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RESUMO GERAL

O objetivo com este estudo foi verificar os efeitos do B-glucano
proveniente de levedura (Saccharomyces cerevisiae), utilizando um produto
comercial (Macrogard® — Biorigin), na integridade intestinal bem como os
efeitos troficos da Glutamina na mucosa intestinal de camundongos, mediante a
indugdo de lesdo intestinal pela administracdo do Ara-C. No experimento foram
utilizados camundongos da linhagem Balb/C, que foram mantidos em condigdes
controladas de temperatura e luminosidade, recebendo ragdo comercial e agua
filtrada ad libitum. Os animais receberam o tratamento prévio com o B-glucano
(80 mg/Kg) e/ou a glutamina (150 mg/Kg), ou ambos em associagdo,
diariamante durante 21 dias. Nos dois ultimos dias deste periodo, foi
administrado Ara-C (15 mg/Kg), por via intraperitoneal, a cada 12 horas. Foram
feitas analises para se avaliar a toxicidade em leucdcitos através de leucograma e
local do tecido linfoide associado ao intestino por analises histopatologicas e
mensuragdo de enzimas. O trofismo intestinal foi avaliado por morfometria e
indice mitotico da mucosa. Foi avaliada também a capacidade do B-glucano,
associado ou ndo a glutamina de reduzir a toxicidade do Ara-C em leucdcitos
sanguineos pelo teste do cometa. O tratamento com o B-glucano foi capaz de
inibir a genotoxicidade induzida pelo Ara-C, manter os parametros de
morfologia intestinal, causando também leve hiperplasia das placas de Peyer e
melhorando o aspecto geral da arquitetura tecidual do intestino. A glutamina
isoladamente permitiu a manutengao a altura das vilosidades e o indice mitdtico
das criptas intestinais € em associacdo com o B-glucano foi capaz de reverter a
leucopenia. Concluindo, o uso do B-glucano e da glutamina isoladamente reflete
efeitos benéficos no trofismo intestinal, mas seus efeitos em associa¢do ainda
precisam ser melhor esclarecidos e o B-glucano mostrou-se eficaz em reverter
alguns dos efeitos toxicos induzidos pelo Ara-C.

Palavras-chave: Saude intestinal. Imunonutriente. Quimioterapico. Mucosite.
Camundongos.



GENERAL ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of B-glucan from
yeast (Saccharomyces cerevisiae) on mucosal integrity, using a commercial
product (Macrogard® - Biorigin) and the trophic effects of glutamine in the
intestines of mice by inducing injury in intestinal tissue by administration of
Ara-C. In the experiment we used Balb /C mice that were kept under controlled
conditions of temperature and luminosity, receiving commercial food and
filtered water ad libitum. The animals were divided into 8 groups and received
treatment with the B-glucan (80 mg/kg) and / or glutamine (150 mg/kg), or both
in combination, daily for a period of 21 days. In the last two days of this
period, Ara-C was administered at a dose of 15 mg/kg) intraperitoneally every
12 hours. Analyzes were performed to evaluate the systemic toxicity on white
cells blood and local gut-associated lymphoid tissue throught histopathological
analysis and measurement of enzymes. The intestinal tropism was assessed by
morphometry and mitotic index of the intestinal mucosa. We also evaluate the
ability of B-glucan, with or without glutamine to reduce the toxicity of Ara-C on
the mucosa by DNA test comet. Treatment with -glucan was able to reverse the
genotoxicity induced by Ara-C, to recover the parameters of intestinal structure,
causing also mild hyperplasia of Peyer's patches and improving the general
appearance of the tissue architecture of the intestine. Glutamine alone regained
the height of the villi and the mitotic index of intestinal crypts and in
combination with B-glucan was able to reverse the leukopenia. In conclusion, the
use of B-glucan and glutamine alone reflects beneficial effects on intestinal
trophism, but its effects in combination have yet to be clarified and -glucan was
effective in reversing some of the toxic effects induced by Ara-C.

Key words: Intestinal Health. Imunonutriente. Chemotherapy. Mucositis. Mice.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Na produg@o animal, o controle e preven¢ao de doencas infecciosas ¢ de
grande interesse econdmico. Nesse sentido a promogdo da saude intestinal tem
sido foco de estudos por refletir a saude geral, tanto nesses animais, quanto em
outras espécies incluindo a humana.

Durante anos, os antibioticos tem sido utilizados como agentes
profilaticos de doengas e como promotores de crescimento para melhorar os
parametros produtivos dos animais de produ¢do de uma maneira geral. Porém,
ha uma tendéncia mundial atual para que ndo se utilizem mais esses agentes,
pelos seus inimeros efeitos negativos, entre eles a selegdo de microorganismos
resistentes nos individuos que consomem produtos de origem animal, além do
risco de se apresentarem na forma de residuos, se tornando uma questdo
importante de saude publica.

Hé uma crescente demanda por alternativas que possibilitem a promogao
da saude intestinal dos animais para que a produgdo se torne capaz de ser
competitivamente viavel. Estudos tem sido intensificados no sentido de se testar
possiveis substitutos dos antibidticos como promotores de crescimento na
producdo animal de maneira geral.

Como forma de reduzir o uso de medicamentos, os chamados
“imunonutrientes” vem entdo ganhando grande atengdo por promoverem
incrementos na producgdo e na promogdo da satide intestinal. Compreendem um
grupo de componentes bioldgicos e sintéticos, capazes de conferir resisténcia a
determinadas doencas e promoverem melhora nos mecanismos de defesa, tanto
celular quanto humoral de mamiferos e aves. Em geral, estes imunonutrientes

sdo fornecidos aos animais com o objetivo de estimular e conferir protecio
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contra uma gama de doencas, bem como com a finalidade de incrementar o
crescimento animal, melhorar o metabolismo, auxiliar nos processos digestivos e
saude intestinal.

Os B-glucanos provenientes da parede celular de fungos e leveduras tém-
se mostrado promissores na melhora de varias fungdes organicas e por décadas
tém sido estudados pelos seus efeitos benéficos.

A glutamina também tem tido grande enfoque no sentido de apresentar
vantagens na utilizagdo como aditivivo na alimentagdo animal e humana
promovendo efeitos benéficos sobre varias células no organismo, principalmente
sob condigdes adversas.

Dada a vasta gama de espécies as quais esses imunonutrientes
beneficiam, o camundongo se apresenta como um modelo experimental que se
mostra ideal para a avaliagdo de muitas condigdes fisiologicas e patoldgicas,
refletindo de forma bastante semelhante o que ocorre com outros animais
incluindo humanos. Além disso, sendo um animal pequeno e com curto ciclo
reprodutivo, seu manejo ¢ manutencdo se tornam mais faceis, possuindo
caracteristicas desejaveis para um organismo modelo.

Dada a esta crescente demanda pela promogdo da satde e integridade
intestinal de humanos e outros animais, objetivou com o presente trabalho
avaliar a acdo imunomoduladora e tréfica do B-glucano de ligagdo B (1-3), B
(1->6) e da glutamina isoladamente ou em associagdo, na mucosa intestinal de
camundongos jovens apos a indu¢ao de lesdao nos tecidos gastrintestinais, para se

inferir sobre seus beneficios como suplementagdo em animais de producao .
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 B-Glucanos

Uma alternativa promissora ao uso dos antibioticos, tanto em animais
quanto em humanos, ¢ o uso dos B-glucanos, como promotores da saude
intestinal (SONCK et al.,, 2010), sendo tradicionalmente tidos como

imunomoduladores (VETVICKA, 2011).

2.1.1 Caracterizacio e estrutura

Os B-glucanos sdo uma das formas mais abundantes de polissacarideos
encontradas no interior da parede celular de bactérias e fungos e algumas
gramineas (VOLMAN; RAMAKERS; PLAT, 2008). Também cereais, tais
como a cevada, aveia e trigo, contém B-glucanos como parte de suas paredes
celulares (VOLMAN; RAMAKERS; PLAT, 2008). Por décadas vém sendo
estudados por seus efeitos bioldgicos favoraveis nos mamiferos (AKRAMIANE
et al., 2007). Sao polimeros de glicose ligados entre si por uma ligagdo linear do
tipo B (1—3) numa cadeia principal B-glicosidica e podem se diferenciar pelo
seu comprimento e ramificacdes (CHAN; CHAN; SZE, 2009).

Dependendo da fonte, ha claras diferencgas na estrutura macromolecular
de B-glucanos (VOLMAN; RAMAKERS; PLAT, 2008). Seu modo de atuagdo ¢
dependente da massa molecular, conformacao, solubilidade ¢ também do grau e
posicionamento de suas ramifica¢cdes (CHAN; CHAN; SZE, 2009). Em geral, os
originarios de plantas sdo primariamente lineares e possuem ramificagdes com
ligagdes do tipo P(1—4), enquanto que os provenientes da parede celular de
fungos e leveduras consistem de um esqueleto conservado de unidades de

B(1—3)-D-glucopiranosil com ramificacdes do tipo PB(1—6) de diferentes
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tamanhos e posi¢des (Figura 1) (SONCK et al., 2010; XIAO; TRINCADO;
MURTAUGH, 2004).

Em geral, sugere-se que os B-glucanos de grande peso molecular (a
maioria deles) podem ativar diretamente os leucocitos, estimulando suas fungdes
fagocitica, citotoxica e antimicrobiana. Os [-glucanos de peso molecular
intermediario possuem atividade bioldgica in vivo, mas seus efeitos celulares sdo
menos evidentes. Os de baixo peso molecular sdo geralmente considerados ndo
imunogénicos (AKRAMIENE et al., 2007).

Os pB-glucanos provenientes da parede celular de uma variedade de
fungos e leveduras tém se mostrado como moduladores da resposta imune tanto
especifica quanto ndo especifica (como adjuvantes de vacinas) ¢ incrementado a
performance de crescimento em animais de produgdo (DRITZ et al., 1995), em

humanos e em ratos (LEBLANC; ALBINA; REICHNER, 2006).

I
o

HOHO

o
T

=
pury

31,6 BRANCH

OH 0 OH
CH,OH 6 H.OH
HO : HO HO CH,0
_~0 0 0 O~
OH 3 OH

OH 1

B1,3 GLUCAN

Figura1 Representagdo da estrutura de um B-glucano de origem fingica

Nota: E composto por uma cadeia glicosidica de f-D-glucoses ligadas umas as outras
por ligacdes do tipo 1—3, com ramificagdes glicosidicas do tipo 1—6. O
comprimento e ramificagdes do B-glucano de varios fungos também sdo
amplamente diferentes.

Fonte: Chan et al., 2009.
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Estes compostos t€m sido extensivamente usados para auxiliar na
protecdo contra infecgdes. Em varios modelos experimentais, tem sido
responsaveis pela protecdo tanto contra infecgcdes por bactérias quanto por
protozoarios além de conferirem uma melhora da eficiéncia de antimicrobianos
em infec¢des por bactérias resistentes. O efeito protetor dos B-glucanos foi
também demonstrado em infec¢des experimentais por Leishmania major e L.
donovani, Candida albicans, Toxoplasma gondii, Streptococcus suis,
Plasmodium berghei, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Mesocestoides
corti, Trypanosoma cruzi, Eimeria vermiformis e Bacillus anthracis

(VETVICKA, 2011).

2.1.2 Acdes dos p-glucanos no sistema imune

O principal receptor de B-glucano € o Dectin-1 que foi recentemente
identificado em suinos. Mas também outros receptores foram relacionados ao
seu reconhecimento como receptor de complemento 3 (CR3), receptor toll-like 2
(TLR2) e os lactosilceramida 2 ¢ 6 (SONCK et al., 2009). Varios desses
receptores que reconhecem e se ligam aos B-glucanos foram encontrados nos
macrofagos (SCHEPETKIN et al., 2005), assim tendo a propriedade de ativar
estas células (VETVICKA, 2011).

De maneira geral, polissacarideos dietéticos podem atuar sobre o
microambiente intestinal. A partir da ingestdo oral, glucanos ou fragmentos
destes ja foram detectados em tecidos e 6rgdos do corpo humano. E possivel que
esses fragmentos parcialmente hidrolizados por bactérias do limen intestinal
liguem-se ao epitélio exercendo efeito local ou possam ser absorvidos pela
corrente sanguinea, onde exercerdo seus efeitos sist€émicos (RAMBERG;
NELSON; SINNOTT, 2010). Segundo Volmam et al. (2008), apds sua

administracdo oral, os f-glucanos afetam a resposta imune na mucosa a partir do
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contato com as células das placas de Peyer e de linfécitos intestinais
intraepiteliais e, ndo sendo compostos presentes em mamiferos, podem ser
reconhecidos como padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs) pelo
sistema imune inato dos mamiferos (SATO et al., 2006).

Os B-glucanos estimulam a fagocitose e produgdo de citocinas pro-
inflamatorias pelos macréfagos. Além disso, tém a habilidade de estimular
neutrofilos e mondcitos, melhorando inespecificamente a resposta imune
(RUBIN-BEJERANO et al., 2007; VETVICKA, 2011).

Além de mostrar um efeito protetor contra agentes quimicos diversos, os
B-glucanos de diferentes origens t€m demonstrado ser potentes anti-oxidantes e
evitar danos pelo peroxido de hidrogénio e outras espécies reativas de oxigénio
(ANGELI et al., 2006). Este efeito protetor pode ser atribuido a capacidade do -
glucano de interceptar os radicais livres produzidos durante a biotransformagao
de certos medicamentos. Estudos tém demonstrado que os B-glucanos podem
entdo atuar como agentes quimiopreventivos (TOHAMY et al., 2003).

