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RESUMO

Mucosite é uma inflamagdo da mucosa oral e/ou gastrintestinal ocasio-
nada pelo tratamento antineoplasico caracterizada por eritema, tilceras
dolorosas e formagao de pseudomembrana. As condutas atuais para
prevencao e tratamento sdo paliativas. A unha-de-gato (Uncaria tomen-
tosa) é uma planta cujo extrato tem a¢do imunomoduladora, antiinfla-
matoria, antioxidante, antiviral e antimutagénica. Este trabalho visou
comparar clinicamente o efeito preventivo de trés doses sistémicas de
UT nas mucosites bucais induzidas por 5-FU em hamsters Sirios doura-
dos. Foram estudados 10 animais por grupo: GC (controle), G2 (2 mg
de alcaldide/kg de animal), G5 (5mg/kg) e G10 (10 mg/kg), que foram
sedados e receberam a solugao de UT dos dias 1 ao 5 por gavagem. Para

a indugao da mucosite, nos dias 4 e 6 os animais foram anestesiados
e receberam 5- FU via intraperitoneal nas doses de 100mg/kg e 60mg/
kg respectivamente e no dia 6 ranhura com fio ortoddntico em ambas
mucosas. Nos dias 1, 8, 10, 12, 15 os animais foram pesados, anestesia-
dos e tiveram suas mucosas evertidas para fotografia. Dois avaliadores
calibrados, sem conhecimento dos grupos, avaliaram as fotografias e de-
ram escores para as mucosites. Todos os animais apresentaram algum
grau de mucosite, a perda de peso foi significativa no grupo G10 e nas
condicdes deste estudo, a Uncaria tomentosa ndo preveniu ou tratou a
mucosite.

PALAVRAS-CHAVE: Uncaria tomentosa; mucosite oral; quimioterapia.

INTRODUCAO

A mucosite é uma inflamagao da mucosa oral e/ou gastrintesti-
nal devido a complicagGes da terapia antineoplasica. Seu espec-
tro clinico varia de eritema, ulceragao até dor em um crescente
continuo sendo que alguns pacientes podem apresentar a mu-
cosite limitada a placas eritematosas pouco sensiveis enquanto
outros, areas extensas de ulcera¢ao dolorida recoberta por pseu-
domembrana esbranquicada’.

As condutas atuais para a preven¢ao ou tratamento paliativo
da mucosite podem ser: crioterapia, uso de anestésicos topicos,
antiinflamatérios inibidores da cicloxigenase 2 (COX-2) e/ou
da prostaglandina E2 (PGE-2), anti-sépticos, antivirais, antibi-
oticos, antifingicos, solugdes de bicarbonato de sédio, agentes
protetores de mucosa, analgésicos, hidrocloreto de benzidami-
na, antioxidantes como a vitamina E e A, aminofosfatina, L-glu-
tamina, bem como fitoterapia com camomila e o uso do laser em
baixa intensidade®®. Alguns casos mais severos sao controlados
com analgesia a base de morfina®.

Apesar dos avangos no entendimento da complexa etiopatoge-
nia da mucosite, por meio de estudos em modelos animais e
pesquisas multicéntricas, ainda ndao ha um protocolo eficaz de
prevengao ou tratamento para a mesma.

A relagao do homem com as plantas vem desde as antigas civi-
lizagbes, e por meio de tentativa e erro, este teve que adquirir
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conhecimentos biolégicos para distinguir quais plantas ser-
viam para alimento e medicamentos das que eram imprdprias
para seu uso racional. Dessa forma, surgem os termos planta
medicinal e fitoterapico: “planta medicinal é toda planta que,
administrada ao homem sob qualquer via e forma, exerce agao
farmacoldgica”, enquanto que fitoterdpicos “sao medicamentos
farmacéuticos obtidos por processos tecnologicamente adequa-
dos, empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais,
com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins diag-
nosticos. Sao caracterizados pelo conhecimento da eficacia e dos
riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constan-
cia na sua qualidade” (Resolugao-RDC 17 de 24 de fevereiro de
2000). Atualmente a padronizagao de fitoterapicos é realizada
ou baseada na concentracdo de um principio ativo tnico ou
através de uma substancia marcadora presente em um extrato
concentrado®.

