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APRESENTACAO

Anatomia (do grego, ana = parte, tomia = cortar em pedacos) é a ciéncia
que estuda os seres organizados, € um dos estudos mais antigos da humanidade,
muitos consideram seu inicio ja em meados do século V a.C, onde os egipcios ja
haviam desenvolvido técnicas de conservacao dos corpos e algumas elementares
intervencdes cirdrgicas.

Anatomia é uma pedra angular da educacdo em saude. Muitas vezes, € um dos
primeiros topicos ensinados nos curriculos médicos ou em outras areas da saude
como pré-requisito, sendo o estudo e o conhecimento fundamental para todos os
estudantes e profissionais das areas biolégicas e da saude, sendo indispensavel
para um bom exercicio da profissao.

O estudo da Anatomia € o alicerce para a constru¢do do conhecimento do
estudante e futuro profissional e deve ser estimulado e desenvolvido através dos
mais variados recursos, sejam eles virtuais, impressos ou praticos.

Pensando em fornecer uma visao geral sobre o assunto a ser estudado,
elaboramos esse material para estimular seu raciocinio, seu espirito critico utilizando
uma linguagem clara e acessivel, dosando o aprofundamento cientifico pertinente e
compativel com a proposta desta obra.

Esta obra vem como um recurso auxiliar no desenvolvimento das habilidades
necessarias para a compreensao dos conceitos basicos anatémicos.

Um dos objetivos centrais da concepcao desse compéndio € fornecer uma
visao geral sobre o assunto a ser estudado, preparando o leitor para compreender
as correlacdes dos sistemas e conhecer os aspectos relevantes sobre a Anatomia
pratitca, filoséfica e educativa.

E nesse contexto e com essa visdo de globalizagdo desse conhecimento que
se insere os trabalhos apresentados neste livro.

Comecando assim, pela Anatomia Animal Comparada e Aplicada onde séao
discutidos estudos anatdbmicos a respeito dos mais diferentes tipos de animais e o
entendimento de suas estruturas organicas, bem como suas relagdes anatdomicas
gerais em diversas vertentes de pesquisa.

Em seguida o livro nos traz discussdes sobre os Estudos em Anatomia Artistica
e Histérica, com o entendimento de que a representacédo artistica depende do
conhecimento da morfologia do corpo, num plano descritivo e num plano funcional,
resultando em uma aproximacao da Arte e da Ciéncia.

Posteriormente, a Anatomia Humana e Aplicada, é estudada voltada para o
estudo da forma e estrutura do corpo humano, focando também nos seus sistemas
e no funcionamento dos mesmos.

Na quarta area deste livro estudamos o Ensino de Anatomia e Novos Modelos
Anatémicos, focando na importéncia do desenvolvimento de novas metodologias para
as atividade didaticas, médicas, cirurgicas e educativas como um todo favorecendo



o aprendizado do aluno e gerando novas possibilidades.

Logo em seguida temos os Estudos Multivariados em Anatomia, abrangendo
tépicos diversos e diferenciados a respeito do estudo e do funcionamento das inter-
relacbes generalistas dentro da anatomia, bem como novas possibilidades para
novos materiais e abordagens médicas.

Na sexta area temos a andlise de Relatos e Estudos de Caso em Anatomia
Humana focando nas estruturas e fungdes do corpo, das areas importantes a saude,
ou seja, trata dos sintomas e sinais de um paciente e ajuda a interpreta-los.

Por fim temos Revisdes Sobre Temas em Anatomia focando na importancia
do estudo para os seus diversos campos engolbando variagbes anatdmicas,
diagnésticos, tratamentos e sua importancia para o conhecimento geral do aluno.

Nosso empenho em oferecer-lhe um bom material de estudo foi monumental.
Esperamos que o material didatico possibilite a compreensédo do conteudo resultando
numa aprendizagem significativa e aproveitamento do seu conhecimento para seus
campos de pesquisa.

Nossos agradecimentos a cada leitor que acessar esse trabalho, no desejo de
gque o mesmo seja de importante finalidade e contribua significativamente para seu
conhecimento e para todos os seus objetivos como aluno, professor, pesquisador ou
profissional das areas afins.

Boa leitura.

