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RESUMO

Mecanismo antiinflamatorio do peptideo mimético da Apolipoproteina E (COG 133)
na recuperacdo da mucosite intestinal induzida por 5-Fluoruracil em camundongos
Swiss. Autor: Orleancio Gomes Ripardo de Azevedo. Mestrado em Farmacologia,
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal
do Ceara. Defesa: 22 de Setembro de 2010. Orientador: Prof. Dr. Reinaldo Barreto Oria.

O céncer é uma doenca grave que atinge milhares de pessoas no mundo, possuindo altos
indices de morbidade e mortalidade. Atualmente existem diversos alvos terapéuticos no
tratamento do cancer, um deles reside no fato de inibir a replicagio do DNA
impossibilitando a célula tumoral de se duplicar como é o caso do 5-fluoruracil (5-FU). O
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito antiinflamatorio do peptideo mimético da ApoE
(COG 133) em camundongos Swiss desafiados pela mucosite intestinal induzida pelo 5-FU.
Utilizamos camundongos Swiss machos com peso de 25-30g, sendo desafiados com injecéo
(dose unica) intraperitoneal de 5-FU (450 mg/kg). Alguns animais foram tratados com
diferentes doses (0,3, 1,0 e 3,0 uM) do peptideo mimético da apolipoproteina E (ApoE)
COG133 por via intra-peritoneal, apds o desafio com 5-FU. Animais tratados com PBS
foram usados como controles. Os camundongos foram sacrificados com solucdo de
eutanasia 4 dias ap6s o desafio com 5-FU. Algumas amostras de duodeno foram congeladas
imediatamente em nitrogénio liquido e em seguida armazenadas em freezer a -80°C para
biologia molecular. Outras amostras foram fixadas em formaldeido para processamento
histol6gico. Monitoramos o peso corporal dos animais e fizemos leucometria a partir de
coleta de sangue do plexo retro-orbital para avaliacdo do efeito citotdxico mielosupressor do
5-FU nos grupos experimentais. Avaliamos os parametros morfométricos de altura de vilo e
profundidade de cripta em segmentos do duodeno. Para a deteccdo de proteinas de interesse,
utilizamos o Western blot com a utilizagdo dos seguintes anticorpos IL-1p3, TNF-a e iNOS.
Para o RT-PCR, avaliamos os seguintes primers IL-1B, TNF-a ¢ iNOS. No ensaio de
citocinas por ELISA, utilizamos os seguintes anticorpos: IL-1p, IL-10, TNF-o. Nas analises
morfométricas de duodeno, encontramos uma grande reducdo na altura de vilos e
profundidade de criptas nos animais tratados com 5-FU, que foi melhorada com a utilizacédo
do peptideo COG133 na dose 3,0 UM (p<0,001). Nas andlises histopatoldgicas, observamos
um intenso infiltrado inflamatdrio nos animais do grupo que foi injetado como 5-FU, que foi
parcialmente revertido pela administracdo do peptideo COG133. Os dados de ELISA
evidenciaram um aumento da quantidade de citocinas pro-inflamatorias IL-1B (p<0,05),
TNF-a (p<0,05) e uma reducdo da citocina antiinflamatéria 1L-10 (p<0,05), quando
comparados ao controle salina, em duodenos de animais que foram injetados com 5-FU. A
administragdo do peptideo COG 133 reduziu os niveis de IL-1p de maneira estatisticamente
significante (p<0,05 1uM; p<0,001 3uM), TNF-a (p<0,001 na dose de 1,0 uM); p<0,001 na
dose de 3uM) e para IL-10 (p<0,001 na dose de 3uM). Dados de Western blot evidenciam
que o0 peptideo na dose de 3uM reduziu de maneira estatisticamente significante a expresséo
de citocinas como IL-1p (p<0,001), TNF-a (p<0,05) e do mediador inflamatorio iNOS
(p<0,05) no duodeno. Pelo protocolo de RT-PCR, encontramos um aumento na expressao do
transcrito para TNF-a ¢ iNOS nos animais injetados com 5-FU, o que foi parcialmente
diminuido pela administragdo do peptideo na dose de 3uM para TNF-o (p<0,05) ¢ iNOS
(p<0,05) pelo ANOVA. A partir dos nossos achados, podemos concluir que o peptideo
mimético da ApoE (COG 133) possui uma acdo antiinflamatdria, especialmente no
segmento duodeno, visto que reduz a expressao de citocinas pré-inflamatorias de animais
desafiados, dessa forma sugerindo sua utilizagdo em humanos com mucosite intestinal sob
quimio/radioterapia.

Palavras-chaves: mucosite, apolipoproteina E, citocinas.



ABSTRACT

Anti-inflammatory mechanism of the Apolipoprotein E (COG 133) mimetic peptide on
the recovery of intestinal mucositis induced by 5-fluoruracil in Swiss mice. Author:
Orleancio Gomes Ripardo of Azevedo. Master in Pharmacology, Department of Physiology
and Pharmacology, Faculty of Medicine, Federal University of Ceara. Defense: September,
22th, 2010. Mentor: Prof. Dr. Reinaldo Barreto Oria.

Cancer is a serious disease that affects thousands of people in the worldwide with high rates
of morbidity and mortality. Currently there are several therapeutic targets in cancer treatment,
one of them is inhibiting the DNA replication thus preventing the tumor cell to replicate as in
the case of 5-Fluoruracil (5-FU). We used male Swiss mice weighing between 25 and 30g,
being challenged with injection (single dose) intra-peritoneal 5-FU (450 mg/kg). Some
animals were treated with different doses (0.3, 1.0 and 3.0 pM) mimetic peptide of
apolipoprotein E (ApoE) COG133 via intra-peritoneal, after challenge with 5-FU. Animals
treated with PBS were used as controls. The mice were killed with euthanasia solution 3 days
after challenge with 5-FU. Some samples of duodenum were immediately frozen in liquid
nitrogen and then stored at -80 C for molecular biology. Other samples were fixed in
formaldehyde for histological processing. Monitor the animals' body weight and leukocyte
counts form retro-orbital plexus blood draw in the experimental groups. We also evaluated
morphometric parameters of the villus height and crypt depth in duodenum and ileum
segments. For detection of proteins of interest, we used the Western blot using the following
antibodies IL-1B, TNF-o and iNOS. For RT-PCR, we evaluated the following primers IL-1p,
TNF-a and iNOS. In the assay of cytokines by ELISA, we used the following antibodies IL-
1B, IL-10, TNF-a. In morphometric analysis of the duodenum, we found a large reduction in
villus height and crypt depth in the animals treated with 5-FU, which was reversed with the
use of peptide COG133 at 3.0 uM dose (p <0.001). In the histopathological analysis, we
observed an intense inflammatory infiltrate in group which was injected as 5-FU, which was
partially reversed by the administration of the peptide COG133. The ELISA data revealed an
increased amount of pro-inflammatory cytokines IL-1B (p <0.05), TNF-a (p <0.05) and a
reduction of inflammatory cytokine IL-10 (p <0.05) compared to saline control in the
duodenum of animals that were injected with 5-FU. Administration of COG 133 peptide
reduced the levels of IL-1P present a statistically significant (p <0.05 1uM, p <0.001 3uM),
TNF-a (p <0.001 at a dose of 1.0 mM), p <0.001 at a dose of 3uM) and IL-10 (p <0.001 at a
dose of 3uM). Western blot data show that the peptide at a dose of 3uM reduced to a
statistically significant expression of cytokines such as IL-1f (p <0.001), TNF-a (p <0.05)
and INOS (p <0, 05) in the duodenum. By RT-PCR protocol, we found an increase in the
expression of transcript for TNF-o and iNOS in animals injected with 5-FU, which was
partially reduced by the administration of the peptide at a dose of 3uM TNF-a (p < 0.05) and
INOS (p <0.05) by ANOVA. From our findings, we suggest that the ApoE mimetic peptide
(COG 133) has an anti-inflammatory action, especially in the proximal segment of small
intestine, since it reduces the expression of proinflammatory cytokines in challenged animals,
thus suggesting their use in humans with intestinal mucositis under chemo / radiotherapy

Key Words: mucositis, apolipoprotein E, cytokine.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 01 Modelo esquematico da moléculade 5-FU...................coooiiinl.
FIGURA 02 Mecanismo de acdo do 5-Fluoruracil .............ccccoooieviinienieicieeeeeeee,
FIGURA 03 Estrutura molecular da Apolipoproteina E ...

FIGURA 04 Posicdo dos segmentos retirados para com as devidas posi¢cGes para 0s

ProtoCOI0S EXPEITMENTALS ....ecveevieiieiieeieeie st ste et e reeste e sre e be e e e sre e reeneesnaeee s

FIGURA 05 Método esquematico morfométrico usado na analise da altura de vilos e

profundidade de cripta utilizando o programa Image J versdo 1.44 ........cccccecvvvevivernannnn.
FIGURA 06 Esquema de contagem de I€UCOCITOS ........ccvevvererieriiiiieiicieiesese e
FIGURA 07 Esquema de metodologia do ensaio de mieloperoxidase ............ccccceevvervvennens
FIGURA 08 Esquema de metodologia do ensaio de ELISA ..........cccoceeveiievicve e,
FIGURA 09 Aparato utilizado no Western bIot ..o
FIGURA 10 Aparato utilizado N0 RT-PCR ......ccoiiiiiiiiiiieieee e

FIGURA 11 Efeito da administracdo do peptideo COG 133 da Apolipoproteina E em

camundongos desafiados a mucosite intestinal induzida por 5-FU, no parametro peso ......

FIGURA 12 Efeito da administragdo do peptideo COG 133 da Apolipoproteina E em
camundongos desafiados pela mucosite intestinal induzida por 5-FU, no parametro altura

8 VEI0S e e ettt e e e e e e e e e e e e e

FIGURA 13 Efeito da administracdo do peptideo COG 133 da Apolipoproteina E em
camundongos desafiados pela mucosite intestinal induzida por 5-FU, no parametro

Profundidade dE CrIPLA .......ocvereeiiiiiiieieie e bbb

FIGURA 14 Fotomicrografias da avaliacdo histopatologica de duodeno de camundongos
Swiss injetados com Salina 0,9% , 5-FU, COG133 (0,3uM), COG133 (1uM), COG133

21

22

27

40

42

43

44

45

49

51

56

58

59

60



FIGURA 15 Figura 15: Efeito da administracdo do peptideo mimético da Apolipoproteina
E (COG 133) sobre a leucometria dos camundongos Swiss desafiados pela mucosite

intestinal iINAUZida POr 5-FU ......ccocoviiiiiceceese e

FIGURA 16 Efeito da administracdo do COG 133 peptideo mimético da Apolipoproteina
E no ensaio de MPO em amostras de duodeno de camundongos Swiss desafiados com 5-

FIGURA 17 Efeito da administracdo do COG 133 peptideo mimético da Apolipoproteina
E no ensaio de citocina IL-1p em amostras de duodeno de camundongos Swiss desafiados
COM S-FU Lo

FIGURA 18 Efeito da administragdo do COG 133 peptideo mimético da Apolipoproteina
E no ensaio de citocina TNF-a em amostras de duodeno de camundongos Swiss

desafiados COM B5-FU ..o,

FIGURA 19 Efeito da administragdo do COG 133 peptideo mimético da Apolipoproteina
E no ensaio de citocina IL-10 em amostras de duodeno de camundongos Swiss desafiados
COM S-FU Lo

FIGURA 20 Efeito da administracdo do peptideo COG 133 na dose de 3uM do peptideo
mimético da Apolipoproteina E em camundongos desafiados pela mucosite intestinal
induzida por 5-FU no Western blot para IL-1B em duodeno de camundongos Swiss .........

FIGURA 21 Efeito da administragdo do peptideo COG 133 na dose de 3uM do peptideo
mimético da Apolipoproteina E em camundongos desafiados pela mucosite intestinal

induzida por 5-FU no Western blot para iNOS em duodeno de camundongos Swiss .........

FIGURA 22 Efeito da administracdo do peptideo COG 133 da Apolipoproteina E na dose
de 3uM, em camundongos desafiados pela mucosite intestinal induzida pelo 5-FU no RT-

PCR para TNF-a em duodeno de camundongos SWiss .........cccocvvvviiiieiiniicniieiinnenns

FIGURA 23 Efeito da administracdo do peptideo COG 133 da Apolipoproteina E na dose
de 3uM, em camundongos desafiados pela mucosite intestinal induzida pelo 5-FU no RT-

PCR para iNOS em duodeno de camundongos SWISS ........ccccceverrerenerenenieseseeenn,

61

62

63

64

65

66

67

68

69



LISTA DE ABREVIATURAS

APOE- Gene da apolipoproteina E
ApoE — Proteina da apolipoproteina E
ATP — Adenosina trifosfato

ANOVA — Anadlise de Variancia

BSA- Albumina sérica bovina

BCA- Acido bicinconinico

COG - Cognosci

DAB — 3’3 peroxido de diaminobenzidina
DNA — Acido desoxirribonucléico

DPD - Diidropiridina desidrogenase
dUTP — Deoxiuridina trifosfato

EAE- Encefalite autoimune experimental
ECL — Ensaio de Quimiluminescéncia melhorada
EGF — Fator de crescimento do endotélio
ELISA — Ensaio imunoenzimatico

EPM — Erro padrdo da média

FAUTP — Flourdeoxiuridina difosfato
FUTP — Floururidina trifosfato

HDL — Lipoproteina de Alta Densidade
H&E — Hematoxilina e Eosina

HRP — Horseradish Peroxidase

IL- Interleucina



I.p — Intraperioteneal

Kg — Quilograma

LDL — Lipoproteina de Baixa Densidade
M - Molar

MTP — Proteina Microssomal Transferidora
mg — Miligrama

MPO — Mieloperoxidase

NF-kB — Fator de Transcricdo Nuclear kappa B
NK — Natural Killer

NO — Oxido nitrico

iNOS — Oxido nitrico sintase induzida
cNOS — Oxido nitrico sintase constitutiva
OMS — Organizac¢do mundial da saude
PBS - Solucdo tamponada de fosfato
PVDF - Fluoreto de polivinilideno.

PVC — Polivinilcloreto

PBS — Tampéo Fostato

pg — Picograma

RNA — Acido ribonucléico

RNAmM — RNA mensageiro

RNAI — RNA de interferéncia

RNAt — RNA transportador

RT-PCR — Reagdo em Cadeia da Polimerase Transcriptase Reversa



SNP — Polimorfismos de base Unica

TNF — Fator de Necrose Tumoral

TS — Timidilato Sintase

UFT — Uracil + Ftorafur

VLDL - Lipoproteina de Baixa Densidade

W. blot — Western blot



1.1

1.2
121
1.2.2
1.2.3
1.3
13.1
1.3.2
1321
1.3.2.2
1.3.2.3
13.24
1.3.25

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.8.1
4.9
49.1
4.9.2
4.9.3

SUMARIO

INTRODUGAOD. ..ottt sttt 18
Cancer, Terapia Antineoplasica e 5-Fluoruracil.............ccccceveveienieiiniinsinsnene 18
Farmacodinamica do 5-FIUOruracil...........ccccoveiiiiiiiineie e 20
Mecanismo de aGa0 A0 5-FU........ccccoiiiiiieiisie e 21
Fisiopatologia da Mucosite induzida pelo 5-FU........c.ccccoovveieiie i, 23
Estratégias de manejo da MUCOSITE..........ceiveieiieiieie e 23
Apoliproteina E, aspectos Genéticos, Bioquimicos e Farmacolégicos............... 24
Metabolismo do COIESEEIOL.........c.ooviiieiiee e 27
Peptideo Mimético da APOE (COGL33) ....cccveviiiiiiiiieie e 28
ASPectos QUIMICO-MOIECUIAIES...........cccvveiieiicese e 28
Estudos em trauma e isquemia cerebral............cccooooiiiiiinii 28
Estudos em modelos de CONTE........cueriiiiiieiiee e 29
Estudos na barreira inteStinal...........ccocvoiiiiieeieieecee s 30
Apoliproteina E e distirbios NEUrolOgICOS..........ccvevverieiiieieerie e 33
JUSTIFICATIVA ettt 36
(02N I Y T 38
OBJIETIVOS GERAIS..... .ottt 38
OBJETIVOS ESPECIFICOS......cooovieeveeeeeveeeeeeeees e sesissessssasses s 38
MATERIAL E METODOS...... ..ottt eeetes et 40
Etica e animais eXPerimentaiS............coveveeeereeureeerireeseieseesesssseesesseseseseessseneenas 40
Inducdo, Mucosite e obtencao de teCcidos.........cccvvveiieiieiicvieeceee e 40
Drogas, reagentes, primers € antiCoOrPOS.........c.coverveereeieeieeieeieseeseseesreesreenens 41
TTALAMENTO. ...t e e e e e 41
V0] (0] =] g T USSR 42
Contagem de LEUCOCITOS. .......ccuviieiieeieiie ettt 42
Ensaio de MieloperoXidase..........cccuviiiiiiieiiie it 43
ENSAI0TE CILOCINGS. .. .c.veiveeieeiiecieesieeie st et ste et ste et et e e eraesraeteenaesneeeeas 44
Procedimentos de BNSAI0.........c.civeiueiieiieie e e e eie e see e ee e see e ens 44
WESEEIN BIOL......coiieieie et 45
Procedimento eXperimental..............cooeiviiiiiii i 45
ENSAIO BCA . ... oottt ettt nns 46

Preparo do gel e corrida das amoStras.........c.covvereeiverienieseene e esee e 47



4.9.4
495
4.9.6
4.9.7
4.9.8
4.9.9
4.10
4.10.1
4.10.2
4.10.3
4104
4.10.5
4.10.6

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

10
11

Transferéncia para MemDIaNa...........cooeriiiriiiie e 47

Bloqueio com [€Ite M PO........coviiiiiiiiii e 47
ANLICOIPO PHIMAIIO....c.viiiiiiice ettt 47
ANLICOIPO SECUNUAIO......viiiieieciiecti et re e nae s 48
Revelagdo da MemBIrana...........cooeiiiiiiiiiee e 48
“Stripping” da Membrana...........c.coocveeiieiiieiiieriecie ettt 48
N I = 1 o SO SR RSP 49
EXIrac8o dO RNA ...ttt 49
Analise de ESPectrografia.........coerririiiiiiierese e 50
TrANSCIIGAO REVEISA. ....c..iiiiiiieieeieiie sttt bbbt 50
PrIMErs ULHHZAGOS. ......ccviveieiiciesiesss e e 50
N 240 ] [ 1= Tox: Lo TSRS ORPRPRSSN 51
Eletroforese em Gel agaroSe...........cooiiiiiiieiiieiese et 51
ANALISE ESTATISTICA ...ttt 52
RESULTADOS ..ottt sttt st sb et naane s 54

Avaliacdo do parametro peso dos animais desafiados pela mucosite intestinal 54
Avaliagdo dos achados morfométricos dos animais experimentais tratados 54
com salina, 5-Fluoruracile COG 133........ccuiiiiiiiee e
Avaliacéo do parametro contagem de leucdcitos nos camundongos desafiados 55
pela mucosite INESEINAL............cccveiiie e
Avaliacdo do parametro atividade de mieloperoxidase (MPO) em amostras de 55
duodeno de camundongos submetidos a mucosite intestinal..............c.ccccveenee.
Avaliacdo da expressdo de IL-1B, TNF-a e iNOS em amostras de duodenos 55
dos animais desafiados pela mucosite intestinal.............ccccccovvevieiieiieiie e,
Avaliacdo da expressdo de IL-1B, TNF-a e iNOS em amostras de duodenos 56
dos animais desafiados pela mucosite intestinal através de Western blot...........
Avaliacdo da expressdo de TNF-a e iNOS em amostras de duodenos dos 56

animais desafiados pela mucosite intestinal através de RT-PCR........................

