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16) Participacdo no Mini-curso “Modelos Experimentais de Inflamagdo alérgica
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6) Intestinal anti-inflammatory activity of Daphnetin (7,8- dihydroxycoumarin) on acute
and chronic experimental model of rat colitis. Orsi, P.R.; Luchini, A.C.; Cestari, S.H.;
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8. Estagio no Exterior

Realizou estdgio na Faculdade de Farmécia, Universidade de Granada, Campus
Universitario de La Cartuja, Granada-Espanha, do dia 28 de fevereiro ao dia 31 de
marg¢o de 2009, sob orientacdo do Professor Dr. Julio Gélvez.

Neste estagio, foram estudados os efeitos das cumarinas (cumarina, 4-hidroxi-
cumarina, esculetina e 4-metilesculetina) em cultivos celulares, com o objetivo de
verificar se estas cumarinas diminuem a producdo de algumas citocinas pro-
inflamatorias envolvidas no processo inflamatério intestinal.

9. Resumos enviados para 2° Congresso Iberoamericano de Fitoterapia

1) A comparative study of esculetin, 4-methyl-esculetin, prednisolone and sulfasalazine
in acute model of rats colitis. Witaicenis, A.; Seito, L.N.; Orsi, P.R.; Luchini, A.C.;
Justulin Jr, L.A.; Felisbino, S.; Di Stasi, L.C., que serd apresentado no 2° Congresso
Iberoamericano de Fitoterapia, de 8 a 10 de Outubro de 2009, em Lisboa, Portugal.

2) In vitro effects of esculetin and 4-methyl-esculetin on inflammatory cytokine
secretion. Witaicenis, A.; Seito, L.N.; Luchini, A.C.; Rodriguez-Cabeza, M.,
Comalada, M.; Di Stasi, L.C.; Galvez, J., que serd apresentado no 2° Congresso
Iberoamericano de Fitoterapia, de 8 a 10 de Outubro de 2009, em Lisboa, Portugal.
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As cumarinas representam uma importante classe de compostos fendlicos com inimeras
propriedades farmacologicas que incluem inibi¢do da peroxidacdo lipidica, da geragdo
de anion superdxido dependente de neutréfilos, da citotoxicidade induzida por
hidroperéxido de 4cido linoleico, da atividade de lipooxigenases e ciclooxigenases,
além de agirem como agentes imunossupressores € antiinflamatorios. Todas estas
propriedades s3o essenciais para que um produto seja potencialmente ativo para o
tratamento das doengas inflamatdrias intestinais (DII). A sulfassalazina (primeira opgao
terapéutica no tratamento das DII) possui varios efeitos colaterais, especialmente
quando usada em altas doses ou em periodos longos de tratamento. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar se cumarina e 4-hidroxi-cumarina possuem efeitos
preventivos e/ou curativos no modelo de colite induzida por &cido
trinitrobenzenosulfonico (TNBS) em ratos e também se as associagdes de cumarina ou
4-hidroxi-cumarina com doses menores de sulfassalazina produzem efeitos
antiinflamatérios com menor incidéncia de efeitos colaterais decorrentes da
administracdo da sulfassalazina. Além disso, foram feitos estudos complementares para
verificar se tais cumarinas modulam a produgdo de citocinas proinflamatdrias em
cultivos celulares in vitro e ex vivo. Este estudo testou a atividade antiinflamatdria dos
compostos-testes cumarina (2,5 a 50mg/Kg) e 4-hidroxicumarina (5 a 50mg/Kg) e das
associacdes de cumarina com a sulfassalazina (C5+S5; C5+S15 e C5+S25) ou da 4-
hidroxi-cumarina com a sulfassalazina (4-OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-
OHC25+S25) em duas condicdes experimentais distintas: quando a mucosa coldnica
estad intacta (efeito preventivo); quando a mucosa colonica estd afetada por um processo
inflamatorio intestinal (efeito curativo) assim como preventivo da recidiva do processo
inflamatorio, similar ao que ocorre com a colite em humanos. O dano coldnico foi
avaliado macroscopicamente, bioquimicamente e histologicamente. Para o estudo in
vitro foram utilizadas as células Caco2 ¢ RAW 264.7 ¢ para o estudo ex vivo foi
utilizado linfocitos de camundongo Balb’c. Os compostos-testes cumarina e 4-hidroxi-
cumarina, nas doses de 5 e 25mg/Kg, previnem parcialmente o dano coldnico induzido
por TNBS/etanol em ratos, tanto na fase aguda quanto na fase cronica com recidiva.
Este efeito pode estar associado a uma melhora do estresse oxidativo intestinal, pois
ambos os tratamentos foram capazes de inibir a deplecdo de glutationa coldnica. A
presenga do radical hidroxila no carbono 4 na molécula de cumarina melhora os efeitos
antiinflamatérios, evidenciado pelo tratamento de ratos coliticos com 4-hidroxi-
cumarina, os quais demonstraram efeitos benéficos quando a mucosa colonica estava
intacta (efeito preventivo) e quando estava recuperando-se apds a primeira
administracdo de TNBS/etanol, assim como previnem os animais coliticos da recidiva
do processo inflamatdrio intestinal. Os testes in vitro ¢ ex vivo demonstraram que a
presenga de hidroxila no carbono 4 na molécula original de cumarina (4-hidroxi-
cumarina) proporcionou maior atividade bioloégica a cumarina, ou seja, a 4-hidroxi-
cumarina diminuiu os niveis de IL-8, IL-1f e IL-2, enquanto que a cumarina diminuiu
apenas os niveis de IFN-y. O tratamento com as associagdes C5+S5 e 4-OHC25+S15
promoveu tanto efeito preventivo (fases aguda e cronica com recidiva) quanto efeito
curativo (fase cronica) na mucosa colonica afetada pela administragdo de TNBS/etanol,
utilizando doses 3 e 5 vezes menor que a dose da sulfassalazina. Estes efeitos
observados indicam que estas associagdes podem ser uma nova opgao terapéutica para o
tratamento da colite, possibilitando a redugdo dos efeitos adversos da sulfassalazina com
a reducdo da sua dose.

Palavras-chave: cumarina, 4-hidroxi-cumarina, colite, doenga inflamatdria intestinal,
TNBS.
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Coumarins comprise an important class of phenolic compounds with many
pharmacological properties that includes inhibition of membrane lipid peroxidation,
inhibition on neutrophil-dependent superoxide anion generation, inhibition on the
linoleic acid hydroperoxide-induced cytotoxicity, and inhibition on cyclooxygenase and
lipoxygenase activities, which could result in antiinflammatory and immunosuppressant
effect. Those are some desired features for a candidate compound in the treatment of
inflammatory bowel diseases (IBD). On the other hand, the IBD are life persisting
diseases with unpredictable episodic reactivations and difficult treatment in severe
cases. Sulfasalazine, the first choice drug in the treatment of mild to moderately active
IBD cases, presents serious side effects when used in high doses or in long-term
treatment. Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of coumarin and 4-
hydroxy-coumarin in rat experimental intestinal inflammation. Additionally, we
evaluated the possibility of coumarins association to sulfasalazine in rat intestinal
inflammatory conditions. For this purpose, the antiinflammatory activity of test
compounds, coumarin (2.5 to 50mg/kg) and 4-hydroxy-coumarin (5 to 50mg/kg) and
associations of coumarin with sulfasalazine (C5 plus S5, C5 plus S15, C5 plus S25) or
4-hydroxy-coumarin with sulfasalazine (4-OHC25 plus S5, 4-OHC25 plus S15 and 4-
OHC25 plus S25) were tested in the model of trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS)
induced rat colitis in two different experimental conditions: when the colonic mucosa is
intact (preventive effect), and when a previous inflammatory damage is caused to the
colonic mucosa (curative effect), additionally to a reactivation of the inflammatory
process (relapse prevention). The colonic damage was evaluated macroscopically,
histologically and biochemically. For cell cultures evaluation of cytokine secretion we
used Caco2, RAW 264.7 and lymphocytes from Balb'c mice. Coumarin and 4-hydroxy-
coumarin at doses of 5 and 25 mg/kg prevented the colonic damage induced by TNBS
in rats, in the acute phase and in the chronic phase with relapse. This effect may be
associated with an improvement on intestinal oxidative stress, because both treatments
were able to inhibit the colonic glutathione depletion, but other pharmacological effects
of these compounds maybe involved. The presence of one hydroxyl radical in position 4
of the benzopyrone structure seems to improve the anti-inflammatory effect, as
evidenced by the beneficial effects of 4-hydroxy-coumarin in preventing the acute
TNBS-induced damage, and by the mucosa recovery after the initial administration of
the TNBS, as well as in preventing the relapse induced after the second TNBS
administration. It was also observed that 4-hydroxy-coumarin is more effective in
decreasing the secretion of IL-8, IL-1B and IL-2 than coumarin decreased only the
secretion of IFN-y. Treatment with the associations C5 plus S5 or 4-OHC25 plus S15
prevented from the acute and relapsed damages, and presented a curative effect in the
colon at doses 3 and 5 times lower than only sulfasalazine. These effects indicate that
those associations could be new options in the management of the IBD as
complementary therapy, since the main goal of this approach is the possible reduction
of sulfasalazine dose and the consequent attenuation of its adverse effects.

