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                                                                  RESUMO 

Mecanismo antiinflamatório do peptídeo mimético da Apolipoproteína E (COG 133) 

na recuperação da mucosite intestinal induzida por 5-Fluoruracil em camundongos 

Swiss. Autor: Orleâncio Gomes Ripardo de Azevedo. Mestrado em Farmacologia, 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal 

do Ceará. Defesa: 22 de Setembro de 2010. Orientador: Prof. Dr. Reinaldo Barreto Oriá. 

 

O câncer é uma doença grave que atinge milhares de pessoas no mundo, possuindo altos 

índices de morbidade e mortalidade. Atualmente existem diversos alvos terapêuticos no 

tratamento do câncer, um deles reside no fato de inibir a replicação 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 antiinflamatório do peptídeo 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 injeção 

(dose única) intraperitoneal de 5-FU (450 mg/kg). Alguns animais foram tratados com 

diferentes doses (0,3, 1,0 e 3,0 µM) do peptídeo mimético da apolipoproteína E (ApoE) 

COG133 por via intra-peritoneal, após o desafio com 5-FU. Animais tratados com PBS 

foram usados como controles. Os camundongos foram sacrificados com solução de 

eutanásia 4 dias após o desafio com 5-FU. Algumas amostras de duodeno foram congeladas 

imediatamente em nitrogênio líquido e em seguida armazenadas em freezer a -80ºC para 

biologia molecular. Outras amostras foram fixadas em formaldeído para processamento 

histológico. Monitoramos o peso corporal dos animais e fizemos leucometria a partir de 

coleta de sangue do plexo retro-orbital para avaliação do efeito citotóxico mielosupressor do 

5-FU nos grupos experimentais. Avaliamos os parâmetros morfométricos de altura de vilo e 

profundidade de cripta em segmentos do duodeno. Para a detecção de proteínas de interesse, 

utilizamos o Western blot com a utilização dos seguintes anticorpos IL-1β, TNF-α e iNOS. 

Para o RT-PCR, avaliamos os seguintes primers IL-1β, TNF-α e iNOS. No ensaio de 

citocinas por ELISA, utilizamos os seguintes anticorpos: IL-1β, IL-10, TNF-α. Nas análises 

morfométricas de duodeno, encontramos uma grande redução na altura de vilos e 

profundidade de criptas nos animais tratados com 5-FU, que foi melhorada com a utilização 

do peptídeo COG133 na dose 3,0 µM (p<0,001). Nas análises histopatológicas, observamos 

um intenso infiltrado inflamatório nos animais do grupo que foi injetado como 5-FU, que foi 

parcialmente revertido pela administração do peptídeo COG133. Os dados de ELISA 

evidenciaram um aumento da quantidade de citocinas pró-inflamatórias IL-1β (p<0,05), 

TNF-α (p<0,05) e uma redução da citocina antiinflamatória IL-10 (p<0,05), quando 

comparados ao controle salina, em duodenos de animais que foram injetados com 5-FU. A 

administração do peptídeo COG 133 reduziu os níveis de IL-1β de maneira estatisticamente 

significante (p<0,05 1μM; p<0,001 3μM), TNF-α (p<0,001 na dose de 1,0 μM); p<0,001 na 

dose de 3μM) e para IL-10 (p<0,001 na dose de 3μM). Dados de Western blot evidenciam 

que o peptídeo na dose de 3μM reduziu  de maneira estatisticamente significante a expressão 

de citocinas como IL-1β (p<0,001), TNF-α (p<0,05) e do mediador inflamatório iNOS 

(p<0,05) no duodeno. Pelo protocolo de RT-PCR, encontramos um aumento na expressão do 

transcrito para TNF-α e iNOS  nos animais injetados com 5-FU, o que foi parcialmente 

diminuído pela administração do peptídeo na dose de 3μM para TNF-α (p<0,05) e iNOS 

(p<0,05) pelo ANOVA.  A partir dos nossos achados, podemos concluir que o peptídeo 

mimético da ApoE (COG 133) possui uma ação antiinflamatória, especialmente no 

segmento duodeno, visto que reduz a expressão de citocinas pró-inflamatórias de animais 

desafiados, dessa forma sugerindo sua utilização em humanos com mucosite intestinal sob 

quimio/radioterapia.                                                                                                                                                                                   

Palavras-chaves: mucosite, apolipoproteína 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 µM) 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-1β, TNF-α and iNOS. For RT-PCR, we evaluated the following primers IL-1β, 

TNF-α and iNOS. In the assay of cytokines by ELISA, we used the following antibodies IL-

1β, IL-10, TNF-α. 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 μM 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-1β (p <0.05), TNF-α (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-1β present a statistically significant (p <0.05 1μM, p <0.001 3μM), 

TNF-α (p <0.001 at a dose of 1.0 mM), p <0.001 at a dose of 3μM) and IL-10 (p <0.001 at a 

dose of 3μM). Western blot data show that the peptide at a dose of 3μM reduced to a 

statistically significant expression of cytokines such as IL-1β (p <0.001), TNF-α (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-α and iNOS in animals injected with 5-FU, which was 

partially reduced by the administration of the peptide at a dose of 3μM TNF-α (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. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1.  Câncer, Terapia Antineoplásica e 5-Fluoruracil. 

 

O câncer é um conjunto de mais de 100 doenças que afetam todos os órgãos do corpo, 

sendo causado por um mau funcionamento dos mecanismos bioquímicos de sinalização que 

dirigem o ciclo celular. Ao decorrer dos anos, as células vão acumulando mutações genéticas 

(não reparadas) que levam à transformação carcinogênica. (LEVITZKI, A , KLEIN,S., 2010). 

O estudo da genética do câncer propiciou grande avanço no diagnóstico e tratamento dos mais 

variados tipos de cânceres como a identificação de uma classe de genes que está ligada 

intimamente ao início dos processos neoplásicos, os oncogenes, termo esse que foi adotado 

após pesquisas na leucemia mielóide crônica (LMC) (WEINSTEIN, I. B, 2002). 

 

Oncogenes são genes essenciais para o desenvolvimento do câncer e, normalmente, a 

alteração genética que transforma um proto-oncogene num oncogene leva à transcrição de 

genes-alvos envolvidos na patogênese do câncer e ativação de suas vias de sinalização. 

Células normais geralmente têm mecanismos para detectar essas alterações e ativar um ou 

mais processos endógenos antitumorais, como apoptose ou autofagia, para eliminar células 

com essas alterações. Quando ocorre uma interrupção dos processos antitumorais por uma 

mutação ou deleção de um gene supressor de tumor, as alterações produzidas pelo oncogenes 

se destacam (LENZ, G. 2010).  

 

Um dos fenômenos indutores do surgimento de câncer é a instabilidade genômica o 

que pode ser resultado dos mais variados processos tais como: poliploidia, aneuploidia e 

outros rearranjos cromossômicos, como nas translocações e ainda outras mudanças, incluindo 

mutações nos proto-oncogenes e perda de função dos genes supressores (LEVITZKI, A , 

KLEIN,S., 2010). 

 

Uma das grandes áreas de foco do tratamento do câncer é o alvo terapêutico a partir da 

pesquisa de sinais intracelulares gerados por hormônios, fatores de crescimento, 

neurotransmissores, quimiocinas, citocinas e pequenas moléculas como o ATP. O 
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desenvolvimento mais revolucionário da biologia celular e molecular tem contribuído para a 

compreensão das vias moleculares nos processos oncogênicos. O câncer é um processo que se 

desenvolve com a participação de um evento principal, a perda da estabilidade genômica 

(WARDWELL, N R , MASSION,P.P., 2005). Durante a vida ocorre o acúmulo de eventos 

carcinogênicos que predispõem 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 antineoplásicos e seus mecanismos de ação. 

 

Tabela 01: Classes de antimetabólicos utilizados na terapia do câncer com respectivos 

mecanismos de ação e exemplares típicos. 

 

Fonte: Instituto nacional do Câncer, 2010 

 

A terapia antineoplásica atua reduzindo e controlando as populações de células 

tumorais, reduzindo sua capacidade de metástase e invasão tecidual.  Contudo os regimes 

terapêuticos ainda causam importantes efeitos colaterais, algumas vezes requerendo 

descontinuidade do tratamento e reformulação do esquema posológico. 
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Diversas drogas têm sido testadas em ensaios clínicos reduzindo a ocorrência de 

efeitos colaterais, incluindo drogas que atuam mais especificamente em células neoplásicas 

tais como inibidores de proteína quinase (Gleevec; Gefitinib), inibidores do receptor de EGF 

(Erlotinib), e ainda terapias mais modernas que utilizam iRNA (RNA de interferência), DNA 

antisenso e ainda técnicas com nanopartículas para inserir a droga na célula e com isso 

garantir uma melhor biodisponibilidade  (LEVITZKI, A , KLEIN,S., 2010). 

 

As drogas antimetabólicas atuam inibindo os processos biossintéticos ou se ligando ao 

DNA ou RNA, impedindo sua função normal (LONGLEY, D B et al, 2003). O 5-FU tem sido 

utilizado por muitos anos no tratamento do câncer colorretal, sendo administrado por via 

intravenosa em uma variedade de esquemas terapêuticos com o objetivo de determinar a dose 

ideal. A taxa de resposta global para o 5-FU como um agente único no câncer colorretal 

avançado é bastante limitada (cerca de 10-15%) (JOHNSTON, P G , KAYE,S., 2001), no 

entanto, nos últimos 20 anos, estratégias de modulação importantes têm sido desenvolvidas 

para aumentar a atividade anticâncer do 5 - FU e superar a resistência. Como resultado 

clínico, o 5-FU ficou sendo o principal agente para o tratamento de ambos os estágios do 

câncer avançado e em estágios iniciais. 

 

1.2 Farmacodinâmica do 5-Fluoruracil 

 

 O 5-FU é análogo da uracila que possui um átomo de fluoreto na posição C-5 no lugar 

do hidrogênio (Figura 01), portanto sendo transportado através do transportador de uracila na 

célula. O 5-FU é convertido intracelularmente em alguns metabólitos incluindo o 

monofosfato de fluorodeoxiuridina (FdUMP), 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 fígado no qual a diidropiridina desidrogenase (DPD) 

é abundantemente expressa (DIASIO, R B , HARRIS,B.E., 1989). Os metabólitos dUTP e 

FdUTP são incorporados ao DNA extensivamente, existindo uma relação entre a 

incorporação dos metabolitos tóxicos ao DNA e a perda da capacidade do potencial 

clonogênico nas linhagens celulares neoplásicas. A incorporação pode resultar em toxicidade 

ao RNA em diferentes níveis e não somente inibindo o processamento do pré-RNA a ser 

transformado em RNAm maduro, mas também modificações pós-transcricionais no RNAt 

(GHOSHAL, K , JACOB,S.T., 1994) bem como distorcendo as modificações pós-

transcricionais, inibindo até mesmo o splicing do pré-RNAm. Outro evento que é 
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influenciado até mesmo por baixas concentrações de 5-FU é a poliadenilação do RNAm 

processamento importante na síntese do RNA. Estes estudos in vitro indicam que a 

incorporação do 5-FU tem potencialmente capacidade de distorcer o processamento do 

RNAm levando a profundos efeitos no metabolismo e viabilidade celular. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Modelo esquemático da molécula de 5-FU. Extraído de “5-fluoruracil: mechanisms 

of action and clinical strategies”, Daniel B. Longley. 2003 (LONGLEY D. B. et al, 2003). 

 

1.2.1 Mecanismo de ação do 5-FU 

Diversas estratégias têm sido exploradas para modular a atividade anticâncer de 5-FU, 

que incluem diminuir a degradação de 5-FU, aumentando a ativação e aumentando a 

atividade da enzima timidilato sintase (TS).  Estratégias utilizando a leucovorina, que 

promovem altos níveis intracelulares de folato reduzido, são necessárias para a ligação ideal 

de FdUMP a timidilato sintetase (TS). A leucovorina (LV, 5'-formiltetrahidrofolato) tem sido 

usada para aumentar a concentração intracelular de folato reduzido (CH2THF), sendo 

demonstrado o aumento do folato in vitro com conseqüente diminuição da toxicidade do 5-FU 

em muitas linhagens de células.  

