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AVALIACAO DO EFEITO COLO PROTETOR DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE
PROPOLIS VERMELHA NO MODELO DE COLITE AGUDA

RESUMO

As doencas inflamatdrias intestinais (DIl), representadas pela Colite ulcerativa (UC) e
Doenca de Chron (DC), sdo inflamacdes de natureza cronica que afeta todo ou parte do
trato gastrointestinal. O tratamento atual das DIl, baseado no uso de agentes anti-
inflamatdérios, antioxidantes e/ou imonomoduladores, provaca uma série de efeitos colaterais
e ndo evita a reincidiva da doenca. Neste sentido, tem sido pesquisado o emprego de
produtos naturais como potencial tratamento adjuvante ou alternativo das DIl. Estudos tem
relatado os efeitos anti-inflamatorio, antioxidantes do extrato de propolis vermelha brasileira
em diferentes modelos biol6gicos.No entanto, os efeitos quimioprotetivos destes extratos em
modelo experimental de colite ulcerativa ndo foram relatados. Diante do exposto, este
estudo teve como objetivo investigar o efeito quimiopreventivo do extrato hidroalcodlico de
uma variedade de propolis vermelha (EHPV) coletada no nordeste brasileiro na colite
ulcerativa induzida por acido acético (CIAA) em modelo de roedor. Para tanto, o extrato
hidroalcodlico foi caracterizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Em
seguida, ratos Wistar machos foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos : sham
(sem inducéo de CIAA), veiculo (CIAA tratados com Tween80) , P10 e P100 (com CIAA,
tratados com EHPV 10 e 100 mg/kg respectivamente).O tratamento com veiculo, EHPV foi
realizado durante sete dias consecutivos e a colite foi induziada com administracao retal de
acido acético no sétimo dia.Ap6s 24 horas dos procedimentos de indu¢do, os animais foram
eutanasiados, realizado laparotomia com localizacdo e excisdo do intestino grosso,
determinacdo da massa e comprimento do colo e escores de danos macroscopicos e
histologicos,além da determinacdo de niveis teciduais de malonaldeido (MDA) e
mieloperoxidase (MPO), Catalase (CAT), Superoxido dismutase (SOD) e expressao imuno-
histoquimica de oxido nitrico induzivel (INOS). Os compostos quimicos majoritarios
encontrados no EHPV foram liquiritigenina (68,8 mg/g), formononetina (54,29 mg/qg),
biochanina A (30,97 mg/g) e daidzeina (19,90 mg/g) .Os animais tratados com EHPV 10
mg/kg mostraram reducdo significativas nos niveis de MPO, bem como nos escores
macroscépicos e histologicos de dano tecidual e na expresséo imuno-histoquimica da iINOS
(p<0,05). O tratamento com EHPV na dose de 100 mg/kg mostrou reducgéo significativa
apenas nos niveis de MPO (p<0,05) e escores histologicos (p<0,05) de danos teciduais .
Conclui-se que a administracdo oral do EHPV promoveu melhora expressiva na CIAA em
ratos e que estes efeitos podem, provavelmente, ser resultados de uma atividade anti-
inflamatoria relacionada com a via de inibi¢cdo da INOS.

Palavras—chaves: colite ulcerativa; acido acético; anti-inflamatério; antioxidante; propdlis.
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ASSESSMENT OF THE COLON PROTECTIVE EFFECT OF HYDROALCOHOLIC
EXTRACT OF RED PROPOLIS IN ACUTE COLITIS MODEL

ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBD), represented by ulcerative colitis and Crohn's
disease, are chronic conditions that affect the gastrintestinal tract. Currently, the
treatment of IBD is based on the use of anti-inflammatory agents, antioxidants and/or
immunomodulators, causes a range of side effects and does not prevent recurrence of
the disease. Thus, the use of natural products as potential adjunctive or alternative in the
treatment of IBD has been studied. The anti-inflammatory and anti-oxidant effects of
extract of red propolis from Brazilian northeast, have been reported in experimental
models. However, its protective effects in experimental ulcerative colitis model have not
been so far reported. Thus, the current study aimed to investigate the chemopreventive
effect of HERP in acetic acid-induced colitis (AAIC) in rodent model.Therefore,
hydroalcoholic extract of red propolis (HERP) was characterized by high performance
liquid chromatography (HPLC). Subsequently, male Wistar rats were randomly assigned
into four groups: sham (with no AICC treatmente with water), vehicle (with AAIC, treated
with tween 80), P10 and P100 (with AAIC, treated with HERP at 10 and 100 mg/Kg,
respectively). Treatment with vehicle and HERP was carried out for seven days and the
colitis was induced with rectal administration of acetic acid at day seven. Animals were
euthanized 24 h after colitis induction procedures and body weight, colon length, gross
and histological scores of tissue damage, malondialdehyde (TBARS) and
myeloperoxidase (MPO), superoxid dismutase (SOD) catalase (CAT) levels in colon
tissue, as well as the immunohistochemical expression of (inducible nitric oxide synthase
(INOS), were assessed. Major compounds found in HERP were liquiritigenin (68.8mg/qg),
formononetin (54.29 mg/g), biochanin A (30.97 mg/g) and daidzein (19.90 mg/g). Rats
treated with HERP at 10 mg/Kg showed significant decrease in MPO levels, gross and
histological scores of tissue damage, and INOS immunohistochemical expression
(p<0.05). Treatment with HERP at 100 mg/Kg showed significant decrease only in MPO
levels (p<0.05) and histological scores of tissue damage (p<0.05). In conclusion, we
found that oral administration of hydroalcoholic extract of Brazilian northeastern red
propolis ameliorates acetic acid-induced ulcerative colitis in rats likely as a result of anti-
inflammatory effects related to inhibition of INOS pathway.

Key-words: ulcerative colitis, acetic acid, anti-inflammatory, antioxidant, propolis.
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1 INTRODUCAO

A doenca inflamatoéria intestinal (DII) é caracterizada por inflamacdo de natureza
crbnica que pode acometer parte ou todo o trato gastrointestinal (TGI). De acordo com sua
sintomatologia e a sua correlagdo com achados histopatolégicos, a DI, pode ser classificada
como colite ulcerativa (UC) ou Doenca de Crohn (DC) (SARTOR, 2006).

A UC se apresenta como uma inflamacgédo continua, com area marcada por
hiperemia e ulceras, estando restrita ao TGIl, acometendo mais frequentemente o colo. Por
sua vez, a DC se caracteriza por uma inflamacdo de natureza segmentada que pode
acometer intercaladamente qualquer segmento do TGl sendo marcada por hiperemia,
Ulceras e granulomas (GONCALVES et al., 2008; SCHOFFEN, 2011).

Os sintomas classicos da DIl sdo diarreia frequente que pode ser acompanhada de
sangue, perda ponderal de peso, dor, febre e émeses. Esta doenc¢a ndo fica restrita somente
ao TGl levando a instalacdo de outras comorbidades de natureza extra intestinal e,
consequentemente, a necessidade de diversas internacbes e intervengdes cirargicas
(SARTOR, 2006; KIM et al., 2014).

Desde 1950 observa-se elevacdo nas taxas mundiais de incidéncia e prevaléncia
desta doenca. No Brasil, a DIl tem sido um achado frequente nas uGltimas décadas
representando, um desafio para a saude publica, visto que esta doenca afeta principalmente
a populacgéo na faixa etaria 30-60 anos, ou seja pessoas em idade produtiva. Ndo obstante,
a doenca é marcada periodos de remissao e recidiva, nao apresentando tratamento clinico
definitivo, o que determina um prognostico desfavoravel. Os tratamentos atuais para o
controle da doenca além de custos consideraveis apresentam diversos efeitos colaterais e
podem levar a tolerancia (PINHO, 2008; OLIVEIRA et al., 2010; DA SILVA et al., 2014).

Desta forma, diversos ensaios experimentais e clinicos tém sido realizados com a
finalidade de buscar uma alternativa para o tratamento para a DIl (VICTORIA et al., 2009;
PARENTE, 2015). Ahmad et al. (2014), em revisdo sistematica, identificaram diversos
produtos naturais com significativos resultados no tratamento da DIl. Dentre os produtos
naturais brasileiros, a propolis vermelha, oriunda do litoral nordestino € conhecida por sua
atividade antioxidante e anti-inflamatéria . Este tipo de propolis apresenta elevado contetddo
de substancias como formononetina, biochanina A e liqueritigenina, diferenciando de outros
tipos de prépolis encontradas no Brasil e em outros paises (RIGHI et al., 2013; SALATINO
et al., 2013).
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A prépolis vermelha vem sendo testada em varios modelos experimentais de
doengcas que indicaram resultados significantes para atividades anti-inflamatoria,
antinoceptiva e antiulcerogéncia podendo, por estes atributos servir como alternativa para o
tratamento da DIl (DA SILVA FROZZA et al.,, 2014; PINHEIRO et al.,, 2014; LIMA
CAVENDISH et al., 2015; SILVA-CARVALHO et al., 2015). Além dos efeitos anti-
inflamatdérios, ensaio de citotoxicidade realizado por Da Silva et al. (2015) verificou que a

prépolis vermelha alagoana é um produto de baixa toxicidade, portanto, 0 seu uso é seguro.

Nado obstante, ensaios realizados com compostos majoritarios da prépolis
demonstram propriedades imunoldgicas atuando na diminuicdo da producdo de IL-1j3
(interleucina 1-B) e o6xido nitrico (NO). Estes resultados sdo de particular interesse,
considerando que na fisiopatologia da DIl é possivel verificar que a doenca se instala a partir
de falhas nestes mecanismos imunolégicos, com aumento de IL-1B e NO (RINECKER et al.,
1999; URONIS et al., 2009; YAO et al., 2010; WALKER et al., 2011; CARVALHO et al.,
2012; KALYANARAM, 2013; TUN et al., 2014; ZHAO et al., 2014).

Além das inUmeras atividades biolégicas da prépolis vermelha, a sua distribuicéo
anual regular e o baixo investimento tecnolégico para a sua obtencdo justificam sua
avaliacdo como um produto terapéutico adjuvante no tratamento da DIl, sendo este o
objetivo do presente trabalho. Adicionalmente, a necessidade de maior producdo deste
produto na regido do Nordeste possibilita ainda ganhos econémicos, sociais para esta
regido, o que pode contribuir para a melhoria da qualidade de vida dessa populagéo,

justificando também a realizacao deste estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da administracdo oral do EHPV sobre a colite induzida por acido

acético em modelo roedor.

2.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar e quantificar os principais compostos presentes no EHPV;

- Avaliar o efeito da administracdo oral do EHPV sobre as alteragcbes macro e

microscopicas colénicas em modelo experimental de UC;

- Avaliar o efeito da administracdo oral do EHPV sobre os processos oxidativo e

inflamatério em modelo experimental de UC.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Doenca inflamatéria intestinal (DII)

A doenca inflamatoria intestinal (DIl) pode ser classificada em colite ulcerativa ou
Doenca de Chron. A colite ulcerativa (UC) caracteriza-se por tecido marcado por sinais de
hiperemia, edema e Ulceras, perda de criptas intestinais e células caliciformes que afetam
continuamente o segmento do intestino inferior. J& a Doenca de Crohn (DC) apresenta-se
como inflamacdo visualmente segmentada alternando tecidos saudaveis com outros
marcados por hiperemia, ulcerac¢des, granulomas, criptite e ou fistulas. A DC pode afetar
desde a boca até o anus acometendo mais frequentemente segmentos do ileo terminal e
colo (PINHO, 2008).

A prevaléncia das DIl nos paises desenvolvidos é estimada em torno de 505 e 322
por 100.000 por pessoa/ano e a estimativa de incidéncia de ambas classifica¢cdes da doenga
situam-se em 50 a 70 novos casos/1.000.000 habitantes ao ano. Verifica-se um padrao de
emergéncia desta doenca mundialmente, sobretudo em paises em desenvolvimento como
Republica Popular da China, Coréia do Sul, india, Libano, Ird, Tailandia, o Ocidente francés
indias, e Norte da Africa e América do Sul (PONDER; LONG, 2013; M'KOMA, 2013;
PARENTE, 2015).

O aumento da incidéncia e prevaléncia da DIl nos paises em desenvolvimento,
sobretudo em &reas urbanas sugere o envolvimento de fatores ambientais na etiologia desta
doenca a qual ainda é pouca elucidada. No Brasil, apesar da auséncia de notificacdes
oficiais da DIl, na prética clinica as mesmas tém sido um achado frequente nas ultimas
décadas, periodo este, onde houve aumento no indicador de desenvolvimento humano
associado a aumento da industrializacdo. A relacdo entre aumento dos indices de
industrializacdo e o desenvolvimento da DIl foi documentada em diversos trabalhos
(NIELSEN et al., 2008; SCHOFFEN, 2011; TORRES et al., 2011; ORDAS et al., 2012; DA
SILVA et al., 2014; CLEMENTE ACTIS, 2016).

Com relagdo ao sexo, a UC afeta em numeros proporcionais homens e mulheres, ja
a Doenca de Crohn ocorre mais frequentemente no sexo feminino. Em relacdo a idade
verifica-se que é mais predominante em jovens e adultos (20 a 40 anos), apresentando
ainda um segundo pico de recorréncia aos 60 anos. Ha um forte componente genético no

estabelecimento das DII, sendo que a manifestagdo é mais frequente em parentes de 1°
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grau, em pessoas de origem judaica e de raca caucasiana (SCHOFFEN, 2011; MOURA et
al., 2015).

Além de fatores ambientais, industrializacdo e defeitos genéticos, outros estudos tém
demonstrado associagcdo entre incidéncia e prevaléncia de DIl ligados ao estilo de vida
como: consumo de alimentacdo rica em gordura e pobre em fibras, exposicdo a agentes
patogénicos durante a infancia, uso de anticoncepcionais e tabagismo. Estes fatores
relativos ao estilo de vida parecem atuar modificando o equilibrio na microbiota intestinal
levando a uma alteracdo nos mecanismos protetores da barreira intestinal como aumento da
permeabilidade, diminuicdo da producdo do muco, disfuncdo nos mecanismos de ligacdes
entre as células epiteliais e lipopolissacarideos bacterianos (SARTOR, 2006; ORDAS et al.,
2012; M"KOMA, 2013; CLEMENTE ACTIS, 2016).

Pesquisas também apontam para um desbalanco entre a microbiota residente e
oportunista no desencadeamento da DIl. De fato, é encontrado a presenca de cepas
patogénicas de bactérias do género Micobacterium em diversos pacientes com DIl
(GONCALVES et al., 2008; PONDER ; LONG, 2013; BARBALHO et al., 2016). Por outro
lado, significante parcela de acometidos por DIl ndo guardam relacdo direta com a
contaminacdo por bactérias patogénicas. Neste sentido, diversos ensaios tém demostrado
gue bactérias residentes podem favorecer o processo inflamatério por erros de
reconhecimento dos LPS destas bactérias por receptores da mucosa intestinal, inciando o
processo inflamatorio (BIASI et al., 2013; XU et al., 2014; O'NEILL et al, 2015).

A DIl aumenta significativamente o risco de desenvolver cancer de colo e reto. A
mortalidade nesses pacientes quando comparado aos individuos que apresentam cancer de
colo ndo associados a DIl € maior (RANDHAWA et al.,, 2014). Nao obstante, a doenca
apresenta evolucdo desfavoravél, marcada por instalacdo de doencas extraintestinais que
culminam, com a necessidade de intervencao cirirgica em 60 a 70% dos casos. Desses

pacientes, 50% estardo sujeitos a novas intervencdes cirdrgicas (GONCALVES et al., 2008).

O diagnéstico da DIl inclui analise da sintomatologia apresentada pelo paciente, a
gual pode variar de acordo com o fenétipo predominante da doenca e segmento intestinal
afetado, podendo apresentar-se com caracteristicas predominantemente inflamatéria,
estenosante e ou ulcerativa. A diarréia cronica, aliada a outros sintomas como distensao
abdominal, emagrecimento, desnutricdo e anemia séo o0s sintomas mais frequentes; porém,
no quadro de DIl que atinge regides como o reto e colo sigmoide, a diarréia sanguinolenta
€ o sintoma mais encontrado (HORN; UFBERG; 2011).

Dada a suspeita clinica sé@o solicitados exames laboratoriais, endoscopicos e

bipsias. Nos exames laboratorais marcadores inflamatorios como o exame de PCR—reativa
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(Proteina C—reativa) e VHS (Velocidade de Hemossedimentagdo) apresentam-se alterados
podendo demonstram o estagio da atividade da doenca. Cultura para Clostridium difficile e
suas toxinas também sdo solicitados, uma vez que que esta bactéria de natureza
patogénica e oportunista frequentemente encontra-se presente em pacientes com DII. Além
destes exames, sao solicitados, ainda outros exames como videoendoscopia e ou
videocolonoscopia associada a bidpsia para avaliar a extensao do dano inflamatério no trato
gastrointestinal e para a avaliacdo do diagndstico diferencial entre UC e DC (CABRAL; ABY,
2012; ORDAS et al., 2012).