DISCUSSAO. .......coiieeeieetieeeseeereseeee st es s ss sttt 71
(0(0] N[0 U7\ 1T 78
CONSIDERAGOES FINAIS........oveeeeeeeieeeeeeerseseeeeseseeessesseeses s 80
REFERENCIAS. ..ottt es sttt ssnes st 82

ANEXOS ... 98



INTRODUCAO



18

1. INTRODUCAO

1.1. Cancer, Terapia Antineoplasica e 5-Fluoruracil.

O céncer é um conjunto de mais de 100 doencas que afetam todos os 6rgdos do corpo,
sendo causado por um mau funcionamento dos mecanismos bioquimicos de sinalizacdo que
dirigem o ciclo celular. Ao decorrer dos anos, as células vao acumulando mutacfes genéticas
(ndo reparadas) que levam a transformacéo carcinogénica. (LEVITZKI, A, KLEIN,S., 2010).
O estudo da genética do cancer propiciou grande avango no diagnostico e tratamento dos mais
variados tipos de canceres como a identificacdo de uma classe de genes que esta ligada
intimamente ao inicio dos processos neoplasicos, 0s oncogenes, termo esse que foi adotado
apos pesquisas na leucemia mieloide cronica (LMC) (WEINSTEIN, 1. B, 2002).

Oncogenes sdo genes essenciais para o desenvolvimento do céncer e, normalmente, a
alteracdo genética que transforma um proto-oncogene num oncogene leva a transcrigdo de
genes-alvos envolvidos na patogénese do cancer e ativacdo de suas vias de sinalizacdo.
Células normais geralmente tém mecanismos para detectar essas alteracfes e ativar um ou
mais processos enddgenos antitumorais, como apoptose ou autofagia, para eliminar células
com essas alteracdes. Quando ocorre uma interrup¢do dos processos antitumorais por uma
mutacdo ou delecdo de um gene supressor de tumor, as alteracdes produzidas pelo oncogenes
se destacam (LENZ, G. 2010).

Um dos fendmenos indutores do surgimento de cancer € a instabilidade gendmica o
que pode ser resultado dos mais variados processos tais como: poliploidia, aneuploidia e
outros rearranjos cromossémicos, como nas translocac@es e ainda outras mudancas, incluindo
mutagdes nos proto-oncogenes e perda de funcdo dos genes supressores (LEVITZKI, A ,
KLEIN,S., 2010).

Uma das grandes areas de foco do tratamento do cancer € o alvo terapéutico a partir da
pesquisa de sinais intracelulares gerados por horménios, fatores de crescimento,

neurotransmissores, quimiocinas, citocinas e pequenas moléculas como o ATP. O
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desenvolvimento mais revolucionario da biologia celular e molecular tem contribuido para a
compreensdo das vias moleculares nos processos oncogénicos. O cancer € um processo que se
desenvolve com a participacdo de um evento principal, a perda da estabilidade gendmica
(WARDWELL, N R, MASSION,P.P., 2005). Durante a vida ocorre o acumulo de eventos
carcinogénicos que predispdem o surgimento de processos pré-malignos até o surgimento do
processo maligno (KAMANGAR, F et al, 2006). A Tabela 01 esquematiza as principais

classes de antineoplasicos e seus mecanismos de acao.

Tabela 01: Classes de antimetabdlicos utilizados na terapia do cancer com respectivos

mecanismos de acdo e exemplares tipicos.

CLASSE NOME ACAO

Ligam-se ao DNA impedindo a
Alquilantes Ciclofosfamida e bussulfam separagao dos dois filamentos
na dupla hélice espiralar.

Inibindo a biossintese dos
Atimetabdlicos 5-Fluoruracil e metotrexato componentes essenciais do
DNA e do RNA

Interagem com o DNA,
Antibiodticos Bleomicina e adriamicina inibindo a sintese deste acido
ou de proteinas

Sobre a proteina tubulina,
formadora dos microttibulos

Inibidores Mitdticos Vincristina e vimblastina que constituem o fuso
espiralar, pelo qual migram os
Cromossomos
Procarbazina e L- N&o determinada ou nao
Outros Agentes . -
asparaginase esclarecida

Fonte: Instituto nacional do Céancer, 2010

A terapia antineoplasica atua reduzindo e controlando as populagdes de células
tumorais, reduzindo sua capacidade de metastase e invasdo tecidual. Contudo os regimes
terapéuticos ainda causam importantes efeitos colaterais, algumas vezes requerendo

descontinuidade do tratamento e reformulacéo do esquema posologico.
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Diversas drogas tém sido testadas em ensaios clinicos reduzindo a ocorréncia de
efeitos colaterais, incluindo drogas que atuam mais especificamente em células neoplasicas
tais como inibidores de proteina quinase (Gleevec; Gefitinib), inibidores do receptor de EGF
(Erlotinib), e ainda terapias mais modernas que utilizam iRNA (RNA de interferéncia), DNA
antisenso e ainda técnicas com nanoparticulas para inserir a droga na célula e com isso
garantir uma melhor biodisponibilidade (LEVITZKI, A, KLEIN,S., 2010).

As drogas antimetabolicas atuam inibindo os processos biossintéticos ou se ligando ao
DNA ou RNA, impedindo sua fun¢éo normal (LONGLEY, D B et al, 2003). O 5-FU tem sido
utilizado por muitos anos no tratamento do céancer colorretal, sendo administrado por via
intravenosa em uma variedade de esquemas terapéuticos com o objetivo de determinar a dose
ideal. A taxa de resposta global para o 5-FU como um agente Unico no cancer colorretal
avancado € bastante limitada (cerca de 10-15%) (JOHNSTON, P G , KAYE,S., 2001), no
entanto, nos Gltimos 20 anos, estratégias de modulacdo importantes tém sido desenvolvidas
para aumentar a atividade anticancer do 5 - FU e superar a resisténcia. Como resultado
clinico, o 5-FU ficou sendo o principal agente para o tratamento de ambos os estagios do

cancer avancado e em estagios iniciais.

1.2 Farmacodinamica do 5-Fluoruracil

O 5-FU é anélogo da uracila que possui um atomo de fluoreto na posic¢do C-5 no lugar
do hidrogénio (Figura 01), portanto sendo transportado através do transportador de uracila na
célula. O 5-FU € convertido intracelularmente em alguns metabdlitos incluindo o
monofosfato de fluorodeoxiuridina (FAUMP), difosfato de fluorodeoxiuridina (FdUTP) e
trifosfato de fluorouridina (FUTP) (DIASIO, R. B., HARRIS, B. E., 1989). Mais de 80% do
5-FU é metabolizado primariamente no figado no qual a diidropiridina desidrogenase (DPD)
é abundantemente expressa (DIASIO, R B , HARRIS,B.E., 1989). Os metabdlitos dUTP e
FAUTP sdo incorporados ao DNA extensivamente, existindo uma relagédo entre a
incorporagdo dos metabolitos toéxicos ao DNA e a perda da capacidade do potencial
clonogénico nas linhagens celulares neoplasicas. A incorporacdo pode resultar em toxicidade
ao RNA em diferentes niveis e ndo somente inibindo o processamento do pré-RNA a ser
transformado em RNAmM maduro, mas também modificagdes pos-transcricionais no RNAt
(GHOSHAL, K , JACOB,S.T., 1994) bem como distorcendo as modificagcbes pos-

transcricionais, inibindo até mesmo o splicing do prée-RNAm. Outro evento que €
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influenciado até mesmo por baixas concentracBes de 5-FU € a poliadenilacdo do RNAm
processamento importante na sintese do RNA. Estes estudos in vitro indicam que a
incorporacdo do 5-FU tem potencialmente capacidade de distorcer o processamento do

RNAmM levando a profundos efeitos no metabolismo e viabilidade celular.
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Figura 1: Modelo esquematico da molécula de 5-FU. Extraido de “5-fluoruracil: mechanisms
of action and clinical strategies”, Daniel B. Longley. 2003 (LONGLEY D. B. et al, 2003).

1.2.1 Mecanismo de acéo do 5-FU

Diversas estratégias tém sido exploradas para modular a atividade anticancer de 5-FU,
qgue incluem diminuir a degradacdo de 5-FU, aumentando a ativacdo e aumentando a
atividade da enzima timidilato sintase (TS). Estratégias utilizando a leucovorina, que
promovem altos niveis intracelulares de folato reduzido, sdo necessarias para a ligagdo ideal
de FAUMP a timidilato sintetase (TS). A leucovorina (LV, 5'-formiltetrahidrofolato) tem sido
usada para aumentar a concentracdo intracelular de folato reduzido (CH,THF), sendo
demonstrado o aumento do folato in vitro com consequente diminuicéo da toxicidade do 5-FU

em muitas linhagens de células.

A leucovorina entra na célula através do transportador de folato e € metabolizada para
CH,THF, e entdo incorpora uma série de radicais glutamatos pela acdo da enzima
folilpoliglutamato sintetase. A poliglutamacdo ndo s6 aumenta a retencdo de complexos
celulares de folatos reduzidos (CH,THF), mas também melhora a estabilizacdo de seu
complexo ternario com TS e FAUMP. Em sistemas livres de células, a forma de
pentaglutamato foi encontrada como sendo 40 vezes mais potente na promocgdo da formagéo
do complexo ternario que o monoglutamato (RADPARVAR, S et al, 1989). Ainda existem 0s
inibidores da diidropirimidina desidrogenase que funcionam diminuindo a degradacéo do 5-
FU.
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O 5-FU mostra uma baixa biodisponibilidade devido a sua rapida degradacdo de
DHFU por DPD. Vérias estratégias tém sido desenvolvidas para inibir a degradacdo do
DHFU. A formulacdo UFT (uracil + Ftorafur) utiliza uma combinacéo de uracil na proporcao
de 4:1 com uma pro-droga o Ftorafur®, o que melhora a biodisponibilidade do 5-FU,
saturando a DPD com seu substrato. Douillard e colaboradores (DOUILLARD, J Y et al,
2002) relataram que a UFT/LV equivalente produziu melhores taxas de resposta para 5-

FU/LV, tendo sido mais seguro, tornando o tratamento mais conveniente.

Além disso, os inibidores da DPD como eniluracil e 5-clorodihidropirimidina (CDHP)
tém sido investigados. Um estudo interessante de Spector et al., constatou que a
administracdo do eniluracil melhorou a taxa de resposta do tumor ao 5-FU de 13% para 94%
em modelo animal em ratos (SPECTOR, T et al, 1995). Além disso, eles mostraram que a co-
administracdo de DHFU com 5-FU e eniluracil reduziu a taxa de resposta em cerca de 38%.
Estes resultados indicam que os metabolitos do 5-FU podem interferir com a eficacia
antitumoral do 5-FU e fornecer uma base para a concepc¢éo de novas formulagdes que inibem
DPD (Figura 02).

E— "04P0 0""N""H =—= FUDP =——= FUTP —— FURNA
u}

(RNA Polsmerats )

1
FAUDP == FdUTP FUDNA
0 (DNA Polmerate )

OH
FAUMP

Figura 02: Mecanismo de acdo do 5-Fluoruracil. Fonte: Do herbs, vitamins, and antioxidants
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adversely affect cancer therapies. Subhuti Dharmananda, Ph.D. Institute for Traditional
Medicine, Portland, Oregon. 2002
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1.2.2 Fisiopatologia da mucosite induzida pelo 5-FU

O intestino € um local muito susceptivel as lesdes ocasionadas por drogas anticancer
por causa da répida taxa de “turnover” do epitélio de cerca de 3-4 dias (BOWEN, J M et al,
2006). A mucosite € um efeito colateral da quimioterapia podendo causar uma queda
dramatica na qualidade de vida dos pacientes, sendo definida como um evento que resulta de
efeitos toxicos provenientes da radiagdo ou quimioterapia nas células da camada basal,
ocasionando uma perda da capacidade de regeneracdo tecidual, resultando em morte celular,
adelgacamento mural e consequente ulceracdo (SONIS, S T et al, 2000). O 5-FU tem sido
utilizado no tratamento de diversos tipos de canceres incluindo o colorretal, podendo induzir a
um processo inflamatério gastrointestinal, referido como mucosite intestinal (LONGLEY, D
B et al, 2003). Duncan e Grant propuseram que a mucosite esta ligada a disfuncdo epitelial
sendo dividida em algumas fases tais como: a fase inflamatdria, a degradacéo epitelial e a fase
de ulceracdo (DUNCAN, M, GRANT,G., 2003).

O 5-FU em combinacdo com outros quimioterapicos como o Irinotecan® e
Oxaliplatina® melhora a resposta ao céncer em cerca de 40% a 50% dos casos
(DOUILLARD, J Y et al, 2000). O mecanismo pelo qual o 5-FU causa a morte das células
tumorais € um passo essencial no entendimento do processo inflamatorio. Evidéncias da
microscopia eletrénica demonstram que o tecido epitelial e o tecido conectivo sofrem um
dano que precede as mudancgas estruturais em outras partes do trato intestinal devido a
radiacdo, sugerindo que a injuria epitelial € um evento precoce no desenvolvimento da
mucosite induzida por radiacdo (SONIS, S T et al, 2000). Outro mecanismo que pode
desempenhar um importante papel no desenvolvimento da mucosite € a injuria vascular. O
achado de que o aumento da agregacdo plaquetéaria esta associado com a toxicidade da
mucosa, também sugere um possivel papel do endotélio vascular e plaquetas na patogénese da
mucosite (WANG, J et al, 2002).

1.2.3 Estratégias de manejo da mucosite

A mucosite é um importante problema clinico que surge durante o tratamento de

processos neoplasicos, decorrentes da quimioterapia/radioterapia. E definida como sendo a
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ocorréncia de lesdes inflamatdrias e/ou ulcerativas no trato oral/gastrointestinal, usualmente
causada pela utilizacéo de terapias do cancer (PETERSON, D E et al, 2010).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da mucosite levam em conta a
modalidade, intensidade e via de administracdo das drogas utilizadas na terapia de cancer.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), 85% dos pacientes tratados com altas
doses de radioterapia desenvolvem mucosite oral de graus 3 e 4, sendo a mucosite um dos
fatores limitantes no avanco do tratamento de carcinoma de cabeca e pescogo. O
desenvolvimento de uma avaliacdo multidisciplinar do cuidado inclui o uso freqiiente de
enxaguatdrios bucais ndo medicamentosos no caso da mucosite oral. O uso de protocolos de
higiene oral também é recomendado, por exemplo, 0 uso de escovas dentais macias, controle
da analgesia e crioterapia (PETERSON, D E et al, 2010).

Dentre os principais cuidados a serem tomados durante a mucosite intestinal incluem
principalmente a manutencdo de hidratacdo adequada. Dentre as principais a¢0es terapéuticas
destacam-se a sulfasalazina via oral por reduzir a incidéncia da enteropatia de pacientes que
receberam radioterapia. A amifostina é indicada na prevencdo da proctotite (inflamacdo do
reto) por radioterapia de cancer colorretal. O sucralfato ndo é indicado, visto que, em estudos
recentes ndo diminuiu de maneira significativa os eventos de diarréia em individuos que
fizeram radioterapia em comparacgédo ao placebo. Drogas como a ranitidina ou omeprazol sao
recomendadas na reducdo da dor epigastrica causada pelo tratamento com ciclofosfamida,
metotrexato e 5-FU, tendo ainda outras drogas como a octreotida indicada para prevencao da
diarréia induzida por altas doses de quimioterapia (PETERSON, D E et al, 2010).

1.3 Apoliproteina E, aspectos genéticos, bioquimicos e farmacoldgicos

O gene da Apolipoproteina E (ApoE = proteina; APOE = gene) possui 299-
aminoacidos, codificados por um gene polimérfico em um Unico locus do cromossomo 19. A
ApoE ¢ responsavel pelo transporte de colesterol das células para o figado para ser
metabolizado, portanto, desempenhando um papel critico no metabolismo de lipideos
(MAHLEY, R W et al, 2006; MAHLEY, R W , JI,Z.S., 1999). O peptideo da ApoE é
produzido principalmente no figado, no entanto, & também produzido em outros tecidos como
o0 cérebro, de modo que cerca de 20-40% do total produzido € provindo de outras fontes extra-
hepéaticas (JOFRE-MONSENY, L et al, 2008). O locus estrutural da APOE tem trés alelos
(ALMEIDA, O P , SHIMOKOMAKI,C.M., 1997), em um Unico locus genético, a saber: 0s
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alelos €2, €3 e €4, ao longo do cromossomo 19, codificando trés isoformas da proteina
(ApoE2, ApoE3 e ApoE4) (ALMEIDA, O P, SHIMOKOMAKI,C.M., 1997, STEWART, R
et al, 2001). A ApoE 3 contém um residuo cisteina na posicao 112 e arginina na posi¢éo 158.
ApoE 2 contém cisteina em ambas as posi¢cdes e a ApoE 4 contém arginina em ambas as
posicdes (WEISGRABER, K H et al, 1981), de maneira que os polimorfismo tem impacto nas
caracteristicas da proteinas. A expressao de ApoE no cérebro € um processo altamente
regulado. Por exemplo, ap06s uma injuria no tecido nervoso, a sintese de ApoE aumenta de
sobremaneira nos astrocitos cerca de 150 vezes (IGNATIUS, M J et al, 1986; MAHLEY, R
W, 1988). Em culturas de neurdnios, a expressao dos niveis de RNAm aumentou cerca de 3 a
4 vezes e a de proteinas cerca de 4 a 10 vezes, a partir de uma linhagem de astrécitos isolados
de camundongos ApoE -/-. As principais células que secretam ApoE no sistema nervosos
central sdo os astrocitos e uma pequena expressdo na microglia (MORI, K et al, 2004). A
ApoE também pode ser sintetizada em pequenas quantidades pelos neurdnios do hipocampo,
cortex cerebral, mas ndo pelo cerebelo (XU, P T et al, 1999)

Camundongos deficientes de ApoE apresentam aumento da formacao 0ssea, que foi
atribuido a uma reducdo na captacdo de lipoproteinas ricas em triglicerideos pelos
osteoblastos (SCHILLING, A F et al, 2005). A densidade mineral 6ssea é o maior
determinante do comprimento 6sseo estando sob uma regulagdo genética. O polimorfismo da
ApoE tem sido estudado como tendo um papel chave no desenvolvimento de riscos de
fraturas. Alguns estudos encontraram associaces entre uma baixa densidade mineral 6ssea e
0 aumento na ocorréncia de fraturas em individuos sem o alelo E4 (MACDONALD, H M et
al, 2008), contudo ainda faltam evidéncias para definir o papel da ApoE no metabolismo

0sseo.