Stuyven et al. (2009), trabalhando com suinos, relataram que os -
glucanos sdo capazes de estimular o sistema imune inato e assim de melhorar as
barreiras de defesa promovendo protecdo contra infecgdes, demonstrando
também que esses compostos sdo capazes de ativar monocitos, macrofagos e
células Natural Killers (NK). Indiretamente, ressalta-se a estimulagdo de
linfocitos T e B via citocinas (AKRAMIENE etal.,, 2007; SCHEPETKIN et al.,
2005). Nessa mesma linha, Xiao, Trincado e Murtaugh (2004) observaram que
B-glucanos solaveis tém o potencial de estimular a resposta imune inata que
pode induzir uma imunidade mais forte contra a infec¢@o pelo virus da sindrome
respiratoria e reprodutiva suina (PRRSV) aumentando a producdo de
importantes citocinas como o interferon-gama (INF-y).

Segundo Gopalakannan e Arul (2006), experimentalmente, had uma forte

evidéncia de que a suplementagdo com glucanos pode modificar alguns
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componentes da imunidade inata e aumentar a resisténcia contra doengas
também em varias espécies de peixes.

Sandvik et al. (2007), em um estudo com ratos, demonstraram pela
primeira vez que o tratamento profilatico pela administragdo oral de B-glucano
provenientes de parede celular de Saccharomyces cerevisiae, produziu um efeito
benéfico sobre a hemodindmica e atenuou lesdes criticas de 6rgdos, frente a um
desafio com lipopolissacarideos (LPS). Além disso, demonstraram que, apesar
de apenas uma pequena fragdo fornecida oralmente de B-glucano ser absorvida
pelo trato gastrintestinal, sua administragdo por via oral teve um efeito mais
pronunciado que por via subcutdnea.

Também trabalhando com ratos, Aratjo Filho et al. (2006) observaram
que a estimulacdo do sistema reticulo endotelial pelo f-glucano solivel modulou
a produgdo de citocinas pro e anti-inflamatdrias apos a inducdo de isquemia e
reperfusdo intestinal, além disso minimizou os efeitos da translocagdo

bacteriana.

2.2 Glutamina

Alguns nutrientes da dieta podem influenciar de forma positiva a
capacidade de absorcdo da mucosa intestinal, pois modificam sua estrutura e
metabolismo, resultando em melhora da capacidade de digestdo e absorg¢do dos
nutrientes. Estas substincias sdo consideradas agentes troficos, que segundo
Maiorka et al. (2000), sdo capazes de estimular o processo mitdtico e, como
consequéncia, aumentar o numero de células intestinais e o tamanho das
vilosidades (LOPES, 2008).

Estudos clinicos e experimentais descrevem os beneficios da ingestio de

imunonutrientes, como por exemplo a glutamina (MATHESON et al., 2008).
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A glutamina € um dos aminoacidos mais importantes e mais abundantes
no organismo (DEMIRKAN; SAVASX; MELLI, 2010; FUKATSU et al., 2011;
LI et al., 2010) e esta intimamente relacionada com a promocao da proliferagado
de células, como as células da mucosa intestinal, linfocitos e fibroblastos (LI et
al., 2010). E um importante substrato energético (DEMIRKAN; SAVASX;
MELLI, 2010; VICARIO et al., 2007) e de produg¢do de nucleotideos para
enterocitos, hepatdcitos, macrofagos, linfocitos e tecido linfoide associado ao
intestino. Normalmente ndo é considerado um aminodacido essencial. No entanto,
durante uma situacdo de estresse prolongado, a producdo tecidual ndo atende as
demandas sistémicas e a glutamina se torna condicionalmente essencial
(FUKATSU et al., 2011). Trata-se de um aminoacido neutro, que apresenta em
sua estrutura dois grupos nitrogenados facilmente metabolizaveis. Sua sintese
ocorre a partir do glutamato pela enzima glutamato-sintase, ¢ a hidrélise pela
acdo da enzima glutaminase, levando a formacdo de glutamato e amonia
(LEHNINGER; NELSON; COX, 1995). As células dos rins, figado, intestino
delgado e do sistema imune sdo suas mais importantes consumidoras
(CETINBAS; YELKEN; GULBAS, 2010).

As células no sistema imune proliferam muito rapidamente. A glutamina
facilita este processo, funcionando como um precursor biossintético e como uma
fonte de energia. Também preserva o sistema, provavelmente por protegdo
antioxidante, por promover maior eficicia da fun¢do da barreira intestinal, bem
como por promover a proliferagdo de linfécitos e de melhorar a agdo de
neutréfilos e macrofagos (CETINBAS; YELKEN; GULBAS, 2010).

A suplementacdo com o aminoacido tem sido estudada (UENIS;
CARRAZA; IRIYA, 2000) em situagdes clinicas e experimentais, nas quais se
observam redugdo da capacidade de absor¢do e regeneragdo da mucosa
intestinal. Dentre os efeitos benéficos da sua utilizagdo em pacientes em

condi¢des catabolicas, como estresse pds-operatorio e tratamentos com
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imunossupressores, foram observadas a preservacdo da integridade da mucosa
intestinal e a preven¢do da translocagdo de bactérias e toxinas (RIBEIRO et al.,
2004). Em estudos com ratos, a suplementacdo parenteral com a glutamina foi
capaz de proteger a mucosa contra injurias morfoldgicas e funcionais e melhorar
a sobrevida dos animais apds isquemia intestinal (DEMIRKAN; SAVASX;
MELLI, 2010; FUKATSU et al., 2011).

O efeito da glutamina sobre a reconstituicdo da mucosa intestinal tem
sido investigado, devido ao fato desse aminoacido ser o principal metabdlito que
nutre os enterdcitos (PADOVESE, 2000) e, em altas concentragdes, ser
precursor para a formagao dos acidos nucléicos, permitindo resposta imediata
para a proliferagdo das células sem entrar em outras rotas do metabolismo
(ZAVARIZE et al., 2010).

A suplementagdo de glutamina também melhora a imunidade da mucosa
através do aumento do nimero de linfocitos nas placas de Peyer e na lamina
prépria, normalizalizacdo parcial dos niveis teciduais de citocinas de resposte
imune do tipo Th2, e por melhora nos niveis de IgA nas mucosas respiratoria e
intestinal (FUKATSU et al., 2011).

A glutamina exerce fungdes muito importantes para o corpo, como a
regulagdo do sistema imunoldgico, equilibrio do balango acido/basico durante
estado de acidose, regulacdo da sintese e degradagdo de proteinas, controle do
volume celular, desintoxicagdo corporal do nitrogénio e da amoénia e fonte de
nitrogénio para a sintese de nucleotideos (NASCIMENTO, 2010).

Vasconcelos (2012) cita varias fungdes da glutamina e considera o papel
deste aminoacido fundamental na terapia nutricional devido as suas multiplas
fungdes: necessaria para o crescimento ¢ diferenciagdo celular, serve como
veiculo para o transporte de nitrogénio e cadeia carbOnica entre 6rgios; € o
maior substrato da sintese de amonia renal; regula a sintese de proteina e

glicogénio; fornece energia aos fibroblastos, aumentando a sintese de colageno;



20

constitui substrato para as células da mucosa intestinal (enterdcitos), tibulo renal
e endoteliais; melhora o trofismo do trato gastrintestinal; aumenta a capacidade
de defesa do organismo; fonte de energia para células de rapida proliferagao,
entre outras.

A glutamina administrada de um modo profilatico pode ser utilizada de
forma eficiente para a producdo de energia para manter os processos de
reparagdo e para fornecer nitrogénio para a sintese de nucledtideos. De acordo
com Wilmore et al. (2001), o nitrogénio do grupo amida da glutamina pode
aumentar o numero de nucleotideos disponiveis livres e acelerar o processo de
reparagdo do DNA. Outro possivel mecanismo pelo qual a glutamina pode
exercer um efeito quimiopreventivo ¢ atuando como um agente direto,
impedindo os danos produzidos por espécies reativas de oxigénio formados
durante a quimioterapia. A glutamina é um precursor importante para a sintese
do antioxidante glutationa, um importante protetor contra a toxicidade induzida
pela quimioterapia (CAO et al., 1998). O pré-tratamento com glutamina pode
aumentar o contetido intracelular de glutationa, intensificando assim a protecdo
contra os danos induzidos por radicais livres, que podem reagir com o DNA e

produzir aberragdes cromossomicas.

2.3 Barreira Intestinal

A saude intestinal estd relacionada ao desenvolvimento e integridade da
mucosa, a composicdo da microbiota e atuacdo do sistema imunologico
intestinal (BANDEIRA; FONTES; SOUZA, 2007). A chamada barreira
intestinal constitui-se de barreiras fisicas, fisiologicas, enzimaticas e
imunoldgicas, as quais estdo sob o controle neuro-hormonal (SODERHOLM;

PERDUE, 2001).
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Como primeira linha de defesa contra bactérias e toxinas tem-se a
barreira fisica que as separa da circulacdo sistémica. O epitélio intestinal
consiste de uma tinica camada de células colunares comecando na jungdo gastro-
esofagica e se estendendo até o epitélio escamoso do canal anal. Esta barreira
fisica ¢ seletivamente permeavel e capaz de prevenir a transmigracao de
substancias patologicas luminais do ambiente externo, isto é, do Iumen, para o
ambiente interno (FUKATSU et al.,, 2011). A camada de células epiteliais
continua, interligadas por tigh junctions, restringe tanto permeabilidade
transcelular e paracelular de moléculas, constituindo assim o principal
componente da barreira intestinal (SODERHOLM; PERDUE, 2001).

A renovagdo celular ocorre de uma forma ordenada aproximadamente a
cada 5 a 7 dias sob o controle de varios fatores, incluindo o factor de
crescimento epidérmico. O mucosa é coberta por microproteinas sob a forma de
mucina, que reveste a sua superficie para também compor barreira fisica as
bactérias (FUKATSU et al., 2011). A mucina contém elevadas concentracdes de
defensinas e outras moléculas antibacterianas tais como lactoferrina, lisozimas,
entre outras. Sob as condi¢des de grave estresse e com alteragdes na ingestdo
oral normal, ocorrem reducdes na camada de mucina decréscimos dos peptideos
antimicrobianos, ¢ aumentos da permeabilidade da mucosa para enfraquecer essa
defesa intrinseca e torna-la vulneravel a invasdo bacteriana (FUKATSU et al.,
2011).

O epitélio exerce ainda uma defesa fisioldgica importante na secrecdo de
fluido e muco, juntamente com IgA secretoria, para dentro do limen para
neutralizar substancias nocivas (SODERHOLM; PERDUE, 2001). Caracteriza-
se por uma populagdo celular dindmica. Assim, as células epiteliais encontradas
na cripta sdo imaturas e se tornam cada vez mais diferenciadas a medida que se
deslocam no sentido apical da vilosidade. Deste modo, existem nas paredes

ascendentes das criptas, células epiteliais em diferentes estagios de maturagdo. A
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partir da transicdo cripta-vilosidade, até o topo da vilosidade, encontram-se
apenas cé¢lulas maduras e diferenciadas (GU et al., 2001). Este turn over ocorre
constantemente sem qualquer risco a integridade da barreira mucosa, mas requer
regulagdo precisa da proliferacdo e diferenciagdo celular. Para tal, torna-se
necessario a presenga de fatores de crescimento, componentes da matriz
extracelular, substratos metabolicos, prostaglandinas e estimulos imunologicos
(PODOLSKY, 2002).

Dos fatores de crescimento, destacam-se o TGF-a e TGF-B
(transforming growth factor-alpha e beta) que regulam o turn over das células
epiteliais a partir da cripta para a vilosidade, através do controle da proliferagao
das células indiferenciadas da cripta que migram no sentido da vilosidade
(PODOLSKY, 2002).

Uma fun¢do de barreira de mucosa defeituosa, causada por defeitos
intrinsecos ou como consequéncia secundaria de inflamagao, pode conduzir a
uma recaptacdo antigénica indiscriminada pelo limen, o que deprime os
mecanismos de defesa do hospedeiro via respostas imunes de mucosa
(GARDINER et al., 1995). Portanto, reparo intestinal eficiente é o componente
essencial na resolucdo da inflamacéo intestinal (HAN et al., 2000).

A quebra da barreira de defesa intestinal mostrou aumentar a invaso
por antigenos, levando a continua ativagdo do sistema imune. Essa falha parece
ser importante na patogénese ¢ manifestagdes sistémicas de doengas intestinais,
portanto, a melhoria na integridade da mucosa pode contribuir para uma redugdo
na inflamacao intestinal (VICARIO et al., 2007).

A barreira imunologica € representada pelo tecido linfoide associado ao
intestino, composto de numerosas células do sistema imunoldgico e moléculas
espalhadas por toda a lamina propria e epitélio e também tecidos linfaticos
organizados, tais como as placas de Peyer (PP), nodulos linfaticos mesentéricos

e foliculos linfoides isolados. As PPs sdo agregados linfoides que se estendem
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através da mucosa e submucosa do intestino delgado e agem como os sitios
primarios indutivos de imunidade da mucosa (FAN et al., 2009).