No exame de hiépsia o achado de granuloma é diferencial para DC, entretanto esta
situacdo esta presente em somente 15% dos casos de biopsias e em 50% das pecas
cirdrgicas, limitando, portanto a precisdo do diagndstico (LISZKA et al., 2006). Apesar dos
grandes avancos nos exames diagnosticos, mais de dez porcento das endoscopias
realizadas possuem achados teciduais semelhantes entre DC e UC néo permitindo
diagnésticar com precisdo o tipo de DIl, sendo comumente relatada em diagnéstico de
imagem como colite indeterminada (PRAVDA et al., 2005; KIM et al., 2016).

A DC e UC exibem diferengas estruturais importantes que podem implicar caminhos
distintos na sua patogenia apesar da semelhanca clinica. A DC leva a perda praticamente
total de um elemento protetivo tecidual importante, como as células caliciformes. As células
caliciformes sdo responséveis pela producdo de muco que entre outras atividades, previne a
translocacdo bacteriana e secretam bacteriocina e fator tréfico de crescimento para reparo e
renovacdo de ceélulas intestinais. A auséncia deste elemento celular oferece, portanto,
oportunidades para perpetuacdo do dano inflamatério por maior acesso de antigenos, bem
como dificuldades de reparacao do tecido epitelial (FEUERSTEIN; CHEIFETZ, 2014).

Na DC ha também o acometimento de todas as camadas teciduais do intestino
(mucosa, submucosa e serosa) com presenca de células do sistema imune como
macrofagos que atuam na formacdo de granulomas além de hiperplasia tecidual. Dado ao
maior dano tecidual, as fistulas séo achados frequentes neste tipo de DIl. Na UC existe o
risco aumentado para adenocarcinoma intestinal, a inflamacé&o é marcada pela presenca de
Ulceras, hd também a perda de células calificiformes, porém em quantidade menor (URONIS
et al., 2009; FERNANDEZ-SALAZAR et al., 2015).

O Quadro 1 demonstra as principais alteracdes macroscopicas € histolégicas entre
DC e UC.
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Quadro 1. Diferencas morfolégicas encontradas nas DC e UC.

DIl Extensédo Tipo Integridade | Epitélio Comprimento Caracteristica
da lesdo celulares | cripta intestinal Colo intestinal Macroscopica
Lamina intestinal
Camada Infiltrados | Distorcéo Presenca Fase inicial Hiperemia
mucosa e PMN de cripta de célula Normal Ulceracdes
uc submucosa Fase tardia: | caliciforme | Fase tardia Edemas
abcesso (em Pouca reducéo
quantidade | comprimento
menor na
fase tardia)
Camada Infiltrados | Distorcéo Rara Evidente Edema
serosa, PMN de cripta presenca reducédo do Granulomas
DC muscular Hiperplasia | de célula comprimento Fissuras e
prépria, nas células | caliciforme fistulas
mucosa e de criptas
submucosa no tecido
nao
acometido
pela DC

PMN: polimorfonucleares. Adaptado de: (SARTOR; 2006; GONCALVES et al., 2008; SCHOFFEN,
2011).

O tratamento da DIl utiliza diferentes classes de farmacos que incluem:
aminossalacilatos, corticoides, imunomoduladores, antibiticos e terapia bioldégica. Estes
recursos terapéuticos, além de depreenderem consideravel necessidade de recursos
financeiros, levam ao estabelecimento de graves efeitos colaterais. Além disso, durante o
longo tempo de uso, podem levar a tolerancia, demonstrando assim a necessidade de novas

alternativas medicamentosas (FEUERSTEIN; CHEIFETZ, 2014).

Os modelos experimentais de inducdo de colite ndo conseguem representar todos 0s
tipos de patogénese da DIl, dado a natureza multicausal da doenca. Contudo, nestes
modelos experimentais é possivel observar manifestacdes de sintomatologia clinica e
metabdlica, e alteragbes teciduais macroscopicas e histolégicas compativeis com aquelas
encontradas em portadores de DII. Desta forma, os modelos experimentais de inducao de
colite se prestam como recurso para testes de novas alternativas terapéuticas para o
tratamento da doenca (RANDHAWA et al., 2014).

Nos protocolos experimentais de DIl por agente quimico a instalagéo da DIl pode ser
manipulada para apresentacéo de diferentes intensidades da doenca a qual pode ser leve,
moderada, intensa, aguda ou crbénica. Neste sentido, o tipo de agente quimico empregado
na inducdo da colite, bem como percentual de diluicdo e frequéncia de exposicdo dos

animais ao agente quimico empregado, induz diferentes respostas inflamatérias de variados

25



graus de intensidade. Nos exames histoldgicos dos animais induzidos a colite por agentes
guimicos sdo encontradas alteracdes histologicas marcadas por distorcdo de cripta,
aumento de edema de submucosa presenca de Ulceras, destruicdo de células epiteliais e
caliciforme, além da infiltracdo de neutréfilos e ou linfocitos e formagdo de abcesso a
depender do agente quimico utilizado. Em coloragdes com reativo de schiff e alcian blue é
possivel verificar também presenca de sialomucinas sulfatadas ou ndo (AL REJAIE et al.,
2013; ALEISA et al., 2014; RANDHAWA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014).

3.2 Fisiopatologia da DIl

3.2.1 AlteragBes genéticas

Devido a natureza multifatorial relacionada com o desenvolvimento da DII, diversas
teorias tentam explicar os mecanismos de agdo para o inicio e perpetuagdo do processo
inflamatorio intestinal. Entre os fatores mais estudados na etiologia da DIl encontram-se as
alteracBes genéticas as quais estéo relacionadas com falhas na barreira de defesa intestinal
e defeitos nos padrbes de reconhecimento de antigenos por células do sistema imune.
Independente da causa, as alteragfes genéticas levam o organismo a um estado de
ativacdo do sistema imune com desregulacdo na producdo de citocinas pré6 e anti-
inflamatorias (KHOR et al., 2011; ESBERARD, 2012; BIASI et al., 2013; JAMONTT et al.,
2013).

Importante contribuicdo genética na elucidacdo da fisiopatologia da DIl deve-se a
descoberta de falhas na regido pericentrométrica do locus 16 do gene CARD 15,
denominado de IBD 1. Este gene codifica a proteina NOD 2 presente em receptores das
células apresentadoras de antigenos (APCs) os quais entre outras atividades sao,
responsaveis pelo reconhecimento de antigenos bacterianos Falhas na producdo da
proteina  NOD impedem o reconhecimento adequado de  bactérias residentes e
oportunistas. Desta forma h& continua super estimulag¢édo do sistema imune e a perpetuagéo
do processo inflamatério. Cerca de 30% dos pacientes acometidos por DC apresentam esta
alteracdo cromossOmica, explicando, em parte, o desenvolvimento da DIl (SARTOR, 2006;
SARTOR; MAZMANIAN, 2012).

Além da falha genética do gene CARD 15, mais de cem outras alteracdes nos locus
génicos tém sido investigadas na DIl. Estas falhas genéticas levam ao estabelecimento de

diversos fenétipos clinicos da doencga, que incluem: baixas respostas terapéuticas aos
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medicamentos utilizados no controle da doenca, falhas nos mecanismos protetores de
barreira intestinal, inicio precoce no desenvolvimento da doenca, susceptibilidade ao
desenvolvimento da DIl frente aos antigenos ambientais (KNIGHTS et al., 2013). A figura 01
demonstra as alteracBes genéticas que tem sido objeto de investigacdo na DIl e a sua

relacdo com a disfungéo celular e fenétipos de sintomatologia clinica observada.

Fatores Fenétipos

G Rede celular
genéticos clinicos

IRGM
o AR P |
barreira N\
|
NOD2 Falhas h
Cel. Paneth
MST1 Imunidade
MAST3 Inata
CARD9
o
NKX2-3 Adaptativo

DENND1B Apresentagdo
LRRK2 Antigenos

Inicio precoce
doenga

Estruturada
Doenca

Baixa resposta
Terapéutica

Fatores de risco

ambientais
Variagao

Figura 1. Variacdes genéticas e via de desenvolvimento da DII. Fonte: Adaptado de (KNIGHTS
et al., 2013).

Lista de genes alterados mais estudados na DIl (esquerda) juntamente com as vias celulares
sobre possiveis locais onde ocorrem a disfuncdo. Estas vias provavelmente interagem em redes
celulares (centro), que, quando perturbadas, contribuem para os fenétipos clinicos da DIl
(direita).

Segundo Esberard (2012), alteracdes nos genes ATG16L1 e IRGM levam a
dificuldade da célula de eliminar os produtos da degradacgdo celular do citoplasma, o que
determina lesdo celular e desencadeia o recrutamento intermitente de linfocitos. A grande
guantidade de linfécitos no tecido leva a consequente lesdo tissular com infiltracdo de
grande quantidade de células imunes nos tecidos e formacao de granulomas em pacientes
com DC. Alteracdbes com polimorfismo no gene ATG16L1, também prejudicam o
funcionamento das células de Paneth, impedindo assim a secrecdo de lisossimas
bacterianas. A baixa secrecao de lisossimas pelas células de Panetlh, permite 0 acesso de
bactérias na lamina propria, desencadeando respostas inflamatdrias intensas e continuas.
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3.2.2 Estimulacao exacerbada do sistema imunoldgico

Alteracdes nos padrdes de barreira intestinal, como aumento da permeabilidade,
modificagdo na quantidade e composicdo do muco, deplecdo de células epiteliais,
caliciforme e de Paneth estdo relacionadas com aumento do contato de bactérias com
células imunitarias e, por conseguinte com a exacerbacdo do processo inflamatério.
Considerando ainda que no intestino séo encontrados mais de trés trilhdes de bactérias, fica
evidente o papel dos mecanismos de barreira na protecdo do organismo. Varias teorias
tentam explicar como estes mecanismos de defesa s@o afetados na DIl e como ha a
superestimulacdo do sistema imune mesmo nos casos em que a doenca encontra-se em
remissao (ALVES et al., 2013; LIU et al., 2014; JAKOBSSON et al., 2015; KIESLER et al.,
2015).

A figura 2 exibe resumidamente o0s principais mecanismos de exacerbacdo do
processo imune, relacionando a perda de mecanismos de barreiras como espessura,
caracteristica do muco protetor, deficiéncia nas juncdes intercelulares (tight junctions),
defeitos nos receptores de reconhecimento das (APC) e super estimulacdo do sistema

imune por ativagédo do sistema NFK-f3 e produgao de interleucinas pro-inflamatorias.
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Figura 2. Mecanismo de iniciagéo do processo inflamatério na DIl. Adaptado de (ORDAS et
al., 2012).

NFK-B fator nuclear kappa beta; DC = células dendriticas; (a, b) células apresentadoras de
antigenos respectivamente: macréfagos e celllas dendritica respectiva TLR — (receptores
do tipo toll like) . Possiveis mecanismos de perpetuacao do dano inflamatério : O contato de
antigenos com as células do sistema imune inato sobretudo as apresentadoras de
antigenos leva ao processamento de antigenos e aumento da expressao do fator nuclear
kappa B com consequente aumento na producdo de citocinas pr6 inflamatéria IL-
1,IL6,IL12-IL-23. Defeitos nos receptores do tipo toll presente nas células apresentadoras
de antigeno ndo permitem distincdo entre antigenos residentes e patogénicas também
levam a continua estimulacéo do sistema imune e cascata inflamatoria. Entre as possiveis
causas de falhas nos mecanismos protetivos situam-se falhas na quantidade e composicdo
do muco, falhas nos defeitos nas claudinas da tight junctions que oferecem aderencia
basolateal as células epiteliais permitindo acesso livre dos antigenos ao interior da mucosa
e falhas nos receptores de reconhecimento de antigenos por defeitos genéticos e
alteracdes dos receptores causados por modificagbes na microbiota residente.

O contato entre antigenos e células do sistema imune inicia a cascata de processo
inflamatorio. Em situa¢gdes comuns de inflamag6es em individuos normais, o sistema imune
inato, o qual é composto por células epiteliais, células de Paneth, células dendriticas,
neutréfilos, APC, além de pequenas quantidades de macréfagos residentes, atacariam o
antigeno e finalizariam ali mesmo o processo. Por fim, o produto da finalizacdo do sistema
imune inato seria a ativacdo do sistema imune adaptativo. Isto se da pela apresentacédo de
fragmentos do antigeno pelas APC, as células T auxiliadores, com sinalizacdo para
diferenciacdo em células B e producdo de anticorpos especificos. A hipbtese sobre a
continuidade do processo inflamatério na auséncia do agente agressor, seria que a resposta
imune inata ao antigeno seja ineficaz, havendo a necessidade de acionar continuamente a
resposta imune adaptativa que é tardia e com respostas mais agressivas a um antigeno ja

conhecido. A resposta imune adaptativa € derivada das células T (imunidade celular) e das
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células B (imunidade humoral). Em pacientes com DIl a producdo de anticorpos mediados
pelas células B ocorre tanto na mucosa quanto na corrente sanguinea e envolve
imunoglobulinas como IgG, IgM, IgA que interage fortemente com os antigeno resultando

em uma resposta inflamatéria exacerbada (XU et al., 2014).

Outra hipGtese que visa explicar a perpetuagdo da inflamacdo na DIl seria a
expansdo clonal dos linfécitos T previamente ativados pelas APC. Diferentes citocinas
produzidas pela interacdo do antigeno com células epiteliais ou células do sistema imune
produzem vérias sinalizac6es para a diferenciacdo de células Th em células T efetoras do
tipo Th 17. Esta Gltima podera, a depender do estimulo, produzir citocinas inflamatérias ou
anti-inflamatdrias. Neste sentido, propoe-se que na DC, as APC a partir da liberacdo de
interleucinas (IL) IL-12 e IL 23 estimulariam a diferenciacdo das células T auxilares nos
linfonodos em células Th-1 e Thl7. A partir de entdo, h4 um estimulo para producédo de
Interferon gama (INF-gama), IL 17 e IL 21. Na UC, as IL-12 e IL-23 estimulam a resposta
para diferenciagcdo das células T em Th-2 e Thl7, com produgdo aumentada de
interleucinas pré-inflamatérias como IL-4, IL-5, IL-13 e IL17. Assim, a DC ficou conhecida
por muitos anos como uma doenca mediada por células Thl e Th1l7, enquanto que a UC
seria mediada pelas células Th2 e Thl7. Contudo, dada a presenca de célula Th 17 nas
duas formas da DII, verificou-se que esta diferenciacdo celular ndo é especifica para o tipo
de DII, mas sim ligada a fase da doencga aguda e ou cronica (SARTOR, 2006; SARTOR,;
MAZMANIAN, 2012; DIAS-PENA, et al., 2015).

Os linfécitos Th2 desempenham importante papel na tolerancia, pois eliminam
linfécitos reativos através de mecanismos de ativacdo celulares e producdo de citocinas
como, fator de crescimento transformador B (TGF-B) e IL-10. As células Th17 sdo do tipo
efetoras e promovem resposta inflamatéria e rejeicdes a transplantes estando ligadas a

diversas doencas de natureza auto imune.

Além das células Th, outro grupo de células investigadas na DIl sdo as células Treg.
Foram analisadas as propor¢cdes de células Th1l7 e células Tregse demonstraram que existe
uma relacdo inversa entre a quantidade de células Th17 (maior) e de células Treg (menor) e

que estdo associadas a maior exacerbacio da colite (DIAZ PENA et al., 2015).

Em ensaio realizado por Zhang et al. (2014), foi demonstrado que as células Th 17
com producédo de citocinas pré-inflamatorias estdo em quantidades maiores em detrimento
as células Treg. Neste ensaio, correlacionou-se a atividade da doenca com estimulos das
células Th17 pela enzima hemeoxigenase em animais submetidos a inducéo de colite por
DSS (Dextrano sulfato de sodio). Os resultados deste experimento demonstraram que 0s

animais que foram sensibilizados pela presenca de hemoxigenase produziram menor
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estimulacdo de linfécitos Th17 com melhora da atividade da doenca e maior producdo de
Células Treg. JA4 nos animais que foram induzidos a colite sem a presenca da
hemeoxigenase, houve maior producdo de células Thl7 e menor de células Treg com
consequente dano celular maior causando a colite. Desta forma, fica demonstrada a

importancia das células Treg na protecao do organismo.

A figura 3 demonstra resumidamente os diversos cenarios propostos para
perpetuacdo do dano inflamatério em DII.
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Figura 3. Teorias na perpetuagao 0o processo Inflamatorio (Fonte: propria).

