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RESUMO

EFEITO DA SUPLEMENTA(;AONCOM L-ARGININA NO PESO CORPORAL,
HEMOGRAMA E NA PRODUCAO DAS IMUNOGLOBULINAS DE RATOS
SUBMETIDOS A QUIMIOTERAPIA

Este estudo teve o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo com
L-arginina, em diferentes doses, no peso corporal, no hemograma, na producgéo das
imunoglobulinas IgA, IgG e IgM e no processo inflamatério do intestino delgado de
ratos Wistar submetidos a quimioterapia. Foram utilizados 32 Rattus novergicus da
linhagem Wistar, distribuidos aleatoriamente em 4 grupos (8 ratos/grupo) com peso
corporal semelhante: grupo controle (G¢), os ratos receberam racdo e agua; Gs.ry
receberam ragéo, agua e uma dose de 5-FU; Gargoos+5-ru € Gargass+s.Fu que receberam
racdo, 295 mg e 458 mg de L-arginina, respectivamente, adicionada na agua e uma
dose de 5-FU. A 5-FU foi aplicada apds o periodo de adaptacéo (dia 7) na dose
Gnica de 200 mg de 5-FU/Kg de peso corporal, por via intraperitoneal. Os ratos
foram pesados individualmente, sempre no periodo da manhd e sem jejum
prévio, para determinacdo do ganho de peso antes e depois da aplicacdo da 5-FU.
Quatro dias apo6s da aplicacdo da 5-FU, os ratos foram anestesiados com
tionembutal e colheu-se amostras de sangue e do intestino delgado. A
suplementacdo com 295 mg de L-arginina mostrou-se benéfica na reducao de perda
de peso corporal durante o tratamento com o quimioterapico 5-FU. A concentracao
de plaquetas foi menor (P < 0,05) nos grupos Gsry € Gagassss.Fu, POrém,
semelhantes entre 0s grupos Gc e Gargeos+s.Fu. A concentragéo de leucocitos totais
apresentou reducédo significativa nos grupos Gs.ru, Gargzes+s-ru € Gargass+s-Fu quando
comparados ao grupo Gc, entretanto, houve reducdo significativa de neutrofilos
somente no grupo Gsgy. Ocorreu um aumento (P < 0,05) na concentracdo de
fibrinogénio nos grupos tratados com L-arginina (Gargees+s-ru € Gargass+s-Fu). NOS
grupos Gargees+s-ru €  Gargasssru, @ concentragdo sérica de IgA  aumentou
significativamente em relacdo ao grupo Gspy. Os ratos suplementados com L-
arginina apresentaram menor processo inflamatério no intestino delgado. Conclui-se
que a suplementacdo com 295 mg de L-arginina/dia atenuou a perda de peso
corporal imediata dos ratos Wistar submetidos a quimioterapia com 5-FU e que a
suplementacao diaria tanto com 295 mg como 458 mg de L-arginina pode amenizar
alguns efeitos colaterais da 5-FU como a plaguetopenia, a neutropenia e
imunomodular a producdo de IgA, além de reduzir processos inflamatérios
intestinais.

Palavras-chave: Imunomodulador. Imunossupresséao. Cancer. 5-fluorouracil.



ABSTRACT

EFFECT OF L-ARGININE SUPPLEMENTATION ON BODY WEIGHT, HEMOGRAM
AND PRODUCTION OF IMMUNOGLOBULINS IN RATS SUBJECTED TO
CHEMOTHERAPY

The purpose of this study was to evaluate the effect of supplementation with L-
arginine, in different doses, on body weight, hemogram, production of IgA, IgG and
IgM immunoglobulins and in the small bowel inflammatory process of Wistar rats
subjected to chemotherapy. A total of 32 Rattus novergicus Wistar rats were
randomly distributed in 4 groups (8 rats / group) with similar body weight: control
group (CG), the rats were given ration and water; G5-FU was given ration, water and
a dose of 5-FU; Garg295 + 5-FU and Garg458 + 5-FU were given, respectively, 295
mg and 458 mg of L-arginine, which was added to the water and a dose of 5-FU. 5-
FU was applied after the adaptation period (day 7) in a single dose of 200 mg of 5-
FU / kg body weight, intraperitoneally. The rats were weighed individually, always in
the morning and without previous fasting, to determine the weight gain before and
after the application of 5-FU. Four days after application of 5-FU, the rats were
anesthetized with thionembutal, blood and small intestine samples were collected.
Supplementation with 295 mg of L-arginine was shown to be beneficial in reducing
body weight loss during treatment with the 5-FU chemotherapeutic. The
concentration of platelets was lower (P <0.05) in the G5-FU and GArg458 + 5-FU
groups, but similar between the GC and GArg295 + 5-FU groups. The total leukocyte
concentration showed a significant reduction in the G5-FU, GArg295 + 5-FU and
GArg458 + 5-FU groups when compared to the GC group, however, there was a
significant reduction of neutrophils only in the G5-FU group. There was an increase
(P <0.05) in fibrinogen concentration in the groups treated with L-arginine (GArg295
+ 5-FU and GArg458 + 5-FU). In the GArg295 + 5-FU and GArg458 + 5FU groups,
the serum IgA concentration increased significantly in relation to the G5-FU group.
Rats supplemented with L-arginine had a minor inflammatory process in the small
intestine. It was concluded that supplementation with 295 mg of L-arginine / day
attenuated the immediate body weight loss of Wistar rats subjected to 5-FU
chemotherapy and that daily supplementation with both 295 mg and 458 mg of L-
arginine may ease some side effects of 5-FU such as thrombocytopenia, neutropenia
and immunomodular production of IgA, in addition to reducing intestinal inflammatory
processes.

Keywords: Immunomodulator. Immunosuppression. Cancer. 5-fluorouracil.



LISTA DE SIGLAS

5-FU — 5-Fluorouracil
OMS -- Organizacdo Mundial da Saude
TS — Timidilato-sintetase

TNF-alfa — Fator alfa de necrose de tumor

IL-1 — Interleucina-1

IL-2 — Interleucina-2

IL-6 — Interleucina-3

IgA — Imunoglobulina A

IgG — Imunoglobulina G

IgM — Imunoglobulina M

VGM — Volume globular médio

HGM — Hemoglobina globular média

CHGM — Concentracédo de hemoglobina globular média
RDW -- Amplitude de distribuicdo do diametro das hemacias
AST -- Aminotransferase de aspartate

ALT -- Aminotransferase de alanine

INCA -- Instituto Nacional do Cancer



SUMARIO

1 ARTIGO A: SUPLEMENTACAO COM L-ARGININA ATENUA A PERDA
DE PESO IMEDIATA EM RATOS WISTAR SUBMETIDOS A
QUIMIOTERAPIA. .. ettt

1.1 InstrugOes para autores: Revista de NULMHGAO. ..........uuveeieiiiiiiiiieeiniiieiiiie

2  ARTIGO B: EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM L-ARGININA NO
LEUCOGRAMA, INFILTRADO INFLAMATORIO DO INTESTINO E IGA
COM USO DE 5-FU EM RATOS.....oiiiiii

2.1 Instrucdes para autores: Nutrition and Cancer Journal.............ccc.ccevvvenee.
3  ANEXO: PARECER FINAL DO COMITE ASSESSOR DE PESQUISA

INSTITUCIONAL (CAPI) E DA COMISSAO DE ETICA USO DE
ANIMAIS (CEUA). ..ottt eee et ee s n s es st ene e



10

1 ARTIGO A

Este artigo sera submetido no formato de nota cientifica para a Revista de

Nutricao.

Suplementacdo com L-arginina atenua a perda de peso imediata em ratos

Wistar submetidos a quimioterapia

Bianca Depieri BALMANT?

Eloisa O. N. ARAUJO?

Sandra Cristina GENARO?

Cecilia Braga LAPOSY*

Marcelo George Mungai CHACUR®
Luis Souza Lima de Souza REIS®

! Mestranda em Ciéncia Animal na Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE, R.
José Bongiovani, n. 700, Cidade Universitaria, Presidente Prudente, Sdo Paulo,
Brasil. Telefone: (+55 18) 98146-9636. Correspondéncia para/Correspondence to:
BD BALMANT. E-mail: <biancadepieribalmant@hotmail.com>.

2 Mestranda em Ciéncia Animal na Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE,
Presidente Prudente, SP, Brasil. E-mail: eloisanazario@hotmail.com

% Mestre em Ciéncia Animal e doutoranda em Fisiopatologia Animal na Universidade
do Oeste Paulista — UNOESTE, Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brasil. E-mail:

sandragenaro@hotmail.com

* Doutora. Docente do Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncia Animal na
Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE, Presidente Prudente, SP, Brasil. E-

mail: claposy@unoeste.br

® pés-doutor. Docente do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia Animal na
Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE, Presidente Prudente, SP, Brasil. E-
mail: chacur@unoeste.br

® pos-doutor. Docente do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia Animal na
Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE, Presidente Prudente, SP, Brasil. E-

mail: luisreis@unoeste.br


mailto:sandragenaro@hotmail.com
mailto:claposy@unoeste.br

11

Article based on the master dissertation of BD BALMANT, entitled “Efeito da
suplementacdo com L-arginina no peso corporal, hemograma e na produgédo das
imunoglobulinas de ratos submetidos a quimioterapia”. Universidade do Oeste
Paulista; 2016.
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RESUMO

Objetivo

Avaliar o efeito da suplementacdo com diferentes doses de L-arginina na perda de
peso corporal imediata de ratos Wistar submetidos a quimioterapia com 5-FU.
Métodos

Foram utilizados 32 Rattus novergicus da linhagem Wistar, distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos (8 ratos/grupo) com peso corporal semelhante: grupo
controle (Gc¢), os ratos receberam racdo e agua; Gs.ry recebeu ragdo, 4gua e uma
dose de 5-FU; Gargzesmg+s-Fu € Gargassmg+s-Fu que receberam ragao, 295 mg e 458 mg
de L-arginina, respectivamente, adicionada na agua e uma dose de 5-FU. A 5-FU foi
aplicada nos ratos apos o periodo de adaptacao (dia 7), na dose Unica de 200 mg de
5-FU/Kg de peso corporal, por via intraperitoneal. Os ratos foram pesados
individualmente, sempre no periodo da manhd e sem jejum prévio, para
determinacao do ganho de peso antes e depois da aplicacdo da 5-FU.

Resultados

A suplementacdo com 295 mg de L-arginina mostrou-se benéfica na reducédo de
perda de peso corporal durante o tratamento com o quimioterapico 5-FU e nao
interferiu no consumo de racdo pelos ratos antes ou apos a quimioterapia. Porém,
nos ratos onde a dosagem de L-arginina foi maior (458 mg), o consumo de racao foi
menor, indicando que a suplementagéo na dose 458 mg pode prejudicar a ingestao
alimentar, favorecendo a perda de peso, que foi semelhante ao grupo né&o

suplementado (Gs.ru)
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Concluséao
A suplementacdo com 295 mg de L-arginina/dia atenuou a perda de peso corporal

imediata dos ratos Wistar submetidos a quimioterapia com 5-FU.

