamente com neutropenia, que pode levar o paciente ao risco de infecção. Por 

último, observa-se a fase de resolução da mucosite, com proliferação e 

diferenciação celular, retorno normal das células sangüíneas periféricas e controle 

da flora bacteriana (PICO; AVILA-GARAVITO; NACCACHE, 1998).  

 



1.3. Mucosite Intestinal 

 

O intestino exerce funções importantes para a saúde do organismo, tais 

como: digestão e absorção de macro e micronutrientes, produção de importantes 

hormônios reguladores. Ele pode funcionar ainda como órgão imune e agir como 

barreira contra agentes nocivos. O intestino é formado por três camadas básicas, a 

camada epitelial, a lâmina própria e a muscular da mucosa. O uso de 

antineoplásicos pode levar a defeitos na divisão celular e na renovação epitelial, o 

que ocasiona perda rápida da estrutura e função do intestino (DUNCAN; GRANT, 

2003). 

Uma das razões para a escassa informação a respeito da mucosite 

intestinal reside na dificuldade de se acessar a própria lesão, pois para isso utilizam-

se meios invasivos como endoscopia digestiva com biópsia (SMITH et al., 1979).  

Por serem os agentes citotóxicos mais efetivos em tecidos com alta taxa 

proliferativa, o epitélio do trato gastrintestinal, pelo seu elevado turnover celular, 

torna-se particularmente susceptível aos efeitos danosos dos antineoplásicos 

(PARRILLI et al., 1989; PLEDGER et al., 1988). Esses danos parecem envolver 

principalmente as células das criptas intestinais (SKUBITZ, 1994; SHOU et al., 1991; 

FOX et al., 1988).  

Um aspecto importante da enterocolite induzida por antineoplásicos 

consiste no fenômeno da translocação bacteriana através de um epitélio danificado 

funcionalmente e estruturalmente. Esse evento parece desempenhar papel relevante 

na toxicidade intestinal da quimioterapia e da radioterapia do câncer (FOX et al., 

1988; ALVERDY, 1990; SOUBA et al., 1990). A destruição celular gastrintestinal 

observada na mucosite por antineoplásicos é resultado de hipoproliferação celular 



(TRIER, 1962; ALTMAN, 1974), com atrofia das vilosidades, aprofundamento das 

criptas, que resulta de disfunção absortiva, alteração na secreção de eletrólitos, 

principalmente Na+ e K+, nesse caso, ocasionar diarréia (DONALDSON; LENON, 

1979; KEEFE et al., 1997; CARNEIRO-FILHO et al., 2004). Atualmente, alguns 

autores descrevem a mucosite intestinal com o termo mucosite alimentar em que se 

observa inflamação, erosão e lesões ulcerativas no trato alimentar secundário à 

quimioterapia e/ou radioterapia do câncer (LALLA et al., 2006). Publicações recentes 

de Keefe, Gibson e Hauer-Jensen (2004) e Bowen et al. (2006) afirmam que a 

fisiopatologia da mucosite intestinal é um processo tão complexo quanto o proposto 

para a mucosite oral.  

Duncan e Grant (2003) descrevem os mecanismos da mucosite intestinal 

em quatro fases: período inicial, restituição, inflamação, recuperação. A fase inicial 

caracteriza-se pela ação das drogas antineoplásicas que bloqueiam a síntese do 

DNA por inibição da topoisomerase e síntese do timidilato. Pode também ocorrer 

alterações na molécula do ácido ribonucléico (RNA) e formação de radicais livres. 

Todas essas alterações inibem os processos mitóticos, que afetam a integridade 

celular e provocam o estímulo para o influxo de células inflamatórias e imunes da 

lâmina própria.   

Durante a segunda fase, ocorre paralisação da divisão celular por 

algumas horas e apoptose. Há, portanto, uma indução da perda progressiva de 

células nas criptas e ativa os processos de restituição. Nesta etapa, há um colapso 

na profundidade e no número de criptas, encurtamento dos vilos e depleção de 

células caliciformes (XIAN et al., 1999; KEEFE et al., 2000). Esta fase caracteriza-se 

por perdas de fluidos e colonização bacteriana (DUNCAN; GRANT, 2003). Por fim, 

no processo de recuperação ocorre uma significativa proliferação, que leva a 



restauração funcional das criptas. Conseqüentemente, ocorre uma recuperação na 

estrutura e função dos vilos, com retorno da superfície absortiva do intestino (XIAN 

et al., 1999; DUNCAN; GRANT, 2003). 

Estudos de Pritchard, Potten e Hickman (1998) mostram que p53 é 

responsável pela destruição de criptas decorrente do tratamento com 5-FU. 

Observou-se que camundongos deficientes para (p53-/-) tratados com 5-FU tiveram 

menor resposta apoptótica que camundongos selvagens (p53+/+). Nesta mesma 

linha, Gibson et al. (2005) observaram que o uso de MTX (5 mg/kg) induziu aumento 

da atividade pró-apoptótica, destruição grave das criptas e aumento da expressão 

de p53, sem aumento da expressão de p21.  

Em estudos com inibidor da síntese de DNA (metotrexato), é observado 

alterações no epitélio intestinal (ALTMANN, 1974). Carneiro-Filho et al. (2003) 

mostraram que ratos tratados com MTX apresentavam perda de peso, o que pode 

está associado a uma diminuição da absorção e da atividade enzimática do epitélio, 

além da destruição da mucosa do duodeno, jejuno e íleo de ratos, com presença de 

infiltrado neutrofílico, o que reforça a hipótese da fase inflamatória da mucosite.  

Além dessas observações os autores também demonstraram uma 

redução na excreção de manitol quando os ratos foram tratados com MTX, 

mostrando que a permeabilidade do intestino estava alterada. O manitol é absorvido 

transcelularmente através dos poros aquosos da membrana celular, e em relação à 

excreção da lactulose os autores não encontraram os mesmos achados, isso sugere 

uma ausência de alteração da permeabilidade paracelular. Esses dados diferem dos 

achados na literatura, pois estudos mostram que o tratamento com MTX altera a 

função da barreira paracelular. Essas alterações da permeabilidade intestinal a 

vários açúcares, sugerem que os efeitos deletérios sistêmicos como desnutrição e 



desidratação possam advir principalmente dos danos causados à capacidade 

absortiva da mucosa intestinal (KEEFE et al., 1997).  

O nosso grupo do Laboratório de Farmacologia da Inflamação e do 

Câncer descreveu vários moduladores farmacológicos para a mucosite intestinal e 

oral por antineoplásicos (5-FU, metrotrexato, CPT-11), dentre esses podem citar: 

pentoxifilina, talidomida, aminoguanidina, L-arginina, em modelos animais (LIMA et 

al., 2005; LEITÃO et al., 2007; MELO et al., 2007). 

Assim, a mucosite intestinal resulta de eventos inflamatórios. Os eventos 

inflamatórios intestinais podem estar associados com alterações funcionais tanto na 

fase inflamatória, como na fase pós-inflamatório. Porém, poucos dados da literatura 

demonstram de que maneira a mucosite intestinal pode estar associada com 

alterações de motilidade gastrintestinal, que são observadas na clínica de pacientes 

oncológicos. 

 

1.4. Mediadores presentes na inflamação intestinal 

 

O processo inflamatório tem um grande impacto sobre as células epiteliais 

intestinais e sobre células especializadas do intestino, tais como: as células 

enteroendócrinas e as células produtoras de muco. A inflamação intestinal pode 

apresentar importantes alterações na estrutura da mucosa, como a infiltração de 

polimornuclear com conseqüente prejuízo na função de barreira desempenhada pela 

mucosa intestinal, podendo haver aumento de permeabilidade e uma dificuldade na 

absorção (HAWKER; MCKAY; TURNBERG, 1980; WEILAND et al., 1986; KOYAMA 

et al., 1991; NUSRAT et al., 1997). Essas alterações de barreira são provenientes da 

ação dos polimorfonuclares sobre as tigh juctions (MILKS; BRONTOLI; CRAMER, 



1983; NASH; STAFFORD; MADARA, 1987; PARSONS et al., 1987). Foi também 

demonstrado que os polimorfonucleares podem produzir 5'-AMP (MADARA et al., 

1993) que pode ser convertido em adenosina e ativar a secreção eletrogênica de 

cloreto e o movimento passivo de água para o lúmen intestinal (STROHMEIER et al., 

1995, 1997). Assim, pode-se explicar, em parte, a diarréia secretória presente em 

processos inflamatórios intestinais.  

Dentre as células polimorfonucleares podemos destacar a importância do 

infiltrado neutrofílico e a migração neutrofílica transepitelial em doenças inflamatórias 

intestinais. Estudos in vitro da migração neutrofílica transepitelial no intestino 

mostram que ocorre uma liberação de quimiocinas (CXC) induzindo com isso um 

aumento do infiltrado pela superfície basolateral das células epiteliais (McCORMICK 

et al., 1993, 1995; ECKMANN et al., 1993a). Dentre essas quimiocinas, podemos 

destacar a importância da interleucina-8 (IL-8; designada como CXCL8 na 

nomenclatura moderna de quimiocinas) que é a maior quimiocina CXC humana e 

que é rapidamente induzida em células epiteliais intestinais depois da estimulação 

por bactérias (ECKMANN et al., 1993b). IL-8 derivada das células epiteliais pode 

induzir infiltrado neutrofílico em vários tipos de inflamação de mucosas (IZZO et al., 

1992, MAZZUCCHELLI et al., 1994). 

 

1.4.1. Papel de citocinas na inflamação intestinal 

 

Citocinas podem induzir apoptose e têm contribuído para a disfunção de 

barreira presente nos processos inflamatórios intestinais (STRATER et al., 1997). 

Citocinas inflamatórias, tais como IL-1, IL-6, TNF-α, IFN-γ e IL-2 e citocinas 

antiinflamatórias, tais como IL-1ra, TGF-β, IL-4, IL-10 e IL-11 podem estar envolvidas 



na lesão e reparo da mucosa (WILSON; GIBSON, 1997). IL-1 possui influência 

marcante no desenvolvimento de lesões e na secreção intestinal por estimular a 

síntese de PGs (THEODOROU et al., 1994) e IL-8 (SARTOR, 1994). 

Citocinas como: IL-1β, TNF-α, IL-6 e TGF-β também podem ser 

expressas no plexo mioentérico em ratos infectados por nematóides e serem 

responsáveis por alterações na motilidade (COLLINS, 1996). IL-6 pode ser 

produzida diretamente pelas células musculares lisas durante a inflamação intestinal 

(SCHWARZ et al., 2004; WEHNER et al., 2005). 

Também é descrito que IL-4 pode ser um mediador importante na 

inflamação intestinal e na regulação do músculo liso gastrintestinal durante 

processos inflamatórios (FINKELMAN et al., 2004). IL-4 é descrito como uma 

citocina com várias funções, como: regulação das células de crescimento, regulação 

das células T e regulação de células tumorais (PAUL, 1991). Existem evidências 

tanto da sua ação antiinflamatória como pró-inflamatória em modelos de inflamação 

intestinal (KAMPEN; GAULDIE; COLLINS, 2005). Está demonstrado que parte da 

ação pró-inflamatória da IL-4 na inflamação intestinal pode ser devido à produção de 

IFN-γ (BAMIAS et al., 2005). Recentemente, Akiho et al. (2005) demonstraram a 

presença de receptores de IL-4 no músculo liso intestinal. Também foi demonstrado 

que a exposição do músculo liso intestinal a IL-4 aumenta a contratilidade quando 

estimulado por carbacol (AKIHO et al., 2005). Esses dados revelam que IL-4 pode 

ter um papel na inflamação intestinal e possivelmente nas alterações funcionais 

decorrentes dos processos inflamatórios intestinais. 

Outra citocina de interesse nos processos inflamatórios intestinais é a IL-

18 (REUTER; PIZARRO, 2004). Esses mesmos autores descrevem que IL-18 é 

produzida em vários tipos de células, como: fibroblastos, osteoblastos, células 



epiteliais intestinais. Quando a IL-18 liga-se ao seu receptor pode mediar respostas 

do tipo Th1 e Th2 (NAKANISHI et al., 2001), pode induzir a liberação de IL-1β, TNF-

α, IL-8 (PUREN et al., 1998) e ativar a migração de neutrófilos (GRACIE et al., 

1999).  

Dados da literatura demonstram que IL-18 está aumentada em pacientes 

com doença de Crohn (KANAI et al., 2001). Trabalhos de Chikano et al. (2000), 

demonstraram que IL-18 juntamente com IL-12 podem induzir importantes lesões 

hepática e intestinal em animais. Esses autores sugerem que parte da ação dessas 

citocinas é dependente de IFN-γ e independente de TNF-α e NO. 

 

1.4.2. Papel do PAF e da 5-LO na inflamação intestinal 

 

O fator de agregação plaquetário (PAF) é produzido endogenamente no 

intestino durante inflamação intestinal (SUN; HSUEH, 1988). O PAF participa na 

patogênese da enterocolite necrozante (HSUEH et al., 2003) e da lesão intestinal 

associada ao choque endotóxico (HSUEH; GONZALEZ-CRUSSI; ARROYAVE, 

1987). Outros autores demonstraram que a injeção sistêmica de PAF em ratos 

induziu necrose intestinal de maneira dose-dependente (HSUEH; GONZALEZ-

CRUSSI; ARROYAVE, 1987). 

Outras evidências demonstram a participação do PAF em modelos de 

colite em animais (CAPLAN et al., 1997). Ademais, é demonstrado que o tratamento 

com antagonistas do receptor de PAF diminuem a inflamação da mucosa no modelo 

de colite em animais (MEENAN et al., 1996). Ainda é possível encontrar a 

participação de PAF na produção de prostaglandina E2 e na secreção de cloreto pela 

mucosa intestinal humana (BORMAN; JEWELL; HILLIER, 1998).  



Pode-se destacar que o PAF além de participar dos eventos inflamatórios, 

participa também de alterações de motilidade gastrintestinal. Deshpande et al., 

(1994), demonstraram que ao tratar com antagonista do receptor de PAF animais 

com colite as alterações de motilidade colônica eram revertidas. 

Outro mediador eicosanóide presente na inflamação intestinal são os 

produtos da via da 5-lipoxigenase. Trabalhos mostram que existe produção de 

leucotrienos derivados da via da 5-lipoxigenase em modelos animais de colite 

aguda. Também afirmam que o tratamento com drogas inibidoras da 5-lipoxigenase 

podem ser eficazes na terapêutica das doenças inflamatórias intestinais (RASK-

MADSEN et al., 1992). Entretanto, outros trabalho demonstram não haver 

participação de 5-lipoxigenase em indivíduos com colite ou doença de Crohn 

(HENDEL; AHNFELT-R�NNE; NIELSEN, 2002).  

  

1.4.3. Morte celular e inflamação intestinal 

 

A quimioterapia do câncer pode causar apoptose nas células das criptas 

do intestino de animais e humanos (PRITCHARD; POTTEN; HICKMAN, 1998; 

KEEFE et al., 2000). As modificações nas células decorrentes da apoptose devem-

se à ativação de caspases (BOWEN et al., 2006). O controle da apoptose depende 

da expressão de genes da família Bcl-2 (THORNBERRY, 1998; BOWEN et al., 

2006). Parte da ativação dos genes da família Bcl-2 deve-se à quimioterapia do 

câncer (BOWEN et al., 2006). É descrito que fatores produzidos pela família Bcl-2 

possam participar da mucosite observada no trato gastrintestinal (KEEFE; GIBSON; 

HAUER-JENSEN, 2004).  



Outros achados da literatura demonstram que a expressão dos fatores de 

transcrição p53 e p21 pode estar relacionada com a apoptose e a proliferação 

intestinal (GIBSON et al., 2005; BOWEN et al., 2006). Pritchard et al. (1998) 

observou que camundongos deficientes para p53 (p53-/-) tratados com 5-FU tiveram 

menor resposta apoptótica quando comparado aos camundongos selvagens 

(p53+/+). Trabalhos de Gibson et al. (2005) demonstraram que MTX induziu 

aumento de apoptose nas criptas com aumento da expressão de p53.  