Sinalizacao inicial da relagdo do antigeno com receptores TLR de células epiteliais e macréfagos residentes aumentam recrutamento, adeséo e rolamento de neutréfilos da
periferia para o local da inflamagéo, estes por sua vez liberam uma serie de espécies reativas de oxigénio para o meio com finalidade de eliminar o antigeno. Na DII, estes
mecanismos parecem néo ser suficiente para encerrar o processo inflamatério pois verifica-se na DIl participacdo maior do sistema imune adaptativo em detrimento ao
sistema imune inato. O contato do antigeno com diferente células do sistema imune pode desencadear respostas diferentes. Teorias apontam que na DIl ha baixa participacéo
de células do sistema imune inato ensejando na necessidade de buscar outras células do sistema imune adaptativo. Neste caso, na tentativa de conter a inflamag¢éo hd uma
super estimulacédo das células T ativadas pelo INF-y advindo de células APC , bem como IL 1B e TNF-a de macréfagos residentes e IL-13 advindas também de mondcitos,
esta forte ativagdo leva a divisdo em células do tipo Th para Th 1 e 17 com maior producdo de IL pré inflamatérias como IL-17, IL-23 e IL-21 e diferenciagdo para
transformacao em Plasmoético ou células de memdria, com producdo de anticorpos IgG, IgM,IgA, por outro lado as células Treg por motivos ainda desconhecidos ficam
inibidas ndo produzindo quantidade suficiente de citocinas inibitérias perpetuando assim o dano. Antigamente acreditava-se que a UC era mediada por resposta Th2 e a DC
pela Thl, porém com o advento de que ambas formas de doenca apresentam resposta maior para Th17, correlacionou-se a Thl e Th2 a fase da doenga, respectivamente
cronica e aguda.

32



3.2.3 Desequilibrio na producéo e caracteristica do muco

Em individuos sadios, hd um perfeito equilibrio entre a microbiota residente e o
sistema imune que pode, em parte, ser atribuida a camada de muco que recobre as células
epiteliais. Defeitos na producéo e caracteristica do muco alteram a permeabilidade, e por
consequéncia, permite acesso das bactérias ao interior da mucosa com consequente
estimulacdo do sistema imune. Além do papel de selecdo dos antigenos luminais por
propriedades de permeabilidade atribuida ao muco, o mesmo possui ainda proteinas com
caracteristica microbiocida como: 3 defensina 2 (HBD-2) e Regllly na sua constituicdo sendo
este, mais um efeito protetor ligado a camada de muco (MESQUITA JUNIOR et al., 2010).
Em uma situagdo saudavel, a camada de muco exterior & colonizada por bactérias
comensais enquanto que a camada de muco interior possui quantidade menor de bactérias
(URONIS et al., 2009; JAKOBSSON, et al., 2015).

A camada de muco é produzida pelas células caliciformes. O muco € formado por
cadeias higroscopicas de oligossacarideo hidrofilico que dao origem a uma substancia com
caracteristica de gel denominada de MUC2 (mucina 2). As células caliciformes secretam
varios tipos de mucina (MUC2, MUC3 e MUCL17) que séo fortemente ligadas a membrana e

outras glicoproteinas localizada no intestino delgado.

A importancia das células caliciformes na producdo de muco e gravidade da DIl
pode ser verificada no trabalho de Jakobsson et al. (2015) que analisaram biépsias de tecido
intestinal de pacientes com DII. Os pacientes com UC leve e moderada tinham deplecéo
moderada de células caliciformes e baixo teor de mucina (62,5% e 71,4%, respectivamente).
Os pacientes com UC grave tinham esgotamento quase total das células caliciformes e
pouca producdo de muco. Trabalho experimental realizado com animais com alteragéo
génica para mucina-2 apresentaram deficiéncia na producdo de muco pelas células
caliciformes e, como resultado, os animais desenvolveram colite espontaneamente.
Posteriormente, foram verificados que estes mesmos animais evoluiram para cancer retal e

foram também os mais susceptiveis ao desenvolvimento de colite por inducdo quimica.

Propriedades advindas de proteinas microbiocida como a Regllly e B defensina 2
guardam relacdo da protecdo das mucinas contra antigenos luminais (WALKER et al., 2013;
COBO et al., 2015).

Desta forma, as células caliciformes, producado de mucina e caracteristica da mucina
sdo importantes fatores protetores do organismo, bem como, demonstram que falhas nestes
importantes mecanismos de prote¢do do intestino, podem levar ao desenvolvimento de
DI1.33
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3.2.4 Disfungao luminal

Os trabalhos apontam gue a microbiota intestinal residente e /ou oportunista, bem
como disbhiose ou alteragbes funcionais nas bactérias residentes por defeitos genéticos
podem iniciar ou manter determinado fenétipo da DIl. Desta forma, ratos com delacao
génica para producdo de IL-12 e 10 ou transfectado com gene HLA-27 (mutagdo genética
associada ao desenvolvimento de DIl) ndo desenvolvem DIl quando coexistindo em
ambiente livre de germes. Entretanto, quando restituido da sua microbiota intestinal normal,
contraditoriamente desenvolvem DIl demonstrando que a presenga da microbiota intestinal &
determinante para surgimento da DIl (SELLON et al., 1988; SARTOR; MAZMANIAN, 2012;
TOMASELLO et al., 2015).

O exato papel dos diversos géneros de bactérias e sua relacdo na iniciacdo e
propagacao da inflamacéo ainda ndo é consensual, contudo ja é conhecido que pacientes
com DIl apresentam reducdo dos géneros Eubacterium spp, Lactobacillus spp, e

Bacteroides spp bem como possuem aumento de bactérias do género Proteobacteria.

Acredita-se que maior adesdo de bactérias patogénicas a mucosa bem como
diminuicdo da producdo de butirato (adcidos graxos de cadeia curta que servem como
substrato para os colondcitos) estéo relacionados ao desenvolvimento da doenga (ALVES et
al., 2013). Em ensaios experimentais com animais com redugcdo da diversidade da
microbiana intestinal hd maior inflamacdo cronica e presenca de patdégenos como
Escherichia coli virulenta, Bacteroides spp e Mycobacterium avium subespécie
paratuberculosis e Clostridium difficille. Apesar de forte associacéo entre estes patégenos e
a DIl, ensaios com uso antibidticos classicos como ciprofloxacina, metronidazol, rifaximina
em animais infectados com estas cepas patogénicas apresentaram efeitos modestos na
reducdo da atividade da doenca e na remissao. Desta forma, demonstrou-se que nado é
somente a presenga destes agentes patogénicos a causa da DIl (FEUERSTEIN; CHEIFETZ,
2014; NITZAN, 20186).

Outros experimentos demonstraram que os tipos de ligantes bacterianos de
Lactobacillus e Streptococcus ativam receptores especificos de Macrofagos MGL-1 do
inglés (Macrophage galactose-type lectin) com produgdo de respostas inflamatorias
podendo ser esta mais uma via da resposta inflamatoria exacerbada pelas bactérias
entéricas na inflamacéo da DIl (TOMASELLO et al., 2015).
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3.2.5 Barreira epitelial

A carateristica de barreira fisica pelas células epiteliais se da pela sua configuracao
em forma apical, firmemente aderida uma a outra por proteinas denominadas de *“tight
junctions” como claudinas, caderina e ocludinas que impedem o livre acesso de micro-

organismo ao sistema imune.

Estudos clinicos e experimentais demonstraram que pacientes com DIl apresentam
disfuncbes na barreira epitelial com perda da permeabilidade paracelular, por reducdo da
expressao de ocludinas e claudinas-4. Com isso, ha aumento da permeabilidade intestinal e
maior acesso de antigenos (XU et al., 2014; GERLACH et al., 2015; PASZTI-GERE et al.,
2015).

Outro elemento que atua contribuindo com formacdo de barreira intestinal é a
producao do FIT (fator intestinal treféide) por células caliciformes que situam-se abaixo das
células epiteliais. O FIT atua auxiliando na renovagéo e reparo de células epiteliais, além de
participar da producéo da mucina (CATANZARO et al., 2015; GERLACH et al., 2015).

Postula-se que as disfuncdes no epitélio podem ocorrer devido a estresse oxidativo,
Neste sentido, ensaios in vivo e in vitro, com uso de substancias antioxidantes no tratamento
de DII, demonstraram reparo das células epiteliais danificadas pelos agentes indutores de
colite, demonstrando assim que 0 estresse oxidativo é um importante componente de
disfuncéo da barreira intestinal. De forma semelhante, biépsia de colo de paciente com UC
ativa apresentou producdo maior de EROS (Espécies reativas de oxigénio) quando
comparado a pacientes em quadro de remissdo clinica (OZ et al., 2005; LENOIR et al.,
2011; DE SA et al., 2013; O’'NEILL et al., 2015).

Ensaios de paciente com UC ativa e em remissdo possuiam também aumento dos
niveis tanto de sintase do 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e 6xido nitrico (NO) em
monaocitos circulantes demonstrando que o estresse oxidativo age também aumentando a

resposta inflamatoria sistémica (DIJKSTRA et al., 2002).

O NO atua aumentando o transito paracelular entre as TJ's permitindo assim maior
acesso de antigenos ao interior do epitélio. Por outro lado, a produ¢cdo aumentada de NO
também esta relacionada ao poder bactericida do mesmo, Desta forma, apesar desta
dicotomia associa-se papel positivo do aumento da NO na colite aguda e a seu papel
deletério na colite crénica (KALYANARAMAN, 2013).

A importancia da integridade da barreira epitelial é realgada quando se considera que

os principais modelos experimentais de colite aguda e crbnica utilizam substancias quimicas
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que agem modificando a arquitetura da barreira epitelial, permitindo assim a invaséo
bacteriana e consequentemente uma resposta inflamatéria de natureza aguda e crénica.
Apesar das evidéncias experimentais demonstrarem que a modificacdo da barreira epitelial
é fator precipitante no desenvolvimento da DIl, os mecanismos moleculares que
desencadeiam o inicio da lesdo nos diversos fatores de protecdo da barreira epitelial ainda
sdo incertos. Sugere-se que acao de radicais livres possa iniciar o processo (PRAVDA et al.,

2005; SANCHEZ-FIDALGO et al., 2013; ALEISA et al., 2014).

3.2.6 Radicais livres e Espécies Reativas de oxigénio

Durante os processos fisioldgicos do organismo como o metabolismo de nutrientes,
respiracdo e ativacdo do sistema imune sao geradas espécies reativas de oxigénio (ERO),
assim como outras espécies reativas, a exemplo do nitrogénio e radicais livres (RL). As ERO
cumprem importante papel na homeostasia, pois além de atuar em diversas cascatas
fisioldgicas do organismo, mantém o estado redox celular e atuam na remoc¢ao de agentes
invasores (FILMANN, 2007).

A ERO, por definicdo quimica, trata-se de atomo ou molécula altamente reativo
devido a presenca de um numero impar de elétrons em sua Ultima camada eletrénica que
por ndo estar emparelhado, confere a substancia alto poder reativo, reagindo rapidamente
com moléculas mais proximas que podem ser lipideos, proteinas ou até mesmo bases de
DNA (FILIPPIN et al., 2008). As ERO modulam as respostas inflamatorias. Os mecanismos
desta modulacdo na recuperacdo e fisiopatologia ainda sdo controversos, pois na
inflamacédo a sinalizacdo celular amplifica os danos teciduais (POEHLMANN et al., 2013;
KAYAMA; TAKEDA, 2015).

Dentre as diversas espécies reativas de oxigénio produzidas pelo organismo pode-se
citar o anion superoxido (O2-), o radical hidroxila (OH+) e o perdxido de hidrogénio (H,0,),
também conhecidas como radicais livres (RL) ou como formadores de radicais livres
(THIPPESWAMY et al., 2011; RANA et al., 2014; KIM et al., 2014).

A figura 4 apresenta a sequéncia de reacdes que levam a formacdo de ERO e alguns
mecanismos antioxidantes endégenos como enzimas CAT (catalase) e SOD (superéxido

dismutase) responsaveis por neutralizar o oxidante formado.
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Figura 4. Apresentacdo da sequéncia de formacdo e detoxificacdo de
ERO pelas enzimas catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD).
Adaptada de FERREIRA, et al.(1997).

Conforme figura 4, na reacdo de reducdo do oxigénio existe a formacado do radical
superéxido O, ou O,-. Este ocorre em quase todas as células aerbbicas e sua produgéo é
aumentada durante processo de inflamacdo que ativam neutréfilos, monécitos, macréfagos
e eosindfilos. O radical superéxido esta associado também a lesdo biolégica secundaria, a
sistemas desencadeadores, seja de natureza quimica, fagocitica ou enzimatica. Nesta
mesma reacao € formado radical hidroperoxila (HO,), o qual é a forma protonada do radical
superéxido. Este radical também esta envolvido na destruicdo de membranas biolégicas
(FERREIRA et al., 1997; RANA et al., 2014).

No processo oxidativo ha a formacdo de peréxido de hidrogénio (H,O,) e (Oy)
singlete. O peréxido de hidrogénio ndo é considerado um ERO, j& que é isento de elétrons
desemparelhados na ultima camada. Contudo, constitui-se de um metabdlito altamente
toxico para as células, pois é convertido pela reacdo de fentol ao radical hidroxil HO. O
radical hidroxil é dotado de capacidade de atravessar camadas lipidicas das membranas
celulares, possui tempo de vida util superior a outros EROs e desta forma amplia os danos
celulares (FILIPPIN et al., 2008).

A guantidade de ERO ou desequilibrio REDOX no organismo tem sido relacionado a
patogénese da DIl. Contudo a producdo exacerbada ou deficiente de ERO no

desenvolvimento da DIl é ainda controversa. Diversos trabalhos tem relacionado a producao
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exacerbada de ERO no mecanismo do desenvolvimento de doencas de natureza auto
imune, a qual inclui a DIl (PUNTEL et al., 2007; TOPRCU-TARLADACALISIR et al., 2013;
BIASI et al., 2014).

Pravda et al. (2005) identificaram a formagdo de ERO como possivel mecanismo
patogénico envolvido na lesdo da barreira da mucosa do colo. Segundo os autores, em um
primeiro momento da fisiopatologia a agresséo celular ocorre por aumento da producéo de
ERO, através da modificacdo do metabolismo energético celular. O aumento de ERO causa
a ruptura das barreiras de defesa permitindo assim a migracéo de bactérias e antigenos do
[mem intestinal para a submucosa. Em um segundo momento, a migragdo de neutréfilos
para o local da inflamag¢éo aumenta o conteddo de ERO aumentando a destruicéo tissular e
atraindo mais células do sistema imune para o local da inflamacéo perpetuando o processo
inflamatério. Apesar do aparente efeito deletério do ERO na DIl, o seu papel é ainda

controverso.

Kim et al. (2014) utilizaram ratos com producdo deficiente das enzimas glutationa
peroxidase (GPX) e catalase (CAT), que produziam elevado nivel de ERO. Neste ensaio foi
verificado que a colite induzida com DSS foi atenuada, devido a hiperestimulacdo das
células Tregs. Estas células diminuem a diferenciacdo celular a partir de células Thl7,
CD4+, diminuindo assim a producéo de IL-6 e IL-17a. Desta forma, os autores concluiram
que as células Tregs estimuladas pela maior quantidade de EROS sao essenciais na
prevencdo das DII. Neste mesmo ensaio, a administracdo da N-acetilcisteina (potente
antioxidante) nos animais, permitiu uma colite mais grave do que a induzida por DSS. Nesta
ocasido foi observada a diminuicdo da funcdo das células Treg, além da atenuacdo da
diferenciacdo de células Th17, e diminuicdo da IL-6 e IL-17A ap6s esta estimulacdo. Desta
forma, os resultados demonstraram que o nivel de ERO é fundamental na regulacdo da
funcdo Treg, e a DIl pode ser atenuada em niveis adequadamente elevados de EROs.
Ensaio in vitro realizado por De S& et al. (2013) utilizando cepas S. cereviciae selvagens e
deficientes da enzima antioxidante SOD1 tratadas com extrato de prépolis, apresentaram

reducao do nimero de ERO e aumento da peroxidacao lipidica.