Key words: coumarin, 4-hydroxy-coumarin, colitis, inflammatory bowel diseases,
TNBS.
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CAPITULO 1:
INTRODUCAO

Doenga inflamatoria intestinal (DII) ¢ um termo geral para um grupo de doencgas
inflamatérias cronicas envolvendo o trato gastrintestinal e freqiientemente refere-se a
colite ulcerativa (CU) e a Doenca de Crohn (DC) (Podolsky, 2002).

Embora a patogénese da DII seja pouco conhecida, se reconhece que esta doenga
cronica decorre de uma complexa intera¢do entre fatores de predisposicdo genéticos,
agentes exdgenos e/ou alteragdes enddgenas, cujo resultado final é um processo
inflamatoério, possivelmente mediado por uma resposta do tipo imune (Gitnick, 1996).

Os agentes proinflamatérios promovem, em primeiro lugar, a aderéncia dos
fagécitos no endotélio vascular e o extravazamento destas células para a mucosa
intestinal e, em segundo lugar, a ativacdo destes fagocitos originam a liberacdo de
radicais livres, assim como de enzimas proteoliticas no espago intersticial intestinal.
Tanto os radicais livres como as enzimas proteoliticas ddo lugar a formagdo de mais
mediadores inflamatodrios, incrementando a permeabilidade da mucosa e, em ultima
instancia, favorecendo a entrada de produtos bacterianos prejudiciais, tais como o
lipopolissacarideo (LPS). A introdugdo destes produtos promove o recrutamento e
ativacdo adicional de leucdcitos do intestino, estabelecendo-se um circulo vicioso
responsavel pela instauragdo do prejuizo intestinal cronico (Shanahan e Targan, 1994).

De acordo com estas informagdes, pode-se deduzir claramente que os radicais
livres desempenham um papel chave na génese e manutencdo da DII. Em alguns
estudos comprovou-se a existéncia de alteracdes nos niveis oxidativos de biopsias de
mucosas de célon procedentes de pacientes com esta enfermidade (Lih-Brody et al.,
1996). Este desequilibrio se traduz em um incremento no estresse oxidativo
acompanhado de uma diminui¢do nas defesas antioxidantes fisioldgicas (Loguercio,
1996). O ataque dos radicais livres sobre os lipideos de membrana gera processo de
peroxidagdo lipidica, dando lugar a uma reacdo em cadeia que perpetua o ciclo de
formagdo destes agentes agressores, a0 mesmo tempo em que origina uma
desestruturacdo da membrana celular ¢ a conseqiiente morte da célula. Também os
radicais livres podem reagir com proteinas, dando lugar a alteracdes da funcionalidade
normal da célula. Finalmente, quando os 4cidos nucléicos sdo afetados pelos radicais
livres, pode-se originar uma sintese proteica defeituosa ou o aparecimento de mutacdes

no material genético celular, com conseqiiente perigo de desenvolvimento de processos



do tipo tumoral. Este tltimo poderia justificar a maior incidéncia de cancer colo-retal
descrito em pacientes com colite ulcerativa (Gitnick, 1996; Obrador, 1994).

Desta forma, a inibi¢do ou neutralizagdo destes radicais livres, juntamente com
uma ativagdo dos sistemas antioxidantes enddgenos, tanto enzimaticos como nio
enzimaticos, poderia ser benéfico no tratamento da DII (Nielsen e Rask-Madsen, 1996).
De fato, farmacos eficazes usados correntemente no tratamento da DII, tais como os
derivados do 4cido 5-aminosalicilico (5-ASA), possuem propriedades antioxidantes que
contribuem para seus efeitos benéficos no processo inflamatorio colonico (Pavlick et
al., 2002). Infelizmente, a sulfassalazina e os derivados do 5-ASA que representam a
primeira opg¢do terapéutica para o tratamento da DII, apresentam sérios efeitos
colaterais, especialmente quando usados em altas doses ou durante longos periodos de
tratamento, aspecto que limita seu uso, visto que a DII ¢ um processo cronico que
requer tratamento prolongado (Randford e Langman, 2002). Segundo Sellin e Parisha,
2006 os efeitos toxicos e colaterais dos S-aminosalicilatos (5-ASA), especialmente da
sulfassalazina, podem ser minimizados pela diminui¢@o da dose.

No entanto, a garantia do efeito antiinflamatorio destes compostos deve ser
compensada por procedimentos terapéuticos complementares que garantam a eficacia
destes compostos em doses menores. Isto pode ser obtido pela administragdo de
probidticos e prebidticos nos pacientes, o que permitiria a modificacdo da microflora
local e uma melhor resposta da célula colonica ao processo inflamatério (Fernandez-
Baiiares et al., 1999; Rodriguez-Cabezas et al., 2002; Kanauchi et al., 2003; Videla et
al., 2001) ou pela utilizagdo de outros compostos que em associacdo possam produzir
efeitos que garantam a eficdcia do tratamento com conseqiiente reducdo dos efeitos
colaterais do farmaco de escolha. Considerando-se ainda que a sulfassalazina e os
derivados 5-ASA nio tém sido efetivos no controle da recidiva do processo inflamatorio
coldnico (Sellin e Parisha, 2006), o uso combinado de outros compostos ativos na DII
pode ser uma importante alternativa no controle dos sintomas da recidiva, assim como
na prevencdo do processo inflamatdrio intestinal em pacientes com esta doenga.

Por esta razdo, a avaliagdo de novos compostos com atividade antioxidante ¢
uma importante abordagem para o desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento da DII, o que ¢ comprovado por inimeros estudos que mostram os efeitos
benéficos de diferentes compostos com propriedades antioxidantes em modelos
experimentais de colite ulcerativa, incluindo flavondides como a quercetrina (Sanchez

de Medina et al., 1996; Sanchez de Medina et al., 2002), rutosideo (Galvez et al., 1997),



silimarina (Cruz et al., 2001), morina (Ocete et al., 1998; Galvez et al., 2001), diosmina
(Crespo et al., 1999) e hesperidina (Crespo et al., 1999), vitamina E (Gonzalez et al.,
2001) e tempol (Cuzzocrea et al., 2000).

Os flavonoides constituem um importante grupo de compostos polifendlicos de
baixo peso molecular, amplamente distribuidos na natureza e consumidos na dieta
normal de paises desenvolvidos em quantidades que oscilam entre 1 e 2 gramas. Sao
compostos que manifestam uma importante atividade antioxidante (Cook e Saman,
1995; Formica e Regelson, 1995), além de terem a capacidade de inibir distintas
enzimas cuja atividade se encontra aumentada em processos inflamatorios, assim como
de modular a atividade de distintas células do sistema imune (Middleton e Kandaswami,
1993). Em definitivo, os flavondides sdo capazes de afetar trés dos fatores chaves do
processo de inflamagdo intestinal: geracdo de radicais livres, metabolismo de
eicosandides e o sistema imune intestinal. A atividade apresentada por estes flavonoides
estd intimamente ligada com a capacidade antioxidante que caracteriza os flavonoides,
assim como a sua potencialidade em restaurar a capacidade absortiva colonica, que
também se encontra profundamente afetada na inflamagao intestinal.

As cumarinas representam uma grande classe de compostos fendlicos
encontrados principalmente em plantas, mas com ocorréncia em fungos e bactérias.
Também denominadas de benzopironas, as cumarinas sio lactonas do acido 0-hidréxi-
cindmico, sendo que o principal representante € a 1,2-benzopirona, denominada
simplesmente de cumarina. Estes constituintes vegetais sdo derivados do metabolismo
da fenilalanina, tendo como precursores iniciais os 4cidos cindmico e P-hidroxi-
cindmico, a partir dos quais as cumarinas ¢ seus derivados s@o biossintetizados por
diferentes vias. Varios estudos de relagdo estrutura-atividade de cumarinas referem a
inibicdo da peroxidagdo lipidica, da geragdo de anion superdxido dependente de
neutrdfilos, da citotoxicidade induzida por hidroperéxido de acido linoleico e interagdo
com espécies reativas de oxigénio por esta classe de substancias, caracterizando-se
como um grupo de compostos com potentes propriedades antioxidantes (Kaneko et al.,
2003; Hoult e Paya, 1996; Paya et al., 1994). Outros estudos mostram ainda que varias
cumarinas sdo inibidoras de lipooxigenases e ciclooxigenases e reduzem
conseqiientemente a producdo de leucotrienos, tromboxanos e do 4cido hidroxi-
eicosandico (Kaneko et al., 2003). Outras importantes atividades farmacoldgicas

descritas para as cumarinas incluem reducdo de edema em humanos, atividade



imunossupressora, hipolipidémica e antiinflamatéria indicando a importancia destas
substancias como compostos terapéuticos potenciais para a DII.

Apesar da importante e comprovada atividade antioxidante e antiinflamatdria
das cumarinas, assim como de outras propriedades farmacologicas, ndo ha estudos
sistematizados destes compostos sobre doengas que afetam o sistema gastrintestinal.
Um tnico composto, a paepalantina, uma isocumarina isolada da espécie Paepalanthus
bromelioides (Familia Euriocaulaceae) foi estudada quanto a seus efeitos sobre a colite
experimental. Neste estudo, foi demonstrado um importante efeito preventivo da colite
aguda e cronica induzida por 4cido trinitrobenzenosulfonico. A paepalantina possui
efeito no tratamento das recidivas da inflama¢do intestinal em ratos agindo por
mecanismos que reduzem o estresse oxidativo, aumentando os niveis colonicos de
glutationa e reduzindo a atividade das enzimas 6xido nitrico sintase, fosfatase alcalina e
mieloperoxidase, sendo que em doses cinco vezes menores, a paepalantina protegeu os
animais da inflamacdo intestinal de forma similar ao tratamento com sulfassalazina (Di
Stasi et al., 2004).