A Uncaria tomentosa, da familia botanica Rubiaceae, é uma plan-
ta medicinal origindria da Amazonia brasileira e peruana. Na
medicina indigena, os extratos da raiz e da casca sao utilizados
ha séculos para o tratamento de doengas inflamatdrias cronicas
como asma, cirrose, febres, gastrites, tlceras, diabetes, reumatis-
mo, artrites, disenteria, inflamacao urinaria e cancer®®,

O extrato desta planta pertence a classe de fitoterapicos conhe-
cidos como imunomoduladores, pois alteram a fun¢ao imune e
aregulacdo dinamica das citocinas. Os mecanismos moleculares
de sua a¢do vém sendo estudados e varios metabdlitos farmaco-
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logicamente ativos foram isolados, tais como: alcaldides oxin-
dolicos e inddlicos, acido quindvico, esterodides, flavondides,
triterpenos e catequinas. %"

Dentre as propriedades farmacoldgicas descritas da Uncaria to-
mentosa, estao: atividade antiinflamatoria, antiviral, antimutage-
nica e antioxidante. >810-14

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi comparar clinicamen-
te o efeito preventivo de trés doses sistémicas de Uncaria tomen-
tosa (UT) nas mucosites bucais induzidas por 5-fluorouracil em
hamsters sirios dourados.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados 40 hamsters sirios dourados machos, que fo-
ram obtidos no biotério do Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo, SP,
Brasil), com aproximadamente oito semanas de vida e massa
corpdrea de 100g. Estes animais foram mantidos durante trés
semanas, antes do inicio dos experimentos para adapta¢do, no
biotério de manutengao da Universidade Ibirapuera, logo apds
este periodo foram separados aleatoriamente e colocados indivi-
dualmente em gaiolas identificadas e receberam agua e comida
ad libitum. O projeto de pesquisa foi encaminhado e aprovado
pelo Comité de Etica e Pesquisa em Animais da Universidade
Ibirapuera.

O extrato liofilizado da casca da UT foi fornecido pela Centro-
Flora (Campinas, Sao Paulo, Brasil), e possuia uma concentragao
de alcaldide de 1%. O p¢ foi diluido em agua destilada de acor-
do com a concentragao de alcaldide desejada para cada grupo e
administrado por gavagem nos animais.

Grupos Experimentais

Os 40 hamsters foram separados aleatoriamente em quatro gru-
pos, com um total de 10 animais por grupo: controle (GC) - Iml
de agua destilada; G2 - 2mg de alcaldide/kg de animal; G5 - 5mg
de alcaléide/kg e G10 - 10mg de alcaloide/kg.

Nos dias 1 a 5, inclusive, os animais de cada grupo receberam a
UT, diluida em 4dgua destilada de acordo com a concentragao de
alcaléides prevista em cada grupo, administrada por gavagem.
Para tal, eles foram sedados com xilazina (10mg/kg) de acordo
com o protocolo do Biotério do Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz da Fundag¢ao Oswaldo Cruz.?

Nos dias 4 e 6 foi feita a indugdo da mucosite. Os animais fo-
ram anestesiados com uma solugdo de xilazina (10mg/kg) e
quetamina (100mg/kg)" e receberam injecao intraperitoneal de
5-fluorouracil (5-FU) (Eurofarma, Sao Paulo, Brasil) nas doses
de 100mg/kg (dia 4) e 60mg/kg (dia 6). No dia 6 foi realizada
ranhura com fio ortoddntico 0.20 de ago (Figura 1) em ambas
mucosas, segundo protocolo proposto por Sonis et al.'® (1990).

