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RESUMO

A mucosite intestinal (MI) causada pelas terapias anticancer, caracteriza-se por um processo
inflamatdrio da mucosa e pode ocorrer entre 50% e 80% dos pacientes oncologicos tratados
com 5-Fluorouracil (5-FU), quimioterapico comumente utilizado. Apesar da elevada incidéncia
entre 0s pacientes, ndo existem terapéuticas aprovadas para a prevencdo e/ou cura da MI.
Diversos estudos tém demonstrado capacidade antioxidante e anti-inflamatéria do agai (Euterpe
oleracea Martius), fruto rico em compostos fendlicos, sendo o principal, as antocianinas e cada
vez mais consumido pela populacdo mundial. Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar
o efeito da dieta suplementada com polpa de acai 2% sobre a quantificacdo da Interleucina-10
(IL-10) de camundongos portadores de MI induzida por 5-FU. Camundongos fémeas da
linhagem BALB/c foram divididos em quatro grupos experimentais: Controle (C): recebeu
dieta controle AIN-93M e ndo foi induzida mucosite; Acai (AC): recebeu dieta suplementada
com polpa de acai 2% e ndo foi induzida mucosite; Mucosite (M): recebeu dieta controle e foi
induzida mucosite por 5-FU; Acai + Mucosite (ACM): recebeu dieta suplementada com polpa
de acai 2% e foi induzida mucosite. Foram inseridas as respectivas dietas por um periodo de
quatorze dias consecutivos. No décimo quinto dia foi realizada a inducdo da MI nos grupos M
e ACM. Os grupos C e AC receberam injecdo intraperitoneal (ip) de tampdo fosfatosalino (PBS
- Phosphate-Buffered Saline) estéril. Executou-se a eutanasia trés (D3) e sete (D7) dias ap6s a
inducdo da mucosite, e, em seguida, foi dissecado o duodeno e ileo. A quantificacdo da
concentracdo IL-10 nos tecidos coletados dos animais foi realizada por meio do ensaio
imunoenzimatico do tipo ELISA. Observou-se que a concentracdo de IL-10 foi negativa em
todos 0s grupos, ou seja, as concentracdes estdo abaixo do nivel de sensibilidade do teste e isso
indica que a quantidade de IL-10 no duodeno e ileo é pouco significativa. Além disso, o
consumo de acai, ndo demonstrou um aumento na producdo de IL-10. O sistema imune € muito
complexo e integrativo, e, por isso, ndo se pode limitar a observacao de um fenémeno como a
inflamag&o pela perspectiva de apenas um mediador inflamatério. E necessario a realizacdo de
mais estudos que melhor esclarecam as vias de atuacdo do acai no possivel efeito anti-
inflamatorio na MI experimental, possibilitando sua utilizacdo como estratégia dietética

preventiva e/ou terapéutica para a doenca.

Palavras-chave: Mucosite, 5-Fluorouracil, Citocinas, Camundongos, Acai.



ABSTRACT

Intestinal mucositis (IM) caused by anticancer therapies is characterized by an inflammatory
process of the mucosa and can occur in 50% to 80% of patients with cancer treated with 5-
Fluorouracil (5-FU), a commonly used chemotherapy. Despite the high incidence among
patients, there aren’t approved therapies for the prevention and/or cure of IM. Several studies
have demonstrated the antioxidant and anti-inflammatory capacity of acai (Euterpe oleracea
Martius), a fruit rich in phenolic compounds, being the main, the anthocyanins and increasingly
consumed by the world population. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect
of the diet supplemented with 2% acai pulp on the quantifying of Interleukin-10 (IL-10) in mice
bearing 5-FU induced IM. Female BALB/c mice were divided into four experimental groups:
Control (C): received a control diet AIN-93M and no mucositis was induced; Agai (AC):
received a supplemented diet with pulp of acai 2% and no mucositis was induced; Mucositis
(M): received a control diet and mucositis was induced by 5-FU; Acai + Mucositis (ACM):
received a supplemented diet with pulp of acai 2% and mucositis was induced. The respective
diets were entered for a period of fourteen consecutive days. On the fifteenth day, IM induction
was performed in groups M and ACM. Groups C and AC received an intraperitoneal (ip)
injection of PBS (Phosphate-Buffered Saline). Euthanasia was performed three (D3) and seven
(D7) days after mucositis induction, and then the duodenum and ileum were dissected. The
quantification of the IL-10 concentration in the tissues collected from the animals was
performed using an enzyme-linked immunosorbent assay of the ELISA type. It was observed
that the concentration of IL-10 was negative in all groups, that is, the concentrations are below
the sensitivity level of the test, and this indicates that the amount of IL-10 in the duodenum and
ileum isn’t very significant. Furthermore, the consumption of acai didn’t show an increase in
the production of IL-10. The immune system is very complex and integrative, and, therefore, it
cannot limit the observation of a phenomenon such as an inflammation from the perspective of
just one inflammatory mediator. It's necessary to carry out more studies to better clarify the
ways in which agai acts in the possible anti-inflammatory effect in experimental 1M, enabling

its use as a preventive and/or therapeutic dietary strategy for the disease.

Keywords: Mucositis, 5-fluorouracil, Cytokines, Mice, Agai.
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1. INTRODUCAO

O cancer, considerado nas Ultimas décadas um problema de satde publica mundial,
compreende mais de 100 diferentes tipos de doencas malignas que tém em comum o
crescimento descontrolado de células e, a capacidade de invadir e sofrer metéstase, ou seja,
disseminar-se para outras partes do corpo (INCA, 2021). Trata-se de uma das principais causas
de morbidade e mortalidade, capaz de atingir todas as faixas etarias (WHO, 2018). Em 2020,
de acordo com estimativas epidemioldgicas do Instituto Nacional de Cancer (INCA), o cancer
acometeu mais de 600 mil pessoas no Brasil. Atualmente, os tratamentos disponiveis incluem
cirurgia, radioterapia, quimioterapia, transplante de medula 6ssea e, em muitos casos, €
necessario a associacao de mais de um tratamento (INCA, 2021).

A quimioterapia, tratamento comumente utilizado na pratica clinica, se baseia na
utilizacdo de substancias citotoxicas, administradas, principalmente, por via intravenosa e que
tem como principal objetivo desencadear o controle e a eliminagdo do tumor maligno. Dentre
0s agentes quimioterapicos disponiveis na terapéutica do cancer, o 5-Fluorouracil (5-FU), é
considerado o mais utilizado no mundo (WILHELM et al., 2016). Porém, pacientes submetidos
a esse quimioterapico podem apresentar reacdes adversas tais como: leucopenia, mucosite,
estomatite, nausea, diarreia, vomito (MENDES, 2019).