Pode-se destacar o receptor FAS como participante da apoptose de 

vários tipos celulares (NAGATA, 1999). A ligação ao receptor FAS induz apoptose 

de células através da ativação de caspase 8 (STENNICKE; SALVESEN, 2000). 

Caspase 8 também pode ativar apoptose mediada via mitocondrial pela ativação do 

BID, que é um membro pró-apoptótico da família Bcl-2 (LUO et al., 1998) 

 

1.5. Inflamação intestinal X Alterações funcionais 

 

No decorrer dos últimos anos, muitos autores tentaram buscar uma 

explicação para as alterações de motilidade observadas durante e após os 

processos inflamatórios da mucosa intestinal. Esses distúrbios são advindos de 

mudanças tanto na estrutura, como na função do intestino, além de serem também 

observados na fase pós-inflamatória (COLLINS, 1996; GROSSI; MCHUGH; 

COLLINS, 1993; HOSSEINI et al., 1999). Esses autores demonstraram que após 

colite experimental induzida por ácido 2,4,6 – trinitrobenzenoasulfônico (TNBS), 

havia alteração na contratilidade tanto do músculo circular como do longitudinal do 

intestino. Porém, essas alterações não estão bem compreendidas. Observa-se na 

literatura que essas alterações de motilidade induzidas por inflamação podem 



ocorrer por distúrbios de liberação de neurotransmissores do plexo mioentérico 

(JACOBSON; MCHUGH; COLLINS, 1997) e/ou por hipertrofia e hiperplasia muscular 

(MOREELS et al., 2001). 

Na tentativa de entender as mudanças na motilidade gastrintestinal 

advinda de processos inflamatórios vários modelos foram propostos. Depoortere et 

al. (1999) mostraram que colite induzida por TNBS, em coelhos, levava a um 

aumento de infiltrado celular na lâmina própria e era acompanhada da produção de 

leucotrieno B4 e C4. Em relação ao músculo liso intestinal, observou-se uma menor 

responsividade a acetilcolina (ACh) e ao KCl, bem como a substância P (SP) e a 

motilina, porém em menor proporção. Em experimentos onde a inflamação intestinal 

foi induzida por Schistosoma mansoni, Moreels et al. (2001) demonstraram aumento 

da liberação de IL-1β em intestino de camundongos inflamados pelo Schistosoma. 

Essa liberação não foi observada na fase crônica. Collins (1996) já demonstrou que 

IL-1β tem grande importância na modulação da função neuromuscular durante 

inflamação gastrintestinal. 

O aumento da contratilidade de tiras de intestino de camundongos 

infectados por Schistosoma foi observado quando induzidos por ACh, KCl, SP ou 5-

HT. Esse aumento da contratilidade era percebido na 12ª semana depois da 

infestação, ou seja, na fase de resolução. Quando na presença de indometacina, a 

atividade espontânea do músculo liso intestinal era diminuída, sugeria atividade 

moduladora de prostaglandina na manutenção do tônus intestinal (MOREELS et al., 

2001). 

Outros estudos de Moreels et al. (2001) utilizavam TNBS para induzir 

ileite em ratos, demonstraram que, no período da fase inflamatória, havia uma 

menor responsividade do músculo a agonistas, como acetilcolina (ACh). Enquanto, 



no período pós-inflamatório, havia um aumento da responsividade, ou seja, 

hipercontração. Essa contração era bloqueada por 1�M de tetrodotoxina (TTX) e 

1µM de atropina. Dessa forma, demonstra o bloqueio do plexo mioentérico é 

importante para a modulação do processo contrátil do músculo intestinal. Essa 

disfunção de motilidade resulta em risco maior para o desenvolvimento de síndrome 

do intestino irritável, sendo observado por Garcia-Rodriguez e Ruigomez (1999). 

Esses autores demonstraram que pacientes com episódios de gastroenterites têm o 

risco aumentado em 10 vezes para o aparecimento de síndrome do intestino 

irritável. 

Existe evidência de que a hipercontratilidade, observada em células de 

músculo liso intestinal de camundongos infectado por Trichinella spirallis, pode ser 

mediada por citocinas liberadas de células de células Th2. Isso foi observado 

quando essas células musculares, na presença de interleucina-13 (IL-13) e 

interleucina-4 (IL-4), apresentaram uma contração maior ao carbacol, comparada 

com a contração das células sem interleucinas. Essa ação pode ser mediada ou não 

pelo fator de transcrição 6 (STAT-6) (AKIHO et al., 2002). 

Na tentativa de esclarecer a disfunção da mucosa e da secreção colônica 

no período pós-inflamatório, Zamuner et al. (2003) encontraram dados de que ratos 

tratados com TNBS apresentavam, no período pós-colite, um aumento na expressão 

de ciclooxigenase-2 (COX-2). Isso foi observado quando o cólon era tratado com 

lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), onde a expressão de COX-2 estava aumentada 

em quase 700%, quando comparado ao cólon controle só tratado com LPS e sem 

colite. Essas observações sugerem a COX-2, como uma enzima chave na mediação 

da disfunção epitelial pós-colite, além do fato de que também o óxido nítrico (NO) 

juntamente com a COX-2 poderiam estar mediando as alterações observadas no 



transporte e na barreira da mucosa intestinal, como foi mostrado por Resta-Lenert e 

Barrett (2002). 

Trabalhos de Barbara, Vallance e Collins et al. (1997) mostraram uma 

persistente disfunção muscular depois da infecção de camundongos por T. spirallis. 

Foi observado que 28 dias após a infecção não havia atividade induzida de MPO e 

nem mudanças na morfologia da mucosa, porém a contração induzida pelo carbacol 

estava aumentada e continuava até 42 dias pós-infecção. Esse aumento da 

responsividade também foi observado pela contração promovida pela estimulação 

elétrica. Os autores sugerem que mediadores produzidos na fase inflamatória 

persistam na fase pós-inflamatória e que eles induzem essa disfunção de motilidade, 

porém, esse mecanismo ainda está desconhecido. 

Além desses dados, há estudos na literatura demonstrando sintomas 

gastrintestinais decorrentes da terapia antineoplásica. Depois da introdução dos 

antagonistas dos receptores de serotonina, o cuidado desses problemas teve uma 

boa resolução (HICKOK et al., 2003). Entretanto, pacientes sob terapia 

antineoplásica podem sofrer de outros sintomas, como dispepsia, disfagia e diarréia 

que não são controlados por drogas antieméticas (RIEZZO et al., 2005). O conjunto 

desses sintomas foi denominado de síndrome dispéptica associado à quimioterapia 

do câncer. Recentemente, pesquisadores sugeriram que a causa dessa síndrome 

pode estar associadas às anormalidades da motilidade do trato gastrintestinal 

(RIEZZO et al., 2001).  

Os dados da literatura mostram, em parte, que as alterações da 

motilidade gastrintestinal, provenientes da inflamação intestinal, podem ser 

associadas ou causadas por eventos inflamatórios. Os mesmos resultados obtidos 

da literatura reforçam a hipótese de que as alterações funcionais advindas de 



processos inflamatórios e pós-inflamatórios podem estar relacionadas às alterações 

estruturais do músculo liso gastrintestinal e/ou alterações neuronais, principalmente 

do plexo mioentérico. Essas observações sugerem que a inflamação do trato 

gastrintestinal pode causar significativas alterações funcionais, sendo que os 

possíveis mecanismos ainda não foram elucidados. 



2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

  

� Avaliar os mediadores inflamatórios e as alterações motoras 

gastrintestinais no curso da mucosite intestinal experimental induzida por 

5-FU. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

� Reproduzir os modelos de mucosite intestinal por 5-FU em camundongos 

e ratos; 

 

� Estudar o envolvimento de IL-1β, IL-4, IL-18, PAF, produtos da 5-LO na 

mucosite intestinal induzida por 5- FU em camundongos; 

 

� Investigar o possível papel do FAS na mucosite intestinal por 5-FU em 

camundongos; 

 

� Verificar, no rato, os efeitos da mucosite intestinal por 5-FU sobre o 

esvaziamento gástrico de líquidos, correlacionando com as alterações 

inflamatórias. 

 



3. MATERIAS E MÉTODOS 

 

3.1. Animais utilizados nos protocolos experimentais de mucosite intestinal 

 

� Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso variando entre 150 a 180g, 

procedentes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e 

Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC; 

 

� Foram utilizados camundongos balb-c e c57/black machos, pesando entre 25 

– 30g, e camundongos machos deficientes para: IL-4, IL-18, o receptor de 

PAF, 5-lipoxigenase e para FAS-ligante. Todos os animais foram procedentes 

do Biotério Setorial da Faculdade de Medicina da USP-Ribeirão Preto. Os 

animais foram mantidos em caixas apropriadas com água e comida à 

vontade.  

 

� Os protocolos experimentais estão de acordo com os padrões de uso de 

animais experimentais e esse projeto foi aprovado pelo comitê de Ética em 

Pesquisa com Animais das universidades envolvidas nesse trabalho. 

 
 



3.2. Modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos 

(adaptado por Carneiro-Filho et al., 2004) 

 

Camundongos foram tratados com dose única de 150 e 450 mg/kg de 5-

FU (i.p) (ICN Farmacêutica) e sacrificados após 3 dias. Os animais controles foram 

tratados com salina. Depois do sacrifício dos animais, amostras do duodeno, jejuno 

e íleo foram retiradas para análise histológica. Amostras do duodeno foram retiradas 

e congeladas em freezer -70oC para posterior avaliação de citocinas (TNF-α, IL-1β, 

KC e IL-6) e avaliação da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). Amostras de 

sangue também foram coletadas para determinação da contagem total de leucócitos 

plasmáticos. 

Para os camundongos os seguintes grupos experimentais foram 

construídos: 

3.2.1. Para avaliação do papel de IL-1ββββ, IL-4 e IL-18 no desenvolvimento 

da mucosite intestinal por 5-FU. 

� Camundongos foram pré-tratados diariamente com antagonista do 

receptor de IL-1β (100 mg/kg; IL-1Ra) e posteriormente tratados 

com 5-FU (450 mg/kg); 

� Camundongos deficientes para IL-4 (IL-4 -/-) foram tratados com 

dose única de 5-FU (450 mg/kg); 

� Camundongos deficientes para IL-18 (IL-18 -/-) foram tratados com 

dose única de 5-FU (450 mg/kg); 



3.2.2. Para avaliação do papel do PAF e de 5-lipoxigenase (5-LO) no 

desenvolvimento da mucosite intestinal por 5-FU. 

� Camundongos foram pré-tratados diariamente com antagonista do 

receptor de PAF (BN 52021-s.c.; 20 mg/kg) e posteriormente 

tratados com 5-FU (450 mg/kg); 

� Camundongos deficientes para 5-LO (5-LO -/-) foram tratados com 

dose única de 5-FU (450 mg/kg); 

3.2.3. Para avaliação do papel de FAS no desenvolvimento da mucosite 

intestinal por 5-FU. 

� Camundongos deficientes para FAS (FAS-ligante -/-) foram tratados 

com dose única de 5-FU (450 mg/kg); 

 

Parâmetros avaliados na mucosite intestinal induzida por 5-FU em 

camundongos. 

 
3.3. Leucograma 

 

O método de avaliação dos leucócitos plasmáticos foi comum para os 

camundongos e ratos. Esses animais foram anestesiados com éter e amostras de 

sangue foram coletadas do plexo orbital ou da punção cardíaca. O número total de 

leucócitos plasmáticos foi determinado depois da diluição com solução de Turk. A 

contagem dos leucócitos plasmáticos foi realizada com o auxílio da câmara de 

Neubauer juntamente com o uso de microscópio ótico (100X; Nikon). Os resultados 

foram expressos como número total de leucócitos contado nos 4 campos da câmara 

de Neubauer e posteriormente multiplicados pelo fator de correção da câmara de 

Neubauer. Por fim, os valores foram expressos como n°células/mm3. 



3.4. Análise morfométrica e histopatológica 

 

Os segmentos do duodeno, jejuno e íleo foram obtidos e fixados em 

formol a 10%, depois, processados de acordo com os protocolos histológicos, e, ao 

final, foram cortados (5 µm) e fixados em hematoxilina e eosina. 

Os segmentos intestinais foram avaliados para obtenção da altura dos 

vilos e da profundidade das criptas, utilizou-se microscópio ótico acoplado ao um 

sistema de aquisição de imagens (LEICA). Foram obtidas as medidas de 10 vilos e 

de 10 criptas para se obter a medida estimada da altura dos vilos e da profundidade 

das criptas dos camundongos controle (salina) e dos camundongos tratados com 5-

FU. 

 

3.5. Ensaio para mieloperoxidase 

 

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente, predominantemente, nos 

grânulos azurófilos dos neutrófilos e tem sido utilizada como um marcador 

quantitativo da infiltração de neutrófilos nos processos inflamatórios em vários 

tecidos, entre eles o trato gastrintestinal. Resumidamente, 50 a 100 mg do duodeno 

de camundongos submetidos ao tratamento com 5-FU e dos animais controle 

(salina), foram colocados num tampão 1 (NaCl 0,1 M + NaEDTA 0,015 M/L de 

NaPO4 0,02 M em pH 4,7). Posteriormente, homogeneizados num Politron (13000 

rpm). Sendo centrifugado a 15 minutos (3000 rpm). Logo em seguida, o 

sobrenadante foi retirado e o precipitado, novamente foi centrifugado no tampão 1 e 

colocado para centrifugar nas mesmas condições. O sobrenadante foi, mais uma 

vez, retirado e, então, o precipitado foi homogeneizado (Politron - 13000 rpm) em um 



tampão 2 [HTAB (0,05%)/200 ml de NaPO4 0,05M]. A próxima etapa foi colocar esse 

homogenato para congelar e descongelar em nitrogênio líquido (2X). 

Posteriormente, o homegenato foi centrifugado a 10000-20000 rpm por 15 

minutos. Finalmente, o sobrenadante foi pipetado na placa (5-10 µl) + 45 µl de 

NaPO4 0,08M e mais a solução de leitura [TMB 25 µl (5 min) + H2O2 100 µl (5 min)]. 

A reação foi terminada com o acréscimo de H2SO4 50 µl (4M) e lida em um leitor de 

placa a 450nm. Assim, o infiltrado neutrofílico foi obtido a partir de uma curva padrão 

de neutrófilos. 

 

3.6. Dosagem de citocinas (TNF-αααα, IL-1ββββ, IL-6, IL-4 e KC) no duodeno de 

camundongos tratados com 5-FU 

 

A concentração de citocinas foi determinada através do seu conteúdo no 

duodeno de camundongos controle (salina) e tratado com 5-FU. Após o sacrifício 

dos camundongos (3º dia experimental),  o duodeno foi removido e congelado a -

70oC para posterior homogeneização e coleta do sobrenadante para dosagem TNF-

α, IL-1β, IL-6, IL-4 e KC (SAFIEH-GARABEDIAN et al., 1995). A detecção das 

concentrações dessas citocinas foi realizada por ELISA, conforme protocolo de 

Cunha et al. (1993), o qual seguiu as seguintes etapas:  

3.6.1. incubação com 2 µg/mL de anticorpo anti-TNF, anti-IL-1β, anti-IL-6, 

anti-IL-4 ou anti-KC diluídos em tampão de bicarbonato (pH 8.2) – 100 

µL/poço (placa de 96 poços) por 16-24h a 4oC;  

3.6.2. lavagem da placa (3x) com PBS-tween 20, 0,1% v/v;  

3.6.3. bloqueio com albumina bovina 1% diluída em tampão de lavagem, 100 

µL/poço por duas horas à temperatura ambiente;  



3.6.4. lavagem da placa (3x);  

3.6.5. incubação com a curva padrão de TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-4 ou KC diluída 

em tampão de lavagem e das amostras a serem dosadas (100 µL/poço por 

16-24h a 4oC);  

3.6.6. lavagem da placa (3x);  

3.6.7. incubação com anticorpo biotinilado diluído 1:1.000 em tampão de 

lavagem contendo 1% de BSA por uma hora à temperatura ambiente;  

3.6.8. lavagem da placa (3x);  

3.6.9. incubação com avidina-peroxidase (DAKO) diluída 1:5.000 em tampão 

de lavagem, 100 µL/poço por 15 minutos à temperatura ambiente;  

3.6.10. lavagem da placa (3x);  

3.6.11. incubação com o-fenilenediamina diidrocloreto (OPD) em tampão 

substrato, 100 µL/poço, cobriu-se a placa e deixou-se no escuro por 5-20 

minutos na temperatura ambiente;  

3.6.12. a reação foi paralisada com 150 µL/poço de H2SO4 1M;  

3.6.13. leitura em espectrofotômetro a 490 nm.  