O alelo E4 que esta presente em 25% da populacdo caucasiana, sendo associado ao
aumento no risco do desenvolvimento de doenca vascular e ao aumento do risco para a
Doenca de Alzheimer, além disso, 0 ApoE4 tem sido indicado com modulador de algumas
outras doencas como doencas coronarianas (JOFRE-MONSENY, L et al, 2008).

O mecanismo pelo qual o genoétipo ApoE pode predispor a doenca degenerativa e
cardiovascular ainda ndo estd completamente entendido, tradicionalmente cerca de 40-50%
dos casos de doenca vascular estdo associados ao genétipo ApoE4 (SONG, Y et al, 2004).
Sendo observados também aumentos nos niveis de colesterol e triglicerideos nos individuos

portadores do alelo E4. Mecanismos antioxidantes e antiinflamatdrios parecem exercer papéis
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chaves no risco aumentado do portador do gene da APOE4 para essas doencas (JOFRE-
MONSENY, L et al, 2008).

As propriedades antioxidantes da ApoE foram primeiro identificadas em meados da
ultima década. Estudos posteriores demonstraram que 0s genotipos da ApoE podem
influenciar as propriedades antioxidantes, com impacto no progresso das doencas
cardiovasculares e doenca de Alzheimer. A atividade antioxidante ocorre na seguinte ordem
de poténcia: ApoE2>ApoE3>ApoE4 (KITAGAWA, K et al, 2002; TANGIRALA, R K et al,
2001).

No cérebro a ApoE tem mostrado um papel protetor contra a fosforilagdo da tau,
proteina envolvida na patobiologia da doenca de Alzheimer (HURTADO, D E et al, 2010),
influenciando o metabolismo do amiléide p (LADU, M J et al, 2000), participando também
do reparo neuronal (POIRIER, J, 1994). A ApoE derivada dos macréfagos é abundante no
local da lesdo, ocasionada por placas ateroscleréticas, participando também da agregacéo
plaquetaria, do efluxo de colesterol dos macrofagos, da expressdo de moléculas de adesdo
por células endoteliais e da inibicdo da migracdo e proliferacdo no musculo liso (ZELENY, M
et al, 2002).

A estrutura molecular da proteina mae estd demonstrada na Figura 04. A apoE possuli
portanto dois distintos dominios estruturais e funcionais, um dominio hidrofébico que confere
afinidade as lipoproteinas plasmaticas e um dominio hidrofilico para o receptor. O dominio
NH.-terminal de 22 KDa contém a regido de ligacdo da proteina com o receptor. Essa regido
foi identificada entre os residuos 136 e 150 sendo essencialmente formada de aminoacidos
basicos, especialmente constituida por lisina e arginina, que sdo essenciais para ligacdo ao
receptor e a fracdo de heparina. Na auséncia de lipidios, nem o dominio NH,-terminal, nem a
molécula de ApoE inteira é reconhecida pelo receptor LDL. O dominio NH,-terminal possui
menor afinidade pelas lipoproteinas plasmaticas em relacdo ao dominio COOH-terminal,
contudo, o dominio NH,-terminal é capaz de se unir as vesiculas fosfolipidicas e de
tranforméa-las em complexos discéides, que se ligam ao receptor LDL, com uma eficiéncia
similar a toda proteina. Os dois dominios estdo unidos por uma regido sensivel a digestao por
uma protease (MAHLEY & RALL, Jr., 2000).
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Estudos em modelo de encefalomielite autoimune experimental (EAE) mostraram que
0 peptideo mimético da ApoE, COG133 reduziu significativamente os sintomas clinicos da

EAE quando administrado antes ou apds o inicio da doenca. (LI, F Q et al, 2006a)
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Figura 03. Estrutura molecular da apolipoproteina E, mostrando o sitio de ligacdo do receptor
na extremidade amino-terminal e o dominio carboxi-terminal, que confere a afinidade as

lipoproteinas plasmaticas. Arg = arginina; Cys = cisteina.

1.3.1 Metabolismo do Colesterol

O colesterol é um membro da familia dos ester6ides com papel essencial na
manutengdo da integridade celular, sendo um componente das membranas celulares, onde
ocupa o espaco entre as cabecas polares das moléculas de fosfolipidios reduzindo sua fluidez
(MYANT, N B, 1982). O colesterol é também uma molécula precursora da sintese de
horménios esterodides, vitamina D e sais biliares. E derivado a partir da dieta ou sintetizado
no corpo. Uma dieta humana tipica contém cerca de 200 a 500mg de colesterol (LEVY, E et
al, 2007). As principais lipoproteinas que transportam colesterol no sangue sdo 0s
quilomicrons, VLDL, LDL e HDL (DURRINGTON, P N, 2007). Os quilomicrons sao
secretados pelos enterdcitos no interior do intestino entrando na corrente sanguinea, a partir
do ducto linfatico. Eles sdo ricos em triglicerideos que sdo os principais acidos graxos das
gorduras. Os triglicerideos sdo absorvidos a partir das micelas formadas no limen intestinal

pelos acidos graxos e monoglicerideos, apds a hidrolise pelas lipases pancreaticas. No



28

enterocito, os triglicérides sdo resintetizados e complexados com ApoB para formar os
quilomicrons (OLOFSSON, S O et al, 2000).

1.3.2 Peptideo Mimético da ApoE (COG133)
1.3.2.1 Aspectos Quimico-moleculares

O peptideo COG 133 da Apolipoproteina E tem peso molecular de 2169,7 daltons e
férmula quimica de Cg7H15:N37019. Sua sequéncia de aminoécidos inclui: Ac-Leu-Arg-Val-
Arg-Leu-Ala-Ser-His-Leu-Arg-Lys-Leu-Arg-Lys-Arg-Leu-Leu-NH,. O peptideo  da
Apoliproteina do (apoE) COG 133, funciona através do receptor de lipoproteina de baixa
densidade (LRP). E aplicado em diversos modelos de distlrbios neurolégicos tendo como
efeitos a reducdo dos sintomas de encefalomielite autoimune experimental, um modelo de
esclerose maltipla humana, suprime a desmielinizagdo, inflamacéo e infiltracdo de células na
medula espinhal, também atua como um antagonista ndo-competitivo em receptores o7

nicotinicos para acetilcolina (IC50 = 445 nm).

1.3.2.2 Estudos em trauma e isquemia cerebral

O traumatismo craniano pode predispor o surgimento de sequelas neuroldgicas
invisiveis. Estudos realizados nos EUA apontam que aproximadamente cinco milhdes de
pessoas estejam vivendo com seqiielas de traumas cerebrais, existe ainda a injUria secundaria
mediada pela excitotoxicidade do calcio mediada pelo glutamato aumentando o estresse
oxidativo os quais juntos podem ocasionar morte de células neuronais (WERNER, C ,
ENGELHARD,K., 2007). Varia¢do nos niveis de ApoE é bem conhecida como sendo um
contribuinte no risco do desenvolvimento da Doenca de Alzheimer e que suas isoformas
possuem atividade antioxidante distinta, estando associadas com respostas variareis de

estresse oxidativo incluindo o B-amildide.

O alelo APOE4 tem sido associado com niveis reduzidos de atividade enzimatica
antioxidante nos pacientes com doenca de Alzheimer (KHARRAZI, H et al, 2008) estando
também associado com o aumento na producdo de 6xido nitrico nas plagquetas e macrofagos
(MARCOURAKIS, T et al, 2008). Jordan e LYE em 2007 e 2000 respectivamente
demonstraram que o gendtipo da ApoE tem um papel significante na recuperacdo apos a

injuria cerebral, individuos com APOE4 possuem uma recuperacdo mais lenta comparados
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com individuos com gendétipo APOE3. Anélises moleculares detectaram que genes chamados
de antiinflamatdrios estdo pouco expressos em animais que foram submetidos a um protocolo
de injuria cerebral, tais como SOD1 e 2 (superoxido dismutase) outras proteinas que indicam
modificagdes oxidativas gerais foram encontradas em quantidades modificadas tais como
carbonilas, 3NT e HNE estavam em altas concentracdes indicando com isso a elevagdes
dessas proteinas nos quadros de injuria cerebral, sendo que as maiores expressdes foram nos
animais com genotipo APOE4 (FERGUSON, S et al, 2010). Estudos prévios demonstram que
0 COG133 que corresponde aos residuos de aminoacidos 133-149 apresenta alguns papéis
como neuroprotetor, antioxidante e antiinflamatdria, demonstradas através de experimentos in
vivo e in vitro (LASKOWITZ, D T et al, 2007).

A atividade neuroprotetora in vivo do COG133 tem sido demonstrada através de
diversos modelos clinicos de desordens neuroldgicas, incluindo o trauma por injaria craniano,
esclerose mdaltipla e a injaria por isquemia/hipoxia (LI, F Q et al, 2006b; LYNCH, J R et al,
2001). O COG 133 possui em sua estrutura a-hélice uma regido ligante do receptor da
holoproteina nativa da qual foi derivada. Devido a essa propriedade, estudos sugerem que
essa acentuacdo na regido a-hélice talvez seja a causa de sua atividade antiinflamatdria
aumentada, o que levou ao desenvolvimento do COG1410 (GAY, E A et al, 2006;
LASKOWITZ, D T et al, 2001). Estudos demonstram que o peptideo COG 1410 foi benéfico
quando administrado ap6s o protocolo de trauma craniano por contusdo, exibindo efeitos

robustos na recuperacao da funcéo cortical e neuroprotecdo (HOANE, M R et al, 2006).

1.3.2.3 Estudos em modelos de colite

A colite ulcerativa € uma desordem do trato gastrointestinal caracterizada pela
infiltracdo de leucdcitos na mucosa intestinal (FIOCCHI, C, 1998). A colite ulcerativa é uma
doenca inflamatéria cronica de etiologia ainda ndo totalmente esclarecida. Pacientes com
colite ulcerativa tem risco aumentado de desenvolver cancer colorretal com incidéncia
variavel em diversas regides do globo (KULAYLAT, M N , DAYTON,M.T., 2010). Nos
EUA a incidéncia é de aproximadamente 4/1.000 e a prevaléncia gira em torno de 3,5%
(EADEN, J A et al, 2001). Nos quadros de colite as citocinas tais como IL-1R, TNF-o tém
grande importancia na migracdo dos leucocitos e no desenvolvimento da inflamac&o em si.

Baseado no principio que peptideo mimético COG 133 da apolipoproteina E, como um
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modulador importante no metabolismo do colesterol, tendo alguns estudos tém demonstrado
que individuos com colite ulcerativa apresentam um distarbio no metabolismo das
lipoproteinas. Dessa forma, foi criado o peptideo mimético COG 112, que possui uma melhor
permeabilidade transmembrana (RIPOLLES, P B et al, 2006). Trabalhos demonstram que a
adminstragdo do peptideo mimético COG 112 diminuiu a expressdo do RNAm para iNOS de

maneira tempo dependente em modelos de colite ulcerativa.

1.3.2.4 Estudos na barreira intestinal

Foi demonstrado que estas isoformas influenciam os niveis séricos de lipidios e,
portanto, doencas cardiovasculares, bem como o risco de desenvolver a doenca de Alzheimer
(AD) (ALVAREZ-ARCAYA, A et al, 2001; STRITTMATTER, W J , BOVA,H.C., 2002).
Além das mais conhecidas fungdes da ApoE, novas linhas de investigacdo tém associado este
peptideo de 35 kDa na modulacdo imunoldgica e de liberacdo de citocinas pelo tecido adiposo
e macréfagos (ZECHNER, R et al, 1991) (BACH-NGOHOU, K et al, 2001). Tem-se
relacionado o peptideo ApoE com outras funcGes alem do transporte de lipideos. Apesar de
extensos estudos em modelos de injdria cerebral, nenhum trabalho avaliou o papel da ApoE

na recuperacdo da mucosa intestinal ap6s mucosite inflamatoria induzida por quimioterapico.

Trabalhos recentes seguem a linha de investigacdo sobre o papel da ApoE na
maturacdo intestinal e adaptacdo apos a desnutricdo pos-natal em camundongos (ORIA, R B
et al, 2007a). Nossos dados de ApoE com camundongos “knock-out” tém sugerido efeitos
sinérgicos de ApoE e IGF-1 na recuperacdo da barreira intestinal. Os camundongos com
deficiéncia de ApoE se mostraram profundamente afetados quando submetidos a desnutricdo
poOs-natal precoce e ndo conseguiram recuperar 0 peso apos retorno a dieta quando comparado
com os controles wild-types. Trabalhos mostram que o RNAmM para ApoE aumenta
abruptamente no figado de ratos ao nascimento e se eleva novamente durante o periodo de
lactacdo, sugerindo que a ApoE desempenha um papel critico no inicio desenvolvimento pds-
natal. Além disso, a expressdo do RNAm para ApoE no figado aumenta ap6s 10 horas de
jejum em lactentes, sugerindo que a expressdo do gene APOE em hepatdcitos de ratos muda
durante o desenvolvimento conforme variagdes nos niveis de insulina e glucagon
(MANGENEY, M et al, 1989).

Além disso, 0 aumento da expressdo génica da ApoE acompanha a diferenciacdo de
linhagens celulares intestinais in vitro (REISHER, S R et al, 1993). ApoE parece também ter
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um papel no estabelecimento da integridade das tight junctions em linhagens celulares de
intestino (NIEMI, M et al, 2002). Outras evidéncias mostram ruptura da barreira hemato-
encefalica de camundongos com deficiéncia de ApoOE, especialmente apds injuria
(FULLERTON, S M et al, 2001; METHIA, N et al, 2001). A barreira hemato-encefalica é
composta principalmente de tight junctions entre células endoteliais, algo semelhante a

barreira intestinal ao longo dos enterocitos.

Também é sugerido um papel dos complexos ApoE e colesterol no intestino durante o
processo inflamatorio pela constatacdo de que a ApoE é secretada em enterocitos em resposta
a 25-OH colesterol em células Caco-2 polarizadas e esta secrecdo é reduzida pelo LPS
(RIPOLLES, P B et al, 2004). Além disso, os polimorfismos no gene ApoE (E4) causa um
aumento da expressao (upregulation) da proteina transportadora catiénica para L-Arginina
(CAT-1), que tem sido associada com o aumento da captacdo da L-arginina por células da
neuroglia (COLTON, C A et al, 2002; RIPOLLES, P B et al, 2004). Esse mesmo processo
ocorre em enterdcitos, ainda estd para ser explorado. Aumento da captagdo de L-arginina
preferencialmente por enterécitos (ou pelo intestino) poderia melhorar a funcdo da barreira
intestinal, o fluxo sanguineo em mucosas e a resposta imunoldgica para reparo das mucosas
(proliferagdo e migracdo celulares) apds a lesdo, possivelmente aumentando a sintese de
poliaminas via 6xido nitrico sintetase constitutiva (c(NOS) (RHOADS, J M et al, 2004). Por
outro lado, estimulando a producdo excessiva de 6xido nitrico a partir da isoforma NOS
induzida (iNOS), durante o estresse oxidativo devido a quimioterapia, poderia gerar espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio e, em ultima analise a ruptura da barreira intestinal
(NAGAHAMA, S et al, 2002).

O equilibrio fisiopatologico entre ambas as isoformas de NOS durante a lesdo do
epitélio intestinal e reparo em relacdo a captacdo de L-arginina por parte da CAT-1 nédo é
muito conhecida. A inibi¢do da iINOS pode ser alcancada por analogos estruturais dos seus
substratos, incluindo os ndo-seletivos N-G-nitro-L-arginina-metilesther (L-NAME) e
aminoguanidina (inibidor mais seletivo para iNOS). O papel funcional do Oxido nitrico no
intestino inclui: integridade epitelial vascular, o fluxo sanguineo e neurotransmissao
relacionada com tonus muscular (TAKAHASHI, T, 2003; THOMAS, S et al, 2001). O papel
da ApoE e suas isoformas no transporte de L-arginina em enterdcitos na ativacgao/inibigédo da
enzima Oxido nitrico sintetase continua elusivo, especialmente durante os estados
inflamatdrios, mas a abordagem farmacoldgica com bloqueadores competitivos seletivos e

ndo-seletivos contra as isoformas de NOS podera ajudar a compreender sua funcédo in vivo.
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Recentemente, uma nova terapia farmacogendmica, a partir de um novo peptideo ApoE
(COG133), compreendendo os residuos 133-149 da ApoE, estd disponivel. Esse peptideo
mimeético concorre com a holoproteina para o receptor LDL, com potente propriedade
antiinflamatdria em modelos de lesdo cerebral, contudo preservando o papel neuroprotetor da
holoproteina ApoE (LASKOWITZ, D T et al, 2007; WANG, H et al, 2007).

O mecanismo exato em que 0 novo peptideo ApoE age na reducdo do deposito
amildide pela microglia no SNC, preservando a funcéo cognitiva de animais experimentais,
ndo € bem conhecido. Curiosamente, este efeito protetor foi encontrado apenas em
camundongos transgénicos ApoE para as isoformas recombinante humanas APOE2 e
APOES3, mas ndo para APOE4, esta ultima tendo uma posicdo dominante e efeito mais forte
com perda da plasticidade apos lesdo cerebral. Apesar dos efeitos deletérios da APOE4 em
pacientes com lesdo cerebral e acidente vascular cerebral (MCARRON, M O et al, 1998;
MCCARRON, M O et al, 1999), recentemente, alguns estudos tém documentado protecdo
cognitiva mediada pela APOE4 em criancas e recém-nascidos (ALEXANDER, D M et al,
2007; WRIGHT, R O et al, 2003), mas ndo sobre os mais obesos com apnéia obstrutiva
(GOZAL, D et al, 2007). Estes resultados sugerem que a quantidade de citocinas liberadas
pelo tecido adiposo pode ser afetada pelas isoformas da ApoE, portanto, influenciando os

resultados cognitivos em criancas.