Nos dias 1, 8, 10, 12, 15 os animais foram pesados, anestesiados
e todas as mucosas evertidas para fotografia. A fotografia foi ob-
tida com uma maquina digital Digitron-56 de 5 Megapixel, com
a objetiva a 40 cm de distancia, paralela a mucosa do animal e
fonte de luz posicionada sempre no mesmo lugar.
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Figura 1. “Vassourinha para ranhura” - Preparagao soldada com fio ortodontico
0.20 de ago para realizacao da ranhura nas mucosas.

Posteriormente, as fotografias tiveram sua identificagdo removi-
da e dois avaliadores calibrados, sem conhecimento dos grupos.
A calibragdo dos examinadores foi verificada através do teste
de concordancia Kappa, sendo considerados estatisticamente
quando p< 0,05.

Os avaliadores graduaram as mucosites, utilizando o mesmo
computador para evitar altera¢des nos padrdes de cor das ima-
gens. O critério utilizado foi o da Organizagdo Mundial de Sat-
de modificado’, devido as limitagdes para o trabalho animal:
0- inexisténcia de alteracdo da mucosa, 1- edema; 2- eritema; 3-
tlceras; 4- tlceras severas com formagao de pseudomembrana
(Figura 2).

Figura 2. Escores da mucosite: 1 edema; 2 eritema; 3 tilceras e 4 tilceras severas.

A analise dos pesos dos animais foi realizada com o teste estatis-
tico ANOVA de dois fatores e a analise dos escores da mucosite
foi feita com o teste Kruskal-Wallis (Software SPPSS versao 11.0
— Chicago, IL, EUA e Minitab 13.0 — State College, PA, EUA).

RESULTADOS

Inducdo da mucosite

A mucosite bucal foi induzida de maneira satisfatéria, seme-
lIhante aos relatos de Sonis et al.'® (1990). A figura 2 documenta
os parametros de escores de mucosite obtidos e utilizados para
a calibragdo dos avaliadores.
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Com relagdo aos efeitos colaterais da quimioterapia, a partir do
dia 8 do experimento eles foram observados, tais como: pus na
urina, queda de pélos, abscessos periodontais e diminuigao de
atividade animal.

Somente entre os animais do grupo 2 nao houve morte espon-
tanea. O GC teve uma morte durante o periodo de infusao do
5-FU. O G5 teve morte de um animal no dia 8 e outra no dia
12 (n=2). O G10 teve o maior indice de mortalidade com duas
mortes no dia 8, uma no dia 12 e outra no dia 15, totalizando 4

animais.
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Grafico 1. Analise da porcentagem de perda de peso dos hamsters divididos por
grupos: GC (controle), G2 (2mg de alcal6ide/kg), G5 (5mg de alcaldide/kg) e G10
(10mg de alcaloide/kg). Cada ponto do grafico representa a média do grupo + ou
- erro padrao da média.

Analise do peso

Todos os grupos perderam peso. Esta perda foi mais acentuada
no G10 mg e menor no GC, sendo que ao final do tempo de 15
dias de observagao, as diferencas de perda se igualaram entre os
grupos (Grafico 1).

A partir do dia 2, quando houve a segunda dose de UT, os ani-
mais dos grupos experimentais comegaram a perder peso. Os
animais do grupo controle perderam peso a partir do dia 4, que
coincide com o primeiro dia de quimioterapia. Apds a segunda
infusdo do 5-FU, no dia 6, a perda de peso foi acentuada e esta-
tisticamente significativa em todos os grupos.

Graduagio da mucosite

As fotografias das mucosas direita e esquerda foram realizadas
nos dias 1, 8, 10, 12, e 15 e foi considerado apenas o pior escore.
A calibragao entre os avaliadores foi boa (entre 70 e 80%) e o
maior indice de discrepancia ocorreu ao se diferenciar a norma-
lidade (grau 0) dos estagios 1 e 2 da mucosite.

No grafico 2 podem ser observados os graus de mucosite em
cada grupo, por dia, apos a analise estatistica.