A leucovorina entra na célula através do transportador de folato e é metabolizada para 

CH2THF, e então incorpora uma série de radicais glutamatos pela ação da enzima 

folilpoliglutamato sintetase. A poliglutamação não só aumenta a retenção de complexos 

celulares de folatos reduzidos (CH2THF), mas também melhora a estabilização de seu 

complexo ternário com TS e FdUMP. Em sistemas livres de células, a forma de 

pentaglutamato foi encontrada como sendo 40 vezes mais potente na promoção da formação 

do complexo ternário que o monoglutamato (RADPARVAR, S et al, 1989). Ainda existem os 

inibidores da diidropirimidina desidrogenase que funcionam diminuindo a degradação do 5-

FU. 
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 O 5-FU mostra uma baixa biodisponibilidade devido à sua rápida degradação de 

DHFU por DPD. Várias estratégias têm sido desenvolvidas para inibir a degradação do 

DHFU. A formulação UFT (uracil + Ftorafur) utiliza uma combinação de uracil na proporção 

de 4:1 com uma pró-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) 

têm sido investigados. Um estudo interessante de Spector et al., constatou que a 

administração 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-

administração de DHFU com 5-FU e eniluracil reduziu a taxa de resposta em cerca de 38%. 

Estes resultados indicam que os metabólitos do 5-FU podem interferir com a eficácia 

antitumoral do 5-FU e fornecer uma base para a concepção de novas formulações que inibem 

DPD (Figura 02). 

Figura 02: Mecanismo de ação do 5-Fluoruracil. Fonte: Do herbs, vitamins, and antioxidants 

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 é um local muito susceptível às lesões ocasionadas por drogas anticâncer 

por causa da rápida taxa de “turnover” do epitélio de cerca de 3-4 dias (BOWEN, J M et al, 

2006). A mucosite é um efeito colateral da quimioterapia podendo causar uma queda 

dramática na qualidade de vida dos pacientes, sendo definida como um evento que resulta de 

efeitos tóxicos provenientes da radiação ou quimioterapia nas células da camada basal, 

ocasionando uma perda da capacidade de regeneração tecidual, resultando em morte celular, 

adelgaçamento mural e conseqüente ulceração  (SONIS, S T et al, 2000).  O 5-FU tem sido 

utilizado no tratamento de diversos tipos de cânceres incluindo o colorretal, podendo induzir a 

um processo inflamatório gastrointestinal, referido como mucosite intestinal (LONGLEY, D 

B et al, 2003). Duncan e Grant propuseram que a mucosite está ligada a disfunção epitelial 

sendo dividida em algumas fases tais como: a fase inflamatória, a degradação epitelial e a fase 

de ulceração (DUNCAN, M , GRANT,G., 2003). 

 O 5-FU em combinação com outros quimioterápicos como o Irinotecan® e 

Oxaliplatina® melhora a resposta ao câncer 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 é um passo essencial no entendimento do processo inflamatório. Evidências da 

microscopia eletrônica demonstram que o tecido epitelial e o tecido conectivo sofrem um 

dano que precede as mudanças estruturais em outras partes do trato intestinal devido a 

radiação, sugerindo que a injúria epitelial é um evento precoce no desenvolvimento da 

mucosite induzida por radiação (SONIS, S T et al, 2000).  Outro mecanismo que pode 

desempenhar um importante papel no desenvolvimento da mucosite é a injúria vascular. O 

achado de que o aumento da agregação plaquetária está associado com a toxicidade da 

mucosa, também sugere um possível papel do endotélio vascular e plaquetas na patogênese da 

mucosite (WANG, J et al, 2002).  

 

1.2.3 Estratégias de manejo da mucosite 

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

processos neoplásicos, decorrentes da quimioterapia/radioterapia. É definida como sendo a 
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ocorrência de lesões inflamatórias e/ou ulcerativas no trato oral/gastrointestinal, usualmente 

causada pela utilização de terapias do câncer (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 administração das drogas utilizadas na terapia de câncer. 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (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 avanço do tratamento de carcinoma de cabeça e pescoço. O 

desenvolvimento de uma avaliação multidisciplinar do cuidado inclui o uso freqüente de 

enxaguatórios bucais não medicamentosos no caso da mucosite oral. O uso de protocolos de 

higiene oral também é recomendado, por exemplo, o 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 manutenção de hidratação adequada. Dentre as principais ações terapêuticas 

destacam-se a sulfasalazina via oral por reduzir a incidência da enteropatia de pacientes que 

receberam radioterapia. A amifostina é indicada na prevenção da proctotite (inflamação do 

reto) por radioterapia de câncer colorretal. O sucralfato não é indicado, visto que, em estudos 

recentes não diminuiu de maneira significativa os eventos de diarréia em indivíduos que 

fizeram radioterapia em comparação ao placebo. Drogas como a ranitidina ou omeprazol são 

recomendadas na redução da dor epigástrica causada pelo tratamento com ciclofosfamida, 

metotrexato e 5-FU, tendo ainda outras drogas como a octreotida indicada para prevenção da 

diarréia induzida por altas doses de quimioterapia (PETERSON, D E et al, 2010). 

1.3 Apoliproteína E, aspectos genéticos, bioquímicos e farmacológicos  

O gene da Apolipoproteína E (ApoE = proteína; APOE = gene)  possui 299-

aminoácidos, codificados por um gene polimórfico em um único locus do cromossomo 19. A 

ApoE é responsável pelo transporte de colesterol das células para o fígado para ser 

metabolizado, portanto, desempenhando um papel crítico no metabolismo de lipídeos 

(MAHLEY, R W et al, 2006; MAHLEY, R W , JI,Z.S., 1999). O peptídeo da ApoE é 

produzido principalmente no fígado, no entanto, é também produzido em outros tecidos como 

o cérebro, de modo que cerca de 20-40% do total produzido é provindo de outras fontes extra-

hepáticas (JOFRE-MONSENY, L et al, 2008). O locus estrutural da APOE tem três alelos 

(ALMEIDA, O P , SHIMOKOMAKI,C.M., 1997), em um único locus genético, a saber: os 
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alelos ε2, ε3 e ε4, ao longo do cromossomo 19, codificando três isoformas da proteína 

(ApoE2, ApoE3 e ApoE4) (ALMEIDA, O P , SHIMOKOMAKI,C.M., 1997; STEWART, R 

et al, 2001). A ApoE 3 contém um resíduo cisteína na posição 112 e arginina na posição 158. 

ApoE 2 contém cisteína em ambas as posições e a ApoE 4 contém arginina em ambas as 

posições (WEISGRABER, K H et al, 1981), de maneira que os polimorfismo tem impacto nas 

características da proteínas. A expressão de ApoE no cérebro é um processo altamente 

regulado. Por exemplo, após uma injúria no tecido nervoso, a síntese de ApoE aumenta de 

sobremaneira nos astrócitos cerca de 150 vezes (IGNATIUS, M J et al, 1986; MAHLEY, R 

W, 1988). Em culturas de neurônios, a expressão dos níveis de RNAm aumentou cerca de 3 a 

4 vezes e a de proteínas cerca de 4 a 10 vezes, a partir de uma linhagem de astrócitos isolados  

de camundongos ApoE -/-. As principais células que secretam ApoE no sistema nervosos 

central são os astrócitos e uma pequena expressão na microglia (MORI, K et al, 2004). A 

ApoE também pode ser sintetizada em pequenas quantidades pelos neurônios do hipocampo, 

córtex cerebral, mas não pelo cerebelo (XU, P T et al, 1999) 

Camundongos deficientes de ApoE apresentam aumento da formação óssea, que foi 

atribuído a uma redução na captação de lipoproteínas ricas em triglicerídeos pelos 

osteoblastos (SCHILLING, A F et al, 2005). A densidade mineral óssea é o maior 

determinante do comprimento ósseo estando sob uma regulação genética. O polimorfismo da 

ApoE tem sido estudado como tendo um papel chave no desenvolvimento de riscos de 

fraturas. Alguns estudos encontraram associações entre uma baixa densidade mineral óssea e 

o aumento na ocorrência de fraturas em indivíduos sem o alelo E4 (MACDONALD, H M et 

al, 2008), contudo ainda faltam evidências para definir o papel da ApoE no metabolismo 

ósseo.  

O alelo E4 que está presente em 25% da população caucasiana, sendo associado ao 

aumento no risco do desenvolvimento de doença vascular e ao aumento do risco para a 

Doença de Alzheimer, além disso, o ApoE4 tem sido indicado com modulador de algumas 

outras doenças como doenças coronarianas (JOFRE-MONSENY, L et al, 2008). 

 O mecanismo pelo qual o genótipo ApoE  pode predispor a doença degenerativa e 

cardiovascular ainda não está completamente entendido, tradicionalmente cerca de 40-50% 

dos casos de doença vascular estão associados ao genótipo ApoE4 (SONG, Y et al, 2004). 

Sendo observados também aumentos nos níveis de colesterol e triglicerídeos nos indivíduos 

portadores do alelo E4. Mecanismos antioxidantes e antiinflamatórios parecem exercer papéis 
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chaves no risco aumentado do portador do gene da APOE4 para essas doenças (JOFRE-

MONSENY, L et al, 2008).  

As propriedades antioxidantes da ApoE foram primeiro identificadas em meados da 

última década. Estudos posteriores demonstraram que os genótipos da ApoE podem 

influenciar as propriedades antioxidantes, com impacto no progresso das doenças 

cardiovasculares e doença de Alzheimer. A atividade antioxidante ocorre na seguinte ordem 

de potência: 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 fosforilação da tau, 

proteína envolvida na patobiologia da doença de Alzheimer (HURTADO, D E et al, 2010), 

influenciando o metabolismo do amilóide β (LADU, M J et al, 2000), participando também 

do reparo neuronal (POIRIER, J, 1994). A ApoE derivada dos macrófagos é abundante no 

local da lesão, ocasionada por placas ateroscleróticas, participando também da agregação 

plaquetária, do efluxo de colesterol dos macrófagos, da  expressão de moléculas de adesão 

por células endoteliais e da inibição da migração e proliferação no músculo liso (ZELENY, M 

et al, 2002).  

A estrutura molecular da proteína mãe está demonstrada na Figura 04. A apoE possui 

portanto dois distintos domínios estruturais e funcionais, um domínio hidrofóbico que confere 

afinidade às lipoproteínas plasmáticas e um domínio hidrofílico para o receptor. O domínio 

NH2-terminal de 22 KDa contém a região de ligação da proteína com o receptor. Essa região 

foi identificada entre os resíduos 136 e 150 sendo essencialmente formada de aminoácidos 

básicos, especialmente constituída por lisina e arginina, que são essenciais para ligação ao 

receptor e à fração de heparina. Na ausência de lipídios, nem o domínio NH2-terminal, nem a 

molécula de ApoE inteira é reconhecida pelo receptor LDL. O domínio NH2-terminal possui 

menor afinidade pelas lipoproteínas plasmáticas em relação ao domínio COOH-terminal, 

contudo, o domínio NH2-terminal é capaz de se unir às vesículas fosfolipídicas e de 

tranformá-las em complexos discóides, que se ligam ao receptor LDL, com uma eficiência 

similar à toda proteína. Os dois domínios estão unidos por uma região sensível à digestão por 

uma protease (MAHLEY & RALL, Jr., 2000). 
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 Estudos em modelo de encefalomielite autoimune experimental (EAE) mostraram que 

o peptídeo mimético da ApoE, COG133 reduziu significativamente os sintomas clínicos da 

EAE  quando administrado antes ou após o início da doença. (LI, F Q et al, 2006a) 

 

Figura 03. Estrutura molecular da apolipoproteína E, mostrando o sítio de ligação do receptor 

na extremidade amino-terminal e o domínio carboxi-terminal, que confere a afinidade às 

lipoproteínas plasmáticas. Arg = arginina; Cys = cisteína.  