Outro quimioterapico utilizado para o tratamento do cancer € o irinotecano. Na década
de 90, os oncologistas comecaram a incorporar essa nova droga que demonstrava ter uma boa
atividade contra o cancer de pulméo, colo de Utero e ovério. O irinotecano, em combinagdo com
0 5-FU ¢, atualmente, a primeira linha de tratamento para o cancer de cdlon e reto
(FERNANDES, 2017). Entretanto, a mucosite gastrointestinal e diarreia estdo entre os efeitos
colaterais mais comuns relacionados ao irinotecano (RIBEIRO et al., 2016).

Nesse contexto, 0 uso de 5-FU e irinotecano potencializa o risco de eventos adversos de
grande repercussdo clinica. A mucosite intestinal, caracterizada por uma inflamagao na mucosa
do intestino, é uma das principais complicagbes que acomete mais de 50% dos pacientes
submetidos a quimioterapia com 5-FU (TANG et al., 2017). Essa doenga afeta a qualidade de
vida e o estado nutricional dos pacientes, pois resulta em ulceracdo, sangramento, inchaco
abdominal, vomitos, diarreia e desidratacdo (KIM et al., 2015). Assim, muitas vezes, é
necessario a interrupcao do tratamento ou reducdo da dose do quimioterapico.

A destruicdo celular gastrointestinal observada na mucosite, é resultado de eventos
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inflamatorios (MENDES, 2019). A inflamag&o é um processo fisioldgico que envolve uma acdo
coordenada entre o sistema imunolégico e o tecido no qual ocorreu a lesdo (REINALDO, 2015).
A resposta inflamatoria é caracterizada por recrutar leucécitos e coordenar a ativacao de varias
vias de sinalizacdo que regulam a expressao de mediadores pré e anti-inflamatérios em células
presentes no tecido. Os principais mediadores inflamatérios envolvidos na sinalizagdo da
inflamacéo séo as Interleucinas (IL) e o TNF (fator de necrose tumoral) (REINALDO, 2015).
Além da expressdo aumentada de mediadores inflamatérios, a producao exacerbada de espécies
reativas de oxigénio (ERO), apoptose e hipoproliferacdo celular (nas fases iniciais)
potencializam a inflamacao local (MAGALHAES, 2018).

A mucosite € um agravo clinico grave, e apesar da elevada incidéncia entre os pacientes
submetidos ao uso de quimioterapicos, ndo existem terapéuticas eficazes para a prevencao e/ou
cura da mucosite. O tratamento, dependera do seu grau de gravidade, objetivando apenas o
alivio dos sintomas, como dor e diarreia, por exemplo (ARAUJO; BARROS, 2015). Sendo
assim, substancias de origem natural se destacam como alternativas terapéuticas, pois podem
causar menos efeitos colaterais ou toxicos (MIRANDA, 2019).

O acai (Euterpe oleracea Martius), € um fruto rico em compostos bioativos que
apresenta alta capacidade antioxidante e propriedades anti-inflamatorias (MAGALHAES,
2018). Por ser benéfico a saude dos individuos, tem se tornado bastante conhecido nos Gltimos
anos. Este efeito é atribuido a sua composicao, principalmente pela presenca de polifendis,
dentre eles as antocianinas e seu alto contetdo de acidos graxos monoinsaturados e fibras
(COUTINHO et al., 2017; PALA et al., 2018).

Os flavonoides representam uma classe de compostos fendlicos de origem natural que
possuem diversas propriedades farmacoldgicas que os fazem atuar de forma benéfica no
organismo humano. De acordo com Li e colaboradores (2020), os flavonoides possuem
propriedades antioxidantes (SIAH, 2016), anti-inflamatérias (SERAFINI, 2010) e
anticancerigenas (MANTHEY, 2002).

Dessa forma, o presente estudo, objetiva avaliar a resposta inflamatéria do intestino, em
especial, duodeno e ileo, na mucosite induzida por 5-Fluorouracil e analisar o efeito do acai,

alimento rico em flavonoides, como alternativa terapéutica.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Cancer e tratamento

O céancer é caracterizado por um conjunto de doencas malignas cuja principal
caracteristica é o crescimento desordenado de células. Com as rapidas divisGes celulares, estas
celulas podem se tornar agressivas e incontrolaveis, sendo capazes de se espalhar e invadir
tecidos e 6rgaos do corpo (metastase). Varios fatores de risco podem estar envolvidos na origem
do cancer, como tabagismo, obesidade, uso abusivo do alcool, exposicdo a radiacdo, habitos
alimentares, estilo de vida, fatores genéticos, dentre outros (INCA, 2021).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satude (OMS), o cancer é uma das principais
causas de morte em todo 0 mundo, sendo responsavel por quase 10 milhdes de mortes em 2020.
Os canceres com maior taxa de mortalidade sdo: pulmao (1,76 milhdo de mortes), colorretal
(862 mil mortes), estdmago (783 mil mortes), figado (782 mil mortes) e mama (627 mil mortes)
(WHO, 2021).

Apesar de sua alta incidéncia e mortalidade, 30% e 50% dos casos podem ser prevenidos
evitando fatores de risco. Além disso, muitos canceres tém uma grande chance de cura se
houver deteccdo precoce e tratamento adequado (OMS, 2021). Atualmente, os tratamentos
disponiveis incluem cirurgia, radioterapia, quimioterapia, transplante de medula dssea e, em
muitos casos, é necessario a associagdo de mais de um tratamento (INCA, 2021).

Em 2020, foram diagnosticadas mais de 600 mil pessoas com algum tipo de neoplasia
no Brasil (INCA, 2021) e segundo a OMS, estima-se que em 2040, 998 mil brasileiros devem
ser diagnosticados com essa doenca. Dessa forma, a medida que cresce a incidéncia de cancer
na populacdo, também aumenta a busca de melhorias da qualidade de vida do paciente em
tratamento.

A quimioterapia, tratamento comumente utilizado na pratica clinica, consiste no uso de
medicamentos que destroem as células cancerosas, de forma a inibir seu crescimento e evitar
sua disseminacdo. Estes medicamentos sdo aplicados, em sua maioria, por via intravenosa
podendo também ser administrados por via oral, intramuscular, subcutanea, intratecal e topica
(INCA, 2021).