Igor Luiz Vieira de Lima Santos
Carliane Rebeca Coelho da Silva
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CAPITULO 8
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RESUMO:Mucosite intestinal é uma
complicagdo comumente associada ao

tratamento quimioterapico com o 5-Fluorouracil
(5-FU). A Epiisopiloturina (EPI), um alcaloide
derivado da Pilocarpus microphyllus Stapf ex
Wardleworthtem sidoreportadovariasatividades
farmacologicas, como antinociceptiva, anti-
helmintica, anti-inflamatéria e antioxidante. O
presente trabalho objetivou avaliar o efeito da
Epiisopiloturina sobre o numero de mastocitos
no modelo de mucosite intestinal induzida
por 5-FU. Para isto, utilizou-se camundongos
Swiss, machos, com peso médio de 25 gramas,
segregados randomicamente em trés grupos
experimentais. Aofinaldo protocolo experimental
de inducéo e tratamento da mucosite intestinal,
0s animais foram eutanasiados, e amostras
dos segmentos intestinais foram coletadas para
avaliacao histolégica por meio de coloragao

com azul de toluidina, visando evidenciar os
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mastdcitos na mucosa intestinal. Os resultados demonstraram que EPI na dose de 1
mg/kg previne a mastocitose promovida pelo 5-FU nos segmentos duodeno e jejuno.
Dessa forma, acredita-se que o alcaloide EPI desempenha papel fundamental no
tratamento do mucosite intestinal induzida por 5-FU.

PALAVRAS-CHAVE: Quimioterapia. Mucosite. Mastocitos. Alcaloide.

EPIISOPILOTURINE REDUCES THE NUMBER OF MAST CELLS IN
5-FLUOROURACIL INDUCED INTESTINAL MUCOSITIS IN MICES

ABSTRACT: Intestinal mucositis is a complication commonly associated with
chemotherapy with 5-Fluorouracil (5-FU). The Epiisopiloturine (EPI), an alkaloid
derived from Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardle has been reported for various
pharmacological activities, such as antinociceptive, anthelmintic, anti-inflammatory
and antioxidant. The present study aimed to evaluate the effect of epiisopiloturine on
the number of mast cells in the model of mucositis induced by 5-FU. For this, we used
Swiss mice, males, with an average weight of 25 grams, randomly segregated into
three experimental groups. After the treatment of induction and treatment of intestinal
mucositis, the animals were eutanasiated, and the samples the intestinal were collected
to histological evaluation with coloration with toluidine blue, aiming at evidencing the
mast cells in the intestinal mucosa. The results demonstrated that EPI at a dose of 1
mg / kg prevented a mastocytosis promoted by 5-FU in the duodenum and jejunum
segments. Thus, it is believed that EPI alkaloid a key role in the treatment of intestinal
mucositis induced by 5-FU.

KEYWORDS: Chemotherapy. Mucositis. Mast cells. Alkaloid.

11 INTRODUGCAO

A mucosite constitui-se como um dos efeitos colaterais mais significativos no
tratamento do cancer e é caracterizada como uma condigcdo complexa resultante
da inflamac¢éo da mucosa (REYES-GIBBY et al., 2017; KARBELKAR; MAJUMDAR,
2016).

O 5-Fluorouracil (5-FU) é um quimioterapico de grande relevancia clinica e
de uso terapéutico e, além disso, é considerado um dos maiores responsaveis por
desencadear a mucosite em pacientes durante o tratamento. Esta, dependendo
da area de inflamacao, é classificada em mucosite oral ou intestinal (DAUGHTON;
RUBOQY, 2013).

A mucosite intestinal tem como consequéncias a atrofia de vilosidades,
ulceracao, perda de funcéo da barreira intestinal e, também, aumento do numero de
mastocitos. Estaresposta bioldgica leva os pacientes a sofrerem de nduseas, vomitos,
diarreia, dor, perda de peso, e necessidade de nutricao enteral ou parenteral. Além
disso, tal situacédo pode induzir estado de desnutricdo e desequilibrio eletrolitico,
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acarretando, portanto, um risco aumentado de sepse e morte (KUIKEN et al., 2016;
KIM et al., 2015; REBER et al., 2015).

De acordo com Bastos et al. (2016) ainda ndo ha uma terapia eficaz para esta
condicao clinica, tornando indispensavel a busca de novas terapias preventivas,
visto que a mucosite pode resultar em necessidades de reducdo das doses do
quimioterapico, assim como aumento dos custos com saude, permanéncia prolongada
no hospital, comprometendo o estado nutricional e, por conseguinte, a qualidade de
vida do paciente.