No dia 8, apds a administragao da UT e do 5-FU, todos os ani-
mais apresentaram mucosite a partir do grau 2. Os animais do
GC, G2 e G5 mostraram mucosites de grau 2 e 3 e um resultado
pior foi encontrado no G10, onde havia escores 2, 3 e 4.

No dia 10 todos os grupos apresentaram piora nos quadros cli-
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Grafico 2. Demonstrativo dos graus de mucosite em cada grupo de acordo com os
dias analisados. CG (controle), G1 (2mg de alcaldide/kg), G2 (5mg de alcaldide/kg)
e G3 (10mg de alcal6ide/kg).

nicos, com pelo menos um animal em cada grupo tendo desen-
volvido ulceragdo da mucosa com pseudomembrana (grau 4).

Nos dias 12 e 15 um ntimero crescente de animais desenvolveu
mucosite grau 4, e nos G5 e G10 houve morte de hamsters, mos-
trando piora no quadro. Ao final do dia 15 todos os grupos ain-
da apresentavam alterag¢des bucais.

DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que a administracao da Uncaria
tomentosa, nas doses e condi¢Oes avaliadas, ndo previne o surgi-
mento da mucosite bucal induzida por 5-FU em hamsters, além
disso, em altas doses, pode piorar o quadro clinico e aumentar a
mortalidade dos animais.

Durante o experimento, os animais foram mantidos no biotério
por trés semanas onde todos ganharam peso e apresentavam-se
bem adaptados ao ambiente, nao mostrando sinais de estresse
antes dos ensaios experimentais. A dose preconizada no estudo
foi de 2 a 10 mg de alcaldide por kg de peso, por estar de acordo
com outros estudos clinicos e com animais”?!**1%17, todavia, ja
no segundo dia de gavagem, eles apresentaram perda de peso
estatisticamente relacionada com a dose da UT. Apds a quimio-
terapia esta perda de peso se acentuou e associou-se aos outros
efeitos colaterais do fluorouracil e observou-se que a mortalida-
de entre os animais acompanhou a dosagem de Uncaria tomento-
sa. Isso nos levou a questionar a toxicidade da Uncaria tomentosa
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ou uma possivel interagdo com o quimioterapico.

Os estudos disponiveis sobre a toxicidade da UT nao indicam
genotoxicidade, ou toxicidade severa quando da ingestao oral, e
sim toxicidade discreta das infusdes.* Todavia, em uma revisao
critica da literatura acerca dos aspectos toxicologicos da Uncaria
tomentosa, Valério e Gonzalez' (2005), concluiram que a forma
de preparo parece ser decisiva para a obtengao dos efeitos, e
ha uma série de substancias farmacologicamente ativas nesta
planta que podem tornar-se toxicas de acordo com a dosagem e
forma de preparo”.

A biodistribui¢do da Uncaria tomentosa em ratos Wistar se da
principalmente no coracdo, pancreas e musculos estriados™ e
o 5-FU é metabolizado e eliminado no figado e rins.””* Dessa
forma, mais estudos sobre intera¢do de ambos medicamentos se
faz necessaria.

As vantagens deste modelo experimental para o estudo de po-
tenciais farmacos que auxiliem na prevengao e tratamento da
mucosite é que o hamster apresenta uma bolsa retrofaringeana
bilateral que favorece a retengao da substancia que se deseja tes-
tar e possui um sitio amplo para se trabalhar. Os animais sao de
facil manipulagao, sao sensiveis aos inibidores de pirimidina e
toleram as doses de 5-FU necessdrias para a producao da muco-
site sem uma taxa de mortalidade significativa. Adicionalmente,
na literatura é descrito que as alteragdes bucais acompanham as
variagdes no grau de mielossupressao dos animais, e tanto as
avaliagdes clinicas como histoldgicas mostram compatibilidade
entre as lesdes dos animais e aquelas vistas nos pacientes**.