A maioria dos quimioterapicos atuam de forma ndo especifica, lesando tanto as células
doentes, quanto as células saudaveis. No momento em que as células saudaveis sao
comprometidas surgem os efeitos colaterais, tais como: queda de cabelo, prisdo de ventre,

diarreia, feridas na boca, enjoo, vémito, hiperpigmentacdo, anemia, leucopenia e
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trombocitopenia (INCA, 2021). Entretanto, cada quimioterapico tem um perfil de toxicidade
distinto, assim, os efeitos colaterais poderdo ser mais ou menos intensos, a depender da droga
utilizada e do estado clinico do paciente.

Dentre 0s agentes quimioterdpicos disponiveis no tratamento do céncer, o0 5-
Fluorouracil (5-FU), é considerado o mais utilizado no mundo (WILHELM et al., 2016). Porém,

€ uma droga que causa importantes efeitos colaterais aos pacientes.

2.2. 5-Fluorouracil (5-FU)

Desenvolvido na década de 50, o quimioterapico 5-Fluorouracil (5-FU) é um composto
aromatico heterociclico que possui uma estrutura semelhante a das moléculas de pirimidina de
DNA e RNA (ZHANG et al., 2008). O 5-FU é um analogo da pirimidina uracila, que tem seu
hidrogénio da posi¢do cinco substituido por um atomo de fldor (Figura 1). Essa substitui¢do

inibe a conversao do nucleotideo uracila em timina.

Figura 1 — Estrutura quimica do 5-FU.
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Fonte: Longley, Harkin e Johnston (2003)

O 5-FU é um antimetabolito, ou seja, uma molécula com estrutura bioquimica similar a
um metabdlito necessario para as reacGes normais do organismo. Ele altera 0 metabolismo
celular, inibindo moléculas de DNA e/ou RNA e, assim, impede a sintese e metabolismo de
novas células (LONGLEY et al., 2003).

Mais de 80% do 5-FU administrado €, primeiramente, catabolizado no figado, onde a
enzima diidropirimidina desidrogenase (DPD) converte o 5-FU em dihidrofluorouracil
(DHFU), um metabdlito inativo. No interior da célula, 5-FU é convertido em trés metabdlitos

ativos: fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP), fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP) e
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fluorouridina trifosfato (FUTP) (Figura 2). O metabdlito FAUMP se liga ao sitio ativo da enzima
Timidilato Sintase (TS) impedindo a ligacdo do substrato normal e assim, inibe a formacéo do
Timidilato. Com isso, ocorre a interrupgdo da sintese e/ou reparo do DNA, o que resulta em
morte celular. O FAUTP é incorporado erroneamente ao DNA, levando a quebra da fita e
resultando também em morte celular. J& o metabdlito FUTP age sobre a sintese do RNA e
interfere na funcéo celular (LONGLEY et al., 2003).

Além disso, quando o 5-FU é administrado, ocorre o aumento na producéo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), intensa infiltracdo de células inflamatdrias e liberacdo de citocinas
pro-inflamatorias (ARAUJO et al., 2015), atenuando os danos causados por esse

quimioterapico.

Figura 2 — Mecanismo de acéo do 5-FU.
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Fonte: Adaptado de Longley, Harkin e Johnston (2003)

80% do 5-FU é catabolizado no figado, onde a enzima diidropirimidina desidrogenase (DPD) converte-0 em
dihidrofluorouracil (DHFU), um metabdlito inativo. No interior da célula, & metabolizado e convertido em trés
principais metabdlitos ativos: fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP), fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP) e
fluorouridina trifosfato (FUTP). FAUMP se liga a enzima timidilato sintase (TS) e ocasiona deshalango de
nucleotideos, inibindo, ao final do processo, a sintese de DNA, assim como o FAUTP, que é incorporado
erroneamente ao DNA. Por outro lado, FUTP é incorporado ao RNA, o que ocasiona perda funcional e morte
celular.
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O 5-FU é considerado o quimioterdpico mais utilizado no mundo para o tratamento de
varios tipos de cancer (WILHELM et al., 2016), como cancer de mama, cabeca, pescoco,
pancreas, gastrointestinal, etc. Em combinacdo com o irinotecano &, atualmente, a primeira
linha de tratamento para o cancer de colon e reto (FERNANDES, 2017). Geralmente, €
administrado pela via intravenosa (THOMAS; TOMEH; THEARD, 2015), porém, a depender
do seu grau de gravidade e de sua localizacdo, o 5-FU também pode ser administrado por outras
vias.

A acdo desse quimioterapico ndo se limita apenas as células cancerosas. Os efeitos
colaterais sdo mais observados nas células normais de tecidos com alta taxa de renovacéao
celular, e por isso, as células da medula dssea e do trato gastrointestinal sdo muito susceptiveis
(GALDINO, 2017). Sendo assim, pacientes submetidos ao 5-FU podem apresentar reacdes
adversas, tais como: trombocitopenia, leucopenia, mucosite intestinal, gastrite, estomatite,
diarreia, etc. (MENDES, 2019).

A mucosite intestinal, € uma das principais complicacGes que acomete 50 a 80% dos
pacientes submetidos a quimioterapia com 5-FU (MIRANDA, 2019) e pode causar sinais e
sintomas clinicos, como dor, inchaco abdominal, nauseas, vémitos e diarreia (LOGAN et al.,
2007).

2.3. Intestino delgado

O intestino delgado é o sitio terminal de digestdo dos alimentos, absorcéo de nutrientes
e secrecdo enddcrina, por isso, o seu funcionamento adequado € essencial para a saide e o bem-
estar dos individuos. Também é a porcdo mais longa do trato gastrointestinal, com
aproximadamente cinco metros, que se encontra dividido em trés segmentos: duodeno, jejuno
e ileo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O intestino delgado apresenta quatro tdnicas estruturais em sua parede: mucosa,
submucosa, muscular e serosa (Figura 3). A mucosa intestinal € a camada mais complexa,
estruturalmente e funcionalmente, sendo envolvida em fungdes absortivas e de barreira
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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Figura 3 — Organizag&o das camadas intestinais: mucosa, submucosa, muscular e serosa.
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Todo o epitélio intestinal é auto-renovante, com capacidade de renovacao que varia de
3a7dias (DUNCAN; GRANT, 2003). Porém, esse padréo de proliferacdo celular, pode deixar
a mucosa extremamente vulneravel a fontes de irritagdo, traumatismos ou lesdo celular, como
a causada pelos efeitos citotoxicos dos agentes quimioterapicos (PINHO et al., 2010). A

mucosite intestinal é o resultado deste processo de lesdo a mucosa.