Devido a gravidade do problema, muitos pesquisadores buscaram investigar
novas solugdes para o tratamento da mucosite intestinal (KATO et al., 2017; OH
et al.,, 2017). A investigacdo da eficacia dos produtos de origem natural para o
tratamento dessa patologia também detém papel de destaque na busca cientifica
pelo desenvolvimento de alternativas para esse grave efeito colateral. Algumas
substancias derivadas de plantas foram investigadas como a Curcuma longa L.
Bidens pilosa L., Anacardium occidentale L., e 3-Cariofileno (BASTOS et al., 2016;
AVILAA et al., 2015; MIRANDA et al., 2019; SILVA, 2018).

Nesse contexto, encontra-se a Epiisopiloturina (EPIl) um alcalbide promissor
derivado da Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth ja reportado com potencial
antinociceptivo (ROCHA, 2017), anti-helmintico (GUIMARAES et al., 2015), anti-
inflamatério (SILVA et al., 2013) e antioxidante (CARVALHO, 2019). Desse modo,
objetiva-se avaliar o efeito da Epiisopiloturina sobre o numero de mastécitos no
modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta do Material Vegetal

As folhas de — Jaborandill (Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew) foram
obtidas no municipio de Matias Olimpio, Piaui, Brasil (Latitude, graus decimais S
-3.7158; longitude, graus decimais W -42.5555). A planta foi identificada pela Profa.
Dra. lvanilza Moreira de Andrade, Departamento de Biologia, da Universidade
Federal do Piaui (UFPI) e uma amostra de voucher do espécime, nUmero de voucher
Exsicata 27.152, foi depositado no herbario HDELTA- UFPI, Parnaiba, Piaui, Brasil.

2.2 Isolamento e purificacao da Epiisopiloturina

A purificagcdo da EPI foi realizada segundo patente de depdsito numero PI
0904110-9 junto ao Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI). O isolamento
de EPI foi realizado pela aplicacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
a fim de obter pureza EPI superior a 98%. A viabilidade do método foi confirmada
através de HPLC e espectrometria de massa por eletrospray (VERAS et al., 2013).
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2.3 Animais

Foram utilizados camundongos machos Swiss (Mus musculus) com peso entre
20-30g, provenientes do Biotério do Departamento de Cirurgia da Universidade
Federal do Ceara (UFC), os mesmos foram mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Morfologia — UFC, Fortaleza, Ceara, Brasil.

2.4 Consideracoes éticas

Durante o experimento realizou-se a observéancia dos principios éticos da
experimentacdo animal normatizados pelo CONCEA. Além disso, se utilizou do
novo método de manipulagdo de camundongos com as maos em forma de concha,
recomendado pela National Centre for the Replacement, Refinement and Reduction
Animals and Research, objetivando a redug¢ao da ansiedade nos animais, bem como
melhor desempenho durante os experimentos (GOUVEIA, K.; HURST, 2017). O
protocolo experimental foi submetido e aprovado (Anexos A e B) pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFC (9071050418) e da UFPI (471/18).

2.5 Grupos experimentais

Os camundongos foram divididos em trés grupos, sendo cada grupo constituido
por 6 (seis) animais. A dose de Epiisopiloturine foi estabelecida ap6s vasto resgate
na literatura, e optou-se pela dose de 1 mg/kg conforme apresentado no trabalho de
Rocha, 2017.

+  Grupo | (DMSO): receberam solugéo veiculo de DMSO 1 mg/kg e intrape-
ritoneal (i.p), paralelamente aos outros grupos tratados ao longo do estudo.

« Grupo Il (5-FU): os animais receberam no dia da indu¢ao da mucosite uma
dose Unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) i.p. e foram tratados com
uma solucédo de DMSO 2% + agua destilada nos quatro dias posteriores.

« Grupo lll (EPI 1 mg): receberam 5-FU 450 mg/kg i.p no dia da indugéo e
foram tratadas com Epiisopiloturina i.p diluida em DMSO 2%, na dose de 1
mg/kg/dia nos quatro dias posteriores.

2.6 Analise da concentracao de mastocitos

Para evidenciar a presenca e contagem de mastécitos, as amostras de duodeno,
jejuno e ilio passaram por processamento histoldégico para a confeccéo dos blocos
de parafina que foram posteriormente cortados e corados com a coloracdo com azul
de toluidina, segundo o método de Michalany (1998).

Apés a confeccdo das laminas, realizou-se a quantificacdo por meio da
contagem dos mastoécitos, localizados no tecido conjuntivo e visualizados em
coloracédo metacromatica. Foram contabilizados 10 campos por animal, utilizando-
se da objetiva de 40x no microscopio.