Os diversos grupos de sistemas enzimaticos do organismo estdo implicados na DI,
sendo os mais estudados a glutationa redutase (GSH), superédxido-dismutase (SOD), a
catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GSH-Px). Além dos sistemas enzimaticos,
substancias como as vitaminas C e E, sendo esta Ultima constituinte das membranas
celulares, também fazem parte dos mecanismos de reparagcdo do organismo (BIASI et al.,
2013; KALYNARAMAN et al., 2013; O'NEILL et al., 2015).
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A SOD existe sobre diversas formas contendo cobre-manganés ou cobre-zinco em
seu grupo prostético, estando a primeira forma localizada na mitocondria das células e a
segunda no citosol. A SOD é uma enzima antioxidante que converte o radical superéxido em
peréxido de hidrogénio e agua protegendo o DNA celular. Trabalhos utilizando modelos de
inflamacéo intestinal correlacionam maior producdo de SOD e menores efeitos inflamatorios.
Em ensaio com a finalidade de verificar o papel terapéutico da SOD, bem como os seus
mecanismos de acdo subjacentes sobre a inflamacdo intestinal, Segui et al (2004)
verificaram que a administracdo dose dependente de SOD diminuiu significativamente a
peroxidagdo lipidica no colo em um modelo de colite induzido pelo TNBS. Este efeito é

provavelmente devido a redugdo no rolamento e adeséo de leucdécitos em vénulas.

Em estudo com camundongos deficientes das enzimas GST/GPX, 0s mesmos
apresentaram a geracdo de colite espontaneamente (DIETERICH et al., 2000). Os
resultados deste estudo indicaram que a GPX e GST atuam modulando a expressédo de
moléculas de adesdo celular vascular por meio da sinalizacdo do NF-kB. Este fendmeno
facilta a ades&o leucocitdria ao endotélio ativado e, por consequéncia, aumenta a

transmigragéo celular.

O maior aporte de leucdcitos na &rea de injuria vai determinar um aumento
expressivo de EROs, que aumentam o dano tecidual. Em estudo semelhante, animais com
deficiéncia de CAT e GPX, e com elevados teores de EROs se apresentaram mais
susceptiveis ao desenvolvimento de colite por ativacdo das células TCD4. Esta célula é
dependente da quantidade de ERO produzida (KIM et al., 2014). Além da presenca de
células imunitarias no local da inflamacédo e consequente liberagdo de ERO, trabalhos
demonstraram ainda, que os mondcitos presentes no sangue periférico, bem como os
isolados de macrofagos intestinais de pacientes acometidos com DIl, produzem elevada
quantidade de ERO que também perpetuam o dano tissular (SEGUI et al., 2004; ISHIHARA
et al., 2009; FONSECA et al., 2011).

A catalase (CAT) é uma hemoproteina de caracteristica antioxidante residente na
matriz peroxissoma e € responsavel por catalisar a reacdo entre o peréxido de hidrogénio, a
agua e oxigénio, conforme ilustrado na figura 4. Trata-se de uma enzima dependente do
sistema de NADPH. A CAT degrada o peroxido de hidrogénio e em conjunto com a
glutationa peroxidase (GSH-Px) esta envolvida na eliminagdo do peroxido de hidrogénio e
hidroperéxidos lipidicos, este Ultimo produto extremamente toxico. Diversos trabalhos
relacionam a falha na producédo desta enzima ao desenvolvimento de colite, bem como
demonstram que estimulagédo da producgdo de catalase age melhorando o quadro da colite
(ISHIHARA et al., 2009; LEONEL et al., 2012; DEPONTE, 2013; POEHLMANN et al., 2013).
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Desta forma, fica evidente que ha uma participacdo da modulacdo quimica no
processo anormal da resposta imune, e que, portanto, produtos naturais com caracteristicas
antioxidantes podem cconstituir em importante mecanismo terapéutico no controle das DII.
Esta teoria € reforcada pela acdo encontrada em diversos extratos de produtos naturais com
substancias antioxidantes que foram testados em ensaios inflamatorios, sobretudo de colite
e que apresentaram resultados significativos na prevencéo e tratamento da DIl (ISHIHARA
et al., 2009; KUSHIMA, 2010; SOLIMAN, 2013; OKAMOTO et al., 2013a, AL-REJAIE et al.,
2013, AWAAD et al., 2013; MOSSALAYI et al, 2014; ALEISA et al., 2014; MOSSALAY!I et
al., 2014; CATANZARO et al., 2015; LOPEZ et al., 2015).

3.2.7 Papel do oxido nitrico na fisiopatologia da DlI

O o6xido nitrico (NO) é um radical livre com reatividade moderada em comparacgao
com outras espécies reativas de oxigénio. Ele atua regulando diversas fungdes nos érgaos
do corpo humano. E sintetizado pela acdo de enzimas denominadas de Oxido nitrico
sintases sobre o aminoacido L-arginina. Existem isoformas de O6xido nitrico: trés formas
constitutivas, de origem neuronal (nNos) ou endotelial (eNOS) e tecidual (c-NOS) e uma
forma induzida que s6 é expressa apods inducdo por citocinas, produtos bacterianos, 0xido
nitrico sintase induzivel (iNOS). Ao 6xido nitrico, sdo atribuidas diversas propriedades
biol6gicas essenciais como, manutencdo adequada perfusédo intestinal, permeabilidade

seletiva epitelial e regulagcéo das respostas imunes (KOLIOS et al., 2004).

A producdo de 6xido nitrico por c-Nos é baixa e de curta duracdo sendo controlada
pela mobilizacdo de influxo de calcio. Ja a enzima INOS sintase produz NO em quantidade
elevadas quando comparada a c-NOS, sendo regulada pela transcricdo a nivel celular. A
producdo de NO por iNOS ocorre varias horas apés o estimulo, porém pode se manter ativo
por até 5 dias, demonstrando assim que outros fatores podem estar envolvidos mediando
esta resposta. O papel do éxido nitrico no processo inflamatério € controverso e esta
situacdo se deve a sua participacdo concomitante em reacdes diretas e indiretas nos
processos fisiologicos e patolégicos. Em reacgfes diretas atua como molécula em alvo
especifico, e indiretamente reage com espécies reativas de oxigénio formando um novo
composto (BIASI et al., 2013; RABELA et al., 2014).

Em reacdes diretas a NO atua na reacdo da proteina guanilato ciclase, conduzindo a
formacdo de c-GMP que possui efeitos anti-inflamatérios como a regulacdo da

vasodilatacao, inibicdo da agregacao plaquetaria e adesao de leucécitos. A detoxificacao €
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outra acdo do NO que serve para proteger enzimas envolvidas na sintese da

prostaglandinas como ciclo-oxigenase reduzindo a sua forma inativa (KOLIOS et al., 2004).

O NO pode atuar também modulado a reacéo de oxidacao, agindo como quelante de
ferro, impedindo assim a reacdo de Fenton que produz oxidantes como radical hidroxila.
Desta forma, estas observagbes sdo sugestivas de que o efeito direto do NO estaria
envolvido principalmente nas atividades protetoras nos processos inflamatérios, porém nao
exclusivamente. O NO também exerce efeitos indiretos mediado por EROS e espécies
reativos de nitrogénio na reacdo com o O, singlete dando origem ao estresse quimico: que
também se relacionam com a inflamacédo crénica e formacdo de tumores e de potentes
agentes citotoxicos (DHILLON et al., 2014).

A NO também estd envolvido na producdo de muco, estimula a secrecdo de
eletrolitos na mucosa do colo, atua melhorando a producéo local de prostoglandinas E2-. A
NO constitutiva inibe a producdo de neutréfilos e atua sobre mediadores reduzindo
atividades que induzem respostas quimiotaticas como a producdo IL-8 entre outros,
reduzindo finalmente a quimiotaxia, adeséo e recrutamento de leucécitos no tecido e modula
a agregacdo de plaquetaria nos vasos. Além destas funcdes, a NO modifica citocinas
liberadas por macrofagos de modo que na sequéncia de uma resposta Thl associada a
citocinas sdo subreguladas enquanto que células do tipo Th2 sao favorecidas (DHILLON et
al., 2014; KOLIOS et al., 2004).

A producdo de grande quantidade de isoforma de iNOS pode ser tanto benéfica
guanto prejudicial, dependendo da quantidade, duracao e localizacdo da sintese. A iNOS
pode agir modificando a sintese de enzimas chaves no ciclo de &cido citrico nas
mitocdndrias celulares, funcédo essencial para manutencado celular. Pode ainda agir através
da inativagdo de enzimas ribonucleicas impedindo sintese de DNA tendo assim efeitos
citotoxicos e citostaticos. Do mesmo modo, o NO através da iINOS tem efeito microbicida
agindo sobre grande espectro de bactérias patogénicas enteroinvasivas, Contudo na DIl, o
NO produzido seguido da regulacdo da iINOS tem sido associado ao inicio e manutencéo da
processo inflamatério. Nos modelos de colite experimental observa-se excesso de producao
de 6xido nitrico pelo INOS e baixa producdo pelo nNOS durante a fase aguda (RABELO et
al., 2014; CATANZARO et al., 2015).

Trabalho realizado por Szalai et al. (2014) reforca o papel da INOS na DIl em
modelo de colite experimental induzida por TNBS. Neste ensaio, ratos que praticavam
atividades fisicas regulares apresentaram menor dano macroscépico no colo quando
induzidos a colite pelo TNBS em comparacéo a ratos sedentérios (controles). Neste sentido,

o exercicio fisico diminuiu a isoforma (INOS) e aumentou producdo a cNos (6xido nitrico
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constitutiva) demonstrando que o exercicio fisico atua melhorando o estimulo do sistema
imunolégico por meio do aumento da forma cNOS. Os autores defendem que substéncias
antioxidantes como os flavonoides, os quais tem efeito anti-inflamatério, atuam melhorando

a DIl através da reducédo da expresséo de citocinas inflamatérias e mediadores como iNOS.

No trabalho de Wang et al. (2008) foi testado o uso da substancia antioxidante
derivada da planta Polygonum multiflorum em ratos utilizando o modelo de colite aguda por
AA e em colite crénica induzida por mitomicina C-avaliada com 7 e 24 dias de inducgao.
Neste ensaio os autores verificaram que a substancia antioxidante melhorou os danos
tissulares no modelo agudo e crbnico, bem como diminuiu a expressdo da MPO
(mieloperoxidase enzima de natureza inflamatéria produzida principalmente por neutrofilos,
bem como a expressdo de (MDA) malonaldeido (produto da degradacdo das membranas
lipidicas), aumentou a expressédo de SOD (enzima detoxificadora superéxido dismutase) e
inibiu a expressdo de INOS (6xido nitrico induzida). Os resultados demonstraram que as
substancias antioxidantes atuam diminuindo a expresséo de iINOS e com isso h& diminuicao

dos danos tissulares tipicos da DII.

Senol et al. (2015) testaram a capacidade protetiva do composto kefir (probiético, de
origem lactea contendo bactérias do género: Lactobacillus, Streptococcus, bactérias
acéticas e leveduras em um modelo experimental in vivo de colite crénica induzida por DSS.
No referido ensaio, os autores observaram producdo de MPO, TNF-a, iNOS além da
diminuic@o dos indices de atividade de doenca aliado a menores danos histoldgicos. Porém,
contraditoriamente, na avaliacao do malonaldeido as quantidades relatadas entre os animais
submetidos a colite eram as mesmas que 0s animais controles ndo induzidos a colite.
Segundo os autores, o modelo de inflamacgéo proposto oferecem danos em parte da mucosa
e 0 MDA é medido em todo espessura do tecido, podendo estar assim subestimada
conforme edema. O resultado relativo a produgédo de iNOS apresentaram valores menores
nos animais controle sem induzir a colite mas tratados com kefir. Segundo os autores
algumas substancias probibticas presentes no kefir ja estdo documentadas na literatura
como capazes de aumentar a INOS. Porém, neste ensaio, durante o agravo quimico
ocorrido, o kefir atuou diminuindo a iINOS e TNF-a, diminuindo os danos tissular e apoiando

a resolucao da inflamacéo, servindo por isso como alternativa no tratamento da DII.

3.3 Modelos Experimentais da Doenca inflamatdria intestinal

Compreender a complexidade dos mecanismos que envolvem a fisiopatologia da DII

e buscar novas alternativas medicamentosas para esta doenca de elevado crescimento
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mundial s6 é possivel através de modelos em animais que mimetizem a doenca. Na DII, os
diversos modelos animais tentam mimetizar a doenca verificada em humano e incluem
modelos de inducdo quimica, modelo de transferéncia adaptativa e geracdo de colite
espontanea. Os modelos de indugc&o quimica de colite sdo os mais utilizados nos modelos
experimentais, devido a semelhanca do quadro de DIl verificada em humanos. Além disso,
sdo facilmente reproduzidos, possuem mecanismos de acdo conhecidos no
desencadeamento da fisiopatologia e custos menores do que os modelos de transferéncia
adaptativa e geracdo espontanea, 0s quais requerem técnicas de biologia molecular
(ELSON et al., 1995; GONCALVES et al., 2008; MOUSAVIDEH et al., 2009; AL-REJAIE et
al., 2013; ALEISA et al., 2014; SENOL et al., 2015).

Entre os modelos mais utilizados encontra-se inducdo de colite por acido
trinitrobenzenosulfénico (TNBS), por dextrano sulfato de sédio (DSS), oxazolone e acido
acético (AA), além de medicamentos anti-inflamatérios ndo esteroidais como carragenina,
peptidoglicano-polissacarideo (RANDHAWA et al., 2014).

No modelo de inducdo quimica de colite por TNBS, o agente quimico é introduzido
via retal nos animais previamente anestesiados. O alcool, veiculo no qual é diluido o TNBS
age rompendo as membranas celulares, aumentando assim a permeabilidade do TNBS, que
associado as proteinas teciduais, desencadeia resposta inflamatéria semelhante a DC. A
resposta inflamatoéria observada nos animais por meio desta técnica é do tipo crbnica,
podendo perdurar por até dois meses. A resposta inflamatéria causada € marcada por
formacdo de granulomas e infiltrado inflamatério transmural no colo distal. Este modelo
criado por Morris et al. (1989) mimetiza a DC, através do aumento da permeabilidade da
mucosa intestinal. Sinais como diarreia sanguinolenta, queda de pelo, perda de peso e
desnutricdo sdo encontrado nos animais induzidos a colite por este modelo. A magnitude
dos sinais encontrados serve como um indice para atividade da doenca, sendo compativel
ao verificado em pacientes com DIl (MORRIS et al., 1989; BARBOSA, 2011; CROMER et
al., 2013).

No modelo de inducdo de colite por TNBS, a utilizacdo de escala de danos
histolégicos tem sido utilizado para definir o indice de magnitude do processo inflamatério
bem como determinar o perfil inflamatério (agudo/crénicoNeste modelo, a avaliagdo dos
achados histopatolégicos de amostras do colo permite que seja verificado no tecido a
presenca de granulomas, infiltrados de leucdcitos, baixo niamero de células caliciforme e
destruicdo de criptas vilositdrias e ou neutréfilos apds quatro dias de indugdo quimica,
assemelhando-se a doenca de Crohn (SZALAI et al., 2014; TOMASELLO et al., 2015;
KIESLER et al., 2015).
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Com relagdo aos dados bioquimicos, a mieloperoxidase enzima presente
principalmente nos neutréfilos e que indica o grau de inflamacédo no tecido danificado,
apresenta-se em quantidade proporcional a magnitude do processo inflamatério
(GONGALVES et al., 2013; KONDAMUNDI et al., 2014; TIAN et al., 2015).

Outro agente quimico muito utilizado nas indugfes de DIl € o DSS. Este composto
caracterizado como um polissacarideo de alto peso molecular é adicionado a agua de beber
dos animais em teste, em concentracdo que variam de 1 a 4%. Este modelo tem a
vantagem de produzir modelos de colite aguda, cronica e recidivante bastando para isso
modificar a concentracdo de DSS e administrd-la em ciclos, sendo aplichveis nas mais
diversas linhagens de roedores (DE FAZIO, et al., 2014; HARTMANN et al., 2014).

Por este modelo é possivel investigar a extensdo da resposta inflamatéria que pode
ser verificada por sinais e sintomas como: fezes amoleciadas, com muco e ou sangue,
presenca de diarréia com e ou sem sangue e perda de massa corporal dos animais. Na
analise tecidual da mucosa verifica-se lesdes histoldégicas com perda variavel da arquitetura
das criptas, presenca de inflitracdo de células inflamatorias, espessamento da camada
mucosa, deplecdo de célula caliciforme bem como formacdo de abcesso na cripta. As
analises bioquimicas revelam niveis de citocinas pré-inflamatérias agudas como IL-1 , IL-6 e
TNF-a, bem como a enzima MPO. Além disso, a atividade de MPO pode ser medida
servindo com indice de inflamagdo (BROWN; TAYAL, 2013; RANDHAWA et al., 2014).