1.3.1 Metabolismo do Colesterol 

O colesterol é um membro da família dos esteróides com papel essencial na 

manutenção da integridade celular, sendo um componente das membranas celulares, onde 

ocupa o espaço entre as cabeças polares das moléculas de fosfolipídios reduzindo sua fluidez 

(MYANT, N B, 1982). O colesterol é também uma molécula precursora da síntese de 

hormônios esteróides, vitamina D e sais biliares. É derivado a partir da dieta ou sintetizado 

no corpo. Uma dieta humana típica contém cerca de 200 a 500mg de colesterol (LEVY, E et 

al, 2007).  As principais lipoproteínas que transportam colesterol no sangue são os 

quilomícrons, VLDL, LDL e HDL (DURRINGTON, P N, 2007). Os quilomícrons são 

secretados pelos enterócitos no interior do intestino entrando na corrente sanguínea, a partir 

do ducto linfático. Eles são ricos em triglicerídeos que são os principais ácidos graxos das 

gorduras. Os triglicerídeos são absorvidos a partir das micelas formadas no lúmen intestinal 

pelos ácidos graxos e monoglicerídeos, após a hidrólise pelas lipases pancreáticas. No 
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enterócito, os triglicérides são resintetizados e complexados com ApoB para formar os 

quilomícrons (OLOFSSON, S O et al, 2000). 

   

1.3.2 Peptídeo Mimético da ApoE (COG133) 

1.3.2.1 Aspectos Químico-moleculares 

O peptídeo COG 133 da Apolipoproteína E tem peso molecular de 2169,7 daltons e 

fórmula química de C97H181N37O19. Sua sequência de aminoácidos inclui: Ac-Leu-Arg-Val-

Arg-Leu-Ala-Ser-His-Leu-Arg-Lys-Leu-Arg-Lys-Arg-Leu-Leu-NH2. O peptídeo da 

Apoliproteina do (apoE) COG 133, funciona através do receptor de lipoproteína de baixa 

densidade (LRP). È aplicado em diversos modelos de distúrbios neurológicos tendo como 

efeitos a redução dos sintomas de encefalomielite autoimune experimental, um modelo de 

esclerose múltipla humana, suprime a desmielinização, inflamação e infiltração de células na 

medula espinhal, também atua como um antagonista não-competitivo em receptores α7 

nicotínicos para acetilcolina (IC50 = 445 nm). 

 

1.3.2.2 Estudos em trauma e isquemia cerebral  

O traumatismo craniano pode predispor o surgimento de seqüelas neurológicas 

invisíveis. Estudos realizados nos EUA apontam que aproximadamente cinco milhões de 

pessoas estejam vivendo com seqüelas de traumas cerebrais, existe ainda a injúria secundária 

mediada pela excitotoxicidade do cálcio mediada pelo glutamato aumentando o estresse 

oxidativo os quais juntos podem ocasionar morte de células neuronais (WERNER, C , 

ENGELHARD,K., 2007). Variação nos níveis de ApoE é bem conhecida como sendo um 

contribuinte no risco do desenvolvimento da Doença de Alzheimer e que suas isoformas 

possuem atividade antioxidante distinta, estando associadas com respostas variáreis de 

estresse oxidativo incluindo o β-amilóide.  

O alelo APOE4 tem sido associado com níveis reduzidos de atividade enzimática 

antioxidante nos pacientes com doença de Alzheimer (KHARRAZI, H et al, 2008) estando 

também associado com o aumento na produção de óxido nítrico nas plaquetas e macrófagos 

(MARCOURAKIS, T et al, 2008). Jordan e LYE em 2007 e 2000 respectivamente 

demonstraram que o genótipo da ApoE tem um papel significante na recuperação após a 

injúria cerebral, indivíduos com APOE4 possuem uma recuperação mais lenta comparados 
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com indivíduos com genótipo APOE3. Análises moleculares detectaram que genes chamados 

de antiinflamatórios estão pouco expressos em animais que foram submetidos a um protocolo 

de injuria cerebral, tais como SOD1 e 2 (superóxido dismutase) outras proteínas que indicam 

modificações oxidativas gerais foram encontradas em quantidades modificadas tais como 

carbonilas, 3NT e HNE estavam em altas concentrações indicando com isso a elevações 

dessas proteínas nos quadros de injúria cerebral, sendo que as maiores expressões foram nos 

animais com genótipo APOE4 (FERGUSON, S et al, 2010). Estudos prévios demonstram que 

o COG133 que corresponde aos resíduos de aminoácidos 133-149 apresenta alguns papéis 

como neuroprotetor, antioxidante e antiinflamatória, 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 clínicos de desordens neurológicas, incluindo o trauma por injúria craniano, 

esclerose múltipla e a injúria por isquemia/hipóxia (LI, F Q et al, 2006b; LYNCH, J R et al, 

2001). O COG 133 possui em sua estrutura α-hélice uma região ligante do receptor da 

holoproteína nativa da qual foi derivada. Devido a essa propriedade, estudos sugerem que 

essa acentuação na região α-hélice talvez seja a causa de sua atividade antiinflamatória 

aumentada, o que levou ao desenvolvimento do COG1410 (GAY, E A et al, 2006; 

LASKOWITZ, D T et al, 2001). Estudos demonstram que o peptídeo COG 1410 foi benéfico 

quando administrado após o protocolo de trauma craniano por contusão, exibindo efeitos 

robustos na recuperação da função cortical e neuroproteção (HOANE, M R et al, 2006).  

 

1.3.2.3 Estudos em modelos de colite 

A colite ulcerativa é uma desordem do trato gastrointestinal caracterizada pela 

infiltração de leucócitos na mucosa intestinal (FIOCCHI, C, 1998). A colite ulcerativa é uma 

doença inflamatória crônica de etiologia ainda não totalmente esclarecida. Pacientes com 

colite ulcerativa tem risco aumentado de desenvolver câncer colorretal com incidência 

variável em diversas regiões do globo (KULAYLAT, M N , DAYTON,M.T., 2010). Nos 

EUA a incidência é de aproximadamente 4/1.000 e a prevalência gira em torno de 3,5% 

(EADEN, J A et al, 2001). Nos quadros de colite as citocinas tais como IL-1ß, TNF-α têm 

grande importância na migração dos leucócitos e no desenvolvimento da inflamação em si. 

Baseado no princípio que peptídeo mimético COG 133 da apolipoproteína E, como um 
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modulador importante no metabolismo do colesterol, tendo alguns estudos têm demonstrado 

que indivíduos com colite ulcerativa apresentam um distúrbio no metabolismo das 

lipoproteínas. Dessa forma, foi criado o peptídeo mimético COG 112, que possui uma melhor 

permeabilidade transmembrana (RIPOLLES, P B et al, 2006).  Trabalhos demonstram que a 

adminstração do peptídeo mimético COG 112 diminuiu a expressão 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 níveis séricos de lipídios e, 

portanto, doenças cardiovasculares, bem como o risco de desenvolver a doença de Alzheimer 

(AD) (ALVAREZ-ARCAYA, A et al, 2001; STRITTMATTER, W J , BOVA,H.C., 2002). 

Além das mais conhecidas funções da ApoE, novas linhas de investigação têm associado este 

peptídeo de 35 kDa na modulação imunológica e de liberação de citocinas pelo tecido adiposo 

e macrófagos (ZECHNER, R et al, 1991) (BACH-NGOHOU, K et al, 2001). Tem-se 

relacionado o peptídeo ApoE com outras funções alem do transporte de lipídeos. Apesar de 

extensos estudos em modelos de injúria cerebral, nenhum trabalho avaliou o papel da ApoE 

na recuperação da mucosa intestinal após mucosite inflamatória induzida por quimioterápico.  

Trabalhos recentes seguem a linha de investigação sobre o papel da ApoE na 

maturação intestinal e adaptação após a desnutrição pós-natal em camundongos (ORIA, R B 

et al, 2007a). Nossos dados de ApoE com camundongos “knock-out” têm sugerido efeitos 

sinérgicos de ApoE e IGF-1 na recuperação da barreira intestinal. Os camundongos com 

deficiência de ApoE se mostraram profundamente afetados quando submetidos à desnutrição 

pós-natal precoce e não conseguiram recuperar o peso após retorno à dieta quando comparado 

com os controles wild-types. Trabalhos mostram que o RNAm para ApoE aumenta 

abruptamente no fígado de ratos ao nascimento e se eleva novamente durante o período de 

lactação, sugerindo que a ApoE desempenha um papel crítico no início desenvolvimento pós-

natal. Além disso, a expressão do RNAm para ApoE no fígado aumenta após 10 horas de 

jejum em lactentes, sugerindo que a expressão do gene APOE em hepatócitos de ratos muda 

durante o desenvolvimento conforme variações nos níveis de insulina e glucagon 

(MANGENEY, M et al, 1989).  

Além disso, o aumento da expressão gênica da ApoE acompanha a diferenciação de 

linhagens celulares intestinais in vitro (REISHER, S R et al, 1993). ApoE parece também ter 



31 
 

um papel no estabelecimento da integridade das tight junctions em linhagens celulares de 

intestino (NIEMI, M et al, 2002). Outras evidências mostram ruptura da barreira hemato-

encefálica de camundongos com deficiência de ApoE, especialmente após injuria 

(FULLERTON, S M et al, 2001; METHIA, N et al, 2001). A barreira hemato-encefálica é 

composta principalmente de tight junctions entre células endoteliais, algo semelhante à 

barreira intestinal ao longo dos enterócitos.  

Também é sugerido um papel dos complexos ApoE e colesterol no intestino durante o 

processo inflamatório pela constatação de que a ApoE é secretada em enterócitos em resposta 

à 25-OH colesterol em células Caco-2 polarizadas e esta secreção é reduzida pelo LPS 

(RIPOLLES, P B et al, 2004). Além disso, os polimorfismos no gene ApoE (E4) causa um 

aumento da expressão (upregulation) da proteína transportadora catiônica para L-Arginina 

(CAT-1), que tem sido associada com o aumento da captação da L-arginina por células da 

neuroglia (COLTON, C A et al, 2002; RIPOLLES, P B et al, 2004). Esse mesmo processo 

ocorre em enterócitos, ainda está para ser explorado. Aumento da captação de L-arginina 

preferencialmente por enterócitos (ou pelo intestino) poderia melhorar a função da barreira 

intestinal, o fluxo sanguíneo em mucosas e a resposta imunológica para reparo das mucosas 

(proliferação e migração celulares) após a lesão, possivelmente aumentando a síntese de 

poliaminas via óxido nítrico sintetase constitutiva (cNOS) (RHOADS, J M et al, 2004). Por 

outro lado, estimulando a produção excessiva de óxido nítrico a partir da isoforma NOS 

induzida (iNOS), durante o estresse oxidativo devido à quimioterapia, poderia gerar espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio e, em última análise a ruptura da barreira intestinal 

(NAGAHAMA, S et al, 2002).  