2.4. Mucosite intestinal

A mucosite é um dos principais efeitos colaterais ocasionados pela radioterapia e por
agentes quimioterapicos, como o 5-FU. Essa doenga, tem um impacto significativo na salde,
qualidade de vida e aspectos econdmicos que estdo associados ao tratamento. Também afeta
indiretamente o sucesso da terapia antineoplasica, limitando a capacidade de pacientes para
tolerar o tratamento (SONIS, 2004).

Sonis descreve a patobiologia da MI em um modelo de cinco fases: iniciacao, resposta
a danos primérios, amplificacdo dos sinais, ulceracdo e cicatrizagdo (Figura 4).

A fase de iniciacdo da lesdo do tecido ocorre imediatamente apds a administracdo do 5-

FU ao limen intestinal. O quimioterapico causa toxicidade e dano ao DNA da célula, gerando
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um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e ativacdo de mediadores
inflamatdrios, ocasionando dano tecidual e/ou morte celular (SONIS, 2004).

A segunda fase denominada de respostas a danos primarios, ocorre em decorréncia dos
danos ocasionados. Essa fase envolve a ativacdo de diversas vias de transducdo de sinais.
Devido ao aumento na formacdo de ERO, ha a ativacéo do fator nuclear-xf (NF-xB). O NF-kf3
regula uma grande variedade de genes envolvidos em diferentes processos da resposta imune e
inflamatdria (L1U, 2017), muitos dos quais tém um efeito sobre a toxicidade da mucosa. Além
disso, 0 NF-kB promove o aumento da produgéo de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-
a, IL-1PB e IL-6 (SONIS, 2004).

A terceira fase é nomeada de amplificagdo dos sinais e ocorre como consequéncia das
citocinas pré-inflamatorias que atuam através de mecanismos de feedback positivo. Essas
citocinas ativam varias outras vias de sinalizacdo celular, colaborando para a morte celular e
injaria tecidual (SONIS, 2004).

Na fase seguinte, a fase de ulceracgdo, é a mais sintomatica e complexa, dentre as cinco
fases. Nela ocorre a perda de integridade da mucosa, na qual se desenvolvem lesdes profundas,
altamente dolorosas e mais propensas a infeccao pela colonizacdo de bactérias (SONIS, 2004).
Além disso, observa-se nesta fase o encurtamento das vilosidades, aumento da profundidade
das criptas (SOARES et al., 2013), e aumento da infiltracdo de células inflamatdrias, como
neutréfilos (SONIS, 2004).

Por fim, a fase de cicatrizacdo é a menos compreendida e estudada em relacdo a
fisiopatologia da mucosite. Nessa Ultima fase, 0 aumento da taxa de proliferacdo e migracédo de
células epiteliais, promove sinais resolutivos as camadas da mucosa. Na maioria dos casos, a
cura espontanea ocorre até trés semanas apds cessar a administracao da quimioterapia (SONIS,
2004).
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Figura 4 — Fases de desenvolvimento da MlI: iniciacdo, resposta a danos primarios,
amplificacdo dos sinais, ulceracao e cicatrizacdo e suas principais caracteristicas.
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Fonte: Adaptado de Sonis (2004). Produzido por Jesus (2018)

Podendo afetar todo o trato gastrointestinal, desde a boca até o reto, a mucosite pode
causar diversos sinais e sintomas clinicos, incluindo dor e sintomas gastrointestinais, como
inchaco abdominal, vémitos, diarreia, dentre outras complicacdes (LOGAN et al., 2007).
Consequentemente, sdo necessarias intervencdes médicas de abrandamento, como reducéo da
dose do quimioterapico, ou até mesmo a interrupcéo do tratamento, comprometendo a eficacia
da terapia proposta e afetando, consideravelmente, a qualidade de vida do paciente.

Atualmente, ndo existem terapéuticas eficazes para a prevencdo e/ou cura da mucosite.
O tratamento, dependera do seu grau de gravidade, sendo direcionado a cura dos sintomas
apresentados pelos pacientes e na profilaxia de infeccGes secundérias causadas por micro-
organismos (SONIS, 2004). Dessa forma, torna-se importante a busca por alternativas
terapéuticas que vise ndo apenas o alivio dos sintomas, mas também a prevencédo e/ou cura da

mucosite.

2.5. Agai (Euterpe oleracea Martius)

Euterpe oleracea Martius € uma palmeira nativa da América do Sul pertencente a

familia Arecaceae e ao género Euterpe. O fruto, popularmente conhecido como “agai”, é tipico
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da Floresta Amazénica, localizada em grande parte do norte do Brasil, e também esta presente
em paises como: Guiana, Guiana Francesa, Suriname, Venezuela e Colémbia (MONTEIRO,
2019). Devido aos beneficios para a satde, seu consumo tem aumentado significativamente nos
ultimos anos e cada vez mais vem sendo exportado ao redor do mundo. De acordo com os dados
da Conab (Companhia Nacional de Abastecimento, 2019), os estados do Para e do Amazonas
sdo os principais responsaveis pela producdo do acai, detendo aproximadamente 90% do
manufaturamento.

Possui forma arredondada ou oval, coloracdo roxa-escura e apresenta-se em cachos
(Figura 5). Pode ser cultivado durante todo o ano, porém, as melhores qualidades
organolépticas, nutricionais e capacidade antioxidante s&o obtidas quando a colheita € realizada
nos meses de agosto a dezembro. E consumido apds o seu processamento e tradicionalmente
no Brasil a polpa do acai é consumida na forma de suco, geleias, licores, sorvetes, etc
(PORTINHO et al., 2012).

Figura 5 — Acaizeiro do Euterpe oleracea Martius.