Termos de Indexacgédo: Amino4cido. Cancer. 5-fluorouracil.

INTRODUCAO

A 5-fluorouracil (5-FU), é um quimioterapico amplamente utilizado no
tratamento de carcinomas de mama, cabeca e pescoco, pancreas, estbmago, colon,
reto e da pele’®®. No entanto, a 5-FU tem baixa especificidade, e seletividade
somente para as células tumorais e, portanto, ela também pode acometer as células
sadias do organismo, inibindo sintese da timidilato-sintetase (TS) e/ou da
incorporacdo no DNA e RNA dessas células®, resultando em efeitos colaterais
indesejaveis que pode comprometer o pleno funcionamento dos érgdos e a saude
do paciente em quimioterapia®”°.

Os efeitos colaterais provenientes do uso da 5-FU sao diversos e
variam conforme a dose, estado clinico do paciente e via de administrac&o®. Dentre
estes efeitos, destaca-se a perda de peso, expondo 0s pacientes a deplecdo do
estado nutricional®.

A desnutricdo € uma complicacdo frequente no paciente portador de
uma neoplasia maligna, podendo atingir até 66,4% deles, sendo que um terco dos
adultos com a doenca apresenta perda de peso superior a 10%®.

Dos fatores associados a desnutricdo destacam-se a ingestéao
alimentar, que € influenciada pelo tumor e os efeitos colaterais do tratamento
oncolégico, as alteracdes no metabolismo energético e dos nutrientes, o jejum
prolongado para exames pré ou poés-operatérios e o aumento nas perdas
nutricionais, devido a vomitos, mé-absorcéo, diarréia e faléncia renal®. Todos estes
fatores sdo agravados por condicbes socioecondmicas precarias e habitos
alimentares inadequados®®.

O estado nutricional depauperado, principalmente quando evidenciado
pela perda de massa corporal magra, esta associado ao aumento no tempo de
hospitalizacdo e na morbimortalidade. Tal associacdo decorre do fato de que um

aumento percentual da perda de peso esta diretamente associado a prejuizos nos
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processos de cicatrizagao, fraqueza muscular, reducdo da imunidade com aumento
das infeccdes e morte®™,

Na tentativa de minimizar a perda de peso corporal de pacientes em
quimioterapia e, desta forma, beneficiar a saude, a sobrevida e a qualidade de vida
de pacientes oncoldgicos, a nutricdo por meio da suplementagdo com o aminoacido
L-arginina vem despertando interesse como suplemento alimentar que pode
beneficiar alguns mecanismos de defesa anti-tumorais de pacientes durante a
quimioterapia**#**!41>  Entretanto, ainda ha necessidade de novos estudos que
avaliem o efeito deste aminoacido como redutor da perda de peso imediata nesses
pacientes.

Neste contexto, o estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
suplementacdo com diferentes doses de L-arginina na perda de peso corporal

imediata de ratos Wistar submetidos a quimioterapia com 5-FU.

METODOS

O experimento foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
da Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE, Presidente Prudente, SP, Brasil,
sob o protocolo de nimero 2755.

Foram utilizados 32 Rattus novergicus da linhagem Wistar, machos,
com peso corporal médio de 161,5 £ 9,0 gramas. Esses ratos foram distribuidos,
randomicamente, em 4 grupos experimentais (8 ratos/grupo) e mantidos sob as
mesmas condi¢cées ambientais, com padrao de iluminacéo de claro/escuro de 12/12
horas e com temperatura ambiente em torno de 23 a 25 °C, e receberam o0s
seguintes tratamentos:

- Grupo controle (Gc¢): os ratos receberam somente ragcdo comercial balanceada e
agua filtrada ad libitum.

- Grupo 5-FU (Gs.py): 0s ratos receberam ragédo comercial balanceada e agua filtrada
ad libitum e também aplicou uma dose de 200 mg de 5-FU/kg de peso corporal por
via intraperitoneal, apds 7 dias de adaptacdo dos ratos a suplementagdo com L-
arginina e as condicdes experimentais conforme recomendado por Leocadio et al.*®.
- Grupo Arg295+5-FU (Gargoes+5-Fu): OS ratos receberam ragéo comercial balanceada,
suplementacdo média diaria de 295 mg de L-arginina, que foi adicionada na agua ad

libitum, e também aplicou uma dose de 200 mg de 5-FU/kg de peso corporal por via
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intraperitoneal, apos 7 dias de adaptacdo dos ratos a suplementagdo com L-arginina
e as condicbes experimentais conforme recomendado por Leocéadio et al.*®.

- Grupo Arg458+5-FU (Gargass+s-Fu): 0S ratos receberam ragéo comercial balanceada,
suplementacdo média diaria de 458 mg de L-arginina, que foi adicionada na agua ad
libitum, e também aplicou uma dose de 200 mg de 5-FU/kg de peso corporal por via
intraperitoneal, apos 7 dias de adaptacdo dos ratos a suplementagdo com L-arginina
e as condicBes experimentais conforme recomendado por Leocadio et al.*®.

Para suplementacdo de L-arginina utilizou-se comprimidos
efervescentes de aspartato de arginina sem adi¢céo de vitamina C (Tagifor®, Sanofi-
Aventis).

O consumo da L-arginina nos ratos Wistar de todos o0s grupos
experimentais foi determinado diariamente durante o experimento por meio do
consumo diario de agua dos ratos. Para isto, mediu-se o volume de agua antes de
ser colocado no bebedouro dos ratos e, apds 24 horas, mediu-se o volume da sobra
de agua no bebedouro. Subtraindo-se o segundo volume de agua do primeiro
volume, obteve-se o consumo médio diario da agua de cada grupo experimental dos
ratos Wistar, que foi dividido pelo niamero de ratos Wistar de cada grupo
experimental.

O consumo da racédo pelos ratos Wistar de todos 0s grupos
experimentais também foi determinado diariamente durante todo o experimento.
Para isto, a racdo foi pesada antes de ser colocada no comedouro dos ratos e, ap0s
24 horas, pesada a sobra da ragdo no comedouro. Subtraindo-se o segundo peso do
primeiro peso, obteve-se o0 consumo médio diario da ragdo de cada grupo
experimental dos ratos Wistar, que foi dividido pelo nimero de ratos Wistar de cada
grupo experimental.

A racdo comercial balanceada consumida ratos Wistar durante o
experimento era composta por (niveis de garantia/Kg de racao): 22,0% de proteina
bruta; 2,5% de extrato etéreo; 6,0% de matéria fibrosa; 10% de matéria mineral;
1,2% de calcio; 0,7% de fosforo; 3.000 mg de metionina; 7.000 Ul de vitamina A; 50
mg de vitamina C; 2.000 Ul de vitamina D3; 15 Ul de vitamina E; 1,0 mg de vitamina
K3; 2,0 mg de vitamina B1; 6,0 mg de vitamina B2; 3,0 mg de vitamina B6; 9,0 mg de
vitamina B12; 1,0 mg de acido fdlico; 12,0 mg de acido pantoténico; 0,5 mg de
biotina; 500,0 mg de colina; 20,0 mg de niacina; 9,0 mg de cobre; 40,0 mg de ferro;
0,7 mg de iodo; 90,0 mg de manganés; 0,4 mg de selénio; 50,0 mg de zinco.



15

Os ratos foram pesados individualmente no inicio do experimento, no
dia da aplicacdo da 5-FU e no quarto dia apds a administragdo da 5-FU, sempre no
periodo da manha e sem jejum prévio, para determinacédo do ganho de peso antes e
depois da aplicacdo da 5-FU.

Os resultados do peso corporal, ganho de peso, consumo de ragao e
adgua dos animais apresentaram distribuicdo normal pelo teste de Shapiro Wilk
e foram submetidos a ANOVA Oneway e teste de Tukey com significancia de 5%.

RESULTADOS

O consumo de racao pelos ratos antes e também ap0s aplicacdo da 5-
FU néo diferiu significativamente (p>0,05) entre os grupos Gc, Gs.py € Garg2es+s-Fu,
mas o consumo dos ratos do grupo Gargsss+s-ru foi significativamente menor (p<0,05)
em relacdo aos demais grupos experimentais (Tabela 1). Comparando os momentos
experimentais (antes e apos a quimioterapia) dentro de um mesmo grupo, observa-
se na Tabela 1 que houve reducéo significativa (p<0,05) no consumo de racao dos
ratos dos grupos Gs.ry, Garg2es+5-ru € Gargass+s-Fu @p0Os a aplicagédo da 5-FU.

A ingestdo de agua dos ratos do grupo Gs.py apresentou aumento
significativo (p<0,05) antes da quimioterapia e ap0s a quimioterapia com 5-FU a
ingestao reduziu significativamente (p<0,05) em relagcdo ao grupo G¢ (Tabela 1).
Enquanto que o consumo de agua pelos ratos dos grupos Gargogs+s.ru € Gargass+s-Fu
foi significativamente maior (p<0,05) em relacdo aos grupos G¢ e Gs.ry antes e apos
a quimioterapia (Tabela 1). Comparando 0s momentos experimentais (antes e apos
a quimioterapia) dentro de um mesmo grupo, observa-se na Tabela 1 que houve
reducdo significativa (p<0,05) na ingestdo de agua dos ratos dos grupos Gs.ru,
Garg2es+s-Fu € Gargass+s-Fu apos a aplicagéo da 5-FU.

A perda de peso corporal entre 0s grupos Gspy € Gargassssru fOI
semelhante, porém os ratos do grupo Garges+s-ru @apresentaram redugéo (p<0,05) na
perda de peso corporal apos a aplicacdo da 5-FU na ordem 209,6% e 160,3% em

relagédo aos grupos Gs.ry € Gargass+s-ru, respectivamente (Tabela 1).
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DISCUSSAO

A elevada ingestdo de agua pelos ratos dos grupos Gargos+sru €
Gargass+s-ru antes e apos a quimioterapia (Tabela 1) foi provavelmente devido ao
aumento da palatabilidade que ocorreu com a adicdo da L-arginina na agua. No
entanto, este aumento na ingestdo de agua pelos ratos nédo interferiu no consumo
diario da L-arginina, uma vez que a dose de arginina era ajustada constantemente
em funcéo da ingestdo de agua por cada grupo experimental.

A suplementacdo com 295 mg de L-arginina mostra-se benéfica na
reducdo de perda de peso corporal durante o tratamento com o quimioterapico 5-FU,
uma vez que o aumento da perda de peso esta diretamente associado a prejuizos
nos processos de cicatrizacdo, fraqueza muscular, reducdo da imunidade com
aumento das infec¢des e morte®*°.

Embora a suplementacdo com 295 mg de L-arginina ndo tenha
interferido no consumo de ragcdo pelos ratos antes ou apos a aplicagdo do
quimioterapico, os ratos onde a dosagem da L-arginina foi maior (458 mg), a
ingestao alimentar foi prejudicada (Tabela 1), favorecendo a perda de peso mesmo
com a suplementagao de L-arginina.