Na mucosa intestinal normal, principalmente na lamina propria e PP,
existe uma grande populacdo de macréfagos, os quais sdo a principal populagido
de células apresentadoras de antigenos capazes de determinar o tipo de resposta
celular mediadas por células T para antigenos luminais. Além dos macrofagos,
os neutréfilos, mastocitos, eosindfilos e linfocitos também podem ter um
importante papel na promogdo de inflamagédo intestinal. Entretanto, o papel de
cada uma dessas células ainda ndo foi completamente elucidado (KUCHARZIK
etal., 2001).

Os orgaos linfoides associados a mucosa intestinal, as placas de Peyer e
os linfonodos mesentéricos, estdo intimamente relacionados a resposta imune do
intestino. Os linfocitos e as células dendriticas que sdo ativadas na placa de
Peyer migram para os linfonodos mesentéricos e se dirigem para a corrente
sanguinea através do ducto toracico, migrando subsequentemente, para a mucosa
intestinal.

Inflamagdo intestinal é um mecanismo ndo especifico. Normalmente o
tecido intestinal mostra o estado que poderia ser chamado de “inflamagdo
fisiolégica”, j& que sempre estdo presentes numa grande quantidade de
leucocitos nos tecidos subepiteliais, inclusive entre as células epiteliais. Essa
resposta fisioldgica do sistema imune se torna necessaria na presenca de
antigenos provenientes dos componentes da dieta ou provenientes das bactérias
do limem intestinal (SANTOS, 2011).

Denomina-se mucosite uma condig¢do clinica que envolve a ocorréncia
de um processo inflamatério ndo fisioldgico acompanhado por lesdes ulcerativas
em qualquer segmento do trato gastrointestinal (KEEFE, 2007; LALLA et al.,
2006). E um dos efeitos colaterais mais debilitantes decorrentes do tratamento

quimioterapico ou radioterapico (VLIET et al., 2010).
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Na mucosa intestinal, juntamente aos neutrofilos, os macrofagos
constituem uma das primeiras linhas de defesa do organismo. Eles sdo fagocitos
que promovem a internaliza¢do de particulas estranhas ou antigenos, liberando
citocinas e ativando outras células imunes para seu combate e eliminagdo
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; PARSLOW et al., 2004).

Para avaliar a infiltracdo de células mononucleares em um determinado
tecido, especialmente de macréfagos, € possivel avaliar a atividade da enzima N-
acetilglicosaminidase (NAG). Esta enzima estd presente no lisossomo dessas
células quando ativadas, e pode ser facilmente quantificada conforme proposto
por Bailey (1988). A micloperoxidase (MPO) ¢ uma proteina encontrada
especialmente em neutrdfilos, apesar de também poder ser observada, em
pequenas quantidades, em outros tipos de leucocitos (O’BRIEN, 2000) e sua
atividade pode ser mensurada de forma semelhante a NAG. De acordo com
Rothenberg ¢ Hogan (2006) os eosindfilos podem ser encontrados em niveis
aumentados devido a reagdes alérgicas desencadeadas por medicamentos ou em
processos patologicos como infecgdes parasitarias por helmintos, asma e
distarbios do trato gastrintestinal.

Durante a resposta inflamatoria, os eosindfilos podem induzir danos e
disfungdes teciduais, devido a intensa liberagdo de granulos ou proteinas
granulares toxicas e outros mediadores. Seus granulos contém um ntcleo
cristaloide composto de MBP-1 e MBP-2 (proteina basica majoritaria 1 e 2) e
uma matriz constituida por ECP (proteina catiénica de eosinofilo), EDN
(neurotoxina derivada de eosinéfilo) e EPO (peroxidase de eosinofilos), sendo
essa ultima a mais abundante nestas células. Essas proteinas sdo capazes de
promover a eliminagdo de patdogenos como parasitas (especialmente helmintos),
bactérias e fungos, desencadeando simultaneamente a inducdo de danos

teciduais e disfungdo endotelial (PARSLOW et al., 2004). A EPO é bastante
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empregada para estudo indireto da atividade de eosinofilos em tecidos

(ROTHENBERG; HOGAN, 2006).

2.4 Citarabina (Ara-C)

A citarabina (citosina arabinosideo ou Ara-C) ¢ um analogo do
nucleosideo de arabinosideo da desoxicitidina. Considerada especifica para a
fase S (replicacdo do DNA) do ciclo celular, ¢ portanto, ativa somente em
células em divisdo. Tem sido usada por muitos anos no tratamento de pacientes
humanos com leucemia e linfoma (KANNO et al., 2004). E o antimetabdlito
mais importante usado para induzir a remissao da leucemia aguda em criangas e
adultos. O Ara-C (Figura 2) na célula, ¢ fosforilado a Ara-CTP e ¢ incorporado
no DNA, onde atua como um terminador de cadeia. A inibi¢do da replicagdo do
DNA pelo Ara-C resulta na indug¢do de apoptose, através da geragdo de
intermediarios reativos de oxigénio (KANNO et al., 2004; POURQUIER et al.,
2001). Angeli et al. (2006) também propuseram a atua¢do do Ara-C como um
inibidor da DNA polimerase.

Apds a exposicdo ao Ara-C, as células alvo desencadeiam uma
sequéncia de eventos, que incluem aumento da producdo de radicais livres,
aumento inicial seguido por declinio na glutationa e, finalmente, perda de
integridade das membranas (ANGELI et al., 2006). Do mesmo modo, tem sido
demonstrado que a apoptose induzida pelo Ara-C ¢ mediada por espécies
reativas de oxigénio (ROS) e, antioxidantes podem proteger as células contra os
danos a0 DNA que o Ara-C promove, eventualmente mediante a neutralizagdo
dos efeitos toxicos desses radicais (KANNO et al., 2004) .

As células epiteliais ao longo do intestino delgado apresentam um alto
turn over (processo de renovagdo e reposi¢do celular), o que as torna bastante

sensiveis a medicamentos citostaticos utilizados na quimioterapia contra o
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cancer (ELLI et al., 2009). Assim, o tratamento quimioterapico ou radioterapico
reflete em alguns afeitos colaterais debilitantes, como a indugdo de lesdes

gastrintestinais (VLIET et al., 2010).

Figura 2 Estrura quimica do Ara-C (citosina arabinosideo).

Fonte: Soares et al., 2008.

Soares et al. (2008) descreve ainda lesdes intestinais classificadas como
leves e caracterizadas por regides com congestdo vascular na camada mucosa e
edema na camada submucosa, presenga de discreto infiltrado inflamatorio na
base dos vilos e grande concentragdo de células caliciformes em toda a extensao
da mucosa intestinal.

Pacientes submetidos a quimioterapia com este farmaco sofrem varios
efeitos colaterais expressos no trato gastrintestinal, tais como nauseas, vOomitos,
dor abdominal, diarreia, ulceragdo, estomatite, febre e mucosite. A inflamagao
da mucosa induzida pelo Ara-C pode ser bastante grave (DIAS 2005; ELLI et
al., 2009; LUK et al., 1981).

Alguns destes efeitos colaterais ja foram claramente demonstrados em
camundongos e ratos, ¢ também observados em ensaios com humanos (LUK et

al., 1981). Algumas lesdes foram observadas em camundongos tratados por este
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farmaco, tais como, danos a arquitetura jejunal com atrofia de vilosidades,
reducdo do numero de enterdcitos e infiltragdo inflamatéria e, menos
comumente, ulceracdo epitelial variando de superficial a formagdo de hematoma
intramural e perfuragdo (ELLI et al., 2009).

Em estudo com camundongos, dosagens terapéuticas 6timas de Arac-C,
administradas intraperitonealmente (IP) de 15 mg/kg, a cada 3 horas, durante 24
horas, causaram lesdes das células epiteliais da mucosa intestinal. A lesdo ¢ mais
grave nas primeiras 4 horas que seguem as aplicagdes, recuperando-se
completamente em 72 horas. A manutencdo das doses por mais de 24 horas
causa lesdes progressivas da mucosa intestinal e mudancas no tecido
hematopoiético, chegando até a aplasia de medula 6ssea quando a dose letal
(360 mg/kg em 72 horas) ¢ atingida ou ultrapassada (LEACH et al., 1969).

Ramos et al. (1999), trabalhando com Ara-C para estudar a acdo de
acidos graxos volateis na regeneracdo da mucosa, observaram que o
quimioterapico induziu graves lesdes intestinais, como encurtamento de
vilosidades, reducdo do numero de enterocitos, infiltragdo inflamatoria e
necrose.

Luk et al. (1981), observaram que Ara-C produziu injurias as células
proliferativas das criptas intestinais de ratos e, dosando a diamino oxidase
(DAO) — uma enzima encontrada em alta atividade na mucosa intestinal de
mamiferos, incluindo o homem e que nos ratos esta associada primariamente aos
apices das vilosidades, servindo como um marcador plasmatico de lesdes
intestinais — observaram um decréscimo de sua atividade a medida que se
aumentavam as injurias teciduais causadas pelo Ara-C.

Existe um grande numero de agentes que tém sido estudados para a
prevencgdo e/ou manejo das mucosites induzidas pela quimioterapia do céncer.
As abordagens terapéuticas ou preventivas dos efeitos intestinais das mucosites

tem incluido o uso de citocinas, prostaglandinas, vitaminas, medicamentos anti-
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inflamatorios, glutamina e outras que fornegam condigdes substanciais a
reeptelizacdo e a proliferacdo celular, tdo necessarias a homeostasia das
mucosas (HERRSTEDT, 2000).

A agressdo a mucosa intestinal por quimioterapicos, como a citarabina
ou outros farmacos, pode ser avaliada por diversos pardmetros, dentre eles os
aspectos histologicos e a morfometria das vilosidades intestinais. Podem ser
estudadas a presenga de macrdéfagos e neutrofilos na superficie basal do epitélio,
a hipercelularidade das criptas, o contetido protéico e de DNA das células da
mucosa, a ruptura da membrana basal e a diminuicdo da altura das vilosidades

intestinais (RAMOS, 2003).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Hé uma crescente demanda por se encontrar alternativas que melhorem
os mecanismos inespecificos de defesa dos animais e do homem. O B-glucano e
a glutamina se mostram bastante promissores como forma de maximizar as
defesas do organismos frente a inimeros desafios, promovendo saude geral dos
individuos e melhorarando pardmetros produtivos, mesmo sob normais.

Um outro aspecto positivo dessas substancias é o efeito protetor que elas
promovem frente aos efeitos indesejaveis e potencialmente téoxicos do uso de

certos farmacos.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGO

ARTIGO 1 Atividade de B-glucano e glutamina na integridade de mucosa

e trofismo intestinal de camundongos BALB/C

RESUMO

Objetivou-se com este estudo foi verificar os efeitos do B-glucano
proveniente de levedura (Saccharomyces cerevisiae), utilizando um produto
comercial (Macrogard® — Biorigin), na integridade intestinal bem como os
efeitos troficos da glutamina na mucosa intestinal de camundongos, mediante a
indugdo de lesdo intestinal pela administragdo do quimioterapicoAra-C. No
experimento foram utilizados camundongos da linhagem Balb/C com
aproximadamente 70 dias de vida, que foram mantidos em condi¢des
controladas de temperatura e luminosidade, recebendo racdo comercial e dgua
filtrada ad libitum. Os animais foram divididos em 8 grupos e receberam o
tratamento prévio com o B-glucano (80 mg/Kg) e/ou a glutamina (150 mg/Kg),
ou ambos em associa¢do, diariamante num periodo de 21 dias. Nos dois ultimos
dias deste periodo, foi administrado Ara-C, na dose de 1,8 mg/animal, por via
intraperitoneal, a cada 12 horas. Foram feitas analises para se avaliar inibigao da
toxicidade induzida pelo Ara-C em leucocitos através de leucograma e
histopatologia do tecido linféide associado ao intestino assim como mensuragao
das enzimas NAG, MPO e¢ EPO. O trofismo intestinal foi avaliado por
morfometria e indice mitdtico da mucosa. Foi avaliada também a capacidade do
B-glucano, associado ou ndo a glutamina de reduzir a toxicidade do Ara-C sobre
o DNA de leucocitos sanguineos pelo teste do cometa. O tratamento com o f-
glucano foi capaz de proteger contra a genotoxicidade induzida pelo Ara-C,
manter os pardmetros de morfologia intestinal, causando também leve
hiperplasia das placas de Peyer e melhorando o aspecto geral da arquitetura
tecidual do intestino. A glutamina isoladamente permitiu a manutengdo a altura
das vilosidades e o indice mitético das criptas intestinais e em associagdo com o
B-glucano foi capaz de reverter a leucopenia. Assim, o uso do B-glucano e da
glutamina isoladamente reflete efeitos benéficos no trofismo intestinal, mas seus
efeitos em associagdo ainda precisam ser melhor esclarecidos.