Os resultados foram expressos em pg/mL como a curva padrão. 

 

3.7. Modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU em ratos  

 

Os ratos foram tratados com dose única de 5-FU (150 mg/kg, ICN 

Farmacêutica). Os animais controles foram tratados com salina. Os ratos foram 

sacrificados depois 1, 3, 5, 15 ou 30 após a administração de 5-FU. Depois do 

sacrifício, amostras do estômago e do duodeno, jejuno e íleo de ratos foram 

retiradas para análise histológica. Partes dessas amostras foram retiradas e 



congeladas em freezer -70oC para posterior avaliação da atividade da enzima 

mieloperoxidase (MPO) e dosagem de glutationa (GSH). Amostras de sangue 

também foram coletadas para determinação da contagem total de leucócitos 

plasmáticos. 

 

Parâmetros avaliados na mucosite intestinal induzida por 5-FU em ratos. 

 
3.8. Avaliação da sobrevida 

 
 

Diariamente registrou-se a mortalidade dos animais para se avaliar a taxa 

de sobrevida após o tratamento com 5-FU.  

 

3.9. Análise ponderal 

 
 

Os ratos foram pesados diariamente durante todo o período experimental. 

Os valores encontrados foram expressos em variável de peso, em relação ao peso 

inicial. 

 
3.10. Análise morfométrica e histopatológica 
 

 

Os segmentos do duodeno, jejuno e íleo foram obtidos e fixados em 

formol a 10%. Depois, foram processados de acordo com os protocolos histológicos 

e, por fim, foram cortados (5 µm) e fixados em hematoxilina e eosina. 

Os segmentos intestinais foram avaliados para obtenção da altura dos 

vilos e da profundidade das criptas, utilizando-se microscópio ótico com ocular 

milimetrada ou sistema de aquisição de imagens e posteriormente houve a utilização 

do software de medida (LEICA). Foram obtidas a medida de 10 vilos e criptas para 



obter a medida estimada da altura dos vilos e da profundidade das criptas dos 

animais controle e dos animais com mucosite intestinal nos dias avaliados.  

 

3.11. Análise do índice de apoptose e mitose das criptas do duodeno, jejuno e 

íleo de ratos 

 

As criptas obtidas do duodeno, jejuno e íleo de ratos também foram 

avaliadas para os índices de apoptose e mitose nos dias 1, 3, 5 e 15 após o 

tratamento com 5-FU. O mesmo procedimento foi realizado para os animais controle. 

A razão entre as células das criptas com achados apoptóticos (segmentação e 

condensação nuclear, corpos apoptóticos) do total de células na cripta foi obtida pela 

determinação de um número de 20 criptas analisadas para cada amostra. Para a 

avaliação da recuperação da mucosa intestinal após a mucosite, foi avaliado o 

índice de mitose nas células da base da cripta. Os achados de mitose foram obtidos 

de um número de 20 criptas analisadas do total de células na cripta. A medida foi 

obtida através de um microscópio ótico com uma resolução de 400X. Os valores 

absolutos foram obtidos e, assim, produzimos os índices de apoptose e mitose para 

cada grupo experimental (controle e tratado com 5-FU).  

 

3.12. Ensaio para mieloperoxidase 

 
Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente, predominantemente, nos 

grânulos azurófilos dos neutrófilos e tem sido utilizada como um marcador 

quantitativo da infiltração de neutrófilos nos processos inflamatórios em vários 

tecidos, entre eles o trato gastrintestinal. Resumidamente, 50 a 100 mg do duodeno, 

jejuno e íleo dos animais submetidos a mucosite induzida por 5-FU. Depois de os 



segmentos serem pesados, foram colocados num tampão de potássio com 0,5% de 

brometo de hexadecitrimetilamônio (pH 6,0; 50 mg de tecido por ml) e 

posteriormente homogeneizados num Politron. A seguir, o homegenato será 

centrifugado a 14000 rpm por 2 minutos. A atividade da MPO por mg de tecido foi 

determinada através da técnica descrita por Bradley, Christensen e Rothstein 

(1982), utilizou-se 0,0005% de peróxido de nitrogênio como substrato para a MPO. A 

unidade da atividade de MPO será definida como aquela capaz de converter 1 mM 

de peróxido de nitrogênio em água em 1 minuto. 

 

3.13. Determinação de glutationa 

 
A concentração de GSH nos segmentos intestinais (duodeno, jejuno e 

íleo) foi avaliada utilizando-se o ensaio para determinação de grupos sulfidrílicos não 

protéicos (NP-SH) (SEDLAK; LINDSAY, 1968). As amostras obtidas de intestinos 

(100 mg/ml) foram homogeneizadas em 0.02 M EDTA. Alíquotas de 400 µl do 

homogenato foram misturadas com 320 µl de H2O destilada e 80 µl de ácido 

tricloroacético a 50% para precipitação das proteínas. Depois dessa etapa, o 

material foi centrifugado por 15 min em rotação de 3,000g a uma temperatura de 

4°C. Depois da centrifugação, novas alíquotas de 400 µl do sobrenadante foram 

misturadas com 800 µl de tampão TRIS com concentração de 0.4 M, pH 8.9 e com 

20 µl 5,5-dithiobis-(2-nitro-benzoic acid (DTNB, Fluka) e agitadas por 3 min. A 

absorbância foi lida depois do acréscimo de DTNB e da agitação em 412 nm contra 

um reagente branco (sem o homogenato). A concentração de GSH era expressa por 

µg/mg de tecido. 

 



3.14. Avaliação do esvaziamento gástrico e trânsito intestinal por cintilografia 

em ratos acordados 

 

Para esse teste, foram obtidos três grupos de ratos: um controle, outro 

com mucosite intestinal e sacrificados 3 dias após a administração de 5-FU e um 

grupo com mucosite intestinal e sacrificado 15 dias após a administração de 5-FU. A 

partir disso, passados 3 dias ou 15 dias, os animais foram deixados em jejum por 18 

horas antes do experimento. No dia do experimento, receberam uma solução de 

salina glicosada (5%) no volume de 1 ml da solução/por 100 g de peso contendo 500 

µCi de 99mtecnécio (Instituto de Pequisas Energéticas e Nucleares - IPEN, São 

Paulo, SP, Brasil), por gavagem. Passados 30 min da gavagem, os animais foram 

sacrificados por decapitação e o estômago e intestino delgado e grosso foram 

isolados pelas seguintes junções: esôfago-gástrica, gastroduodenal, íleo-cecal e 

retosigmoidal. Depois da exposição, o estômago e o intestino delgado (separado em 

5 segmentos similares e consecutivos P1- P5) foram colocados dentro de dedos de 

luvas até a contagem da atividade radioativa em ordem para evitar mistura dos 

conteúdos.  A radioatividade dos tecidos isolados foi contada com a utilização de 

uma gama câmara (Orbiter Stand; Siemens Gamasonics, Hoffman Estates, IL, USA). 

Os resultados foram construídos a partir do número de pixels por minuto, depois de 

retirado do cálculo a atividade do “background”.  

A retenção da radioatividade gástrica foi expressa em percentagem, de 

acordo com o seguinte cálculo: retenção gástrica = total da radioatividade 

recuperada do estômago e o total da radioatividade recuperada do trato 

gastrintestinal de todos os segmentos (P1-P5).  



A retenção da radioatividade intestinal foi expressa em percentagem, de 

acordo com o seguinte cálculo: retenção de cada segmento intestinal (P1-P5) = total 

da radioatividade recuperada de cada segmento / diminuída do total da 

radioatividade recuperada de todos os segmentos intestinais (P1-P5) (SOUZA et al., 

2003).  

O trânsito intestinal da refeição foi estimado de acordo com o método do 

centro geométrico (MILLER; GALLICAN; BURKS, 1981). De acordo com este 

princípio, obtivemos o produto da retenção fracional de cada segmento (estômago, 

delgado 2, delgado 3, delgado 4, delgado 5, delgado 6 e cólon) pelo dígito 

identificador de cada segmento: (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, respectivamente). A somatória 

desses valores indica o centro geométrico da refeição radioativa propelida ao longo 

do intestino, aos moldes do centro de massa dos objetos (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Representação esquemática do centro geométrico de uma refeição teste. 



3.15. Medidas de contratilidade 

 

Foram utilizados tiras longitudinais do fundo de estômago e duodeno de 

ratos com e sem mucosite intestinal (1-5 cm) no 3° e 15° dia experimental. Essas 

tiras foram lavadas para limpeza e retirada de resíduos com solução nutridora de 

Tyrode Normal (pH= 7.4), composição (mmol/l): 128 NaCl, 4,5 KCl, 2,5 CaCl2, 1,18 

MgSO4, 1,18 KH2PO4, 125 NaHCO3 e 5,55 glicose. As tiras foram montadas em 

câmaras orgânicas com volume de 25 ml, com solução de Tyrode, a temperatura de 

37ºC, pH= 7.4, oxigenadas com mistura de 5% de CO2 e 95% de O2 (AUBÉ et al., 

1996). Uma das extremidades da tira foi presa à base fixa e a outra a um transdutor 

de força isométrico (modelo Panlab S.L, Barcelona, Espanha). Foram aplicadas aos 

tecidos uma tensão de 1 g por um período de equilíbrio de 60 minutos. Para avaliar 

a responsividade do tecido, utilizou-se carbacol (0,1 nM – 1 mM) e KCl na 

concentração de 60 mM. 

 

3.16. Análise Estatística 

 
De todos os experimentos foram calculadas as médias ± EPM de um 

certo número de eventos (n) em cada grupo. A diferença estatística entre os grupos 

foi determinada através de análise de variância (ANOVA) e a comparação entre as 

médias foi feita pelo teste de Bonferroni. Uma diferença de p<0,05 foi considerada 

estatisticamente significativa.  



4. RESULTADOS 
 
 
4.1. Modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos 

c57/black e balb-c. 

 

Tanto a dose 150 mg/kg como a de 450 mg/kg de 5-FU induziu intensa 

leucopenia nos camundongos balb-c e c57/black, sacrificados após três dias do 

tratamento com 5-FU (Tabela 1 e 2).  

A dose 150 mg/kg de 5-FU induziu diminuição na altura dos vilos e da 

razão vilo/cripta no jejuno (Figura 5A e C) e aprofundamento das criptas no íleo de 

camundongo balb-c (Figura 5B). Para o camundongo c57/black, essa dose de 5-FU 

causou diminuição da altura dos vilos e da razão vilo/cripta no íleo (Figura 7A e C). 

Na dose de 450 mg/kg de 5-FU, encontraram-se lesões intestinais mais importantes 

do que as observadas na dose de 150mg/kg de 5-FU. A dose de 450 mg/kg de 5-FU 

induziu diminuição na altura dos vilos e na razão vilo/cripta no duodeno, jejuno e íleo 

(Figura 5A, C). Em relação ao aprofundamento das criptas, observou-se aumento no 

duodeno e íleo dos animais balb-c tratados com 5-FU quando comparado aos 

animais controle (Figura 5B). Para o camundongo c57/black, essa dose de 5-FU 

induziu diminuição na altura dos vilos e na razão vilo/cripta no duodeno, jejuno e íleo 

(Figura 7A, C), bem como um aprofundamento das criptas no duodeno e íleo dos 

animais c57/black tratados com 5-FU comparado aos animais controle (Figura 7B).  

Na fotomicrografia 6B, D e F observou-se que o 5-FU (450 mg/kg) alterou 

a morfologia do duodeno, jejuno e íleo, respectivamente, dos camundongos balb-c. 

Pode-se destacar diminuição dos vilos, aprofundamento e vacuolização das criptas e 

perda da arquitetura dos enterócitos para os três segmentos estudados, em 

comparação aos segmentos dos animais controle (Figura 6A, C e E). Encontraram-



se alterações semelhantes no duodeno (Figura 8B), no jejuno (Figura 8D) e no íleo 

(Figura 8F) dos camundongos c57/black tratados com 5-FU (450 mg/kg), quando 

comparado aos segmentos dos animais controle (Figura 8A, C e E). 

 Percebeu-se que o tratamento com 5-FU na dose de 450 mg/kg induziu 

um importante aumento da infiltração de neutrófilos para o duodeno tanto nos 

camundongos balb-c (Figura 9A) como nos camundongos c57/black (Figura 9B), 

sacrificados após 3 dias do tratamento com 5-FU.  

Também se observou que o tratamento com 5-FU na dose de 450 mg/kg 

induziu aumento na concentração de TNF-α, IL-1β, IL-6, KC no duodeno tanto dos 

camundongos balb-c como dos camundongos c57/black (Tabela 3). Em relação à IL-

4, observamos um aumento da concentração desta citocina, somente no duodeno 

dos camundongos balb-c, mas não nos camundongos c57/black (Tabela 3). 



 
 
 
 

Grupos Experimentais (n=8) nº células/mm3 

Salina (controle) 6768,00±1002,00 

balb-c + 5-FU (150 mg/kg) 2086,00 ±463,50* 

balb-c + 5-FU (450 mg/kg) 1746,00±371,00* 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Grupos Experimentais (n=8) nº células/mm3 

Salina (controle) 7578,00±1063,00 

c57/black + 5-FU (150 mg/kg) 1625,00±340,50* 

c57/black + 5-FU (450 mg/kg) 1585,00±247,30* 

 
 
 

Tabela 1 – Efeito do tratamento com 5-FU sobre a contagem total de 

leucócitos sangüíneos em camundongos balb-c. 

Os valores representam a media ± E.P.M. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. Foi 

utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 

 

Tabela 2 – Efeito do tratamento com 5-FU sobre a contagem total de 

leucócitos sangüíneos em camundongos c57/black. 

Os valores representam a media ± E.P.M. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. Foi 

utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 

 



 

FIGURA 5 – Análise morfométrica dos segmentos intestinais de camundongos 
balb-c (n=8) tratados com salina ou 5-FU. Animais foram pré-tratados com salina (C) ou 5-FU 
(150 e 450 mg/kg) e sacrificados após três dias. Segmentos do duodeno, jejuno e íleo foram obtidos para 
medida da altura dos vilos (painel A), profundidade das criptas (painel B) e razão vilo/cripta (painel C). Os 
valores foram expressos como media ± E.P.M. *p<0,05 comparado ao grupo salina (C), foi utilizado o teste 
ANOVA seguido de Bonferroni. 
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FIGURA 6 – Fotomicrografias de segmentos intestinais de camundongos balb-c 

tratados com salina ou 5-FU. Os animais foram tratados com salina ou 5-FU (450 mg/kg) dose 
única (i.p.), e sacrificados após três dias. Segmentos intestinais foram removidos e processados (A-
duodeno; C-jejuno; E-íleo, dos animais salina (controle) e B-duodeno; D-jejuno; F-íleo, dos animais com 
mucosite intestinal, 100x). Segmentos intestinais de animais controle mostrando vilos e criptas (A, C, E) 
preservados. Segmentos intestinais de animais que receberam 5-FU, mostrando encurtamento dos vilos e 
aprofundamento das criptas (B, D, F). 