Fonte: PPMAC (2015)

Devido a sua capacidade antioxidante e anti-inflamatéria observada em estudos in vivo
e in vitro, nos Gltimos anos, diversas pesquisas com o acai tém sido realizadas. Schauss e
colaboradores (2006) analisaram a composigdo nutricional e fitoquimica da polpa do acai. Em
cada 100g de peso seco contém 52,2% de carboidratos totais, 8,1% de proteinas, 44,2% de fibra
alimentar e 32,5% de lipideos. A maior parte do contetdo lipidico é composto por acidos graxos

insaturados, sendo 60,6% de acidos graxos monoinsaturados, predominando o oleico/w-9
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(56,2%) e 13,3% de &cidos graxos poli-insaturados, predominando o linoleico/®m-6 (12,5%). O
restante do contetdo lipidico (26,1%) € proveniente dos acidos graxos saturados, sendo 24,1%
de acido palmitico e 1,6% de &cido estearico. Além disso, 0 acai contém vitaminas (A, C, E, D,
B1, B2, B3, B6 e B12), fitoesterdis (B-sitosterol, campesterol e estigmasterol) e elementos
tracos (potassio, magnésio, fosforo, calcio, sodio, zinco, ferro, cobre).

Em razdo da sua grande capacidade antioxidante, o acai também passou a ser
considerado no meio cientifico um “alimento funcional” (SCHAUSS, 2006). As antocianinas,
compostos fenolicos pertencentes ao grupo dos flavonoides, além de contribuirem com a maior
capacidade antioxidante encontrada na polpa do acai, sdo responsaveis pela coloracéo arroxeada
caracteristica do fruto. Quanto mais escura a cor, maior sera a concentracdo das antocianinas
(PORTINHO et al., 2012). As principais antocianinas presentes na polpa de acai sdo a
cianidina-3-rutinosideo e a cianidina-3-glicosideo (SCHAUSS, 2006).

Além disso, estudos sugerem que a composicdo da polpa de acai rica em antocianinas,
outros flavonoides, &cidos graxos, vitaminas e minerais, promove potencial protecdo contra
danos ao organismo mediados pelo estresse oxidativo e inflamacdo (PEIXOTO, 2016;
PORTINHO et al., 2012).

Um estudo realizado por Magalhaes (2018), pioneiro em analisar os efeitos da polpa de
acai 2% na mucosite intestinal 3 e 7 dias apds a inducdo, demonstrou que 0s compostos
fendlicos, dentre outros componentes presentes na polpa de agai, promoveram maior protecdo
ao intestino delgado, uma vez que esses componentes atuam em vias pré-inflamatorias,
mobilizando mecanismos de defesa. Além disso, a analise histopatologica demonstrou que a
ingestdo do acai promoveu evidente recuperacgdo tecidual apos a inducdo da MI e demonstrou
a capacidade antioxidante do acai em condicdo de estresse oxidativo mediada por agente

citotoxico, como o 5-FU.

2.6. Flavonoides

Os flavonoides compdem uma ampla classe de substancias naturais, cuja sintese nao
ocorre no corpo humano, porém, possuem diversas propriedades farmacoldgicas que os fazem
atuar de forma benéfica no organismo. Geralmente, sdo provenientes de alimentos de origem
vegetal, como legumes, frutas e chas de ervas. De acordo com Li e colaboradores (2020), os
flavonoides possuem propriedades antioxidantes (SIAH, 2016), anti-inflamatdrias (SERAFINI,
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2010) e anticancerigenas (MANTHEY, 2002).

Troxerrutina (TRX) é um flavonoide derivado da rutina e apesar de normalmente ser
lembrada no tratamento de varizes e hemorroidas (MIRANDA, 2019), tem sido relatada devido
sua eficcia na terapéutica do cancer. Miranda avaliou o efeito da troxerrutina na prevencao das
alteragBes morfoldgicas na mucosite intestinal induzida por 5-fluorouracil. Esse autor observou
que a TRX na dose de 100 mg/kg foi capaz de proteger a mucosa intestinal das alteracfes
induzidas por 5-FU que perfazem o quadro da mucosite intestinal, como leucopenia, dano
oxidativo, recrutamento neutrofilico, mastocitose, deplecdo de células calificifomes e
alteragOes histologicas e morfométricas do intestino. Acredita-se que muitos dos efeitos
protetores, deve-se a interacdo deste flavonoide com citocinas pro-inflamatérias como TNF
(Fator de Necrose Tumoral) e NF-Kb (Fator nuclear Kappa B).
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3. JUSTIFICATIVA

A mucosite é um efeito secundario a quimioterapia com 5-FU e é caracterizada pelo
processo inflamatorio e/ou ulcerativo do trato gastrointestinal. Com elevada incidéncia entre o0s
pacientes em tratamento com cancer, a mucosite além de gerar desconforto e dor, afeta
consideravelmente a qualidade de vida do paciente. Apesar de avangos e busca de farmacos
para prevencao e/ou cura, ainda ndo se tem disponivel na pratica clinica uma terapia especifica
e aprovada para essa alteracdo (SONIS, 2004).

Neste contexto, sdo necessarios estudos que busquem estratégias eficazes e viaveis para
sua prevencdo e/ou tratamento. Sabe-se que, o tratamento da mucosite, dependera do seu grau
de gravidade, e objetiva apenas o alivio dos sintomas. Nos ultimos anos, tem sido crescente o
desenvolvimento de pesquisas voltadas para a amenizacdo da injdria intestinal. Por isso,
produtos naturais e semissintéticos como flavonoides, tem papel de destaque, devido as diversas
propriedades farmacoldgicas, bem como a baixa toxicidade e sua importante capacidade
antioxidante e anti-inflamatoria.

Dessa maneira, o presente trabalho, propde investigar os efeitos da polpa de acai 2%,
na mucosite induzida por 5-Fluorouracil, avaliando a resposta inflamatoéria do intestino, em
especial, duodeno e ileo. Promover a reducdo da injuria intestinal seria muito benéfico aos

pacientes, uma vez que, com a reducdo dos sintomas, a adesao ao tratamento seria maior.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar o impacto do consumo da dieta suplementada com polpa de acai 2% sobre a
capacidade de producédo de IL-10 no duodeno e ileo de camundongos BALB/c com mucosite

induzida por 5- Fluorouracil.