Palavras-chave: Saude intestinal. Imunonutriente. Quimioterapico. Mucosite.
Camundongos.
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1 INTRODUCAO

Em animais de producdo, assim como em outras espécies, a saude
intestinal tem sido foco de grande interesse em estudos relacinados com a saude
geral e ganhos econdmicos. Antibidticos foram usados por muitos anos, tanto
como agentes profilaticos de doencas, quanto como promotores de crescimento
(SONCK et al., 2010) para beneficiar a produgdo animal em termos de ganho de
peso e eficiéncia alimentar (AL-BEITAWI; EL-GHOUSEIN; NOFAL, 2009;
SONCK et al., 2010). Os antibioticos tiveram um importante papel no controle
de doengas no passado, porém tem sido amplamente criticados pelos impactos
negativos atuais (DRITZ et al., 1995; LI et al.,, 2008). Além disso, os
antibidticos estdo sendo banidos dos sistemas de criacdo pelo propdsito de
prevenir o aumento da selecdo de microorganismos patogénicos resistentes a
antibidticos, além do risco de se apresentarem sob a forma de residuos
eliminados nos produtos de origem animal (AL-BEITAWI; EL-GHOUSEIN;
NOFAL, 2009; STUKELYJ et al., 2010). Por causa do banimento de seu uso, a
necessidade de controlar a saide animal para preservar a competitividade da
produgdo tem demandado alternativas ao seu uso (SONCK et al., 2010). Em
conseqliéncia desta tendéncia, muitos pesquisadores tém, extensivamente,
revisado e comparado diferentes compostos que sdo considerados como
substitutos dos antibidticos na produgdo animal (AL-BEITAWI; EL-
GHOUSEIN; NOFAL, 2009).

Uma alternativa ao uso destes farmacos ¢ a substituicdo dos mesmos por
aditivos ndo nutrientes como imunomoduladores e promotores da saude
intestinal, que compreendem um grupo de componentes biologicos e sintéticos.
Esses aditivos conferem resisténcia a doengas nos animais promovendo melhora
nos mecanismos de defesa, tanto celular quanto humoral (GOPALAKANNAN;
ARUL, 2006; LI et al., 2008). Os aditivos sdo fornecidos com o objetivo de
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estimular e construir uma protecdo contra uma variedade de doengas, bem como
com a finalidade de incrementar o crescimento animal, melhorar o metabolismo,
auxiliar nos processos digestivos e biodisponibilidade de nutrientes (LI et al.,
2008). Os imunomoduladores também tem a capacidade de incrementar a
resisténcia a infec¢des virais, bacterianas e fungicas (GOPALAKANNAN;
ARUL, 2006). Com este trabalho objetivou-se avaliar a func¢do
imunomoduladora e tréfica do B-glucano e da glutamina, frente a um desafio
com o Ara-C, avaliando-se varios parametros que indicam a saude geral da

mucosa do trato gastrintestinal e alguns pardmetros sistémicos.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Animais

Foram utilizados camundongos de aproximadamente 70 dias de vida, da
linhagem Balb/C provenientes do Biotério do Setor de Fisiologia e Farmacologia
do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras.
Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas e em ambiente controlado, com
12 horas claro/12 horas escuro a temperatura de 20 a 22 °C durante todo o
perédo do ensaio. Foram alimentados com dieta comercial padrdo e ingeriram

agua filtrada sem qualquer restri¢do, durante todo o periodo experimental.

2.2 Delineamento experimental

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualisado (DIC) com
arranjo fatorial 2 x 2 x 2. O experimento foi realizado em duas etapas, a um
intervalo de 7 dias, sendo que em cada uma delas foram utilizados 24 animais,
tendo uma duracdo de 21 dias. Em cada etapa, os animais foram divididos em 8
grupos experimentais com 3 animais em cada grupo como representados no
quadro 1:

Todos os animais receberam gavagem, incluindo os dos grupos
contrpole. O p-glucano utilizado foi o extrato da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae, proveniente do produto comercial Macrogard®™
(Biorigin, Lengois Paulista), em doses diarias de 80 mg/kg administradas por
gavagem. A glutamina (L-Glutamine, Sigma-Aldrich®) foi utilizada também em
doses diarias de 150 mg/kg por via oral. O Ara-C (Cytosine [-D-

arabinofuranoside, Sigma-Aldrich™) foi administrado nos dois tltimos dias de
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experimentacdo em quatro doses, na dosagem de 15 mg/animal, por via

intraperitoneal, a cada 12 horas.

Procedimentos Experimentais
Tratamentos
Substancia Dose Intervalo Via Dias
Controle sem Salina 0,1 mL 24h VO | 1°-21°
Ara-C Salina 0,1 mL 12h P | 20°e21°
Controle com Salina 0,1 mL 24 h VO 1°-21°
Ara-C Ara-C 15 mg/Kg 12h P | 20°€21°
B-Glucano sem | B-glucano 80 mg/Kg 24 h VO 1°-21°
Ara-C Salina 0,1 mL 12h IP | 20°¢21°
Glutamina Glutamina 150 mg/Kg 24 h VO 1°-21°
sem Ara-C -
Salina 0,1 mL 12h 1P 20°e 21°
B-Glucano + B-glucano 80 mg/Kg 24 h VO 1°-21°
Glutamina Glutamina 150 mg/Kg 24h VO | 1°-21°
sem Ara-C Salina 0,1 mL 12h IP | 20°e21°
p-Glucano B-glucano 80 mg/Kg 24h VO | 1°-21°
com Ara-C
Ara-C 15 mg/Kg 12h 1P 20°e 21°
Glutamina Glutamina 150 mg/Kg 24h VO | 1°-21°
com Ara-C Ara-C 15 mg/Kg 12h P | 20°¢21°
B-Glucano + B-glucano 80 mg/Kg 24 h VO 1°-21°
Glutamina | Glutamina | 150 mg/Kg 24h Vo | 1°-21°
com Ara-C Ara-C 15 mg/Kg 12h P | 20°¢21°

Quadro 1 Protocolo dos tratamentos realizados em cada grupo experimental

Ara-C: citarabina; VO : via oral; IP: via intraperitoneal.
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2.3 Eutanasia e coleta das amostras de sangue e tecidos

Apos os 21 dias de experimento, foi realizada a eutanasia dos animais
por meio da exsanguinagdo sob anestesia. Para isso, 0s animais foram
submetidos a um periodo de jejum de 08 horas. Em seguida, eles foram
anestesiados com Tiopental sodico® (40 mg/kg), administrado por via
intraperitoneal. O sangue foi coletado por meio de pungdo -cardiaca
(aproximadamente 0,8 mL de cada animal), o qual foi utilizado para a realizagdo
do leucograma e do ensaio cometa. Logo apds, coletou-se fragmentos do
intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo), figado, bago e linfonodos
mesentéricos, tendo sido fixados em solugdo de formalina a 10% tamponada.

O projeto foi submetido a analise e aprovacio pelo Comité de Etica em
Pesquisas com Animais (CEUA) da Universidade Federal de Lavras (protocolo

n°® 45/2011).

2.4 Analises realizadas

Foram realizadas as andlises leucograma, histopatologia ¢ mensuragao
da atividade das enzimas N-acetilglicosaminidase (NAG), mieloperoxidase
(MPO) e peroxidase de eosinofilos (EPO). Foi feito também um teste de
genotoxicidade sist€émica chamado de ensaio cometa, que avalia o possivel
efeito protetor nos leucocitos, tanto do B-glucano, quanto da glutamina. Para
avaliagdo do trofismo dos agentes foi realizada a morfometria intestinal e indice

mitdtico das criptas intestinais.
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2.4.1 Ensaio Cometa

Para a execucdo da técnica, uma aliquota do sangue obtido por puncao
cardiaca foi destinada a avaliacdo de danos no DNA de leucocitos. Para isso, a
coleta foi realizada na auséncia de luz e 500 ul de sangue foram transferidos
para um microtubo de 1,5 ml contendo EDTA para evitar a coagulacdo da
amostra.

Sobre cada ldmina de microscopia previamente coberta com uma
camada de gel de agarose normal (1,5%), foi acrescentada uma camada de 100
pL de agarose de baixo ponto de fusdo (low melting point) a 1%, misturada com
15 uL do sangue coletado. Foram preparadas 2 laminas para cada animal,
totalizando 12 laminas por tratamento. As laminas foram cobertas com
laminulas e permaneceram na geladeira por 5 minutos para que ocorresse a
polimerizagdo do gel. Em seguida, as laminulas foram retiradas e as ldminas
mergulhadas em solucdo de lise (soluc@o de lise estoque: NaCl 2,5 M, EDTA
100 mM, Tris 10 mM, pH 10; solucdo de lise para uso: 100 mL da solugdo de
lise estoque acrescidos de 1 mL de triton X-100 e 10 mL de DMSO), e mantidas
a 4 °C por 2 horas. Apos a lise celular, as laminas foram mergulhadas em
tampao de eletroforese alcalino, por 25 minutos, o que permitiu a
desespiralizacdo do DNA e exposi¢do dos sitios alcali 1abeis em seguida foram
submetidas a eletroforese (25V, 300 mA, por 30 minutos). A neutralizagdo do
material foi realizada a 4 °C em solucao de Tris 0,4 M, pH 10,5 por periodo de
25 minutos, e a fixagdo por 5 minutos em etanol 98%. As laminas foram coradas
com solugdo de iodeto de propidio (40 pl/lamina de solugdo a 2 pg/ml) e
analisadas em microscopio de epifluorescéncia, sendo contados 150 nucleodides
por lamina totalizando 300 nucleoides/animal e 1800 nucleoides/tratamento. As
analises dos cometas foram realizadas por meio de escore visual, conforme

classificagdo descrita por Collins et al. (1997), e adaptadas por Marcussi et al.
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(2011), onde s@o consideradas cinco categorias: sem danos (dano<5%), baixo
nivel de dano (5-20%), médio nivel de dano (20-40%), alto nivel de dano (40-
95%) e totalmente danificado (dano>95%).

2.4.2 Leucograma

Para a contagem global de leucdcitos no sangue, 2 pL. de sangue obtido
por puncao cardiaca foram diluidos em 40 pL de solug@o de acido acético a 2%.
Desta diluigao, 10 pL foram colocados na cAdmara de Neubauer, a qual foi levada
ao microscopio optico, em aumento final de 100 x, para proceder a contagem
das células viaveis.

A somatoria da contagem dos quatro quadrantes externos ¢ multiplicado
por 50, o que nos da o namero de leucocitos por mm®.

Para a contagem diferencial dos leucdcitos foi realizado um esfregago
convencional para cada animal. Os esfregacos foram fixados e corados pelo
método do kit panotico rapido e, posteriormente, observados ao microscopio
optico, em objetiva de imersdo. Em cada lamina, 100 células distribuidas em
basoéfilos, neutrofilos, eosindfilos, mondcitos e linfocitos foram analisadas e
contadas, o que forneceu a porcentagem de cada uma delas, bem como permitiu

a avaliacdo da morfologia celular.

2.4.3 Analises histopatolégicas

Apos a eutanasia, o intestino delgado foi removido cuidadosamente e
perfundido com solugdo salina a 0,9%. Em seguida, o intestino foi dividido em
suas trés por¢des anatdmicas: duodeno, jejuno e ileo. Cada segmento foi
identificado em sua por¢do inicial e armazenado em formaldeido a 10%

tamponado. As amostras foram processadas como rotina para inclusdo em
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parafina ¢ obteng@o de cortes histologicos de 5 um de espessura. As laminas
foram devidamente codificadas e coradas pela técnina hematoxilina e eosina. O
material foi submetido a andlise histopatologica e morfométrica.

A andlise histopatologica envolveu a observacdao do aspecto das
vilosidades e criptas intestinais, assim como a presen¢a ¢ intensidade de
infiltrado inflamatério. A gravidade da mucosite foi determinada de acordo com
os escores leve, leve a moderado, moderado e ascentuado e também quanto a

presenca ou ndo de alteracdo no epitélio das criptas intestinais.

2.4.4 Morfometria intestinal

Através das imagens dos cortes histologicos foi feita a morfometria
intestinal (profundidade de criptas, altura de vilosidades intestinais).

Para obtencdo das imagens, os cortes foram selecionados a partir da
observacdo em microscopio optico acoplado a uma camera digital e as imagens
capturadas com o auxilio de um computador.

As variaveis morfométricas foram analisadas pelo programa
computacional de analises morfométricas Cell B® (Olympus). Apenas as
vilosidades com conjunto visivel de epitélio e criptas definido, foram medidas.

A altura foi obtida pela fun¢do Arbitrary distance do programa, em que
foi tracada uma reta da base até o apice de cada vilosidade. Naquelas que
apresentavam curva, foram feitos dois ou mais tracos seguindo a dire¢do do

apice da vilosidade.

2.4.5 Indice mitético das criptas intestinais

A partir das laminas de histopatologia, foi realizada a analise do indice

mitdtico (IM) das criptas intestinais com auxilio do microscopio de luz, em uma
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objetiva de 40 x. Foram contados 2000 nucleos das células da camada basal do
epitélio de revestimento das criptas em todas as areas em que este apresentou-se
bem definido, além de todas as células com o nucleo apresentando figuras
mitoticas. O IM foi calculado dividindo-se o numero de células apresentando
figuras mitoticas pelo numero total de nicleos contados. Esse niimero resultante

foi multiplicado por 100 para um resultado em porcentagem.

2.4.6 Avaliacio do infiltrado inflamatoério no intestino

A avaliagdo do infiltrado inflamatério intestinal consistiu na mensuragéo
da atividade das enzimas N-acetilglicosaminidase (NAG) mieloperoxidase
(MPO) e peroxidase de eosindfilos (EPO), presentes em macrofagos, neutrofilos
e cosinofilos respectivamente. No momento da eutandsia, uma porgdo do
duodeno foi retirada e armazenada em freezer a uma temperatura de -80 °C para
a mensuracao da atividade enzimatica. Esta analise teve a finalidade de avaliar a
reacao inflamatdria de mucosite intestinal induzida pela citarabina, uma vez que
estas enzimas sdo marcadoras do processo inflamatorio, medida pelo acimulo
dessas células nos tecidos.