100X 100X 



FIGURA 7 – Análise morfométrica dos segmentos intestinais de camundongos 
c57/black (n=8) tratados com salina ou 5-FU. Animais foram pré-tratados com salina (C) ou 5-
FU (150 e 450 mg/kg) e sacrificados após três dias. Segmentos do duodeno, jejuno e íleo foram obtidos 
para medida da altura dos vilos (painel A), profundidade das criptas (painel B) e razão vilo/cripta (painel C). 
Os valores foram expressos como media ± E.P.M. *p<0,05 comparado ao grupo salina (C), foi utilizado o 
teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
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FIGURA 8 – Fotomicrografias de segmentos intestinais de camundongos c57/black 

tratados com salina ou 5-FU. Os animais foram tratados com salina ou 5-FU (450 mg/kg) dose 
única (i.p.), e sacrificados após três dias. Segmentos intestinais foram removidos e processados (A-
duodeno; C-jejuno; E-íleo, dos animais salina (controle) e B-duodeno; D-jejuno; F-íleo, dos animais com 
mucosite intestinal, 100x). Segmentos intestinais de animais controle mostrando vilos e criptas (A, C, E) 
preservados. Segmentos intestinais de animais que receberam 5-FU, mostrando encurtamento dos vilos e 
aprofundamento das criptas (B, D, F). 
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FIGURA 9 – 5-FU induziu infiltração neutrofílica no duodeno de camundongos balb-
c (n=8) e c57/black (n=8). Os animais foram tratados com salina (C) ou 5-FU (450 mg/kg) dose única 
(i.p.), e sacrificados após três dias. Uma porção do duodeno foi retirada para determinar o n° de neutrófilos. 
Os valores representam a média ± EPM do n° de neutrófilos do tecido sendo analisados pelo teste ANOVA 
seguido de Bonferroni. *p<0,05 quando comparados ao grupo salina (C). 
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 Citocinas (pg/300µµµµl) 

Grupos (n=8) TNF-αααα IL-1ββββ IL-6 KC IL-4 

Salina+balb-c  6,90±0,96 21,51±13,53 2,50±0,64 98,58±21,67 37,80±4,48 

Salina+c57/black 7,43±0,97 134,80±31,94 19,42±1,11 86,92±21,19 43,20±4,87 

5-FU+balb-c  16,62±4,27# 553,90±204,60# 35,68±7,23# 357,10±108,40# 56,14±5,83# 

5-FU+c57/black 12,13±1,17* 280,30±41,53* 29,67±3,93* 177,20±28,16* 48,09±5,10 

 
 
 
 
 

Tabela 3 – Dosagem de citocinas no duodeno de camundongos balb-c e c57/black tratados 

com salina ou 5-FU (450 mg/kg). 

Os valores representam a media ± E.P.M.  
#p<0,05 quando comparado ao grupo salina (balb-c);  

*p<0,05 quando comparado ao grupo salina (c57/black); 

Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
 



4.2. 5-FU induz mucosite intestinal em camundongos com participação de IL-1ββββ 

e IL-4, mas não de IL-18. 

 

O tratamento com IL-1Ra (100 mg/kg), em camundongos c57/black com 

mucosite intestinal induzida por 5-FU (450 mg/kg), não reverteu a leucopenia 

(Tabela 4), mas foi capaz de reverter à diminuição da altura dos vilos e da razão 

vilo/cripta no duodeno, jejuno e íleo (Figura 10A e C). Ademais, esse tratamento 

reverteu o aprofundamento das criptas do duodeno dos camundongos c57/black 

tratados com 5-FU após três dias (Figura 10B). Na fotomicrografia da Figura 11E e F 

observou-se que o tratamento com IL-1Ra protegeu o duodeno dos camundongos 

c57/black das alterações morfológicas já descritas e observadas na Figura 10 C e D, 

que demonstrou um duodeno semelhante aos dos camundongos controle (Figura 

11A e B). Além desses dados, observamos que o tratamento com IL-1Ra reverteu a 

infiltração de neutrófilos (Tabela 5) e o aumento da concentração de TNF-α, IL-1β, 

KC (Tabela 6) no duodeno dos camundongos c57/black tratados com 5-FU.  

Os camundongos IL-4 (-/-) apresentaram leucopenia após o tratamento 

com 5-FU (450 mg/kg) semelhante aos camundongos selvagens (IL-4 +/+) que 

receberam o mesmo tratamento (Tabela 4). Porém, os camundongos IL-4 (-/-) 

tiveram uma menor redução da altura dos vilos e da razão vilo/cripta no duodeno, 

jejuno e íleo após o tratamento com 5-FU em comparação aos camundongos 

selvagens tratados com 5-FU (Figura 12A e C). Os camundongos IL-4 (-/-) tratados 

com 5-FU também tiveram um menor aprofundamento das criptas do duodeno e 

íleo, em relação aos camundongos selvagens tratados com 5-FU (Figura 12B). Na 

fotomicrografia da Figura 13 E e F, observou-se que o duodeno dos camundongos 

IL-4 (-/-) tratados com 5-FU não apresentam diminuição da altura dos vilos e nem 



aprofundamento das criptas, como foi observado nos camundongos selvagens 

tratados com 5-FU (Figura 13C e D). Além desses dados, observou-se que os 

camundongos IL-4 (-/-) tratados com 5-FU apresentaram menor infiltração de 

neutrófilos (Tabela 7) e menor aumento na concentração de TNF-α, IL-1β, IL-6 e KC 

(Tabela 8) no duodeno em comparação ao duodeno dos animais selvagens tratados 

com 5-FU. 

Os camundongos IL-18 (-/-) apresentaram leucopenia após o tratamento com 

5-FU (450 mg/kg) semelhante aos camundongos selvagens (IL-18 +/+) tratados com 

5-FU (Tabela 4). Bem como, observou-se importante redução na altura dos vilos no 

duodeno, jejuno (Figura 14A), e na razão vilo/cripta do duodeno e jejuno (Figura 

14C). Essas alterações foram mais acentuadas do que as observadas nos animais 

selvagens tratados com 5-FU (Figura 14A e C). Mas no íleo a redução da razão 

vilo/cripta foi menos acentuada (Figura 14C). Observou-se aprofundamento das 

criptas do duodeno (Figura 14B), no jejuno e íleo. O aprofundamento foi menos 

acentuado após o tratamento com 5-FU em relação aos camundongos selvagens 

tratados com 5-FU (Figura 14A, B e C). Observando a fotomicrografia do duodeno 

dos camundongos IL-18 (-/-) tratados com 5-FU podemos encontrar diminuição dos 

vilos, aprofundamento e vacuolização das criptas, vacuolização e perda da 

arquitetura dos enterócitos (Figura 15E e F), achados semelhantes aos encontrados 

no duodeno de camundongos selvagens tratados com 5-FU (Figura 15C e D). 



 

 
 
 
 
 

Grupos (n=8) nº células/mm3 

controle (selvagem) 7173,00±1032,50 

IL-1Ra (100mg/kg) + 5-FU (450 mg/kg) 1880,00±421,50* 

IL-4 (-/-) + 5-FU (450 mg/kg) 2513,00±166,30* 

IL-18 (-/-) + 5-FU (450 mg/kg) 2238,00±268,00* 

 
 
 
 
 

Tabela 4 – Efeito do tratamento com 5-FU sobre a contagem total de 

leucócitos sangüíneos de camundongos tratados com IL-1Ra e de 

camundongos deficientes para IL-4 e IL-18.  

Os valores representam a media ± E.P.M.  

*p<0,05 quando comparado ao grupo controle (balb-c). Foi utilizado o teste ANOVA seguido de 
Bonferroni. 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

C - IL-1Ra C - IL-1Ra C - IL-1Ra
0

50

100

150

200

250

*

* *

#

#

#

A
LT

U
R

A
 V

IL
O

S
 (

µ
m

)

C - IL-1Ra C - IL-1Ra C - IL-1Ra
0

50

100

150

*
#

*

*

P
R

O
F

U
N

D
ID

A
D

E
 D

A
S

C
R

IP
T

A
S

 (
µ
m

)

C - IL-1Ra C - IL-1Ra C - IL-1Ra
0

1

2

3

4

duodeno jejuno íleo
5-FU (450mg/kg)

* *
*

5-FU (450mg/kg) 5-FU (450mg/kg)

#
#

#R
A

Z
Ã

O
 A

LT
U

R
A

V
IL

O
/P

R
O

F
U

N
D

ID
A

D
E

C
R

IP
T

A

FIGURA 10 – Efeito do tratamento com IL-1Ra sobre as alterações morfométricas 
dos segmentos intestinais de camundongos c57/black (n=8) tratados com 5-FU. 
Animais foram pré-tratados com salina (C) ou 5-FU (450 mg/kg) + salina ou 5-FU + IL-1Ra (100 mg/kg). 
Após o sacrifício, segmentos do duodeno, jejuno e íleo foram obtidos para medida da altura dos vilos 
(painel A), profundidade das criptas (painel B) e razão vilo/cripta (painel C). Os valores foram expressos 
como media ± E.P.M. *p<0,05 comparado ao grupo salina (C); #p<0,05 comparado ao grupo 5-FU + salina 
(-), foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
 

A 

B 



 

FIGURA 11 – Fotomicrografias do duodeno de camundongos controle (A-B), e 
submetidos à mucosite intestinal pelo 5-FU pré-tratados com salina (C-D) e IL-1Ra 
(E-F). Os animais receberam salina (controle) ou 5-FU (450 mg/kg) + salina ou 5-FU + IL-1Ra (100 mg/kg). 
Após o sacrifício, o duodeno foi removido e processado (A-B; duodeno controle); (C-D; duodeno + 5-FU); 
(E-F; duodeno + 5-FU + IL-1Ra). O duodeno dos animais que receberam IL-1Ra mostrando vilos e criptas 
semelhantes ao duodeno controle. (A, C, E 100X; B, D, F 400X). 

100X 400X 



 
 
 
 
 

Grupos (n=8) n°neutrófilos/mg de tecido 

Controle (salina) 663,50±76,50 

5-FU+salina 3579,00±492,00* 

5-FU+IL-1Ra (100 mg/kg) 2061,00±308,20# 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Citocinas (pg/300µµµµl) 

Grupos (n=8) TNF-αααα IL-1ββββ IL-6 KC 

Controle (salina) 7,43±0,97 134,80±31,94 19,42±1,11 86,92±21,19 

5-FU+salina 12,13±1,17* 280,30±41,53* 29,67±3,93* 177,20±28,16* 

5-FU+IL-1Ra (100 mg/kg) 6,97±1,11# 98,64±41,70# 23,60±2,82 100,00±17,11# 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 6 – O tratamento com IL-1Ra reverteu o aumento da concentração de citocinas 

induzida por 5-FU no duodeno de camundongos c57/black. 

Os valores representam a media ± E.P.M.  

*p<0,05 quando comparado ao grupo controle (salina); 
#p<0,05 quando comparado ao grupo 5-FU+salina; 

Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
 

Tabela 5 – O tratamento com IL-1Ra reduziu a infiltração de neutrófilos 

induzida por 5-FU no duodeno de camundongos c57/black. 

Os valores representam a media ± E.P.M.  

*p<0,05 quando comparado ao grupo controle (salina); 
#p<0,05 quando comparado ao grupo 5-FU+salina; 

Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.. 
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FIGURA 12 – Análise morfométrica dos segmentos intestinais de camundongos 
selvagens para IL-4 (IL-4 +/+) (n=8) e deficientes para IL-4 (IL-4 -/-) (n=8) tratados 
com salina ou 5-FU. Animais IL-4 (+/+) e IL-4 (-/-) foram pré-tratados com salina (C) ou 5-FU (450 
mg/kg) após 3 dias, segmentos do duodeno, jejuno e íleo foram obtidos para medida da altura dos vilos 
(painel A), profundidade das criptas (painel B) e razão vilo/cripta (painel C). Os valores foram expressos 
como media ± E.P.M. *p<0,05 comparado ao grupo salina (C); #p<0,05 quando comparado ao grupo 5-
FU+IL-4 (+/+), foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
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FIGURA 13 – Fotomicrografias do duodeno de camundongos selvagens para IL-4 
(IL-4 +/+) e deficientes para IL-4 (IL-4 -/-) tratados com salina ou 5-FU. Animais IL-4 (+/+) 
e IL-4 (-/-) foram pré-tratados com salina ou 5-FU (450 mg/kg). Após o sacrifício, o duodeno foi removido e 
processado. (A-B) salina+IL-4 (+/+); (C-D) 5-FU+ IL-4 (+/+); (E-F) 5-FU+IL-4 (-/-). O duodeno dos animais 
IL-4 (-/-) que receberam 5-FU mostram vilos e criptas semelhantes ao duodeno dos animais IL-4 (+/+) que 
receberam salina. (A, C, E 100X; B, D, F 400X). 
 

100X 400X 



 
 
 
 
 

Grupos (n=8) n°neutrófilos/mg de tecido 

IL-4 (+/+) 663,5±76,5 

IL-4 (+/+)+5-FU 3579,0±492,0* 

IL-4 (-/-)+5-FU 1702,0±315,8# 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Citocinas (pg/300µµµµl) 

Grupos (n=8) TNF-αααα IL-1ββββ IL-6 KC 

IL-4 (+/+) 7,43±0,97 134,8±31,94 19,42±1,11 86,92±21,19 

IL-4 (+/+)+5-FU 12,13±1,17* 280,3±41,53* 29,67±3,93* 177,2±28,16* 

IL-4 (-/-)+5-FU 7,36±0,52# 86,47±29,61# 1,31±0,76# 105,6±21,57# 

 
 
 
 
 
 
 

Tabela 8 – Camundongos deficientes para IL-4 (IL-4 -/-) que foram tratados 

com 5-FU apresentam uma menor concentração de citocinas no duodeno 

quando comparado aos animais selvagens (IL-4 +/+) tratados com 5-FU. 

Os valores representam a media ± E.P.M.  

*p<0,05 quando comparado ao grupo IL-4 (+/+);  
#p<0,05 quando comparado ao grupo IL-4 (+/+)+5-FU; 

Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
 

Os valores representam a media ± E.P.M.  

*p<0,05 quando comparado ao grupo IL-4 (+/+); 
#p<0,05 quando comparado ao grupo IL-4 (+/+)+5-FU; 

Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
 

Tabela 7 – Camundongos deficientes para IL-4 (IL-4 -/-) tratados com 5-FU 

apresentam uma menor infiltração de neutrófilos no duodeno quando 

comparado aos camundongos selvagens (IL-4 +/+) tratados com 5-FU. 
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FIGURA 14 – Análise morfométrica dos segmentos intestinais de camundongos 
selvagens para IL-18 (IL-18 +/+) (n=8) e deficientes para IL-18 (IL-18 -/-) (n=8) 
tratados com salina ou 5-FU. Animais IL-18 (+/+) e IL-18 (-/-) foram pré-tratados com salina (C) ou 
5-FU (450 mg/kg) após 3 dias, segmentos do duodeno, jejuno e íleo foram obtidos para medida da altura 
dos vilos (painel A), profundidade das criptas (painel B) e razão vilo/cripta (painel C). Os valores foram 
expressos como media ± E.P.M. *p<0,05 comparado ao grupo salina (C); #p<0,05 quando comparado ao 
grupo 5-FU+IL-18 (+/+), foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
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FIGURA 15 – Fotomicrografias do duodeno de camundongos selvagens para IL-18 
(IL-18 +/+) e deficientes para IL-18 (IL-18 -/-) tratados com salina ou 5-FU. Animais IL-18 
(+/+) e IL-18 (-/-) foram pré-tratados com salina ou 5-FU (450 mg/kg). Após o sacrifício, o duodeno foi 
removido e processado. (A-B) salina+IL-18 (+/+); (C-D) 5-FU+ IL-18 (+/+); (E-F) 5-FU+IL-18 (-/-). O duodeno 
dos animais IL-18 (-/-) que receberam 5-FU mostram vilos e criptas semelhantes ao duodeno dos animais 
5-FU+ IL-18 (+/+). (A, C, E 100X; B, D, F 400X). 