Estudos demonstram que a cumarina (1,2-benzopirona) e seu derivado a 4-
hidroxi-cumarina estimulam de forma concentracdo-dependente a liberagdo de
interleucina-1 beta (IL-1P) em culturas de células mononucleares humanas (Stuhlmeier
et al., 1991), além de apresentarem atividade antitumoral (Lacy e O Kennedy, 2004).
Fylaktakidou et al. (2004) reportam que a cumarina e alguns de seus derivados reduzem
0 edema e atuam como antiinflamatério por inibirem a sintese de prostaglandinas. Em
adi¢do, tais compostos sdo considerados seguros para uso e ndo oferecem risco a saude
humana quando usados em pequenas doses (Felter et al., 2006; Lake, 1997), como
aquelas que foram usadas no presente projeto.

Por estas informagdes, o objetivo principal deste projeto foi avaliar a atividade
farmacoldgica da cumarima e de seu derivado a 4-hidroxi-cumarina nas fases aguda
(efeito preventivo) e cronica com recidiva (efeitos preventivos e/ou curativos) do
processo inflamatorio intestinal induzido por acido trinitrobenzenosulfonico (TNBS) em
ratos, assim como avaliar os efeitos destes compostos sobre a atividade antiinflamatéria
intestinal da sulfassalazina, um dos farmacos de escolha para o tratamento da DII em

humanos.



CAPITULO 2:
CARACTERIZACAO DA DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL (DII)

1. Aspectos gerais

Sob a denominacdo de DII estdo englobadas, fundamentalmente, duas distintas
doencgas: DC e a CU. Ambas caracterizam-se por uma inflamag¢do cronica do intestino,
com periodos de exacerbacdo seguidos de intervalos prolongados de remissdo dos
sintomas (Gitnick, 1996), sendo marcada pela ulceragdo da mucosa, infiltragdo de
neutrofilos na mesma, desconforto ou dor abdominal com habitos intestinais alterados
tais como diarréia e constipagdo (Singh et al., 2003).

A anatomia patoldgica e a manifestagdo clinica sdo diferentes na DC e na CU
(Tabela 1). A DC pode afetar qualquer segmento do trato gastrointestinal, desde a boca
até ao anus, com maior frequéncia na regido ileocecal (Gasche, 2000). Esta inflamacao
tem aspecto transmural, ou seja, propaga-se através da parede intestinal, favorecendo a
formagdo de perfuragdes, estenoses e fistulas (Levine, 1994; Gasche, 2000). As lesdes
podem ser focais ou difusas, e com frequéncia afetam de formas descontinuas distintas
areas do aparelho digestivo, separadas entre si por segmentos intactos (Levine, 1994). A
CU afeta somente o colon, principalmente a regido distal (reto-anus). A inflamagdo
ocorre predominantemente na camada superficial da parede intestinal, normalmente na
mucosa € na submucosa e caracteriza-se por infiltracdo de neutrdfilos, eosindfilos e
células plasmaticas, além disso, € comum ocorrer formacdo de abscessos nas criptas,
necrose epitelial, presenca de edema e hemorragia. A mucosa apresenta aspecto
granuloso, como consequéncia da irregularidade da inflamagao (Obrador e Riera, 1994).
Os pacientes com CU apresentam diarréia geralmente com sangue, acompanhada ou nio
de sintomas sistémicos, como febre, mal-estar e falta de apetite (Gray et al.,2009).

Para 10-15% dos pacientes com DII € impossivel estabelecer um diagndstico
definitivo entre a DC e a CU (Geboes, 1994). Em ambas as doengas podem ocorrer
complica¢des do tipo autoimune e afetar as articulagdes, o olho e a pele (Lichtman e
Balfour Sartor, 1994). Entre as complicagdes ndo autoimunes estdo os episodios
tromboembdlicos, anemia e osteoporose (Gasche, 2000). Além disso, pacientes com DII
possuem maior propensdo de desenvolver cancer de cdlon. O aparecimento do cancer de
co6lon depende da duracgdo e da extensdo da doenca, de complicagdes extra-intestinais e

do desenvolvimento da doenca no individuo jovem. O risco de aparecimento do cancer



de cdlon é maior nos pacientes com CU do que nos pacientes com DC (Pohl et al.,

2000).

Tabela 1: Diferencas entre a Doenca de Crohn e a Colite Ulcerativa

Doenca de Crohn (DC) Colite Ulcerativa (CU)

Pode ocorrer desde a boca ate ao anus Reto +/- Colon

Incidéncia descontinua Incidéncia continua

Inflamagao transmural Inflamag@o ocorre somente na mucosa
Diarréia pastosa Diarréia liquida com sangue, pus € muco
Presenga de granulomas e fibroses Formacdo de abscessos nas criptas,

deplecdo de muco e distor¢do glandular

1.1. Epidemiologia

Aproximadamente 2,2 e¢ 1,4 milhdes de pessoas na Europa e nos EUA,
respectivamente, possuem DII. As taxas mais altas de incidéncia e prevaléncia de DC e
de CU sao descritas no norte da Europa, Reino Unido e no norte da América, que sao
regides geograficas associadas historicamente as DII (Sonnenberg et al., 1991).

A incidéncia da doenga depende de fatores demograficos como o sexo, idade e
as diferengas étnicas. A incidéncia da DII ¢ diferente entre homens ¢ mulheres. De
maneira geral, ha um predominio de DC em mulheres, principalmente com 14 e 50 anos
de idade, o que sugere que os fatores hormonais possuem um papel importante no
desenvolvimento desta doenga (Loftus Junior et al., 2000).

A DII possui um pico de aparecimento na segunda e na terceira década de vida,
seguido de um pico menor nas demais décadas. A CU e a DC sdo diagnosticadas
principalmente no final da adolescéncia e no inicio da idade adulta (Loftus Junior et al.,
2000).

O desenvolvimento da DIl em criangas é muito raro. Recentes estudos
epidemioldgicos de DIl na America do Norte e na Europa sugerem que menos de 1% de
crian¢as manifestam DII durante os primeiros 12 meses de vida (Kugathasan et al.,
2003; Ruemmele et al., 2006).

No Brasil, como em outros paises em desenvolvimento (Farrokyar et al., 2001),
a determinacdo da prevaléncia e da incidéncia das DII ¢ dificil em funcdo das
deficiéncias dos sistemas de registro de dados, bem como da impossibilidade do acesso
as informagdes de fora do sistema publico de saude (Souza et al., 2002). Além disso, a

prevaléncia elevada das doengas infectoparasitrias, as quais podem manifestar-se com



colite, ¢ uma dificuldade a mais para o diagnéstico da CU, sobretudo se ha resisténcia

em se pensar nessa afec¢do em criangas (Spivak et al., 1995).

1.2. Etiologia

Embora a patogénese da DII seja pouco conhecida, sabe-se que esta doenca
cronica decorre de uma complexa interacdo entre fatores genéticos, agentes exogenos
e/ou alteragdes enddgenas, cujo resultado final € um processo inflamatorio,

possivelmente mediado por uma resposta do tipo imune (Gitnick, 1996).

1.2.1. Fatores genéticos

De maneira geral, os familiares de pacientes com DIl possuem maior
probabilidade de desenvolver esta doenca do que individuos que ndo possuem nenhum
caso na familia. Membros da mesma familia que possuem DII apresentam normalmente
caracteristicas comuns da doenca. Isto sugere que fatores genéticos e ambientais
comuns a membros da mesma familia determinam a evolugdo da doenga (Halme et al.,
2006).

Ogura et al. (2001) determinaram o primeiro gene relacionado ao
desenvolvimento da DC, o NOD2 (nucleotide oligomeration domain). NOD2 pertence a
grande familia de proteinas intracelulares relacionadas a regulagdo da apoptose e a
resposta imune do organismo frente a patogenos. Hoje se sabe que diferentes partes da
proteina NOD2 tém fung¢des especificas que de maneira geral determina a capacidade da
proteina frente a resposta a bactérias, uma vez que estas tenham invadido a célula. O
NOD2 participa na deteccdo de produtos bacterianos, como o muramil dipeptido, que
induz a ativacdo do fator nuclear kappa B (NFkB). As muta¢cdes no NOD2 induzem a
apoptose anormal e a ativacdo deficiente do fator de transcricdo NFxB, o que influencia
na patogénese da DII. A ativacdo do NFxB induz a liberagdo de citocinas
proinflamatorias (Inohara et al., 2002).

Recentemente foram identificados dois genes o OCTN (organic cation
transporter) e DLGS (discs large homolog 5), ambos estdo envolvidos na
permeabilidade epitelial. O funcionamento inadequado destes genes pode levar a uma
resposta inadequada do sistema imune da mucosa frente a produtos bacterianos

(Lacatos, 2006).



1.2.2. Fatores ambientais

Sao inameros os fatores ambientais de risco para a CU, entre eles: o tabaco, a
dieta, o estresse e microorganismos (Danese et al., 2004).