Ao analisar estudos com proteinas e outros suplementos dietéticos, a
combinagéo com L-arginina tem mostrado resultados interessantes'®*"'®, Um estudo
que avaliou a suplementacdo com diferentes combinacdes, revelou que os pacientes
ganharam uma média de cerca de 2 kg de peso corporal'®. Entretanto, em outro
estudo com cerca de 470 pacientes com cancer, ndo foi encontrada diferenga
significativa no ganho de massa magra corporal ap0s 8 semanas, porém houve uma
forte tendéncia na direcdo de um aumento das medidas corporais, bem como do

peso corporal’.

CONCLUSAO

Os resultados permitiram concluir que a suplementacdo com 295 mg
de L-arginina/dia atenuou a perda de peso corporal imediata dos ratos Wistar
submetidos a quimioterapia com 5-FU. Porém, o efeito isolado da suplementacéo
com L-arginina sobre o ganho de peso corporal a longo prazo deve ser investigado
em estudos adicionais em pacientes com cancer durante o tratamento

quimioterapico.
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Tabela 1. Ganho de peso e ingestdo média (+ desvio padrdo) de 4gua e racao ratos

Wistar suplementados ou ndo com L-arginina apés a aplicacdo da 5-Fluorouracil (5-

FU)
Ganho de peso Consumo de racéo Consumo de 4gua
(9) (g/dia) (mL/dia)

Grupos

Antes da Depois da Antes da Depoisda Antesda Depois da

5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU
Ge 34.5+11.8"  44.4+13.8"* 66.3+3.7"* 62.3+3.7"* 33.5+0.3"® 33.4+0.5"®
Gs.ru 38,4+7,5"  -22,6+13,8°° 66.1+2.4" 61.2+4.1"" 36.4+0.6°® 31.3+3.1""
Gargzosssru  42.0252%%  .7.3+156%° 67.8+0.8" 61.5+0.5"° 54.3+0.8°® 42.60.3%
Gargass+s.ru 35.9£10.5"  -10.0+14.6%° 62.9+0.5° 58.2+0.3%° 58.8+1.1%% 48.1+0.3*

AB,CD

— Nas colunas, médias seguidas de letras mailsculas distintas apresentam

diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos experimentais.

ab _ Nas linhas, médias seguidas de letras mintsculas distintas apresentam diferenca
significativa (p<0,05), dentro de um mesmo grupo experimental, entre 0s momentos
experimentais, ante e depois da quimioterapia.

Gc = grupo controle, em que os ratos receberam somente ragdo comercial balanceada
e agua ad libitum. Gs.ry = 0s ratos foram alimentados ad libitum com ragéo basal,
aplicou-se uma dose de 5-FU e sem adicéo de L-arginina. Gargoes+s-ru = 0S ratos foram
alimentados ad libitum com racao basal, aplicou-se uma dose de 5-FU e adicionou-se
295 mg de L-arginina na agua. Gargass+s-ru = 0S ratos foram alimentados ad libitum com
racao basal, aplicou-se uma dose de 5-FU e adicionou-se 458 mg de L-arginina na

agua.
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1.1 InstrugOes para Autores: Revista de Nutrigcéo

A Revista de Nutricdo (e-ISSN 1678-9865) € um periddico
especializado que publica artigos que contribuem para o estudo da Nutricdo em suas
diversas subareas e interfaces. Com periodicidade bimestral, estd aberta a
contribuicdes da comunidade cientifica nacional e internacional.

Os manuscritos podem ser rejeitados sem comentarios detalhados
apos analise inicial, por pelo menos dois editores da Revista, se os artigos forem
considerados inadequados ou de prioridade cientifica insuficiente para publicacdo na
Reuvista.

Todos os artigos devem ser submetidos de forma eletrénica pela
pagina <http://mc04.manuscriptcentral.com/rn-scielo>.

Todo processo de avaliacdo dos manuscritos terminard na segunda e
ltima verséao.

A Revista de Nutricdo ndo publica mais que 1 (um) artigo do mesmo
autor no mesmo ano (volume), para evitar a endogenia. Esse procedimento visa
aumentar o numero de temas e de colaboragcdes provenientes de autores nacionais

e internacionais.

Conflito de Interesse

Autores: Os autores devem declarar, de forma explicita,
individualmente, qualquer potencial conflito de interesse financeiro, direto e/ou
indireto, e ndo financeiro etc., bem como qualquer conflito de interesse com
revisores ad hoc.

Revisores ad hoc: No caso da identificacdo de conflito de interesse da
parte dos revisores, o Comité Editorial encaminhara o manuscrito a outro revisor ad

hoc.

Categoria dos artigos

A Revista sO publica artigos inéditos no idioma inglés. No entanto, os
autores podem submeter os artigos em portugués e, apos a avaliacdo do
manuscrito, 0 mesmo passara pelo processo de traducdo com tradutores
credenciados pela Revista, com o0 custo da traducdo arcado pelos autores, nas

seguintes categorias:



21

bY

- Original: contribuicbes destinadas a divulgacédo de resultados de pesquisas
inéditas, tendo em vista a relevancia do tema, o alcance e o conhecimento gerado
para a area da pesquisa (limite maximo de 3.500 palavras).

- Revisdo (a convite): sintese de conhecimentos disponiveis sobre determinado
tema, mediante analise e interpretacdo de bibliografia pertinente, de modo a conter
uma analise critica e comparativa dos trabalhos na &rea, que discuta os limites e
alcances metodoldgicos, permitindo indicar perspectivas de continuidade de estudos
naquela linha de pesquisa (limite maximo de 4 mil palavras). Serdo publicados até
dois trabalhos por fasciculo.

- Nota Cientifica: dados inéditos parciais de uma pesquisa em andamento (limite
maximo de 1.500 palavras).

- Secdo Tematica (a convite): secdo destinada a publicacdo de 2 a 3 artigos
coordenados entre si, de diferentes autores, e versando sobre tema de interesse
atual (méximo de 10 mil palavras no total).

Categoria e a Area Tematica do Artigo

Os autores devem indicar a categoria do artigo e a area tematica, a
saber: alimentacdo e ciéncias sociais, avaliacdo nutricional, bioquimica nutricional,
dietética, educacao nutricional, epidemiologia e estatistica, micronutrientes, nutricao
clinica, nutricdo experimental, nutricdo e geriatria, nutricdo materno-infantil, nutricdo

em producéo de refeicdes, politicas de alimentacado e nutricdo e saude coletiva.

Autoria

A indicacdo dos nomes dos autores logo abaixo do titulo do artigo é
limitada a 6. O crédito de autoria devera ser baseado em contribuicées substanciais,
tais como concepcdo e desenho, ou andlise e interpretacdo dos dados. Nao se
justifica a inclusdo de nomes de autores cuja contribuicAo ndo se enquadre nos
critérios acima. Também deve estar registrado na 12 pagina do artigo a origem
institucional e titulagcdo académica de cada autor.

A revista recomenda fortemente que todos os autores e coautores
tenham seus curriculos atualizados na Plataforma Lattes, para submissao de artigos.

A tramitacdo do artigo sO sera iniciada apos a inclusdo destas

informacdes na pagina do titulo.
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Os manuscritos devem conter, na pagina de identificacdo,
explicitamente, a contribuicdo de cada um dos autores.

Informar o numero de Registro ORCID® (Open Researcher and
Contributor ID). Caso nao possua, fazer o cadastro através do link:
<https://orcid.org/register>. O registro € gratuito. Os autores devem indicar trés
possiveis revisores para 0 manuscrito com 0s respectivos e-mails e as instituicdes
as quais estdo vinculados. Opcionalmente, podem indicar trés revisores para 0S

quais ndo gostaria que seu trabalho fosse enviado.

Preparo do Manuscrito

O texto devera contemplar o numero de palavras de acordo com a
categoria do artigo.

As folhas deverao ter numeracéo personalizada desde a folha de rosto
(que devera ser numerada como numero 1). O papel devera ser de tamanho A4,
com formatacdo de margens superior e inferior (no minimo 2,5 cm), esquerda e
direita (no minimo 3 cm), preparados em espaco entrelinhas 1,5, com fonte Arial 11.
O arquivo devera ser gravado em editor de texto similar a versao 2010 do Word.

Recomenda-se fortemente que o(s) autor(es) busque(m) assessoria
linguistica profissional (revisores e/ou tradutores certificados em lingua portuguesa e
inglesa) antes de submeter(em) originais que possam conter incorrecbes e/ou
inadequacdes morfologicas, sintaticas, idiomaticas ou de estilo.

Devem ainda evitar: (i) 0 uso da primeira pessoa "meu estudo...", ou da
primeira pessoa do plural "percebemos....", pois em texto cientifico o discurso deve
ser impessoal, sem juizo de valor e na terceira pessoa do singular; (ii) no inicio de
frases 0os numeros devem estar por extenso, e ndo em algarismo arabico; (iii)) as
sentencas devem ser curtas, claras e objetivas, (iv) paragrafos de uma Unica oracéo
ndo séo aceitaveis.

Os artigos devem ter, aproximadamente, 30 referéncias, exceto no
caso de artigos de revisao, que podem apresentar em torno de 50. Sempre que uma
referéncia possuir o numero de Digital Object Identifier (DOI), este deve ser
informado.

Pagina de rosto deve conter:

e Titulo completo em portugués: (i) devera ser conciso e evitar palavras

desnecessarias e/ou redundantes, como "avaliacdo do...", "consideracdes
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acerca de...", "Um estudo exploratério sobre..."; (ii) sem abreviaturas e siglas
ou localizacdo geografica da pesquisa.

Sugestdo obrigatéria de titulo abreviado para cabecalho, ndo excedendo 40
caracteres (incluindo espacos), em portugués (ou espanhol) e inglés.

Titulo completo em inglés, compativel com o titulo em portugués.

Nome de cada autor, por extenso. Nao abreviar os prenomes.

Informar os dados de origem, da titulacdo e afiliacdo institucional atual de
cada autor, por extenso, sem nenhuma sigla.

Indicacdo do endereco completo da instituicho a qual o autor de
correspondéncia esta vinculado.

Informar telefone e endereco de e-mail de todos os autores.

Informar, explicitamente, a contribuicdo de cada um dos autores no artigo. O
crédito de autoria devera ser baseado em contribuicbes substanciais, tais
como concepcao e desenho, analise e interpretacdo dos dados, revisdo e
aprovacao da verséo final do artigo. N&o se justifica a inclusdo de nomes de
autores cuja contribuicdo ndo se enquadre nos critérios acima.

Informar se o artigo € oriundo de Dissertacdo ou Tese, indicando o titulo,
autor, universidade e ano da publicacéo.

Podera ser incluida nota de rodapé contendo apoio financeiro e o numero do
processo e/ou edital, agradecimentos pela colaboracéo de colegas e técnicos,
em paragrafo ndo superior a trés linhas. Observacgéo: esta devera ser a Unica

parte do texto com a identificacdo dos autores.

Resumo deve conter:

Todos os artigos submetidos em portugués ou espanhol deverao ter resumo
no idioma original e em inglés, com um minimo de 150 palavras e maximo de
250 palavras.

O texto ndo deve conter citacdes e abreviaturas. Destacar no minimo trés e
no maximo seis termos de indexacéo, utilizando os descritores em Ciéncia da
Saude - DeCS - da Bireme <http://decs.bvs.br>.