O equilíbrio fisiopatológico entre ambas as isoformas de NOS durante a lesão do 

epitélio intestinal e reparo em relação à captação de L-arginina por parte da CAT-1 não é 

muito conhecida.  A inibição da iNOS pode ser alcançada por análogos estruturais dos seus 

substratos, incluindo os não-seletivos N-G-nitro-L-arginina-metilesther (L-NAME) e 

aminoguanidina (inibidor mais seletivo para iNOS). O papel funcional do óxido nítrico no 

intestino inclui: integridade epitelial vascular, o fluxo sanguíneo e neurotransmissão 

relacionada com tônus muscular (TAKAHASHI, T, 2003; THOMAS, S et al, 2001). O papel 

da ApoE e suas isoformas no transporte de L-arginina em enterócitos na ativação/inibição da 

enzima óxido nítrico sintetase continua elusivo, especialmente durante os estados 

inflamatórios, mas a abordagem farmacológica com bloqueadores competitivos seletivos e 

não-seletivos contra as isoformas de NOS poderá ajudar a compreender sua função in vivo. 
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Recentemente, uma nova terapia farmacogenômica, a partir de um novo peptídeo ApoE 

(COG133), compreendendo os resíduos 133-149 da ApoE, está disponível. Esse peptídeo 

mimético concorre com a holoproteína para o receptor LDL, com potente propriedade 

antiinflamatória em modelos de lesão 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 o novo peptídeo ApoE age na redução do depósito 

amilóide pela microglia no SNC, preservando a função cognitiva de animais experimentais, 

não é bem conhecido. Curiosamente, este efeito protetor foi encontrado apenas em 

camundongos transgênicos ApoE para as isoformas recombinante humanas APOE2 e 

APOE3, mas não para APOE4, esta última tendo uma posição dominante e efeito mais forte 

com perda da plasticidade após lesão cerebral. Apesar dos efeitos deletérios da APOE4 em 

pacientes com lesão cerebral e acidente vascular cerebral  (MCARRON, M O et al, 1998; 

MCCARRON, M O et al, 1999), recentemente, alguns estudos têm documentado proteção 

cognitiva mediada pela APOE4 em crianças e recém-nascidos (ALEXANDER, D M et al, 

2007; WRIGHT, R O et al, 2003), mas não 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 crianças.  

Nossos estudos de coorte com crianças com diarréia, em comunidades carentes, sob 

vigilância epidemiológica desde o nascimento, têm demonstrado um inesperado papel 

protetor da APOE4 contra os déficits cognitivos observado em crianças com alta morbidade 

de doenças diarréicas nos dois primeiros anos de vida (mas não naqueles com menor 

ocorrência de diarréia) (ORIA, R B et al, 2005). Sugerimos que o efeito protetor da APOE4 

em crianças com desnutrição e diarréia pode ser através do aumento da absorção de colesterol 

e do transporte da L-Arginina por enterócitos (ORIA, R B et al, 2007b). Este efeito protetor 

provavelmente também pode estar relacionado a melhor resposta imunológica contra 

patógenos intestinais (por respostas de proteção ao NO).  

Com base nestes resultados, a terapêutica farmacogenômica com o novo peptídeo 

ApoE (LASKOWITZ, D T et al, 2007) poderia ser benéfica em crianças com severa 

morbidade de diarréia e não portadoras do alelo APOE4, e ao mesmo tempo preservando os 

resultados positivos em crianças com APOE4. Este projeto poderá também beneficiar, 

portanto, estudos pré-clínicos em modelos animais de doenças entéricas, com base nos dados 
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obtidos inicialmente no efeito do peptídeo da ApoE na mucosite induzida por quimioterapia, 

proposto aqui.  

Além disso, o nosso plano de estudo inclui a avaliação do possível efeito 

complementar entre alanil-glutamina e o peptídeo ApoE COG133. O nosso grupo tem 

demonstrado o papel da glutamina e seus derivados na recuperação da mucosite intestinal 

induzida pelo 5-FU, principalmente devido a um aumento da proliferação celular ao nível da 

cripta intestinal (CARNEIRO-FILHO, B A et al, 2004). Outros 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 crianças em comunidade carentes e em 

estudos com doentes infectados pelo HIV, a glutamina consistentemente melhora os sintomas 

da diarréia e doenças 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-

inflamatória da fração ApoE protetor  no intestino e, por conseguinte, acelerar o reparo da 

barreira morfofuncional intestinal, após injúria induzida pelo 5-FU. Optamos dessa forma por 

explorar um modelo de desafio com 5-FU e o efeito deste novo peptídeo ApoE em relação a 

morfologia do epitélio intestinal, efeito na  libertação citocinas pró-inflamatórias associadas 

com o desafio de 5-FU. O intestino é um local muito suscetível a lesões ocasionadas por 

drogas anticâncer (BOWEN, J M et al, 2006). A mucosite é um efeito colateral da 

quimioterapia no qual ocorre uma queda na dramática 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 Apoliproteína E e distúrbios neurológicos 

O peptídeo ApoE tem relações com diversas patologias que afetam o ser humano nos 

mais variados sistemas biológicos como por exemplo o sistema nervoso. Uma das doenças 

mais conhecidas da atualidade é a doença de Alzheimer a qual não possui sua etiopatogenia 

totalmente elucidada, no entanto estudos demonstram a relação que essa doença possui com 

os diferentes tipos de genótipos da ApoE (AYBEK, H et al, 2007; PEROUTKA, S J , 

DREON,D.M., 2000). Estudos demonstram de forma consistente a associação do alelo ε4 

com o desenvolvimento de doença de Alzheimer enquanto, ao que tudo indica, o alelo ε2 

parece ter um papel protetor no desenvolvimento da doença (RAYGANI, A V et al, 2006). 

Estudos também recentes demonstram que eventos celulares envolvendo stresse oxidativo 
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talvez seja o mecanismo básico para diversas doenças neurodegenerativas como a doença de 

Alzheimer (MAZUR-KOLECKA, B et al, 2006) tendo como principais substâncias atuantes 

os radicais livres os quais estão envolvidos em reações sejam elas enzimáticas ou não. Um 

dos sistemas de defesa enzimática é o sistema superóxido dismutase que converte radicais 

superóxidos em peróxido de hidrogênio tendo a participação da glutationa peroxidase e 

catalase que convertem a molécula de H2O2 em água. Como exemplo do sistema não 

enzimático, existe o acido ascórbico (Vit. C), α-tocoferol, GSH e o β-caroteno que promovem 

um balanço intracelular dos níveis de antioxidantes essenciais a sobrevivência das células 

(PULIDO, R et al, 2005).  

Estudos recentes apontam uma freqüência estatisticamente significativa menor do 

genótipo ε4 nos indivíduos que desenvolveram doença de Alzheimer quando comparados à 

população geral sugerindo uma relação íntima da ocorrência do genótipo com o 

desenvolvimento da doença. Estudos correlacionaram ainda o genótipo ε4 com a capacidade 

enzimática desses pacientes. Os pacientes portadores do alelo 4 possuíam baixos níveis de 

atividade de GSH e CAT (catalase), importantes para evitar o desenvolvimento da doença, 

visto que os radicais livres contribuem em grande parte para a patofisiologia da doença de 

Alzheimer.(KHARRAZI, H et al, 2008). 

Outros estudos correlacionam o genótipo ApoE com outros fatores de risco para o 

desenvolvimento da doença de Alzheimer tais como os níveis da proteína Tau, os níveis do 

fluído cerebroespinhal e  o imageamento através de ressonância nuclear magnética. 

Resultados recentemente publicados reforçam que o volume do fluído cerebroespinhal está 

intimamente ligado ao genótipo da ApoE, mas é menos associado coma deficiência cognitiva, 

demonstraram ainda que os níveis de amilióde beta foram significante maiores nos indivíduos 

que eram carreadores do alelo ε4 (VEMURI, P et al, 2010). 
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2. JUSTIFICATIVA  

 

Atualmente não existe tratamento efetivo para os efeitos colaterais resultantes da 

quimioterapia, como por exemplo, a mucosite intestinal. Portanto, esse trabalho propõe 

investigar o papel do peptídeo mimético da apolipoproteína E (COG 133) no modelo de 

mucosite induzida por 5-FU em camundongo Swiss, baseado na literatura científica que 

demonstra o seu papel na redução do quadro inflamatório em modelos de injúria no SNC. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Gerais  

Verificar o efeito antiinflamatório do peptídeo mimético da Apolipoproteina E (COG 

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

3.2 Específicos 

3.2.1 Avaliar o efeito do peptídeo mimético da Apolipoproteína E (COG 133) em 

diferentes doses, nos parâmetros morfométricos altura de vilos e profundidade de 

criptas. 

3.2.2 Avaliar o efeito do peptídeo mimético da Apolipoproteína E (COG 133) em 

diferentes doses, na leucometria dos animais desafiados pela mucosite intestinal 

induzida pelo 5-Fluoruracil. 

3.2.3 Avaliar o efeito do peptídeo mimético da Apolipoproteína E (COG 133) nas doses 

de 0,3;1 e 3μM, no ensaio de ELISA para as citocinas próinflamatórias IL-1β, 

TNF-α e o mediador inflamatório iNOS. 

3.2.4 Avaliar o efeito do peptídeo mimético da Apolipoproteína E (COG 133) nas doses 

de 0,3;1 e 3μM, no ensaio de ELISA para as citocina antiinflamatórias IL-10. 

3.2.5 Avaliar o efeito do peptídeo mimético da Apolipoproteína E (COG 133) em 

diferentes doses, no ensaio de mieloperoxidase em amostras de duodeno de 

animais desafiados pela mucosite intestinal induzida pelo 5-Fluoruracil. 

3.2.6 Estudar o efeito do peptídeo mimético da Apolipoproteína E (COG 133) na dose 

de 3μM na expressão de citocinas próinflamtórias IL-1β, TNF-α e do mediador 

inflamatório iNOS avaliadas pelo Western blot. 

3.2.7 Estudar o efeito do peptídeo mimético da Apolipoproteína E (COG 133) na dose 

de 3μM na expressão de citocinas próinflamatória  TNF-α e o mediador 

inflamatório  iNOS avaliadas pelo RT-PCR. 

 

 

 

 



39 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 



40 
 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Ética 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 Ceará. 

Todos os protocolos experimentais seguiram as diretrizes do Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA) e do Conselho de Ética para Cuidado Animal da 

Universidade Federal do Ceará. Os animais foram mantidos em caixas com ração Fri-Ribe® 

(São Paulo – SP) e água ad libitum até o dia do sacrifício, respeitando o ciclo circadiano dos 

animais. Foram mantidos em ciclos claro-escuro de 12 horas.  

4.2 Indução Mucosite e Obtenção dos Tecidos 

O quadro de mucosite foi induzido pela administração de 5-fluoruracil (450mg/kg) via 

intraperitoneal nos camundongos Swiss. Os tratamentos foram administrados nos dias (1º ao 

4º dia) com a eutanásia no 4º dia por overdose do anestésico cloridrato de cetamina 

(KONIG®) e cloridrato de xilazina (KONIG®). A verificação da ocorrência clínica de 

mucosite foi feita através de eventos diarréicos nos camundongos. Foi proposto o modelo de 

retirada dos segmentos de duodeno até 5,0 cm após a válvula pilórica com a seguinte ordem 

para cada protocolo experimental, vide Figura 04. Os segmentos possuíam cerca de 1,0 cm 

para cada um dos procedimentos listados abaixo. 

            

Figura 04: Posição dos segmentos  de duodeno retirados para os protocolos 

experimentais,sendo o primeiro fragmento mais proximal e o quinto fragmento mais distal ao 

marco anatômico pilórico. 
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4.3 Drogas, reagentes, primers e anticorpos. 

 

O 5-fluoruracil (Itapevi, Brasil) foi gentilmente cedido pelo Laboratório de Inflamação 

e Câncer (LAFICA) para indução do quadro de mucosite intestinal.  O peptídeo ApoE 

(COG133) foi obtido através do professor Dr. Michael P. Vitek, PhD, da Duke University 

(Carolina do Norte, EUA). Foi feita uma solução concentrada a 691µM a partir da qual se 

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

 Os anticorpos foram adquiridos através da Santa Cruz Biotechnology (Califórnia, EUA), 

listados abaixo: 

 Anticorpo primário TNFα (N-19)  IgG HRP aliquotado em 1000μl e com peso 

molecular de 17kDa. 

 Anticorpo primário IL-1β (H-153) IgG HRP aliquotado em 1000μl e com peso 

molecular de 17 kDa. 