O melhor exemplo da influéncia do ambiente no desenvolvimento da DII € o
tabaco. O tabaco tem-se mostrado um fator protetor para a CU e um fator de risco para a
DC, sendo a associagdo entre DC e tabaco mais frequente em mulheres. Os mecanismos
pelo qual fumar afeta a frequéncia e a evolucdo da CU e da DC permanecem
desconhecidos, entretanto sugerem-se que a nicotina tem atividade antiinflamatdria
(Sykes et al., 2000). O tabaco esta associado com o desenvolvimento da DC em
pacientes com 40 anos de idade e protege contra o desenvolvimento da CU em qualquer
idade (Regueiro et al., 2005). Estudos mostram que a administra¢do de nicotina melhora
a CU coincidindo com uma diminui¢do local da concentracdo de varias citocinas
préinflamatorias (Agrawal e Rhodes, 2003).

Por se tratar de uma doenga do trato digestdrio, a possibilidade de produtos da
dieta estarem implicados em sua patogenia ¢ logica. Levando em consideracdo que a
maior incidéncia das DII pode ser associada a mudancas nos hébitos de vida nos paises
ocidentais e que o intestino € o principal local do processo inflamatério, seria provavel
que alguns nutrientes presentes na luz intestinal pudessem atuar como antigenos,
inclusive influenciando os mecanismos imunes e reparadores da mucosa intestinal
(Danese et al., 2004).

Viérios estudos epidemioldgicos t€ém mostrado que mudancas na composi¢do da
dieta alimentar podem influenciar na resposta imunoldgica. Concretamente, os lipideos
sdo um dos substratos nutricionais que mais afetam a modula¢do da imunidade. A
composi¢do dos lipideos das membranas celulares pode variar segundo a dieta e isto
influencia a sintese de eicosanoides ¢ a resposta celular (Gassull, 2004; Gassull et al.,
2005). O consumo de gordura tem sido associado positivamente com a CU, e o
consumo de frutas, vegetais e fibras estdo associadas a diminuicdo de risco das DII
(Reifet al., 1997).

O estresse também esta associado a DII, mais como um agente modificador do
que indutor, e seu papel € mais claro em modelos experimentais do que em humanos. O

estresse tem sido considerado como um desencadeante potencial em cerca de 40% dos



pacientes com CU (Theis e Boyko, 1994). Importantes evidéncias relacionam o estresse
com a doenga, provavelmente, devido a um aumento na suscetibilidade a infecgdo como
consequéncia do deterioramento das respostas imunes funcionais (Herbert e Cohen,
1993). Observagdes clinicas, modelos experimentais de colite e estudos de interagdes
neuroimunes em animais de laboratério tém demonstrado que o estresse pode agravar o
curso das DII (Collins, 2001). A duracdo do estresse também pode ser importante ja que
o risco de exacerbacdo da atividade clinica da doenga parece estar associado com um
estado de estresse prolongado (Levenstein et al., 2000).

Durante muitos anos buscou-se estabelecer uma relagdo entre um agente
infeccioso especifico e a DII, contudo at¢ o momento ndo se obteve resultados
conclusivos. Varios agentes infecciosos t€ém sido propostos como responsaveis pelas
DIl como Listeria monocytogenes, Clamydia tracomatis, Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae (Danese et al., 2004). A relacdo entre o desenvolvimento das
DII e a microbiota intestinal comensal comecou a se estabelecer através de observagdes
clinicas. Diversos autores tém proposto uma alteracdo na ecologia microbiana em
pacientes com DII ativa, tendo encontrado um decréscimo significativo no nimero de
bactérias anaerdbicas e lactobacilos (Fabia et al., 1993). Além disso, o epitélio destes
pacientes apresenta um maior numero € concentragdo de bactérias, tanto intracelulares
como nos biofilmes que o cobrem em relacdo a individuos sadios (Swidsinski et al.,

2002).

1.2.3. Fatores Imunoldgicos

O processo inflamatorio intestinal comega com a resposta inflamatoria inata, ao
produzir o recrutamento dos leucocitos da corrente sanguinea até o tecido lesionado.
Uma vez no local inflamado, os leucécitos produzem peptideos antimicrobianos e
espécies reativas de oxigénio (EROs), que causam dano tecidual e participam do
recrutamento de outras células do sistema imune. Entre estas células estdo os
macrofagos que uma vez ativados, produzem citocinas proinflamatoérias como fator de
necrose tumoral (TNF-a), interleucina-1p (IL-1p), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8
(IL-8), EROs e oxido nitrico (NO) amplificando a resposta imunitdria da mucosa
intestinal (Kurtovick e Segal, 2004).

Estd inflamagdo aguda evolui para inflamacdo cronica, que se caracteriza pela

presenca de um infiltrado celular, composto por macrofagos, linfécitos e células



plasmaticas. Os macrofagos desempenham um papel chave neste processo pela
quantidade de substancias biologicamente ativas que podem produzir, se esta produgdo
torna-se descontrolada podem produzir efeitos destrutivos. Os linfocitos também
migram para o tecido, atraidos por substincias quimiotaticas liberadas pelos
macrofagos. Na DC os linfécitos secretam principalmente citocinas do tipo Thl (IL-6,
interleucina -2 (IL-2), TNF-a e interferon-gama (INF-y)) e na CU os linfocitos
produzem citocinas do tipo Th2 (interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5) e
interleucina-13 (IL-13)). Nas duas doencas, esses mediadores contribuem ativamente na
cascata patogénica que inicia e perpetua a resposta inflamatdria no intestino (Sartor,
1997).

Na inflamagao crdonica ocorre aumento da atividade proliferativa das células, que
pode dar origem a situagdo de metaplasia e a mudangas irreversiveis na diferencia¢do
celular. A inflamagdo atuando diretamente como um agente genotoxico, favorece o
aparecimento de mutagdes € a0 mesmo tempo ¢ capaz de romper o controle celular,
permitindo a divisdo do DNA danificado (Grifftiths et al., 1997).

Isto pode ser a explicacdo para o fato de pacientes com DII possuirem maior
propensdo para o desenvolvimento de cancer de codlon. Estima-se que a incidéncia de
cancer de célon em pacientes com DII é de 3,7% aproximadamente. O risco de cancer
de coélon aumenta com a dura¢do da DII. Assim, individuos com 10 anos de DII tém
2%, com 20 anos tém 9% e com 30 anos tém 19% de desenvolver cancer de colon. O

desenvolvimento deste tipo de cancer € responsavel por 1/3 das mortes associadas a CU

(Krok e Lichteinstein, 2004).

2. Tratamento

Os objetivos principais do tratamento das DII sdo de promover a remissdo do
ataque agudo e reduzir a incidéncia de recidivas. Sdo utilizados farmacos cléassicos
como os aminossalicilatos, corticdides, imunossupressores € antibidticos, além das
novas terapias bioldgicas desenvolvidas nos ultimos anos.

Os aminossalicilatos sdo farmacos que contém em sua estrutura a molécula do
acido 5-aminossalicilico (5-ASA). O primeiro firmaco utilizado foi a sulfassalazina,
que constitue na associagdo da molécula de sulfapiridina através da ligagdo tipo azo
com o 5-ASA. A sulfapiridina atua como molécula transportadora (promovendo a

disponibilidade do 5-ASA no célon, prevenindo sua absor¢do e seu metabolismo no



intestino delgado). Assim, o 5-ASA ¢ liberado no c6lon devido a acdo das azobactérias
que rompem a ligacdo “azo” (Svartz, 1942). A sulfassalazina apresenta dois problemas:
em primeiro lugar, a molécula de sulfapiridina é responséavel pela maioria dos efeitos
adversos que ocorrem com a administragdo deste fairmaco, e em segundo lugar ndo ¢
ativa na DC que afeta o intestino delgado. Por isso, Beltran et al. (1997) tem sugerido
novas formas de transportar a molécula de 5-ASA:

a) Liberacdo controlada: a molécula de 5-ASA ¢ recoberta por uma resina acrilica
que se dissolve em valores de pH superiores a 6 e 7.

b) Dimero composto por duas moléculas de 5-ASA unidas por uma ligagdo azo
(olsalazina) que requer a redugdo bacteriana para romper-se e liberar o principio
ativo.

¢) Administragdo de 5-ASA em forma tdpica intraretal (enemas, supositorios ou
gel).

O mecanismo de acdo da sulfassalazina ndo estd totalmente elucidado, porém
diferentes estudos in vitro tém demonstrado seu efeito modulador sobre a sintese e
liberacdo de leucotrienos (LTB4) e prostaglandinas (PGE2), sobre a produgdo de
determinadas citocinas proinflamatdrias (TNF-a, interleucina-1 (IL-1) e interleucina
(IL-2)) e sobre a produgdo de EROs (Nikolaus et al., 2000). Sdo necessarias
concentragdes elevadas do farmaco na luz intestinal para poder exercer seu efeito
terapé€utico, por isso sdo preferiveis formas farmacéuticas que liberem localmente o 5-
ASA na mucosa intestinal.

Os aminossalicilatos sdo indicados no caso de inflamacéo intestinal leve, tanto
na CU quanto na DC (Stein e Hanauer et al., 2000) e na manuten¢do da remissdo da CU
(Sutherland et al., 2000). Seu papel na manutengdo da DC ¢é questionavel (Lochs et al.,
2000; Sutherland et al., 2000). Possui como efeitos colaterais anemia hemolitica,
agranulocitose, reagdes na pele, hepatite, artrite, pericardite, pancreatite, pleurite, febre,
pancitopenia, infertilidade masculina reversivel, intolerdncia gastrica e cefaléia
(Ransford e Langman, 2002).