O DSS € um elemento toxico para a célula e a propagacédo da inflamacao ocorre pelo
aumento da permeabilidade intestinal em funcdo do comprometimento da “tights junctions”
da barreira com perda e redistribuicdo de proteinas como ocludinas Z0O-01, claudina-1,-3,-4,-
5 além de apoptose epitelial. A perda de funcéo de barreira da mucosa permite o acesso de
antigenos luminais aumentado a resposta inflamatdria. Por este modelo é possivel verificar
por meio de analises histologicas ja nas primeiras 24 horas de tratamento dos animais,
alteracBes macroscopicas e histoldgicas significantes de processo inflamatoério. Pode ser
observado hiperemia, ulcera¢cdes moderadas, forte edema na camada submucosa infiltracédo
de neutréfilos, com perda na arquitetura das criptas da mucosa intestinal, presenca de
ulceracdes e aumento da infiltracdo de polimorformonucleados. Apos um ciclo e em outros,
€ possivel verificar na mucosa mudancas advindas do processo de regeneracdao, com
encurtamento de criptas, modificacdes e desordem dos tecidos glandulares. Com quatros
ciclos de 7 dias é possivel verificar displasia celular associada a colite ou adenocarcinoma
em 15 a 20% dos animais servindo também como um modelo para verificar a
susceptibilidade de individuos com colite ulcerativa ao desenvolvimento de tumor (ELSON et
al., 1995b; ORDAS et al., 2012). Mediadores inflamatdrios neste modelo de inducéo de DIl
se assemelham ao humano com aumento de ERO, produtos eicosanoides, 6xido nitrico e
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ativacdo do sistema complemento, além de modificacbes no perfil de citocinas expressas
por células Th1/Th2 e TCM (células T memoria central) (ELSON et al.,1995a).

Outro agente quimico utilizado na inducdo da colite por enema é a oxazalona. Este
indutor quimico apresenta como desvantagem o efeito de alta resisténcia verificado em
algumas linhagens de animais, sobretudoem C57BL/6J e SJL/J. Estes animais necessitam
de pré-sensibilizagdo com administracdo intradérmica deste agente antes da inducdo por
enema. Semelhante ao DSS, este agente quimico modula a resposta imune Th2. Verifica-se
com a inducdo da oxazalona micro-ulceracfes epiteliais e producdo de grave quadro de
colite apds cinco ou sete dias de indu¢édo (RANDHAWA et al., 2014).

Colite de natureza mais amena e, portanto, com melhor condicdo de conforto para os
animais pode ser realizada com uso da carragenina. A carragenina € um polissacarideo de
alto peso molecular e diferente graus de sulfuracdo. E obtida de algas vermelhas.
Semelhante ao DSS, este agente é colocado dissolvido na concentracdo de 2% na agua de
beber dos animais durante 6 semanas. O desenvolvimento das alterag6es histomorfolégicas
aparecem nos animais entre 2 e 4 semanas de tratamento e sdo suprimidas apos 8
semanas de tratamento. Este modelo apresenta como vantagem a possibilidade de
acompanhar as alteracdes histopatoldgicas de forma gradual. Existe a hipdtese que o seu
mecanismo de indugdo de colite ocorra pela formacdo de EROS, além da via de oxido

nitrico o qual se encontra muito aumentado por esta técnica (ELSON et al., 1995a).

Um outro agente quimico indutor de colite é a indometacina. A administracao deste
anti-inflamatério nao esteroidal dissolvido em alcool absoluto, e posteriormente em solucao
de bicarbonato de sddio, aplicado por via subcutanea induz a colite ulcerativa em dois dias
poés administragcdo (BROWN; TAYAL, 2013; RANDHAWA et al., 2014).

Dentre todos os modelos de indugdo quimica disponivel, a instalacdo de enema por
acido aceético diluido em agua em animais tem sido utilizado (ELSON et al., 1995 b; AL-
REJAIE et al., 2013; ALEISA et al., 2014). Este modelo apresenta caracteristicas
histoldgicas e perfil de mediador inflamatério compativel com o observado em humanos. A
administracdo de acido acético provoca inflamacdo com grande quantidade de PMN na
l[Amina propria, ulcera¢des, necrose massiva da mucosa e submucosa e dilatagédo vascular.
Porém, apesar do elevado grau de inflamacé&o tecidual ele ndo atinge todas as camadas da
mucosa (GHATULE et al., 2012; RANDHAWA et al., 2014).

O mecanismo de acdo do AA na inducao da colite ainda é controverso. Especula-se
gue o processo da inducdo da doenca, seja por indugdo do estresse oxidativo com liberacéo
pelo acido de ions protonados nos espagos intercelulares e consequentemente acidez do

meio e destruicdo celular. Esta teoria € reforcada pela semelhanca existente entre
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sintomatologia e caracteristicas histomorfométrica apresentada por animais induzidos a
colite por este método e os achados histopatolégicos e macroscoépicos verificado em
pacientes portadores de colite ulcerativa (ALEISA et al., 2014; KONDAMUDI et al., 2014).

Elson et al. (1995) e Kawada et al. (2007) em revisdo sobre modelos de indugéo da
doenca inflamatoria intestinal discorrem que o modelo de inducdo de colite por AA é
inespecifica ndo agindo diretamente nas respostas imunes e sim através de reacfes de
acido orgéanica especifica. Segundo os autores, a lesao inicial ocorre pela acéo direta dos
acidos orgénicos sobre a mucosa sem o envolvimento de mecanismos inflamatérios, visto
gue durante as quatros primeiras horas da indugcdo da colite pela infusdo do AA existe
destruicdo macica do epitélio, porém sem a presen¢a de células inflamatérias. Apds 12
horas de aplicacdo do AA verifica-se a presenca de neutréfilos. Contudo em modelos que
usaram anticorpos contra neutrdfilos, os mesmos ndo atenuaram a permeabilidade da
mucosa e ndo diminuiram os sinais de lesdo como hiperemia e ou danos histolégicos. Desta
forma, a acdo de lesdo aguda verificada de dano tissular envolveria especificadamente a

acao de &cido.

Randahawa et al. (2014), em uma revisdo sobre mecanismos quimicos de inducéo
de colite, discorrem que o estress oxidativo pode estar envolvido no mecanismo de acéo do
AA sobre a colite. Segundo os autores, a agdo do AA leva ao desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes. A teoria dos autores corrobora ao fato documentado em literatura que a
infiltracdo de neutrdfilos leva a producao de anion superéxido com iniciacdo de cascata para
geracao de varias espécies reativas, além de que os neutrofilos também liberam proteases e

mediadores lipidicos que adicionamente contribuem para a lesao intestinal.

Tem sido bem documentado que a infiltracao de neutrdéfilos leva a producédo de anion
superéxido e a iniciacdo de uma cascata para a producdo de varias espécies reactivas. Isto
pode levar a geracdo de radicais hidroxilo e peroxidos que contribuem significativamente
para a progressdo da disfuncéo do tecido e necrose da mucosa Além disso, os neutrofilos
também liberam proteases e mediadores lipidicos que, adicionalmente, contribuem para a
leséo intestinal (LEONEL et al., 2012).

A inducdo da colite por AA é realizada por enema com auxilio de canula em
poliuretano diamétro de 2 mm em animais anestesiados e em jejum de 12 a 24 hs instilada 6
~ 8 cm proximal do reto. Apds a infusdo do AA, os animais sdo mantidos em em angulo de
45° para evitar o refluxo do AA. Eventualmente para melhor espalhamento do &cido, alguns
autores utilizam-se lavagem intestinal com solucdo fisiologica primeiramente antes da
instalacdo do AA (ALEISA et al., 2014; KIESLER et al., 2015). A induc&o de colite por este

método é restrita ao colo, reproduz uma inflamagédo de caracteristica aguda, sendo um
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modelo recomendavel para avaliacdo e triagem de novas drogas para DII, pois permite

verificar a recomposicdo também do epitélio (RANDHAWA et al., 2014).

3.4 Tratamento da DI

O tratamento da DII utiliza varios recursos no controle da doenca que envolve 0 uso
de diferentes classes de farmacos: aminossalacilatos, corticoides, imunomoduladores,
antibiéticos e terapia biolégica. Apesar dos recursos medicamentosos, a intervencao
cirirgica é um prognéstico esperado para 60-70% dos individuos acometidos. Destes
pacientes, 50% estardo sujeitos a subsequente intervencao cirdrgica (GONCALVES et al.,
2008) o que demonstra assim a necessidade de busca de outros farmacos para controle e/

ou cura da doenca.

Os aminossalacilatos, primeira linha de medicacdo, sao utlizados para pacientes
com DIl e atuam inibindo a sintese da COX1 e COX2 e consequentemente a producéo de
prostoglandinas. Também inibem a sintese do receptor NK gerando diminui¢cdo na producao
de citocinas (FEUERSTEIN; CHEIFETZ, 2014).

Os corticoides sdo potentes moléculas anti-inflamatérias reduzindo a proliferacéo
clonal das células Th, através da diminuicdo da transcricdo dos genes para IL-2. Atuam
também na transcricdo de outros genes que codificam as citocinas TNF-a e INF-y e IL10,
tanto na fase de inducédo quanto efetora. Contudo, o uso prolongado dos corticoides pode
levar a efeitos colaterais e perda da efetividade farmacolégica (PINHO et al.,, 2008;
PEDERSEN et al., 2014).

Os imunomoduladores sdo utilizados em pacientes refratarios aos tratamentos
anteriores. Foram desenvolvidos a partir de compostos analogos a purinas (azatioprina e 6-
mercaptopurina). Os imunomoduladores séo utilizados na manutencgao e recorréncia clinica
bem como em tratamento das fistulas. Estes compostos apresentam alta citoxicidade nas

células, infec¢des oportunistas e sintomas gastrointestinais (RODRIGUES, 2011).

Os anticorpos monoclonais anti-TNFa agem reconhecendo os ligantes e outras
proteinas especificas, ndo permitindo a reativacdo da doenca. Estes representam um
avango expressivo no controle da DIl. Os representantes desta categoria de medicamento
sédo o Infliximab® e Adalimumab®. Contudo, estes medicamentos estdo relacionados a
maior incidéncia de infeccdo respiratoria, incidéncia de linfomas de Hodgkin e tuberculose
além de eritemas e dispepsias. No tratamento da DIl é comum associar o uso do antibiético

no controle das infec¢bes oportunistas. Entretanto, sua utilizagdo em longo prazo levam a
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efeitos colaterais sistémicos que limitam o seu uso (ORDAS et al., 2012). Além dos efeitos
colaterais apresentados, os tratamentos medicamentosos existentes na DIl costumar levar
perder seu efeito durante uso crdnico, possuem alto custo e ndo impedem a recidiva da
doenca. Portanto, faz-se necessario a busca de novas alternativas terapéuticas para esta
doenca que apresenta progressédo mundial (JAKOBSSON et al., 2015; STROBER, 2015).

3.5 Produtos Naturais testados em modelo de inflamacéao intestinal

Os resultados de pesquisas basicas, envolvendo o uso de plantas e substéncias de
origem natural, ttm demonstrado que estes podem se configurar como uma nova alternativa
de tratamento da DIl. Dentre as substancias naturais estudas, o 6leo de copaiba, composto
por grande de quantidade de terpenos apresentou efeito protetor no colo dos animais
previamente tratados e induzidos a colite. Além deste terpeno, outros produtos naturais
investigados na prevengdo e ou tratamento da DIl também demonstraram resultados
significativos (AWAAD et al., 2014).

No trabalho de Rashidian et al. (2014) o 6leo de gengibre administrado oralmente
durante cinco dias foi testado em modelo de colo protecdo, em ratos induzidos a CIAA.
Neste ensaio, os autores verificaram que o 6leo essencial de gengibre, em todas as doses
testadas diminuiu o dano tissular provocado pelo AA através da melhora dos parametros
macroscopicos, que envolveram menor edema e diminuicdo no numero de Ulceras bem e
extensdo destas na mucosa, além de menor dano histolégico. Outro produto natural da
classe dos terpendides que também apresentou resultados no tratamento da colite é o
Ginko biloba. Esta substancia, possui como constituintes majoritarios os terpendides e
bioflavonas, gracas a estes constituintes figura-se como um potente antioxidante. A Ginko
biloba apresentou importantes efeitos anti-inflamatério no modelo de colite crénica induzida
por agente quimico. Segundo o0s autores, 0s possiveis mecanismos de acdo anti-
inflamatérias verificados netes produto, devem se possivelmente, a supressdo das
atividades de macrofagos, podendo ser utilizado como alternativa de tratamento da DII. Os
estudos indicaram ainda que este produto atua também nos mediadores inflamatérios por
via antioxidante. Destaca-se também o estudos com Zataria multiflora Bois, cujo principio
estudado é o resveratrol. Este fitofArmaco composto por substancias como timol, y cravicol e
terpendides que também demonstrou resultados positivos no tratamento da colite crbnica
(AWAAD et al., 2013).

Hartmann et al. (2014) verificaram importantes propriedade antioxidantes e anti-

inflamatérias do tratamento do extrato de Boswellia serrata, rico em alcaloides,
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terpendides, triterpenos e fendis dois dias antes e dois dias depois em ratos submetidos a
colite por inducdo quimica de AA. Os autores, observaram melhora nos padrbes de pressao
do esfincter anal, diminui¢cdo da lipoperoxidagéo, expressao de 6xido nitrico e INOS além de

menores danos macroscopicos e histolégico dos animais.

A propolis verde, produto com elevada quantidade de &cido cafeico, apresentou
importante efeito modulador na resposta inflamat6ria em modelo de colite induzida em ratos
(GONCALVES et al.,, 2008, 2013; OKAMOTO et al., 2013a). Apesar dos grandes
constituintes majoritarios da prépolis verde (acido cafeico e flavonoides) apresentarem
efeitos antioxidantes, a sua agédo sobre o0s processos inflamatoérios ainda sdo controversos.
Gongalves et al.(2013), utilizando o extrato de prépolis verde no modelo de indugdo de colite
guimica por TNBS, nao observaram a reducdo da enzima mieloperoxidase nos primeiros 5
dias de tratamento dos animais. Com 12 dias de tratamento, os autores observaram reducao
do infiltrado inflamatério e MPO quando comparado ao controle positivo. Segundo os

autores, a propolis verde parece ter efeito mais lento, modulando o processo inflamatério.

Okamoto et al. (2013), utilizaram o extrato de prépolis verde em animais induzidos a
colite cronica pelo TNBS verificaram atividades anti-inflamatorias do extrato avaliado pelo
indice de atividade da doenca, andlises histolégicas e secrecdo de interleucinas anti-
inflamatdrias. Foi sugerido que a atividade anti-inflamatéria do extrato seria devido a
reducéo da diferenciagéo celular das células Thl e por conseguinte secre¢do menor de IL-
18 por macrofagos. A IL-1 B é uma citocina pro-inflamatéria responsavel por inUmeras
respostas locais e sistémicas a injuria. Considerando que os mecanismos inflamatorios
atuam em rede, 0s autores citam que efeito anti-inflamatério pode estar associado ainda
com uma melhor resposta intestinal ao estresse oxidativo, devido a reduzida atividade da
mieloperoxidase e aumento das defesas antioxidantes enddgenas do tecido inflamado do

colo, como glutationa a qual protege a mucosa inibindo a peroxidacgéo lipidica.

Trabalhos anteriores que avaliaram o efeito anti-inflamatorio de prépolis em modelo
de Ulcera péptica ou colite demonstraram outras vias de acdo anti-inflamatéria, com reducao
das citocinas IL-1pB, IL-12 produzidas por mondcitos e macrofagos e IL-4 produzidas por de
linfécitos Th2. Contudo, a produgcdo de TGF-B1 por células Treg foi aumentada. Estes
efeitos foram atribuidos a presenca de éster de fenetilo acido cafeico (CAPE), hesperidina e
guercetina, compostos majoritarios observados na prépolis testada (AWAAD et al., 2013).

Produtos ricos em flavonoides também tém sido investigados em modelo colo
protetor ou no tratamento da DII, apresentando bons resultados. Neste sentido os efeitos
benéficos da kolaviron, flavonoide extraido das sementes de Garcinia kola, foi investigado

na DIl em ratos induzidos a colite por DSS nas doses de 200 mg e 500 mg/kg. O resultado
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deste teste indicou que kolaviron preveniu significativamente a colite induzida por DSS,
sendo avaliado pelos critérios clinicos de perda de massa corporal, bem como a incidéncia
de diarréia e melena em ratos. Estes efeitos foram conseguidos provavelmente devido a
diminuicdo da producdo de Oxido nitrico do colo, mieloperoxidase e mediadores
inflamatoérios como interleucina-1B e TNFa. Histologicamente somente a DSS resultou em
erosdo epitelial, auséncia total de células caliciforme e destruicdo de criptas, além de
intensa presenca de células mononucleares no tecido (FAROMBI et al., 2013). A curcumina,
outro flavonoide com propriedades antitumorais, antioxidante, anti-inflamatéria foi testado
em modelo de colo protecédo, demonstrando efeitos protetores dos flavonoides na instalacdo
de colite por agentes quimicos (TOPCU-TARLADACALISIR et al., 2013).