4.2. Objetivos Especificos

e Induzir a mucosite intestinal experimental;
e Realizar a extracdo de proteinas para analise bioquimica e imunoenzimatica;

e Quantificar a concentracdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 no duodeno e ileo.
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5. METODOLOGIA
5.1. Animais e dieta experimental

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c com idade aproximada de seis semanas,
pesando entre 17g e 20g, foram fornecidos pelo Centro de Ciéncia Animal (CCA) da UFOP.
Durante todo o experimento até o momento da eutanésia, os animais foram mantidos na sala
para isogénicos do CCA. O ambiente dispde de temperatura controlada (20°C e 25°C) com ciclo
claro-escuro de 12 horas. Apds uma semana de aclimatacdo foi fornecida uma dieta controle
AIN-93M contendo ou nédo acai a 2% (Tabela 1). A polpa de acai utilizada foi previamente
pasteurizada em processo industrial, ndo contém conservantes e foi adquirida em um
supermercado local na forma congelada. Além disso, foi obtida de um mesmo lote, a fim de
manter a homogeneidade ao longo do experimento. A agua oferecida foi previamente
autoclavada e, assim como as dietas, fornecida livremente. O estudo foi deferido pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFOP), protocolo n°. 2016/17 (anexo).

Tabela 1 — Composi¢do das dietas experimentais AIN-93M padréo e contendo acai.

Dietas (g/kg)

Nutrientes

Controle Acai
Caseina 150,00 150,00
Amido de milho 710,00 690,00
Oleo de soja 40,00 40,00

Colina 2.50 2,50

Metionina 1.80 1.80
Mix de minerais 35.00 35.00
Mix de vitaminas 10.00 10,00
Celulose 50,00 50,00
Acai 0,00 20,00

Valor calorico 4007,20 4025,74

Fonte: Magalhées (2018)

5.2. Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em gaiolas para camundongos contendo

no maximo sete individuos para cada um dos seguintes grupos: Controle (C): Grupo que
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recebeu dieta controle e ndo foi induzida mucosite; Acai (AC): Grupo que recebeu dieta
suplementada com polpa de acai e ndo foi induzida mucosite; Mucosite (M): Grupo que recebeu
dieta controle e foi induzida mucosite; Acai + Mucosite (ACM): Grupo que recebeu dieta
suplementada com polpa de acai e foi induzida mucosite. Apds sete dias de aclimatacdo
recebendo uma dieta padrdo para roedores adultos, foram inseridas as respectivas dietas por um
periodo de quatorze dias consecutivos.

Na manha do décimo quinto dia (D0) a partir da administracao das dietas, foi injetada
por via intraperitoneal uma dose unica de 5-FU (Faldfluor®, Libbs) a 200mg/kg de cada animal
dos grupos mucosite (M e ACM). A droga foi veiculada em solucdo PBS estéril e injetada num
volume total de 150ul no quadrante inferior esquerdo.

Os grupos C e AC receberam injecao intraperitoneal (ip) de tampao fosfatosalino (PBS
- Phosphate-Buffered Saline) estéril. Executou-se a eutanasia trés (D3) e sete (D7) dias ap0s a

inducdo da mucosite (Figura 6).

5.3. Eutanaésia e coleta de material bioldgico

Ao findar dezoito (D3) e vinte e dois dias (D7) a partir da administracdo das dietas, o0s
animais foram anestesiados com uma solucéo de 100uL a base de PBS, cloridrato de ketamina
(25%) e cloridrato de xilazina (25%), seguida por deslocamento cervical. Em seguida, realizou-
se a laparotomia para retirada do intestino delgado. Sobre uma placa de gelo, foi dissecado o
duodeno e ileo que foram acondicionados em criotubos de 2ml identificados de acordo com
cada grupo e animal. Essas amostras foram armazenadas a -80°C para posterior analise.

As etapas descritas acima foram desenvolvidas pela Talita Alves Faria Martins
Magalhaes em sua dissertagdo de mestrado intitulada “Efeito de uma suplementacao com polpa
de acai (Euterpe oleracea Martius) em camundongos BALB/c com mucosite intestinal induzida

por 5-Fluorouracil”.
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Figura 6 — Desenho esquematico do delineamento experimental.
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Fonte: Elaboracédo propria

Camundongos fémeas BALB/c foram divididas em quatro grupos: Controle (C): Grupo que recebeu dieta controle
AIN-93M e ndo foi induzida mucosite; Acai (AC): Grupo que recebeu dieta suplementada com polpa de acai 2%
e ndo foi induzida mucosite; Mucosite (M): Grupo que recebeu dieta controle e foi induzida mucosite por 5-FU;
Acai + Mucosite (ACM): Grupo que recebeu dieta suplementada com polpa de acai 2% e foi induzida mucosite.
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5.4. Preparo dos tecidos

Primeiramente, foi realizada a pesagem dos tecidos e anotado os valores (apéndice). Em
seguida, foi pipetado o tampédo RIPA (TRIS 0,05M, NaCl 0,15M, deoxicolato de sodio 1% e
SDS 0,1%), usando a proporcao de 100mcL de solucdo para 10mg de tecido (10:1), e, pipetado
a solucdo inibidora de protease (Thermo Scientific), na proporc¢do 1:100, imediatamente antes
do uso. Em um segundo momento, as amostras foram processadas no homogeneizador elétrico,
sob baixa rotacdo por 30 segundos. Ap0s esse processo, as amostras ficaram em descanso por
1 minuto no gelo. Essas etapas de homogeneizacao e descanso foram repetidas por 3 vezes até
que todo o tecido fosse homogeneizado por completo. Depois, foram centrifugadas por 10
minutos a 4°C e coletou-se os sobrenadantes que foram transferidos conforme necessidade para
eppendorfs de 2mL. Por fim, as amostras foram armazenadas a uma temperatura de -80°C até

0 Uso.
5.5. Interleucina-10

A quantificacdo da concentracéo IL-10 nos tecidos coletados dos animais foi realizada
por meio do ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA (R&D Systems), por meio de anticorpos
primarios monoclonais anti IL-10. Utilizando-se, placas de poliestireno com 96 po¢os.

Nas placas foi colocada a solugdo de anticorpo de captura (PBS) 100uL por pogo e
incubado em overnight a temperatura ambiente. Essas foram lavadas 2 vezes em solucdo sabdo
(PBS Tween 0,05%). Em seguida, foi adicionado em cada poco da placa 200uL de solugéo de
blogqueio (PBS/BSA 1%) e incubado por 1 hora a temperatura ambiente. Logo apés, a placa foi
novamente lavada 2 vezes em solucdo sabdo e realizada a pipetagem do padrdo nos pogos
destinados da placa. Em cada po¢o do padréo foi adicionado 100uL de solucéo de bloqueio.
Adicionado 200uL do padrdo no primeiro pogo e procedido de diluigdo seriada nos demais,
resultando um total de 7 pontos da curva e em duplicata. O ponto destinado ao branco sé recebeu
a solucdo de bloqueio em duplicata. Nos pogos referentes as amostras foram colocadas (50pL)
do sobrenadante em duplicata, e entdo incubado por 2 horas a temperatura ambiente.