 Anticorpo primário NOS2 (H-174) IgG HRP aliquotado em 1000μl e com peso 

molecular de 130 kDa. 

 Anticorpo secundário Donkey Anti-rabbit IgG-HRP  aliquotado em 0,5ml. 

 Anticorpo secundário Rabbit anti-goat IgG HRP aliquotado em 0,5 ml. 

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

solicitados pela Invitrogen (São Francisco, EUA). 

 β-Actina 5’- AATAGTGATGACCTGGCCGT - 3’(Antisenso), 5’– 

AGAGGGAAATCGTGCTGCGTGAC – 3’ (Senso);  

 TNF- α 5’ –GTCACTGTCCCAGCATCTT - 3’ (Senso), 5’-  

CTGTGAAGGGAATGGGTGTT-3’ (Antisenso) ;  

 iNOS 5’ – CAGCTGGGCTGTACACCCCTT – 3’ (Senso), 5’ –

ACTTGGAAGTGAAGCGTTTCG – 3’ (Antisenso);   

 

4.4.      Tratamento 

O peptídeo mimético da apoE COG133 foi administrado diariamente (12h/12h) nas 

doses de 0,3, 1 e 3µM por via intraperitoneal, diluído em solução salina. A primeira injeção 

foi feita 1h antes da administração do 5FU (450 mg/Kg, dose única, i.p.) e em três dias 
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consecutivos, doravante. O controle positivo foi desafiado com 5-FU e recebia solução salina 

de acordo com as condições descritas acima.    

4.5 Morfometria 

A análise morfométrica foi feita utilizando o software Image J 1.4® (NIH – National 

Institute of Health, Bethesda, MD, EUA). Inicialmente, foi feito procedimento de calibração 

no software através de régua micrométrica para micrômetros. Após a calibração, foi feita 

análise morfométrica das microfotografias de cortes teciduais de duodeno. Os parâmetros 

analisados foram altura dos vilos e profundidade de criptas, que são marcadores de 

integridade do tecido intestinal. Descrição do método de medição da altura do vilo. A 

medição de profundidade de cripta foi feita através da base da cripta até seu ápice (Figura 

05). Foram selecionados cortes longitudinais de criptas e vilos íntegros para efeito de análises. 

Figura 05. Método esquemático morfométrico usado na análise da altura de vilos e 

profundidade de cripta, utilizando o programa Image J versão 1.44 (NIH, Bethesda, MD, 

EUA) 

4.6 Contagem de leucócitos 

Para a avaliação da ação citotóxica do 5-fluoruracil foi feita contagem dos leucócitos 

em câmara de Newbauer. Os animais foram anestesiados em éter, posteriormente foi colhido 

sangue do plexo orbital, de onde, através de capilaridade foi extraído o sangue periférico que 

foi misturado com uma solução a 3% de ácido acético (solução de Turk) na proporção de 

1:20. (Figura 06) 
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A contagem foi feita efetuando-se as correções numéricas devido à diluição. O valor 

final da contagem era dado em quantidade de células por mm
3
 ou ml. 

 

Figura 06. Desenho esquemático do protocolo de coleta e contagem de leucócitos 

 

4.7 Ensaio de mieloperoxidase (MPO) 

A atividade de MPO, uma enzima encontrada nos grânulos azurófilos de neutrófilos, é 

utilizada como marcador da presença de neutrófilos no tecido inflamado, determinada por 

método colorimétrico e leitura final realizada em leitor de ELISA. Uma porção do duodeno 

foi coletada e incubada em solução de HTAB a 0,5% (brometo de hexadeciltrimetilamonio), 

na proporção de 50mg de tecido por mL, e homogeneizada e centrifugada (1500 g/15 min a 

4ºC). O sobrenadante foi transferido para um Epperdorf® e novamente centrifugado (10min) 

para melhor remoção de contaminantes. Após plaqueamento de 7µL do sobrenadante (placas 

de 96 poços), 200 µL da solução de leitura (5 mg O-dianisidine; 15 µL H2O2 1%; 3 mL 

tampão fosfato; 27 mL H2O) foram adicionados e lidos a 450nm (to=0 min e t1=1 min). A 

mudança na absorbância foi obtida e expressa como MPO/mg de tecido (atividade de MPO). 
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Figura 07. Desenho esquemático do protocolo de mieloperoxidase. 

 

4.8 Ensaio de Citocinas 

Dilui-se o anticorpo de trabalho em PBS sem proteínas. Essa solução de anticorpo 

diluída  (100μl) é adicionada em cada poço e incubado  “overnight”. Cada  poço foi aspirado 

e em seguida lavado com tampão de lavagem (400 μl), repetindo o processo duas vezes para 

um total de três lavagens. Em seguida, foi feito bloqueio das placas adicionando-se 300 μL de 

reagente diluente para cada poço, com incubação em temperatura ambiente por um período 

mínimo de 1 hora. O ciclo aspiração/lavagem foi repetido. Nesse passo as placas já estão 

prontas para a adição da amostra (Minneapolis, EUA). 

4.8.1 Procedimentos de Ensaio 

Adicionam-se 100μL de amostra ou padrão em reagente diluente por poço. A placa é 

coberta e incubada durante duas horas em temperatura ambiente.  Em seguida, o poço é 

aspirado e lavado. 100μL do anticorpo de detecção (diluídos em reagente diluente) é em 

seguida adicionados em cada poço. A placa é coberta (para se evitar a exposição da luz) e 

incubada por 2 horas em temperatura ambiente, seguida de aspiração e lavagem. 100μL de 

solução de trabalho com streptavidina-HRP é adicionada para cada poço. A placa é coberta  e 

incubada por 20 minutos em temperatura ambiente, sendo em seguida aspirada e lavada. 

Adicionam-se 100μL de substrato em cada poço, com incubação de 20 minutos em 

temperatura ambiente. Após esse procedimento,  50μL de solução de parada é adicionada para 

cada poço. A leitura da densidade óptica é feita imediatamente usando uma leitora ELISA de 

microplacas ajustada para 450 nm. Se a correção de comprimento de onda estiver disponível, 

definimos 540 nm e 570 nm. Caso a correção de comprimento de onda não está disponível, 

subtraímos leituras em 540 nm e 570 nm a partir das leituras em 450 nm. Esta subtração 
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corrige as imperfeições ópticas na placa. Leituras feitas diretamente em 450 nm sem correção 

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

Tampões contendo uma grande quantidade de proteína devem ser feitos sob condições 

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

 

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

 

4.9 Western blot 

4.9.1 Procedimento experimental 

Para as análises moleculares de Western blot e RT-PCR foram usados apenas o grupo 

tratado de 3,0 μM, devido à melhor resposta obtida nas análises de ELISA para IL-1β e TNF-

α, e os controles. Os tecidos foram retirados do freezer a -80ºC, descongelados  e transferidos 

para tubos de ensaio limpos com volume suficiente de solução contendo coquetel inibidor de 

protease (1:10; armazenado a -20 ºC) e tampão de lise (5mL Triton X–100%; 1mL 

Nonaetileno Glicol Octilfenil Éter (substituto Nonidet® P40; cát. # 11 332 473 001; 

Mannheim, Alemanha.) 0,2%; 1mL EDTA 2mM) na proporção de 1:100. As amostras foram 

homogeneizadas a uma rotação que variou entre 3000 – 5000 r.p.m, sendo o homogeneizador 

lavado, primeiramente em álcool a 70% e depois em dH2O, antes de triturar cada amostra, 

com o intuito de evitar contaminação. Os homogenados foram centrifugados a 14.000 r.p.m 

por um tempo de 5-10 min em câmara 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 padronização da quantidade de proteína nas 

respectivas amostras. No ensaio de BCA, usamos o kit (Pierce, IL, USA), que consiste em 2 

reagentes A (carbonato de sódio, bicarbonato de sódio), reagente de detecção do BCA e 

tartarato de sódio em 0,1N de hidróxido de sódio) e B (4% de CuSO4). A solução foi 

preparada a uma proporção de 1:50 de CuSO4 a 4% em reagente BCA, com uma amostra 

controle negativa chamada de blank. Após o preparo das substâncias, as amostras foram 

incubadas a 37ºC no banho Maria por 30 min. Em seguida, foi feita a leitura com 

espectrofotômetro com leitura em comprimento de onda de 552 nm. Uma curva padrão foi 

definida previamente juntamente com as leituras experimentais de absorbância, calculando-se 

as concentrações de proteínas usando regressão linear (μg/ml) a partir do programa GraphPad 

Prism®. Os valores foram convertidos para μg/µl, dividindo-os por 10 (deve-se levar em 

consideração a diluição de 1:100 já feita no ensaio BCA). A tabela 02 abaixo mostra o 

modelo de curva padrão utilizado no ensaio BCA. 

 

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

 Concentração 

(µg/mL) 

Absorbância  

 

X 

 

Y 

Conc. 

Atual 

(µg/µL) 

Vol. p/ 

50µM de 

proteína 

(µL) 

Vol. 

de 

dH2O 

(µL) 

0,1% 

Bromofenol 

Azul (µL) 

5X 

Sample 

Buffer 

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 aleatória 

 

 



47 
 

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 concentração de 12,5%.  Para preparar o mini-gel são necessários 50μg de 

proteína para cada poço. Portanto, foram usadas as concentrações das amostras padronizadas 

no ensaio BCA de proteína. As alíquotas após padronização foram transferidas para novos 

tubos contendo tampão de amostra (0,5 M Tris, pH 6,8; glicerol, SDS a 10%, dH2O, beta-

mercaptoetanol) e água. As alíquotas foram aquecidas até fervura durante 5 minutos (para 

desnaturação). As amostras foram centrifugadas antes da corrida no gel. Montou-se o aparato 

completo, enchendo com tampão de corrida (50 mM de Tris, glicina a 385 mM e SDS a 

0,1%). As amostras foram adicionadas  com ponteiras apropriadas (Fisher-Brand®, 1-200μL) 

nos poços do gel. Um marcador ladder de proteína foi adicionado no gel num volume de 5μL 

(Invitrogen®, Califórnia, EUA) para referência 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 Transferência para Membrana 

Foi realizada em seguida a transferência do gel para membrana de nitrocelulose a 

partir de “sanduíche” contendo esponja, papel de filtro, gel e a membrana. Após o 

acoplamento do “sanduíche” ao aparato, foi adicionado o tampão de transferência (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 transferência ou então overnight 

em voltagem constante de 35V em geladeira. 

4.9.5 Bloqueio com leite em pó 

Foi feito bloqueio com leite em pó a 5% diluído em tampão de lavagem (NaCl; Tris 

base; dH2O) com o pH ajustado para 7,6 (com HCl, 1N), na plataforma de agitação por 1 hora 

em temperatura ambiente. Algumas vezes, esse passo de bloqueio foi realizado overnight, a 

frio, possibilitando uma maior eliminação de background. 

4.9.6 Anticorpo Primário 

  A membrana foi incubada por um período de 1h na plataforma de agitação em 

temperatura ambiente em uma solução contendo 10mL de solução a 5% de leite desnatado em 

pó (previamente explicitada) com o anticorpo primário de escolha. A diluição dos anticorpos 
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primários foi de: IL-1β (1:400), TNF-α (1:400), iNOS (1:800) e actina (1:1000). Após a 

incubação com o anticorpo primário, lavamos a membrana com o tampão de lavagem por 10 

minutos. 

4.9.7 Anticorpo Secundário 

 Logo após a incubação com o anticorpo primário, foi feita a incubação com o 

anticorpo secundário para que houvesse a ligação específica antígeno–anticorpo primário-

anticorpo secundário e posterior revelação do filme por quimioluminescência. Utilizamos um 

volume 10 ml da solução de leite em pó 5% e efetuamos a diluição do anticorpo secundário 

conjugado HRP. A membrana foi incubada com o anticorpo primário durante 1 hora, após 

esse tempo,  a solução foi removida e a membrana foi lavada com tampão de lavagem (3 

vezes, 10 min cada), na diluição de 1:1000. 