As atividades enzimaticas de N-acetilglicosaminidase (NAGQG),
mieloperoxidase (MPO) e peroxidase de eosindfilos (EPO) foram avaliadas no
jejuno, como descrito por Werner (1992). Resumidamente, as amostras de tecido
foram homogeneizadas e centrifugadas. Os peletes foram dissolvidos em
HETAB (brometo de hexadeciltrimetilaménio) 0,5% e tampao de fosfato e, apds
homogeneizacdo e sessdes de congelamento / descongelamento, as suspensdes
foram centrifugadas e os sobrenadantes foram utilizados para a quantificacdo das
enzimas. Para a quantificagdio da EPO, 75 pL do sobrenadante foram
adicionados a 75 pL de OPD (dicloridrato de o-fenilenodiamina) (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, EUA), diluida em Tris-HCI] e H,0,, ¢ incubadas a 37
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°C no escuro durante 30 min. A reacdo foi parada pela adicdo de 50 pL de
H,SO, e, em seguida, o produto da reacdo foi lido a 492 nm. Para a
quantificagdo da MPO, 25 pL. do sobrenadante foram adicionados a 25 pL de
TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina) (Sigma—Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) e
DMSO (Sigma-Aldrich ®, St. Louis, MO, EUA) e a mistura foi incubada a 37
°C durante 5 minutos. Em seguida, 100 pL de H,O, foram adicionados ao
sobrenadante. A reacdo foi parada por adicdo de H,SO, e, em seguida, o produto
da reacdo foi lido a 450 nm. Para a quantificacdo de NAG, os precipitados foram
dissolvidos em Triton X-100 (0,1) (Sigma-Aldrich ®, St. Louis, MO, EUA) e
centrifugados. Em seguida, 100 pl de sobrenadante foram adicionados a 100 pL
de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosamina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
EUA) em tampdo citrato/fosfato. Apds a incubagdo, 100 pL de tampao de
glicina. Foram utilizados para parar a reac¢do e o produto da reagdo foi lido a 400
nm. A concentracdo de proteina foi analisada pelo método de Lowry et al.

(1951).

2.4.7 Analise estatistica

Os dados obtidos, tais como leucograma, morfometria da mucosa
intestinal, indice mitdtico e medida da atividade de enzimas foram submetidos a
analise de variancia, com um arranjo fatorial de 2 x 2 x 2. Apds o teste de
normalidade, e as médias comparadas pelo teste F a 5% de probabilidade. O
programa estatistico utilizado foi o SAS (1996). A anélise histopatoldgica teve
seus resultados expressos de forma descritiva e o teste cometa descrito através

de unidades arbitrarias como descrito por Collins (2004).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio cometa

A figura 1 apresenta os resultados obtidos do ensaio cometa para os

diferentes tratamentos.

Unidades
Arbitrarias
275

250

225

200

175

150

Sem Ara-C
125
® Com Ara-C
100
75—
50 +—
25 +—
0 ; . .

. Tratamento
Controle B-glucano Glutamina B-glucano
+Glutamina

Figura 1 Frequéncia de células com a presenca de Cometa, distribuidos nos
diferentes tratamentos representados pelas unidades arbitrarias dos
animais tratados com PB-glucano e/ou glutamina, desafiados ou nao
pelo Ara-C

Observa-se que o grupo tratado apenas com Ara-C apresentou maior
nivel de danos no DNA dos leucocitos, havendo uma brusca redugdo no nimero
de nucleoides pertencentes a classe sem danos (classe 0), quando comparado ao
grupo controle sem Ara-C. Ao comparar os grupos controles com e sem Ara-C,

observa-se um aumento de dez vezes nos nucleoides pertencentes as classes 3 e
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4 que caracterizam os maiores niveis de danos. Para os grupos que receberam
apenas o B-glucano, pode-se observar que os animais apresentaram niveis de
danos no DNA superiores aos do grupo que recebeu apenas salina, contudo, o
pré-tratamento com B-glucano resultou em diminui¢ao dos danos induzidos pelo
Ara-C. Resultados similares foram observados para os grupos tratados
previamente com glutamina e desafiados ou ndo com Ara-C, quando
comparados ao controle sem o fairmaco.

Para o grupo previamente tratado com os dois compostos e
posteriormente desafiados com o Ara-C, foi observada uma redugdo superior a
50% no valor das unidades arbitrarias em comparacdo ao grupo que recebeu
apenas o farmaco, sugerindo que a associacdo dos dois compostos resulta em
efeito protetor.

A figura 2 apresenta os varios graus de classificagdo dos cometas

visualizados no ensaio.

1-

| -
2 - 4 -
Figura2 Diferentes classes de cometas e seus respactivos niveis de danos

(<5%: Classe 0; 5-20%: Classe 1; 20-40%: Classe 2; 40-85%: Classe
3 ¢ >85%: Casse 4).

Em um estudo realizado com cultivo celular em que se avaliou os
efeitos indutores de danos genéticos com diferentes protocolos de tratamento, foi

observado, assim como em nosso estudo, que o tratamento com f-glucano,
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promoveu uma redugdo de danos no DNA, o que sugere que o composto
poderia reagir com o agente mutagénico sulfonato de metilmetano, impedindo a
interacdo deste com o DNA (OLIVEIRA et al., 2006). Segundo Angeli et al.
(20006), o efeito protetor do B-glucano, em concentragdes mais baixas (quais?),
também foi observada em cultura celular (tipo celular), na presenca ou auséncia
de um de Ara-C, inibidor da DNA polimerase.

Mora et al. (2002), trabalhando com a cisplatina como agente
quimioterapico em ratos, observaram que a glutamina usada profilaticamente foi
efetiva em reduzir sua agdo genotoxica sobre as células da medula ossea. Essas
informagdes estdo em acordo com os resultados observados en nosso estudo a
respeito do efeito protetor da glutamina contra danos induzidos pelo Ara-C nos
leucocitos, quando administrada isoladamente.

Apesar de os resultados sugerirem que a administracao de pB-glucano e
glutamina associados possa apresentar efeito anti-genotoxico contra os danos
induzidos por Ara-C em leucdcitos sanguineos de camundongos, novos estudos
poderdo trazer mais informagdes sobre as formas de agdo destes compostos uma
vez que, por meio dos ensaios realizados no presente trabalho, ndo ¢ possivel
afirmar se estes compostos interagem com o Ara-C reduzindo ou eliminando seu
potencial toxico ou se atuam como bloqueadores de seus efeitos ligando-se a

receptores dos leucocitos murinos.

3.2 Analises histopatolégicas

A descrigdo dos achados histopatoldgicos dos segmentos intestinais
analisados para os diferentes tratamentos encontra-se no quadro 1B do anexo B.

Na avaliagdo morfoldgica do intestino delgado dos animais do grupo
controle sem Ara-C ndo foram observadas altera¢cdes morfologicas, havendo a

arquitetura tecidual preservada e as camadas mucosa e submucosa integras.
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Dentre as alteragdes intestinais observadas, descrevem-se para o grupo controle
com Ara-C as lesdes mais significativas, havendo notaveis diferencas na
arquitetura tecidual dos segmentos estudados quando comparados aqueles nao
tratados com Ara-C ou tratados com o B-glucano e/ou a Glutamina. Para este
grupo, descreve-se a ocorréncia leve a moderada de abscessos de criptas, com o
achatamento ou pavimentacdo do epitélio das criptas e, também, a ocorréncia de
edema e infiltrado inflamatorio por mononucleares, leve a moderado na maior
parte das amostras avaliadas. Esses achados corroboram com o que Santos
(2011) descrevem para o tratamento com quimioterapicos, pois em decorréncia
da intensa renovacao celular no intestino, hd uma grande incorporagido da droga
ao DNA ou RNA das células, causando apoptose, diminuindo o nimero de
células presentes e causando lesdes e alteragdes na arquitetura da mucosa
(SANTOS, 2011).

No tratamento B-glucano sem Ara-C, pdde-se observar em trés das
amostras uma hiperplasia moderada da placa de Peyer, principalmente no
duodeno. Para os outros tratamentos, observou-se a ocorréncia esporadica de
abscesso leve ao moderado de criptas intestinais, mas com raras apresentacdes
de alteragdes significativas no epitélio e também raras ocorréncias de infiltrado
inflamatorio na camada submucosa.

As mucosites intestinais induzidas por agentes quimioterapicos sdo
dificeis de serem estudadas, pois existe um grande numero de fatores envolvidos
em sua fisiopatologia e isso torna seu estudo complexo e de dificil padronizagio
(LIMA, 2004). No presente trabalho refere-se a abscessos de criptas intestinais
como em descricdo das seguintes lesdes: presenca de polimorfonucleares
(predominantemente neutr6filos) e/ou mononucleares no interior das criptas;
presenca de debris celulares; ocorréncia de necrose; dilatagdo das criptas e
pavimentacdo do epitélio. Tudo isso podendo ocorrer de forma discreta, leve,

moderada ou acentuada.
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A figura 3 apresenta algumas imagens obtidas das laminas
histopatologicas do intestino delgado representativas de cada tratamento.

As alteracdes intestinais observadas nos animais que receberam o
tratamento controle com o Ara-C neste trabalho, corroboram com Busch (1993),
o qual descreve que de forma aguda, as principais alteragdes no intestino
induzidos pela quimioterapia sdo picnose e cariorrexia nas células das criptas,
erosdes, encurtamento das vilosidades, diminuicdo do conteudo das criptas e
abscessos de criptas com predominancia de neutréfilos e eosindfilos. As
vilosidades tem seu epitélio alterado, ficando mais expostas e cobertas

geralmente por algumas células epiteliais residuais.

S

Figura3 Imagens obtidas das laminas histopatologicas do intestino delgado
representativas de cada tratamento

Nota: A: controle sem Ara-C; B: controle com Ara-C; C: B-glucano sem Ara-C; D:
glutamina sem Ara-C; E: B-glucano + glutamina sem Ara-C; F: -glucano com

Ara-C; G: glutamina com Ara-C; H: B-glucano + glutamina com Ara-C (aumento
de 400 x).
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Tais achados foram confirmados pela analise histopatologica, a qual
evidenciou o achatamento das vilosidades e aumento da profundidade de criptas,
o que indica a tentativa de recuperacdo do epitélio, além de aumento da
infiltragdo de leucécitos na lamina propria e solugdo de continuidade do epitélio.
Adicionalmente, os citados efeitos ocorreram primariamente no duodeno,
seguido pelo jejuno e em menor quantidade no ileo.

Esses achados estdo de acordo com os encontrados por outros autores, 0os
quais mostraram que mudangas inflamatorias graves ocorreram dentro de trés
dias de quimioterapia em modelo animal semelhante ao utilizado neste estudo,
com infiltragdo de polimorfonucleares e linfocitos na lamina propria,
achatamento das vilosidades e perda da continuidade do epitélio, especialmente
na por¢ao proximal do intestino delgado e em menor grau na sua porcao distal
(SANTOS, 2011).

Nossas observacdes se aproximam daquelas feitas por Ramos et al.
(1999), que trabalhando com camundongos gnotobidticos desafiados com Ara-
C, constataram a inducdo de lesdes intestinais severas induzidas pelo firmaco,
tais como, encurtamento das vilosidades, reducdo do numero de enterocitos,
infiltrado inflamatorio na mucosa e submucosa e necrose.

Dentre as alteragdes observadas no figado, ndo houve grandes diferengas
entre os grupos experimentais, sendo elas a ocorréncia isolada de congestdo
difusa leve; pequenos e isolados focos de necrose associados a restos celulares
em meio ao parénquima normal e vacuolizagdo hepatocelular difusa leve em
algumas poucas amostras. No entanto, Ramos et al. (2003) descreveram lesdes
de acimulo do farmaco neste 6rgdo, levando a um acumulo gorduroso, o que
ndo foi observado em nosso estudo.

Uma caracteristica marcante observada no baco foi a presencga leve a

moderada de megacaridcitos, pricipalmente naqueles animais que receberam o
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B-glucano, podendo indicar um estimulo hematopoiético promovido por este
composto.

Nos linfonodos mesentéricos ndo foram observadas alteragdes
marcantes, salvo por duas amostras do grupo controle com Ara-C, que

apresentaram pequenos focos isolados de necrose dos centros germinativos.

3.3 indice mitético das criptas intestinais

Os valores médios de indice mitotico observados nos diferentes

tratamentos s3o apresentados na figura 4.

Sem Ara-C
m Com Ara-C

N

[

0+ S T T o T e Tratamento
Controle B-glucano Glutamina B-glucano
+Glutamina

Figura4 Indice Mitético (%) das criptas intestinais para os diferentes
tratamentos

Observou-se que houve diferenga significativa entre o grupo controle

sem Ara-C e o grupo controle com Ara-C, portanto a administragdo do Ara-C foi
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capaz de reduzir o indice mitdtico quando consideram os animais que nao
receberam qualquer outro tipo de tratamento.

Comparando-se os animais que receberam o B-glucano, observou-se
diferenca (P < 0,05) entre os animais que receberam o Ara-c e aqueles que ndo
receberam, portanto a administragdo do P-glucano foi capaz de aumentar
significativamente indice o mitético, quando comparado com aqueles animais
em que nao foi feita sua administracao.