Nossos estudos de coorte com criangas com diarréia, em comunidades carentes, sob
vigilancia epidemioldgica desde o nascimento, tém demonstrado um inesperado papel
protetor da APOE4 contra os déficits cognitivos observado em criangcas com alta morbidade
de doencas diarréicas nos dois primeiros anos de vida (mas ndo naqueles com menor
ocorréncia de diarréia) (ORIA, R B et al, 2005). Sugerimos que o efeito protetor da APOE4
em criancas com desnutri¢do e diarréia pode ser através do aumento da absorcdo de colesterol
e do transporte da L-Arginina por enterdcitos (ORIA, R B et al, 2007b). Este efeito protetor
provavelmente também pode estar relacionado a melhor resposta imunoldgica contra

patogenos intestinais (por respostas de protecdo ao NO).

Com base nestes resultados, a terapéutica farmacogenémica com o novo peptideo
ApoE (LASKOWITZ, D T et al, 2007) poderia ser benéfica em criangas com severa
morbidade de diarréia e ndo portadoras do alelo APOE4, e ao mesmo tempo preservando 0s
resultados positivos em criancas com APOE4. Este projeto podera tambem beneficiar,

portanto, estudos pré-clinicos em modelos animais de doencas entéricas, com base nos dados
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obtidos inicialmente no efeito do peptideo da ApoE na mucosite induzida por quimioterapia,
proposto aqui.

Além disso, o nosso plano de estudo inclui a avaliagdo do possivel efeito
complementar entre alanil-glutamina e o peptideo ApoE COG133. O nosso grupo tem
demonstrado o papel da glutamina e seus derivados na recuperacdo da mucosite intestinal
induzida pelo 5-FU, principalmente devido a um aumento da proliferacdo celular ao nivel da
cripta intestinal (CARNEIRO-FILHO, B A et al, 2004). Qutros estudos corroboram o efeito
benéfico da glutamina em outros modelos de citotoxicidade epitelial (BRITO, G A et al,
2005; CARNEIRO, B A et al, 2006; LEITAO, R F et al, 2008; NASCIMENTO, S B et al,
2005). Além disso, em nossos estudos de coorte com criangas em comunidade carentes e em
estudos com doentes infectados pelo HIV, a glutamina consistentemente melhora os sintomas
da diarréia e doencas entéricas (BUSHEN, O Y et al, 2004; CARNEIRO-FILHO, B A et al,
2003; LIMA, A A et al, 2005). A terapia ApoE poderia ter a vantagem da propriedade anti-
inflamatoria da fracdo ApoE protetor no intestino e, por conseguinte, acelerar o reparo da
barreira morfofuncional intestinal, apds injdria induzida pelo 5-FU. Optamos dessa forma por
explorar um modelo de desafio com 5-FU e o efeito deste novo peptideo ApoE em relacéo a
morfologia do epitélio intestinal, efeito na libertagdo citocinas pro-inflamatorias associadas
com o desafio de 5-FU. O intestino é um local muito suscetivel a lesdes ocasionadas por
drogas anticancer (BOWEN, J M et al, 2006). A mucosite é um efeito colateral da
quimioterapia no qual ocorre uma queda na dramatica na qualidade de vida dos pacientes.
Dessa forma justifica-se a escolha do intestino como sendo o local de escolha no tratamento

da mucosite

1.3.2.5 Apoliproteina E e disturbios neurolégicos

O peptideo ApoE tem relacBes com diversas patologias que afetam o ser humano nos
mais variados sistemas bioldgicos como por exemplo o sistema nervoso. Uma das doencas
mais conhecidas da atualidade é a doenca de Alzheimer a qual ndo possui sua etiopatogenia
totalmente elucidada, no entanto estudos demonstram a relacdo que essa doenga possui com
os diferentes tipos de gendtipos da ApoE (AYBEK, H et al, 2007; PEROUTKA, S J ,
DREON,D.M., 2000). Estudos demonstram de forma consistente a associa¢do do alelo &4
com o desenvolvimento de doenca de Alzheimer enquanto, ao que tudo indica, o alelo &2
parece ter um papel protetor no desenvolvimento da doenca (RAYGANI, A V et al, 2006).

Estudos também recentes demonstram que eventos celulares envolvendo stresse oxidativo
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talvez seja 0 mecanismo béasico para diversas doencas neurodegenerativas como a doenca de
Alzheimer (MAZUR-KOLECKA, B et al, 2006) tendo como principais substancias atuantes
os radicais livres os quais estdo envolvidos em reacdes sejam elas enzimaticas ou ndo. Um
dos sistemas de defesa enzimatica é o sistema superdxido dismutase que converte radicais
superoxidos em peroxido de hidrogénio tendo a participacdo da glutationa peroxidase e
catalase que convertem a molécula de H,O, em &gua. Como exemplo do sistema néo
enzimatico, existe o acido ascorbico (Vit. C), a-tocoferol, GSH e o -caroteno que promovem
um balanco intracelular dos niveis de antioxidantes essenciais a sobrevivéncia das células
(PULIDO, R et al, 2005).

Estudos recentes apontam uma freqliéncia estatisticamente significativa menor do
genotipo €4 nos individuos que desenvolveram doenca de Alzheimer quando comparados a
populacdo geral sugerindo uma relacdo intima da ocorréncia do gendtipo com o
desenvolvimento da doenca. Estudos correlacionaram ainda o genotipo €4 com a capacidade
enzimatica desses pacientes. Os pacientes portadores do alelo 4 possuiam baixos niveis de
atividade de GSH e CAT (catalase), importantes para evitar o desenvolvimento da doenca,
visto que os radicais livres contribuem em grande parte para a patofisiologia da doenca de
Alzheimer.(KHARRAZI, H et al, 2008).

Outros estudos correlacionam o gen6tipo ApoE com outros fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca de Alzheimer tais como os niveis da proteina Tau, 0s niveis do
fluido cerebroespinhal e 0 imageamento através de ressonancia nuclear magnética.
Resultados recentemente publicados reforcam que o volume do fluido cerebroespinhal esta
intimamente ligado ao gend6tipo da ApoE, mas € menos associado coma deficiéncia cognitiva,
demonstraram ainda que os niveis de amilidde beta foram significante maiores nos individuos
que eram carreadores do alelo ¢4 (VEMURI, P et al, 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente ndo existe tratamento efetivo para os efeitos colaterais resultantes da
quimioterapia, como por exemplo, a mucosite intestinal. Portanto, esse trabalho propGe
investigar o papel do peptideo mimético da apolipoproteina E (COG 133) no modelo de
mucosite induzida por 5-FU em camundongo Swiss, baseado na literatura cientifica que

demonstra o seu papel na reducédo do quadro inflamatorio em modelos de injaria no SNC.
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3. OBJETIVOS

3.1 Gerais

Verificar o efeito antiinflamatdrio do peptideo mimético da Apolipoproteina E (COG

133) na mucosite induzida por 5-Fluoruracil em duodeno de camundongos Swiss.

3.2 Especificos

3.2.1

3.2.2

3.2.3

3.24

3.25

3.2.6

3.2.7

Avaliar o efeito do peptideo mimético da Apolipoproteina E (COG 133) em
diferentes doses, nos parametros morfométricos altura de vilos e profundidade de
criptas.

Avaliar o efeito do peptideo mimético da Apolipoproteina E (COG 133) em
diferentes doses, na leucometria dos animais desafiados pela mucosite intestinal
induzida pelo 5-Fluoruracil.

Avaliar o efeito do peptideo mimético da Apolipoproteina E (COG 133) nas doses
de 0,3;1 ¢ 3uM, no ensaio de ELISA para as citocinas préinflamatorias IL-1,
TNF-a e 0 mediador inflamatoério iNOS.

Avaliar o efeito do peptideo mimético da Apolipoproteina E (COG 133) nas doses
de 0,3;1 e 3uM, no ensaio de ELISA para as citocina antiinflamatérias 1L-10.
Avaliar o efeito do peptideo mimético da Apolipoproteina E (COG 133) em
diferentes doses, no ensaio de mieloperoxidase em amostras de duodeno de
animais desafiados pela mucosite intestinal induzida pelo 5-Fluoruracil.

Estudar o efeito do peptideo mimético da Apolipoproteina E (COG 133) na dose
de 3uM na expressdo de citocinas proinflamtorias IL-1p, TNF-a e do mediador
inflamatorio iINOS avaliadas pelo Western blot.

Estudar o efeito do peptideo mimético da Apolipoproteina E (COG 133) na dose
de 3uM na expressdo de citocinas proinflamatoria TNF-o e o mediador

inflamatdrio iNOS avaliadas pelo RT-PCR.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1  Etica e animais experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss machos com pesos entre 25 e 30g, adquiridos no
biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.
Todos os protocolos experimentais seguiram as diretrizes do Colégio Brasileiro de
Experimentacido Animal (COBEA) e do Conselho de Etica para Cuidado Animal da
Universidade Federal do Ceara. Os animais foram mantidos em caixas com ragdo Fri-Ribe®
(S&o Paulo — SP) e &gua ad libitum até o dia do sacrificio, respeitando o ciclo circadiano dos

animais. Foram mantidos em ciclos claro-escuro de 12 horas.
4.2  Indugdo Mucosite e Obtencéo dos Tecidos

O quadro de mucosite foi induzido pela administragéo de 5-fluoruracil (450mg/kg) via
intraperitoneal nos camundongos Swiss. Os tratamentos foram administrados nos dias (1° ao
4° dia) com a eutanasia no 4° dia por overdose do anestésico cloridrato de cetamina
(KONIG®) e cloridrato de xilazina (KONIG®). A verificacdo da ocorréncia clinica de
mucosite foi feita através de eventos diarréicos nos camundongos. Foi proposto o modelo de
retirada dos segmentos de duodeno até 5,0 cm apds a valvula pilérica com a seguinte ordem
para cada protocolo experimental, vide Figura 04. Os segmentos possuiam cerca de 1,0 cm
para cada um dos procedimentos listados abaixo.

Salina 0.9% (i.p.), N
5-Fluoruracil {i.p.) Sacrificio:

(450 ma/kg) 4° dia r\ r\

. —=i= .
S _ % Duodeno
# \ e {L—' ..
e gj} “ [ - - Freezer

f D . d -. M -80°C

17 Motfermetria (1,0 ¢m)
2° Western blat (1,0 cm)

COG 133 (0,31 e IpM) (i.p.) i“ E:‘:_o:érgs 1ut.::l e}
! (1.0 cmj

5° Mieloperoxidase (1,0 cm)

{Vanderhoof et al., 1994)

Figura 04: Posicdo dos segmentos de duodeno retirados para o0s protocolos
experimentais,sendo o primeiro fragmento mais proximal e o quinto fragmento mais distal ao

marco anatémico pilorico.
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4.3  Drogas, reagentes, primers e anticorpos.

O 5-fluoruracil (Itapevi, Brasil) foi gentilmente cedido pelo Laboratorio de Inflamacéo
e Cancer (LAFICA) para inducdo do quadro de mucosite intestinal. O peptideo ApoE
(COG133) foi obtido atraves do professor Dr. Michael P. Vitek, PhD, da Duke University
(Carolina do Norte, EUA). Foi feita uma solugdo concentrada a 691uM a partir da qual se

preparava as doses experimentais de 0,3, 1 e 3 uM.

Os anticorpos foram adquiridos através da Santa Cruz Biotechnology (California, EUA),
listados abaixo:

o Anticorpo primario TNFa (N-19) 1gG HRP aliquotado em 1000ul e com peso
molecular de 17kDa.

o Anticorpo primario IL-1p (H-153) IgG HRP aliquotado em 1000ul e com peso
molecular de 17 kDa.

o Anticorpo primério NOS2 (H-174) IgG HRP aliquotado em 1000ul e com peso
molecular de 130 kDa.

o Anticorpo secundario Donkey Anti-rabbit IgG-HRP aliquotado em 0,5ml.

o Anticorpo secundario Rabbit anti-goat 1gG HRP aliquotado em 0,5 ml.

No protocolo experimental de RT-PCR foram utilizados os seguintes primers

solicitados pela Invitrogen (S&o Francisco, EUA).

. B-Actina 5~  AATAGTGATGACCTGGCCGT -  3’(Antisenso), 5-
AGAGGGAAATCGTGCTGCGTGAC — 3’ (Senso);

. TNF- a 5° -GTCACTGTCCCAGCATCTT - 3° (Senso), 5’-
CTGTGAAGGGAATGGGTGTT-3’ (Antisenso) ;

. INOS 5 - CAGCTGGGCTGTACACCCCTT - 3 (Senso), 5 -

ACTTGGAAGTGAAGCGTTTCG — 3’ (Antisenso);

4.4. Tratamento

O peptideo mimético da apoE COG133 foi administrado diariamente (12h/12h) nas
doses de 0,3, 1 e 3uM por via intraperitoneal, diluido em solucéo salina. A primeira injecéo
foi feita 1h antes da administracdo do 5FU (450 mg/Kg, dose Unica, i.p.) e em trés dias
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consecutivos, doravante. O controle positivo foi desafiado com 5-FU e recebia solugéo salina
de acordo com as condicdes descritas acima.

45  Morfometria

A analise morfométrica foi feita utilizando o software Image J 1.4® (NIH — National
Institute of Health, Bethesda, MD, EUA). Inicialmente, foi feito procedimento de calibracao
no software através de régua micrométrica para micrometros. Apds a calibracdo, foi feita
anélise morfométrica das microfotografias de cortes teciduais de duodeno. Os parametros
analisados foram altura dos vilos e profundidade de criptas, que s& marcadores de
integridade do tecido intestinal. Descricdo do método de medicdo da altura do vilo. A
medicdo de profundidade de cripta foi feita através da base da cripta até seu apice (Figura

05). Foram selecionados cortes longitudinais de criptas e vilos integros para efeito de analises.

Altura de vilos(1-2)

Profundidade de Cripta (2-4)

1. Topo do vilo 1-2 Altura do vilo

2. Jungdo vilo/cripta 2-3 Profundidade da zona criptica
3. Lémina propria 1-4 Espessura total da mucosa

4. Musculans mucosae 2-4 Espessura da mucosa

NIH Image J A
Figura 05. Método esquematico morfométrico usado na andlise da altura de vilos e

profundidade de cripta, utilizando o programa Image J versdo 1.44 (NIH, Bethesda, MD,
EUA)

46  Contagem de leucdécitos

Para a avaliagdo da acdo citotoxica do 5-fluoruracil foi feita contagem dos leucdcitos
em camara de Newbauer. Os animais foram anestesiados em éter, posteriormente foi colhido
sangue do plexo orbital, de onde, através de capilaridade foi extraido o sangue periférico que
foi misturado com uma solugdo a 3% de &cido acético (solugdo de Turk) na proporcdo de
1:20. (Figura 06)
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A contagem foi feita efetuando-se as corre¢cGes numeéricas devido a diluicdo. O valor

final da contagem era dado em quantidade de células por mm?® ou ml.

Ane,stesia
(Eter)

Coleta de 20pl + 380pL solugao de Contagem expressa em
amostra pelo . " o 3
: Turk (acido acético a 3%) mm>3ou ml
plexo orbital

Contagem x 20 x 10 = n°® de células/ mm3

Figura 06. Desenho esquematico do protocolo de coleta e contagem de leucdécitos

4.7  Ensaio de mieloperoxidase (MPO)

A atividade de MPO, uma enzima encontrada nos granulos azuréfilos de neutrofilos, é
utilizada como marcador da presenca de neutrofilos no tecido inflamado, determinada por
método colorimétrico e leitura final realizada em leitor de ELISA. Uma porc¢do do duodeno
foi coletada e incubada em solucdo de HTAB a 0,5% (brometo de hexadeciltrimetilamonio),
na propor¢do de 50mg de tecido por mL, e homogeneizada e centrifugada (1500 g/15 min a
4°C). O sobrenadante foi transferido para um Epperdorf® e novamente centrifugado (10min)
para melhor remocdo de contaminantes. Apds plagueamento de 7uL do sobrenadante (placas
de 96 pocos), 200 pL da solucdo de leitura (5 mg O-dianisidine; 15 pL H202 1%; 3 mL
tampéo fosfato; 27 mL H,0) foram adicionados e lidos a 450nm (t,=0 min e t;=1 min). A

mudanca na absorbancia foi obtida e expressa como MPO/mg de tecido (atividade de MPO).



44

NN

Amostras sao Sobrenadante
maceradas em transferido a um ‘
Eppendorf®

tampao HTAB
50mg de tecido por
mL

7ul + 200 pL da solugao de
leitura (O-dianisidine; 15 pL
H,0; 1%; 3 mL tampao Filtro de leitura com
fosfato; 27 mL H20 450nm

Figura 07. Desenho esquematico do protocolo de mieloperoxidase.

4.8  Ensaio de Citocinas

Dilui-se o anticorpo de trabalho em PBS sem proteinas. Essa solugdo de anticorpo
diluida (100ul) é adicionada em cada poco e incubado “overnight”. Cada poco foi aspirado
e em seguida lavado com tampéo de lavagem (400 pl), repetindo o processo duas vezes para
um total de trés lavagens. Em seguida, foi feito bloqueio das placas adicionando-se 300 uL de
reagente diluente para cada po¢o, com incubacdo em temperatura ambiente por um periodo
minimo de 1 hora. O ciclo aspiracdo/lavagem foi repetido. Nesse passo as placas ja estdo
prontas para a adi¢cdo da amostra (Minneapolis, EUA).

4.8.1 Procedimentos de Ensaio

Adicionam-se 100puL de amostra ou padrdo em reagente diluente por poco. A placa é
coberta e incubada durante duas horas em temperatura ambiente. Em seguida, o poco é
aspirado e lavado. 100uL do anticorpo de deteccdo (diluidos em reagente diluente) é em
seguida adicionados em cada poco. A placa é coberta (para se evitar a exposi¢cdo da luz) e
incubada por 2 horas em temperatura ambiente, seguida de aspiracdo e lavagem. 100uL de
solucdo de trabalho com streptavidina-HRP ¢ adicionada para cada poco. A placa é coberta e
incubada por 20 minutos em temperatura ambiente, sendo em seguida aspirada e lavada.
Adicionam-se 100ulL de substrato em cada pogo, com incubacdo de 20 minutos em
temperatura ambiente. Apds esse procedimento, 50uL de solucdo de parada é adicionada para
cada pogo. A leitura da densidade optica é feita imediatamente usando uma leitora ELISA de
microplacas ajustada para 450 nm. Se a corregdo de comprimento de onda estiver disponivel,
definimos 540 nm e 570 nm. Caso a corre¢do de comprimento de onda ndo esta disponivel,

subtraimos leituras em 540 nm e 570 nm a partir das leituras em 450 nm. Esta subtracdo
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corrige as imperfeigcdes Opticas na placa. Leituras feitas diretamente em 450 nm sem corre¢éo

podem ser maiores e menos precisos. A leitura foi feita em duplicata.