4.9.8 Revelação da Membrana 

 Com o objetivo de revelar as bandas de proteínas contidas na membrana de 

nitrocelulose, foi realizado o protocolo de  ECL no qual utilizamos uma solução de 

quimioluminescência contendo Tris, ácido cumárico, luminol e H2O2.  A revelação foi feita 

em filme radiográfico em sala escura.  Após a revelação, o filme foi escaneado com o 

objetivo de mensurar a densitometria das bandas de proteínas. 

4.9.9 “Stripping” da Membrana 

 O protocolo de stripping da membrana foi realizado com o objetivo de detectar a 

presença de outras proteinas de interesse na mesma membrana sem necessitar a realização de 

um outro western blot (BCA e eletroforese). No stripping ocorre a remoção dos anticorpos 

incubados no blot anterior, após lavagem para remover o substrato de quimiluminescência e o 

anticorpo primário.  Em seguida, incuba-se a membrana em uma solução chamada Restore™ 

Western Blot Stripping Buffer (Pierce, IL, EUA) por 5-15 minutos em temperatura ambiente.  

Após lavagens com tampão de lavagem,  um novo bloqueio e novas incubações foram feitas 

com o novo anticorpo primário de interesse. 
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Figura 09. Aparato de western blot do laboratório de bioquímica. 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 transferência do conteúdo do gel para a membrana de 

nitrocelulose. (D) procedimento de transferência. 

4.10 RT-PCR 

4.10.1 Extração do RNA 

As bancadas de PCR foram preparadas com desinfecção prévia com álcool a 70%, e 

eliminador de nuclease (Amresco, Ohio, EUA). Os tecidos foram retirados do freezer -80ºC, 

descongelados e pesados para obter fração de 30mg em balança da precisão Bioprecisa®. As 

frações de tecidos foram trituradas em uma solução de 600μl de tampão RLT (Qiagen, 

Maryland, USA), sendo que para cada mudança de tecido o triturador era limpo com água 

destilada e álcool 70%.  Após a maceração completa do tecido, foi realizada uma 

centrifugação da mistura e retirado o sobrenadante, sendo colocado em um novo tubo no qual 

se adicionou 600 μl de álcool a 70%. Dessa mistura se retirou uma alíquota de 700 μl 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 

350μl de tampão RW1 (Qiagen, Maryland, EUA) diretamente na membrana da coluna e nova 

centrifugação a 10.000 rpm por 15s, reutilizando o tubo. Em seguida, foi adicionada solução 

de DNase I (Qiagen,Maryland, EUA) e tampão RDD (Qiagen, Maryland, USA), repousando a 

mini-coluna em temperatura ambiente por 45 min. Em seguida foi adicionado o tampão RW1, 

sendo a mini-coluna centrifugada com descarte do filtrado. Transferiu-se a coluna para um 
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novo tudo pipetando 500 μl de tampão RPE (Qiagen, Maryland, USA) diretamente na coluna, 

com nova centrifugação e descartando o filtrado. Para eluir, pipetou-se 30 μl de água livre de 

RNase centrifugando o tubo a 10.000 por 1 min para obter amostra com RNA 

4.10.2 Análise de Espectrografia 

 Foi feita análise da quantidade do RNA extraído após padronização  do controle 

(blank) em um Uvette®  (Eppendorf, Alemanha) em espectrofotômetro (Biophotometer®, 

Eppendorf, Alemanha).  

4.10.3 Transcrição Reversa 

Adicionou-se o conteúdo de 2 μl de Oligo dT (Invitrogen, CA, EUA), 2 μl de dNTP 

mix a 10 μM (10 mM de dATP, dGTP, dCTP e dTTP)( Invitrogen, CA, EUA) com 2 μg de 

RNA total previamente calculado em tubo de PCR. A mistura foi aquecida por 5min a uma 

temperatura de 65ºC. Adicionou-se 8μl de tampão FS 5X (Invitrogen CA, EUA), 4µL DTT 

0.1M (Invitrogen CA, EUA), 2 µL RNaseOUT™ (Invitrogen, CA, EUA). O conteúdo foi  

misturado e incubado em banho Maria a 37ºC por 2 min. Adicionou-se 1μl de transcriptase 

reversa (SuperScript, BioRad, PA, EUA) na amostra. Os tubos de PCR foram levado ao 

termociclador para reação a 37ºC  por 50 min, sendo a reação inativada a 70ºC durante 15min. 

 

4.10.4 Primers Utilizados 

 β-Actina 5’- AATAGTGATGACCTGGCCGT - 3’(Antisenso), 5’– 

AGAGGGAAATCGTGCTGCGTGAC – 3’ (Senso);  

 TNF- α 5’ –GTCACTGTCCCAGCATCTT - 3’ (Senso), 5’-  

CTGTGAAGGGAATGGGTGTT-3’ (Antisenso) ;  

 iNOS 5’ – CAGCTGGGCTGTACACCCCTT – 3’ (Senso), 5’ –

ACTTGGAAGTGAAGCGTTTCG – 3’ (Antisenso);   

 IL-1β 5’ – GTGCAAGTGACTCAGGGTGA – 3’ (Antisenso), 5’ – 

GCTGAAGGAGTTGCCAGAAA - 3’ (Senso) 
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4.10.5 Amplificação 

 

Procedeu-se com a reação da cadeia de polimerase com cDNA, primer foward, primer 

reverso, água livre de RNase (13μl), Taq Polimerase (GoTaq Green Polimerase®,Promega, 

WI, EUA)(25μl) tendo um volume final de 50μl. 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 tampão tris-acetato (TAE 1X, Tris-base, 

ácido acético glacial e EDTA) em uma béquer com 2g de agarose ultra-pura (solução a 2%) 

(Invitrogen, PA, EUA), com aquecimento em microondas em potência máxima por 2 min. 

Após a dissolução da agarose, adicionou-se 3μl de brometo de etídio (Sigma, MO, EUA). A 

agarose com brometo de etídio foi adicionada em aparato de eletroforese com pente até 

formar o gel. Após esse período, adicionou-se em cada poço um volume de 18μl do produto 

de amplificação com 2 μl do corante (azul de bromofenol a 0,1%). Em um dos poços, 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 análise dos géis foi feita através de um 

aparelho de fotodocumentação (Bio-Rad, PA, EUA), confirmando o produto de amplificação 

de acordo com a quantidade de pares de bases. A análise densitométrica foi feita pelo 

software Image J (NIH, Bethesda, Maryland, EUA) após normatização com actina. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: (A) Mini coluna de extração de RNA, (B) fotodocumentador (BIORAD®) e 

computador para processamento das imagens (C) termociclador (TECHNE®, Progene),  

estação de trabalho do RT-PCR . 
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5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram mostrados como média ± erro padrão da média (E.P.M.). O teste 

de variância ANOVA seguido pela correção 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 medições não-paramétricas forem necessárias. O valor de p 

<0,05 foi usado para indicar diferenças significativas. Utilizou-se ainda o teste de T student 

não pareado para comparaçõa entre dois grupos. 
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6 RESULTADOS 

 

 

6.1      Avaliação do parâmetro peso dos animais desafiados pela mucosite intestinal. 

A indução de mucosite intestinal adaptada pelo Laboratório de Farmacologia e 

Inflamação e Câncer (LAFICA) foi utilizada nesses protocolos.  Foi avaliado o papel de três 

doses de peptídeo COG 133 da ApoE (0,3; 1 e 3μM) durante quatro dias após a administração 

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 não apresentaram 

diferença de peso no início do protocolo. Não houve diferença estatística entre os grupos que 

foram injetados nas diferentes doses do peptídeo após o desafio com 5-FU, em relação ao 

ganho de peso ponderal, onde se evidencia que todos os grupos perderam peso, inclusive os 

animais controles, bem como os animais tratados com o peptídeo COG 133.  No entanto, 

houve diferença estatisticamente significante entre todos os grupos desafiados com 5-FU em 

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

6.2    Avaliação dos achados morfométricos dos animais experimentais tratados com 

salina, 5-Fluoruracile COG 133. 

Na avaliação dos parâmetros morfométricos, verificou-se que o tratamento com 5-

Fluoruracil promoveu uma redução significativa no parâmetro altura de vilos, o qual foi 

melhorado com a administração do peptídeo COG 133 nas doses de 1 e 3μM (p<0,001), 

Figura 12. No parâmetro profundidade de cripta, os animais injetados com o 5-FU 

apresentaram uma redução da profundidade das criptas, achado que foi parcialmente revertido 

pela administração do peptídeo COG 133 nas doses de 1 e 3μM, com p<0,02 para a dose de 

1μM e p<0,001 para a dose de 3µM (Figura 13). 

Na análise histológica, Figura 14,  observou-se que a mucosa dos animais que 

receberam solução salina está íntegra, com vilos e criptas preservadas (Figura 14A). Há 

presença 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 inflamatório de mono e polimorfonucleares na mucosa (na lâmina própria 

dos vilos e na circunvizinhança das criptas) e submucosa e epitélio de revestimento 

comprometido, com achatamento do epitélio especialmente no topo do vilo. Já 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 3µM, associada a menor 

resposta inflamatória. 

6.3       Avaliação do parâmetro contagem de leucócitos nos camundongos desafiados 

pela mucosite intestinal 

Foi observada redução significativa do número de leucócitos/mm
3
 de sangue, obtido 

do plexo orbital, dos animais do grupo desafiado com 5-FU (p<0,001), em relação ao 

controle, o que comprova o papel citotóxico do 5-FU sobre a produção de leucócitos na 

medula óssea. Esse efeito mielossupressor foi melhorado com a administração de COG 133 

na dose de 3μM com p<0,001.  

6.4 Avaliação do parâmetro atividade de mieloperoxidase (MPO) em amostras de 

duodeno de camundongos submetidos à mucosite intestinal 

Após administração 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 neutrofílico na mucosa desses animais.  Com a administração do peptídeo COG 

133 na dose de 3μM houve uma redução significativa nos níveis de MPO em relação ao grupo 

controle desafiado pelo 5-FU (p<0,05) (Figura 16).  

6.5 Avaliação da expressão de IL-1β, TNF-α e iNOS em amostras de duodenos dos 

animais desafiados pela mucosite intestinal 

Na Figura 17, evidenciou-se o aumento nos níveis de citocina IL-1β no quarto dia 

experimental após a administração de 5-FU (450mg/kg), o qual foi reduzido pela  

administração do peptídeo COG 133 nas doses de 1 e 3μM (p<0,001 e p<0.05, 

respectivamente).  

Na Figura 18 observou-se o aumento dos níveis de TNF-α após administração do 5-

FU, o que foi parcialmente revertido após a administração do peptídeo nas doses de 0,3, 1,0 e 

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

Após a administração do 5-FU em camundongos Swiss, verificamos uma redução 

dramática nos níveis da citocina IL-10 no 4º dia experimental, achado esse estatisticamente 

significativo, quando comparado aos animais injetados com salina. Quando foi administrado o 
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peptídeo COG 133, obteve-se uma melhora significativa nos níveis dessa citocina anti-

inflamatória na dose de 3μM (p<0,001). 

6.6 Avaliação da expressão de IL-1β, TNF-α e iNOS em amostras de duodenos dos 

animais desafiados pela mucosite intestinal através de Western blot  

Nas análises proteômicas com os protocolos de Western blot, ver figura 20, 

evidenciou-se um aumento significativo na expressão da citocina IL-1β (p<0,05) no grupo 

desafiado pelo 5-FU, achado esse que foi melhorado após a administração do peptídeo COG 

133 na dose de 3μM, que levou a uma redução na expressão dessa citocina no duodeno de 

camundongos Swiss quando comparado ao grupo controle 5-FU, confirmada pela análise 

densitométrica (p<0,001). 