Os artigos submetidos em inglés deverao vir acompanhados de resumo em

portugués, além do abstract em inglés.
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Para os artigos originais, os resumos devem ser estruturados destacando
objetivos, métodos basicos adotados, informacéo sobre o local, populacéo e
amostragem da pesquisa, resultados e conclusbes mais relevantes,
considerando os objetivos do trabalho, e indicando formas de continuidade do
estudo.

Para as demais categorias, o formato dos resumos deve ser o narrativo, mas

com as mesmas informacdes.

Estrutura do texto:
Texto: com excecdo dos manuscritos apresentados como Reviséo,
Comunicacao, Nota Cientifica e Ensaio, os trabalhos deverdo seguir a
estrutura formal para trabalhos cientificos:
Introducdo: deve conter revisdo da literatura atualizada e pertinente ao tema,
adequada a apresentacdo do problema, e que destaque sua relevancia. Nao
deve ser extensa, a ndo ser em manuscritos submetidos como Artigo de
Reviséo.
Métodos: deve conter descricdo clara e sucinta do método empregado,
acompanhada da correspondente citacdo bibliografica, incluindo:
procedimentos adotados; universo e amostra; instrumentos de medida e, se
aplicavel, método de validacao; tratamento estatistico. Em relacdo a analise
estatistica, os autores devem demonstrar que os procedimentos utilizados
foram ndo somente apropriados para testar as hipoteses do estudo, mas
também corretamente interpretados. Os niveis de significancia estatistica (ex.
p<0,05; p<0,01; p<0,001) devem ser mencionados. Informar que a pesquisa
foi aprovada por Comité de Etica credenciado junto ao Conselho Nacional de
Saude e fornecer o numero do processo. Ao relatar experimentos com
animais, indicar se as diretrizes de conselhos de pesquisa institucionais ou
nacionais - ou se qualquer lei nacional relativa aos cuidados e ao uso de
animais de laboratorio -, foram seguidas.
Resultados: sempre que possivel, os resultados devem ser apresentados em
tabelas ou figuras, elaboradas de forma a serem auto-explicativas e com

analise estatistica. Evitar repetir dados no texto.
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llustracbes: Sao consideradas ilustracdes todo e qualquer tipo de tabelas,
figuras, gréficos, desenhos, esquemas, fluxogramas, fotografias, mapas,
organogramas, diagramas, plantas, quadros, retratos, etc., que servem para
ilustrar os dados da pesquisa. E imprescindivel a informacdo do local e ano
do estudo para artigos empiricos. Nao € permitido que figuras representem o0s
mesmos dados de tabelas ou de dados ja descritos no texto. A quantidade
total de ilustracbes aceitas por artigo € de 5 (cinco), incluindo todas as
tipologias citadas acima. As ilustracbes devem ser inseridas apds o item
Referéncias e também enviadas separadamente em seu programa original,
através da plataforma ScholarOne, no momento da submissao. As ilustracdes
devem ser editaveis, sendo aceitos 0s seguintes programas de edicdo: Excel,
GraphPrism, SPSS 22, Corel Draw Suite X7 e Word. Caso opte pelo uso de
outro programa, devera ser usada a fonte padrédo Frutiger, fonte tamanho 7,
adotada pela revista na edicéo.

As imagens devem possuir resolucdo igual ou superior a 600 dpi. Graficos e
desenhos deverao ser gerados em programas de desenho vetorial (Microsoft
Excel, CorelDraw, Adobe lllustrator etc.), acompanhados de seus parametros
quantitativos, em forma de tabela e com nome de todas as variaveis. Nao sao
aceitos graficos apresentados com as linhas de grade, e os elementos
(barras, circulos) ndo podem apresentar volume (3-D).

A cada ilustracdo deverd ser atribuido um titulo breve e conciso, sendo
numeradas consecutiva e independentemente, com algarismos arabicos, de
acordo com a ordem de mencéo dos dados. Os quadros e tabelas terdo as
bordas laterais abertas.

As palavras Figura, Tabela e Anexo, que aparecerem no texto, deverdo ser
escritas com a primeira letra maiuscula e acompanhadas do numero a que se
referirem. Os locais sugeridos para insercao de figuras e tabelas deverao ser
indicados no texto.

Discussdo: deve explorar, adequada e objetivamente, os resultados,
discutidos a luz de outras observacdes ja registradas na literatura.

Concluséo: apresentar as conclusdes relevantes, considerando os objetivos
do trabalho, e indicar formas de continuidade do estudo. Nao seréo aceitas

citacOes bibliograficas nesta secéo.
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Agradecimentos: podem ser registrados agradecimentos, em paragrafo néo
superior a trés linhas, dirigidos a instituicbes ou individuos que prestaram
efetiva colaboracéo para o trabalho.

Anexos: deverdo ser incluidos apenas quando imprescindiveis a
compreensao do texto. Cabera aos editores julgar a necessidade de sua
publicacéo.

Abreviaturas e siglas: deverdo ser utilizadas de forma padronizada,
restringindo-se apenas aquelas usadas convencionalmente ou sancionadas
pelo uso, acompanhadas do significado, por extenso, quando da primeira
citagdo no texto. Ndo devem ser usadas no titulo e no resumo.

Referéncias de acordo com o estilo Vancouver: devem ser numeradas
consecutivamente, seguindo a ordem em que foram mencionadas pela
primeira vez no texto, conforme o estilo Vancouver. Nas referéncias com dois
até o limite de seis autores, citam-se todos 0s autores; acima de seis autores,
citam-se 0s seis primeiros autores, seguido de et al. As abreviaturas dos
titulos dos periodicos citados deverdo estar de acordo com o Index Medicus.
CitacOes bibliograficas no texto: deverdo ser expostas em ordem numérica,
em algarismos arabicos, meia linha acima e apés a citacdo, e devem constar
da lista de referéncias. Se forem dois autores, citam-se ambos ligados pelo
"&"; se forem mais de dois, cita-se o primeiro autor, seguido da expressao et
al.

Em citacOes diretas traduzidas pelos autores deve constar em nota de rodapé
o trecho no idioma original. Na indicacdo da fonte deve constar: Tradugao

minha ou traducao nossa. Exemplo: (Rodgers et al., 2011, traducdo nossa).
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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da suplementagcdo com L-arginina no hemograma, na
concentracdo sérica de imunoglobulinas e no infiltrado inflamatério do intestino de
ratos submetidos a quimioterapia com 5-Fluorouracil (5-FU). Utilizou-se 32 Rattus
novergicus da linhagem Wistar, distribuidos randomicamente em 4 grupos (8
ratos/grupo): grupo controle (G¢) os ratos receberam racdo e agua; grupo Gs.py 0S
ratos receberam ragéo, agua e uma dose de 5-FU; grupos Gargoos+s.ru € Gargass+s-Fu
0s ratos receberam racao, agua adicionada com 295 mg e 458 mg de L-arginina,
respectivamente, e uma dose de 5-FU. Aplicou-se a 5-FU por via intraperitoneal (200
mg) apos sete dias da suplementagdo. Quatro dias apds a aplicagdo, colheram-se
amostras de sangue e do intestino. As plaquetas do grupo Garg2es+s.ru N80 diferiram
do grupo Gc, Os grupos Gargzes+s-ru € Gargass+s-ru aumentaram significativamente os
neutrofilos e a concentragéo sérica de IgA em relagdo ao Gsgy. Todos os ratos do
grupo G¢ apresentaram infiltrado inflamatério moderado, porém 57% dos ratos do
grupo Gargass+s.ru apresentaram discreto infiltrado inflamatorio. Conclui-se que as

diferentes doses de L-arginina imunomodula a producdo de IgA e atenua a
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plaquetopenia e a neutropenia. Além disso, 458 mg de L-arginina pode minimizar o
infiltrado inflamatério no intestino apds a quimioterapia com 5-FU.

Palavra-chaves: imunomodulador; aminoacido; cancer; 5-fluorouracil.

INTRODUCAO

O céancer é apontado como um problema mundial de saude publica (1-
3), sendo que para o ano de 2030, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima
uma incidéncia de 27 milhGes de novos casos de cancer, 17 milhdes de mortes e 75
milhdes de pessoas vivendo com cancer anualmente (1).

Devido a elevada mortalidade e a incidéncia de novos casos de cancer
na populagdo, a cancerologia vem desenvolvendo pesquisas objetivando
compreender o desenvolvimento da neoplasia no organismo e a busca de
tratamentos adequados para cada tipo de cancer (4,5).

A quimioterapia antineoplasica € um meétodo que utiliza compostos
guimicos que agem destruindo as células malignas na tentativa de controlar ou curar
o cancer (6,7).

Héa varias drogas quimioterapicas, dentre elas, a 5-fluorouracil (5-FU),
uma droga que nos ultimos 40 anos tem sido amplamente utilizada (8) por ser um
farmaco de baixo custo (9) e ser indicada no tratamento de diversos tumores como
os de mama, cabeca e pescoco, pancreas, estbmago, célon, reto e pele (10). No
entanto, a 5-FU tem baixa especificidade e seletividade somente para as células
tumorais e, portanto, ela também pode agredir as células sadias do organismo,
inibindo sintese da timidilato-sintetase (TS) e/ou da incorporacdo no DNA e RNA
dessas células (11), o que resulta em efeitos colaterais indesejaveis que podem
comprometer o pleno funcionamento dos 6rgdos e a saude do paciente em
quimioterapia (8,12).

Dentre os varios efeitos colaterais da 5-FU estdo a supressao da
medula o6ssea, levando a trombocitopenia, leucopenia, neutropenia (9,12) e
imunossupressao, que pode resultar na diminuicdo da dose do quimioterapico ou no
aumento do intervalo entre os ciclos de quimioterapia e/ou retardar o tratamento do
tumor, favorecendo o aparecimento de metastases tumorais e deixando os pacientes

expostos a contrairem doencas infecciosas secundarias a quimioterapia (8,13,14).
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A busca por tratamentos adjuvantes a quimioterapia - na tentativa de
minimizar seus efeitos colaterais e melhorar a saude, a sobrevida e a qualidade de
vida dos pacientes oncologicos - disperta interesse na suplementacdo com o
aminoécido L-arginina (15,16).

Apesar da L-arginina ser sintetizada pelo organismo, nos pacientes
oncolégicos essa producdo € insuficiente para atender suas necessidades
nutricionais, por ser um aminoacido importante para as reacfes bioguimicas que
ocorrem no citoplasma e na biossintese proteica nuclear das células (17), ter
potencial para aumentar a atividade dos macréfagos, neutréfilos, linfocitos (18),
células Natural Killer, células T-helper e estimular a producdo do fator alfa de
necrose do tumor (TNF-alfa) e das citocinas: interleucina-1 (IL-1), interleucina-2 (IL-
2), receptor IL-2, interleucina-6 (IL-6) (15,19). Além disto, a arginina também pode
estimular o processo de cicatrizacdo, reduzir a incidéncia de infec¢cdes secundarias
ou oportunistas e quadros de septicemia (20, 21). Desta forma, a L-arginina tem
potencial para reduzir o tempo de internacdo e aumentar a qualidade de vida dos
pacientes com céancer (22-24). No entanto, ainda nédo esta totalmente esclarecida a
dose ideal de suplementagdo com L-arginina para esses pacientes, uma vez, que as
doses de suplementacdo com L-arginina utilizadas nos experimentos sdo variadas e
algumas vezes com resultados conflitantes.