Quando sdo comparados os animais que ndo receberam o Ara-C, mas
que receberam o B-glucano, ha uma diferenca (P < 0,05) entre aqueles que
receberam e ndo receberam a glutamina, portanto pode-se dizer que a glutamina
foi capaz de melhorar o indice mitotico naqueles animais em que foi
administrada.

A associacdo do B-glucano e da glutamina ndo resultou em melhora do
indice mitotico das criptas intestinais, independentemente da administracdo do
Ara-C.

Tohamy et al. (2003), testaram o efeito inibitério do B-glucano na
inducdo de aberragcbes cromossdmicas na medula odssea e células
espermatogénicas de camundongos tratados com varios farmacos anti-
neoplasicos. Observaram que o B-glucano restaurou significativamente o indice
mitético na medula d6ssea que havia sido suprimida pelos medicamentos,
concluindo assim um papel importante em reduzir a genotoxicidade induzidas
por farmacos anti-neoplasicos.

Segundo Carneiro Filho et al. (2004), a glutamina pode ativar vias de
sinalizacdo de mitose, inclusive quinases ativadas por mitogenos e fatores de
transcricdo, levando a respostas proliferativas, o que pode ser confirmado em
nosso estudo, uma vez que a glutamina aumentou significativamente o IM dos

animais desafiados com o Ara-C.
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3.4 Leucograma

As figuras 5, 6 e 7 apresentam os valores médios das contagens total e
diferencial dos leucécitos circulantes no sangue periférico, porcentagem de

linfécitos e pecentagem de neutrdfilos, respectivamente, para os diferentes

tratamentos.
Leuc/mm3
4000 A Aa
* *
3500
A
3000 -
B
2500 -
B*b Sem Ara-C
2000 - 8 m Com Ara-C
1500
1000
500 -
0 - ' - - ; Tratamento

Controle B-glucano Glutamina B-glucano
+Glutamina

Figura 5 Leucdcitos totais (cel/mm®) sanguineos para os diferentes tratamentos
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Figura 6 Porcentagem de linfocitos sanguineos periféricos para os diferentes

tratamentos
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Figura7 Porcentagem de linfocitos sanguineos periféricos para os diferentes
tratamentos
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Com relagdo aos leucocitos circulantes totais, observou-se com o
presente trabalho que o Ara-C causou uma leucopenia significativa nos animais
tratados com esse farmaco, nos animais que somente receberam a glutamina,
bem como nos animais que receberam a glutamina associada ao B-glucano.
Pode-se também observar que quando a glutamina e o [B-glucano foram
administrados isoladamente, houve uma leucopenia em relagdo ao controle.

Com relagdo aos neutréfilos, observou-se que a administragdo de Ara-c
foi capaz de promover um aumento dessas células no sangue (P < 0,05) quando
se compara 0s grupos com seus respectivos controles. Observou-se também que
a glutamina, quando associada ao B-glucano aumentou os niveis de neutréfilos
no sangue naqueles animais desafiados pelo Ara-c.

Quanto aos linfocitos, pdde-se observar que a administra¢ao de Ara-c foi
capaz de promover uma diminui¢do dessas células no sangue (P < 0,05) em
relagdo aos animais controle e que a associagdo do B-glucano e da glutamina
aumentou ainda mais a linfopenia.

Segundo Vergosa Junior et al. (2004) camundongos portadores de tumor
de Ehrlich so6lido tratados com extratos de A. Blazei (rico em [-glucano)
apresentaram maiores valores dos pardmetros hematologicos (eritrograma e
leucograma), o que vai de encontro com nossos resultados, possivelmente por
ndo se tratar de estudos sob as mesmas condi¢des fisiologicas e/ou patoldgicas.
Além disso, esse mesmo grupo de autores observou uma maior presenga de
megacariocitos no bago, o que poderia estar relacionado com um estimulo na
funcdo hematopoiética, o que também foi observado no presente estudo.

Nosso estudo corrobora com os achados de Santos (2011) que trabalhou
com o efeito de varios antineoplasicos sobre o leucograma e observou acentuada
leucopenia a custa de redugdo tanto de mononucleares quanto de
polimorfonucleares (neutréfilos). Estes dados, possivelmente estdo relacionados

ao efeito mielossupressor da droga (KWOK; SCHUBERT, 2000).
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Apesar de nossos achados, Kogan ¢ Kocher (2007) ndo encontraram
diferenca significativa nas contagens de células sanguineas (DETALHAR").
Numerosos estudos indicam que derivados de leveduras contendo fracdes de -
glucano modulam parte do sistema imune e aumentam o status funcional dos
macréfagos. Porém, poucos dados foram publicados a respeito dos efeitos desses

extratos no numero de leucécitos sanguineos (REISINGER et al., 2012).

3.5 Morfometria Intestinal

Segundo Kuzmuk et al. (2005), a altura das vilosidades ¢ a
profundidade das criptas, utilizadas para mensurar o desenvolvimento do
intestino, podem ser consideradas como indicadores da saude intestinal. A figura
8, 9 e 10 representam os valores médios encontrados para a altura das
vilosidades no duodeno, jejuno e ileo, respectivamente, para cada tratamento.

Com relagdo a mensuragdo das vilosidades intestinais, observa-se que no
duodeno ha uma significativa diminuicdo da altura das mesmas entre os grupos
tratados com o Ara-C e os respectivos controles e que o B-glucano isoladamente
ou em associacdo com a glutamina foi capaz de preservar a altura das
vilosidades nos animais submetidos ao tratamento pelo Ara-C. Isso corrobora
com os achados de Soares et al. (2008), que trabalhando com ratos Wistar
observou que os vilos apresentaram-se integros, porém, menores que aqueles
observados nos animais do grupo controle, caracterizando um quadro de
mucosite ocasionada pela administracdo de 5-fluorouracil (um inibidor da DNA

polimerase).
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Figura 8 Altura das vilosidades no duodeno (um) para os diferentes

tratamentos
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Figura 9 Altura das vilosidades no jenuno (um) para os diferentes tratamentos
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Figura 10 Altura das vilosidades no ileo (ium) para os diferentes tratamentos

No jejuno, observou-se que a glutamina foi capaz de aumentar o
comprimento das vilosidades quando os animais foram tratados com o Ara-C e
também reverter a baixa altura das mesmas, quando administrada em associagdo
com o B-glucano. No ileo observou-se apenas uma diferenca (P < 0,05) nos
animais ndo tratados com o Ara-C e que receberam a glutamina isolada e
aqueles que a receberm em associacdo com o B-glucano, mostrando entdo que
nenhum das duas substincias isoladamente exerceram efeito de protecao neste
segmento intestinal frente ao desafio pelo antineoplésico.

Esses achados estdo de acordo com o que Lopes (2008) encontrou
quando da adi¢cdo de glutamina a dieta de frangos de corte, o que resultou em
efeito benéfico no comprimento de vilosidades dos animais no duodeno, porém
no jejuno e ileo ndo foram observadas diferencas em relagdo ao grupo controle.

Monteiro (2006) trabalhando com camundogos propds que a glutamina

seria capaz de reestabelecer a atrofia nas vilosidades e hiperplasia das criptas
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intestinais e constatou que houve a reversdo da atrofia das vilosidades apos a
mucosite induzida pelo 5-fluorouracil no duodeno e jejuno, e houve a redugdo da
hiperpasia das criptas no ileo e duodeno. Este mesmo autor ndo observou
alteracdes nos padrdes de mitose nas criptas intestinais.

A analise morfométrica feita por Carneiro Filho et al. (2004) mostrou
um aumento significativo na area de absortiva das vilosidades no grupo tratado
com a glutamina em comparagdo com os camundongos tratados somente com o
S-fluorouracil. Em resumo, os autores mostraram que a glutamina administrada
por via oral marcadamente acelera a recuperagao intestinal apos o desafio com o
S-fluorouracil, possivelmente por interacdo com fatores troficos locais e por
restaurar o suprimento de fontes de glutamina para o intestino, amenizando a
mucosite induzida pelo farmaco. Apesar de o presente estudo ndo ter avaliado a
area das vilosidades, pode-se observar um efeito positivo (P < 0,05) na altura das
mesmas jejunais nos animais desafiados com o Ara-C. Isso pode ter ocorrido
pelo fato de a glutamina ser fundamental em casos de estresse tecidual, quando
as demandas pelo aminoacido aumentam e por ser o jejuno o local de sua maior
absorgao.

Um estudo avaliando a eficicia de extrato de levedura (contendo B-
glucano) em vérios pardmetros ndo mostrou efeitos significativos relativos a
altura de vilosidades e profundidade de criptas intestinais (REISINGER et al.,
2012). Outro estudo também nao reportou diferencas morfométricas trabalhando
nas mesmas condicdes (BAURHOO et al., 2009). Nosso estudo mostrou
algumas diferencas (P < 0,05) naqueles animais desafiados e que receberam o [3-
glucano, no duodeno e jejuno. No ileo observou-se o efeito benéfico do B-
glucano apenas quando este foi associado a glutamina.

As figuras 11, 12 e 13 apresentam os valores médios encontrados para a
mensuragdo das profundidades de criptas intestinais para duodeno, jejuno e ileo,

respectivamente, para os diferentes tratamentos.
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Figura 11 Profundidade de criptas no duodeno intestinal (um) para os diferentes
tratamentos
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Figura 12 Profundidade de criptas no jejuno intestinal (um) para os diferentes
tratamentos
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Figura 13 Profundidade de criptas no ileo intestinal (um) para os diferentes
tratamentos

Observa-se que no duodeno houve significativa diminuigdo na
profundidade das criptas nos animais tratados com a glutamina ¢ Ara-c em
relagdo aos seus controles (glutamina sem Ara-C). Entre os animais nao tratados
pelo Ara-c, o B-glucano foi capaz de provocar um aumento na profundidade das
criptas. No jejuno, pode-se observar que o B-glucano promoveu uma redugao da
profundidade das criptas isoladamente naqueles animais nao desafiados e uma
reducdo quando em associa¢do com a glutamina naqueles animais submetidos ao
desafio pelo Ara-C. A glutamina isoladamente promoveu um aumento da
profundidade das criptas tanto nos animais ndo desafiados quanto nos desafiados
pelo Ara-C. No ileo, entre os animais desafiados pelo Ara-C, a administragdo da
glutamina em associagdo ao -glucano causou o aumento médio na profundidade

das criptas (P < 0,05).
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O aumento na profundidade das criptas acompanhado da reducdo na
altura dos vilos indica turnover negativo, havendo maior extrusdo no apice dos
vilos, e 0 aumento na profundidade da cripta indica a tentativa do organismo em
recuperar a estrutura do vilo. Guimaraes e Guedes (2007) explicam que a maior
profundidade de cripta é decorrente do aumento da proliferacdo celular,
indicando que ha regenera¢do da mucosa intestinal em caso de maior perda
celular.

Em nosso estudo, assim como em outros (CARNEIRO FILHO et al.,
2004; HWANG et al., 2003) ndo foi possivel encontrar significantes beneficios
com a administracdo oral da glutamina em todos os parametros morfologicos
relacionados com a reparacdo intestinal apos o desafio, muito provavelmente

devido a sua instabilidade quimica e solubilidade em solugdo aquosa.

3.6 Avaliagao da infiltracao inflamatodria no intestino pela mensuracio da
atividade da NAG, MPO ¢ EPO

A avaliacdo do infiltrado inflamatorio intestinal consistiu na mensuragao
da atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO), N-acetilglicosaminidase
(NAG) e peroxidase de eosinofilos (EPO), presentes em neutrofilos, macréfagos
e eosinodfilos, respectivamente. As analises foram realizadas somente para os
grupos que receberam a glutamina. Considera-se entdo que todos os dados se
referem a animais que receberam a glutamina.

As figuras 14, 15 e 16 apresentam os valores médios de atividade das

enzimas encontrados no segmento intestinal avaliado.



65

mglg
tecido
60
Aa
50
40 -
b
30
Sem Ara-C
m Com Ara-C
20 1
10
0 - : 1 Tratamento
Glutamina B-glucano +
Glutamina

Figura 14Atividade de n-acetilglicosaminidase em segmento intestinal nos
diferentes tratamentos
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Figura 15 Atividade de n-acetilglicosaminidase em segmento intestinal nos
diferentes tratamentos
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Figura 16 Atividade de n-acetilglicosaminidase em segmento intestinal nos
diferentes tratamentos

Pode-se observar que a administracdo do Ara-c provocou um
decréscimo significativo na atividade da N-acetilglicosaminidase no segmento
intestinal avaliado e que o B-glucano em associagdo com a glutamina também
promoveu uma diminuicdo (P < 0,05) de sua atividade nos animais nao
desafiados.

Com relagdo a mieloperoxidase, observou-se que o P-glucano em
associagdo com a glutamina promoveu um aumento significativo na atividade
desta enzima entre os animais desafiados pelo Ara-C, e também entre aqueles
animais que receberam o Ara-C comparados aos que ndo receberam qualquer
tipo de desafio.

A EPO teve sua atividade significativamente aumentada quando houve o

desafio pela administracdo do Ara-c tanto nos animais que receberam o [-
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glucano, quanto naqueles que ndo receberam. A glutamina isolada ou em
combinagdo com o -glucano ndo preveniu o aumento desses niveis.