Realizou-se novamente a lavagem das placas na solucgdo sabédo por 4 vezes, adicionou-
se a solucdo de deteccdo 100pL por poco e incubado por 2 horas a temperatura ambiente. As
placas foram lavadas 2 vezes na solucdo sabdo e colocado 100pL de solucdo de substrato:
Streptoavidina/ Peroxidase (1:40) a cada poco. Incubado a temperatura ambiente por cerca de

20 minutos. Realizou-se a lavagem das placas na solucdo sabao por mais 6 vezes. Logo apds,
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adicionou 100uL de citrato/fosfato (pH 4,0) e esperou até a reacdo de cor. A reacdo foi
interrompida adicionando 50pL de H2 SO4 2N por poco e realizada a leitura no comprimento
de onda de 450nm por um leitor de ELISA (Bio-Rad Modelo 450 Leitor de Microplacas). Para
a avaliacdo dos dados, os resultados foram expressos em média e desvio padrdo (ng/mL) que

foram gerados pelo Excel.
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6. RESULTADOS

Para avaliacdo do possivel efeito anti-inflamatorio do acai no desenvolvimento da
mucosite intestinal em camundongos BALB/c, foi determinada a concentracdo de IL-10 no

duodeno e no ileo.

6.1. Duodeno

As tabelas abaixo, expressam a média da concentracdo de IL-10 no duodeno dos quatro
grupos avaliados no 3° e 7° dia. Observou-se que a concentracdo de I1L-10 foi negativa em todos
0S grupos, ou seja, as concentracdes estdo abaixo do nivel de sensibilidade do teste e isso indica

que a quantidade de IL-10 nesse local é pouco significativa.

Tabela 2 — Concentracdo de IL-10 no duodeno 3° dia.

Grupo Tempo Media da concentracio Desvio padrao por
por grupo (ng/mL) grupo (ng/mL)
C 3 dias -0.18 0.20
M 3 dias -0.13 0.02
AC 3 dias -0.14 0.02
ACM 3 dias -0.14 0.02

Fonte: Dados da autora

Tabela 3 — Concentracdo de I1L-10 no duodeno 7° dia.

Grupo Tempo Media da concentracao Desvio padrao por
por grupo (ng/mL) grupo (ng/mL)
C 7 dias -0.10 0.04
M 7 dias -0,12 0,02
AC 7 dias -0.11 0.04
ACM 7 dias -0,08 0.03

Fonte: Dados da autora
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6.2. ileo

As tabelas abaixo, expressam a média da concentracdo de IL-10 no ileo dos quatro
grupos avaliados no 3° e 7° dia. Novamente, observou-se que a concentracdo de IL-10 foi
negativa em todos 0s grupos, ou seja, as concentracdes estdo abaixo do nivel de sensibilidade

do teste e isso indica que a quantidade de IL-10 nesse local também é pouco significativa.

Tabela 4 — Concentracdo de IL-10 no ileo 3° dia.

Grupo Tempo Meédia da concentracio Desvio padrao por
por grupo (ng/mL) grupo (ng/mL)
C 3 dias -0.02 0.06
3 dias -0.04 0.04
AC 3 dias -0.08 0.03
ACM 3 dias -0.07 0.04

Fonte: Dados da autora

Tabela 5 — Concentracdo de I1L-10 no ileo 7° dia.

Grupo Tempo Media da concentracio Desvio padrao por
por grupo (ng/mL) grupo (ng/mL)
C 7 dias -0,05 0.04
M 7 dias -0,03 0.02
AC 7 dias -0.01 0.04
ACM 7 dias -0,04 0.06

Fonte: Dados da autora
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7. DISCUSSAO

A mucosite intestinal € uma das principais complicacdes que acomete pacientes
submetidos a quimioterapia com 5-FU (MIRANDA, 2019). Caracterizada pelo processo
inflamatdrio e/ou ulcerativo do trato gastrointestinal, essa doenga tem um impacto significativo
na salde e qualidade de vida do paciente, uma vez que ird comprometer o sucesso da terapia
antineopléasica. Apesar de avancos e busca de farmacos para prevencgdo e/ou cura, ainda ndo se
tem disponivel na prética clinica uma terapia especifica e aprovada para essa alteracdo. Por isso,
estudos que visam a utilizacdo de alimentos ricos em compostos bioativos e alimentos que
possam contribuir na prevencéo e no tratamento da M| se fazem de grande importancia para o
cuidado desses pacientes.

Tendo em vista que o acai € um alimento rico em compostos fenolicos, principalmente,
as antocianinas e estes compostos sdo conhecidos pela sua capacidade de promover ac¢do anti-
inflamatoria e antioxidante, esse estudo investigou o efeito da dieta suplementada com polpa
de acai 2% na possivel reducdo de um mediador inflamatério na mucosite intestinal em
camundongos BALB/c.

Com os resultados obtidos nesse estudo, observamos que no modelo experimental, a
concentracdo de IL-10 foi menos expressiva que o esperado. Esse resultado pode estar
relacionado com o curto periodo entre a inducdo e a eutanasia (D3 e D7), o que nos leva a
pensar que em um modelo com perfil mais cronico, ou seja, um intervalo maior entre indugéo
e eutanasia, 0 aumento de IL-10 seja mais expressivo.

A literatura evidencia a importancia da IL-10 em manter e reestabelecer a homeostase
imune, sendo a manutencdo de niveis adequados de IL-10 capaz de prevenir doencas
inflamatorias imunomediadas e respostas imunes a patogenos (COUPER et al., 2008; BEDKE
et al., 2019). Porém, sabe-se que o sistema imune € muito mais complexo e, por isso, ndo se
pode limitar a observacdo de um fendmeno como a inflamacao pela perspectiva de uma Unica
interleucina. Pode haver outros mecanismos reguladores que ndo seja via IL-10, uma vez que
ndo é apenas essa citocina que desempenha um papel de regulacdo da resposta inflamatoria.
Existem outras citocinas e outros mecanismos que sdo capazes de ajudar o organismo no
processo de modelacéo.