Apesar dos modelos animais ndo reproduzirem na totalidade os efeitos
que se deseja estudar em relacdo aos seres humanos, os ratos tém sido utilizados
como modelo experimental para avaliacdo de diversos efeitos da nutricdo devido as
suas vantagens no tempo e nos niveis desejados quantitativamente e
qualitativamente na reproducéo de diversos quadros de desnutricao (25).

Este estudo teve o objetivo de avaliar o efeito da suplementacdo com
L-arginina, em diferentes doses, no hemograma, na producao das imunoglobulinas
(Ig): A, G, M e no processo inflamatorio do intestino delgado de Rattus novergicus da

linhagem Wistar submetidos a quimioterapia com 5-FU.
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MATERIAIS E METODOS
O experimento foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
da Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE, Presidente Prudente, SP, Brasil,

sob o protocolo de numero 2755.

Delineamento Experimental

Para a realizagdo do experimento foram utlizados 32 Rattus
novergicus da linhagem Wistar, machos, com peso corporal médio de 161,5 + 9,0 g.
Esses ratos foram distribuidos randomicamente em 4 grupos experimentais (8
ratos/grupo) e mantidos sob as mesmas condicbes ambientais com padrédo de
iluminacéo de claro/escuro de 12/12 horas e com temperatura ambiente em torno de
23 °C (26), que receberam os seguintes tratamentos:
- Grupo controle (G¢): os ratos receberam somente racdo comercial balanceada
(Supralab®, Alisul, Brasil) e agua filtrada ad libitum.
- Grupo 5-FU (Gs.ry): 0s ratos receberam ragdo comercial balanceada (Supralab®,
Alisul, Brasil), agua filtrada ad libitum e também foi administrado uma dose de 5-FU.
- Grupo Argzes+s.ru (Gargoes+s-Fu): 0S ratos receberam racdo comercial balanceada
(Supralab®, Alisul, Brasil), suplementacdo média diaria de 295 mg de L-arginina que
foi adicionada na agua ad libitum e também foi administrado uma dose de 5-FU.
- Grupo ArQasg+sru (Gargass+s-ru): 0S ratos receberam ragéo comercial balanceada
(Supralab®, Alisul, Brasil), suplementacdo média diaria de 458 mg de L-arginina que
foi adicionada na agua ad libitum e também foi administrado uma dose de 5-FU.

Os primeiros 7 dias do experimento foi considerado o periodo de
adaptacao dos ratos as condi¢cdes experimentais e a suplementagdo com L-arginina.
O dia zero do experimento foi considerado o dia da aplicacdo da dose da 5-FU nos
ratos.

A 5-FU foi aplicado nos ratos no sétimo dia do periodo de adaptacao
na dose de 200 mg de 5-FU/Kg de peso corporal por via intraperitoneal conforme
recomendado por Leocadio et al. (27).

A suplementagéo dos ratos com a L-arginina foi realizada diluindo
comprimidos efervescentes de aspartato de arginina (Tagifor®, Sanofi-Aventis,
Franca) na agua desses animais. O controle do consumo médio diario de L-arginina
pelos ratos foi realizado aferindo o volume de agua antes de ser colocada no

bebedouro dos ratos e, apds 24 horas, foi aferido o volume de dgua que sobrava no
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bebedouro. Subtraindo-se o volume de 4gua da segunda afericdo do volume de
agua da primeira afericéo, foi considerado o consumo médio diario de agua do grupo
experimental. O consumo diario médio do grupo experimental foi dividido pela
quantidade de ratos presente no grupo, e assim, foi determinado o consumo médio
diaria da ingestao de agua e L-arginina de cada rato.

A racdo comercial balanceada (Supralab®, Alisul, Brasil) consumida
pelos ratos Wistar durante o experimento foi composta por (niveis de garantia/Kg de
racdo): umidade (max) 12,0 %, proteina bruta (min) 22,0%, extrato etéreo (min)
2,5%, matéria fibrosa (max) 6,0 %, matéria mineral (max) 10,0%, calcio (min) 0,8%,
Célcio (méx) 1,2%, fésforo (min) 0,7%, metionina (min) 3.000 mg/kg, vitamina A
(min) 7.000 Ul/kg, vitamina C (min) 50 mg/kg, vitamina D3 (min) 2.000 Ul/Kkg,
vitamina E (min) 15 Ul/kg, vitamina K3 (min) 1,0 mg/kg, vitamina B1 (min) 2,0 mg/kg,
vitamina B2 (min) 6,0 mg/kg, vitamina B6 (min) 3,0 mg/kg, vitamina B12 (min) 9,0
mcg/kg, acido folico (min) 1,0 mg/kg, acido pantoténico (min) 12,0 mg/kg, biotina
(min) 0,5 mg/kg, colina (min) 500,0 mg/kg, niacina (min) 20,0 mg/kg, cobre (min) 9,0
mg/kg, ferro (min) 40,0 mg/kg, iodo (min) 0,7 mg/kg, manganés (min) 90,0 mg/kg,
selénio (min) 0,4 mg/kg, zinco (min) 50,0 mg/kg.

O consumo da racédo pelos ratos Wistar de todos 0s grupos
experimentais também foi determinado diariamente durante todo o experimento.
Para isto, a racdo foi pesada antes de ser colocada no comedouro dos ratos e, ap0s
24 horas, foi pesada a sobra da racdo no comedouro. Subtraindo-se o0 segundo peso
do primeiro peso, foi determinado o consumo médio diario de racdo de cada grupo
experimental. O consumo médio de racdo do grupo experimental foi dividido pela
quantidade de ratos presentes no grupo e, assim, determinou o consumo de racéo

diario médio de cada rato.

Sacrificio, Colheita das Amostras de Sangue e Intestino Delgado dos Ratos

As amostras de sangue e intestino dos ratos Wistar foram colhidas 4
dias ap6s a aplicacdo da 5-FU. Neste dia os ratos foram anestesiados com
tionembutal (Thiopentax®, Cristalia, Brasil) na dose de 40 mg/Kg de peso corporal
(28) e colheram-se duas amostras de sangue de todos 0s ratos por puncao
cardiaca: a primeira amostra foi colhida em tubos a vacuo contendo EDTA para
realizacdo do hemograma, fibrinogénio e proteina plasmatica total; a segunda

amostra de sangue foi colhida em tubos & vacuo sem anticoagulante que foram
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centrifugados a 2.500 rpm durante 10 minutos para obtencdo do soro sanguineo
para determinacdo da concentracdo de AST, ALT, uréia, creatinina, albumina, ferro e
imunoglobulinas A, G, e M.

Logo apods as colheitas de sangue, aprofundou-se o plano anestésico
dos ratos utilizando uma dose de 100 mg de tionembutal/Kg de peso corporal e os
ratos foram sacrificados por exsanguinacdo para a realizacdo das colheitas das

amostras de intestino delgado que foram fixadas em solucédo de formalina a 10%.

Exames laboratoriais

Determinacdo da Concentracdo Sérica de Creatinina, Uréia, Alamina
Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase (AST)

A avaliacdo da funcdo hepética e renal por meio das determinacdes
séricas de ALT e AST, creatinina e uréia foi necessario pelo fato da arginina ser
produzida pelo rim e armazenada no figado (17).

As concentracdes seéricas de creatinina dos ratos foram determinadas
por meio de teste enzimético colorimétrico utilizando kit comercial (Creatinina PAP
FS®, Kovalent, Brasil).

Para as dosagens séricas de uréia dos ratos utilizou-se o teste UV
enzimatico “Urease — GLDH” através de kit comercial (Uréia UV WS®, Kovalent,
Brasil).

As concentragfes séricas de ALT e AST foram determinadas através
do teste UV otimizado de acordo com a IFCC (Federacgéo Internacional de Quimica
Clinica e Medicina Laboratorial) utilizando os kits comerciais TGP (IFCC)® (Kovalent,
Brasil) e TGO (IFCC)® (Kovalent, Brasil), respectivamente.

Todas as dosagens de ALT, AST, creatinina e uréia foram monitoradas
por meio da utilizacdo de soro controle normal (TopKon N®, Kovalent, Brasil) para
uso de exatiddo e precisdao na determinacdo de testes quantitativos in vitro de

analitos em sistemas fotométricos (TopKon N®, Kovalent, Brasil).

Determinagdao do Hemograma
Os valores de eritrocitos, hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht), volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpusuclar média (HCM), concentracéo de

hemoglobina corpuscular média (CHCM), amplitude de distribuicdo do diametro das
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hemécias (RDW) e contagem de leucdcitos totais foram obtidos utilizando o
analisador hematol6gico modelo POCH-100iV DIFF.

Para a contagem diferencial de leucocitos, confeccionaram-se
esfregacos sanguineos corados por coloracdo rapida para posteriormente serem

analisados em microscopio 6ptico em aumento de 100X.

Determinacdo da Concentracdo das Proteinas Plasmaticas Totais e do
Fibrinogénio

Para determinacdo quantitativa das proteinas plasméaticas totais e
fibrinogénio, aplicou-se o teste por refratometria (modelo ATC-ITREF-200,
Instrutemp, Brasil). A concentracdo de proteinas plasmaticas totais foi estimada em
g/dL a partir da leitura do teste e a concentracdo de fibrinogénio obtida através da

precipitacdo a pelo calor (56 “C).

Determinacao da Concentracédo Sérica de Albumina

As concentracfes séricas de albumina foram dosadas pelo método
fotométrico usando o verde de bromocresol por meio de Kits comerciais (Albumina
WS®, Kovalent, Brasil).

As dosagens de albumina foram monitoradas por meio da utilizagéo de
soro controle normal (TopKon N®, Kovalent, Brasil) para uso de exatiddo e preciséo
na determinacdo de testes quantitativos in vitro de analitos em sistemas

fotométricos.

Determinacao da Concentracédo Sérica de Ferro

As concentracdes séricas de ferro dos ratos foram determinadas
através do teste fotométrico utilizando ferene por meio de kit comercial (Ferro Ferene
US®, Kovalent, Brasil).

As dosagens de ferro foram monitoradas por meio da utilizacéo de soro
controle normal (TopKon N®, Kovalent, Brasil) para uso de exatidéo e precisdo na

determinacao de testes quantitativos in vitro de analitos em sistemas fotomeétricos.
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Dosagem das Concentragdes Séricas das Imunoglobulinas A, Ge M

A determinacdo quantitativa de IgA, IgG e IgM no soro dos ratos Wistar
foi realizada por meio do método de imunoturbidimetria utilizando kits comerciais
(Aptec®, Kovalent, Brasil).