Tampdes contendo uma grande quantidade de proteina devem ser feitos sob condi¢Ges

estéreis e armazenadas a 2-8° C ou ser preparado diariamente.

Amostras maceradas Sobrenadante -
em tampao PBS

J transferido a um

Eppendorf®

Ajuste de comprimento de
onda para 450nm (corregao de
540 a 570nm)

Figura 08. Desenho esquematico do protocolo de ELISA para citocinas.

4.9 Western blot

4.9.1 Procedimento experimental

Para as analises moleculares de Western blot e RT-PCR foram usados apenas o grupo
tratado de 3,0 uM, devido & melhor resposta obtida nas analises de ELISA para IL-1p ¢ TNF-
a, € 0s controles. Os tecidos foram retirados do freezer a -80°C, descongelados e transferidos
para tubos de ensaio limpos com volume suficiente de solu¢do contendo coquetel inibidor de
protease (1:10; armazenado a -20 °C) e tampdo de lise (5mL Triton X-100%; 1mL
Nonaetileno Glicol Octilfenil Eter (substituto Nonidet® P40; cat. # 11 332 473 001;
Mannheim, Alemanha.) 0,2%; 1mL EDTA 2mM) na proporc¢do de 1:100. As amostras foram
homogeneizadas a uma rotacdo que variou entre 3000 — 5000 r.p.m, sendo o homogeneizador
lavado, primeiramente em alcool a 70% e depois em dH,0, antes de triturar cada amostra,
com o intuito de evitar contaminagdo. Os homogenados foram centrifugados a 14.000 r.p.m
por um tempo de 5-10 min em camara fria. O sobrenadante foi transferido para um tubo

Eppendorf® (1,5 ml), descartando o pellet.
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4.9.2 Ensaio BCA

Com as amostras lisadas, foi feita a padronizacdo da quantidade de proteina nas
respectivas amostras. No ensaio de BCA, usamos o kit (Pierce, IL, USA), que consiste em 2
reagentes A (carbonato de sddio, bicarbonato de sodio), reagente de deteccdo do BCA e
tartarato de s6dio em 0,1N de hidréxido de sdédio) e B (4% de CuSO4). A solucdo foi
preparada a uma proporcdo de 1:50 de CuSO4 a 4% em reagente BCA, com uma amostra
controle negativa chamada de blank. ApOs o preparo das substancias, as amostras foram
incubadas a 37°C no banho Maria por 30 min. Em seguida, foi feita a leitura com
espectrofotdbmetro com leitura em comprimento de onda de 552 nm. Uma curva padrao foi
definida previamente juntamente com as leituras experimentais de absorbancia, calculando-se
as concentragdes de proteinas usando regresséo linear (ug/ml) a partir do programa GraphPad
Prism®. Os valores foram convertidos para pg/pl, dividindo-os por 10 (deve-se levar em
consideracdo a diluicdo de 1:100 ja feita no ensaio BCA). A tabela 02 abaixo mostra o
modelo de curva padréo utilizado no ensaio BCA.

Tabela 02. Modelo de curva padréo utilizada no ensaio BCA.

Concentracdo | Absorbéancia

(g/mL)
Conc. Vol. p/ Vol. 0,1% 5X
X Y Atual 50uM de de Bromofenol  Sample
(ng/uL) proteina  dH,O Azul (uL) Buffer
(ML) (uL)
1 0,00000 0,035
2 5,00000 0,194
3 10,00000 0,306
4 20,00000 0,480
5 40,00000 0,680
6 80,00000 1,224
7* 84,54343 1,376 8,545 5,914 5,086 5 4

*dado de uma amostra experimental aleatdria
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4.9.3 Preparo do gel e Corrida das amostras

Foi utilizado o método de Western blot SDS-PAGE com eletroforese em gel de
poliacrilamida na concentracdo de 12,5%. Para preparar o mini-gel sdo necessarios 50ug de
proteina para cada pogo. Portanto, foram usadas as concentra¢fes das amostras padronizadas
no ensaio BCA de proteina. As aliquotas ap6s padronizacdo foram transferidas para novos
tubos contendo tampao de amostra (0,5 M Tris, pH 6,8; glicerol, SDS a 10%, dH,0, beta-
mercaptoetanol) e agua. As aliquotas foram aquecidas até fervura durante 5 minutos (para
desnaturacéo). As amostras foram centrifugadas antes da corrida no gel. Montou-se o aparato
completo, enchendo com tampéo de corrida (50 mM de Tris, glicina a 385 mM e SDS a
0,1%). As amostras foram adicionadas com ponteiras apropriadas (Fisher-Brand®, 1-200puL)
nos pocos do gel. Um marcador ladder de proteina foi adicionado no gel num volume de 5uL
(Invitrogen®, California, EUA) para referéncia do peso molecular. A eletroforese foi feita a
180V com o aparelho Power Pac Basic (Bio-Rad), até que as amostras atingissem o fim do

gel (em média 20-30min).

4.9.4 Transferéncia para Membrana

Foi realizada em seguida a transferéncia do gel para membrana de nitrocelulose a
partir de “sanduiche” contendo esponja, papel de filtro, gel e a membrana. Apds o
acoplamento do “sanduiche” ao aparato, foi adicionado o tampéo de transferéncia (Tris Base,
glicina e metanol) refrigerado. O aparato foi conectado na fonte de voltagem e submetido a
uma voltagem de 100V durante 1h, a frio, dentro da cuba de transferéncia ou entdo overnight

em voltagem constante de 35V em geladeira.
4.9.5 Bloqueio com leite em p6

Foi feito blogueio com leite em pd a 5% diluido em tamp&o de lavagem (NaCl; Tris
base; dH,0) com o pH ajustado para 7,6 (com HCI, 1N), na plataforma de agitacéo por 1 hora
em temperatura ambiente. Algumas vezes, esse passo de blogueio foi realizado overnight, a

frio, possibilitando uma maior eliminagéo de background.

4.9.6 Anticorpo Primario
A membrana foi incubada por um periodo de 1h na plataforma de agitacdo em
temperatura ambiente em uma solucdo contendo 10mL de solucéo a 5% de leite desnatado em

po (previamente explicitada) com o anticorpo primario de escolha. A diluigdo dos anticorpos
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primarios foi de: IL-1B (1:400), TNF-a (1:400), iNOS (1:800) e actina (1:1000). Apoés a
incubagdo com o anticorpo primario, lavamos a membrana com o tampdo de lavagem por 10

minutos.

4.9.7 Anticorpo Secundario

Logo apds a incubacdo com o anticorpo primario, foi feita a incubacdo com o
anticorpo secundario para que houvesse a ligagdo especifica antigeno—anticorpo primério-
anticorpo secundério e posterior revelagdo do filme por quimioluminescéncia. Utilizamos um
volume 10 ml da solucdo de leite em pd 5% e efetuamos a diluicdo do anticorpo secundéario
conjugado HRP. A membrana foi incubada com o anticorpo primério durante 1 hora, apos
esse tempo, a solucdo foi removida e a membrana foi lavada com tampéo de lavagem (3

vezes, 10 min cada), na dilui¢éo de 1:1000.

49.8 Revelagdo da Membrana

Com o objetivo de revelar as bandas de proteinas contidas na membrana de
nitrocelulose, foi realizado o protocolo de ECL no qual utilizamos uma solucdo de
guimioluminescéncia contendo Tris, &cido cumarico, luminol e H,O,. A revelacdo foi feita
em filme radiografico em sala escura. Apos a revelacdo, o filme foi escaneado com o

objetivo de mensurar a densitometria das bandas de proteinas.

4.9.9 “Stripping” da Membrana

O protocolo de stripping da membrana foi realizado com o objetivo de detectar a
presenca de outras proteinas de interesse na mesma membrana sem necessitar a realizacdo de
um outro western blot (BCA e eletroforese). No stripping ocorre a remoc¢do dos anticorpos
incubados no blot anterior, apds lavagem para remover o substrato de quimiluminescéncia e o
anticorpo primario. Em seguida, incuba-se a membrana em uma solucdo chamada Restore™
Western Blot Stripping Buffer (Pierce, IL, EUA) por 5-15 minutos em temperatura ambiente.
Apbs lavagens com tampdo de lavagem, um novo bloqueio e novas incubacgdes foram feitas

com 0 novo anticorpo primario de interesse.
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|
Figura 09. Aparato de western blot do laboratério de bioquimica. Em (A) mesa agitadora

onde ficam as membranas a serem incubadas com os anticorpos e lavagens. (B) Fonte elétrica
durante a eletroforese. (C) aparato de transferéncia do contetdo do gel para a membrana de

nitrocelulose. (D) procedimento de transferéncia.

410 RT-PCR
4.10.1 Extracdo do RNA

As bancadas de PCR foram preparadas com desinfecgdo prévia com &lcool a 70%, e
eliminador de nuclease (Amresco, Ohio, EUA). Os tecidos foram retirados do freezer -80°C,
descongelados e pesados para obter fracdo de 30mg em balanca da precisdo Bioprecisa®. As
fragbes de tecidos foram trituradas em uma solugdo de 600ul de tampdo RLT (Qiagen,
Maryland, USA), sendo que para cada mudanca de tecido o triturador era limpo com agua
destilada e alcool 70%. Apds a maceragdo completa do tecido, foi realizada uma
centrifugagédo da mistura e retirado o sobrenadante, sendo colocado em um novo tubo no qual
se adicionou 600 pl de alcool a 70%. Dessa mistura se retirou uma aliquota de 700 pl para a
mini-coluna (RNeasy Mini Spin Column, Qiagen, Maryland, EUA). Em seguida, a mini-
coluna foi centrifugada a 10.000 rpm durante 15s, descartando-se o filtrado. Adicionou-se
350ul de tampao RW1 (Qiagen, Maryland, EUA) diretamente na membrana da coluna e nova
centrifugacdo a 10.000 rpm por 15s, reutilizando o tubo. Em seguida, foi adicionada solucéo
de DNase | (Qiagen,Maryland, EUA) e tampao RDD (Qiagen, Maryland, USA), repousando a
mini-coluna em temperatura ambiente por 45 min. Em seguida foi adicionado o tampéo RW1,
sendo a mini-coluna centrifugada com descarte do filtrado. Transferiu-se a coluna para um
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novo tudo pipetando 500 pul de tampéo RPE (Qiagen, Maryland, USA) diretamente na coluna,
com nova centrifugacéo e descartando o filtrado. Para eluir, pipetou-se 30 ul de agua livre de

RNase centrifugando o tubo a 10.000 por 1 min para obter amostra com RNA
4.10.2 Analise de Espectrografia

Foi feita andlise da quantidade do RNA extraido ap6s padronizacdo do controle
(blank) em um Uvette® (Eppendorf, Alemanha) em espectrofotdmetro (Biophotometer®,

Eppendorf, Alemanha).

4.10.3 Transcricdo Reversa

Adicionou-se o conteddo de 2 ul de Oligo dT (Invitrogen, CA, EUA), 2 ul de ANTP
mix a 10 uM (10 mM de dATP, dGTP, dCTP e dTTP)( Invitrogen, CA, EUA) com 2 pg de
RNA total previamente calculado em tubo de PCR. A mistura foi aquecida por 5min a uma
temperatura de 65°C. Adicionou-se 8ul de tampao FS 5X (Invitrogen CA, EUA), 4uL DTT
0.1M (Invitrogen CA, EUA), 2 uL RNaseOUT™ (Invitrogen, CA, EUA). O contetdo foi
misturado e incubado em banho Maria a 37°C por 2 min. Adicionou-se 1ul de transcriptase
reversa (SuperScript, BioRad, PA, EUA) na amostra. Os tubos de PCR foram levado ao

termociclador para reacdo a 37°C por 50 min, sendo a reacdo inativada a 70°C durante 15min.

4.10.4 Primers Utilizados
e p-Actina 5- AATAGTGATGACCTGGCCGT - 3’(Antisenso), 5°-—
AGAGGGAAATCGTGCTGCGTGAC - 3’ (Senso);

e TNF- a 5 -GTCACTGTCCCAGCATCTT - 3 (Senso), 5’-
CTGTGAAGGGAATGGGTGTT-3’ (Antisenso) ;
e INOS 5 - CAGCTGGGCTGTACACCCCTT - 3 (Senso), 5 -—

ACTTGGAAGTGAAGCGTTTCG — 3’ (Antisenso);
e IL-1p 5 - GTGCAAGTGACTCAGGGTGA - 3° (Antisenso), 5 -
GCTGAAGGAGTTGCCAGAAA - 3’ (Senso)
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4.10.5 Amplificacéo

Procedeu-se com a reacao da cadeia de polimerase com cDNA, primer foward, primer
reverso, agua livre de RNase (13ul), Tag Polimerase (GoTaq Green Polimerase®,Promega,
WI, EUA)(25ul) tendo um volume final de 50ul. Os tubos de PCR foram centrifugados e

levados para o termociclador (Progene, OH, EUA) para os devidos ciclos térmicos.

4.10.6 Eletroforese em gel de agarose

O gel de agarose foi preparado em 100ml de tampéo tris-acetato (TAE 1X, Tris-base,
acido acético glacial e EDTA) em uma béquer com 2g de agarose ultra-pura (solucédo a 2%)
(Invitrogen, PA, EUA), com aquecimento em microondas em poténcia maxima por 2 min.
Apos a dissolucdo da agarose, adicionou-se 3ul de brometo de etidio (Sigma, MO, EUA). A
agarose com brometo de etidio foi adicionada em aparato de eletroforese com pente até
formar o gel. Apds esse periodo, adicionou-se em cada pogo um volume de 18ul do produto
de amplificacdo com 2 ul do corante (azul de bromofenol a 0,1%). Em um dos pogos, foi
adicionado o DNA ladder de 100bp (Invitrogen). A corrida de eletroforese foi feita com fonte
elétrica (Bio-Rad, PA, EUA) a 100V durante 40min. A analise dos géis foi feita através de um
aparelho de fotodocumentacdo (Bio-Rad, PA, EUA), confirmando o produto de amplificacdo
de acordo com a quantidade de pares de bases. A analise densitométrica foi feita pelo

software Image J (NIH, Bethesda, Maryland, EUA) apds normatizacdo com actina.

Figura 10: (A) Mini coluna de extracdo de RNA, (B) fotodocumentador (BIORAD®) e
computador para processamento das imagens (C) termociclador (TECHNE®, Progene),
estacao de trabalho do RT-PCR .
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram mostrados como média * erro padrdo da média (E.P.M.). O teste
de variancia ANOVA seguido pela corre¢do por Bonferroni foi utilizado para comparar os
grupos. O teste de Kruskal-Wallis seguido por teste de Dunn's estes foi utilizado para
comparar as medianas, quando as medi¢des ndo-paramétricas forem necessarias. O valor de p
<0,05 foi usado para indicar diferencas significativas. Utilizou-se ainda o teste de T student
néo pareado para comparagda entre dois grupos.
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6 RESULTADOS

6.1  Avaliacdo do parametro peso dos animais desafiados pela mucosite intestinal.

A indugdo de mucosite intestinal adaptada pelo Laboratério de Farmacologia e
Inflamacdo e Céncer (LAFICA) foi utilizada nesses protocolos. Foi avaliado o papel de trés
doses de peptideo COG 133 da ApoE (0,3; 1 e 3uM) durante quatro dias apds a administracéo
de 450mg/kg de 5-Fluoruracil via i.p em camundongos Swiss. Os grupos experimentais que
foram desafiados pelo 5-FU que seriam tratados com apoE e os controles ndo apresentaram
diferenca de peso no inicio do protocolo. Ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos que
foram injetados nas diferentes doses do peptideo ap6s o desafio com 5-FU, em relacdo ao
ganho de peso ponderal, onde se evidencia que todos os grupos perderam peso, inclusive 0s
animais controles, bem como os animais tratados com o peptideo COG 133. No entanto,
houve diferenca estatisticamente significante entre todos os grupos desafiados com 5-FU em

comparagdo com o grupo salina no 3° e 4° dias (p<0,001) (Figura 11).

6.2  Avaliacdo dos achados morfométricos dos animais experimentais tratados com
salina, 5-Fluoruracile COG 133.

Na avaliacdo dos parametros morfométricos, verificou-se que o tratamento com 5-
Fluoruracil promoveu uma reducéo significativa no pardmetro altura de vilos, o qual foi
melhorado com a administragdo do peptideo COG 133 nas doses de 1 e 3uM (p<0,001),
Figura 12. No parametro profundidade de cripta, os animais injetados com o 5-FU
apresentaram uma reducdo da profundidade das criptas, achado que foi parcialmente revertido
pela administracdo do peptideo COG 133 nas doses de 1 e 3uM, com p<0,02 para a dose de
1uM e p<0,001 para a dose de 3uM (Figura 13).

Na andlise histologica, Figura 14, observou-se que a mucosa dos animais que
receberam solucdo salina estd integra, com vilos e criptas preservadas (Figura 14A). Ha
presenca de células em mitose, indicadas por setas longas. Na mucosa dos animais que
receberam 5-FU (Figura 14B), os vilos se apresentam reduzidos, apresentando também
intenso infiltrado inflamatdrio de mono e polimorfonucleares na mucosa (na lamina propria
dos vilos e na circunvizinhanga das criptas) e submucosa e epitélio de revestimento

comprometido, com achatamento do epitélio especialmente no topo do vilo. Ja nos animais
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que foram tratados com COG 133 (Figuras 14 C, D e E), verificou-se uma melhoria na
arquitetura do epitélio, tendo como dose mais significativa a de 3uM, associada a menor

resposta inflamatoria.

6.3  Avaliacdo do parametro contagem de leucécitos nos camundongos desafiados

pela mucosite intestinal

Foi observada reducdo significativa do nimero de leucécitos/mm?® de sangue, obtido
do plexo orbital, dos animais do grupo desafiado com 5-FU (p<0,001), em relacdo ao
controle, o que comprova o papel citotdxico do 5-FU sobre a producdo de leucécitos na
medula dssea. Esse efeito mielossupressor foi melhorado com a administragdo de COG 133
na dose de 3uM com p<0,001.