Na Figura 21- observamos o aumento bastante significativo da expressão da enzima 

NOSi, detectada pelo Western blot, com p<0,05, em animais injetados com 5-FU. No grupo 

de animais tratados com o peptídeo COG 133 da ApoE na dose de 3μM, evidenciamos  uma 

redução significativa, com p<0,05, sugerindo um papel antiinflamatório do peptídeo ApoE. 

6.7    Avaliação da expressão de TNF-α 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 expressão do 

transcrito (RNAm) do TNF-α, 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 3μM, 

apresentaram uma redução significativa da expressão do transcrito para TNF-α (p<0,05) 

(Figura 22). 

Através da técnica de RT-PCR, evidenciou-se um aumento da expressão do transcrito 

do RNAm para enzima iNOS, com elevada significância estatística (p<0,001), no duodeno de 

animais injetados com 5-FU, quando comparado com o grupo salina.  Já nos animais que 

receberam COG 133 via i.p, na dose de 3μM, apresentaram uma redução estatisticamente 

significativa (p<0,05) (Figura 23). 
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Figura 11: Efeito da administração de peptídeo 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 única, solução 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. * Diferença estatística, 

comparação com animais tratados com salina (p<0,05). Número de animais por grupo igual ou 

superior a quatro. 
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Figura 12: Efeito da administração do peptídeo COG 133 da apolipoproteína E em 

camundongos desafiados a mucosite intestinal induzida por 5-FU, no parâmetro altura de vilo 

do duodeno de camundongos Swiss. 

 Os animais receberam 5-FU (450 mg/kg) dose única,  solução salina 0,9% (i.p.) ou peptídeo 

COG nas doses de 0,3, 1 e 3 μM, sendo sacrificados no quarto dia experimental. Segmentos do 

duodeno (1,0 cm) foram removidos e corados pelo método de coloração H&E. Os valores representam 

a média ± EPM e foram analisados pelo  teste one-way ANOVA teste de Bonferroni . ** Diferença 

estatística, comparação entre os animais tratados com Sal e 5-FU (p<0,05) e *** 5-FU e COG 1 e 3 

μM (p<0,001). Número de animais por grupo igual ou superior a quatro. 
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Figura 13: Efeito da administração do peptídeo COG 133 da Apolipoproteína E em 

camundongos desafiados a mucosite intestinal induzida por 5-FU, no parâmetro profundidade 

de cripta proveniente de duodeno de camundongos Swiss. 

 Os animais receberam 5-FU (450 mg/kg) dose única,  solução salina 0,9% (i.p.) ou peptídeo 

COG nas doses de 0,3, 1 e 3 μM, sendo sacrificados no quarto dia experimental. Segmentos do 

duodeno (1,0 cm) foram removidos e corados pelo método de coloração H&E. Os valores representam 

a média ± EPM e foram analisados pelo teste one-way ANOVA teste de Bonferroni. *** Diferença 

estatística, comparação entre os animais tratados com Sal e 5-FU, ** Diferença estatística entre os 

grupos 5-FU e COG 1 e 3 μM (p<0,001). Número de animais por grupo igual ou superior a quatro.  
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Figura 14: Fotomicrografias da avaliação histopatológica de duodeno de camundongos Swiss 

injetados com Salina 0,9% (A), 5-FU (B), COG133 (0,3µM) (C), COG133 (1µM) (D), 

COG133 (3µM) (E) (X100). F, G e H (X400). Escala 100µm. 

Animais receberam 5-FU (450 mg/kg), solução salina 0,9% peptídeo COG 133 nas doses de 

0,3; 1 e 3µM por três 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 coloração 

H&E (A, B, C, D e E–100x). A mucosa dos animais que receberam salina está íntegra, com vilos e 

criptas preservadas. Há a presença 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 

inflamatório (seta), especialmente em torno da cripta (c) e epitélio da cripta comprometido (G). Já nos 

animais que foram tratados com COG 133, verifica-se uma melhoria na arquitetura da cripta (seta) e 

menos infiltrado inflamatório, tendo como dose mais significativa a de 3µM (H) (F, G e H - 400x pelo 

método de coloração H&E).  

 

 



61 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Efeito da administração 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 única, solução salina 0,9% ou tratamento com 

COG 133 nas doses de 0,3, 1 e 3μM (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 # Diferença estatística, comparação com animais tratados com salina (p<0,001). 

Número de animais por grupo igual ou superior a quatro. 
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Figura 16: Efeito da administração do COG 133 peptídeo mimético da Apolipoproteína E no 

ensaio de Mieloperoxidase nas doses de 0,3, 1 e 3μM em amostras de duodeno de 

camundongos Swiss desafiados com 5-FU. 

Os resultados demonstram uma redução estatisticamente significante dos níveis de 

Mieloperoxidase em amostras de duodeno na dose de 3μmol/kg de COG133. Os animais receberam 5-

FU (450 mg/kg) dose única, solução 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 # 

Diferença estatística, comparação com animais tratados com salina (p<0,05). Número de animais por 

grupo igual ou superior a quatro. Número de animais por grupo igual ou superior a quatro. 
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Figura 17: Efeito da administração do COG 133 peptídeo mimético da Apolipoproteína E no 

ensaio de citocina IL-1β em amostras de duodeno de camundongos Swiss desafiados com 5-

FU. 

 

Os resultados demonstram uma redução estatisticamente significante dos níveis de IL-1β em 

amostras de duodeno nas doses de 1 e 3μmol/kg de COG133. Os animais receberam 5-FU (450 

mg/kg) dose única, solução 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. * Diferença estatística, comparação com animais tratados com salina (p<0,05).** 

Diferença estatística comparação com animais tratados na dose de 3μM com o grupo 5-FU (p<0,001). 

Número de animais por grupo igual ou superior a quatro. 
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Figura 18: Efeito da administração do COG 133 peptídeo mimético da Apolipoproteína E no 

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

FU. 

 

Os resultados demonstram uma redução estatisticamente significante dos níveis de TNF-α em 

amostras de duodeno na dose de 1 e 3μmol/kg de COG133. Os animais receberam 5-FU (450 mg/kg) 

dose única, solução 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. * 

Diferença estatística, comparação com animais tratados com salina (p<0,05). ** Diferença estatística, 

comparação com animais tratados com salina (p<0,001). # Diferença estatística, comparação com 

animais tratados com salina (p<0,001) . Número de animais por grupo igual ou superior a quatro. 
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Figura. 19: Efeito da administração do COG 133 peptídeo mimético da Apolipoproteína E no 

ensaio de citocina IL-10 em amostras de duodeno de camundongos Swiss desafiados com 5-

FU.  

 

Os resultados demonstram uma redução estatisticamente significante dos níveis de IL-10 em 

amostras de duodeno na dose de 1 e 3μmol/kg de COG133. Os animais receberam 5-FU (450 mg/kg) 

dose única, solução 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. ** 

Diferença estatística, comparação com animais tratados com salina (p<0,001). *** Diferença 

estatística, comparação dos animais tratados na dose de 3μM com o grupo tratado com 5-FU 

(p<0,001). Número de animais por grupo igual ou superior a quatro. 
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Figura 20. Efeito da administração do peptídeo COG 133 na dose de 3μM do peptídeo 

mimético da Apolipoproteína E em camundongos desafiados pela mucosite intestinal 

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

 

Os animais receberam 5-FU (450 mg/kg) dose única, solução 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. * Diferença estatística, comparação com animais 

tratados com salina (p<0,05). ** Diferença estatística, comparação com animais tratados com COG 

133 na dose de 3μM com o grupo tratado com 5-FU (p<0,001). Número de bandas por grupo igual a 

quatro. 
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Figura 21. Efeito da administração do peptídeo COG 133 na dose de 3μM do peptídeo 

mimético da Apolipoproteína 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 única, solução 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. * Diferença estatística, comparação com animais 

tratados com COG 133 na dose de 3μM com o grupo tratado com 5-FU (p<0,05). ** Diferença 

estatística, comparação com animais tratados Salina com o grupo tratado com 5-FU (p<0,001). 

Número de bandas por grupo igual a quatro. 
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Figura 22. Efeito da administração do peptídeo COG 133 da Apolipoproteína E na dose de 

3μM, em camundongos desafiados pela mucosite intestinal induzida pelo 5-FU no RT-PCR 

para TNF-α em duodeno de camundongos Swiss.. 

 

Os animais receberam 5-FU (450 mg/kg) dose única, solução 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. * Diferença estatística, comparação com animais 

tratados com COG 133 na dose de 3μM com o grupo tratado com 5-FU (p<0,05). ** Diferença 

estatística, comparação com animais tratados Salina com o grupo tratado com 5-FU (p<0,001). 

Número de bandas  por grupo igual a superior a quatro. 
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Figura 23. Efeito da administração do peptídeo COG 133 da Apolipoproteína E na dose de 

3μM, em camundongos desafiados pela mucosite intestinal induzida pelo 5-FU no RT-PCR 

para iNOS em duodeno de camundongos Swiss. 

 

Os animais receberam 5-FU (450 mg/kg) dose única, solução 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. * Diferença estatística, comparação com animais tratados com 

COG 133 na dose de 3μM com o grupo tratado com 5-FU (p<0,05). # Diferença estatística, 

comparação com animais tratados COG 133 na dose de 3μM com o grupo tratado com 5-FU (p<0,05). 

Número de bandas por grupo igual a quatro. 
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7 DISCUSSÃO 

 

 

O 5-FU é dos quimioterápicos mais prescritos na clínica sendo bastante utilizado no 

combate às doenças malignas, incluindo o carcinoma gastrointestinal, carcinoma de mama e 

os carcinomas de cabeça e pescoço (MOERTEL, C G et al, 1995). Um dos seus efeitos 

tóxicos comuns resulta da inibição da divisão celular, especialmente em lugares com elevado 

turnover como na medula óssea e no epitélio gastrointestinal, com efeitos colaterais bem 

descritos como: mielosupressão, estomatites, mucosite, náusea e diarréia. O trato alimentar 

sofre a ação citotóxica de fármacos utilizados na terapia anticâncer, tendo como principais 

achados inflamação, ulceração 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 são os enterócitos e as células caliciformes. As 

células de absorção são as mais numerosas e a sua principal função é a digestão e absorção de 

nutrientes. As células caliciformes são depois dos enterócitos as células mais numerosas, eles 

sintetizam e secretam o muco que compõe o glicocálix que cobre a superfície epitelial 

(SKIPPER, M , LEWIS,J., 2000). 

Nossos achados são semelhantes aos publicados na literatura em relação 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 redução significativa na altura dos 

vilos ao nível do duodeno, com aumento na vacuolização de células da mucosa intestinal. Foi 

observada infiltração de células inflamatórias na lâmina própria com perda da arquitetura 

normal dos vilos e das criptas, bem como a presença de neutrófilos na mucosa e submucosa 

do duodeno, reforçando 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 histopatológicos no duodeno mostraram 

aumento qualitativo da largura da cripta, contudo uma diminuição na sua profundidade, bem 

como sua desorganização. A diferença entre esses resultados (em relação à 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 comparação 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 peptídeo COG 133 nas doses de 0,3, 1 e 3μM, sugerindo que a atividade de 

renovação epitelial da cripta é mais ativa nos grupos experimentais com o peptídeo COG 133, 

que o grupo tratado apenas com 5-FU. Outros autores (SAEGUSA, Y et al, 2008), 

demonstraram a importância de substâncias como a mucina que protege a mucosa 

gastrointestinal contra o processo inflamatório da mucosite após o uso de substâncias como o 

5-FU.  A quantidade de mucina (que pode ser identificada pelo método do ácido periódico de 

Shiff, P.A.S) não foi avaliada por esse trabalho, mas é um aspecto que deve ser estudado em 

nossos próximos experimentos. 