As dosagens das imunoglobulinas A, G e M foram monitoradas por
meio da utilizac&o de soro controle normal (TopKon N®, Kovalent, Brasil) para uso de
exatidao e precisdo na determinacao de testes quantitativos in vitro de analitos em

sistemas fotomeétricos.

Coloracéo dos Cortes Histologicos do Intestino Delgado

As amostras significativas dos intestinos foram colhidas e fixadas em
solucéo de formalina a 10%, onde permaneceram por no minimo 48 horas. Apos a
fixacdo, as amostras de intestino delgado foram recortadas, acondicionadas em
cassetes histolégicos e processadas para inclusdo em blocos de parafina seguindo
as técnicas rotineiras do Laboratério de Patologia Animal do Hospital Veterinario da
Universidade do Oeste Paulista (29). Os cortes de 3 um de espessura foram obtidos
de cada bloco de parafina com auxilio de um micrétomo rotativo de precisdo, em
seguida foram distendidos em laminas de vidro para microscopia e coradas pelo
método de Hematoxilina e Eosina.

Os cortes histolégicos do intestino dos ratos foram avaliados por
microscopia Optica e os infiltrados inflamatorios foram graduados quanto a

intensidade, sendo: 0 = ausente, 1 = discreta, 2 = moderada e 3 = severa.

Analise Estatistica

Os resultados das hemaéacias, hemoglobina, hematocrito, VCM, HCM,
RDW-CV, leucdcitos totais, linfocitos, proteinas plasmaticas totais, albumina, Fe,
IgA, IgG, IgM, creatinina e uréia, apresentaram distribuicdo normal segundo o teste
de Shapiro-Wilk. Assim, foram analisados por meio da ANOVA on-way e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey. Em todas as andlises aplicou-se a
significancia de 5% (30).

Os resultados do CHCM, plaquetas, segmentados, eosindfilos,
monacitos, fibrinogénio, AST e ALT apresentaram distribuicdo n&o normal segundo o

teste de Shapiro-Wilk. Dessa forma, aplicou-se o teste de Kruskall-Wallis e as
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medianas foram comparadas pelo teste de Dunn. Em todas as analises aplicou-se a
significancia de 5% (30).

RESULTADOS

O consumo de racdo pelos ratos do grupo Gagasssru foi
significativamente menor (P < 0,05) aos demais grupos experimentais (Tabela 1).
Comparando os momentos experimentais (antes e ap0s a quimioterapia) dentro de
um mesmo grupo, observa-se na Tabela 1 que houve reducédo significativa (P <
0,05) no consumo de racdo dos ratos dos grupos Gs.ry, Garc2os+s-ru € Gargass+s-Fu
apos a aplicacéo da 5-FU.

A ingestdo de agua dos ratos do grupo Gs.py apresentou aumento
significativo (P < 0,05) antes da quimioterapia e apds a quimioterapia com 5-FU a
ingestao reduziu significativamente (P < 0,05) em relacdo ao grupo G¢ (Tabela 1).
Enquanto que o consumo de agua pelos ratos dos grupos Gargogs+s.ru € Gargass+s-Fu
foi significativamente maior (P < 0,05) em relagédo aos grupos G¢c e Gs.py antes e
apo0s a quimioterapia (Tabela 1). Comparando os momentos experimentais (antes e
ap0s a quimioterapia) dentro de um mesmo grupo, observa-se na Tabela 1 que
houve reducéo significativa (P < 0,05) na ingestdo de agua dos ratos dos grupos Gs.
ru, Garc29s+s.ru € Gargass+s-ru apos a aplicagéo da 5-FU.

A concentracéo sérica de ALT dos ratos dos grupos Gc, Gs.ru, Garg2gs+5-
ru € Gargasg+s.Fru NA0 apresentou diferencga significativa (P = 0.12) (Tabela 2).

A concentracdo sérica de AST do grupo Gs.py era significativamente
menor (P = 0.0006) do que a concentracdo do grupo Gargoes+s-ru (Tabela 2). As
concentragbes de AST sérica dos grupos Gargeos+s-Fu € Gargass+s-ru apresentou
aumento significativo comparado com a concentragao do grupo G¢ (Tabela 2).

A concentragdo sérica de creatinina dos ratos do grupo Gs.ry apoés a
quimioterapia era significativamente maior (P = 0,009) que a concentracdo do grupo
Gargeos+s-ru (Tabela 2).

A concentracdo sérica de uréia dos ratos dos grupos Gc, Gs.ru,
Gargeos+s.ru € Gargassss.ru N@0 apresentou diferenca significativa entre os grupos

experimentais (P = 0.07) ap0s a quimioterapia (Tabela 2).



37

A concentracdo de hemécias, hemoglobina, hematécrito, VCM, RDW-
CV e ferro dos ratos nao diferiram significativamente entre 0s grupos experimentais
apos a quimioterapia (Tabela 3).

As concentragcbes de HCM e CHCM dos ratos apresentaram-se
menores (P = 0,0005 e P = 0,0008, respectivamente) nos grupos Gargos+sru €
Gargass+s-ru quando comparados com o0 Ge apos a quimioterapia (Tabela 3).

A contagem de plaquetas dos ratos do grupo Gargees+s.ru N@o diferiu
significativamente entre os grupos Gc, Gs.ry € Gargass+s-ru @ap0Os a quimioterapia
(Tabela 3) e a contagem de plaquetas dos ratos do grupo Gargassssru €ra
significativamente menor (P = 0,0053) do que a contagem do grupo G¢ (Tabela 3).

A concentracdo de leucdcitos totais, eosindfilos, linfocitos e mondcitos
dos ratos dos grupos Gs.ru, Gargeessru € Gargass+sru reduziu significativamente
guando comparado ao grupo G¢ ap0s a quimioterapia (Tabela 4).

A contagem de neutrdfilos dos ratos dos grupos Gargees+s-ru € Gargassss-
Fu apresentou aumento significativo em relacédo ao grupo Gs.ry ap0s a quimioterapia
(Tabela 4).

A concentracdo das proteinas plasmaticas totais dos ratos do grupo
Gargos+5-ru foi significativamente maior (P = 0,0073) em relagéo aos grupos G e Gs.
ru € ndo diferenciou significativamente do grupo Gargass+s.Fru @pOS a quimioterapia
(Tabela 4).

A concentracdo sérica de albumina dos ratos do grupo Gargegs+s-ru fOI
significativamente maior (P = 0,0008) em relagdo aos grupos Gsry € Gargass+s-Fu €
semelhante ao grupo G¢ apés quimioterapia (Tabela 4).

A concentracdo de fibrinogénio plasmatico dos ratos dos grupos
Gargoos+s-ru € Gargasg+s-ru N@0 diferiu significativamente do grupo Gc (Tabela 4) e
também era significativamente menor do que a concentracdo do grupo Gs.ry apoés a
quimioterapia (Tabela 4).

A Figura 1 mostra o grau de infiltrado inflamatorio no intestino dos ratos
apO0s a quimioterapia, na qual observa-se que os ratos suplementados com L-
arginina (Gargos+s-Fru € Gargass+s-Fu) apresentaram menor processo inflamatorio no
intestino. No entanto, ndo houve diferenca significativa (P > 0,05) na frequéncia dos
graus de severidade do infiltrado inflamatorio entre os grupos experimentais (Tabela
5).
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As concentracdes séricas de IgA dos ratos dos grupos Gargoes+s-Fu €
Gargass+sru apresentou aumento significativo (P = 0,01) em relacéo ao grupo Gs.ry €
também a IgA sérica dos grupos Gargees+sru € Gargassesru €ra semelhante a
concentracéo do grupo G¢ apoés a quimioterapia (Tabela 6).

As concentragdes séricas de 1gG dos ratos dos grupos Gs.ru, Garg2e5+5-
ru € Gargass+sru @apresentou reducgéo significativa (P = 0,0001) em relagédo ao grupo
Gc apos a quimioterapia (Tabela 6).

As concentracdes séricas de IgM dos ratos dos grupos Gg¢, Gs.ru,
Gargoos+s-ru € Gargassssru N80 diferiram  significativamente (P = 0,0001) apos a

quimioterapia (Tabela 6).

DISCUSSAO

A elevada ingestdo de agua pelos ratos dos grupos Gargos+sru €
Gargass+s-ru antes e apos a quimioterapia (Tabela 1) foi provavelmente devido ao
aumento da palatabilidade que ocorreu com a adicdo da L-arginina na agua. No
entanto, este aumento na ingestdo de agua pelos ratos nédo interferiu no consumo
diario da L-arginina, uma vez que a dose de arginina era ajustada constantemente
em funcado da ingestdo de agua por cada grupo experimental.

Considerando os parametros normais para o hemograma, ferro,
proteinas plasmaticas, albumina, creatinina, uréia, AST e ALT de ratos Wistar
conforme preconizado por Mitruka e Rawnsley (1977) (30), Melo et al. (2012) (31) e
Lima et al. (2014) (32), as concentracdes obtidas nos ratos do grupo G¢ se
encontravam dentro da normalidade. Desta forma, este grupo foi utilizado como
modelo normal para comparativo com demais grupos Gs.ru, Gargzes+5-Fu € Gargass+s-Fu-

As concentracgdes séricas das enzimas ALT e AST tém sido utilizadas
para avaliar a funcéo hepética na pratica clinica (31). A concentracdo sérica de ALT
e AST dos ratos Wistar consideradas normal por Mitruka e Rawnsley (1977) (32),
Melo et al. (2012) (33) e Lima et al. (2014) (34) pode variar de 36 a 58 U/L e de 81 a
180 UI/L, respectivamente. Esta elevada variagdo também foi observada na
concentracédo de AST dos ratos levando as diferencas significativas na concentracéo
sérica desta enzima entre 0s grupos experimentais (Tabela 2). No entanto, as
concentragbes das ALT e AST dos grupos Gc, Gsru, Gargeos+sru € Gargass+s-Fu

(Tabela 2) estavam dentro da variagcdo considerada normal, portanto, considerou-se
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que ndo houve comprometimento da fungcdo hepatica dos ratos apdés a
quimioterapia.

As concentracbes séricas de creatinina e a uréia tém sido
frequentemente utilizadas para avaliar a funcédo glomerular na pratica clinica (31). A
concentracdo sérica de creatinina e uréia tem ampla variagdo nos valores
considerados normais para ratos Wistar segundo Mitruka e Rawnsley (1977) (32),
Melo et al. (2012) (33) e Lima et al. (2014) (34) é de 0,24 a 1,2 mg/dL e 26 a 58
mg/dL, respectivamente. Fato que causou as diferencas significativas nas
concentragbes séricas de creatinina entre 0s grupos experimentais (Tabela 2),
porém, as concentracdes séricas de uréia e creatinina dos ratos dos grupos
experimentais permaneceram dentro dos valores considerados normais e, portanto,
considerou-se que a funcéo renal dos ratos permaneceu dentro da normalidade
apos a aplicacéo da 5-FU.

A avaliagdo laboratorial das func¢des renal e hepatica foi necessaria
para confirmacdo de que estes 6rgados ndo sofreram danos apods a aplicacdo da 5-
FU (Tabela 2), pelo fato da arginina ser produzida pelo rim e armazenada no figado
(17) e, assim, o organismo dos ratos tinham potencial para produz arginina
normalmente.