100X 400X 



4.3. 5-FU induz mucosite intestinal em camundongos com participação de PAF, 

mas não de 5-LO.  

 

Os camundongos deficientes para o receptor de PAF (PAF-/-) 

apresentaram leucopenia após o tratamento com 5-FU (450 mg/kg) semelhante aos 

camundongos selvagens (PAF +/+) que receberam o mesmo tratamento (Tabela 9). 

Os camundongos PAF (-/-) tiveram redução da altura dos vilos no duodeno e íleo 

(Figura 16A e B) e redução da razão vilo/cripta no íleo após o tratamento com 5-FU 

(Figura 16C), porém não tiveram nenhuma alteração da razão vilo/cripta no duodeno 

em comparação aos animais selvagens que receberam o mesmo tratamento (Figura 

16C). Os camundongos PAF (-/-) tratados com 5-FU também não apresentaram 

aprofundamento das criptas do duodeno em relação aos camundongos selvagens 

tratados com 5-FU na mesma dose (Figura 16B). Na fotomicrografia da Figura 17E e 

F, observou-se que o duodeno dos camundongos PAF (-/-) tratados com 5-FU não 

apresentam diminuição da altura dos vilos e nem aprofundamento das criptas, como 

observado nos camundongos selvagens tratados com 5-FU (Figura 17C e D).  

Além desses dados, também foi demonstrado que os camundongos PAF 

(-/-) tratados com 5-FU apresentam infiltração de neutrófilos (Tabela 10). Porém, 

esses mesmos camundongos apresentam um menor aumento na concentração de 

IL-1β, e KC (Tabela 11) no duodeno em comparação ao duodeno dos camundongos 

selvagens tratados com 5-FU. 

O tratamento com BN 52021 (20mg/kg) em camundongos c57/black com 

mucosite intestinal induzida por 5-FU (450mg/kg) não alterou a leucopenia (Tabela 

9), mas reverteu a diminuição da altura dos vilos e da razão vilo/cripta no duodeno 

(Figura 18A e C). Por outro lado, não reverteu o aprofundamento das criptas do 

duodeno dos camundongos c57/black que foram tratados com 5-FU (Figura 18B). 



Na fotomicrografia da Figura 19 E e F, observou-se que o tratamento com 

BN 52021 foi capaz de proteger o duodeno dos camundongos c57/black das 

alterações morfológicas já descritas e observadas na Figura 19 C e D, demonstra 

um duodeno semelhante ao dos camundongos controle (Figura 19A e B). Além 

desses dados, também observamos que o tratamento com BN 52021 não foi capaz 

de reverter a infiltração de neutrófilos (Tabela 12) no duodeno dos camundongos 

c57/black tratados com 5-FU. 

Os camundongos deficientes para 5-LO (5-LO -/-) apresentaram 

leucopenia após o tratamento com 5-FU (450mg/kg) semelhante aos camundongos 

selvagens (5-LO +/+) que receberam o mesmo tratamento (Tabela 9). Observou-se 

importante redução na altura dos vilos e na razão vilo/cripta no duodeno, jejuno e 

íleo (Figura 20A e C). Essas alterações eram igualmente observadas nos 

camundongos selvagens para 5-LO (IL-18 +/+), que foram tratados com 5-FU na 

mesma dose (Figura 20A, B e C). Além disso, houve um aprofundamento mais 

acentuado das criptas do duodeno, jejuno e íleo (Figura 20B) dos camundongos 5-

LO (-/-) tratados com 5-FU em relação aos animais selvagens tratados.  

Assim, quando se observa a fotomicrografia do duodeno dos 

camundongos 5-LO (-/-) tratados com 5-FU pode-se encontrar diminuição dos vilos e 

aprofundamento das criptas (Figura 21E e F), achados semelhantes aos 

encontrados no duodeno de camundongos selvagens (5-LO +/+) tratados com 5-FU 

(Figura 21C e D). 



 

 
 
 
 

Grupos (n=8) nº células/mm3 

controle (selvagem) 7173,00±1032,50 

PAF (-/-) + 5-FU (450 mg/kg) 1788,00±456,20* 

BN 52021 (20mg/kg) + 5-FU (450 mg/kg) 2250,00±484,90* 

5-LO (-/-) + 5-FU (450 mg/kg) 1640,00±263,30* 

 
 
 
 
 

Tabela 9 – Efeito do tratamento com 5-FU sobre a contagem total de 

leucócitos sangüíneos de camundongos tratados com BN 52021 e de 

camundongos deficientes para PAF e 5-LO.  

Os valores representam a media ± E.P.M.  

*p<0,05 quando comparado ao grupo controle (balb-c). Foi utilizado o teste ANOVA seguido de 
Bonferroni. 
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FIGURA 16 – Análise morfométrica dos segmentos intestinais de camundongos 
selvagens para PAF (PAF +/+) (n=8) e deficientes para o receptor de PAF (PAF -/-) 
(n=8) tratados com salina ou 5-FU. Animais PAF (+/+) e PAF (-/-) foram pré-tratados com salina 
(C) ou 5-FU (450 mg/kg) após 3 dias, segmentos do duodeno, jejuno e íleo foram obtidos para medida da 
altura dos vilos (painel A), profundidade das criptas (painel B) e razão vilo/cripta (painel C). Os valores 
foram expressos como media ± E.P.M. *p<0,05 comparado ao grupo salina (C); #p<0,05 quando comparado 
ao grupo 5-FU+PAF (+/+), foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
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FIGURA 17 – Fotomicrografias do duodeno de camundongos selvagens para PAF 
(PAF +/+) e deficientes para o receptor de PAF (PAF -/-) tratados com salina ou 5-
FU. Animais PAF (+/+) e PAF (-/-) foram pré-tratados com salina ou 5-FU (450 mg/kg). Após o sacrifício, o 
duodeno foi removido e processado. (A-B) salina+PAF (+/+); (C-D) 5-FU+ PAF (+/+); (E-F) 5-FU+PAF (-/-). 
O duodeno dos animais PAF (-/-) que receberam 5-FU mostram vilos e criptas semelhantes ao duodeno 
dos animais PAF (+/+) que receberam salina. (A, C, E 100X; B, D, F 400X). 



 
Grupos (n=8) n°neutrófilos/mg de tecido 

PAF (+/+) 988,40±204,50 

PAF (+/+) + 5-FU 1746,00±204,50* 

PAF (-/-) + 5-FU 6719,00±1008,00* 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Citocinas (pg/300µµµµl) 

Grupos (n=8) TNF-αααα IL-1ββββ IL-6 KC 

PAF (+/+) 6,90±0,96 21,51±13,53 2,50±0,64 98,58±21,67 

PAF (+/+) + 5-FU 16,62±4,27* 553,90±204,60* 35,68±7,23* 357,10±108,40* 

PAF (-/-) + 5-FU 9,98±1,42 159,30±72,31# 26,89±5,90 145,20±44,04# 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 11 – Camundongos deficientes para receptor de PAF (PAF -/-) que foram 

tratados com 5-FU apresentam uma menor concentração de citocinas no duodeno 

quando comparado aos animais selvagens (PAF +/+) tratados com 5-FU. 

Os valores representam a media ± E.P.M.  

*p<0,05 quando comparado ao grupo PAF (+/+);  
#p<0,05 quando comparado ao grupo PAF (+/+)+5-FU; 

Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
 

Os valores representam a media ± E.P.M. 

*p<0,05 quando comparado ao grupo PAF (+/+); 

Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
 

Tabela 10 – Camundongos deficientes para o receptor PAF (PAF -/-) 

tratados com 5-FU apresentam aumento de neutrófilos no duodeno. 
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FIGURA 18 – Efeito do tratamento com BN 52021 sobre as alterações morfométricas 
do duodeno de camundongos c57/black (n=8) tratados com 5-FU. Animais foram pré-
tratados com salina (C) ou 5-FU (450 mg/kg) + salina ou 5-FU + BN 52021 (20 mg/kg). Após o sacrifício, 
segmentos do duodeno foi obtido para medida da altura dos vilos (painel A), profundidade das criptas 
(painel B) e razão vilo/cripta (painel C). Os valores foram expressos como media ± E.P.M. *p<0,05 
comparado ao grupo salina (C); #p<0,05 comparado ao grupo 5-FU + salina (-), foi utilizado o teste ANOVA 
seguido de Bonferroni. 
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FIGURA 19 – Fotomicrografias do duodeno de camundongos controle (A-B), e 
submetidos à mucosite intestinal pelo 5-FU pré-tratados com salina (C-D) e BN 
52021 (E-F). Os animais receberam salina (controle) ou 5-FU (450 mg/kg) + salina ou 5-FU + BN 52021 
(20 mg/kg). Após o sacrifício, o duodeno foi removido e processado (A-B; duodeno controle); (C-D; duodeno 
+ 5-FU); (E-F; duodeno + 5-FU + BN 52021). Mucosa intestinal dos animais que receberam BN 52021 
mostrando vilos e criptas semelhantes ao duodeno dos animais controle. (A, C, E 100X; B, D, F 400X). 
 

100X 400X 



 
 
 
 

Grupos (n=8) U MPO/mg de tecido 

Salina (controle) 1,45±0,25 

Salina + 5-FU 5,64±0,80* 

BN 52021 (20 mg/kg) + 5-FU 4,45±1,05* 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Os valores representam a media ± E.P.M.  

*p<0,05 quando comparado ao grupo salina (controle); 

Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
 

Tabela 12 – O tratamento com BN 52021 não reduziu a infiltração de neutrófilos 

induzida por 5-FU no duodeno de camundongos. 
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FIGURA 20 – Análise morfométrica dos segmentos intestinais de camundongos 
selvagens para 5-LO (5-LO +/+) (n=8) e deficientes para 5-LO (5-LO -/-) (n=8) 
tratados com salina ou 5-FU. Animais 5-LO (+/+) e 5-LO (-/-) foram pré-tratados com salina (C) ou 
5-FU (450mg/kg) após 3 dias, segmentos do duodeno, jejuno e íleo foram obtidos para medida da altura 
dos vilos (painel A), profundidade das criptas (painel B) e razão vilo/cripta (painel C). Os valores foram 
expressos como media ± E.P.M. *p<0,05 comparado ao grupo salina (C); #p<0,05 quando comparado ao 
grupo 5-FU+5-LO (+/+), foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
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FIGURA 21 – Fotomicrografias do duodeno de camundongos selvagens para 5-LO 
(5-LO +/+) e deficientes para 5-LO (5-LO -/-) tratados com salina ou 5-FU. Animais 5-LO 
(+/+) e 5-LO (-/-) foram pré-tratados com salina ou 5-FU (450 mg/kg). Após o sacrifício, o duodeno foi 
removido e processado. (A-B) salina+5-LO (+/+); (C-D) 5-FU+ 5-LO (+/+); (E-F) 5-FU+5-LO (-/-). O duodeno 
dos animais 5-LO (-/-) que receberam 5-FU mostram vilos e criptas semelhantes ao duodeno dos animais 5-
FU+ 5-LO (+/+). (A, C, E 100X; B, D, F 400X). 
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4.4. O receptor FAS-ligante parece não participa da mucosite intestinal 

induzida por 5-FU. 

 

Os camundongos deficientes para FAS-ligante (FAS -/-) apresentaram 

leucopenia após o tratamento com 5-FU (450mg/kg) semelhante aos camundongos 

selvagens (FAS +/+) que receberam o mesmo tratamento (controle (selvagem)= 

7173,00±1032,50 células/mm3; FAS (-/-) + 5-FU (450 mg/kg)= 650,00±104,10 

células/mm3). Além disso, houve importante redução na altura dos vilos e na razão 

vilo/cripta no duodeno, jejuno e íleo (Figura 22A e C) dos camundongos FAS (-/-) 

tratados com 5-FU. Essas alterações eram igualmente observadas nos 

camundongos selvagens, tratados com 5-FU na mesma dose (Figura 22A e C). 

Dentre essas alterações, a diminuição da altura dos vilos foi mais acentuada nos 

camundongos FAS (-/-) tratados com 5-FU em relação aos camundongos selvagens 

tratados (Figura 22A). Foi observado ainda, um menor aprofundamento das criptas 

somente no duodeno (Figura 22B) após o tratamento com 5-FU (450mg/kg). 

Assim, quando foi observado a fotomicrografia do duodeno dos 

camundongos FAS (-/-) tratados com 5-FU pode-se encontrar diminuição dos vilos, 

aprofundamento e vacuolização das criptas, vacuolização e perda da arquitetura dos 

enterócitos (Figura 23E e F), achados semelhantes aos encontrados no duodeno de 

camundongos selvagens tratados com 5-FU (Figura 23C e D). 
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FIGURA 22 – Análise morfométrica dos segmentos intestinais de camundongos 
selvagens para FAS-ligante (FAS +/+) (n=8) e deficientes para FAS-ligante (FAS -/-) 
(n=8) tratados com salina ou 5-FU. Animais FAS (+/+) e FAS (-/-) foram pré-tratados com salina 
(C) ou 5-FU (450mg/kg) após 3 dias, segmentos do duodeno, jejuno e íleo foram obtidos para medida da 
altura dos vilos (painel A), profundidade das criptas (painel B) e razão vilo/cripta (painel C). Os valores 
foram expressos como media ± E.P.M. *p<0,05 comparado ao grupo salina (C); #p<0,05 quando comparado 
ao grupo 5-FU+FAS (+/+), foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
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FIGURA 23 – Fotomicrografias do duodeno de camundongos selvagens para FAS-
ligante (FAS +/+) e deficientes para FAS-ligante (FAS -/-) tratados com salina ou 5-
FU. Animais FAS (+/+) e FAS (-/-) foram pré-tratados com salina ou 5-FU (450mg/kg). Após o sacrifício, o 
duodeno foi removido e processado. (A-B) salina+FAS (+/+); (C-D) 5-FU+ FAS (+/+); (E-F) 5-FU+FAS (-/-). 
O duodeno dos animais FAS (-/-) que receberam 5-FU mostram vilos e criptas semelhantes ao duodeno 
dos animais 5-FU+ FAS (+/+). (A, C, E 100X; B, D, F 400X). 
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4.6. Modelo de mucosite intestinal em ratos Wistar. 

 

A dose 150 mg/kg de 5-FU induziu nos ratos uma mortalidade de 

aproximadamente 20% (sobrevida 80%) a partir do 4° dia experimental que 

continuou-se até o 15° dia experimental da indução da mucosite intestinal (Figura 

24A).  

Observou-se ainda, uma importante perda de peso a partir do 1° dia 

experimental (3,15±0,06%), que foi máxima no 3° dia experimental (17,24±2,16%).  

A partir do 5° dia experimental, houve uma discreta recuperação do ganho 

ponderal que continuou até o 30° dia experimental, porém essa recuperação ainda 

era significativamente menor que a do controle (Figura 24B). Houve uma importante 

leucopenia com o tratamento com 5-FU, que foi máxima no 3° dia após o tratamento 

(Tabela 13). No 15° dia, experimental foi observado um restabelecimento da 

contagem dos leucócitos plasmáticos dos animais tratados com 5-FU (Tabela 13). 