6.4  Avaliacdo do parametro atividade de mieloperoxidase (MPQO) em amostras de

duodeno de camundongos submetidos a mucosite intestinal

Apds administracdo do 5-FU (450 mg/kg, via i.p.), encontramos aumento da atividade
de mieloperoxidase no duodeno, detectado pelo método colorimétrico, corroborando o achado
de infiltrado neutrofilico na mucosa desses animais. Com a administracdo do peptideo COG
133 na dose de 3uM houve uma reducdo significativa nos niveis de MPO em relag¢éo ao grupo
controle desafiado pelo 5-FU (p<0,05) (Figura 16).

6.5 Avaliacdo da expressdo de IL-1B, TNF-a e iNOS em amostras de duodenos dos

animais desafiados pela mucosite intestinal

Na Figura 17, evidenciou-se 0 aumento nos niveis de citocina IL-1p no quarto dia
experimental ap6s a administragdo de 5-FU (450mg/kg), o qual foi reduzido pela
administracdo do peptideo COG 133 nas doses de 1 e 3uM (p<0,001 e p<0.05,

respectivamente).

Na Figura 18 observou-se 0 aumento dos niveis de TNF-o apds administracdo do 5-
FU, o que foi parcialmente revertido ap6s a administracdo do peptideo nas doses de 0,3, 1,0 e

3uM (p<0,001), quando comparado aos animais injetados com 5-FU apenas.

Apo6s a administracdo do 5-FU em camundongos Swiss, verificamos uma redugéo
dramatica nos niveis da citocina 1L-10 no 4° dia experimental, achado esse estatisticamente

significativo, quando comparado aos animais injetados com salina. Quando foi administrado o
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peptideo COG 133, obteve-se uma melhora significativa nos niveis dessa citocina anti-
inflamatoria na dose de 3uM (p<0,001).

6.6 Avaliacdo da expressdo de IL-1B, TNF-a e iNOS em amostras de duodenos dos

animais desafiados pela mucosite intestinal através de Western blot

Nas andlises protebmicas com os protocolos de Western blot, ver figura 20,
evidenciou-se um aumento significativo na expressdo da citocina IL-1B (p<0,05) no grupo
desafiado pelo 5-FU, achado esse que foi melhorado apds a administracdo do peptideo COG
133 na dose de 3uM, que levou a uma reducdo na expressao dessa citocina no duodeno de
camundongos Swiss quando comparado ao grupo controle 5-FU, confirmada pela anélise
densitométrica (p<0,001).

Na Figura 21- observamos 0 aumento bastante significativo da expressao da enzima
NOSi, detectada pelo Western blot, com p<0,05, em animais injetados com 5-FU. No grupo
de animais tratados com o peptideo COG 133 da ApoE na dose de 3uM, evidenciamos uma

reducdo significativa, com p<0,05, sugerindo um papel antiinflamatério do peptideo ApoE.

6.7 Avaliacdo da expressdo de TNF-a e iNOS em amostras de duodenos dos animais

desafiados pela mucosite intestinal através de RT-PCR

Através da técnica de RT-PCR, evidenciou-se também um aumento da expressao do
transcrito (RNAm) do TNF-a, p<0,001, no duodeno de animais injetados com 5-FU quando
comparado com o grupo salina. Os animais que receberam COG 133 via i.p, na dose de 3uM,
apresentaram uma reducdo significativa da expressdo do transcrito para TNF-a (p<0,05)
(Figura 22).

Através da técnica de RT-PCR, evidenciou-se um aumento da expressdo do transcrito
do RNAm para enzima iNOS, com elevada significancia estatistica (p<0,001), no duodeno de
animais injetados com 5-FU, quando comparado com o grupo salina. Ja nos animais que
receberam COG 133 via i.p, na dose de 3uM, apresentaram uma redugéo estatisticamente

significativa (p<0,05) (Figura 23).
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Figura 11: Efeito da administracdo de peptideo mimético da (ApoE COG 133) sobre o peso

corporal de camundongos Swiss desafiados pela mucosite induzida por 5-Fluoruracil.

Os animais receberam 5-FU (450 mg/kg) dose Unica, solucdo salina 0,9% ou tratamento com
COG 133 (i.p.) e foram sacrificados no quarto dia experimental. Os valores representam a média +
EPM e foram analisados pelo teste one-way ANOVA e Bonferroni. * Diferenca estatistica,
comparagdo com animais tratados com salina (p<0,05). NUmero de animais por grupo igual ou

superior a quatro.
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Figura 12: Efeito da administracdo do peptideo COG 133 da apolipoproteina E em
camundongos desafiados a mucosite intestinal induzida por 5-FU, no parametro altura de vilo

do duodeno de camundongos Swiss.

Os animais receberam 5-FU (450 mg/kg) dose Unica, solucdo salina 0,9% (i.p.) ou peptideo
COG nas doses de 0,3, 1 e 3 uM, sendo sacrificados no quarto dia experimental. Segmentos do
duodeno (1,0 cm) foram removidos e corados pelo método de coloracdo H&E. Os valores representam
a média £ EPM e foram analisados pelo teste one-way ANOVA teste de Bonferroni . ** Diferenca
estatistica, comparagdo entre os animais tratados com Sal e 5-FU (p<0,05) e *** 5-FU e COG 1 e 3

UM (p<0,001). Numero de animais por grupo igual ou superior a quatro.
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Figura 13: Efeito da administracdo do peptideo COG 133 da Apolipoproteina E em
camundongos desafiados a mucosite intestinal induzida por 5-FU, no parametro profundidade

de cripta proveniente de duodeno de camundongos Swiss.

Os animais receberam 5-FU (450 mg/kg) dose Unica, solucdo salina 0,9% (i.p.) ou peptideo
COG nas doses de 0,3, 1 ¢ 3 uM, sendo sacrificados no quarto dia experimental. Segmentos do
duodeno (1,0 cm) foram removidos e corados pelo método de coloracdo H&E. Os valores representam
a média £ EPM e foram analisados pelo teste one-way ANOVA teste de Bonferroni. *** Diferenca
estatistica, comparacdo entre os animais tratados com Sal e 5-FU, ** Diferenca estatistica entre os

grupos 5-FU ¢ COG 1 ¢ 3 uM (p<0,001). Numero de animais por grupo igual ou superior a quatro.
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Figura 14: Fotomicrografias da avaliagdo histopatoldgica de duodeno de camundongos Swiss
injetados com Salina 0,9% (A), 5-FU (B), COG133 (0,3uM) (C), COG133 (1uM) (D),
COG133 (3uM) (E) (X100). F, G e H (X400). Escala 100um.

Animais receberam 5-FU (450 mg/kg), solugdo salina 0,9% peptideo COG 133 nas doses de
0,3; 1 e 3uM por trés dias consecutivos (i.p.), sendo sacrificados no quarto dia de protocolo
experimental. Segmentos do duodeno (1,0 cm) foram removidos e corados pelo método de coloracdo
H&E (A, B, C, D e E-100x). A mucosa dos animais que receberam salina esta integra, com vilos e
criptas preservadas. Ha a presenca de células em mitose representadas pela seta longa (F). Na mucosa
dos animais que receberam 5-FU, os vilos se apresentam reduzidos. Apresentando também infiltrado
inflamatoério (seta), especialmente em torno da cripta (c) e epitélio da cripta comprometido (G). J& nos
animais que foram tratados com COG 133, verifica-se uma melhoria na arquitetura da cripta (seta) e
menos infiltrado inflamatdrio, tendo como dose mais significativa a de 3uM (H) (F, G e H - 400x pelo
método de coloracdo H&E).
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Figura 15: Efeito da administracdo do peptideo mimético da Apolipoproteina E (COG 133)
sobre a leucometria dos camundongos Swiss desafiados pela mucosite intestinal induzida por

5-FU.

Os animais receberam 5-FU (450 mg/kg) dose Unica, solucéo salina 0,9% ou tratamento com
COG 133 nas doses de 0,3, 1 e 3uM (i.p.) e foram sacrificados no quarto dia experimental. Amostras
de sangue foram retiradas pelo plexo orbital , coletados e realizado o leucograma em camara de
Newbauer. Os valores representam a média + SEM e foram analisados pelo teste one-way ANOVA e
Bonferroni. * e # Diferenca estatistica, comparagdo com animais tratados com salina (p<0,001).
NUmero de animais por grupo igual ou superior a quatro.
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Figura 16: Efeito da administracdo do COG 133 peptideo mimético da Apolipoproteina E no
ensaio de Mieloperoxidase nas doses de 0,3, 1 ¢ 3uM em amostras de duodeno de

camundongos Swiss desafiados com 5-FU.

Os resultados demonstram uma reducdo estatisticamente significante dos niveis de
Mieloperoxidase em amostras de duodeno na dose de 3umol/kg de COG133. Os animais receberam 5-
FU (450 mg/kg) dose Unica, solucdo salina 0,9% ou tratamento com COG 133 (i.p.) e foram
sacrificados no quarto dia experimental. Segmentos do duodeno (1,0 cm) foram removidos e coletados
em freezer a -80°C. O ensaio foi realizado através do método de Bradley et al..(1982). Os valores
representam a média £ SEM e foram analisados pelo teste one-way ANOVA e Bonferroni. * e #
Diferenca estatistica, comparacdo com animais tratados com salina (p<0,05). NUmero de animais por
grupo igual ou superior a quatro. NUmero de animais por grupo igual ou superior a quatro.
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Figura 17: Efeito da administracdo do COG 133 peptideo mimético da Apolipoproteina E no
ensaio de citocina IL-1p em amostras de duodeno de camundongos Swiss desafiados com 5-
FU.

Os resultados demonstram uma reducdo estatisticamente significante dos niveis de IL-1p em
amostras de duodeno nas doses de 1 e 3umol/kg de COG133. Os animais receberam 5-FU (450
mg/kg) dose Unica, solugdo salina 0,9% ou tratamento com COG 133 (i.p.) e foram sacrificados no
quarto dia experimental. Segmentos do duodeno (1,0 cm) foram removidos e coletados em freezer a -
80°C. Os valores representam a média £+ EPM e foram analisados pelo teste one-way ANOVA e
Bonferroni. * Diferenca estatistica, comparacdo com animais tratados com salina (p<0,05).**
Diferenga estatistica compara¢do com animais tratados na dose de 3uM com o grupo 5-FU (p<0,001).
NUmero de animais por grupo igual ou superior a quatro.
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Figura 18: Efeito da administracdo do COG 133 peptideo mimético da Apolipoproteina E no

ensaio de citocina TNF-o em amostras de duodeno de camundongos Swiss desafiados com 5-

FU.

Os resultados demonstram uma reducdo estatisticamente significante dos niveis de TNF-a em
amostras de duodeno na dose de 1 e 3umol/kg de COG133. Os animais receberam 5-FU (450 mg/kQg)
dose Unica, solucédo salina 0,9% ou tratamento com COG 133 (i.p.) e foram sacrificados no quarto dia
experimental. Segmentos do duodeno (1,0 cm) foram removidos e coletados em freezer a -80°C. Os
valores representam a média £ EPM e foram analisados pelo teste one-way ANOVA e Bonferroni. *
Diferenca estatistica, comparacdo com animais tratados com salina (p<0,05). ** Diferenca estatistica,
comparagdo com animais tratados com salina (p<0,001). # Diferenca estatistica, comparagdo com
animais tratados com salina (p<0,001) . Namero de animais por grupo igual ou superior a quatro.
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Figura. 19: Efeito da administracdo do COG 133 peptideo mimético da Apolipoproteina E no
ensaio de citocina IL-10 em amostras de duodeno de camundongos Swiss desafiados com 5-
FU.

Os resultados demonstram uma reducdo estatisticamente significante dos niveis de 1L-10 em
amostras de duodeno na dose de 1 e 3pumol/kg de COG133. Os animais receberam 5-FU (450 mg/kg)
dose Unica, solucdo salina 0,9% ou tratamento com COG 133 (i.p.) e foram sacrificados no quarto dia
experimental. Segmentos do duodeno (1,0 cm) foram removidos e coletados em freezer a -80°C. Os
valores representam a média + EPM e foram analisados pelo teste one-way ANOVA e Bonferroni. **
Diferenca estatistica, comparacdo com animais tratados com salina (p<0,001). *** Diferenca
estatistica, comparacdo dos animais tratados na dose de 3uM com o grupo tratado com 5-FU
(p<0,001). NUmero de animais por grupo igual ou superior a quatro.
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Figura 20. Efeito da administracdo do peptideo COG 133 na dose de 3uM do peptideo
mimético da Apolipoproteina E em camundongos desafiados pela mucosite intestinal

induzida por 5-FU no Western blot para IL-1p em duodeno de camundongos Swiss.

Os animais receberam 5-FU (450 mg/kg) dose Unica, solucdo salina 0,9% ou tratamento com
COG 133 (i.p.) e foram sacrificados no quarto dia experimental. Segmentos do duodeno (1,0 cm)
foram removidos e coletados em freezer a -80°C. Os valores representam a média + EPM e foram
analisados pelo teste one-way ANOVA e Bonferroni. * Diferenga estatistica, compara¢do com animais
tratados com salina (p<0,05). ** Diferenca estatistica, compara¢gdo com animais tratados com COG
133 na dose de 3uM com o grupo tratado com 5-FU (p<0,001). Nimero de bandas por grupo igual a
quatro.
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Figura 21. Efeito da administracdo do peptideo COG 133 na dose de 3uM do peptideo
mimético da Apolipoproteina E em camundongos desafiados pela mucosite intestinal

induzida por 5-FU no Western blot para iNOS em duodeno de camundongos Swiss.

Os animais receberam 5-FU (450 mg/kg) dose Unica, solugdo salina 0,9% ou tratamento com
COG 133 (i.p.) e foram sacrificados no quarto dia experimental. Segmentos do duodeno (1,0 cm)
foram removidos e coletados em freezer a -80°C. Os valores representam a média + EPM e foram
analisados pelo teste one-way ANOVA e Bonferroni. * Diferenga estatistica, compara¢do com animais
tratados com COG 133 na dose de 3uM com o grupo tratado com 5-FU (p<0,05). ** Diferenca
estatistica, comparacdo com animais tratados Salina com o grupo tratado com 5-FU (p<0,001).
NUmero de bandas por grupo igual a quatro.
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Figura 22. Efeito da administracdo do peptideo COG 133 da Apolipoproteina E na dose de
3uM, em camundongos desafiados pela mucosite intestinal induzida pelo 5-FU no RT-PCR

para TNF-o em duodeno de camundongos Swiss..

Os animais receberam 5-FU (450 mg/kg) dose Unica, solucédo salina 0,9% ou tratamento com
COG 133 (i.p.) e foram sacrificados no quarto dia experimental. Segmentos do duodeno (1,0 cm)
foram removidos e coletados em freezer a -80°C. Os valores representam a média + EPM e foram
analisados pelo teste one-way ANOVA e Bonferroni. * Diferenca estatistica, compara¢do com animais
tratados com COG 133 na dose de 3uM com o grupo tratado com 5-FU (p<0,05). ** Diferenca
estatistica, comparagdo com animais tratados Salina com o grupo tratado com 5-FU (p<0,001).
Numero de bandas por grupo igual a superior a quatro.
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Figura 23. Efeito da administracdo do peptideo COG 133 da Apolipoproteina E na dose de
3uM, em camundongos desafiados pela mucosite intestinal induzida pelo 5-FU no RT-PCR
para iINOS em duodeno de camundongos Swiss.

Os animais receberam 5-FU (450 mg/kg) dose Unica, solucdo salina 0,9% ou tratamento com COG
133 (i.p.) e foram sacrificados no quarto dia experimental. Segmentos do duodeno (1,0 cm) foram
removidos e coletados em freezer a -80°C. Os valores representam a média e foram analisados pelo
teste one-way ANOVA e Bonferroni. * Diferenca estatistica, compara¢do com animais tratados com
COG 133 na dose de 3uM com o grupo tratado com 5-FU (p<0,05). # Diferenca estatistica,
comparagao com animais tratados COG 133 na dose de 3uM com o grupo tratado com 5-FU (p<0,05).
NUmero de bandas por grupo igual a quatro.
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7 DISCUSSAO

O 5-FU ¢ dos quimioterapicos mais prescritos na clinica sendo bastante utilizado no
combate as doencgas malignas, incluindo o carcinoma gastrointestinal, carcinoma de mama e
os carcinomas de cabeca e pescogo (MOERTEL, C G et al, 1995). Um dos seus efeitos
toxicos comuns resulta da inibigcdo da diviséo celular, especialmente em lugares com elevado
turnover como na medula éssea e no epitélio gastrointestinal, com efeitos colaterais bem
descritos como: mielosupressdo, estomatites, mucosite, nausea e diarréia. O trato alimentar
sofre a agdo citotdxica de farmacos utilizados na terapia anticancer, tendo como principais
achados inflamacéo, ulceracdo e sangramentos, que podem ocorrer em diversos trechos do
trato gastrointestinal (DUNCAN, M , GRANT,G., 2003).

A arquitetura do tecido epitelial de revestimento no intestino delgado consiste em
alguns tipos de células bem descritas que sdo os enterocitos e as células caliciformes. As
células de absorcao sdo as mais numerosas e a sua principal funcédo € a digestdo e absor¢édo de
nutrientes. As células caliciformes sdo depois dos enterdcitos as células mais numerosas, eles
sintetizam e secretam o muco que compde o glicocalix que cobre a superficie epitelial
(SKIPPER, M, LEWIS,J., 2000).

Nossos achados sdo semelhantes aos publicados na literatura em relacdo aos danos
causados pela terapia com o 5-FU. Trabalhos anteriores (SOARES, P M et al, 2008)
demonstraram que ratos tratados com 5-FU apresentaram redug&o significativa na altura dos
vilos ao nivel do duodeno, com aumento na vacuolizagdo de células da mucosa intestinal. Foi
observada infiltracdo de células inflamatdrias na lamina propria com perda da arquitetura
normal dos vilos e das criptas, bem como a presenca de neutréfilos na mucosa e submucosa

do duodeno, reforcando os nossos achados nos grupos tratados com 5-FU.

Em contraste com nossos dados, Soares et al. apontaram para um aumento na
profundidade das criptas no duodeno dos animais desafiados por 5-FU em ratos Wistar
(SOARES, P M et al, 2008). Nossos achados histopatologicos no duodeno mostraram
aumento qualitativo da largura da cripta, contudo uma diminui¢do na sua profundidade, bem

como sua desorganizacdo. A diferencga entre esses resultados (em relacdo & profundidade de
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cripta) pode ser explicada pela espécie diferente de animais e pela dose utilizada (150 mg/Kg
em ratos) em comparagdo com 450 mg/Kg do 5-FU no nosso modelo.