As concentracdes das hemécias, hemoglobina, hematocrito, VCM e
RDW-CV dos ratos dos grupos Gc, Gsru, Gargees+sru € Gargasg+s.ru N0 sofreram
influencia das suplementac¢des com L-arginina devido a semelhanca entre 0s grupos
experimentais (Tabela 3) e também permaneceram dentro da amplitude de variacao
considerada normal por Melo et al. (2012) (33) e Lima et al. (2014) (34) indicando
gue esses animais ndo apresentaram anemia apés a quimioterapia. Provavelmente,
por esta alteracdo hematoldgica estar associada com a dosagem do quimioterapico,
ao tempo e a frequéncia dos ciclos quimioterpicos (10).

As reducgdes que ocorreram nas concentragdes de HCM e CHCM dos
ratos dos grupos Gargos+s.ru € Gargass+s.ru €M relagdo ao grupo Ge (Tabela 3) ndo
foram causados pela quimioterapia ou pela suplementacdo com L-arginina por terem
permanecido dentro dos valores considerados normais de 17,0 a 19,5 pg para HCM
e de 30,5 a 35,3 g/dL para CHCM segundo Mitruka e Rawnsley (1977) (32), Melo et
al. (2012) (33) e Lima et al. (2014) (34). Estas diferencas ocorreram provavelmente
devido aos processos fisiolégicos normais da eritropoiese que possui uma ampla

variagao nas suas concentragoes.
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Os valores considerados normais da contagem de plaquetas de ratos
Wistar segundo Lima et al. (2014) (34) € de 727 a 1.351 x103 plaquetas/uL de
sangue. Assim, a contagem de plaquetas dos ratos do grupo Gs.ry estava abaixo dos
valores obtidos no grupo G¢ e também daquele considerado normal por Lima et al.
(2014) (34) (Tabela 3), indicando que a quimioterapia com 5-FU causou
plaquetopenia. Esta plaquetopenia tem sido considerada um efeito colateral e
indesejavel para os pacientes em quimioterapia, uma vez que, dependendo da
contagem de plaquetas, pode ser necessario diminuir a dose do quimioterapico ou
aumentar o intervalo entre os ciclos de quimioterapia e/ou retardar o tratamento
cirirgico do tumor devido ao risco de sangramento (34). Tais condicbes podem
favorecer a progressao do tumor bem como a diminuicdo da eficacia do tratamento
(8,13,14).

Entretanto, 0S grupos Garges+sru € Gargassrs.ru que receberam as
suplementacdes com 295 e 458 mg de L-arginina, apresentaram aumento na
contagem de plaquetas na ordem de 147,6% e 134,2%, respectivamente, em
relacdo ao grupo Gs.ry € permaneceram dentro da normalidade (727 a 1.351 x103
plaquetas/uL de sangue) descrita por Lima et al. (2014) (34) (Tabela 3), indicando
que estas suplementacdes tém potencial para amenizar a plaquetopenia causada
pela 5-FU. No entanto, neste experimento néo foi possivel esclarecer 0s processos
fisioloégicos que estdo envolvidos neste mecanismo de acdo de L-arginina, sendo
necessario a realizacado de novos experimentos para elucida-los.

A leucopenia total e a neutropenia apresentada pelos ratos do grupo
Gs.ru, por apresentarem contagem de leucdcitos totais e neutrofilos abaixo dos
valores considerados normais dos ratos grupo G¢ e também apresentados por
Mitruka e Rawnsley (1977) (32), Melo et al. (2012) (33) e Lima et al. (2014) (34)
(Tabela 3), tem sido considerado um efeito colateral indesejavel da 5-FU, podendo
expor 0s pacientes as infec¢cbes por microrganismos oportunistas durante a
quimioterapia, sendo necessario diminuir a dose do quimioterapico ou aumentar o
intervalo entre os ciclos de quimioterapia e/ou retardar o tratamento cirargico do
tumor devido ao risco dos pacientes adquirirem infec¢cées segundarias, 0 que pode
favorecer o crescimento do tumor e o aparecimento de metéstases (8,13,14).

Apesar dos ratos dos grupos que foram suplementados com 295 mg e
458 mg de L-arginina (Gargees+sru € Gargassssru) por dia terem apresentado

diminuicdo na contagem de leucécitos totais em relacdo ao grupo Gc apols a
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quimioterapia, esta contagem permaneceu dentro dos valores considerados normais
por Lima et al. (2014) (34) (Tabela 4). Ainda mais, a contagem de neutrofilos nestes
grupos experimentais era semelhante ao grupo G¢ e permaneceu dentro dos valores
normais segundo Melo et al. (2012) (33) e Lima et al. (2014) (34) (Tabela 4). Isto
indica que a suplementacdo com L-arginina tem potencial para amenizar a
neutropenia causada pela 5-FU e, assim, provavelmente poderé beneficiar a defesa
do organismo contra a infeccdo bacteriana (35-37) nos pacientes submetidos a
quimioterapia. No entanto, neste experimento ndo foi possivel esclarecer os
processos fisiologicos que estdo envolvidos neste mecanismo de acdo de L-arginina.

As suplementagbes testadas com L-arginina nado influenciaram a
contagem de eosinofilos, linfocitos e mondcitos dos ratos dos grupos Gargoes+s-Fu €
Gargass+s-ru devido sua semelhanga com o grupo G¢ (Tabela 4).

O aumento da concentracdo de proteinas plasmaticas totais dos ratos
do grupo Garges+s.ru (Tabela 4) ocorreu, provavelmente, devido ao aumento da
concentracdo de albumina e globulina (Tabela 4), pelo fato da proteina plasmatica
total ser composto pelo fibrinogénio, globulinas e albumina (38). Nos demais grupos
experimentais a concentracdo de proteinas plasmaticas totais e albumina
permaneceram dentro da normalidade segundo Thrall et al. (2006) (35) e Melo et al.
(2012) (33).

A concentracdo plasmatica de fibrinogénio aumentou nos ratos do
grupo Gsry apos a aplicacdo do quimioterapico indicando que havia um processo
inflamat6rio instalado nestes animais como pode ser observado o infiltrado
inflamatorio intenso no corte histolégico do intestino delgado (Figura 1A) em 100%
dos ratos deste grupo experimental (Tabela 5). Fato semelhante também foi
observado por Leocéadio et al. (27). A concentracdo de fibrinogénio se eleva na
corrente sanguinea, pois é uma proteina de fase aguda sintetizada pelo figado, cuja
concentragdo plasmatica eleva-se sob a agéo estimuladora das interleucinas (IL-1 e
6) e do fator de necrose tecidual liberado pelo processo inflamatério (38,39).

Entretanto, pela concentracdo plasmatica de fibrinogénio dos ratos dos
grupos Gargeos+s-ru € Gargassss.ru Serem semelhantes as concentragbes do Gec e
menores do que a do grupo Gsgy apos a aplicacdo da 5-FU, provavelmente, a
suplementacdo com 458 mg de L-arginina podera tem potencial para amenizar o
processo inflamatoério intestinal causado pela 5-FU, ja que 57% dos ratos do

Gargass+s-ru apresentaram infiltrado inflamatoério leve no corte histologico do intestino
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delgado (Figura 1C). Leocadio et al. (27) também relatou ter observado menor
mucosite em ratos suplementados com L-arginina apos aplicacdo da 5-FU. No
entanto, ndo houve diferenca significativa entre as frequéncias dos graus de
infiltrado inflamatorio entre os grupos experimentais apresentados na Tabela 5.

A concentragdo sérica de IgA dos ratos nos grupos Gargos+s-Fu
Gargassss.ru que foram suplementados com 295 mg e 458 mg de L-arginina
diariamente, apresentaram aumento na ordem de 68,3% e 66,5%, respectivamente,
na concentracdo sérica de IgA em relacdo ao grupo Gspy (Tabela 6) e eram
semelhantes ao grupo G¢ (Tabela 6). Assim, estas suplementagcdes com arginina
tém potencial para beneficiar a protecdo das mucosas, uma vez, que este anticorpo
esta predominantemente em secrecfes como a saliva, lagrima e nas mucosas dos
tratos gastrointestinal, respiratorio e geniturinario e, assim, podera contribuir para
prevencao da invasdo de microrganismos através das mucosas (40).

A concentracdo de IgG dos grupos Gs.ru, Gargros+s-ru € Gargass+s-Fu
permaneceu abaixo da concentracdo normal do grupo G¢ ap6s a quimioterapia e
semelhantes entre si, mostrando que as suplementacfes com L-arginina testadas
nao foram capazes de interferir na producdo dessa imunoglobulina (Tabela 6), fato
gue para os pacientes submetidos a quimioterapia, torna-se um fator complicador,
pois a IgG é o anticorpo mais importante da resposta imune humoral secundéria e
possui alta afinidade para ligacdo antigeno-especifico (41).

Apesar dos apontamentos que a suplementacdo L-arginina podera
beneficiar a salde dos pacientes submetidos a quimioterapia, antes da sua
recomendacao para 0s seres humanos, torna-se necessario que sejam feitas novas
pesquisas para confirmacdo das doses ideais de suplementacdo com este
aminoacido e maiores esclarecimentos dos seus efeitos fisiologicos associados a
guimioterapia e progressao do tumor.

Os resultados obtidos permitiram concluir que a suplementacgéo diaria
com 295 mg ou 458 mg de L-arginina atenua os efeitos colaterais da 5-FU como a
plaguetopenia, a neutropenia e imunomodulou a producdo de IgA, e a
suplementacdo com 458 mg de L-arginina também pode atenuar o infiltrado
inflamatorio no intestino delgado apd6s a quimioterapia com 5-FU.
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TABELAS

TABELA 1
Ingestdo média (+ desvio padréo) de agua e racao ratos Wistar suplementados ou

nao com L-arginina apods a aplicacao da 5-Fluorouracil.

Consumo de ragéo (g/dia) Consumo de &gua (mL/dia)
Grupos Antes da Depois da Antes da Depois da
guimioterapia gquimioterapia gquimioterapia guimioterapia
Gc 66,3+3,7"% 62,3+3,7"° 33,5+0,3“ 33,4+0,5%
Gsru 66,1+2,4" 61,2+4,1*"° 36,4+0,6% 31,3+3,1°°
G Arg295+5-FU 67,8+0,8" 61,5+0,5"° 54,30,8" 42,6+0,3%
G Argass 5-£U 62,90,5%2 58,2+0,3"%° 58,8+1,1"° 48,10,3"
ABCD

— Nas colunas, médias seguidas de letras mailsculas distintas apresentam
diferenca significativa (P < 0,05) entre 0os grupos experimentais.

ab _ Nas linhas, médias seguidas de letras mintsculas distintas apresentam
diferenca significativa (P < 0,05), dentro de um mesmo grupo experimental, entre os
momentos experimentais, ante e depois da quimioterapia.