A IL-10 ¢ uma das citocinas anti-inflamatorias mais importantes na formacdo de
respostas imunes na mucosa do intestino (ZURITA-TURK et al., 2020). Porém, néo

necessariamente a IL-10 encontra-se diretamente nas porcgdes intestinais, onde a inflamacgéo
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esta mais concentrada do ponto de vista da sintomatologia, da fisiopatologia e da alteracdo da
mucosa. Sabe-se que grande parte da resposta imune que as células, principalmente, os
linfécitos TCD4, que sdo aqueles que, em sua maioria, vdo produzir as citocinas, tanto
inflamatdrias quanto anti-inflamatdrias, existem em uma quantidade pequena nesse ambiente
intestinal. No intestino, encontram-se mais linfocitos B, que produzem a IgE da mucosa, e,
alguns linfécitos intraepiteliais, mas estes tém um perfil um pouco diferente.

Em um processo inflamatério, podemos esperar a migragédo de citocinas para o local.
No caso do referente estudo, pode ser que a reducédo da inflacdo seja mediada via IL-10, porém,
essa interleucina estd concentrada em outros 6rgaos linfoides proximos, que irdo fazer com que
ela chegue a esse local, mas, ndo necessariamente em uma quantidade que seja perceptivel nesse
momento.

Dados do nosso laboratério (ainda ndo publicados) mostraram um aumento significativo
da concentracdo de I1L-10 no grupo ACM no linfonodo mesentérico 7 dias apds a inducéo,
sugerindo o efeito anti-inflamatdrio da administracéo da dieta suplementada com polpa de agai
2%. Esse resultado pode indicar que, na verdade, a IL-10 esteja sendo produzida no linfonodo,
onde estdo regulando a quantidade de células inflamatdrias que migram para o intestino. Sendo
assim, nas porcdes intestinais, ndo ha a citocina de forma significativa, mas ela estad sendo
produzida no linfonodo mesentérico e, por isso, temos um reflexo da reducéo da inflamacé&o no

intestino.
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8. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a dieta suplementada com polpa de agai 2% néo
levou ao aumento da IL-10 no duodeno e ileo, em camundongos com mucosite induzida por 5-
Fluorouracil. O sistema imune é muito complexo e integrativo, e, por isso, ndo se pode limitar
a observacéo de um fendmeno como a inflamacéo pela perspectiva de apenas uma interleucina.
E necessario a realizaco de mais estudos que melhor esclarecam as vias de atuacio do acai no
possivel efeito anti-inflamatorio na MI experimental, possibilitando sua utilizacdo como

estratégia dietética preventiva e/ou terapéutica para a doenca.
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2. Atendendo ao art. &, IX, do Resolgdo Normafive CONCEA n? 1, de
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opd: executa-lo, conforme modelo do site do CEUA.

Atenciozamente,

Prol® De.® Lenice Kappes Becker
Coordenadora da CEUA/UFOP.
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APENDICE

('}rgﬁo Tempo | Grupo | Animal |Peso do Tecido (mg)| Vol. RTPA (mcL) | Vol. IP (mcL)
1 75 750 7.5
2 81 810 8.1
3 100 1000 10,0
C 4 100 1000 10,0
5 66 660 6.6
6 100 1000 10,0
7 71 710 7.1
1 85 850 8.5
2 86 860 8.6
3 2 920 2
AC 4 96 960 9.6
5 100 1000 10,0
6 99 990 9.9
Duodeno| 3 dias 7 78 780 7.8
1 94 940 94
2 §8 880 8.8
3 87 870 8,7
M 4 73 730 7.3
5 100 1000 10,0
6 100 1000 10,0
7 100 1000 10,0
1 76 760 7.6
2 2 920 2
3 76 760 7.6
MAC 4 100 1000 10,0
5 100 1000 10,0
6 98 980 9.8
7 91 910 9.1

('}l'gfw Tempo | Grupo | Animal |Peso do Tecido (mg)| Vol. RIPA (mcL) | Vol. IP (mcL)
1 84 840 8.4
2 100 1000 10,0
3 95 950 9.5
C 4 100 1000 10,0
5 100 1000 10,0
6 100 1000 10,0
7 100 1000 10,0
1 100 1000 10,0
2 100 1000 10,0
3 100 1000 10,0
AC 4 100 1000 10,0
5 100 1000 10,0
6 100 1000 10,0
Duodeno| 7 dias 7 100 1000 10,0
1 100 1000 10,0
2 98 980 9.8
3 91 910 9.1
M 4 100 1000 10,0
5 2 920 2
6 97 970 9.7
7 100 1000 10,0
1 96 960 9.6
2 96 960 9.6
3 100 1000 10,0
MAC 4 100 1000 10,0
5 98 980 9.8
6 100 1000 10,0
7 100 1000 10,0
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('}l'gﬁo Tempo | Grupo | Animal |Peso do Tecido (mg)|Vol. RIPA (mcL) | Vol. IP (mcL)
1 g7 g70 8.7
2 55 550 5.5
3 68 680 6.8
C 4 61 610 6,1
5 43 430 43
6 68 680 6.8
7 X X X
1 41 410 4.1
2 77 770 7.7
3 48 480 4.8
AC 4 55 550 5.5
5 60 600 6.0
6 93 930 9.3
fleo 3 dias . X = X
1 100 1000 10.0
2 100 1000 10.0
3 100 1000 10,0
M 4 100 1000 10,0
5 99 990 9.9
6 100 1000 10.0
7 97 970 9.7
1 61 610 6,1
2 47 470 4.7
3 90 900 9.0
MAC 4 g2 820 2
5 96 960 9.6
6 100 1000 10.0
7 100 1000 10.0
f}l'gﬁo Tempo | Grupo | Animal |Peso do Tecido (mg)| Vol. RIPA (mcL)| Vol. IP (mcL)
1 80 8§00 g.0
2 80 800 8.0
3 100 1000 10,0
C 4 100 1000 10.0
5 85 850 8.5
6 58 580 5.8
7 61 610 6,1
1 96 960 9.6
2 2 920 2
3 100 1000 10.0
AC 4 90 900 9.0
5 85 8§50 g5
6 100 1000 10.0
fleo 7 dias ! 87 870 8,7
1 100 1000 10.0
2 100 1000 10,0
3 100 1000 10,0
M 4 100 1000 10.0
5 94 940 9.4
6 95 950 9.5
7 90 900 9.0
1 100 1000 10,0
2 100 1000 10,0
3 100 1000 10.0
MAC 4 84 840 84
5 100 1000 10.0
6 100 1000 10,0
7 95 950 9.5
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