No inicio da mucosite ¢ comum ocorrer um aumento na atividade de
MPO uma vez que os neutrdfilos sdo as primeiras células de combate
imunoldgico a atingir o sitio onde esta ocorrendo a injuria (FERREIRA et al.,
2011). Yeh et al. (2006) contataram que a suplementagdo com a glutamina
diminui a atividade da MPO em varios 6rgaos, incluindo o intestino e portanto,
diminuindo a infiltragdo neutrofilica nesses tecidos.

Sener et al. (2006) demonstraram a toxicidade induzida pelo metotrexato
(um supressor da sintese de DNA) em ratos Wistar relacionada a apoptose de
leucocitos e observaram que o B-glucano previne essa apoptose € outras injurias
oxidativas. Observaram também que o composto promove uma diminui¢do da
atividade de MPO em varios orgdos (intestinos, figado e rins) e, portanto,
diminui a infiltragdo neutrofilica, o que contribui em muito com o stress
oxidativo e danos teciduais. Em nosso estudo, porém observamos que o [-
glucano em associagdo com a glutamina aumentou os niveis de atividade da
MPO intestinal. Isso pode ter ocorrido por uma interagdo das duas substancias,
cuja acdo isolada nd3o foi avaliada ou pela avaliagdo ter acontecido num

momento de inflamagdo aguda.
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4 CONCLUSOES

O tratamento com o B-glucano foi capaz de reverter a genotoxicidade
induzida pelo Ara-C, recuperar os pardmetros de morfologia intestinal, causando
também leve hiperplasia das placas de Peyer e melhorando o aspecto geral da
arquitetura tecidual do intestino. A glutamina isoladamente recuperou a altura
das vilosidades e o indice mitético das criptas intestinais e em associagdo com o
B-glucano foi capaz de reverter a leucopenia. O uso do B-glucano e da glutamina
1soladamente reflete efeitos benéficos no trofismo intestinal, mas seus efeitos em

associagdo ainda precisam ser melhor esclarecidos.
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ANEXO A — Analises estatisticas

Tabela Al Dados apresentados pela analise de varidncia para
leucdcitos totais/mm”, para os diferentes tratamentos.

FVv GL SQ QM Fc Pr>
GLUCANO 1 63.757052 63.757052 1.871 0
GLUTAMINA 1 19.731567 19.731567 0.579 0
ARAC 1 146.907651 146.907651 4.311 O.
GLUCANO*GLUTAMINA 1 50.317712 50.317712 1.477 0.
GLUCANO*ARAC 1 510.331201 510.331201 14.977 0O
GLUTAMINA*ARAC 1 10.572337 10.572337 0.310 O
GLUCANO*GLUTAMINA*A 1 894.427895 894 .427895 26.250 0O
erro 4  1362.944937 34.073623
Total corrigido 47 3058.990351
v (%) = 11.36
Média geral: 51.3851895 Numero de observacgdes: 48
Opcdo de transformagdo: Raiz quadrada - SQRT (Y )
Tabela A2 Dados apresentados pela andlise de variancia para

neutréfilos (%), para os diferentes tratamentos.

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
GLUCANO 1 0.001801 0.001801 0.003 0.95
GLUTAMINA 1 2.016654 2.016654 3.396 0.07
ARAC 1 17.306317 17.306317 29.147 0.00
GLUCANO*GLUTAMINA 1 0.405234 0.405234 0.682 0.41
GLUCANO*ARAC 1 0.163741 0.163741 0.276 0.60
GLUTAMINA*ARAC 1 0.492651 0.492651 0.830 0.36
GLUCANO*GLUTAMINA*AR 1 0.292932 0.292932 0.493 0.48
erro 40 23.750595 0.593765
Total corrigido 47 44429925
v (%) = 10.58
Média geral: 7.2809255 Numero de observagdes: 48

Opcédo de transformagdo: Raiz quadrada - SQRT (Y )

73

a variavel

a variavel
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Tabela A3 Dados apresentados pela analise de varidncia para a varidvel
mondcitos (%), para os diferentes tratamentos.

Fc Pr>Fc
1.374 0.2481
24.656 0.0000
24.371 0.0000
4.539 0.0393
0.315 0.5777
28.675 0.0000
0.459 0.5021

FV GL SQ QM
GLUCANO 1 0.275179 0.275179
GLUTAMINA 1 4.939459 4.939459
ARAC 1 4.882255 4.882255
GLUCANO*GLUTAMINA 1 0.909401 0.909401
GLUCANO*ARAC 1 0.063111 0.063111
GLUTAMINA*ARAC 1 5.744594 5.744594
GLUCANO*GLUTAMINA*AR 1 0.091905 0.091905
erro 40 8.013284 0.200332
Total corrigido 47 24.919188

cv ) = 18.39

Média geral: 2.4336222

Nimero de observacodes:

Opcdo de transformacdo: Raiz quadrada - SQRT ( Y )

Tabela A4 Dados apresentados pela analise de varidncia para a
linfocitos (%), para os diferentes tratamentos.

variavel

FVv GL SQ QM
GLUCANO 1 0.001616 0.001616
GLUTAMINA 1 0.830714 0.830714
ARAC 1 16.408954 6.408954
GLUCANO*GLUTAMINA 1 2.035027 2.035027
GLUCANO*ARAC 1 0.257306 0.257306
GLUTAMINA*ARAC 1 4.392893 4.392893
GLUCANO*GLUTAMINA*AR 1 2.010074 2.010074
erro 40 30.172735 0.754318
Total corrigido 47 56.109320

eV ) = 14.21

Média geral: 6.1129826

Opcdo de transformacdo: Raiz quadrada - SQRT ( Y )
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Tabela A5 Dados apresentados pela analise de variancia para a variavel IM, para
os diferentes tratamentos.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
GLUCANO 1 0.000919 0.000919 15.000 0.0004
GLUTAMINA 1 0.001519 0.001519 24.796 0.0000
ARAC 1 0.000052 0.000052 0.850 0.3620
GLUCANO*GLUTAMINA 1 0.000752 0.000752 12.279 0.0011
GLUCANO*ARAC 1 0.001302 0.001302 21.259 0.0000
GLUTAMINA*ARAC 1 0.000252 0.000252 4.116 0.0492
GLUCANO*GLUTAMINA*AR 1 0.002002 0.002002 32.687 0.0000
erro 40 0.002450 0.000061

Total corrigido 47 0.009248

oV ™) = 14.97

Média geral: 0.0522917 Nimero de observacgdes: 48

Opcao de transformacdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

Tabela A6 Dados apresentados pela analise de variancia para a varidvel Altura
de Vilosidades (um), para os diferentes tratamentos, no duodeno.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
GLUC 1 11041.333333 11041.333333 6.235 0.0167
GLUT 1  4680.750000 4680.750000 2.643 0.1118
ARAC 1 38420.083333 38420.083333 21.696 0.0000
GLUC*GLUT 1 3710.083333 3710.083333 2.095 0.1556
GLUC*ARAC 1 102.083333 102.083333 0.058 0.8115
GLUT*ARAC 1 3.000000 3.000000 0.002 0.9674
GLUC*GLUT*ARAC 1 261.333333 261.333333 0.148 0.7029
erro 40 70834.000000 1770.850000

Total corrigido 47 129052 .666667

eV ™) = 19.45

Média geral: 216.3333333 Nimero de observacdes: 48

Opcao de transformacdo: Variavel sem transformacdo ( Y )
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Tabela A7 Dados apresentados pela analise de variancia para a varidvel Altura
de Vilosidades (um), para os diferentes tratamentos, no jejuno.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
GLUC 1 12.753507 12.753507 3.366 0.0740
GLUT 1 20.033614 20.033614 5.287 0.0268
ARAC 1 6.212329 6.212329 1.640 0.2078
GLUC*GLUT 1 7.739851 7.739851 2.043 0.1607
GLUC*ARAC 1 0.795822 0.795822 0.210 0.6492
GLUT*ARAC 1 15.154192 15.154192 4_.000 0.0523
GLUC*GLUT*ARAC 1 33.060426 33.060426 8.726 0.0052
erro 40 151.557456 3.788936

Total corrigido 47 247 .307196

eV ™) = 14.94

Média geral: 13.0261698 NUumero de observacgdes: 48

Opcédo de transformagdo: Raiz quadrada - SQRT (Y )

Tabela A8 Dados apresentados pela analise de varidncia para a variavel Altura
de Vilosidades (pm), para os diferentes tratamentos, no ileo.

FVv GL SQ QM Fc Pr>Fc
GLUC 1 4.754189 4.754189 4.675 0.0866
GLUT 1 0.558753 0.558753 0.549 0.4629
ARAC 1 0.004542 0.004542 0.004 0.9471
GLUC*GLUT 1 0.572542 0.572542 0.563 0.4575
GLUC*ARAC 1 0.000511 0.000511 0.001 0.9822
GLUT*ARAC 1 0.154021 0.154021 0.151 0.6992
GLUC*GLUT*ARAC 1 1.860915 1.860915 1.830 0.1838
erro 40 40.681119 1.017028
Total corrigido 47 48.586591

cvV %) = 8.87

Média geral: 11.3701120 NUumero de observacgdes: 48

Opcéo de transformagdo: Raiz quadrada - SQRT (Y )
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Tabela A9 Dados apresentados pela analise de varidncia para a varidvel
Profundidade de Criptas (pm), para os diferentes tratamentos, no
duodeno.

Fv GL SQ QM Fc Pr>Fc
GLUC 1  2405.500833 2405.500833 9.400 0.0039
GLUT 1 109.203333  109.203333 0.427 0.5173
ARAC 1 1052.813333 1052.813333 4.114 0.0492
GLUC*GLUT 1 785.700833  785.700833 3.070 0.0874
GLUC*ARAC 1 2751.240833 2751.240833 10.751 0.0022
GLUT*ARAC 1 0.163333 0.163333 0.001 0.9800
GLUC*GLUT*ARAC 1 667.520833  667.520833 2.608 0.1142
erro 40 10236.563333  255.914083

Total corrigido 47 18008.706667

eV %) = 14.71

Média geral: 108.7666667 Nimero de observacdes: 48

Opcdo de transformagdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

Tabela A10 Dados apresentados pela analise de variancia para a varidvel
Profundidade de Criptas (pm), para os diferentes tratamentos, no

jejuno.
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FVv GL SQ QM Fc Pr>Fc
GLUC 1 37.453333 37.453333 0.313 0.5789
GLUT 1 1478.520000 1478.520000 12.363 0.0011
ARAC 1 68.640833 68.640833 0.574 0.4531
GLUC*GLUT 1 703.800833 703.800833 5.885 0.0199
GLUC*ARAC 1 1037.880000 1037.880000 8.678 0.0053
GLUT*ARAC 1 8.003333 8.003333 0.067 0.7972
GLUC*GLUT*ARAC 1 0.040833 0.040833 0.000 0.9853
erro 40 4783.753333 119.593833
Total corrigido 47 8118.092500
v (%) = 11.03
Média geral: 99.1875000 NUumero de observacgdes: 48

Opgdo de transformagdo: Variavel sem transformacdo ( Y )
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Tabela A1l Dados apresentados pela analise de varidncia para a varidvel
Profundidade de Criptas (pm), para os diferentes tratamentos, no

ileo.
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

Fv GL SQ QM Fc Pr>Fc
GLUC 1 1190.020833 1190.020833 5.797 0.0208
GLUT 1 642.403333  642.403333 3.129 0.0845
ARAC 1 326.563333  326.563333 1.591 0.2145
GLUC*GLUT 1 2.253333 2.253333 0.011 0.9171
GLUC*ARAC 1 1.763333 1.763333 0.009 0.9266
GLUT*ARAC 1 688.567500 688.567500 3.354 0.0745
GLUC*GLUT*ARAC 1 107.400833  107.400833 0.523 0.4737
erro 40 8211.686667  205.292167
Total corrigido 47 11170.659167
eV %) = 13.87
Média geral: 103.3291667 Nimero de observacdes: 48

Opcdo de transformagdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

Tabela A12 Dados apresentados pela analise de varidncia para a varidvel N-
acetil-glicosaminidase (NAG), para os diferentes tratamentos, no

jejuno.
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FvV GL SQ QM Fc Pr>Fc
GLUC 1 0.152907 0.152907 0.101 0.7531
ARAC 1 10.483644  10.483644 6.929 0.0141
GLUC*ARAC 1 21.894823  21.894823 14.472 0.0008
erro 26 39.335855 1.512917
Total corrigido 29 71.867228
Vv ) = 21.48
Média geral: 5.7254775 Nimero de observacdes: 30

Opcgdo de transformagdo: Raiz quadrada - SQRT (Y )
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Tabela A13 Dados apresentados pela analise de varidncia para a varidvel
mieloperoxidase (MPO), para os diferentes tratamentos, no jejuno.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
GLUC 1 9.982782 9.982782 2.892 0.1010
ARAC 1 8.896992 8.896992 2.577 0.1205
GLUC*ARAC 1 10.652756  10.652756 3.086 0.0907
erro 26 89.751738 3.451990

Total corrigido 29 119.284269

cv ) = 22.82

Média geral: 8.1408757 Nimero de observacdes: 30

Opcado de transformacdo: Raiz quadrada - SQRT ( Y )