As desvantagens deste modelo experimental sao que: (1) o epi-
télio de revestimento apresenta espessura de 28 a 50 micra e
uma camada cérnea que varia de 4 a 40 micra. Esta camada nao
¢ observada na mucosa jugal do humano e nitidamente interfere
na absorgao de substancias; (2) a mucosite em humanos surge
nas mucosas nao queratinizadas, e neste modelo, ha a necessi-
dade de um trauma externo, sem o qual nao se obtém a tlcera;
(3) ndo ha drenagem linfatica no local, o que poderia alterar a
resposta inflamatdria; (4) a bolsa é um sitio imunologicamente
privilegiado, pois aceita enxertos de tecidos normais e neoplasi-
cos; (5) ndo ha nenhuma estrutura anatomica no homem seme-
lhante a desta bolsa e por tltimo (6) a bolsa nao esta sujeita as in-
fluéncias ambientais geralmente presentes na cavidade bucal®.
Porém, modelos animais de mucosite que utilizaram outros ro-
edores e metrotexate ndo conseguiram reproduzir as lesdes com
a mesma eficacia que o modelo proposto por Sonis ef al.’® (1990),
por isso, mesmo passados quase vinte anos do estabelecimento
desta metodologia, ela ainda é a mais utilizada para o estudo
das mucosites bucais'*~.

A etiopatogenia da mucosite pode ser considerada como um
processo bioldgico complexo onde o individuo geralmente en-
contra-se debilitado e imunossuprimido, e localmente, ha uma
série de eventos na mucosa bucal mediados por células infla-
matorias e citocinas. Dessa forma, ainda ndo ha um protocolo
definitivo para prevengdo ou tratamento da mesma. Nossos
achados nao invalidam o potencial da Uncaria tomentosa na pre-
vengao ou tratamento da mucosite, pois sua atividade imuno-
moduladora, antiinflamatdria e antioxidante é comprovada ha
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séculos, todavia foi demonstrado que nesta dosagem e forma de
preparo houve toxicidade nos animais. Este estudo lanca as ba-
ses para a investigacao do papel potencial que a Uncaria tomen-
tosa possui prevengao e/ou tratamento da mucosite e para tal,
demais estudos devem ser realizados com alteragdes em dose,
preparo e modo de administragao deste fitoterapico.

CONCLUSAO

Frente aos resultados obtidos podemos concluir que a adminis-
tracao sistémica da Uncaria tomentosa em trés doses diferentes
nao teve efeito preventivo ou terapéutico na mucosite induzida
por 5-FU.
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ABSTRACT

Mucositis is an inflammation of oral and/or gastrointestinal mucosa cau-
sed by antineoplasic treatment, characterized by eritema, painful ulcers
and pseudo membrane formation. There is no widely accepted protocol
to prevent and/or to treat mucositis. Cat’s claw (Uncaria Tomentosa - UT)
is a plant with immunomoduladory, antinflammatory, antioxidant and
antimutagenic properties. The objective of this study was to clinically
compare the effects of three systemic doses of UT in Golden Sirius ha-
msters that had mucositis induced by 5-fluorouracil. The experimental
groups were divided according to alkaloid dose present at the aqueous
extracts of UT: GC (control group), G2 (2mg of alkaloid/kg of animal),
G5 (5mg/kg) and G10 (10mg/kg), being ten animals per group, in a total

of forty animals. To perform the experiment, the animals received UT
extracts at days 1 to 5 through gavage, and to induce the mucositis, an
intraperitoneal injection of 5-FU at days 4 and 6, besides, at day 6 a me-
chanical trauma with orthodontic wire on both mucosas was performed.
At days 1, 8, 10, 12 and 15 the animals were weighted, anesthetized and
their mucosas were everted to be photographed. Two calibrated obser-
vers, with no previous knowledge of the groups evaluated the images
and scored the mucositis. All animals developed mucositis, the weight
loss was significant in G10, and under the conditions of this study Unca-
ria tomentosa did not prevent neither treated mucositis.
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