Os corticoides atuam através da inibicdo da transcricdo de interleucinas, da
supress@o do metabolismo do acido araquidonico e da estimulagdo da apoptose dos
linfécitos da lamina prépria do intestino (Franchimont et al., 2003).

A prednisona, prednisolona e a metilprednosolona, sdo os farmacos utilizados
nos casos moderados a grave da DII e nos casos de pacientes que ndo respondem a

terapia com os aminossalicilatos (Hanauer e Sandbord, 2001). Os corticdides, devido



aos seus efeitos secundarios, ndo constituem o tratamento adequado para manter a
remissdo da DII. De forma geral, cerca de 20% dos pacientes com DII se tornam
dependentes de seu uso continuo, e outros 20% refratarios aos mesmos (Munkholm et
al., 1994). A dependéncia aos esterdides usualmente se aplica a pacientes que ndo
toleram a redugdo de doses ou que rapidamente exacerbam a doenga apos a suspensio
dos mesmos.

Consequentemente, a dependéncia aos corticosterdides em pacientes com DII é
um grande problema clinico. A maioria dos efeitos adversos dos esterdides estdo
relacionados a dose e a duragdo da terapia. Geralmente terapias com corticosterdides
sdo bem toleradas durante pouco tempo. Quando a terapia se prolonga por um periodo
de tempo maior e/ou é dada em altas doses, podem aparecer complicagdes cutaneas,
oculares, endocrinologicas, musculoesqueléticas, gastrointestinais e infecciosas
(Ardizzone et al., 2002). Felizmente, um novo grupo de corticosterdides oferece uma
alternativa terapéutica vidvel aos corticdides tradicionais, com efeitos adversos menos
graves e menos frequentes. A budenosida € o unico glicocorticoide ndo sistémico
disponivel para o tratamento da DC, sendo seu efeito superior aos salicilatos (Gomollon
et al., 1999). Comparado as preparagdes convencionais este farmaco sofre metabolismo
hepatico de primeira passagem o que leva a uma menor biodisponibilidade sistémica e a
uma melhora na seguranga e¢ no perfil de tolerabilidade. No entanto, ndo tem
demonstrado eficdcia na manutengdo da DC por periodos superiores ha um ano
(Ferguson et al., 1998). Todavia ja foi comprovado sua eficacia na CU ativa (Kokman
etal., 2004).

A justificativa da utilizagdo dos imunossupressores nos ultimos anos é baseada
no fato de ocorrer inumeras altera¢des imunoldgicas na DIL E indicada nos casos de
corticodependéncia e doenga fistulosa. Azatioprina (AZA), metotrexato e ciclosporina
sdo exemplos de farmacos imunossupressores.

A AZA ¢ metabolizada in vivo formando 6-mercaptopurina (6-MP), a qual pode
sofrer duas vias metabdlitas distintas: degradagdo em metabolitos inativos ou geracdo de
acido tioinosinico, nucleotideo derivado da 6-tioguanina (Lennard, 2002). O &cido
tioinosinico se acumula intracelularmente e € considerado o metabdlito ativo
responsavel pelos efeitos citotoxicos destes fArmacos, o qual que inibe a sintese células

de purinas, a sintese de RNA e DNA, assim como a replicagdo cromossdmica.



Tanto a AZA quanto 6-MP sdo eficazes na indu¢do da remissao € na manutencao
da DC e da CU (Pearson et al., 1995). O efeito secundario mais preocupante a longo
prazo é o aparecimento de neoplasias.

O metotrexato ¢ utilizado na DC ativa ¢ na manutencdo da remissdo em caso de
intolerancia ou falta de resposta ao tratamento com AZA e com 6-MP (Feagan et al.,
1995). Seu mecanismo de agdo ndo ¢ totalmente conhecido, sabe-se que inibe a sintese
de citocinas e de eicosanoides (Fraser, 2003).

A ciclosporina ¢ utilizada em pacientes com DC que possuem fistulas, inibindo
de forma seletiva as células CD4" e a liberagdo de citocinas (Present e Lichtiger, 1994).

O termo terapia bioldgica engloba diferentes atuagdes terapéuticas que tem em
comum atuar em pontos isolados do processo inflamatorio intestinal. Podem bloquear a
atuacdo de citocinas proinflamatérias como TNF-a, INF-y, IL-6 ou interleucina-7 (IL-7)
e inibir molécula de adesao.

O infliximab ¢ um anticorpo monoclonal anti-TNF quimérico (camundongo-
homem). O CDP571 e o adalimumab (o CDP870) sdo anticorpos monoclonais anti-
TNFa com maior propor¢do humanizada. Os trés s@o usados na remissao da DC ativa
(Targan et al., 1997; Sandborn et al., 2004), além disso o infliximab tem demonstrado
ser eficaz na manuten¢@o da remissdo a curto prazo (Hanauer et al., 2002).

O TNF-a exerce seus efeitos prdinflamatorios através de sua unido com
receptores transmembrana especificos, p55 € o p75. Etanercept € uma proteina formada
da unido da por¢do Fc de uma imunoglobulina humana com os receptores p75 soluveis
e onercept ¢ uma forma recombinante humana do receptor p55 solivel. Ambos
neutralizam a atividade bioldgica do TNF-a por unido tanto a sua forma soliivel como a
ligada 2 membrana, e evitam a unido do TNF-a a seus receptores ativos. Entretanto, o
etanercept ndo ¢ efetivo na indugdo da remissdo em pacientes com DC ativa (Sandborn
etal., 2001).

Os pesquisadores estdo desenvolvendo anticorpos contra outras citocinas
prdinflamatorias, como por exemplo, o MRA, um anticorpo monoclonal humanizado
contra o receptor soluvel IL-6 (IL-6R). Os pacientes com DC tem elevada concentragdo
de IL-6R (Reinecker et al., 1993), e o tratamento com MRA tem demonstrado bons
resultados (Ito et al., 2004).

O INF-y e a interleucina (IL-12) sfo também citocinas importantes no
desenvolvimento da resposta imune Thl (Lim e Hanauer, 2004). Tanto o fontolizumab,

anticorpo monoclonal humanizado anti-INF-y (Reinisch et al., 2006), como o J695



(ABT-874) anticorpo monoclonal humanizado anti-IL-12 (Mannon et al., 2004) tem
sido efetivos na DC ativa.

Muitos agentes sdo desenvolvidos para inibir os processos de ativagdo e
proliferacdo dos linfécitos. Neste sentindo, a terapia anti-CD4 com o uso de anticorpos
monoclonais como cM-T412, MAX. 16H5 e BF-5, tem induzido a remissdo da DC e da
CU (Ardizzone et al., 2002). Com o objetivo de inibir a proliferacdo de linfocitos T foi
desenvolvido um anticorpo contra o receptor soluvel IL-2 (IL-2R), daclizumab ou
basiliximab, tendo bons resultados na CU (Van Assche et al., 2003).

Outro mecanismo de a¢do da terapia biologica ¢ a inibi¢do de moléculas de
adesdo. O recrutamento de células inflamatérias da circulagdo sist€émica é considerado
uma etapa critica da amplificagdo da resposta inflamatoria. O natalizumab ¢ um
anticorpo monoclonal de camundongo humanizado contra a a4-integrina, que inibe,
portanto, a migracdo endotelial. Este tratamento tem sido usado para a inducdo da
remissdo, tanto na DC (Gordon et al., 2001) quanto na CU (Gordon et al., 2002).

Dada a importancia do equilibrio na microbiota intestinal no controle da
resposta imunoldgica local e sistémica, pode-se justificar a utilizagdo de bactérias em
pacientes com DII, este tipo de tratamento ¢ denominado probidtico. Este tratamento faz
referéncia a um suplemento alimentar com microorganismos vivos que afeta de forma
benéfica o hospedeiro melhorando o equilibrio da microbiota intestinal (Macfarlane e
Cummings, 2002). Este tipo de tratamento também tem demonstrado a importancia da
composig¢do da flora presente no limen intestinal, porque certos probidticos sdo capazes
de modular o sistema imune, proporcionando ao hospedeiro um aumento de sua
resisténcia frente a microorganismos patogénicos (Borruel, 2003).

Os lactobacillus tém sido estudados em varios modelos experimentais ¢ também
na clinica para estudar suas ac¢des na colite. Lactobacillus casei inibe a produgdo de IL-
6 em culturas de células da lamina propria intestinal estimulada com LPS (Matsumoto
et al., 2005). Lactobacillus GG melhora a fung@o da barreira intestinal pela inibi¢do da
apoptose das células epiteliais intestinais (Gotteland et al., 2001) e previnem a recidiva
da colite em camundongos transgénicos (HLA-B27) apds tratamento com antibiotico
(Dieleman et al., 2003).

Varias cepas de Bifidobacterium (breve, catenulatum, longum e infantis)
resultou na melhora da inflamacdo intestinal induzida por dextran sulfato de sodio

(DSS) em camundongos (Setoyama et al., 2003; Osman et al., 2004).