Tabela A14 Dados apresentados pela analise de varidncia para a variavel
Peroxidase de Eosinofilos (EPO), para os diferentes tratamentos, no

jejuno.
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
GLUC 1 4.326809 4.326809 3.785 0.0626
ARAC 1 45.681433  45.681433 39.961 0.0000
GLUC*ARAC 1 0.184159 0.184159 1.036 0.9975
erro 26 29.721993 1.143154
Total corrigido 29 78.546076
cv %) = 18.06
Média geral: 5.9213003 Numero de observacdes: 30

Opcdo de transformacdo: Raiz quadrada - SQRT ( Y )
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ANEXO B — Tabelas estatisticas

Tabela B1 Frequéncia de nuclebides de leucocitos sanguineos com a presenga de
Cometa, distribuigdo nas classes consideradas ¢ valores de unidades
arbitrarias para animais tratados com f-glucano, glutamina e
desafiados ou nio pela administracdo do Ara-C.
Classes de Cometa (%)

Células com Unidades

Cometa (%) Arbitrarias*

Tratamento 0 1 2 3

Controle s/

40,2 451 113 2,8 0,6 59,58 78,50
Ara-C
Controle ¢/

6,61 2594 280 3444 50 93,39 205,28
Ara-C
B-G s/

27,6 40,7 234 7,4 0,9 72,44 113,56
Ara-C
Glut s/

26,9 504 16,8 5,4 0,4 73,06 101,28
Ara-C
Glute B-G

22,0 534 17,7 6,1 0,8 78,00 110,28
s/ Ara-C
B-G ¢/

13,9 444 29,0 122 0,4 86,11 140,89
Ara-C
Glut ¢/

154 41,6 32,0 10,2 0,8 84,56 139,39
Ara-C
Glute B-G

20,8 42,5 233 12,4 1,0 79,17 130,22
¢/ Ara-C

S/: sem; C/: com; B-G: B-glucano; Glut: glutamina.
* Porcentagens calculadas sobre as médias, sendo considerados 300 nucleodides, duas ldminas po
animal, em um total de seis animais por tratamento.
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Tabela B2 Indices mitoticos médios das células das criptas intestinais do jejuno
de camundongos submetidos ao tratamento com p-glucano e
glutamina, desafiados ou ndo pelo Ara-C.

Indice Mitético (%)

Glutamina oV (%)
-o] 0
B-glucano S/ ol
S/ 5,3* 5,5 14,97
S/ Ara-c
C/ 4,7 a* 5,8b
S/ 2.4 Aa 6,0b
C/ Ara-c
C/ 6,1B 5,6

“> Médias seguidas por diferentes letras mintisculas na linha e maiusculas na coluna
diferem pelo teste F (P<0,05);
Sem lesao difere de seu respectivo tratamento com a lesao (P<0,05).



82

Tabela B3 Valores médios do leucograma™ de camundongos submetidos ao
tratamento com PB-glucano e glutamina, desafiados ou ndo pelo Ara-

C.
Glutamina
B-glucano S/ ol CV (%)
Leucécitos Totais (cel/mm”)
S/ Ara-c S/ 3517 Aa* 2017 Bb* 11,36
C/ 2617 Bb 3575 Aa*
C/ Ara-c S/ 2609 3284 A
C/ 2425 1759 B
Neutrofilos %
S/ Ara-c S/ 43 3% 45,8%* 10,58
C/ 445 47,7*
C/ Ara-c S/ 61,6 65,5
C/ 54,00 69,2 a
Mondcitos %
S/ Ara-c S/ 10,50 b* 5,33b 18,39
C/ 11,83 a* 533b
C/ Ara-c S/ 5,50 3,83
C/ 4,00 5,83
Linfocitos %
S/ Aracc S/ 44, 5% 48,5% 14,21
C/ 43,7 47,0%
S/ 30,8 29,8
¢/ Ara-c ol 418a 232b

*® Médias seguidas por diferentes letras minusculas na linha e maiusculas na coluna
diferem pelo teste F (P<0,05);

" Sem lesdo difere de seu respectivo tratamento com a lesdo (P<0,05);

™ As contagens de eosin6filos e basofilos obtireram valores irrisorios, portanto os dados

ndo foram apresentados.
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Tabela B4 Valores médios das medidas das alturas das vilosidades nos
segmentos intestinais duodeno, jejuno e ileo de camundongos
submetidos ao tratamento com B-glucano e glutamina, desafiados ou
nao pelo tratamento com Ara-C.

Glutamina
B-glucano S/ ol CV (%)
Duodeno (pm)
S/ Ara-c S/ 214 * 248 * 19,45
C/ 255 262 *
C/ Ara-c S/ 151 A 192
C/ 206 B 203

Jejuno (pm)

S/ Ara-c S/ 160 143 * 14,94
C/ 158 189
C/ Ara-c S/ 107 Ab 239 a
C/ 204 B 199
fleo (um)
S/ Ara-c S/ 128 117 A 8,87
C/ 129 147 B
C/ Ara-c S/ 117 129
C/ 136 139

a,b Médias seguidas por diferentes letras mintisculas na linha e maitisculas na coluna diferem pelo
teste F (P<0,05)
* Sem lesdo difere de seu respectivo tratamento com a lesdo (P<0,05).
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Tabela B5 Valores médios das medidas de profundidade de criptas nos
segmentos intestinais duodeno, jejuno e ileo de camundongos
submetidos ao tratamento com B-glucano e glutamina, desafiados ou
nao pelo Ara-C.

Glutamina
B-glucano S/ ol CV (%)
Duodeno (pm)
S/ Ara-c S/ 100 B 98 B 14,71
C/ 130 A 126 A*
C/ Ara-c S/ 98 111
C/ 113 94
Jejuno (pm)
S/ Ara-c S/ 84 Bb 101 a 11,03
C/ 102 A 105
C/ Ara-c S/ 94 b 114 Aa
C/ 95 99 B
fleo (um)
S/ Ara-c S/ 94 98 13,87
C/ 107 104
C/ Ara-c S/ 95 107
C/ 102 b 120 a

»b Meédias seguidas por diferentes letras mintsculas na linha e maiusculas na coluna diferem pelo

teste F (P<0,05)

* Sem lesdo difere de seu respectivo tratamento com a lesdo (P<0,05)
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Tabela B6 Valores médios dos valores da atividade das enzimas N-acetil-
glicosaminidase (NAG), mieloperoxidase (MPO) e peroxidase de
eosinofilos (EPO) intestinais de camundongos submetidos ao
tratamento com B-glucano e glutamina, desafiados ou ndo pelo Ara-

C.
_ B—glucanoc/ oV (%)
NAG (mg/g tecido)
S/ Ara-c 54,406Aa 31,08b 21,48
C/ Ara-c 17,918B 21,296
B-glucano
S/ C/
MPO (mg/g tecido)
S/ Ara-c 62,94 52,77 B 22,82
C/ Ara-c 51,92 b 83,17 Aa
B-glucano
S/ C/
EPO (mg/g tecido)
S/ Ara-c 22,34 B 19,25B 18,06
C/ Ara-c 41,60 A 58,68A

P Meédias seguidas por diferentes letras mintisculas na linha e maitsculas na coluna diferem pelo
teste F (P<0,05).



ANEXO C — Achados histopatologicos

Quadro C1 Descrigdo dos achados histopatologicos para os 6rgaos avaliados para cada animal de cada tratamento
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realizado.
Grupo N Duodeno Jejuno ileo Figado Baco
Foco de infiltrado Inflamag@o fisiologica, sem SA Congestao difusa leve SA
1 | mononuclear leve necrose
na lamina propria (eutanasia?)
SA SA SA Pequeno foco de Presenga de
necrose associado a
2 restos celulares em de megacariocitos (
meio ao parénquima )
3 SA SA SA * SA Presenga de
megacariocitos (+)
SA SA SA SA Hemosiderose difusa
Controle | 4
sem Ara-C leve
SA SA SA SA Presenga de
de megacariocitos
5 (++);
Hemosiderose difusa
leve
SA Presenga de pequena quantidade SA SA Hemosiderose difusa
6 de debris celulares nas criptas e leve
epitélio levemente achatado
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Controle
com Ara-C

Lesdo moderada nas criptas SA* SA SA
com achatamento do epitélio
SA (Abscesso de criptas)
Abscesso moderado de criptas Abscesso leve SA
com achatamento de epitélio de criptas com
achatamento
de epitélio;
infiltrado
inflamatério
leve na
submucosa;
achatamento
de vilosidades
SA Abscesso de criptas moderado SA* SA SA
como epitélio pavimentoso*
Abscesso em raras | Abscesso de criptas moderado, SA SA Presenca de
criptas; nucleos com alteragdo no epitélio megacariocitos (+)
das criptas
grandes e
vacuolizados
(nucléolos
multiplos e
evidentes)
Abscessos em Abscessos de criptas moderado | Abscessos de SA SA
raras criptas criptas
moderado
Abscessos de Abscessos de criptas moderado, | Abscessos de SA SA

criptas moderado

com achatamento de epitélio*

criptas
moderado
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SA SA SA! SA Presenca de
megacariocitos (+)
Hiperplasia
das PP
SA SA SA SA Presenca de
megacariocitos (+)
SA* SA? SA! Vacuolizagdo difusa Presenca de
leve megacariocitos (++)
B-G sem . )
Ara-C Hiperplasia
das PP
SA*? SA SA' Necrose focal discreta Presenga de
megacariocitos (+)
SA SAL? SA? SA Presenca de
megacariocitos (+)
SA’ SA’ SA SA Presenca de
megacariocitos (+)
SA Abscesso de criptas leve, sem Infiltrado SA SA
alteragdes de epitélio * inflamatorio
Glut. leve misto na
submucosa
sem Ara-C com
predomineo de
neutrofilos
Infiltrado Abscesso de criptas leve, sem SA* SA SA
inflamatdrio alteragdes de epitélio

supurativo leve e
debris celulares na
luz das criptas *




SA Raras criptas contendo SA Vacuolizagao SA
neutrofilos; infiltrado hepatocelular difusa
inflamatorio discreto na leve
submucosa com predomineo de
neutréfilos
Raras criptas Abscesso de criptas leve; * SA SA Hemosiderose difusa
contendo leve
neutréfilos e
debris celulares
como o epitélio
mais pavimentoso
SA Abscesso de criptas moderado SA* SA SA
com dilatagdo da luz e
pavimentacdo do epitélio
SA Abscesso de criptas leve, sem SA SA Hemosiderose difusa
alteracdo de epitélio leve
SA SA* SA SA SA
SA SA SA SA Presenga de
megacariocitos (++);
hemosiderose difusa
leve
B-G + Glut SA SA? SA SA Presenca de
sem Ara-C megacariocitos (+)
SA SA SaA* SA Presenca de
megacariocitos (+)
SA SA* SA SA Presenca de
megacariocitos (+)
SA SA SA SA
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SA* SA SA Presenca de
megacariocitos (++)
SA
SA SA SA! SA Presenga de
megacariocitos (++)
Necrose SA SA*! Presenca de
moderada em megacariocitos (+);
tecido linféide hemosiderose leve
difusa
B-G com SA? SA* SA SA Presenca de
Ara-C megacariocitos (+)
SA SA SA SA Presenga de
megacariocitos (++)
SA* SA? SA SA Presenca de
megacariocitos (++);
necrose multifocal
nos centros
germinativos
Glut com SA Criptas com quantidade leve de SA SA SA
Ara-C debris celulares e neutrofilos
Criptas com Criptas com quantidade
quantidade leve moderada de debris celulares e
de debris celulares neutrofilos, sem alteragdo de
e neutrofilos, sem epitélio; infiltracdo leve de
alteracdo de polimorfonu-cleares na
epitelio submucosa e lamina propria.
SA* Criptas com quantidade SA SA SA

moderada de debris celulares e
neutréfilos, com achatamento
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de epitélio

SA Criptas com quantidade SA SA* Quantidade leve de
moderada de debris celulares e megacariocitos (+)
neutrofilos, sem alteragdo de
epitélio
SA Presenca moderada de debris SA* SA Quantidade leve de
celulares e neutrofilos nas megacariocitos (+)
criptas, com achatamento de
epitélio
SA Algumas criptas dilatadas com SA SA Quantidade leve de
debris celulares e necrose, com megacariocitos (+)
achatamento de epitélio
B-G + Glut SA SA SA SA SA
com Ara-C SA Abscesso leve de criptas, sem Raras criptas SA Hemosiderose difusa
alteracdo de epitélio com debris leve
celulares e
neutrofilico,
sem alteracdo
de epitélio
SA Abscesso moderado de criptas, Abscesso SA Hemosiderose difusa
algumas com pavimentagao de moderado de leve
epitélio criptas, com
pavimentagdo
de epitélio
SA Abscesso leve de criptas, sem SA SA SA
alteracdo de epitélio
SA SA Leve infiltrado SA SA

neutrofilico na
submucosa '
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SA

Raras criptas com abscesso,
algumas dilatadas

Abscesso
moderado de
criptas, com
pavimentacdo

de epitélio;
presencga de
infiltrado
polimorfonucl
ear na
submucosa

SA

SA

B-G: B-glucano; Glut: glutamina; Abscesso de criptas: infiltrado de polimorfonucleares e presenga de debris celulares;

(+++) grande quantidade; (++) moderada quantidade; (+) baixa quantidade;

*: observado placa de Peyer e/ou aglomerado linfoide;

' pequenos focos de necrose dentro dos foliculos linfoides dos linfonodos mesentéricos;

?: hiperplasia de placa de Peyer observada