Nas fotomicrografias das figuras 25, 26 e 27, constatou-se importantes 

alterações morfológicas do duodeno, jejuno e íleo, respectivamente. Na Figura 25D, 

E e F, pode-se destacar encurtamento acentuado das vilosidades intestinais, 

necrose parcial de criptas, achatamento e vacuolização de enterócitos, presença de 

infiltrado mono e polimorfononucleares e redução de células caliciformes do 

duodeno de ratos tratados com 5-FU (150mg/kg) em comparação aos animais 

controle. Nos animais controle observa-se vilosidades e criptas íntegras, com epitélio 

cilíndrico recobrindo os vilos intestinais e a estrutura intacta das criptas com células 

de Paneth (Figura 25A, B e C).  Essas alterações morfológicas encontradas no 

duodeno de ratos tratados com 5-FU, também podem ser evidenciadas no jejuno 

(Figura 26C e D) e no íleo (Figura 27C eD) de ratos tratados com 5-FU na mesma 

dose. Foi observado que as fotomicrografias do 15° dia após o tratamento com 5-FU 



mostram uma recuperação das alterações morfológicas anteriormente descritas no 

duodeno (Figura 25G, H e I), no jejuno (26E e F) e no íleo (Figura 27E e F). 

Ao quantificar-se assas alterações histológicas pela análise morfométrica, 

os resultados mostram que o tratamento com 5-FU induziu diminuição da altura dos 

vilos e da razão vilo/cripta no duodeno, jejuno e íleo (Figura 28A e C) de ratos no 3° 

dia após o tratamento. Também induziu um aprofundamento das criptas no 3° e 5° 

dia no duodeno, no 3° dia no jejuno e no 3°, 5° e 30° dia no íleo (Figura 28B) em 

comparação aos segmentos intestinais dos animais controle. Essas alterações foram 

mais importantes no 3° dia após o tratamento com 5-FU. Podemos ainda destacar 

que a redução no tamanho dos vilos foi de aproximadamente 64,50% no duodeno, 

de 42,43% no jejuno e de 27,89% no íleo. Observa-se também que no 5°, 15° e 30° 

dia após o tratamento com 5-FU houve recuperação na altura dos vilos e na razão 

vilo/cripta (Figura 28A e C), bem como na profundidade das criptas (Figura 28B). 
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FIGURA 24 – Efeito do tratamento com 5-FU sobre a sobrevida e a variação de peso 
em ratos. Animais foram pré-tratados com salina (controle) ou 5-FU (150 mg/kg). As taxas de sobrevida 
foram calculadas pela curva de Kaplan-Meier e a diferença entre os grupos pelo teste de logrank (A). O 
peso foi avaliado diariamente até o trigésimo dia após o tratamento, os pontos representam média ± EPM 
da variação de peso (%), calculado através das diferenças do peso obtido diariamente e do peso obtido 
antes da administração de 5-FU (B). * p<0,05 comparado ao grupo controle. Foi utilizado o teste ANOVA 
seguido de Bonferroni.  
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Grupos (n=8) nº células/mm3 

Salina (controle)  10730,00± 518,20 

5-FU (1° dia) 5733,00±1013,00* 

5-FU (3° dia) 2917,00±904,30* 

5-FU (5° dia) 5308,00±1202,00* 

5-FU (15° dia) 12230,00±886,40 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 13 – Efeito do 5-FU (150 mg/kg) sobre a contagem dos leucócitos 

sangüíneos em ratos submetidos a mucosite intestinal. 

Os valores representam a media ± E.P.M. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. Foi 

utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
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FIGURA 25 – Fotomicrografias do duodeno de ratos tratados com salina ou 5-FU. 
Nos animais tratados com salina demonstram vilos, criptas e muscular normais (A, B, C). Nos animais 
submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU (3° dia experimental) (D, E, F), observamos: 
encurtamento dos vilos, e vacuolização dos enterócitos (E; seta), e infiltrado de mono e polimorfonuclear na 
lamina própria (E; cabeça de seta), perda da arquitetura das criptas (D), presença de vacuolização (seta) e 
infiltrado neutrofílico (cabeça de seta) na camada muscular (F). Nos animais submetidos a mucosite 
intestinal induzida por 5-FU (15° dia experimental) (G, H, I), observamos preservação dos vilos (G, H), 
criptas (G), e pouco infiltrado neutrofílico na camada muscular (I, cabeça de seta). Fixação em HE (A,D,G; 
100X; B,C,E,F,H,I; 400X).  
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FIGURA 26 – Fotomicrografias do jejuno de ratos tratados com salina ou 5-FU. Nos 
animais tratados com salina (controle), observamos vilos e criptas normais (A, B). Nos animais submetidos 
a mucosite intestinal induzida por 5-FU (3° dia experimental) (C, D), observamos encurtamento dos vilos, e 
vacuolização dos enterócitos, infiltrado de mono e polimorfonuclear, e perda da arquitetura das criptas. Nos 
animais submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU (15° dia experimental), observamos 
preservação dos vilos e das criptas (E, F). (A,C,E; 100X; B,D,F; 400X).  
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FIGURA 27 – Fotomicrografias do íleo de ratos tratados com salina ou 5-FU. Nos 
animais tratados com salina (controle), observamos vilos e criptas normais (A, B). Nos animais submetidos 
a mucosite intestinal induzida por 5-FU (3° dia experimental) (C, D), observamos encurtamento dos vilos, 
vacuolização dos enterócitos, infiltrado de mono e polimorfonuclear e perda da arquitetura das criptas. Nos 
animais submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU (15° dia experimental), observamos 
preservação dos vilos ed as criptas (E, F). Fixação em HE (A,C,E; 100X; B,D,F; 400X).  

100X 400X 
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FIGURA 28 – Análise morfométrica dos segmentos intestinais de ratos (n=8) 
tratados com salina ou 5-FU. Animais foram pré-tratados com salina (C) ou 5-FU (150 mg/kg) e 
sacrificados depois de 1, 3, 5, 15 e 30 dias. Segmentos do duodeno, jejuno e íleo foram obtidos para 
medida da altura dos vilos (painel A), profundidade das criptas (painel B) e razão vilo/cripta (painel C). Os 
valores foram expressos como media ± E.P.M. * p<0,05 comparado ao grupo salina (C). Foi utilizado o teste 
ANOVA seguido de Bonferroni. 
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4.7. Mucosite intestinal em ratos é acompanhada de infiltração de neutrófilos, 

intensa apoptose e consumo de glutationa. 

  

Foi encontrado um importante aumento do infiltrado neutrofílico no 

duodeno no 1°, 3° e 5° dia, no jejuno no 1° e 3° dia e no íleo no 1° e 3° dia de ratos 

após o tratamento com 5-FU (150mg/kg). A infiltração de neutrófilos foi máxima no 

terceiro dia após o tratamento, com valores de 658,37% para o duodeno, 353,91% 

para o jejuno e 492,19% para o íleo quando comparado aos segmentos dos animais 

controle (100%) (Tabela 14, 15 e 16). Também houve uma redução dos níveis de 

GSH no 1° e 3° dia no duodeno, jejuno e íleo de ratos após o tratamento com 5-FU. 

Este consumo de GSH foi máximo no 3° dia após o tratamento com valores de 

37,66% para duodeno, 40,41% para jejuno e 26,95% para íleo quando comparado 

aos segmentos dos animais controle (100%) (Tabela 14, 15 e 16). Além desses 

dados, observamos que no 15° dia após o tratamento com 5-FU houve uma 

recuperação nos níveis de neutrófilos no duodeno, jejuno e íleo dos ratos tratados 

com 5-FU (Tabela 14, 15 e 16). 

Na figura 29B, observa-se intensa apoptose das células das criptas do 

duodeno de ratos tratados com 5-FU no 1° dia após o tratamento, em que foi 

verificado núcleos picnóticos, em comparação as criptas do duodeno dos ratos 

controle (Figura 29A).  

Na figura 29D, foram encontradas células da cripta do duodeno de ratos 

em mitose no 5° dia após o tratamento com 5-FU, esse achado era semelhante ao 

encontrado na cripta do duodeno de ratos controle (Figura 29C). 

Na figura 30, ao quantificarem-se os achados de apoptose e mitose, 

observa-se que o tratamento com 5-FU (150mg/kg) induziu aumento do n° de 



células da cripta em apoptose no duodeno, jejuno e íleo, no 1° dia após o tratamento 

(Figura 30A).  

Esse tratamento também induziu diminuição da mitose das células da 

cripta no 1° e 3° dia no duodeno, e no 1° dia no jejuno e íleo após o tratamento com 

5-FU (Figura 30B). 

Por fim, constata-se que no 15° dia após o tratamento com 5-FU os níveis 

de apoptose e mitose foram restabelecidos no duodeno, jejuno e íleo de ratos 

(Figura 30A e B). 



 

 
 

Grupos (n=8) U MPO/mg de tecido GSH (µµµµg/100mg de tecido) 

Salina (controle)  1,85±0,15 371,40±26,70 

5-FU (1° dia) 7,90±1,23* 347,10±27,97* 

5-FU (3° dia) 12,18±1,07* 231,50±40,25* 

5-FU (5° dia) 5,22±0,95* 343,40±33,72 

5-FU (15° dia) 0,69±0,28 - 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Grupos (n=8) U MPO/mg de tecido GSH (µµµµg/100mg de tecido) 

Salina (controle)  3,19±0,82 413,50±31,26 

5-FU (1° dia) 8,26±1,48* 377,20±32,94* 

5-FU (3° dia) 11,29±1,44* 246,40±20,94* 

5-FU (5° dia) 1,89±0,30 417,90±32,02 

5-FU (15° dia) 0,28±0,16 - 

 
 
 

Tabela 14 – Efeito do 5-FU (150 mg/kg) sobre a atividade de MPO e a 

concentração de GSH no duodeno de ratos. 

Os valores representam a media ± E.P.M. *p<0,05 quando comparados ao grupo 

salina (controle). Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 

Tabela 15 – Efeito do 5-FU (150mg/kg) sobre a atividade de MPO e a 

concentração de GSH no jejuno de ratos. 

Os valores representam a media ± E.P.M. *p<0,05 quando comparados ao grupo 

salina (controle). Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 



 
 

Grupos (n=8) U MPO/mg de tecido GSH (µµµµg/100mg de tecido) 

Salina (controle)  2,05±0,67 336,50±38,68 

5-FU (1° dia) 4,93±0,68* 242,80±17,17* 

5-FU (3° dia) 10,09±2,00* 245,80±28,49* 

5-FU (5° dia) 1,93±0,69 332,50±27,79 

5-FU (15° dia) 0,80±0,67 - 

 
 
 
 

 

  

 
 
 
 
 
 

Tabela 16 – Efeito do 5-FU (150mg/kg) sobre a atividade de MPO e a 

concentração de GSH no íleo de ratos. 

Os valores representam a media ± E.P.M. *p<0,05 quando comparados ao grupo 

salina (controle). Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 



FIGURA 29 – Fotomicrografias do duodeno de ratos tratados com salina ou 5-FU 
para observar apoptose e mitose. Nos animais tratados com salina (controle; A, C), observa-se 
poucas células em apoptose e células em mitose. Nos animais submetidos a mucosite intestinal induzida 
por 5-FU (3° dia experimental), observa-se células da cripta em intenso processo de apoptose (B; seta) e 
poucas células em mitose. Nos animais submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU (5° dia 
experimental) verifica-se células da cripta em mitose (metáfase) (D, seta) e poucas células em apoptose. 
(A,B,C,D; 400X).  
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FIGURA 30 – Índice apoptótico e mitótico de tecidos intestinais de ratos (n=6) 
tratados com salina ou 5-FU. Animais foram pré-tratados com salina (C) ou 5-FU (150mg/kg) e 
sacrificados no 1, 3, 5, 15 dias. Segmentos do duodeno, jejuno e íleo foram obtidos para avaliação de 
apoptose (A) e mitose (B) por cripta, em um total de 20 criptas. Observa-se intensa apoptose no 1 dia após 
tratamento em todos os segmentos (A) e verifica-se aumento de mitose somente a partir do 3 após 
tratamento (B). Os valores foram expressos como media ± E.P.M. * p<0,05 comparados ao grupo salina 
(C). Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
 



4.8. Mucosite intestinal em ratos é acompanhada de importante retarde no 

esvaziamento gástrico e no trânsito intestinal em ratos acordados. 

 

Na Figura 31A, foi encontrado significativo retarde no esvaziamento 

gástrico em ratos acordados tanto na após 3 dias (fase inflamatória) como após 15 

dias (fase pós-inflamatória) do tratamento com 5-FU (150 mg/kg), quando 

comparado aos animais controle, com valores de 77,3±23,16% no 3 dia; de 

57,76±3,83 no 15 dia, comparado a retenção de 40,5±2,90 para os animais controle.  

Quando se observou o trânsito intestinal (Figura 31B), houve um retarde 

nos segmentos P1 e P5 e uma aceleração no segmento P4 no 3° dia experimental 

em comparação aos animais controle (salina). No 15° dia, não foi observada 

diferença significativa em nenhum segmento intestinal quando comparado aos 

animais controle.  

Na Figura 32, verificou-se a distribuição do isótopo radioativo ao longo do 

TGI dos animais tratados com salina ou 5-FU durante a fase inflamatória e pós-

inflamatória. Nos animais controle que receberam salina, a maior parte do marcador 

ficou retido entre os segmento 4 e 5. Ao passo que, nos animais tratados com 5-FU 

(150 mg/kg) e sacrificados no 3° dia, a maior parte do marcador ficou entre os 

segmentos 2 e 3. Nos animais tratados com 5-FU e sacrificados no 15° dia, a maior 

parte do marcador ficou entre os segmentos 3 e 4. 
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FIGURA 31 – Retenção gástrico e trânsito intestinal de líquidos em ratos acordados 
tratados com salina (controle) ou 5-FU (150 mg/kg). Atividade remanescente no estômago (A) 
e segmentos intestinais (P1-P5, B), 30min depois da gavagem de 5% de soro glicosado (1.0 ml/kg) com 
99mtecnésio (500µCi). Os valores foram expressos como porcentagem da atividade total no trato 
gastrintestinal e como media ± E.P.M. * p<0,05 comparado ao grupo controle. Foi utilizado o teste ANOVA 
seguido de Bonferroni. 
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FIGURA 32 – Efeito do tratamento com 5-FU sobre a distribuição do centro 
geométrico da refeição teste em ratos acordados. A progressão da refeição se prestou para 
determinação do centro geométrico da refeição, índice do trânsito intestinal. Esse índice foi obtido pela 
contagem radioativa de cada segmento do TGI [(Estômago (1) intestino delgado (2,3,4,5,6) e cólon (7)], 
30min depois da gavagem de 5% de soro glicosado (1.0 ml/kg) com 99mtecnésio (500 µCi). Os valores foram 
expressos na forma de “scatter”, com a linha horizontal representando a mediana. * p<0,05 comparado ao 
grupo controle. Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
 



4.9. Mucosite intestinal em ratos é acompanhada de aumento na contratilidade 

do músculo liso do estômago e do duodeno. 

  

Nos experimentos para avaliarmos a atividade mecânica do músculo liso 

gastrintestinal, foi observado que o 5-FU induziu uma hipercontratilidade no músculo 

liso do fundo gástrico de animais submetidos a mucosite intestinal quando 

estimulados pelo carbacol em concentrações cumulativas (10-10-10-4M) (Figura 33A, 

B e C).  

A contração máxima ocorreu na concentração de 10-5M no 3° dia 

experimental (CCh 10-5M, controle = 171.90 ± 26.22%, 5-FU = 290.78 ± 36.17%). Na 

concentração de 10-4M no 15° dia experimental (CCh 10-4M, controle = 174.78 ± 

28.24%, 5-FU = 282.55 ± 23.83%), quando comparada a contrações controle de KCl 

(Figura 33D).  