Gc = grupo controle, em que o0s ratos receberam somente racdo comercial
balanceada e agua ad libitum. Gsg, = 0s ratos foram alimentados ad libitum com
racéo basal, aplicou-se uma dose de 5-FU e sem adi¢do de L-arginina. Gargoes+s-ru =
os ratos foram alimentados ad libitum com rac&o basal, aplicou-se uma dose de 5-
FU e adicionou-se 295 mg de L-arginina na agua. Gargss+sru = 0S ratos foram

alimentados ad libitum com rac&o basal, aplicou-se uma dose de 5-FU e adicionou-

se 458 mg de L-arginina na agua.
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TABELA 2
Concentracfes séricas médias (+ desvio padrao) de aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT), creatinina e uréia de ratos Wistar

suplementados ou ndo com L-arginina apos a aplicacdo da 5-Fluorouracil.

Concentracéo sérica das Concentracao sérica dos marcadores

Grupos enzimas hepatica da funcdo renal

ALT (U/L) AST (U/L) Creatinina (mg/dL) Uréia (mg/dL)
Gc 22,0+57" 87,0+ 7,1° 0,59 + 0,01"° 36,3+5,8"
Gs.ru 16,5+5,2"  105,4 + 66,9°C 0,62 +0,02* 359+ 11,7*
Gargzosssru 18,5+9,00  169,0 + 24,9" 0,58 +0,03° 40,8 + 5,3
Gargassssru 17,0+ 8,7%  154,1 +23,9"® 0,60 + 0,02*° 46,6 + 10,5"
Valor de P 0,12 0,0006 0,009 0,07

AB _ Nas colunas, médias acompanhas de letras mailisculas distintas apresentam

diferenca significativa entre os tratamentos. G¢ = grupo controle, em que 0s ratos
receberam somente racdo comercial balanceada e agua ad libitum. Gs.r, = 0S ratos
foram alimentados ad libitum com ragéao basal, aplicou-se uma dose de 5-FU e sem
adicdo de L-arginina. Gargees+s.ru = 0S ratos foram alimentados ad libitum com racéo
basal, aplicou-se uma dose de 5-FU e adicionou-se 295 mg de L-arginina na agua.
Gargass+s-Fu = 0s ratos foram alimentados ad libitum com ragao basal, aplicou-se uma

dose de 5-FU e adicionou-se 458 mg de L-arginina na agua.
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TABELA 3
Valores médios (+ desvio padréao) do eritrograma e concentracao sérica de ferro de

ratos Wistar suplementados ou ndo com L-arginina apos a aplicacédo da 5-

Fluorouracil.
Grupos Valor
Parametros
Ge Gs.ru G argaos+s-£u Gugissesru 96 P
Hemécias (x10°/uL) 7,7+0,4" 7,5+0,8" 8,2+ 1,0° 8,4+1,3" 0,20
Hemoglobina (g/dL) 16,1 +0,7* 14,9 + 1,0" 16,1+ 1,8" 15,9 + 2,3" 0,35
Hematocrito (%) 41,8+ 4,7 41,8 + 4,9" 47,3 +55" 47,4 + 6,7 0,11
VGM (fl) 57,0 +1,2° 55,7 + 1,2° 57,9+ 1,5 56,9 + 1,3" 0,06
HGM (pg) 29,1+0,7% 20,1+ 0,9%® 19,7 +0,7° 19,1+ 0,6°  0,0005
CHGM (g/dL) 36,6 £ 0,6" 36,9 £1,7*° 34,2+0,7° 33,3+0,5°  0,0008
RDW-CV (%) 11,3+0,3" 12,6 + 1,4" 11,4 +0,7% 12,5+ 1,4" 0,07
Plaquetas (x10*/uL)  1.214 + 163" 310,8 +297,9° 767,5+58,71"® 726,0 + 142,4° 0,0053
Fe (mg/dL) 38,9+ 20" 37,9+24" 37,8+5,6" 38,3+3,8" 0,71

AB _ Nas linhas, médias ou medianas acompanhas de letras maitisculas distintas

apresentam diferenca significativa entre os tratamentos. G¢ = grupo controle, em

que os ratos receberam somente ragdo comercial balanceada e agua ad libitum. Gs.

Fu = OS ratos foram alimentados ad libitum com rag&o basal, aplicou-se uma dose de

5-FU e sem adi¢ao de L-arginina. Garges+s-ru = 0S ratos foram alimentados ad libitum

com racao basal, aplicou-se uma dose de 5-FU e adicionou-se 295 mg de L-arginina

na agua. Garassss-ru = 0S ratos foram alimentados ad libitum com racdo basal,

aplicou-se uma dose de 5-FU e adicionou-se 458 mg de L-arginina na agua. VGM:

volume globular médio. HGM: hemoglobina globular média. CHGM: Concentracéo

de hemoglobina globular média.
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Valores médios (+ desvio padrao) do leucograma, proteinas totais, fibrinogénio e

albumina de ratos Wistar suplementados ou ndo com L-arginina apés a aplicacao da

5-Fluorouracil.

Grupos Valor
Parametros
Gc Gs.ru GAr9295+5-FU GArg458+5—FU de P
Leucdcitos totais (uL)  10.037 +2.327* 2.576 + 918% 3.532+1.729° 3.540 + 1.735° 0,0001
Neutrofilos (L) 1.556 + 308" 79 + 46° 1.214 + 269" 967 +1.046"  0,0002
Eosindfilos (u/L) 219 + 130* 38+3° 34 +9° 41+ 9° 0,0002
Linfécitos (uL) 7.540 + 1.905*  2.232+850°% 2.065+ 1.369% 2.194 + 1.507% 0,0001
Mondcitos (uL) 707 + 385" 134 +2,1° 83 +3,2° 93 +2,4"° 0,0001
Proteinas plasmaticas
6,7 +0,4° 6,7 +0,6° 7,4 +0,5" 6,9+0,2"®  0,0073
totais (g/dL)
Albumina (g/dL) 4,5+ 0,2"® 4,5+0,2° 4,8+0,3" 4,3+0,3° 0,0008
Fibrinogénio (mg/dL) 275 + 1038 525 + 103" 225 + 70° 375+ 116%  0,0001

AB _ Nas linhas, médias ou medianas acompanhas de letras mailisculas distintas

apresentam diferencga significativa entre os tratamentos. G¢c = grupo controle, em

que os ratos receberam somente racdo comercial balanceada e agua ad libitum. Gs.

Fu = OS ratos foram alimentados ad libitum com rac&o basal, aplicou-se uma dose de

5-FU e sem adicao de L-arginina. Gargees+s.Fu = 0S ratos foram alimentados ad libitum

com racao basal, aplicou-se uma dose de 5-FU e adicionou-se 295 mg de L-arginina

na agua. Garmass+s-ru = 0S ratos foram alimentados ad libitum com racdo basal,

aplicou-se uma dose de 5-FU e adicionou-se 458 mg de L-arginina na agua.
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TABELA 5
Frequéncia da intensidade do infiltrado inflamatorio no intestino delgado de ratos

Wistar suplementados ou ndo com L-arginina apos a aplicacdo da 5-Fluorouracil.

Intensidade do Infiltrado Inflamatdrio

Grupos

Ausente Discreta Moderado Severo
Gc 0% 17% 0 0%
Gs.ru 0% 0 100% 0%
Garg295+5-FU 0% 25% 75% 0%
Gargass+s-Fu 0% 57% 43% 0%

Gc = grupo controle, em que o0s ratos receberam somente racdo comercial
balanceada e agua ad libitum. Gsg, = 0s ratos foram alimentados ad libitum com
racéo basal, aplicou-se uma dose de 5-FU e sem adi¢do de L-arginina. Gargoes+s-ru =
os ratos foram alimentados ad libitum com rac&o basal, aplicou-se uma dose de 5-
FU e adicionou-se 295 mg de L-arginina na agua. Gargss+sru = 0S ratos foram
alimentados ad libitum com rac&o basal, aplicou-se uma dose de 5-FU e adicionou-

se 458 mg de L-arginina na agua.



52

TABELA 6
Concentragdes séricas meédias (x desvio padrdo) das imunoglobulinas (Ig) A, Ge M

de ratos Wistar suplementados ou ndo com L-arginina apos a aplicacdo da 5-

Fluorouracil.
Grupos Valor
g
Gc Gs.ru GArg295+5-FU GArg458+5—FU de P
IgA (mg/dL) 3,49 + 1,09™" 2,84 +1,10° 4,78 + 1,69" 4,73 £ 1,39" 0,01

IgG (mg/dL) 244,84 +33,19" 154,23 + 34,42® 153,03+27,19° 158,02 + 43,69° 0,0001

IgM (mg/dL) 12,03 + 2,14* 13,28 + 2,93" 16,55 + 6,43" 13,21 + 2,93" 0,31

AB _ Nas linhas, médias ou medianas acompanhas de letras maiGsculas distintas
apresentam diferenca significativa entre os tratamentos. G¢ = grupo controle, em
que os ratos receberam somente ragdo comercial balanceada e agua ad libitum. Gs.
Fu = OS ratos foram alimentados ad libitum com rag&o basal, aplicou-se uma dose de
5-FU e sem adi¢ao de L-arginina. Garges+s-ru = 0S ratos foram alimentados ad libitum
com racao basal, aplicou-se uma dose de 5-FU e adicionou-se 295 mg de L-arginina
na agua. Garass+s-ru = 0S ratos foram alimentados ad libitum com racdo basal,

aplicou-se uma dose de 5-FU e adicionou-se 458 mg de L-arginina na agua.
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FIGURAS

FIG. 1. Fotomicrografia mostrando o infiltrado inflamatério mononuclear na mucosa
do intestino delgado de ratos Wistar suplementados ou ndo com L-arginina apos a
aplicacdo da 5-Fluorouracil. (A). Moderado infiltrado inflamatério mononuclear dos
ratos do grupo Gsp, (HE - 400x). (B) e (C). Discreto infiltrado inflamatorio
mononuclear dos ratos do grupo Gargees+s-Fu € Gargass+s-Fu, respectivamente (HE -

100x).
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the source of financial support, an acknowledgment (if desired) of those who aided in
research and preparation of the manuscript, and a mailing address for reprints (if
available) should appear at the end of the text (before references). All trade names of
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the manufacture.

Each manuscript must be accompanied by a statement that it has not
been published elsewhere and that it has not been submitted simultaneously for
publication elsewhere. Authors are responsible for obtaining permission to reproduce
copyrighted material from other sources and are required to sign an agreement for
the transfer of copyright to the publisher. All accepted manuscripts, artwork, and
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and year. If the paper has been seen only in abstract form, this should be indicated at
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« EPS, TIFF, or PSD format only
o Submitted as separate files, not embedded in text files

Color illustrations will be considered for publication; however, the author
will be required to bear the full cost involved in their printing and publication. The
charge for the first page with color is $900.00. The next three pages with color are
$450.00 each. A custom quote will be provided for color art totaling more than 4
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Please include 3-5 "key words" after the abstract, including words such
as 'experimental’, ‘clinical’, and 'epidemiological’ to aid in searches.

Proofs and Reprints:

Page proofs are sent to the designated author using Taylor & Francis’
Central Article Tracking System (CATS). They must be carefully checked and
returned within 48 hours of receipt. Reprints of individual articles are available for
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