Estudos anteriores demonstraram que o mecanismo do 5-FU nas ulcerações e isquemia 

no intestino dos pacientes se deve a diversos fatores tais como efeitos locais no fluxo 

sanguíneo da mucosa, efeitos trombogênicos ou ainda efeitos no endotélio vascular (FATA, F 

et al, 1999). Trabalhos anteriores revelaram grandes áreas de ulceração com formação de 

tecido granular e quadro de inflamação aguda e crônica 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 após o 1º dia de tratamento com o 5-

FU (150mg/kg via i.p.) houve um aumento na atividade de mieloperoxidase (MPO) em todos 

os segmentos intestinais de ratos Wistar.  Nossos achados demonstraram também um aumento 

da atividade de mieloperoxidase mensurada após o 4º 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 3μM do peptídeo da ApoE COG 133, sugerindo uma redução 

do infiltrado celular inflamatório (SOARES, P M et al, 2008).  

 Lindsay e colaboradores observaram um aumento em cerca de 75% na atividade de 

mieloperoxidase em jejuno de ratos após a administração 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 relação ao controle, o que foi revertido de maneira significativa com a 

administração do peptídeo COG133 na dose de 3μM 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 mielosupressão em modelos animais, pela 

análise do gene chamado HO-1, que está envolvido no controle da síntese da enzima heme 

oxigenase que é responsável por degradar a hemobiliverdina em monóxido de carbono e 

ferro, sendo também um conhecido biomarcador de estresse oxidativo, sendo este fenômeno 

paralelo à mielotoxicidade, ocasionada pelo 5-FU. Soma-se a isso a depleção do GSH que é 

uma substância antioxidante, indicando com isso que talvez o mecanismo de mielosupressão 

do 5-FU seja pela redução do GSH e pelo aumento na expressão do gene HO-1 

(NUMAZAWA, S et al, 2010). Em nossos protocolos experimentais, também avaliamos o 

parâmetro leucometria do sangue periférico, através de câmara de Newbauer, com o intuito de 

observar a ação mielossupressora do 5-FU, sendo encontrado uma redução significativa no 

número de leucócitos/mm
3
 de sangue, quando comparado ao grupo controle. Avaliando os 

grupos tratados com o peptídeo ApoE (COG133), obtivemos uma melhora significativa nas 

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

Estudos anteriores demonstraram que a mucosite não é somente uma manifestação de 

alteração estrutural, mas envolve a liberação de citocinas pró-inflamatórias, conforme 

comprovado em estudos animais e humanos por células imunoinflamatórias. Análises 

laboratoriais de sangue de pacientes com mucosite encontraram uma elevação nos níveis de 

citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucinas 1 e 6 (IL-1, IL-6), que 

estão associadas à toxicidade da quimioterapia (HALL, P D et al, 1995).   

A mucosite induzida por quimioterapia apresenta um quadro inflamatório com 

aumento na síntese de radicais livres, com inibição da mitose ao nível de cripta e ruptura do 

contato célula a célula o que ocasiona redução na integridade da barreira intestinal. No quadro 

de mucosite, os níveis de citocinas tais como IL-1β e TNF-α estão aumentados, promovendo 

também a sinalização e o conseqüente influxo de células inflamatórias para a mucosa e 

submucosa a partir dos vasos sanguíneos (SONIS, S T , FEY,E.G., 2002).  

No nosso trabalho detectamos um aumento dos níveis das interleucinas pró-

inflamatórias IL-1β e TNF-α e do mediador inflamatório iNOS, através dos protocolos de 

Western blot, ELISA, que foi corroborado um aumento do transcrito através do RT-PCR para 

TNF-α e iNOS, no tecido duodenal após desafio por 5-FU. Além disso, encontramos redução 

dos níveis da IL-10, uma citocina antiinflamatória no duodeno de camundongos.  Esses 

achados estão em consonância com Sonis et al, que mostraram que camundongos com 
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infiltrado celular inflamatório apresentam aumento de TNF-α e interleucina-1β em um 

período de 12-24 h após a administração do 5-Fluoruracil num modelo de mucosite oral 

(SONIS, S T, 1998).  

Trabalhos publicados apontam a IL-1β 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 família de citocinas que também 

incluem a IL-1α e o seu antagonista de receptor IL-1Ra. A IL-1β possui diversos efeitos que 

têm sido bem demonstrados tanto in vitro como in vivo em situações que incluem reações 

sistêmicas como febre e o aumento da expressão gênica de uma classe inteira de genes 

incluindo os mediadores de citocinas pró-inflamatórias tais como fatores microbiológicos e 

não microbiológicos. Junto da IL-1β, o TNF-α é uma importante citocina envolvida na via de 

ativação do NF-κβ. Ness sentido, um estudo recente demonstrou que o peptídeo mimético da 

apoE COG 112 inibiu o processo inflamatório na colite induzida por Citrobacter rodentium, 

prevenindo a ativação do fator  NF-κβ (SINGH K et al, 2008). 

Nossos resultados apontam uma diferença significativa nas análises dos grupos 

realizadas via Western blot dos segmentos intestinais de duodedo,  no qual se obteve uma 

expressão basal da IL-1β no grupo controle salina e uma expressão exacerbada dessa citocina 

no grupo 5-FU (450mg/kg, via i.p., dose única),  o que foi parcialmente, mas 

significativamente diminuída com a administração do peptídeo ApoE (COG133) na dose de 

3μM, o que sugere uma ação antiinflamatória do peptídeo COG133, promovendo uma 

redução da expressão de IL-1β no tecido duodenal. Esse achado é reforçado pela menor 

infiltrado inflamatório observado na mucosa desses animais.  

Nossos resultados apresentaram um aumento significativo nos níveis de citocinas pro 

inflamatórias tais como IL-1β, TNF-α e ainda a dosagem de mieloperoxidase no tecido 

duodenal. Trabalhos anteriores através de técnicas como a de RT-PCR demonstraram o 

aumento na expressão do transcrito para IL-1β em jejuno de camundongo (ONG, Z Y et al, 

2010). O TNF-α foi inicialmente isolado de soro de camundongo após exposição a endotoxina 

bacteriana (CARSWELL, E A et al, 1975), subseqüente a esta descoberta surgiu a evidência 

de que esta proteína pertence a uma família de proteínas que promovem benefícios tendo um 

papel protetor imune e inflamatório na resposta contra infecções e na manutenção da resposta 

dos órgãos linfóides (HEHLGANS, T , PFEFFER,K., 2005). Outros trabalhos têm por outro 

lado demonstrado, que o TNF também tem um papel prejudicial ao hospedeiro no contexto da 
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sepse e doenças auto-imunes como a artrite reumatóide e doença inflamatória intestinal (DII) 

(HEHLGANS, T , PFEFFER,K., 2005; LORENZ, H M , KALDEN,J.R., 2002) 

O fator de necrose tumoral é predominantemente expresso em macrófagos ativados, 

células NK e linfócitos T. Os dois receptores para TNF são expressos em todas as células 

(TNF-R1) ou em células imunes ou endoteliais (TNF-R2). O TNF através da interação com o 

receptor TNF-R1 causa vários eventos celulares, incluindo a ativação da cascata das caspases 

o que leva à apoptose. A interação do TNF com o TNF-R1 também leva à ativação de NF-κB 

e a sinalização de TNF-R2 está menos bem caracterizado, no entanto, é sabido que este 

receptor não possui um domínio de apoptose e não pode, portanto, deflagrar o processo de 

apoptose diretamente. Além de induzir a forma clássica da apoptose o TNF também pode 

induzir a necrose do tipo caspase independente. Clinicamente, tem sido demonstrado que o 

aumento dos níveis séricos de TNF ocorre em pacientes que se submeteram a transplante de 

medula óssea, estando este evento precedido as complicações possivelmente de reações 

inflamatórias decorrentes do transplante (BIANCO, J A et al, 1991). Outros trabalhos tem 

relacionado a elevação do TNF-α com toxicidades não hematológicas de onde a inibição da 

expressão de TNF-α como pelo uso da pentoxifilina reduzam essas manifestações não 

hematológicas (SLEIJFER, S et al, 1998).  

Trabalhos atuais realizados em jejuno de ratos têm encontrado diferença significativa 

na expressão de IL1-β e TNF-α quando comparados aos animais controles. Quando o gene 

analisado foi a IL-1β obtiveram maiores níveis de expressão 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 administração do peptídeo 

COG 133 em animais desafiados pela inflamação causada pela injeção de LPS bacteriano 

intraperitoneal demonstraram uma significante redução nos níveis séricos de TNF-α após uma 

hora, nos tempos de 1 e 3 horas em animais camundongos selvagens C57b6/J (LYNCH, et al, 

2003), o efeito antiinflamatório foi similar no cérebro quando foi administrada uma injeção de 

peptídeo COG 133 e obteve-se uma redução na expressão de RNAm do TNF-α após 3 horas 

da injeção de LPS. No caso da fase ulcerativa do processo de lesão tecidual, resultando na 

produção de citocinas pró-inflamatórias e subsequente dano tecidual. Lima et al. demonstrou, 

utilizando um modelo animal em hamster que a administração de pentoxifilina e talidomida, 

os quais inibem a síntese de citocinas, diante da mucosite induzida por 5-FU,  tem um efeito 

protetor. Estes autores concluíram 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 níveis de TNF-α detectados por ELISA, Western blot e RT-PCR quando foi 

administrado o 5-FU, o que foi diminuído nos grupos que foi administrado o peptídeo COG 

133 na dose de 3μM,  havendo uma redução estatisticamente significante na expressão dessa 

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

Colton e cols. demonstraram que a presença do gene APOE4 promove um aumento na 

produção de NO por macrófagos isolados em modelos de Alzheimer em ratos pela ativação 

dos transportadores de aminoácidos catiônicos (CAT) de maneira que a produção 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 elevação nos níveis 

de iNOS quando foi administrado o 5-Fluoruracil o que foi diminuído após administração do 

peptídeo COG 133. 

Estudos de Hoane et al. em modelos de injúria cerebral demonstraram uma melhora 

nos resultados dos testes cognitivos quando administrado o peptídeo em modelos de injúria 

cerebral em ratos, o peptídeo demonstrou de forma dose-dependente especialmente na dose de 

0,8 mg/kg de COG 1410 uma melhora na recuperação dos animais após injúria cerebral 

(HOANE, et al., 2006). 

Dessa forma sugerimos então que o peptídeo COG 133 tem potencial de reduzir a 

expressão das citocinas pró-inflamatórias em amostras de duodeno de camundongos 

submetidos ao desafio com 5-FU, no entanto mais estudos são necessários para corroborar 

com o nosso achado para que possibilite a geração de ensaios clínicos em humanos, como 

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

 

A administração do peptídeo mimético da  apoE (COG133) reduziu a lesão induzida 

por 5-FU, melhorando de forma significativa a altura de vilos e profundidade de criptas. 

A administração do peptídeo mimético COG133 da apoE reduziu significativamente 

os níveis teciduais de citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α, dosadas por ELISA no 

duodeno de animais desafiados pelo 5-FU. 

A administração do peptídeo mimético COG 133 da apoE aumentou de maneira 

significativa os níveis teciduais da citocina antiinflamatória IL-10 no duodeno mensurada por 

ELISA. 

A administração do peptídeo mimético COG133 da apoE reduziu de forma 

significativa os níveis de MPO no duodeno e íleo de animais desafiados pelo 5-FU. 

A administração do peptídeo mimético COG 133 da apoE diminuiu de maneira 

significativa a expressão das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, iNOS e TNF-α no duodeno 

mensurada por Western blot. 

A administração do peptídeo mimético COG 133 da apoE diminuiu de maneira 

significativa a expressão do transcrito primário (RNAm) das citocinas pró-inflamatórias iNOS 

e TNF-α  no duodeno mensurada por RT-PCR. 
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9 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

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

tratamento da mucosite intestinal em ensaios clínicos. 

Mais estudos são necessários para melhor compreender os mecanismos de ação e vias 

de sinalização envolvidas no efeito protetor anti-inflamatório do peptídeo ApoE na mucosite 

intestinal 
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