Extrato produzido com talho de madeira retirada da arvore Moringa Olifera Lam, rico
em flavonoides, antocianinas e prostoancidinas, demonstrou efeito colo protetor desta em
ratos submetidos a colite pela infusao retal de AA. Analises demonstraram que o extrato de
Moringa Olifera Lam diminuiu a lipoperoxidacdo, bem como a producdo de enzima
mieloperoxidase. Resultados de analises macroscépicas e histolégica revelaram que o0s
animais pré tratados com o extrato da arvore e posteriormente induzidos a colite,

apresentaram menores danos tissulares em comparac¢ao aos nao tratados.

A classe dos flavonodides, também estad sendo estudados na prevencdo e ou
tratamento da DIl com bons resultados. Joo et al. (2015) estudaram o efeito do tratamento
prévio até 48 horas e posterior de 24 horas de dois flavonoides eupatilin ou quercetina-3-3-
D-glucopirandsido administrados oralmente em ratos induzidos a colite por TNBS. Os
resultados deste experimento indicaram que ambos compostos tem acdo dose dependente,
através da reducéo da enzima mieloperoxidase, producdo de 6xido nitrico, fator de necrose

tumoral a, malondialdeido, e aumento dos niveis de enzima detoxificadora como glutationa.

Manzo et al. (2015) testaram a geléia real, outro elemento rico em flavonoides no
modelo de colite cronica induzida por agente quimico em ratos. O resultado deste trabalho
revelou que a geléia real tem acdo no tratamento da DIl atuando em vias antioxidantes,
aumentando expressao de enzimas detoxificadoras em animais tratados e induzidos a colite.
A geléia real auxiliou também, na recuperacdo do epitélio intestinal conforme pode ser
verificada nas andlises macroscépicas do segmento intestinal dos animais tratados e

controle induzido a colite bem como nas andlises histoldgicas.

Por todos os constituintes quimicos presentes que levam a diversas atividades
imunolégicas e antioxidantes, os produtos naturais constituem - se como promissoras

alternativas no tratamento da DII.
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3.6 Prépolis vermelha

A propolis vermelha é uma variedade de propolis encontrada no nordeste do pais.
Diferente outros tipos de prépolis presentes no Brasil e em outros paises, esta prépolis
apresenta-se distinta tanto pela coloracdo vermelha intensa, quanto pela presenca de
compostos de caracteristicas apolar. A propolis vermelha presenta ainda flavonoides
considerados fitoestrégenos, tais como a formononetina e biochanina A, além de glicosideos
(RIGHI et al., 2013).

Na composicdo quimica do extrato hidroalcéolico de propolis vermelha foram
identificados compostos tais como: quercetina, formononetina, daidzeina, biochanina A. Os
componentes polares do extrato bruto de prépolis foram avaliados com relacdo aos
componentes antibacteriana e antioxidante, possuindo também acdes biol6gicas (OLDONI
etal., 2011).

Y

Com relacdo a atividade antioxidante, testes com uso de propolis vermelha em
modelos de sequestros de radicais DPPH e inibicdo de oxidacdo do sistema
carotendide/acido linoleico indicam que esta € util em inibir radicais livres gerados durante a
peroxidacdo de &cido linoleicos. Benzofenonas isopreniladas presentes neste material

possuem potencial antioxidante maior quando comparada a flavonoides (RIGHI et al., 2013).

Ensaios realizados por Pinheiro et al. (2014), utilizando administragdo do extrato
hidroalcéolico de prépolis vermelha (EHPV) em modelo de carcinogénese induzido por
DMBA (17,1-2 dimetilbenzeno) em ratos, identificaram efeito quimioprotetor na dosagem de
100 mg/kg. Estes animais apresentaram menores indices de diferenciacdo de células e
menor poder invasivo dos tumores. Neste ensaio, os autores realizaram caracterizacao do

EHPV e encontraram alto teor de formononetina no extrato utilizado.

Da Silva Frozza et al. (2014) verificaram que a prépolis vermelha induz também a
apoptose em células cancerigenas, bem como reduz a mobilidade destas células em
modelo de carcinoma de bexiga. Os autores sugerem também que o0 processo de apoptose

pode estar relacionado com fator quimioprotetivo da prépolis vermelha.

Ribeiro et al. (2014) realizaram um ensaio como uso da propolis vermelha em
modelo de carcinogénese dérmica em ratos. Neste ensaio foi verificado que a propolis
apresenta efeito quimioprotetivo em lesBes carcinogénicas atribuindo esta acédo as
propriedades antioxidativas do constituinte formononetina, composto majoritario da prépolis

vermelha. Os achados antitumorais atribuidos a prépolis vermelha em diversos modelos de
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carcinogénese sugerem o teste desta substancia na prevencao e tratamento da DIl uma vez

que existe forte associagdo entre a UC e cancer retal (MKOMA, 2013).

O efeito bactericida do EHPV da prépolis Sergipana foi testado por Siqueira et al.
(2014) em dentes contaminados com o E. fecaelis. O resultado demonstrou atividade
bactericida do EHPV nos dentes previamente contaminados e tratados posteriormente com
EHPV. Lopéz et al. (2015) realizou testes antibacterianos in vitro do EHPV contra uma
variedade de bactérias gram negativas e positivas. Neste trabalho o autores observaram
uma melhor acdo bactericida do EHPV em bactérias do tipo gram negativa, reforcando

assim atividade bactericida deste tipo de propolis.

Em ensaios de cicatrizacdo realizado por De Almeida et al. (2013) foi testado o efeito
de membranas com EHPV no tratamento de queimadura dérmicas em ratos. O resultado do
trabalho demonstrou que o EHPV favoreceu a atividade de cicatrizacdo das queimaduras,

possuindo atividade cicatrizante.

Em ensaio avaliando o potencial antinoceptivo e anti-inflamatério, Lima Cavendish et
al. (2014) utlizaram EHPV e formononetina no modelo de edema de pata, induzido por
carreginina em ratos. Os autores identificaram a acdo antinociceptiva e anti-inflamatéria do
EHPV, bem como da formononetina. Foram observados a diminuicdo da contorcao
abdominal dos animais e da formacdo de edema. Foi verificado também que o EHPV e a
formononetina apresentaram resultados superiores para acdo antinociceptiva quando
comparados a medicamentos classicos utilizados para esta finalidade. Os autores atribuem
este efeito do EHPV pela inibicdo da migracdo de neutrofilos para o local da inflamacao bem
como atividade neurogénica. Estes resultados apoiam o uso da prépolis vermelha no
tratamento e ou prevencao de colite. Trabalho de andlise do processo anti-inflamatério in
vitro do EHPV fo realizado por Bueno Silva et al. (2015). Neste trabalho os autores
estimularam as células de macrofagos a inflamacdo através da sensibilizagdo por
lipopolissacarideos de E. coli. Foram avaliados paramétros de producdo de NO e
interleucinas pelos macrofagos, além da expressdo do NF-kxB. Como resultado, foram
relatados efeitos atenuantes do EHPV na menor dose 50pl sobre a producédo de NO, a qual,
segundo 0s autores ocorreram por menor expressao de citocinas inflamatérias I1L-1 e IL-12,
INF-y B e inibigdo das vias de sinalizagdo para o NF-kB nos macréfagos estimulados a
inflamacao, estes resultados indicam uma possivel via de acdo de mecanismo de acdo do
EHPV em processo inflamatério. De particular interesse, o fato do EHPV diminuir a a
sensibilizacdo dos macrofagos aos ligantes bacterianos, credenciam o teste do EHPV em
modelo de colite, visto que uma das vias estudadas para perpetuacdo do processo
inflamatorio da DIl é o aumento da sensibilizacdo de macrofagos e células epiteliais ao
estimulo de LPS.
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Compostos isolados do EHPV, como formononetina, biochanina A e isoloquiritigenina
estdo sendo estudados em modelos experimentais de colite, apresentando resultados
significativos. Estes ensaios sdo de particular relevancia, pois podem indicar o possivel

composto quimico responsavel pelas propriedades anti-inflamatérias atribuida ao EHPV.

A biochanina A, um dos compostos presentes na propolis vermelha e em outros
produtos naturais, foi testada in vitro contra bactérias patogénicas e normais da microbiota
intestinal. Neste ensaio, 0os autores observaram uma seletiva acdo da biochanina A contra
micro-organismos enteropatogénicos e manutencdo da microbiota residente normal,
demonstrando que este composto além de ndo toxica ao organismo é especifico contra
patégenos. Os autores ainda sugerem que a utilizagdo da biochanina A em combinagéo com
probidtico pode aumentar a eficacia das terapias antimicrobinanas existentes e equilibrar a
saude da microbiota residente. Contudo, ainda sdo necesséarios a realizacdo de novos
ensaios que investiguem o mecanismo de acdo da biochanina A (SKLENICKOVA et al.,
2010).

A daidzeina, substancia presente na prépolis vermelha e na soja foi testada em
modelo de colo protecdo. Nos ensaios realizados por Sakai et al. (2011), verificou-se que a
daidzeina administrada durante sete dias antes da inducao da colite por DSS a 4% preveniu
a perda de massa excessiva quando comparada aos animais controle. O equol, produto do
metabolismo de isoflavonas, também impediu a perda de massa dos animais. Neste mesmo
experimento, foi verificado que o equol diminuiu a produgdo de IL-10, mas n&o diminuiu a
producao de INF-y, IL-4 e TNF-a.

Os efeitos anti-inflamatérios de liquiritigenina, flavonoide que também é encontrado
na propolis vermelha foi estudado no modelo colo protetor de colite induzida por de acido
trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) em ratos. Neste ensaio 0s autores verificaram que a
liquiritigenina na maior dose promoveu menor perda de massa corporal dos animais com
colite. A molécula atua inibindo o processo de reducdo do tamanho do colén e previne
maiores danos histolégicos a mucosa. Além destes efeitos foi observado que a maior
dosagem de liquiritigenina diminuiu a atividade da mieloperoxidase e a producao de TNF-q,
IL-18, IL-6 e IL-10. Estes efeitos provavelmente sdo decorrentes da reducédo na fosforilagdo
no IKKp, p65, e IkB-a (MIN et al., 2015).

A formononetina, geralmente encontrada em maior proporcdo nos extratos
hidroalcéolicos de propolis vermelhatem atividade antioxidante e anti-inflamatéria bem
documentada pela literatura. Em ensaio realizado por Zhangiang et al. (2013) verificou—se o
efeito da formononetina em ensaio de lesdo pulmonar aguda induzida por lipopolissacarideo

(LPS) em camundongos. Medidas de edema pulmonar, andlises histolégicas, atividade de
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enzimas antioxidantes como SOD foram avaliados. A magnitude da inflamagéo foi
mensurada pela MPO, além de niveis de mediadores inflamatérios como: TNF-a, IL-6.
Neste ensaio 0s autores observaram que 0s animais tratados com formononetina tiveram
diminuigdo do TNFaq, IL-6 e MPO. As secc¢des histoldgicas dos pulmdes mostraram que apos
tratamento com formononetina os tecidos se apresentaram com menores danos em
comparagao com o grupo nao tratado. Os resultados indicaram que a formononetina tem um
efeito protetor na lesdo pulmonar aguda por atuar impedindo o processo inflamatério

induzida pela interacdo entre LPS e células endoteliais.

Trabalho de Wang et al. (2012) testou in vitro o tratamento com formononetina sobre
células insulinémicas do pancreas avaliando parametros de producdo de IL-13, apoptose
celular e geracéo de iNOS. Neste trabalho foi verificado que a formononetina inibe o NFK-j3,
impedindo o aumento da citocina IL-13. Esta citocina tem o papel de induzir a producéo de
iINOS o qual é responsavel por catalisar a geracao intracelular de radicais livres. Desta

forma, o efeito protetor é conferido provavelmente pela via do 6xido nitrico.

Ramos et al. (2012) testaram in vitro e in vivo o potencial antioxidante e atividade
anti-inflamatoria da formonetina em edema de pata induzido por carragenina e migracao de
leucdcitos. Neste ensaio, os autores verificaram efeitos anti-inflamatérios da formononetina
devido a inibicdo de algumas enzimas envolvidas em vias de sinalizagdo celular como ciclo-
oxigenase (COX) e inibicdo da 5-lipoxigenase, enzimas estas também envolvidas na

geracdo de ERO e na sintese de NO em DII.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencédo e caracterizacdo do Extrato hidroalcodlico de propolis vermelha
(EHPV).

A propolis vermelha, proveniente da regido Nordeste do Brasil foi coletada em Junho
de 2011 no apiario na ilha do Porto (ilha da Lagoa Manguaba), no Municipio de Marechal
Deodoro, Estado de Alagoas-Brasil com coordenadas de S 9° 44736,84288" e O
35°52°3,632813"".

4.1.1 Extracao e Rendimento

A amostra bruta de (14 g) de prépolis vermelha foi mantida durante 1 h em bequer
contendo 175 mL de alcool a 70%. Apdés este periodo, a solugdo foi submetida a banho de
ultrasson durante 1 h. O extrato obtido foi filtrado e o solvente eliminado por evaporagédo em
estufa a 50°C durante sete dias, obtendo-se o extrato seco. O rendimento da extracao foi
calculado através da relacdo entre massa do EHPV obtido das placas de petri em relacdo a
massa bruta de prépolis vermelha utilizada (100%). O EHPV foi mantido em frasco ambar

sob refrigeragéo até o momento do uso (DA SILVA et al., 2015).

4.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A andlise cromatogréfica foi realizada com base na metodologia proposta por Alencar
et al. (2007). Sendo assim, o EHPV foi dissolvido em uma solugdo de metanol/agua (50:50)
na concentracdo de 200 pg/mL. Esta solucdo estoque foi diluida para uma concentracao
final de 40 pg/mL e filtrada com membrana PTFE 0,45 um (Milipore-HVHP, MA-ESA). Em
seguida foi analisada em cromatégrafo liquido Shimadzu®, equipado com degaseificador
DGU-20A3, um amostrador automatico SIL-20, duas bombas (A/B) LC-20AD e um detector
de arranjo de diodos SPD-M20avp (DAD) com uma interface CBM-20A. Para a
cromatografia, foi utilizada uma coluna analitica Phenomenex/C18 de fase reversa de 250 X
4,6 mm (5 um de tamanho da particula), com razdo de fluxo de 1 mL/min e volume de

injecdo de 20 pL.
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O sistema de eluicdo foi realizado utilizando a fase moével composta por acido
acético: agua mili-q 1.0% (v/v) (A) e metanol (B). A eluicdo foi iniciada utilizando 40% de B
por 10 min seguida por um aumento em gradiente para 50-55% de B até 15 min, 55-65% de
B até 23 min, 65-70% de B até 35 min, 70 a 80% de B até 45 min.

A deteccdo foi realizada no comprimento de onda de 280 nm. Foram utilizados
padrdes auténticos de flavonoides: formononetina, dadzeina, biochanina A, liquiritigenina
(Sigma Aldrich Co, Sto.Louis, Mo, USA).

4.2 Ensaio biolégico

4.2.1. Aspectos Eticos

O presente projeto de pesquisa obedeceu as normas do CONCEA (Conselho
Nacional de Experimentacdo Animal) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Tiradentes sobre o parecer consubstanciado n°® 031014
(Anexo 1).

4.2.2. Delineamento experimental

Para o ensaio bioldgico foram utilizados 20 ratas Novergiccus albinus, da linhagem
Wistar, fémeas, com massa variando entre 190 e 250 g (aproximadamente 3 meses de
idade), provenientes do biotério da Universidade Tiradentes. Os animais foram mantidos em
gaiolas com cinco animais em ambiente climatizado com temperatura média de 22°C +/-
2°C, controle de ciclo claro e escuro de 12 h, e com livre acesso a agua e racdo. Os
animais foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos (n=5) e tratados via oral por
gavagem, durante sete dias, no periodo matutino Quadro 2. Apdés o periodo de tratamento
0s animais foram submetidos a enema com &cido acético para inducdo a colite ou por
solucéo fisioldgica conforme grupo de animais e tratamento descritos na tabela 2 e item
4.2.3.

57



Quadro 2. Formacgao dos grupos experimentais de acordo com o pré-tratamento utilizado

Grupos de animais (n=5) Tratamento por (v.0) Administracdo do enema
Sham (ndo induzido a colite) Agua Solucao fisioldgica
Veiculo Solucédo Tween 80 a 5% Acido acetico 4%
P10 EHPV 10 mg/ kg Acido acético 4%
P100 EHPV 100 mg/kg Acido acético 4%

4.2.3 Procedimentos de inducao de colite quimica

A colite quimica foi induzida por meio de enema com acido acético a 4%, conforme
método descrito por Al-Rejaie et al. (2013). No oitavo dia, os animais foram pesados e
submetidos a jejum de racdo por 12 h com livre acesso a agua. Os animais foram
anestesiados com uso concomitante de relaxante muscular e tranquilizante (xilasina e
ketamina, nas doses de 5 mg/Kg cada) via intraperitoneal. Os animais foram submetidos a
dois procedimentos de enema. O primeiro enema constituiu-se de infuséo retal com auxilio
de cateter urinario pediatrico n°® 06 contendo 2 mL de solucao salina a 0,9% até 4 cm da
altura do reto. Nesta ocasido procedeu-se a aspiracdo do contetdo intestinal com auxilio de

seringa de 20 mL acoplada ao cateter.