Resultados semelhantes foram observados no músculo liso duodenal 

quando estimulados com carbacol (Figura 34A e B), com valores máximos na 

concentração de 10-5M, no 3° dia experimental (controle = 35.41± 15.63%, 5-FU = 

105.80 ± 16.87%) e no 15° dia experimental (controle= 35.41± 15.63%, 5-FU= 

224.38 ± 21.61%) quando comparada a contrações controle de KCl (Figura 34C). 
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FIGURA 33 – Contratilidade do músculo liso do fundo de estômago de ratos 
tratados com salina ou 5-FU. (A) Registro típico da contratilidade do fundo de estômago dos 
animais controle (salina-A), e de animais tratados com 5-FU e sacrificados no 3 dia (B), ou no 15 dia (C). 
(D) Representa os dados médios ± E.P.M das curvas de CCh + salina (■, n=8), CCh + 5-FU no 3 dia 
experimental (●, n=6), e CCh + 5-FU no 15 dia experimental (∆, n=5). *p<0,05 comparado ao grupo controle 
(salina). Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni. 
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FIGURA 34 – Contratilidade do músculo liso duodenal de ratos tratados com salina 
ou 5-FU. Registro típico da contratilidade do duodeno de animais controle (salina-A), e de animais 
tratados com 5-FU e sacrificados no 3° dia (B) e no 15°dia (C). (D) Representa os dados médios ± E.P.M 
das curvas de CCh + salina (■, n=7), CCh + 5-FU no 3° dia experimental (●, n=4), e CCh + 5-FU no 15° dia 
experimental (□, n=4). * p<0,05 comparado ao grupo controle (salina). Foi utilizado o teste ANOVA seguido 
de Bonferroni. 
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5. DISCUSSÃO 

  

Nosso trabalho demonstra que IL-1β, IL-4 e PAF têm importância no 

desenvolvimento da mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos. 

Ademais, nosso trabalho também sugere que a mucosite intestinal induzida por 5-FU 

em ratos está associada a desordens da motilidade gastrintestinal (alterações no 

esvaziamento gástrico e na contratilidade do músculo liso gastrintestinal), tanto na 

fase inflamatória, como na fase pós-inflamatória da mucosite intestinal. 

Baseado em dados da literatura, utilizamos duas doses de 5-FU (150 ou 

450mg/kg) para induzir mucosite em duas espécies de camundongos (balb-c e 

c57/black). Observamos que, principalmente na dose de 450mg/kg, houve o 

desenvolvimento da mucosite intestinal tanto nos camundongos balb-c como 

c57/black.  

Podemos destacar como alterações histológicas importantes encontradas 

nos camundongos tratados com 5-FU, as seguintes: encurtamento dos vilos, 

aprofundamento das criptas e diminuição da razão vilo/cripta. 

Também encontramos intenso infiltrado neutrofílico e aumento de 

citocinas, como: TNF-α, IL-1β, KC, IL-6 e IL-4 no duodeno dos camundongos 

estudados. 

Nossos dados estão de acordo com vários estudos que mostram que a 

injúria epitelial com infiltração de neutrófilos na mucosa configura a fase inflamatória 

da mucosite (SONIS et al., 2004) também descrita por Duncan e Grant (2003).  

Assim, a mucosite induzida por antineoplásicos provoca destruição das 

células epiteliais e subseqüente indução de resposta inflamatória local (SONIS et al., 

2004; RUBEINSTEIN et al., 2004).  



Os neutrófilos representam um componente central da resposta imune, 

que é importante nos mecanismos como fagocitose, produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) e da ativação da produção de mediadores inflamatórios 

(REAVES; CHIN; PARKOS, 2005).  

Trabalhos de Edens et al. (2002) que usam o modelo ex vivo, mostram 

que a migração de neutrófilo para as células epiteliais pode induzir alterações de 

permeabilidade do epitélio intestinal. Essas alterações da permeabilidade do epitélio 

intestinal poderiam estar relacionadas a eventos diarréicos. 

Nossos resultados mostram que a dose de 450mg/kg causou mais lesões 

intestinais, tanto nos camundongos balb-c como nos c57/black. Porém, trabalhos de 

Carneiro-Filho et al. (2004) demonstraram que a dose única de 150mg/kg em 

animais balb-c já era suficiente para produzir mucosite intestinal. Essa mucosite era 

acompanhada de importante perda de peso, redução da altura dos vilos e 

aprofundamento das criptas. Sendo essas alterações observadas a partir do quarto 

dia após o tratamento com 5-FU, continuando até o sexto dia. Possivelmente a cepa 

de animais que utilizamos e o ambiente diferente possam ter alterado a sensibilidade 

destes animais ao 5-FU. 

O estabelecimento do modelo de mucosite intestinal em animais é 

importante. Tendo em vista, que muitos eventos histopatológicos que acompanham 

a mucosite intestinal em modelo animal são idênticos aos observados em humanos. 

KEEFE et al. (2000), em um estudo clínico utilizando regimes de múltiplas drogas 

antineoplásicas, observaram redução na área dos vilos em 24% e redução no 

tamanho das criptas em 26%, no terceiro dia após a quimioterapia, sendo que no 16º 

dia estas medidas retornaram aos valores iniciais. A contagem mitótica também se 



reduziu em 72% no terceiro dia após quimioterapia, retornando a valores normais no 

16º dia. 

Parte dessas alterações encontradas na mucosa intestinal induzida por 

antineoplásicos tem a participação de citocinas. Dentre essas podemos citar a IL-1α, 

IL-1β e TNF-α que estimulam a produção de outras citocinas, dos metabólitos do 

ácido araquidônico e das proteases por macrófagos, neutrófilos, células do músculo 

liso, fibroblastos e células epiteliais (SARTOR, 1994).  

Williams (2001) destaca que as citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-

6, TNF-α, IFN-γ e IL-2 contribuem para a gravidade e manutenção da mucosite 

intestinal induzida por antineoplásicos. Trabalhos de Lima et al. (2005) 

demonstraram que a administração de talidomida e pentoxifilina protegiam a mucosa 

oral de hamster dos efeitos provocados pelo tratamento com 5-FU, ambas 

substâncias agem por inibição de citocinas (TNF-α, IL-1).  

Para reforçar a participação de citocinas no desenvolvimento da mucosite 

oral e intestinal, dados da literatura demonstram aumento dos níveis de IL-1β e TNF-

α em modelos animais de mucosite oral induzida por radioterapia (SONIS et al., 

2000). Essas evidências mostram a importância de citocinas no desenvolvimento da 

mucosite gastrintestinal por radioterapia e quimioterapia. Nossos dados corroboram 

com os dados encontrados na literatura, pois o tratamento de camundongos balb-c e 

c57/black com 5-FU (450 mg/kg) aumentaram a concentração de TNF-α, IL-1β, KC, 

IL-6 e IL-4. 

Semelhante aos nossos resultados, dados da literatura mostram que 

outras drogas utilizadas na quimioterapia do câncer podem levar a mucosite 

intestinal com a participação de citocinas.  



De Koning et al. (2006) demonstram que TNF-α, IFN-γ e IL-2 estão 

aumentadas nas células da lamina própria de camundongos balb-c tratados com 

metotrexato e Melo et al. (2007) demonstram que TNF-α, IL-1β, KC estão 

aumentadas no duodeno de camundongos c57/black tratados com irinotecano. 

Tendo em vista os achados anteriormente descritos, objetivou-se nesse 

trabalho avaliar a participação de IL-1α/IL-1β utilizando um antagonista do receptor 

solúvel de IL-1 (IL-1Ra). Observamos que o tratamento com o antagonista IL-1Ra foi 

capaz de proteger significativamente o duodeno, jejuno e íleo de camundongos balb-

c e c57/black das alterações intestinais provocadas 5-FU, como: recuperação da 

altura dos vilos, recuperação da profundidade das criptas, diminuição do infiltrado 

neutrofílico e diminuição do aumento de citocinas TNF-α, IL-1β, KC. 

Encontramos na literatura que IL-1 está aumentada na mucosa intestinal 

de pacientes com doenças inflamatórias intestinais e em tecidos intestinais de 

animais submetidos à colite experimental. Com isso, acredita-se que IL-1 possa tem 

importância no desenvolvimento de doenças inflamatórias intestinais (YOUNGMAN 

et al., 1993). Yan et al. (2006) demonstraram que IL-1 estimula a expressão de 

genes responsáveis pela produção de fatores inflamatórios COX-2, MCP-1, MIP-2, 

iNOS, e RANTES em cultura de células epiteliais. De acordo com Yan et al. (2006) o 

aumento da expressão desses genes ocorre possivelmente pela ação de NF-κB. 

Outra citocina que despertou nosso interesse foi a IL-4, parte desse 

interesse está na sua característica de poder ser anti e pró-inflamatória em modelos 

de inflamação intestinal (KAMPEN; GAULDIE; COLLINS, 2005; BAMIAS et al., 2005; 

VALLANCE et al., 2007). Assim, utilizamos animais knockout para IL-4 e procuramos 

induzir mucosite intestinal como anteriormente descrito. Observamos que os animais 



deficientes para IL-4 tiveram menor lesão intestinal quando tratados por 5-FU em 

comparação aos animais selvagens.  

Podemos descrever que os animais deficientes para IL-4 quando tratados 

apresentaram uma menor redução da altura dos vilos e da razão vilo/cripta em todos 

os segmentos intestinais (duodeno, jejuno e íleo), o que nos mostra uma menor 

lesão induzida pelo 5-FU.  

Além disso, verificou-se um menor infiltrado neutrofílico e uma diminuição 

de TNF-α, IL-1β, KC e IL-6 no duodeno de animais deficientes para IL-4 e tratados 

com 5-FU em comparação ao duodeno dos animais selvagens que receberam o 

mesmo tratamento. Esses dados sugerem que IL-4 pode ter um papel pró-

inflamatório na mucosite intestinal por 5-FU.  

Nos reportando novamente a literatura, encontramos dados que reforçam 

a constatação do papel da IL-4 como citocina pró-inflamatória em modelos de 

inflamação intestinal. Trabalhos de Kampen, Gauldie e Collins (2005) demonstraram 

que camundongos transfectados com cDNA de IL-4 para murinos (Ad5IL-4) 

desenvolviam colite que era independente de células mastocitárias e células T, 

caracterizada pela infiltração de mononucleares e granulócitos, TNF-α era um 

mediador importante dessa colite. Também podemos encontrar o papel de IL-4 

como pró-inflamatória em modelos de colite induzida por oxazolone (BOIRIVANT et 

al., 1998). Foi demonstrada ainda a associação de IL-4 com inflamação intestinal 

produzida por helmintos (HOFFMAN; CHEEVER; WYNN, 2000). 

Outros autores mostraram que IL-4 pode exacerbar os achados 

inflamatórios em modelos de colite do tipo Th1, mostraram que o efeito pró-

inflamatório da IL-4 pode ocorrer em lesões intestinais mediadas por célula T (FORT 

et al., 2001). Alguns mecanismos utilizados pela IL-4 são a fosforilização e a 



ativação de STAT-6 pelas proteínas JAK1 e 3, em situações de inflamação intestinal 

como colite e parasitoses (SCHINDLER; DARNELL, 1995; KHAN et al., 2001; 

OKUDA et al., 2003).  

Tendo em vista a ação da IL-4 sobre STAT-6, tentamos induzir mucosite 

intestinal por 5-FU em camundongos deficientes em STAT-6. Os dados pré-liminares 

mostram que esses animais apresentam menos mucosite intestinal em comparação 

aos animais selvagens tratados com 5-FU (dados não mostrados).  

Assim, os dados obtidos avaliando a IL-4 nos levam a sugerir que essa 

citocina tem importância no desenvolvimento da mucosite intestinal por 5-FU. 

Outra citocina que despertou nosso interesse foi a IL-18, pois é 

demonstrado o aumento de IL-18 na mucosa intestinal em doença de Crohn 

(PIZZARO et al., 1999; PAPADAKIS et al., 2005). Em nosso Laboratório de 

Farmacologia da Inflamação e do Câncer, Freitas (2007) observou que 

camundongos deficientes para IL-18 ou pré-tratados com IL-18bp apresentavam 

melhoria na mucosite intestinal induzida por irinotecano em comparação aos animais 

selvagens tratados com irinotecano. Porém no presente estudo, camundongos 

deficientes para IL-18 continuaram a apresentar mucosite intestinal induzida por 5-

FU, semelhante aos animais selvagens.  

Em parte, podemos sugerir que o papel de IL-18 deva ser menos 

importante no modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos. 

Ainda baseado nesses resultados, podemos inferir que provavelmente os 

antineoplásicos que causam lesão intestinal como 5-FU e irinotecano devam induzir 

mucosite por mecanismos diferentes. 

Outro importante mediador investigado foi o fator de ativação plaquetário 

(PAF). Com esse intuito, utilizamos duas abordagens: 1ª utilizamos camundongos 



deficientes para o receptor de PAF e procuramos induzir mucosite intestinal com 5-

FU; na 2ª abordagem, fizemos o pré-tratamento de outro grupo de camundongos 

com um antagonista do receptor de PAF, o BN 52021 (SOUZA-FILHO et al., 1997). 

Os nossos resultados mostram que tanto os animais deficientes para o receptor de 

PAF como os tratados com BN 52021 tiveram significativamente menos mucosite 

intestinal induzida por 5-FU em comparação aos animais selvagens tratados com 5-

FU. 

Com relação aos achados microscópicos observou-se uma preservação 

histológica principalmente no duodeno. Os animais deficientes para o receptor PAF 

quando tratados com 5-FU não apresentarem aumento de citocinas, tais como: IL-

1β, KC. Entretanto, não observamos nesses animais uma diminuição do infiltrado 

neutrofílico no duodeno induzido por 5-FU.  

Dados semelhantes nós obtivemos com o pré-tratamento com o BN 

52021, isso mostra que o PAF pode ter participação no desenvolvimento da 

mucosite intestinal por 5-FU em camundongos, por um mecanismo independente da 

inibição da migração de neutrófilos. 

Dados da literatura demonstram que o PAF é um mediador inflamatório 

produzido pelo intestino durante lesões aguda (SUN; HSUEH, 1988) e é um 

mediador importante na patogênese da enterocolite necrozante (HSUEH et al., 

2003). Ele pode estar associado a lesões intestinais provocadas por choque com 

endotoxinas (HSUEH; GONZALEZ-CRUSSI; ARROYAVE, 1987) e pode estar 

associado à lesão por isquemia/reperfusão (CAPLAN; SUN; HSUEH, 1990).  

Outros trabalhos demonstram que células epiteliais da mucosa intestinal 

humana contribuem para produção de PAF, tanto em tecidos intestinais normais 

como em tecidos intestinais inflamados (FERRARIS et al., 1993). Esses trabalhos 



demonstram que não só os leucócitos, mas também as células epiteliais intestinais, 

devam ser importantes nos eventos inflamatórios. Nosso trabalho demonstra pela 

primeira vez a participação de PAF na mucosite intestinal por 5-FU em 

camundongos. 

Ainda no sentido de avaliar a participação de outro mediador eicosanóide 

na patogênese da mucosite intestinal por 5-FU em camundongos, avaliamos a via 

da lipoxigenase na patogênese dessa doença. Induzimos mucosite intestinal em 

animais deficientes para 5-lipoxigenase (5-LO). Nossos resultados mostram que 

esses animais continuam a apresentar lesões intestinais provadas pela 5-FU de 

maneira semelhante aos animais selvagens tratados com 5-FU.  

Esses resultados sugerem que essa via não deva ser de tanta 

importância para o desenvolvimento da mucosite intestinal por 5-FU em 

camundongos.  

Dados da literatura sobre a importância da via 5-lipoxigenase no 

desenvolvimento de doenças inflamatórias intestinais são contraditórios. Trabalho de 

Hendel, Ahnfelt-R∅nne e Nielsen (2002) demonstraram não haver aumento de 

RNAm para enzima 5-LO em estágios agudos e crônicos de doenças inflamatórias 

intestinais em indivíduos com colite ou doença de Crohn, em comparação a 

indivíduos sem doença. Outros trabalhos mostram que derivados da 5-LO não são 

importantes no desenvolvimento da colite por antiinflamatório não esterodais em 

modelos de doença inflamatória intestinal experimental (NARUSHIMA et al., 2007). 