Os antibidticos sdo utilizados no tratamento dos abscessos que complicam a DC,
no tratamento das fistulas, no desenvolvimento bacteriano e no tratamento das
inflamagdes inespecificas das bolsas ileais (“bolsites”) (Shen et al.,, 2008). O
metronidazol e o ciprofloxacino s3o os antibioticos mais comumente usados, o
metronidazol ¢ util como terapia primaria no tratamento de pacientes com DC
(Sutherland et al., 1991) e o ciprofloxacino ¢ efetivo também na DC ativa (Arnold et al.,
2002).

Outro tipo de tratamento utilizado nas DII sdo os prebidticos. Define-se
prebidtico como “um ingrediente ndo digerivel que afeta de forma benéfica o
hospedeiro mediante a estimulacdo do crescimento de um niimero limitado de bactérias
no colon” (Schrezenneir e de Vrese, 2001). Neste sentido, os critérios para definir um
prebiotico sdo: resisténcia a digestdo no intestino delgado, hidrdlise e fermentagdo pela
flora col6nica e estimulagdo seletiva do crescimento de bactérias no cdlon. Os
prebidticos podem ter diferentes atividades como antiinflamatdrios, anticarcinogénicos,
antiosteoporopticos, antimicrobianos e hipolipidémicos (Swennen et al., 2006).

O efeito prebiotico de um carboidrato esta relacionado a sua capacidade de
estimular a proliferacdo de bactérias “saudaveis” (Bifidobacterium, Lactobacillus) e nio
estimular a proliferagdo de bactérias “ndo-saudaveis” (Bacteroides, Clostridium, E.
coli). As bifidobactérias sdo bactérias presentes em grande numero na populagdo
bacteriana intestinal adulta. Este grupo de bactérias tem mostrado efeitos benéficos,
como a sintese da vitamina B, inibi¢do de bactérias patogénicas, diminui¢do do pH
intestinal, diminui¢do do colesterol, prote¢do de infec¢des intestinais, estimulagdo da
funcio intestinal e melhora da resposta imune (Rastall, 2004).

Desta forma, varios pesquisadores demonstram os efeitos das fibras dietéticas no
processo inflamatdrio intestinal. A maioria dos estudos experimentais com fibras
dietéticas associa o seu efeito terapéutico a uma maior producdo de acidos graxos na luz
intestinal (Videla et al., 2001).

A ingestdo de fibra dietética pode exercer outras agdes que também podem
contribuir para o efeito antiinflamatorio intestinal. Diferentes estudos in vitro mostram a
capacidade de fibras dietéticas atenuarem a produgdo de citocinas proinflamatorias,
incluindo IL-6, IL-8 ¢ TNF-a (Rodriguez-Cabezas et al., 2002, 2003, Kaunauchi et al.,
1999).

A lactulose foi estudada no modelo de colite induzida por TNBS em ratos,

demonstrando efeito antiinflamatério intestinal. Este efeito foi associado a reducdo da



atividade da mieloperoxidase, a diminuicdo da producdo de TNF-a e de leucotrieno B e
também por ter aumentado o nimero de bifidobactérias e de lactobacillus no célon

(Camuesco et al., 2005).



CAPITULO 3

ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA INTESTINAL DA CUMARINA E DA 4-
HIDROXI-CUMARINA NO MODELO DE COLITE INDUZIDA POR ACIDO
TRINITROBENZENOSULFONICO (TNBS) EM RATOS.

A cumarina e a 4-hidroxi-cumarina foram testadas no modelo de colite induzida
por acido trinitrobenzenosulfonico (TNBS) em ratos em duas condigdes experimentais:
aguda e cronica com recidiva. Este estudo originou o artigo “Intestinal Anti-
inflammatory  activity of coumarin and  4-hydroxycoumarin in  the
trinitrobenzenesulphonic acid model of rat colitis”. Biological Pharmaceutical Bulletin.

v.31(7), p.1343-1350, 2008.
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Intestinal Anti-inflammatory Activity of Coumarin and
4-Hydroxycoumarin in the Trinitrobenzenesulphonic
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Coumarins represent an important class of phenolic compounds with multiple biological activities, includ-
ing inhibition of lipidic perosidation and sewtrophil-dependent anion superoside peneration, anti-inllammatory
and immunesuppressor actions, All of these proprictics are essential for that & drug may be used in the treat-
ment of inflammatory bowel disease. The present study examined intestimal antl-Inflammatory activity of
coumuarin and its derivaiive, the d-hydroxveonmarin on experimenial wleerntive colitis in rais. This was per-
Tormed in two dilferent experimental settings, Le. when the colonic mucosa i intact or when the mucosa is in
process of recovery after an initial insult, The results obtained revealed that the coumarin and 4-hydroxy-
coumuarin, at doses of § and 23 mg/kg, significantly attenoaied the colonic damage indoced by trinitrobeneenesul-
phonie acid (TNBS) in both situations, as evidenced macroscopically, micrascopically and biochemically, This ef-
fect was related to an improvement in the colonic oxidative status, since coumarin and 4-hydroxyconmarin pre-

vented the glutathione depletion that occurred as a consequence of the colonic inflammation.
Key words  coumaring 4hydroaycoumaning rat colitis; colitis relapse

Inflammatory bowel discasez (IBD) refer ezsentially two
different but closely related conditions, ulcerative colitis and
Crohn's disease. These disorders are characterized by in-
crease mflux of :m:ulrulphih and increased production of in-
flammatory mediators."’ Although 1BD etiology is poorly un-
derstond, there is evidence that is imvolves immune, genetic
and environmental factors, which is related to the initiation
and progression of colitis,™ These are probably related to an
abnormal exacerbated immune response 10 otherwise innocu-
ous stimuli which is not properly abrogated by the feedback
system that normally downregulates the mucosa response i
luminal factors,” As a conscquence, increascd numbers of
inflammatory cells are found in arcas of imestine with
chronic inflammation, resulting in an overproduction of vari-
ety of promflummatory  mediotors, such s ewcosanoids,
platclet activating factor, cytokines and reactive oxygen and
nitrogen metabolites.' ™ The oxidative stress through an ex-
cessive release of reactive oxygen species (ROS) has been
proposed o play a key role in IRD pathogenesis." Consid-
cring this, the use of anticxidant compounds may be useful in
limiting damage in IBD. In fact, it has been propoged that an-
tioxidant activity may be responsible for the beneficial effects
showed by S-aminosalycilate derivatives in human [BDY

The acwal therapeutic treatments of IBD include drugs,
such as S-aminosalicylic acid derivates, systemic or local
glucocoricoids and anti-TNF agents that exert beneficial ef-
feets through a combination of different mechanisms which
result in the down-regulation of the exacerbated immune re-
sponse that characterizes these diseases. However, the char-
acteristies of this inflammatory process imply the use of
these drugs dunng prolonged time penods, and unfortu-
nately, these drugs are not devoid of potentially serious side
effects which limit their use.” For this reason, the develop-
ment of new drug treatments that combine efficacy and
safety is an important goal i TR therapy.
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Previous studics have shown the beneficial effects of dif-
ferent antioxidant compounds in experimental models of rat
colitis, including flavonoids like quercitrin, rotoside, maorin,
diosmin and hesperidin,'™ vitamin E'" and tempol.'™ Re-
cemtly, a nawral antioxidant izocoumarin displaying chemical
features similar those of flavonoids has been its protective ef-
fects described in & model of mt colitis."™ In fact, similarly 1o
flavonods and 1socoumann, several coumaring showed an-
tioxidant activity and represents a potential active com-
pounds class for IBD prevention or treatment, but none stud-
ies with these compounds were performed in expenmental
models of coliis, The coumanns (also known as benzopy-
rones) consist of fused benzene and e-pyrone rings and form
a large class of phenolic compounds, Tt is present in plants,
fungi and bacteria,'" and has been reported 1o have many bi-
ological activitics without cvidence of toxicity,”™ including
reduction of tissue oedema and inflammation.” In addition,
coumarnin and two of it mono-hydroxylated denivatives (4-
Iydroxycoumarin and  7-hydroxycoumarnin) inhibit - prosta-
glandin biosynihesis."”

Conzidering the data above, it is plausible that the
coumarin and its derivative, the 4-hydroxycoumarin, may be
helpful in intestinal diseases treatment due its anti-inflamma-
tory action. This prompied us to investigate the effects of
coumarin and 4-hydroxycoumarin in the experimental model
of rat colitis induced by trinitrobenzenesulphonic  acid
(THBE), a rat model of intestinal inflammation that has some
histological and biochemical features of the human dis-
ease."™ For this purpose, we assayed the effects of coumarin
and ils derivative 4-hydroxycoumarin in preventing the acute
inflammatory response indeced by TNBS in two different ex-
perimental setting, fe. when the colonic mucosa is intact or
when the mucosa is healing after an initial insult.
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MATERIALS AND METHODS

Drugs Preparation Coumarin and 4-hydroxycoumarin
(Fig. 1) and sulphasalazine were provided by Sigma Chemi-
cal and suspended in sunflower oil. It was prepared freshly
each time for animal administration.