Em seguida, os animais foram submetidos a um segundo procedimento de enema
utilizando acido acético a 4% como solucao de lavagem para os grupos testes (Veiculo,
EHPV10 e EHPV100) ou salina para o grupo Sham conforme Quadro 2. Ao final deste
procedimento, os animais foram mantidos deitados em angulo de 45° por 2 min para evitar
retorno do conteldo intestinal, para entdo serem devolvidos para as suas gaiolas sendo
providos de agua e ragéo.

4.3 Analise Anatomorfolégica

4.3.1 Eutanasia dos animais e exame macroscopico post-mortem

ApOs 24 h da indugéo de colite, os animais foram submetidos a novo jejum de 6 h e
submetidos a eutanasia através de anestesia profunda. Em seguida, foi realizada

laparatomia na cavidade abdominal do animal, com localizacdo e excisdo das partes distais
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e proximais de todo o intestino, seguida por remocao do conteudo fecal por lavagem com
solucdo saliha a 0,9%. Posteriormente, as amostras teciduais foram separadas
anatomicamente para analise macroscépica a fresco conforme critérios definidos na Quadro

03 conforme critério de Morris (1989).

Quadro 3. Andlise macroscopica do dano a mucosa

Escore Dano a mucosa

0 Sem dano, mucosa integra, tecido firme, cor caracteristica, sem sinais de

espessamento, hiperemia, necrose e ou Ulceras

1 Hiperemia sem ulceracéo e inflamacao

2 Ulcera linear localizada sem sinais de inflamac&o significativa.

3 Ulcera linear com inflamag&o em um dnico local.

4 Presenca de até dois ou mais locais com ulceracdo menor que 1 cm e ou

inflamagé&o significativa

5 Dois ou mais locais com ulceracdo > 1,0 cm e inflamacdo com ao longo do

comprimento do colo

A inflamacgédo foi definida por regides com hiperemia e espessamento da parede
intestinal, observado por dois experimentadores de forma cega (sem conhecimento de qual

grupo/amostra estava sendo avaliado).

Apoés avaliagdo macroscépica, 0s espécimes teciduais do colo foram seccionados em
partes e congelados a -28°C para realizacdo dos testes de atividade antioxidante in situ.
Parte dos fragmentos seguiram para fixacdo em formol tamponado a 10% (pH 7,4) por 48 h
e posterior processamento, inclusdo em parafina, e microtomia e coloragdo em hematoxilina

e eosina.

4.3.2 Andlise microscopica

Apés fixacdo, as amostras teciduais foram submetidas a etapas de processamento
histolégico de rotina, compostas de desidratagdo em concentracdes crescentes de etanol
(70°gL, 90°gL e 96°gL), diafanizacdo em xilol, e emblocamento em parafina. A microtomia foi
realizada em micrétomo semiautomatico (Modelo MR14), regulado para 5 pm. Seis seccdes

histologicas seriadas de cada bloco seriado foram obtidos de cada segmento anatdmico
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amostral e foram coradas em H&E (hematoxilina e eosina). A analise histolégica foi
procedida em microscopio binocular (modelo CX31, Olympus, Sao Paulo/SP, Brasil), nas

magnificacdes de 40x, 100x e 400 x, de maneira cega.

Para analise da dindmica da resposta inflamatéria coldénica foram utilizados os

critérios definidos por Souza et al. (2013), apresentados na Quadro 4.

Quadro 4. Parametros histologicos de caracterizagdo da resposta inflamatoria

Parametros histologicos de caracterizagdo da resposta inflamatoria
Escore . e . . e L .
Semiquantificagéo da intensidade da Caracterizacéo histolégica do perfil
resposta inflamatéria inflamatorio
Ausente
0 Ausente
1 Leve
2 Moderada Cronico (predominio de células
mononucleares)
Intensa
3
Subagudo (equilibrio entre células
4 Intensa polimorfo e mononucleares)
5 Intensa Agudo (predommlo de células
polimorfonucleares)

Para andlise de outros danos histol6gicos da mucosa coldnica foram considerados
0s seguintes critérios: distorcdo morfoarquitetural das criptas, criptite, ulceracao, perda do
parénquima glandular e edema intersticial. Todos os parametros foram analisados
semiquantitativamente, de acordo com a seguinte classificacdo: 0 (ausente), 1 (leve, em
menos de 10% do tecido examinado), 2 (moderado, entre 10 a 50% do tecido examinado) e
3 (intenso, em mais de 50% do tecido examinado). A seguir foi obtida a soma dos escores

dos parametros avaliados e em seguida a média destes escores por grupo.
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4.4 Ensaios antioxidantes e dosagem da mieloperoxidase

4.4.1 Determinacgdo da atividade da mieloperoxidase

A atividade da MPO foi avaliada através da pesagem dos tecidos seccionados do
colo, seguido de homogeneizacdo em tampdao fosfato 50 mM pH 6,0 contendo brometo de
hexadeciltrimetilaménio (HTAB) a 0,5% (m/v) na propor¢édo de 1 mL de HTBA para 50 mg de

tecido durante 1 min.

Aliquotas de 1 mL da solugéo foram centrifugadas por 2 min a 14000 rpm. Cem pL
do sobrenadante obtido foram transferidos para placa com 96 pocos e misturado a 0,196 uL
de solucdo de o-dianisidina preparada em tampao fosfato a 0,005% H,O,. Em seguida, foi

realizada a leitura da absorbancia em 460 nm.

As alteracdes de leitura na absorbancia foram anotadas e o valores expressos como
unidade de MPO (UMPO) por mg de tecido, considerando 1 MPO equivale a quantidade de
enzima que degrada 1 pmol de tecido de H,O,, conforme previamente demonstrado por
Bradley et al. (1982).

4.4.2 Determinacao da Lipoperoxidag&o

A lipoperoxidacao tecidual foi realizada pelo método de TBAR’s conforme descrito
por Bose et al. (1989). As amostras do tecido do colo foram pesadas e homogeneizadas na
proporcdo de 1 gr de amostra para 5 mL de tampdao fosfato de sédio 1 mMol/L, pH 7,4
contendo 167 pl butil-hidroxitolueno (BHT: 12 mMol/L) para cada mg de tecido em banho de
gelo. Aliquotas de 200 pL do homogenato foram adicionadas a solu¢éo de 400 pL contendo:
acido tiobarbitarico (TBA) a 0,37%, acido tricoloroacético (TCA) a 15% e &cido cloridrico a
0,25 N.

A amostra foi submetida a aquecimento a 90°C por 45 minutos seguida por
centrifugacdo em temperatura ambiente por 5 min a 14000 rpm. 300 pL de sobrenadante de
cada amostra foram adicionadas de 300 pL de solugcédo saturada de cloreto de sodio e 300
pL de solucdo de n-butanol para a extracdo do produto da reacdo. Ao final pipetou-se 100
uL do sobrenadante em placas contendo 96 pocos e realizou-se a leitura a 535 nm. Os
valores foram expressos como nmol de MDA por mg de tecido utilizando para tanto um

coeficiente de extingdo molar.
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4.4.3 Determinagédo da Atividade da Superdxido Dismutase

A atividade da (SOD) foi avaliada conforme modelo proposto por Modesh e
Balasubrimanian (1998) por meio da reagdo de formagdo de oxigénio singlete na auto
oxidacéo do pirogalol e inibicdo do sal tetrazolium. O tecido do colo foi homogeinizado em
tampdo fosfato (50 mMol/L) pH 7.4. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 12.000
rom por 30 minutos (centrifuga Heal Force, neofugue 5R). A reagdo foi realizada
homogeneizando em microplaca de Elisa com 96 pocos, o sobrenadante obtido, tampéo
fosfato e tetrazolium (1,25 mMol/L) e piragalol (100 ul/L) / Em seguida a microplaca foi
agitada por 5 min, seguida por adicdo de 5 ul de DMSO. A leitura foi realizada em leitor de
microplaca a 570 nm (Biotek, El x100 absorbance microprote reader). A atividade da SOD

foi expressa em unidade de SOD por mg de proteina tecidual, conforme abaixo.

A determinacdo do teor de proteina totais foi determinada conforme metédo proposto
por Lowry et al. (1951). 100 mg de amostra de tecido do colo foi misturado 1 mL de
hidroxido de sodio (NaOH) (0.5 mol/L) e apds 15 segundos acrescentou-se 1 mL 2% de
Na,COs3, (carbonato de s6dio) 1% de Sulfato de cobre (CuSQOy e 2% de Tartato de sodio e
potassio (KNaC;4H;,O¢H,) (100:1:1) ao final adicionou-se o reagente de Folin e apds 30
minutos foi procedida a leitura de absorbancia a 630 nm em espectrofotometro de placa
(ELX800, Biotek instrumental). O teor de proteina foi determinado utilizando uma curva

padréo obtida com albumina bovina (Sigma Adrich).

4.4.4 Determinacdo da atividade da catalase

A atividade da catalase foi realizada de acordo com método proposto por Nelson e
Kiesow (1972) e adaptada por Gioda et al. (2010) .Segmentos do colo foram pesados e
homogeinizados em tampéo fosfato e em seguida centrifugados (Heal force, Neofuge 15R) a
1200 rpm, 4°C durante 30 min.O homogenato foi diluido em 1 mL de tampéo fosfato 50
nMol/L pH 7.0 ( viv) e a reacdo foi iniciada com a adi¢cdo de peroxido de hidrogenio 0,3
mol/L, seguida por medidas em espectrofotometro (Hitachi, Japdo) em intervalo de 15
segundos, durante dois minutos em comprimento de onda de 240 nm. A atividade da enzima

foi expressa pela diferenca da variacao de absorbancias (Delta E/min/mg de proteina).
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4.5 Expressao imunohistoquimica do o0xido nitrico sintase induzida (iNOS)

Seccdes histoldgicas do segmento intestinal do colo descendente com 5 um de
espessura foram desparafinizadas em xilol, desidratadas em concentracdes crescentes de
alcool (70,80, 96°GL) e submetidas a recuperagdo antigénica em micro-ondas em potencial
alto, imersas em tampao citrato 0,1 M, pH.6.0 (dois ciclos de 18 min). Em seguida, foi
realizado o blogueio da peroxidase endégena com solugdo H202 a 3% durante 30 min. Foi
procedida entdo, a incubag¢do com o anticorpo primario anti-iNOS (antigeno NOS 2, clone C-
19, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA, 1:100, 2h). Posteriormente foi efetuada a
incubac@o com anticorpo secundéario de coelho anti-camundongo associado ao complexo
avidina-biotina-peroxidase (SABC, Vctor, 1:100, 2 h, Sdo Paulo, Brasil). As reagbes foram
reveladas com solugédo de 3,3'-Diaminobenzidina (DAB, Sigma Aldrich, Sdo Paulo, Brasil)
(10 mg diluida em 20 mL de Tampao fosfato contendo H202 a 30%) e contracoradas com
hematoxilina de Harris (Merck®). A expressdo imunohistoquimica da INOS foi
semiquantificada em seis sec¢des histoldgicas semisseriadas, com distancia interseccional
de aproximadamente 25 um. Os casos foram considerados positivos para iINOS quando a
coloracdo marrom era visivel no citoplasma da célula conforme escores :0 (imunomarcacao
em até 10% das células), 1 (imunomarcacdo em 10 a 25% das células), 2 (imunomarcagao

em 20 a 50% das células) e 3 (imunomarcagdo em mais de 50% das células).

4.6 Andlise estatistica

Todos os dados ordinais obtidos neste estudo foram submetidos a andlise de
distribuicdo gaussiana (normalidade) por meio do teste de Shapiro-Wilk. Quando os dados
apresentaram curva de distribuicdo gaussiana, diferencas significativas entre médias dos
diferentes grupos foram analisadas utilizando o teste de andlise de variancia (ANOVA),

seguido de teste de compara¢Bes multiplas de Tukey (testes paramétricos).

Quando os dados ndo apresentaram curva de distribuicdo gaussiana, ou quando as
medianas foram obtidas a partir de escore, diferengas significativas entre médias dos
diferentes grupos foram analisadas utilizando o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de
comparacfes multiplas de Dunn (testes ndo-paramétricos). O nivel de significaAncia adotado
nestes testes foi de 5% e intervalo de confianca de 95%. A analise estatistica foi realizada

com apoio software Grapad Prism. Verséao 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Rendimento e caracterizagdo quimica do extrato hidroalcodlico de prépolis

vermelha

O rendimento do processo de extragcdo do EHPV foi 18,74%. A andlise
cromatogréafica revelou cinco picos importantes no comprimento de onda de 280 nm
representados por formononetina, liquiritigenina, daidzeina, e biochanina A, assim como um
composto nado identificado com tempo de retencdo de 42,86 minutos (Fig. 5). Conforme
demonstrado na Tabela 1 liquiritigenina e formononetina foram os compostos quimicos com

as concentracdes mais elevadas no extrato.

P3

')\

PS5

P4

—

Figura 5. Analise cromatografica de EHPV realizada em CLAE.
(P1) daidzeina, (P2) formononetina (P3) liquiritigenina, (P4) Biochanina A. (P5) composto ndo
identificado (tempo de retencao de 42,86 min, absorgdo em A 285 e 330 nm).
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Na tabela 1 é demonstrada o rendimento dos 4 principais compostos identificado na

amostra de EHPV;

Tabela 1. Identificacdo e quantificacdo dos principais compostos quimicos da EHPV identificados de acordo
com o tempo de retencdo ou espectros de absor¢ao.

Picos  Tempo de retencéo (min) Composto quimico Concentracdo (mg/g)
P1 12,22 Daidzeina 19,90
P2 23,85 Formononetina 54,29
P3 25,95 Liquiritigenina 62,80
P4 28,26 Biochanina A 30,97
P5 42,86 UV 285, 330 nm -

5.2 Andlise macroscopica dos espécimes de colo

Como demonstrado na Fig. 6, a administracéo retal de acido acético provocou danos
macroscopicos a mucosa do colo representados por hiperemia, ulceracdo e edema. A
administracdo oral de EHPV em uma dose de 10 mg/kg reduziu significativamente os
escores de danos macroscopicos quando comparado com animais tratados com veiculo (p
<0,0001). Além disso, nao foi observada diferenca significativa entre os grupos quanto a

massa, comprimento e razdo massa/comprimento dos espécimes do colo (Fig. 7, p> 0,05).
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Figura 6. Gréafico de escores macroscépicos. Escores
médios do dano tecidual observado nas amostras
do colo dos animais dos diferentes grupos
experimentais. Os dados s&0 expressos como
média * erro padrdo da média. Diferenca
significativa do sham: *p<0,05 e ***p<0,001.
Diferenca significativa do veiculo: #p<0,05 (teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparacdo
multipla de Dunn).
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Figura 7. (A) Avaliacdo da massa, (B) comprimento (C) e relagdo massa/comprimento dos
espécimes do colo. Os dados sédo expressos como média + erro padrdo da média. N&o foi
observada diferencga significativa entre os grupos (ANOVA, p> 0,05).

5.3 Avaliacédo do efeito de EHPV sobre o0s niveis teciduais de mieloperoxidase e

estresse oxidativo

A administracdo oral de EHPV, em ambas as doses de 10 e 100 mg/kg, reduziu
significativamente os niveis teciduais de MPO em comparacdo com a administracdo do
veiculo (p<0,01), (Fig 8-A) embora o conteddo de MPO nos grupos P10 e P100 tenha
permanecido mais elevado nestes grupos do que no grupo sham (p<0,01 e p<0,05,

respectivamente).

A analise da intensidade da peroxidacédo lipidica mostrou que todos 0s grupos com
CIAA exibiram aumento significativo dos niveis de malonaldeido em comparagdo com o
grupo sham (p<0,05), independente da administragdo oral de EHPV. A atividade das
enzimas (CAT) e (SOD), por sua vez, ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos
(p> 0,05) (Fig.8-C e 8 D).
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Figura 8. (A) MPO, (B) MDA, (C) e catalase (D) SOD em amostras de tecido do colo dos diferentes
grupos. Os dados sédo expressos como média + erro padrdo da média. Diferenga significativa do
Sham: * p <0,05, ** P <0,01, *** p <0,001. Diferenca significativa do veiculo: ## p <0,01 (ANOVA
seguido pelo teste de comparagédo multipla de Tukey).