Nossos resultados demonstraram que o tratamento com o 5-FU na dose de 450mg/kg
diminuiu a profundidade das criptas, o que foi melhorado de maneira significativa pelo
tratamento com o peptideo COG 133 nas doses de 0,3, 1 ¢ 3uM, sugerindo que a atividade de
renovacao epitelial da cripta é mais ativa nos grupos experimentais com o peptideo COG 133,
que o grupo tratado apenas com 5-FU. Outros autores (SAEGUSA, Y et al, 2008),
demonstraram a importancia de substdncias como a mucina que protege a mucosa
gastrointestinal contra o processo inflamatério da mucosite apds o uso de substancias como o
5-FU. A quantidade de mucina (que pode ser identificada pelo método do acido periddico de
Shiff, P.A.S) ndo foi avaliada por esse trabalho, mas é um aspecto que deve ser estudado em

Nossos proximos experimentos.

Estudos anteriores demonstraram que o mecanismo do 5-FU nas ulceragdes e isquemia
no intestino dos pacientes se deve a diversos fatores tais como efeitos locais no fluxo
sanguineo da mucosa, efeitos trombogénicos ou ainda efeitos no endotélio vascular (FATA, F
et al, 1999). Trabalhos anteriores revelaram grandes areas de ulceracdo com formacdo de
tecido granular e quadro de inflamagé@o aguda e cronica na mucosa (FATA, F et al, 1999),
corroborando com nosso achado atual em duodeno de camundongos desafiados pela mucosite

intestinal.

Trabalhos anteriores também demonstraram que apds o 1° dia de tratamento com o 5-
FU (150mg/kg via i.p.) houve um aumento na atividade de mieloperoxidase (MPO) em todos
0s segmentos intestinais de ratos Wistar. Nossos achados demonstraram também um aumento
da atividade de mieloperoxidase mensurada ap6s o 4° dia de tratamento com o 5-FU (na dose
de 450mg/kg), atividade essa que foi reduzida de maneira estatisticamente significante nos
animais tratados com a dose de 3uM do peptideo da ApoE COG 133, sugerindo uma reducéo
do infiltrado celular inflamatério (SOARES, P M et al, 2008).

Lindsay e colaboradores observaram um aumento em cerca de 75% na atividade de
mieloperoxidase em jejuno de ratos apds a administracdo de 5-FU (LINDSAY, R J et al,
2010). Nossos achados mostraram um aumento na atividade da mieloperoxidase em cerca de
3 vezes mais com relagdo ao controle, o que foi revertido de maneira significativa com a
administragdo do peptideo COG133 na dose de 3uM em amostras de duodeno de

camundongos Swiss.
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Trabalhos recentes realizados através de técnicas moleculares como RT-PCR
caracterizam bem o papel do 5-Fluoruracil na mielosupressao em modelos animais, pela
analise do gene chamado HO-1, que estd envolvido no controle da sintese da enzima heme
oxigenase que é responsavel por degradar a hemobiliverdina em monéxido de carbono e
ferro, sendo também um conhecido biomarcador de estresse oxidativo, sendo este fendbmeno
paralelo a mielotoxicidade, ocasionada pelo 5-FU. Soma-se a isso a deplecdo do GSH que é
uma substancia antioxidante, indicando com isso que talvez 0 mecanismo de mielosupresséo
do 5-FU seja pela reducdo do GSH e pelo aumento na expressao do gene HO-1
(NUMAZAWA, S et al, 2010). Em nossos protocolos experimentais, também avaliamos o
parametro leucometria do sangue periférico, através de camara de Newbauer, com o intuito de
observar a acdo mielossupressora do 5-FU, sendo encontrado uma reducéo significativa no
nGmero de leucdcitos/mm? de sangue, quando comparado ao grupo controle. Avaliando os
grupos tratados com o peptideo ApoE (COG133), obtivemos uma melhora significativa nas

doses 0,3, 1 e 3uM nos valores das médias.

Estudos anteriores demonstraram que a mucosite ndo é somente uma manifestacdo de
alteracdo estrutural, mas envolve a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, conforme
comprovado em estudos animais e humanos por células imunoinflamatdrias. Analises
laboratoriais de sangue de pacientes com mucosite encontraram uma elevagdo nos niveis de
citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas 1 e 6 (IL-1, IL-6), que
estdo associadas a toxicidade da quimioterapia (HALL, P D et al, 1995).

A mucosite induzida por quimioterapia apresenta um quadro inflamatério com
aumento na sintese de radicais livres, com inibicdo da mitose ao nivel de cripta e ruptura do
contato célula a célula o que ocasiona reducdo na integridade da barreira intestinal. No quadro
de mucosite, os niveis de citocinas tais como IL-1p e TNF-a estdo aumentados, promovendo
também a sinalizacdo e o consequente influxo de células inflamatérias para a mucosa e
submucosa a partir dos vasos sanguineos (SONIS, ST, FEY,E.G., 2002).

No nosso trabalho detectamos um aumento dos niveis das interleucinas pro-
inflamatorias IL-13 e TNF-a e do mediador inflamatorio iNOS, através dos protocolos de
Western blot, ELISA, que foi corroborado um aumento do transcrito através do RT-PCR para
TNF-a e iNOS, no tecido duodenal ap6s desafio por 5-FU. Além disso, encontramos reducao
dos niveis da IL-10, uma citocina antiinflamatoria no duodeno de camundongos. Esses

achados estdo em consonancia com Sonis et al, que mostraram que camundongos com
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infiltrado celular inflamatorio apresentam aumento de TNF-o e interleucina-1f em um
periodo de 12-24 h ap6s a administragdo do 5-Fluoruracil num modelo de mucosite oral
(SONIS, ST, 1998).

Trabalhos publicados apontam a IL-1B como sendo uma citocina multifatorial que
possui efeito em uma variedade de tipos celulares interagindo com outras citocinas
(DINARELLO, C A, 1996). Faz parte também de uma familia de citocinas que também
incluem a IL-1a e o seu antagonista de receptor IL-1Ra. A IL-1p possui diversos efeitos que
tém sido bem demonstrados tanto in vitro como in vivo em situagdes que incluem reacoes
sistémicas como febre e 0o aumento da expressdo génica de uma classe inteira de genes
incluindo os mediadores de citocinas pro-inflamatérias tais como fatores microbioldgicos e
ndo microbioldgicos. Junto da IL-1B, o TNF-a € uma importante citocina envolvida na via de
ativacdo do NF-«kp. Ness sentido, um estudo recente demonstrou que o peptideo mimético da
apoE COG 112 inibiu o processo inflamatorio na colite induzida por Citrobacter rodentium,
prevenindo a ativacdo do fator NF-«xf3 (SINGH K et al, 2008).

Nossos resultados apontam uma diferenca significativa nas andlises dos grupos
realizadas via Western blot dos segmentos intestinais de duodedo, no qual se obteve uma
expressao basal da IL-1B no grupo controle salina e uma expresséo exacerbada dessa citocina
no grupo 5-FU (450mg/kg, via i.p., dose Unica), o que foi parcialmente, mas
significativamente diminuida com a administracdo do peptideo ApoE (COG133) na dose de
3uM, o0 que sugere uma acdo antiinflamatéria do peptideo COG133, promovendo uma
reducdo da expressdo de IL-1p no tecido duodenal. Esse achado é reforcado pela menor

infiltrado inflamatério observado na mucosa desses animais.

Nossos resultados apresentaram um aumento significativo nos niveis de citocinas pro
inflamatorias tais como IL-1B, TNF-a e ainda a dosagem de mieloperoxidase no tecido
duodenal. Trabalhos anteriores através de técnicas como a de RT-PCR demonstraram o
aumento na expressdo do transcrito para IL-1B em jejuno de camundongo (ONG, Z Y et al,
2010). O TNF-a foi inicialmente isolado de soro de camundongo ap6s exposicao a endotoxina
bacteriana (CARSWELL, E A et al, 1975), subseqiiente a esta descoberta surgiu a evidéncia
de que esta proteina pertence a uma familia de proteinas que promovem beneficios tendo um
papel protetor imune e inflamatdrio na resposta contra infeccdes e na manutencéo da resposta
dos 6rgéos linfoides (HEHLGANS, T , PFEFFER,K., 2005). Outros trabalhos tém por outro

lado demonstrado, que o TNF também tem um papel prejudicial ao hospedeiro no contexto da
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sepse e doencgas auto-imunes como a artrite reumatdide e doenca inflamatoria intestinal (DII)
(HEHLGANS, T, PFEFFER,K., 2005; LORENZ, H M , KALDEN,J.R., 2002)

O fator de necrose tumoral é predominantemente expresso em macréfagos ativados,
células NK e linfécitos T. Os dois receptores para TNF sdo expressos em todas as celulas
(TNF-R1) ou em células imunes ou endoteliais (TNF-R2). O TNF através da interacdo com o
receptor TNF-R1 causa varios eventos celulares, incluindo a ativacéo da cascata das caspases
0 que leva a apoptose. A interacdo do TNF com o TNF-R1 também leva a ativacdo de NF-xkB
e a sinalizacdo de TNF-R2 estd menos bem caracterizado, no entanto, é sabido que este
receptor ndo possui um dominio de apoptose e ndo pode, portanto, deflagrar o processo de
apoptose diretamente. Além de induzir a forma classica da apoptose o TNF também pode
induzir a necrose do tipo caspase independente. Clinicamente, tem sido demonstrado que o
aumento dos niveis séricos de TNF ocorre em pacientes que se submeteram a transplante de
medula Ossea, estando este evento precedido as complicacbes possivelmente de reacdes
inflamatdrias decorrentes do transplante (BIANCO, J A et al, 1991). Outros trabalhos tem
relacionado a elevacdo do TNF-a com toxicidades ndo hematoldgicas de onde a inibigdo da
expressdo de TNF-a como pelo uso da pentoxifilina reduzam essas manifestacbes nao
hematoldgicas (SLEIJFER, S et al, 1998).

Trabalhos atuais realizados em jejuno de ratos tém encontrado diferenca significativa
na expressao de IL1-B e TNF-o quando comparados aos animais controles. Quando o gene
analisado foi a IL-1B obtiveram maiores niveis de expressao nos grupos de animais que

desenvolveram mucosite intestinal através de radioterapia (ONG, Z Y et al, 2010).

Estudos de Lynch e colaboradores demonstraram que a administracdo do peptideo
COG 133 em animais desafiados pela inflamacdo causada pela injecdo de LPS bacteriano
intraperitoneal demonstraram uma significante reducdo nos niveis seéricos de TNF-a ap6s uma
hora, nos tempos de 1 e 3 horas em animais camundongos selvagens C57b6/J (LYNCH, et al,
2003), o efeito antiinflamatorio foi similar no cérebro quando foi administrada uma injecéo de
peptideo COG 133 e obteve-se uma reducdo na expressdo de RNAm do TNF-a apos 3 horas
da injecdo de LPS. No caso da fase ulcerativa do processo de lesdo tecidual, resultando na
producdo de citocinas pré-inflamatorias e subsequente dano tecidual. Lima et al. demonstrou,
utilizando um modelo animal em hamster que a administracdo de pentoxifilina e talidomida,
0s quais inibem a sintese de citocinas, diante da mucosite induzida por 5-FU, tem um efeito

protetor. Estes autores concluiram que o TNF possui um papel importante na patofisiologia de
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mucosite oral induzida por 5- FU. Nossos achados demonstraram que ocorreu um aumento
significativo nos niveis de TNF-o detectados por ELISA, Western blot e RT-PCR quando foi
administrado o 5-FU, o que foi diminuido nos grupos que foi administrado o peptideo COG
133 na dose de 3uM, havendo uma reducdo estatisticamente significante na expressao dessa

citocina em duodeno de camundongos desafiados pela mucosite induzida pelo 5-Fluoruracil.

Colton e cols. demonstraram que a presenca do gene APOE4 promove um aumento na
producdo de NO por macrofagos isolados em modelos de Alzheimer em ratos pela ativagdo
dos transportadores de aminoacidos catiénicos (CAT) de maneira que a produgdo de NO pela
microglia pode confirmar o estado “upergulado” do sistema imune inato (COLTON, C. A. et
al, 2002.), nosso resultados de Western blot, RT-PCR apontam para uma elevacao nos niveis
de iNOS quando foi administrado o 5-Fluoruracil o que foi diminuido apds administracdo do
peptideo COG 133.

Estudos de Hoane et al. em modelos de injaria cerebral demonstraram uma melhora
nos resultados dos testes cognitivos quando administrado o peptideo em modelos de injdria
cerebral em ratos, o peptideo demonstrou de forma dose-dependente especialmente na dose de
0,8 mg/kg de COG 1410 uma melhora na recuperacdo dos animais apds injdria cerebral
(HOANE, et al., 2006).

Dessa forma sugerimos entdo que o peptideo COG 133 tem potencial de reduzir a
expressdo das citocinas pro-inflamatérias em amostras de duodeno de camundongos
submetidos ao desafio com 5-FU, no entanto mais estudos sdo necessarios para corroborar
com 0 nosso achado para que possibilite a geracdo de ensaios clinicos em humanos, como

perspectiva de melhora dos efeitos colaterais da quimio/radioterapia tais como a mucosite.
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8 CONCLUSOES

A administracdo do peptideo mimético da apoE (COG133) reduziu a lesdo induzida
por 5-FU, melhorando de forma significativa a altura de vilos e profundidade de criptas.

A administracdo do peptideo mimético COG133 da apoE reduziu significativamente
0s niveis teciduais de citocinas pro-inflamatérias IL-1p e TNF-a, dosadas por ELISA no

duodeno de animais desafiados pelo 5-FU.

A administracdo do peptideo mimético COG 133 da apoE aumentou de maneira
significativa os niveis teciduais da citocina antiinflamatéria IL-10 no duodeno mensurada por
ELISA.

A administracdo do peptideo mimético COG133 da apoE reduziu de forma
significativa os niveis de MPO no duodeno e ileo de animais desafiados pelo 5-FU.

A administracdo do peptideo mimético COG 133 da apoE diminuiu de maneira
significativa a expressdo das citocinas pré-inflamatorias IL-1p, iNOS e TNF-o no duodeno

mensurada por Western blot.

A administracdo do peptideo mimético COG 133 da apoE diminuiu de maneira
significativa a expressdo do transcrito primario (RNAm) das citocinas pré-inflamatérias iNOS

e TNF-a. no duodeno mensurada por RT-PCR.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos achados sugerem o uso do peptideo mimético da apoE (COG 133) no

tratamento da mucosite intestinal em ensaios clinicos.

Mais estudos sdo necessarios para melhor compreender os mecanismos de agéo e vias
de sinalizacdo envolvidas no efeito protetor anti-inflamatorio do peptideo ApoE na mucosite

intestinal
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Abstract

SCentro de Pesquisa da EMPRARA, Sobral, CE, Brasll

A seres of studies hawve shown that the heavy burdens of diarfeal diseases in the first 2 formative years of Iifie in children Iving
in urban shanty towns have negative effects on physical and cognitive development |asting into later childhood, Wie have shown
that APOES is relatwely commaon in shanty town chidren iwing in Brazl (12.4%) and suggest that APODES has a proteciive rofe in
cognitive development as well as weighi-for-height in children with heawy burdens of darrhea i eary childhood (641 23; 523%),
despite being a marker for cognitive decline with Alzheimear's and cardiovascular diseases later in ife. AP0OEZ frequency was
higher armong chidren wih heaviest diamhea burdens during the first 2 years of life, as detecied by PCR using the restriction
frapment length polymorphism method, raising the possibility that ApoE-cholesterol balance might be critical for growth and
cognitive deweloprnent under the stress of heavy diarhea burdens and when an enriched fat diet is insufficient. These findings
prowide a potential explanaton for the survival advaniage in evolution of genes, which might raise cholestera! levels during
heavy siress of diarfea burdens and malnuirition earfy in Fe.

Ky words: Apclipoproten E; Malnuiriton; Diarhea; Children

Introduction

The vicious cycle between diarhea and malnuirition
iz well known and may even gcour with enteric infections
without owert diarhea (1), Furthermore, recent data from
studies in Brazi and Pers have documented a lasting impact
of @arrhea (as with malnutriton and mtesting’ helmnthic
infections) on child developrment with ill effects on cognition,
agrowth, and educational performance [2,3].

Apoipoproten E (Apoe) is a critical carrier protein,
which delivers cholesterol to somatic cells and te the liver
to be metabolized, therefore playing a crucial role in lipid
homeostass (41 The smgle structural lozus of the human
APDE gene has three aleles on chromosome 18 APOEZ,
APCE], the most frequent allelz in populations studied to
date (4], and AFOE4, which has been found 1o increase
the rigk for developing late-cnset Alzheimer's diseass (5.
APDE4 bearers are more Fely to have a poor prognosis fol-

owing cersbrovascu'ar disease (8] and other forms of bran
mury (7). Howewer, the role of AP0E alleles in cognitive
development n pediatric populations is poory explored.

Recent fndings suggest that early cognitive develop-
ment under the stresses of environmental ioens (B], early
childhood diarrhea and malnutstion (3) may be protected
oy the AFDE4 alleles, although not i healthy children in
resource-nich countries {10), orewen n shanty twwwn children
with low diarrhea burdens (11). Neverhe'sss, some studies
hawve found an association of the AFOES allele with better
school performance and motor actwity ' children from
developed countries (12), although some of these Fndings
were not reproduced by others (13

In the present siudy, we have updated our ongoing
coher projectwith new APCE pelymorphism data focusing
on the effiect of AFOE alleles during early development in
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children afflicted with the stress of heavy diarrhea burdens
and entericinfections, with a novel association with cognitive
scores. Based on these findings, we suggestthat genes that
potentially raise cholesterol levels among non-exclusively
breast-fed children receiving poor-fat diets might benefit
adaptations and recovery from early childhood infection
and malnutrifien towards improved growth and cognition,
despite the negative correlates with Alzheimer's and car-
diovascular diseases later in life.

Material and Methods

Population

The study was conducted in the Gongalves Dias
community, a shaniy town (“favela”) located in Fortaleza
[population estimated at 2.3 millicn), the capital city of the
State of Ceara (populaticn approximately 8 millicn), one
of the poorest states in the Mortheast of Brazil (Brazilian
Institute of Geography and Statistics, refer to www.ibge.gowv.
brl. The Gongalves Dias community has been described
in greater detail elsewhera (14). The children’s population
of this urban slum (<5 years old) has a history of endemic
diarrhea rates, which have been associated with seasonal
rainfall and discontinuation of exclusive breast-feeding.