O Estudo de Anatomia Simples e Dinamico Capitulo 8




2.7 Analise estatistica

Para a realizagdo da analise estatistica entre os grupos utilizou-se o Teste
Shapiro Wilk para verificar a normalidade da amostra. Posteriormente realizou-se o
teste de anélise de variancia ANOVA one-way, seguido pelo pds-teste de comparacdes
multiplas de Tukey. O intervalo de confianca adotado foi de 95%, isto é, resultados
que apresentarem p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio do software GradPad
Prism, verséo 6.0. Todos os resultados foram expressos em média + erro padrao da
média (EPM).

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Observou-se que o grupo 5-FU apresentou diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) no numero de mastécitos quando comparado com o0 grupo
DMSO (0,86+0,31; 0,83+0,14) no duodeno e jejuno, respectivamente.

Verificou-se que de maneira semelhante no duodeno e jejuno (Figura 1) a EPI
na dose de 1mg/kg (1,65+0,11; 0,90 + 0,09) provocou a reducdo estatisticamente
significativa do numero de mastdcitos, quando confrontado com o grupo 5-FU
(4,62+0,51).

No ileo por sua vez, observou-se que o tratamento com EPI na dose de 1mg/
kg (0,66 + 0,24) nao diferiu de maneira estatisticamente significativa do 5-FU.

As fotomicrografias da figura 1 representam o numero de mastocitos por
campo, observou-se que a EPI 1 mg/kg foi capaz de reduzir o numero de mastocitos
por campo no duodeno e jejuno quando comparado com o 5-FU.
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Figura 1: Os segmentos foram corados com azul de toluidina. A, B, C: DMSO no duodeno,
jejuno e ileo; D, E, F: 5-FU; G, H, I: EPI 1 mg/kg. Os painéis foram obtidos na escala de 50 um
(40x). Os valores foram expressos como média + EPM. Para analise estatistica foi utilizado o
teste One-Way ANOVA seguido de Tukey. Os valores foram considerados significativos quando
apresentaram p <0,05. Onde o #p<0,05 vs grupo DMSO e *p<0,05 vs grupo 5-FU.

Os mastocitos séo residentes normais dos tecidos mucosos, porém o seu
namero pode mudar acentuadamente durante as respostas imunes, infeccbes e
outros disturbios, de modo que a infiltracdo de mastocitos reflete um importante
sinal de inflamacéo e seu papel foi detectado na patogénese de varios disturbios,
incluindo mucosite e cancer (REBER et al., 2015; REDDY et al., 2012; KHAN et al.,
2013).

Al-Asmari et al. (2016) avaliou o efeito da taurina sobre a infiltracdo de
mastdcitos na mucosite intestinal, e verificou que a mastocitose (aumento na
contagem do numero de mastdcitos) foi maior no grupo tratado com 5-FU, ao passo
qgue a taurina suprimiu 0 aumento de tais células.

Segundo Nogueira et al. (2017) a ativacdo de mastocitos contribui
significativamente para o0s processos fisiopatologicos associados a mucosite,
uma vez que, a producdo de fatores quimiotaticos por mastdcitos pode aumentar
o recrutamento de multiplas células inflamatérias, resultando na amplificacédo da
reacao inflamatoéria. O aumento da inflamag¢ao mediado por mastécitos pode induzir
danos nos tecidos do hospedeiro como alteracdes na arquitetura intestinal e a altura

das vilos.
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Um estudo realizado por Silva et al. (2013) demonstrou evidencias sobre a
acao anti-inflamatéria da EPI, apontando a sua atividade no modelo de edema e de
peritonite. Os autores observaram que a EPI reduziu a contagem total e diferencial
de leucdcitos peritoneais e na pata, diminuiu a atividade da mieloperoxidase (MPO)
e dos niveis de TNF-a e IL-1B na cavidade peritoneal, sugerindo que a atividade
anti-inflamatéria da EPI, seria dependente, da inibicdo da infiltracdo de neutrofilos
e da liberagdo das citocinas pré-inflamatoérias. Tais resultados corroboram com os
dados do presente estudo, onde sugerimos o potencial anti-inflamatoério da EPI.

41 CONCLUSAO

A Epiisopuloturina na dose de 1 mg/kg foi capaz de reduzir o numero de
mastocitos na mucosite intestinal induzida por 5-fluorouracil, demonstrando potencial
anti-inflamatério neste modelo.
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