5.4 Analise histolégica dos espécimes de colo

O tecido dos espécimes de colo no grupo sham exibiu caracteristicas histolégicas
usuais. O grupo tratado apenas com o veiculo (solu¢do aguosa de tween 80) veiculo exibiu
marcada atrofia de glandulas de Lieberkihn, intenso infiltrado inflamatério rico em
polimorfonucleares (neutréfilos e eosindfilos), bem como extensas areas ulcerativas da
mucosa. Além disso, edema intersticial, areas hemorragicas, hiperemia profusa e inflamacéao

inflamatéria crénica (rica em linfocitos e histidcitos) foram observados na submucosa.

No grupo P10 (animais tratados com EHPV a 10 mg/kg) houve atrofia de glandulas
Lieberkihn e os focos de ulceracdo foram menores além de infiltrado inflamatério composto
predominantemente por linfocitos e histidcitos, com presenca de polimorfonucleares limitada

as areas circunjacentes as ulceracdes (Fig. 9).

As caracteristicas histoldgicas observadas em P100 (animais tratados com EHPV a
100 mg/kg) foram semelhantes aquelas observadas no grupo tratado com veiculo, mas com

lesdes ulcerativas menos extensas. A analise da intensidade da resposta inflamatéria nos
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tecidos do colo (Fig. 10 A) revelou que o tratamento com EHPV na dose de 10 mg/kg
reduziu significativamente a inflamacdo em comparacdo com animais tratados apenas com
o veiculo (p <0,01). Além disso, o tratamento com EHPV na mesma dose também reduziu a
soma das pontuacdes médias dos escores de danos histoldgicos observados nos tecidos do
colo (Fig.10-B).

Figura 9. Fotomicrografias de cortes histol6gicos das amostras de colo (coradas em hematoxilina/eosina).
Revestimento epitelial bem preservado (EPT) (A1/A2) e escassas células inflamatérias na submucosa
(A3) sdo observados no grupo Sham. Extensa ulceragdo da mucosa (UC) (B1/B2), bem como presenga
de infiltrado de polimorfonucleares (B3) na submucosa (SBM), sdo observados no grupo veiculo. Atrofia
glandular (ATR) da mucosa e infiltracao inflamatdria da mucosa e submucosa (SBM) rica em linfécitos em
P10 (C1/C2/C3), e em neutrdfilos em P100 (D1/D2/D3).
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Figura 10. (A) Escores médios de intensidade da resposta inflamatéria e (B) soma dos danos
histol6gicos em amostras de colo dos diferentes grupos. Os dados sdo expressos como média +
erro padrdo da média. Diferenga significativa do Sham: *** p <0,001. Diferenca significativa do
veiculo: #p<0,05, ##p<0,01 (teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagdo mdltipla
de Dunn).

5.5 Andlise da expresséo imunohistoquimica da iNOS

A expressao imunohistoquimica da iNOS foi fraca ou ausente no grupo controle
(sham) e, quando presente, esteve associada a areas de infiltragdo inflamatoria. Nos grupos
com colite induzida, foi observada imunomarcagéo no citoplasma das células epiteliais das
criptas de Lieberkiihn, mas se mostrou ausente nas células do epitélio colunar simples e
células caliciformes do colo. Na submucosas, Imuno positividade foi evidenciada apenas em

células inflamatoérias (Fig. 11).

Figura 11. Fotomicrografias mostrando a expressdo imuno-histoquimica da 6xido nitrico
sintase induzida (iNOS) em amostras de colo dos grupos experimentais. Auséncia de
imunomarcacao no grupo sham (A), e forte positividade no grupo veiculo (B) mas moderada
em P10 (C) e P100 (D).
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Como demonstrado na Fig. 12, a expressdo imuno histoquimica de iNOS foi
significativamente mais intensa em todos 0s grupos submetidos a inducdo da colite (p
<0,001). A administracéo oral de EHPV na dose de 10 mg/kg, ao contrario da de 100 mg/kg,

reduziu significativamente a expressdo de iNOS em comparagdo com o grupo tratado com

veiculo.
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Figura 12. Expressdo imuno-histoquimica de INOS em
amostras de colo dos diferentes grupos. Os dados sédo
expressos como média + erro padrdo da média. Diferenca
significativa do Sham: ***p<0,001. Diferenca significativa em
relacdo ao veiculo: #p<0,05 (teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de comparagdo multipla de Dunn).
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6 DISCUSSAO

A liquiritigenina e formononetina foram o0s principais compostos quimicos
identificados no EHPV, seguido de biochanina A e daidzeina. Os mesmos componentes
também foram encontrados nos extratos etanolicos de prépolis vermelha em estudos
anteriores (LOPEZ et al, 2014; DA SILVA et al, 2015). O perfil quimico dos componentes
encontrados na presente amostra € semelhante aquele que caracteriza a variedade de
prépolis vermelha originada da Dalbergia ecastophyllum, sugerindo que elas podem ter a
mesma origem boténica (DAUGSHS et al., 2008).

O teor de liquiritigenina (62,80 mg/g) e formononetina (54,29 mg/g) encontrada no
EHPV do presente estudo foram maiores do que aqueles previamente relatados por
Daugshs (2008) (7,1 mg/g e 19,5 mg/g; respectivamente), e Mendonca et al. (2015) (13,8
mg/g e 9,7 mg/g), em amostras de prépolis vermelha de diferentes estados do nordeste
brasileiro, enquanto Lima Cavendish et al. (2015) obteve menor teor de formononetina
(21,62 mg/g) em amostras de prépolis vermelha adquirida obtida no mesmo local de coleta
daquela utilizada no presente estudo, mas em época do ano diferente. Estas diferencas nos
diversos compostos quimicos presentes na propolis vermelha podem ser resultado de
variagfes substanciais na composi¢cdo quimica do EHPV devido a condi¢gBes climéticas
sazonais e variabilidade na composicdo do pasto apicola (DA SILVA et al., 2015;
MENDONCA et al., 2015).

Os espécimes de tecido do colo de animais com colite mostraram caracteristicas
macroscoépicas compativeis com um quadro de leséo tecidual entérica, tais como hiperemia,
edema e ulceracdes. AlteracBes macroscopicas semelhantes também foram relatadas em
outros estudos (AL-REJALE et al.,, 2013; LATIFI et al., 2015; MINAIYAN et al., 2015;
ANNASAHEB et al.,, 2015; TANIDEH et al.,, 2016), e o fato de que estas ndo foram
encontradas no grupo sham atesta o sucesso do procedimento experimental de inducéo da
colite. Foi demonstrado no presente estudo que a administracdo oral de EHPV a 10 mg/kg
reduziu significativamente os escores médios de dano tecidual macroscépico, que se
mostram estatisticamente menores que 0s observados no grupo veiculo. Estes dados
sugerem um possivel papel quimiopreventivo desempenhado pelo EHPV sobre a

progressao da CIAA em modelo de roedor.

Estudos anteriores sugeriram que o EHPV exibe atividade anti-inflamatéria em
diferentes modelos experimentais, tais como cicatrizacado de queimaduras (DE ALMEIDA et
al., 2013), lesé@o de nervos periféricos (BARBOSA et al., 2015) e particularmente em ensaio

de migragéo intraperitoneal de leucécitos através das células mesoteliais e edema de pata
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(LIMA CAVENDISH et al., 2015). Além disso, tem sido demonstrado que extratos de prépolis
oriundas do Nordeste brasileiro exibem atividade antioxidante (MENDONCA et al., 2015b).
Uma vez que a patogénese da colite parece estar relacionada a danos nos tecidos
causados por estresse oxidativo e inflamacéo intensa (OZTURK et al., 2015), especula-se
gue a administracéo oral de EHPV poderia minimizar os danos teciduais observados neste

modelo experimental.

Na CIAA ocorre aumento dos niveis de ions protonados em células epiteliais do colo,
gue geram ERO e metabdlitos do acido araquiddnico, resultando na destruicao de diferentes
tipos celulares, incluindo células do colo com consequente inflamacgéo local (RANDHAWA et
al., 2014). Desta forma, no presente estudo foi investigado se um possivel efeito inibitério
sobre o estresse oxidativo e resposta inflamatdria poderia estar envolvido nos efeitos

guimiopreventivos promovidos pelo EHPV.

O estresse oxidativo pode ser causado por peroxidacdo lipidica induzida por ERO.
Estes radicais livres atacam os acidos graxos poli-insaturados (e.g. acido oleico e linoleico),
provocando rompimento dos fosfolipidios das membranas celulares. Além disso, ERO ativa
fosfolipases que promovem lise de fosfolipidios e liberacdo de acidos graxos insaturados,
também trazendo como consequéncia a ruptura de membranas. A oxidacdo de lipidios
insaturados promove a formagéo de residuos quimicos, tais como o malonaldeido (MDA),
bem como degradacdo de constituintes da matriz extracelular, tais como proteoglicanos,
elastina e colageno (KALYANARAMAN et al., 2013).

Partindo desta premissa, foi investigado no presente estudo o envolvimento de uma
possivel atividade antioxidante do EHPV na quimioprevencao por CIAA utilizando o teste
TBARSs, que quantifica o contetido de (MDA) nos tecidos. No entanto, embora tenha sido
encontrado aumento dos niveis de MDA nos grupos com colite experimental em
comparagdo com o grupo sham, ndo foi observada diferenga significativa entre os grupos
tratados com EHPV e grupo tratado com veiculo. Estes dados parecem sugerir que o
controle do estresse oxidativo pode ndo representar um evento bioldégico fundamental para a
atividade quimiopreventiva promovida pelo EHPV. Nesse sentido, tem sido relatado que a
simples analise do teor de MDA formado poderia subestimar o efeito quimiopreventivo do
extrato, uma vez que a magnitude do dano tecidual na colite induzida por acido acético
frequentemente excede o potencial preventivo e/ou terapéutico dos compostos quimicos
sobre o quadro de estresse oxidativo, particularmente em modelos experimentais de curto
prazo (GONCALVES et al., 2013).

Por outro lado, apesar dos teores significativamente reduzidos de MPO em P10 e

P100, nao foi observada diferenca entre os grupos, incluindo o grupo sham, quanto a
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atividade da CAT e SOD. Com isso, é possivel sugerir que 0s niveis elevados de
peroxidacdo lipidica, em grupos tratados e induzidos a colite poderiam estar relacionados
com o tempo experimental de apenas 24 h, o que pode ter sido mais curto do que o
necessario para que o organismo desenvolvesse uma resposta antioxidante eficaz. Desse
modo, novos estudos, utilizando modelos experimentais em longo prazo, sdo necessarios a

fim de esclarecer a contento esta questéo.

No presente estudo, também foi hipotetizado que as melhores caracteristicas
macroscoépicas do colo observadas nos animais tratados com EHPV na dose de 10 mg/kg
poderiam estar associadas a um efeito modulador sobre a intensidade da resposta
inflamatoria. Assim, foi investigado o envolvimento de uma possivel atividade anti-
inflamatoria na quimioprevencgéo da CIAA promovida pelo EHPV por meio da andlise do teor
tecidual de MPO. Esta é uma enzima produzida por neutrofilos e é responsavel pela
catdlise da conversdo de ions cloreto em acido hipocloroso altamente reativo. Tem sido
relatado que o teor de MPO tecidual é diretamente proporcional a quantidade de neutréfilos
polimorfonucleares (PMN) presentes nos tecidos inflamados, sendo o aumento dos niveis de
MPO frequentemente encontrado em distarbios inflamatérios gastrointestinais
(ANNASAHEB et al., 2015; MIN et al., 2015; LATIFI et al., 2016).

Foi possivel observar no ensaio da mieloperoxidase, que o tratamento com ambas as
doses do EHPV reduziu significativamente os teores de MPO teciduais em amostras do colo
de animais com colite, sugerindo um possivel efeito anti-inflamatoério do extrato. Resultados
semelhantes foram demonstrados em ensaios prévios utilizando produtos naturais ricos em
flavonoides em modelos de colite ulcerativa experimental (MINAIYAN et al., 2015; JOHN et
al., 2015; TANIDEH et al., 2016). Além disso, outros estudos demonstraram a atividade anti-
inflamatoéria do EHPV do Nordeste brasileiro administrada na mesma dose de 10 mg/kg
(LIMA CAVENDISH et al., 2015). Corroborando estes dados, também foram encontradas, no
presente estudo, evidéncias de menor infiltracdo de PMN nos tecidos colénicos no grupo
tratado com EHPV a 10 mg/kg, bem como menos sinais histoldgicos de outros danos

citomorfoldgicos, tais como criptite, edema e ulceracgao.

Os mecanismos exatos determinantes da atividade anti-inflamatéria do EHPV nédo
estdo ainda totalmente esclarecidos. Tem sido relatado que as isoflavonas, tais como
formononetina e liquiritigenina, principais compostos do EHPV, sdo capazes de inibir a
sintese de NO (UPADHYAY; DIXIT, 2015). O NO é uma importante molécula de sinalizacéo
celular capaz de modular o tdnus vascular, secrecdo de insulina, o tbnus das vias aéreas, 0
peristaltismo, a angiogénese e desenvolvimento neural. As isoformas endoteliais (NOS3) e

neuronais (NOS1) da sintase de 6xido nitrico sdo consideradas constitutivas, enquanto que
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a NOS2 é uma isoforma induzida (iNOS), que esta envolvida na modulacdo da resposta
imunoinflamatéria (MAGIEROWSKI et al., 2015).

No presente estudo, a expressdo imuno-histoquimica de INOS se apresentou
diminuida em animais com colite tratados com EHPV na dose de 10 mg/kg. Este achado
poderia estar relacionado com uma possivel transicdo mais rapida da inflamacdo de uma
fase aguda rica de PMN para uma fase crbnica rica em linfécitos. Essa teoria parece ser
ratificada pela consideravel presenca de linfécitos compondo o infiltrado inflamatério nos
cortes histoldgicos do grupo P10 (animais tratados com EHPV a 10 mg/kg). Ainda em apoio
a esta teoria, Kolios et al. (2004) demonstraram que o epitélio glandular é a principal fonte
de iINOS na UC e citocinas produzidas pelas células T (IL-13 e IL-4) agem como reguladores

intrinsecos da geragéo de 6xido nitrico em modelos de inflamacéo intestinal.

Por outra otica, embora o tratamento com EHPV na dose de 100 mg/kg tenha
promovido diminuicdo dos teores teciduais de MPO, os demais resultados ndo foram téo
expressivos quanto os obtidos com a dose mais baixa. Estes dados poderiam encontrar
justificativa no fato de que, por ser um produto natural rico em muitos compostos, o aumento
da dose poderia ter elevado substancialmente a concentracdo de constituintes quimicos
capazes de antagonizar os efeitos anti-inflamatérios do EHPV ou ainda exercido efeito pro-
oxidante em células epiteliais da mucosa intestinal. No entanto, outras investigagfes se

fazem necessarias para elucidar adequadamente esta hipdtese.

No presente estudo, foi demonstrado que o tratamento com EHPV do Nordeste
brasileiro, especialmente na dose de 10 mg/kg, reduz os danos macroscopicos e as
alteracBes histoldgicas associadas a UC induzida por acido acético em modelo de roedor.
Além disso, sao obtidas evidéncias de que este fendmeno biolégico pode estar relacionado
com mecanismos anti-inflamatoérios secundarios a modulagdo da expressdao de iINOS em

epitélio glandular intestinal.
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7 CONCLUSOES

O EHPV é rico em isoflavonas e 0s compostos quimicos majoritarios sdo a

liquiritigenina e a formononetina.

No modelo biologico utilizado e sob as condigbes experimentais testadas a
administracao oral do EHPV a 10 mg/kg minimizou os danos teciduais macroscépicos e
microscopicos determinado provocados pelo enema de acido acético. Os dados deste
estudo também sugerem que este efeito pode estar relacionado a um provavel efeito

modulatério da reacgdo inflamatoria pela via do NO.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

A colite aguda € utilizado como triagem para avaliacdo de potenciais medicamentos
no tratamento da DIl. Neste sentido, os resultados apresentados demonstram que o EHPV
possui atividade anti-inflamatoria portanto, com potencial terapéutico no tratamento da DII.
Além disso, os achados da presente pesquisa alicerca a realizacao de estudos futuros com

uso do EHPV no tratamento de colite cronica.

Também é importante ressaltar a necessidade de mais pesquisas direcionadas para
a elucidagdo dos mecanismos fisiopatologicos assoaciados aos efeitos biol6gicos do EHPV
sobre as vias inflamatorias e oxidativas em situagdes de dano tecidual. Dentre estas, €
possivel citar estudos acerca da expressdo de citocinas e IL-1 B, TNF-a, Fator de

transcricdo NF-kB.
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10 ANEXO

10. 1 ANEXO A- Aprovacao CEUA
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