Enteric infection and diarrhea survey

Dwring the study period, cups for the collection of stool
specimens were distributed fo the households of childran
with diarrhea. We used Waorld Health Organization (WHO)
guidelines to recognize an episode of diarrhea, as describad
in former cohort studies (15). One episcde of diarrhea was
defined as the excretion of three ormore liguid or semiliquid
stools during & 24-h period. A new episode was defined
as diarrhea after a 248-h interval not meeting the diarhea
definition. Active surveillance for diarrhea episcdes was
perfarmed three times a week by the fizld team visiting the
community households. Recurrent and persistent episodes
of diarrhea in this setting have been most significantly as-
sociated with Crypospondium, Giardia, and enteroaggrega-
tive Eschenchia coli infections (14). Human Investigation
Commitiees at both the University of Virginia and at the
Federal University of Ceard approved the study protocol.
The parentilegal guardian of the eligible study children
agreed to read and signed the approved consent form. A
questionnaire was provided to assess sociosconomic and
demographic data.

Anthropometric measurements

The field team consisting of a local nurse and 3 health
workers conducted the anthropometric measurements.
Height was measured with the child in the supine position
to the nearest 0.1 em with 3 measuring board. Height-per-
age z score (HAZ), weight-per-age z score (WAZ), and
weight-per-height z score (WHZ), were calculated using
the anthropometric Epi-Info software (Centers for Disease
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Control, Atlanta, GA, USA), as markers of physical develop-
ment and nutritional status. These anthropometric z scores
are the number of S0 above or below the median values
for the Mational Center for Health Statistics (NCHS) and
Intermational Reference Population (16). Each child was also
screened for head circumference, since this parameter has
been comrelated with early postnatal cognitive development
in ather studies (16).

Buccal cell collection and DMA extraction

The buccal cell collection was conducted as described
in Ref. O. Briefly, the health worker asked the subject to
brush the buccal surface 10 times on one side and then fo
expectorate the saliva inte a 50-mL sterle polypropylene
centrifuge tube, repeating the process on the opposite
side of the cheek. The subject then swished 10 mL water
for 45 s, with the health worker timing. and expectorated
into the same 50-mL tube, which was properly stored and
delivered to the laboratory for processing. On the following
day, the DMA from buccal cell samples was purified using a
Gendra Puregene kit according to manufacturer instructions
(Gendra Systemn, LSA).

APOE genotyping

The experimental protoco! invoelved the amplification of
APOE sequences from genomic DMA and digestion with
the Hhal restriction enzyme (18). DNA from buccal cells
was amplified by PCR in a thermal cycler using oligo-
nuclestide primers F4 (5 -GCACGGCTGCCAAGGAGCTG
CAGGC-3') and F8 (5'-GGECGCTCGCGGATGECGEGETG
AG-3"), as described elsewhere (18). The PCR master
mix with Tag polymerase and nucleotide components was
obtained from Roche Molecular Biochemicals, US4A. Each
amplification reaction contained about 1 pg buccal cell
OMA, 1-2 pM of 2ach primer, and 10% DMSC in a final
volume of 50 pL. The PCR conditiens included an initial
step at 85°C for 4 min, §2°C for 30 s and 72*C for 1 min,
followed by 38 cycles (BE°C, 155, 62°C, 18, 70°C. 158 5),
and by a final extension at 72°C for 3 min with a 4°C hald.
The uncut amplhfication products, 10 L of the 50 yL PCR
product, were electrophoresed onto 2% Ulirapure agarose
gel (Invitrogen, USA), containing 0.4 pg/mL ethidium
bromide and 1.0X Tris-acetate-EDTA (TAE). After PCR
amplification, § units Hhal (New England BioLabks, USA)
were added directly to each reaction mixture for digestion
of APOE sequences (3 h at 27°C). Each reaction mixture
wasloaded onfo a 4% agarose gel (2% Mursuive GTG gel
+ 1% Ultrapure gel}), containing ethidium bromide in 0.5X
Tris-borate-EDTA(TBE) and electrophoresed for 1 hunder
constant voltage (100 V). The gel was caston a 10-x 15-
o fray. After electrophoresis, digested fragments were
visualized by UV illumination. The sizes of Hhal fragments
were estimated by comparison with known DMA ladders.
Ambiguous APOE genotypes were further differentiated
by either repeating the former protocol, after a series of
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Table 1. Demographic and anthropometric data of the study population according to APOE

alleles (N = 123).

Cohort characteristics

APOE4

APOE3

APOE2

Mean age (months)
Head circumference {cm)
Birth weight (kg)
Birth length (cm)
Gender
Male
Female
Mutritional status
HAZ 0
WAZ 0
WHZ 0
HAZ 12
WAZ 12
WHZ 12
HAZ 24
WAZ 24
WHZ 24
Days breast-fed
Disease burden
Episodes of diarrhea
Days of observation
Mean epis/obs ratio
Maternal education level
Below primary school
Primary school or above
Unknown
Socioeconomic status
Rooms per household
Income, in minimum wages?
<2
=2

104.81 £ 20.52 (31)
54.24 +1.89 (21)
3.31+0.48 (30)

49.40 + 3.49 (30)

10 (32.2%)
21 (67.8%)

-0.18 £ 1.92 (30)
0.22 £0.93 (30)
0.14 £0.75 (29)
-1.63 £3.09 (28)
0.27 £3.41(28)
0.39 + 1.09 (27)
0.97 £1.28 (23)
-1.14 £1.22 (23)
0.41£1.17 (22)
65.04 + 62.09 (27)

6.84 £7.36 (31)

754.11 £ 236 .47 (28)

3.64 +3.95 (28)

19 (76%)
6 (24%)
0(0%)

2.24 £ 1.50 (29)
5.44 +2.03 (25)
2 (8%)

23 (92%)

98.04 + 18.22 (77)

53.41+2.04 (37)
3.17 £ 0.44 (74)

49.35 + 2.26 (74)

32 (41.5%)
45 (58.5%)

-0.11 £ 0.89 (74)
-0.51 £ 0.80 (74)
-0.25 £ 0.93 (72)
-1.35 £2.77 (70)
-0.15 £ 3.05 (70)
0.50 + 1.36 (68)
0.79 £ 1.10 (58)
-0.65 £ 1.22 (58)
0.07 + 1.17 (56)
73.53 £ 61.52 (72)

7.68 £5.97 (77)

812.35 £ 326.70 (V1)

3.81+3.16 (71)

36 (69.2%)
12 (23.1%)
4(7.7%)

2.07 £0.91 (72)
5.58 + 2.03 (52)
2 (3.8%)

50 (96.2%)

107.72 £ 22.12 (14)
5341243 (11)
3.16 £ 0.48 (14)
49,63 £ 2.68 (13)

6 (42.9%)
8 (57.1%)

-0.04 £ 1.02
-0.53£0.90
-049+1.13
-0.85+0.82

(13
(
(
(
028+1.28(
(
(
(
(

14

0.89+1.15
-0.96 +0.74
-0.54 £1.23
0.36 +1.04

)
)
)
)
)
)
)
)
)
76.36 £ 66.34 (14

13
13
13
13
10
10
10
(

)

9.64 + 5.33 (14)

913.14 + 505.98 (14)

4.20 £2.25 (14)

9 (69.2%)
2 (15.4%)
2 (15.4%)

214 £0.95 (14)
4.38£2.33 (13)
2 (15.4%)

11 (84.6%)

Cohort data, when available, are reported as means + SD (N). Gender, maternal education
level, and income data are reported as N (%). HAZ = height-per-age z score; WAZ = weight-
per-age z score; WHZ = weight-per-height z score (0 = at birth, 12 = at 12 months; 24 = at
24 months). Z scores represent standard deviations above or below the reference popu-
lation mean. Epis/Obs ratio = number of episodes/observed days. #Number of minimum
wages per month: 1 minimum wage = US$102/month (at the time of the study). APOE4 =
children carrying one or more E4 allele (genotypes: 2/4, 3/4, 4/4): APOEZ2 = children carry-
ing one or more E2 allele (genotypes: 2/3, 2/4, 2/2). APOE?3 = children carrying one or more
E3 allele (genotypes: 2/3, 3/4, 3/3).
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Table 2. ApoE genotype and allele frequencies (f) of cohort children (6-12 years old) with different diarrhea burdens in the Gon-
calves Dias shanty town, Fortaleza, Northeastern Brazil (N = 123).

APOE Genotypes Alleles
22 213 313 214 3/4 4/4 2 3 4
Group 1, N (%) 1(1.56) 8(12.50) 41(64.06) 2(3.13) 11(17.19) 1(1.56) 12 (9.38)" 101 (78.90) 15 (11.72)
Group 2, N (f%) 0(00) 3(5.09) 37(6271) 0D(0D0) 19(32.20) 0(D0) 3(254) 97(8221) 18 (1525)
Total, N (f%) 1(0.81) 11(8.94) 78(6341) 2(1.63) 30(24.39) 1(0.81) 15(6.10) 198 (80.49) 33 (13.41)

Group 1 = cohort children with = the median number of diarrheal episodes (N = 64); group 2 = cohort children with < the median
number of diarrheal episodes (N = 59). Median episodes of diarrhea in the first 2 years of life = 2.77. See 2nd paragraph of Results
for explanation of bold type. *P = 0.033, x2=4.861, OR = 3.897, 95%CI = 1.071 to 14.17 (Fisher exact test).
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Table 3. Independent Hardy-Weinberg equilibrium analyses of
the study groups according to burdens of diarrheal episodes in
their first two years of life.

Group 1 - Children with = the median of diamheal episodes (N = 64)

Allele E2 (f) Alelle E3 (f) Allele E4 (f)
0.093 0.789 0117

Genotypes Expected values  Observed values

2/2 0562 1

2/3 9468 8

2/4 1.406 2

3/3 39.847 41

34 11.835 11

4/4 0878 1

x2=0.927 (P > 0.05)

Group 2 - Children with < the median of diarrheal episodes (N = 59)

Allele E2 (f) Alelle E3 (f) Allele E4 (f)
0.025 0822 0.152

Genotypes Expected values  Observed values

2/2 0.038 0

2/3 2 466 3

2/4 0457 0

3/3 39.868 37

34 14.796 19

4/4 1.372 0

x2=3.384 (P > 0.05)

Neither group 1 nor group 2 showed Hardy-Weinberg disequi-
librium, therefore there were no significant differences between
observed and expected frequencies regarding the APOE gene.
Thus, it was possible to perform genetic comparisons between
them since both groups showed genetic similarities for this gene lo-
cus.
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Progressive reductions in diarrhea burdens (accord-
ing to diarrhea quartiles) were seen with APOE alleles 2,
3, and 4 by linear-by-linear association (P = 0.03), further
confirming this relationship according to the following order:
E2 > E3 > E4 (Figure 1).

When we examined the children who experienced the
heaviest diarrhea burdens (= the median number of 2.77
diarrheal episodes/cohort observed days, during the first2
years of life), we found a higher frequency of the E4 allele
among children with better coding scores (higher than the
median of the coding scores for the study cohort children),
as shown in Table 4. Children with heavy diarrhea burdens
in the first two years of life had a 5-fold higher chance to
perform better in the WISC-III coding test. A trend towards
a higher frequency of the APOE4 allele was seen among
the group of higher TONI-11I, albeit without reaching statisti-
cal significance.

Discussion

ApoE, a 35-kDa plasma protein synthesized mainly in
theliver, is involved in cholesterol transport and metabolism.
ApoE is also expressed in other tissues, notably the brain,
which is the second most prolific tissue in terms of ApoE
production (20-22).

ApoE isoforms influence serum lipid levels, cardio-
vascular disease, and neuronal repair (20). Individuals
with the APOE4 allele have a markedly increased risk to
develop early- and late-onset Alzheimer's disease and
poor recovery after brain injury in adults (5). Defects in
brain plasticity and neuronal death have been associated
with increased rates of tau phosphorylation, neurofibrillary
tangle and senile amyloid deposit (21). However, to date
few studies have addressed the role of APOE polymor-

4 = Upper quartile (4.95-14.55 episodes)

3 = Mid-upper quartile (2.72-4.94 episodes)
2 = Mid-lower quartile (1.55=2.71 episodes)
1 = Bottom quartile (0-1.54 episodes)
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Figure 1. Progressive reductions in diarrhea with APOE alleles 2, 3, and 4 (P = 0.03), linear-by-linear as-

sociation. N = 246 alleles in 123 cohort children.
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Table 4. Cognitive and anthropometric scores and allele 4 frequency in Gongalves Dias children, Northeastern Brazil.

Total study population

Children with heavy diarrhea burdens

Children with low diarrhea burdens

APOE4(+) APOE4() OR 85%C1 2 ] APOF4(+) APOE4(-) OR 95%ClI 2 P APOE4(+) APOE4() OR a5%cl x2 P
N {f%) N (f%) N (f%) N (f%) N (F%) N {%5)
Cognitive profile
TOMINI 18(17.31) 86 (82.69) 216 0.82 3.25 0.088 9{19.8) 37(80.4) 296 092 3.56 0.082 9(15.5) 48(345 1469 0.41 0.36 076
= median to 5.07 t0 9.53 o517
TONII 9(8.82)  93(91.18) 5(7.6)  61(924) 4(11.1) 32 (83.9)
< median
Fluency 23(16.20) 119 (83.80) 1.86 0.82 2.29 0130 10{15.2) 5B6(34.8) 241 0.71 210 0421 13 (17.1) 83 (82.9) 1.262 0.44 028 078
= median to 4.23 to 8.15 D414
Fluency 9(9.38) 87 (90.62) 4(6.8) 54(93.2) 5(13.2) 33 (86.8)
= median
Coding 18(19.15) 76 (80.85) 248 1.02 4.22 0.056 9{21.4) 33(78.6) 518 1.31 5424 0.025% 9(17.3) 43(827) 124 034 0.04 1.0
= median to 6.04 to 20,45 373
Coding &(8.70) 84 (91.30) 3(5.0) 57(95.0) 5(15.8) 27 (84.4)
< median
Anthropomefrics
HAZ 24 12(10.53) 102 (89.47) 060 027 1.688 0.247 5(9.62) 47(90.38) 06838 020 060 0.580 T(11.28) 55(88.71) 0.804 047 143 027
> median to 1.30 to 1.93 o152
HAZ 24 19(1638) 97 (83.62) 10 {14.28) B0 (35.71) S (1957) 37 (30.43)
= median
WAZ 24 12(10.71) 100(89.29) 064 029 1.26 0.328 5(9.26) 45(90.74) 0624 D019 064 0570 T(1207) 51(87.83) 0825 0.21 074 042
> median to 1.39 to 1.97 o182
WAZ 24 18(1579) 96 (B4.21) 9(14.08) 55 (35.94) 9 (18.00) 41 (32.00)
= median
WHZ 24 21(1873) 91(61.3) 266 116 5.66 0.019* 11(19.64) 45(80.36) 505 133 664 0020° 10(17.86) 46(32.14) 1.522 0.50 057 058
= median to 6.1 to 19.16 o454
WHZ 24 9(7.98) 104 (92.04) 3(482) B2 (95.38) 6(12.50) 42 (87.50)
= median
Median number of diarrheal episodes = 2.77. OR = odds ratio; 95%C| = 95% confidence interval, by x2 analyses. TONI Il = test of

nonverbal intelligence IlI; fluency = total fluency includes scaled scores for both semantic and phonetic fluency cognitive tests; coding
= children under 8 mark rows of shapes with different lines according to a code number; HAZ = height-per-age z score; WAZ = weight-

per-age 7 score; WHZ = weight-per-height z score

phism early in life, especially following an environmental
challenge.

In our studies of shanty town children in Northeast
Brazil, we found that early childhood diarrhea and enteric
parasitic infections are associated with significant, long-term
cognitive deficits in certain higher executive function, such
as verbal fluency and coding, and that the APOE4 allele is
associated with protection againstthese deficits (9,23).Ina
recent study, Wright et al. (8) found that APOE4 in Mexico
City children associates with >4.4 points better Bayley
Mental Developmental Index scores at 24 months of age
and with & 4-fold protection from the adverse effects oflead,
supporting the hypothesis that APOE polymorphisms may
influence early developmental milestones in an opposite
direction than seen during adulthood and aging (11).

Recently, it was shown that levels of ApoE-HDL in the
cerebrospinal fluid (CSF), which are believed to play arole
in brain plasticity, are similar among E2, E3, and E4 during
childhood but higher in adulthood. CSF-ApoE4 then later
declines more than the other isoforms (24). These findings
suggest a different role of ApoE4 in the brain during early
development other than only being deleterious.

Studies by Prentice and Paul (25) have attributed a
critical role to fat-enriched diets during the anabolic stage
required for physical recovery following enteric infections

Braz J Med Biol Res 43(3) 2010

and malnutrition. In a cohort study in Gambia, they reported
that oxidative fat processes are indispensable for pro-
duction of energy by muscle, which is needed for growth
catch-up (26). Furthermore, cholesterol is considered to
be a glial-born synaptogenic factor (27) and might play a
critical role during synapse remodeling following the brain
injury posed by the severe vicious cycle between diarrhea
and malnutrition early in life.

Therefore, itis possible to speculate thatincreased blood
levels of LDL-cholesterol obtained from fat-enriched diets,
when available, such as breast-milk, and possibly the en-
hanced cholesterol absorption from the small intestine (28)
likely seen in APOE4 carriers (29), and especially in under-
weight children (30), would support a rapid developmental
catch-up required for optimal development and survival. On
the other hand, APOEZ2 carriers (when not contributing to
type Il hyperlipidemia) would exhibit lower total cholesterol
and LDL-cholesterol levels compared to E3 and E4 bearers
(31) and would be at high risk of growth faltering.

Furthermore, some investigators have found a protective
effect of the APOE4 allele in infectious diseases like severe
hepatitis C (32), although most findings show that APOE4
is detrimental when viral infections are present. Conversely,
pressure forces of more parasitic and bacterial-born infec-
tious diseases on human population settings (such the

www.bjournal.com.br
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Great Plague) may have strongly driven the APOE4 allele
into the genomic pool (33).

Of note, the time of transition from mixed breast-feeding
to weaning, which occurs unusually early in Brazilian shanty
town children (34,35), is considered to be a vulnerable
window for enteric diseases and recurrent diarrhea.

Therefore, we suggestthat APOE4 carriers would show
an advantage by increasing cholesterol levels when fat-
enriched diets are insufficient, i.e., during breast-feeding
decline, facilitating physical recovery following enteric
infections. On the other hand, APOE2 carriers would ex-
hibit lower cholesterol levels and, as demonstrated by our
studies, would be at high risk of poor diarrhea and enteric
infection outcomes.

Hence the association of APOEZ2 and increasing diarrhea
outcomes demonstrated in our studies would have implica-
tions for effective micronutrient intervention, emphasizing
the critical importance of direct experimental documenta-
tion of these relationships, their causality, and the ability
of specific micronutrients to ameliorate the lasting effects
of malnutrition and diarrhea.

One potential mechanism involving APOE4 might be
the oxidative stress balance during parasitic infection, possibly
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