Todavia, outros trabalhos mostram que existe produção de leucotrienos derivados 

da via da 5-lipoxigenase em modelos animais de colite aguda, bem como o 

tratamento com drogas que inibam a 5-LO pode ser eficaz na terapêutica das 

doenças inflamatórias intestinais (RASK-MADSEN et al., 1992). 



Outra possibilidade testada nesse estudo foi o papel do receptor da morte 

(receptor FAS/CD95) no desenvolvimento da mucosite intestinal por 5-FU em 

camundongos. Esta demonstrado que o 5-FU pode agir via receptor que induz a 

ativação de caspase 8. A ativação de caspase 8  pode levar a morte celular de 

células neoplásicas em modelos de câncer de mama e de cólon (NAGATA et al., 

1999; STENNICKE; SALVESEN, 2000; LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2004).  

Assim, uma hipótese avaliada por nós era de que esse receptor da morte 

também pudesse está induzindo morte celular das células epiteliais intestinais pela 

ação do 5-FU. Para isso, utilizaram-se camundongos deficientes para FAS e 

tentamos induzir mucosite intestinal por 5-FU. Entretanto, os camundongos 

deficientes para FAS (-/-) persistiram apresentando importantes lesões intestinais, 

semelhantes às lesões encontradas nos camundongos selvagens tratados com 5-

FU. Possivelmente, nossa hipótese não se confirmou porque não deve ocorrer 

aumento da expressão desse receptor em células sem neoplasia. Diferentemente do 

que ocorre nas células neoplásicas em que existe um aumento da expressão do 

receptor FAS (NAGATA et al., 1999; STENNICKE; SALVESEN, 2000; LONGLEY; 

HARKIN; JOHNSTON, 2004). 

A partir dos dados que obtivemos, sugerimos que IL-1β, IL-4 e PAF 

devam ser importantes no desenvolvimento da mucosite intestinal por 5-FU. 

Também sugerimos que IL-18, 5-LO não participem no desenvolvimento da 

mucosite intestinal por 5-FU em camundongos. Sugerimos, ainda, que parte desses 

mediadores possa ser produzida pela mucosa intestinal ou pelo infiltrado neutrofílico 

observado nos segmentos intestinais dos camundongos submetidos a mucosite 

intestinal por 5-FU. 



Outro objetivo do nosso trabalho era fazer um estudo funcional dos 

animais com mucosite intestinal induzida por 5-FU, tendo em vista que os efeitos 

colaterais mais freqüentes da quimioterapia antineoplásica são os sintomas 

gastrintestinais. 

Nossos dados demonstram, pela primeira vez, que os efeitos da mucosite 

intestinal induzida por 5-FU em rato está associada a desordens da motilidade 

gastrintestinal (retarde no esvaziamento gástrico e hipercontratilidade do músculo 

liso gastrintestinal) tanto na fase inflamatória como na fase pós-inflamatória da 

mucosite intestinal por 5-FU em ratos. 

Os pacientes com câncer podem sofrer de vários sintomas 

gastrintestinais, tais como, dispepsia, disfagia e diarréia (RIEZZO et al., 2005). Esse 

conjunto de sintomas foi denominado síndrome dispéptica associado à quimioterapia 

do câncer (CADS). Recentemente, dados da literatura sugerem que as desordens 

da motilidade gastrintestinal podem ser uma das causas de CADS (NELSON et al., 

2002, RIEZZO et al., 2005). 5-FU é uma das drogas antineoplásicas mais 

importantes e pode induzir mucosite intestinal que está associado à síndrome 

dispéptica (BAERG et al., 1999).  

Como as técnicas que nos dispúnhamos para fazer a avaliação funcional 

haviam sido validados em ratos, tivemos que estabelecer o modelo de mucosite 

intestinal nesses animais. Nosso trabalho demonstra que a administração de 5-FU 

nos ratos resultou em perda importante de peso, leucopenia, diminuição na relação 

vilo/cripta, infiltração neutrofílica, diminuição na concentração intestinal de GSH, que 

pode ser secundária ao consumo por espécies reativas de oxigênio (ROS). Esses 

achados foram observados para o duodeno, jejuno e íleo após 3 dias da 



administração de 5- FU (fase inflamatória), com reversão completa após 15 dias 

após o tratamento (fase pós-inflamatória).  

Nossos resultados estão de acordo com a literatura, que mostrou que a 

mucosite é um processo complexo sendo iniciada por injúria das células do epitélio 

basal da mucosa e de tecido subjacente. A injúria não ligada ao DNA é iniciada por 

uma variedade de mecanismos, incluindo a geração de ROS (SONIS et al., 2004).  

A injúria intestinal inclui alteração na atividade da enzima hidrolase da 

borda em escova do epitélio das mucosas oral e intestinal (PETSCHOW; CARTER; 

HUTTON, 1993), em encurtamento dos vilos, em aprofundamento das criptas, e no 

aumento de apoptose nas células das criptas intestinais com diminuição da sua 

proliferação (DU et al., 1994; ORAZI et al., 1996; FARRELL et al., 1998; CARNEIRO-

FILHO et al., 2004).   

Nossos dados também demonstram alterações no ciclo celular das criptas 

intestinais, com intensa apoptose no 1o dia experimental, associado à redução da 

mitose. Estas evidências não foram observadas após o 5o dia experimental. Como 

demonstrado por Pritchard, Potten e Hickman (1998), 5- FU induz máxima 

expressão de proteína p53 em criptas intestinais de camundongos após 24h do 

tratamento, com 5-FU e diminuição da expressão de p53 após 3 dias de tratamento. 

Este mecanismo pode estar envolvido no aumento da apoptose das células das 

criptas intestinais após a indução da mucosite intestinal pelo 5-FU, porém essa 

relação não foi avaliada no presente trabalho.  

O retarde no esvaziamento gástrico observado nos ratos tratados com 5-

FU pode ser devido a um aumento na complacência gástrica e/ou a um aumento na 

resistência antro-duodenal (HABA; SARNA, 1993). Esta informação nos auxilia no 

entendimento do possível mecanismo pelo qual a mucosite intestinal induzida por 5-



FU desencadeia importante retarde no esvaziamento gástrico tanto na fase 

inflamatória (3° dia experimental) como na fase pós-inflamatória (15° dia 

experimental). Observamos também um importante retarde do trânsito gastrintestinal 

quando avaliamos o centro geométrico da refeição nos ratos tratados com 5-FU na 

fase inflamatória e pós-inflamatória.  

Até o presente momento, não havia nenhum dado na literatura que 

demonstrasse que a mucosite intestinal induzida por 5-FU está associada com 

desordens de motilidade. Assim, duas hipóteses foram propostas para confirmar 

nossos achados: 1ª é que a diminuição da motilidade gástrica após a mucosite 

intestinal induzida por 5-FU pode ser resultante da inflamação gástrica; 2ª refere-se 

à inflamação intestinal induzida pelo 5-FU que pode conduzir alterações na 

motilidade gastrintestinal.  

A primeira hipótese parece ser menos provável, desde que em nosso 

modelo o tratamento com 5-FU não induziu danos nem macroscópico e nem 

microscópico na mucosa gástrica, e nem aumentou a atividade de MPO no 

estômago [controle (salina)= 1,74 ± 0,28 UMPO/mg; 5-FU= 1,26 ± 0,22 UMPO/mg)].  

Por outro lado, a segunda hipótese parece ser mais aceitável, desde que 

os parâmetros inflamatórios intestinais estudados (morfometria, atividade de MPO e 

dosagem de GSH) estavam presentes no 3° dia após o tratamento com 5-FU. 

Esse resultado está de acordo com dados da literatura, pois foi 

demonstrado que a inflamação intestinal está associada com anormalidades do 

controle da motilidade gastrintestinal, não somente na fase inflamatória, mas 

também na fase pós-inflamatória em órgãos distantes em modelos de lesão 

inflamatória (MARTINOLLE et al., 1995; ANNESE et al., 1997; MOREELS et al., 

2001; AKIHO et al., 2005).  



Mais recentemente, Demedts et al. (2006) demonstraram que a 

inflamação intestinal induz alterações agudas e crônicas na contratilidade do 

músculo liso intestinal. Além, de diversos resultados experimentais mostrarem 

claramente uma interação entre a inflamação e a motilidade. Como exemplo, foi 

mostrado que a sepse inibe a motilidade gastrintestinal podendo ser influenciada 

pela produção de óxido nítrico (DE WINTER et al., 2002). Também foi demonstrado 

que a hipomotilidade intestinal e o retarde do esvaziamento gástrico podem ser 

encontrados em um modelo de íleo paralítico em rato (DE JONGE et al., 2003). 

Nossos resultados também demonstraram uma aceleração no trânsito 

intestinal somente no 3° dia experimental (fase inflamatória), isso, pode estar 

associado com a diarréia observada nos pacientes sob tratamento com 5- FU.   

Nossos resultados mostram hipercontratilidade do músculo liso tanto do 

fundo gástrico como do duodeno após estimulados pelo carbacol (agonista 

muscarínico), tanto na fase inflamatória (3° dia) como na fase pós-inflamatória (15° 

dia) da mucosite intestinal por 5-FU.  

Similarmente dados da literatura mostram que pacientes com dispepsia 

funcional (TACK et al., 1998; SIMRÉN et al., 2003) apresentam aumento no tônus do 

fundo gástrico. Esse fato pode determinar uma diminuição da acomodação gástrica 

e levar a sintomas dispépticos.   

Além desses estudos, outros estudos também demonstram um aumento 

significativo na contratilidade do músculo gastrintestinal em resposta ao carbacol em 

situações de infecção, como na infecção por T. spiralis (VERMILLION; COLLINS, 

1988) em ratos ou durante a fase crônica da inflamação induzida por Schistosoma 

em camundongos (MOREELS et al., 2001).  



Em modelos de doenças inflamatórias intestinais, foram observadas 

mudanças na contratilidade do músculo liso colônico (DEPOORTERE et al., 1999). 

Todas estas alterações associadas a situações de inflamação e/ou infecção podem 

ser resultado da produção de mediadores contraturantes. Nesta linha, foi 

demonstrado que no músculo liso gastrintestinal há uma resposta aumentada dos 

canais iônicos as citocinas Th1/Th2 (DEPOORTERE et al., 1999; AKIHO et al., 2005, 

2007), bem como uma resposta diminuída a mediadores não-adrenérgico e não-

colinérgico (NANC) (MOREELS et al., 2001).  

Estes distúrbios acima mencionados da motilidade gastrintestinal podem 

contribuir para o aparecimento dos sintomas dispépticos relacionados com a 

quimioterapia do câncer. Assim, é possível inferir que a persistente dismotilidade 

gastrintestinal pode estar relacionada à síndrome dispéptica presente na 

quimioterapia do câncer (ISGAR et al., 1983; NELSON et al., 2002; RIEZZO et al., 

2005).  

Adicionalmente, diversos trabalhos demonstram que persistente alteração 

na motilidade gastrintestinal pode ser relacionada com doenças funcionais, tais 

como síndrome do intestino irritável e com a dispepsia funcional (TACK; DEMEDTS; 

DEHONDT, 2002; SPILLER, 2004).  

A associação de lesão intestinal com alterações de motilidade em ratos 

demonstradas nesse trabalho pode dá subsídios para a compreensão de como a 

quimioterapia antineoplásica induz sintomas dispépticos nos pacientes que utilizam 

essa terapêutica e entender como após a interrupção do tratamento muito pacientes 

relatam sintomas como: náusea, disfagia, dispepsia. Esses sintomas podem persistir 

por um período prolongado ou até por toda vida (TACK; DEMEDTS; DEHONDT, 

2002; SPILLER, 2004). 



Entretanto, não conseguimos demonstrar nesse trabalho qual o papel de 

IL-1β, IL-4 e PAF no desenvolvimento de alterações funcionais encontradas na 

mucosite intestinal experimental por 5-FU. Apesar disso, podemos destacar na 

literatura evidências da participação de IL-1β, IL-4 e PAF tanto em eventos 

inflamatórios como funcionais. Assim, nos permitimos fazer algumas inferências que 

podem nos ajudar em experimentos futuros. 

Encontramos dados na literatura que mostram que IL-4 é uma citocina 

chave na regulação da musculatura lisa intestinal durante processos inflamatórios 

(ZHAO et al., 3003; FINKELMAN et al., 2004). Essas influências da IL-4 nas 

alterações motoras do músculo liso intestinal também são descritas por Vallance et 

al. (2007). Esses autores demonstraram que animais transfectados com adenovírus 

(Ad5CAIL-4) podem induzir aumento de expressão de IL-4 e isso estava relacionado 

com a presença de hiperresponsividade das células musculares intestinais dos 

animais transfectados.  

Também animais transfectados com adenovírus (Ad5CAIL-4) conseguem 

modular células inflamatórias no mesentério e na serosa intestinal. Outro autor Akiho 

et al. (2005) demonstraram aumento de IL-4 em tecidos inflamados e na camada 

muscular de segmentos intestinais de pacientes com Doença de Crohn.  

Pode-se destacar que o PAF além de participar dos eventos inflamatórios 

de diversas patologias intestinais (DENIZOT et al., 1991, 1992; DE BOISSIEU et al., 

1992) participa de alterações de motilidade gastrintestinal como foi demonstrado por 

Deshpande et al. (1994) que, ao tratar animais com colite induzida por TNBS com 

antagonista do receptor de PAF, as alterações de motilidade colônica eram 

revertidas. Esse achado é corroborado com a demonstração da presença de 

receptores para PAF no músculo liso intestinal (JEANNETON et al., 1993).  



Assim, é possível que haja participação de IL-4 e PAF nas alterações 

motoras demonstradas na mucosite intestinal induzida por 5-FU. Porém são 

necessários experimentos para caracterizar a participação desses mediadores com 

as alterações motoras da mucosite intestinal por 5-FU, bem como para investigar as 

suas correlações. 

Com base nos dados, que obtivemos sugerimos o seguinte modelo 

hipotético: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por fim, concluímos que o 5-Fluorouracil induz mucosite intestinal em 

camundongos com a participação de IL-1β, IL-4, PAF, bem como induz mucosite 

intestinal em ratos associada à dismotilidade gastrintestinal no período inflamatório e 

pós-inflamatório.  

Nossos achados, em parte, poderiam explicar os sintomas persistentes de 

CADS nos pacientes sob o tratamento 5-FU, além de contribuir no entendimento da 

patogênese da mucosite intestinal. Assim, auxiliar na descoberta de novas 

abordagens terapêuticas. 

 

5-FU 

IL-1ββββ,  
TNF-αααα, KC,  
IL-6 e IL-4 

PAF Migração 
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mucosa 

ALTERAÇÕES 
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neuromusculares 

Alterações 
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6. CONCLUSÃO 

 

� Os modelos de mucosite intestinal por 5-FU em camundongos e ratos 

foram facilmente reprodutíveis; 

 
� IL-1β, IL-4 parecem ser importantes no desenvolvimento da mucosite 

intestinal por 5-FU em camundongos, por um mecanismo que depende da 

infiltração de neutrófilos e da produção de TNF-α, IL-1β, IL-6 e KC; 

 
� PAF, por um mecanismo independente da migração de neutrófilos, pode 

está envolvido na mucosite intestinal por 5-FU em camundongos; 

 
� IL-18, FAS, produtos da 5-LO parece não participar do desenvolvimento 

da mucosite intestinal por 5-FU em camundongos; 

 
� A mucosite intestinal induzida por 5-FU em ratos está associada a uma 

dismotilidade gastrintestinal, que persiste com a resolução do processo 

inflamatório. 
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