Animals Male Wistar rats (180—200g) obtained from
the Laboratory Animal Service of the Sio Paulo State Uni-
versity (UNESP-Botucatu) were housed in makrolon cages
(4 rats per cage) and maintained in air-conditioned animal
quarters with a 12h light-dark cycle and air-filtration. Ani-
mals had free access to water and food (Bio Base). The study
was carried out in accordance with “Guide for the care and
use of laboratory animals™ as promulgated by the Animal
Experimental Commitiee of the Sio Paule State University,

Experimental Design  Colitz waz  induced by the
method eriginally described by Morris ev al'™ Animals were
fasted overnight and anacsthetized with halothance. Under
anesthesia, they were given 10mg of TNBS dissolved in
0.25ml 50% cthanol (v/v) by means of a Teflon cannula in-
serted B om through the anus. Rats form the non-colitie {nor-
mal) group received 0.25ml of phosphate buffered saline.
Two different protocols were followed:

Acute Colitis: Rats were given 2.5, 5, 10, 25 and 50 mg/kg
per day of coumarin, 5, 10, 25 and 50 mg/kg per day of 4-
hydroxycoumarin orally and 25mg/kg per day of sul-
phasalazine for 3 d before colitis induction as well as 2 and
24h thereafter. Coumarin, 4-hydroxycoumarin and sul-
phasalazine were administered by means of an esophageal
catheter (volume: Sml/kg). Rats from non-colitic and non-
treated colivic groups (TNBS-comtrol group) were orally
administered with wehicle, Animals from all groups (n=3§)
were killed 45h after colitis induction by an overdose of
halothane,

Colitis Relapse: In this protocal, colitis was firstly induced
with [0mg of TMNBS in 30% ethanol, as described previ-
ously, and after 14d animals were given a second dose of
10mg of TNBS in an attempt 10 mimic the relapses common
in human IBD. The animals were divided in zix groups; four
groups were daily orally treated with 5 or 25mpkg of
coumarin or 4=hydroxycoumarin dissolved in sunflower oil,
one group received instead 23 mp'kg of sulphazalazine sus-

e

Fig. 1.
R=0H

Chemical Structure of Coumarin (R=H) and 4-Hydroxycoumarin,

Table 1. Criteria for Assessment of Macroscopic Colonic Damage
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pended in the same vehicle, where as the remaining group re-
ceived vehicle (5 ml/kg sunflower oil). Treatments started 2 h
after the first administration of TNBS and continued until the
day before the animals were killed. Two additional groups
were included for reference: a non-colitic group and a colitic
group, receiving the latter only the first dose of TNBS
(TNBS-control group without relapse), both groups were
given the vehicle (5mlkg sunflower oil) orally. Animals
from each group (n=8) were sacrificed after 1, 2 or 3 weeks
of the colitis induction, whereas all animals from the colitic
control group without relapse were sacrificed after 3 weeks.

Assessment of Colonic Damage Animal body weights,
occurrence of diarrhea (as detected by perianal fur soiling)
and total food intake for each group were recorded daily. The
animalz were euthanized by an overdose of halothane, the
colonic segmentz were oblained after laparotomy and the
evenal occurrence of adhesions berween the colon and ad-
Jjacent organs was noted. They were placed on an ice-cold
plate, cleaned of fat and mesentery, and blotted on filter
paper, and the colon was weighed and its length mensured
umder @ constant load (2g). The colon was longitudinally
opened and scored for macroscopically visible damage on a
0—10 scale by two observers unaware of the treatment, ac-
cording to the criteria described by Bell et al.'” (Table 1).
The colon was subsequently divided longitudinally into dif-
ferent pieces to be used for the biochemical determinations:
myeloperoxidase (MPO) activity, alkaline phosphatase (AP)
activity and total glutathione (GSH) content.

MPO activity was measured according to the technique
described by Krawisz et al.™” Samples were suspended in
1 ml of 30 mw phosphate buffer incorporating 0,5% hexade-
cyltrimethylammonium bromide (pH=6.0), and minced with
seissors for 155 on we-cold plate. The resultant suspension
was subsequently dilwted to o final 1:20 wiv mbio and ho-
mogenized for | min with an avlomatic Heidolph homaoge-
nizer, sonicated for 105 and subjected to three freere-thaw
cycles. The homogenates were then centrifuged at 7000g
and 4°C for 10min, and the supernatants were assayed for
MPO activity. The results are expressed az MPO unitz per
gram of wet tissue.

AP activity waz measured spectrophotometrically, using
disodium nitrophenylphosphate (5.5mu) as substrate in
50ms glycine buffer with 0.5 mum MgCl, (pH=10.5)""" Re-
sults are expressed as mU per milligram of protein,

Total GEH content was quantified wath the recycling nssay
deseribed by Anderson, ™ Spmples were thawed, mimeed, di-
lutesd 12200 (wi'v)d i ice-cold 5% (wiv) tricholosoacstic acid
and homogenized. The homogenates were centrifuged at
7000 g for 15 min at 4°C, and the supernatants were used to
quantify glutathione content. The results are expressed as

Score

Criteria

Mo damage

Hyperemia, no ulcers

Lingar ubcer with mo significant inflammation
Linear ulcer with imflamenation at cae site
=1 sites of ulceration/inflansmation

22 major sites of alceration and i

Bole kS — O

or pme sile of ult [
1 N damage covers =2 cm alosg the lengih of the codon, the score is imcreased by | lor cach addii

extending == | cm along the kemgih of ihe colom
1o of vk
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Table 2.

Effects of Coumarin (2.5, 5, 10, 25, 50 mg/kg), 4-Hydroxycoumarin (3, 10, 25, 50 mg/kg) and Sulphasalazine (25 mg/kg) Treatment on Damage

Score, Extension of Lesion, Changes in Colonic Weight and Incidence of Diarrhoea in Acute TNBS Colitis

Group Damage score” (0—10) Extension of lesion™ (cm)  Colonic weight” (mg/cm) Diarrhoea (%)
Non-colitic o*=* 0** 74,33+3.20%* 0.0
TNBS-Control B(7T—10) 4902018 144002645 80°°
Coumarin, 2.5 mg/kg T(6—8)"" 38720337 150.96+9.20" " 100.0""
Coumarin, 5 mg'kg 6.5 (5—8)"* 3.30+0.56%* 129.71x4.15% 17.0*
Coumarin, 10 mg/’kg 15 (69" 4.15%0.50"° 153.34+12,907° 83.077
Coumarin, 25 mg/kg 6(2—8)"" 2.30+0.81**7 1167110957 50.0%7
Coumarin, 50 mg/kg Ti6—9)"" 3.92+039°" 143.28+6.27"" 83077
4-Hydroxycoumarin, 5 mg'kg T(1—8)"" 3.08+0.64%1 12801738 83077
4-Hydroxycoumarin, 10 mg/kg 63— 3020801 12420+627°" 67.0""
4-Hydroxycoumarin, 25 mg/kg 4.5 (07" 1.9820.72%%* 97.44=10.10** 67.07°
A-Hydronyeoumarin, 50 mp kg 0.5 (2—9t 3252080° 120305114874 M
Hulphasalazine, 15 mp'kg 6 {2—In** 2391036 IHLIDEEST™™ -1

a) Sonfe dats afe cxproied &1 modian {range).
+ oL, + + LB v mon=colilic greup.

) Calosic weight dita sre expressed a3 mean=5E M, #p<l 6, ssp<iil, seepiifl v TNRS contred groep,

Table 3. Effects of Coumarin (2.5, 5, 10, 25, 50mgkg), 4-Hydroxycommarin (5, 10, 25, 30mpkg) and Salphasalaziee (25 mpkg) Treament on (Glu-
tatbione (GEH) Conient, Misloperoxidase (MPO) Activity and Alkaline Phasphaiase (AP} Activity in Acute THBS Colitis

Ciroamp G%H content inmal’g tissue) KR nevisdry (LU tissise) AP activity (mlL'mg proteis)
Non-colitk: 2120 T0=00 827 BAT=5 5" 624 =064""
THIFS-Contral 7T 25=40.49 65140 = R0 17.03=131
Coumania, 2.5 mg'kg 1265 =60,60" " GO00T= 21507 15 28=], 147"
Counana, Smgky 006. 762 056" eI PALELE )
Counarin, 10mgky (TEEREEETE TILATz RG0! (XL R K]
Counsana, 25 mgky (kR B EES +ed Ry LI [EE EEE )
Coumann, 3mgky 12722626017 624902 153080 10.33z0%2*
A-Hydroycoumanm, 3 mpky 172790 2 1H9. 25" TN LT LEZESNE b
A-Hylmysoumarin, 1mgky (LR ES R LT AVTERE N 11 A0=243"
4-Hydmonycoumarin, 25 mpkp IT27.66 = 154 Bh** bR S L LY RS ]
A-Hydroyourmarin, S0mgkp 131408 107, 74"~ L3042+ A0 8" 1L8%=] "

Sniphasalarine, 2% mp'kg 1404 7= 44 0=

%0 3488 30 1387=)23%**

Dt are eapivisnd o mess 2 S E M. @ 003, o5 00 v THBS contio] grog, « 0008, =« 001 . serirgoling g

nanomoles per gram wel fissue,

Additional in vitre expeniments were performed in order 1o
test the antioxidant activity of different concentrations of
coumarin and 4-hydroxyeoumarin {I—100 pv). This was
evaluated by inhibition of induced lipid peroxidation in rat
beain membrane, as described previously by Galvez of ol ™"
with some modifications. The Aavonoid quercetin was used
as reference and tested in the same assay system,

Histological Analysls In the acute colitis protocol, rep-
resentative whole gut specimens were taken from a region
2em above the inflamed region of colon. The samples were
fixed in ALFAC solution (80% alcohol, acetic acid and
fornvaldelyde) for 24 h at 4°C. Then the samples were rou
tinely processed for embedding in paraplast, cut into 7 ym-
thick sections and put into histological slides. These sections
were stained with Hematoxylin—Eosin (HE). After staining,
slides were analyzed and photomicrography with a Leica mi-
croscope, associated with Leica Qwin Software (Leica-Eng-
land).

Statistics Analysis Results are expressed as mean*
S.E.M. differences between means were testes for statistical
significance using one-way analysis of variance (ANOVA)
and post hoc least significance tests. Nonparametric data
(score) are expressed as median (range) and were analyzed
with the Mann-Whitney U test. Differences between propor-
tions were analyzed with j° test. Statistical significance was

setat p<D.05,
RESULTS

Acute Colitis  Intracolonic administration of TNBS re-
sulted in colonie inflammation, which was evidenced after
4% h with severe neerosis of the mucosa, typically extending
1.9%—4. M em along the colon, bowel wall thickening and
hyperacmia (Table 2). This inflammatory process was associ-
ated to an increase of colonic weight/Tength ratio and 1o a re-
duction in food intake (data not shown) when compared to
non-colitic rats and to signs of diarrhea in 808 of the colitic
ammals {Table 2). In consequence, a significant reduction in
body weight was observed in colitic animals (12.2%3.1%
weight loss vs. 5.2%0.7% weight gain in non-colitic rats,
p=0.05). The colonic damage was biochemically character-
ized by a 7-fold increase in colonic MPO activity, as an index
of neutrophil infiltration, and by a 3-fold increase in phos-
phatase alkaline (AP) activity and significant colonic glu-
tathione depletion (Table 3), both as consequence of the ox-
idative stress that place in the inflamed colon.

Coumarin showed a beneficial preventative effect in colitic
rats, as evidenced by reduction in the macroscopic damage
score value in comparison with non treated colitic group at
dose of 25 mg/kg (Table 2), but these effect was not related
to counteract GSH content and, MPO and AP activities
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Table 4, Effects of Coumann (5, 25 mg/kg), &Hydroxycounarin (5, 25 mpkg) and Sulphasalazies (25 mg'kgh Treatmend on Damage Score, Extension of
Lesion, Changes in Colonic Weight and Incidence of Disrrhoea in Reactivabed TNES Colitis

Linoup Damapge scone™ (—10) Eatensson of lesion® {em) Cobanic weaight™ [ng/cm) IMarthoea (%)
1 week
Non colitic e o** 84.141.22%* 0
TNBS-Control 6(5—7) 298049 180.04=7.63 75
Coumarin, 5 mg'kg 1 (0—6)* 0.93+042%* 1609551487 83+
Coumarin, 25 mg/kg 55(1—6)" 1652037 190.31+34.7°° 83T
4-Hydroxycoumarin, 5 mg'kg 0.5 (0—2)** 0.3520.16%* 140.00+7.99 83
4-Hydroxycoumarin, 25 mg/kg 3(1—7)** 1.7720.73" 202.91+71.5%%"" 83"
Sulphasalazine, 25 mg/kg 1(0—3)** 0.56=0.20** 130,174,724 s50°
2 weeks
Non colitic e o** 86,32+3,85%* 0
TNBS-Control 4.5 (4—6) L1607 132.49+6.81 25"
Coumarin, 5 mg'kg 1 (0—a4)* 0.33%0.33* 12138275077 337
Coumarin, 25 mg'kg 1(0—4)* 0.25+0,25*% 1385121097 33*
4-Hydroxycoumarin, 3 mg'kg 0.5 (0—1)*** 0** 124.56%6.22 33°
4-Hydroxycoumarin, 25 mg/kg 0(0—4* 0.412026%* 165.98:+34.47" 50*
Sulphasalazine, 25 mg/kg 1.5 (0—3)** 0.73£0.29 136.73£3.237° 0"
3 weeks
Mon colitic [[aa [ 78.99+3 40** ]
TNBS-Control with relapse 4(3—9) 1.60=0.29 137.89=6.70 75*
TNBS-Control without relapse 1(1—1* 0.60+0.23** 106,98 +3.45%%7" 0
Coumarin, 5 mg'kg 4(1—=5)** 1.72£0.30° " 135.15£8427" 83+
Coumarin, 25 mg/kg 25(1—5)" 1.05+0.32° 17695287444 10+
4-Hydroxycoumarin, 5 mg'kg 0.5 (0—1)*** 0.67+0.33* 143.30+£7.7377 83
4-Hydroxycoumarin, 25 mg/kg 0.5 (0—6)** 0.500.50* 152.42+28.1°*° 83"
Sulphasalazine, 25 mg/kg 1(0—3)* 0.26=0.15** 131.68+5384+ s50°
a) Score data are expressed as median (range). &) Colonic weight data are expressed as mean=5 EM. * p<0.05, ## p<0.01, #+# p<0.001 vs. control group; + p<0.05,
++ p0.01, +++ p=0.001 vs. non-colitic group; » p<0.05, » p<0.01 vs. control without relapse group.
Table 5. Effects of Coumarin (5, 25 mg/kg), 4-Hydroxycoumarin (5, 25 mg/kg) and Sulphasalazine (25 mg/kg) T on Glutathi (GSH) Content,
Mieloperoxidase (MPO) Activity and Alkaline Phosphatase (AP) Activity in Reactivated TNBS Colitis
Group GSH content (nmol/g tissue) MPO activity (U/g tissue) AP activity (mU/mg protein)
1 week
Non colitic 1714.10£62.14** 67.05+582%* 4.77+0.43%*
TNBS-Control 1141.04+75.21 815501596 1594243
Coumarin, 5 mg/kg 939.54=1089"" 81299213377 12.95£2.09°
Coumarin, 25 mg'kg 1441 81108977 109319183677 19372334
4-Hydroxycoumarin, 5 mg'kg 1378.22+109.7 379.09+39.79% 14,320,787
4-Hydroxycoumarin, 25 mg/kg 109792+ 144.1"" 969.22+201.7"" 16.89+2.62""
Sulphasalazine, 25 mg/'kg 1783.03£172.2** 457.23+71.57%" 11.01+£0.87"
2 weeks
Non colitic 2123.19+96.81** 56,48+2.90** 3.76+0.29%*
TNBS-Control 1547.65+33.42 B5.70£3.73 7142033
Coumarin, 5 mg/kg 176499+ 188.8 BL13x111 6352195
Coumarin, 25 mg'kg 183532 166.1 66.47=9.30 6.681.06
4-Hydroxycoumarin, 5 mg/kg 2416.25+209.8%* 66,60+12.78 5.76%1.10
4-Hydroxycoumarin, 25 mg/kg 232077+ 148.4%* 119.04+33,1977 6.97%1.55
Sulphasalazine, 25 mg/kg 1933.06+111.3* 68.55x10.2 5.65+046%"
3 weeks
Non colitic 2136.99+37.45%* 60,434 20%* 3.66+0.29%*
TNBS-Control with relapse 1634.57+84.07 195.33=37.8 6.66=0.41
TNBS-Control without relapse 2121.66+38.82%* 100.94+6.83 4.52+0.24
Coumarin, 5 mg/kg 2080.03£154.7** 230.02+41.6° 0" 5132046
Coumarin, 25 mg'kg 2001.74+90,04* 201213787 5.74=0.70°
4-Hydroxycoumarin, 5 mg'kg 208288+ 186.3** 127.44+17.78 6.60+0.62
4-Hydroxycoumarin, 25 mg/kg 2153.19:£114.5%* 1354322158 6.68+1.61"
Sulphasalazine, 25 mg/kg 1906.81 +47.99%* 136.95=16.13 5.06£0.64

Date are expressed as mean S EM. # p<<0.05, ## p<0.01 vs. control group; + p<<0.05, + + p<<0.01 vs. non-colitic group; * p<0.05, #» p<0.01 vs. control without relapse.

Sulphasalazine treatment of colitic rats, at the dose of to counteract the giutathione depietion that occurred one
25 mg/kg, also showed a preventative effect in the colitis re- week after the second administration of TNBS; however, no
lapse induced by the second administration of TNBS, evi- significant modifications were observed on MPO and AP ac-
denced by reduction of damage score and extension of lesion tivities in comparison with the corresponding control animals
(Table 4). Biochemically, sulphasalazine treatment was able (Table 5).



The in vitro antioxidant experiments performed showed
that coumarin and 4-hydroxycoumarin did not exert a con-
centration-dependent inhibitory effect on the lipid peroxida-
tion induced in rat liver membranes.

DISCUSSION

Colitis induced by intracolonic instillation of TNBS mani-
fests many of the histological and clinical features of colonic
inflammatory bowel disease.'™ This model of colonic ulcera-
tion and transmural inflammation of the mucosa®” has been
employed to study the pathogenesis of colonic inflammation
and to investigate potential treatments of IBD.

The present study shows the preventative effect exerted by
coumarin and 4-hydroxycoumarin in ameliorating the
colonic insult induced after intracolonic administration of
TNBS/ethanol to rats in two different experimental condi-
tions. In the first approach, the preventative intestinal anti-in-
flammatory activity of coumarin (5, 25 mg/kg), 4-hydroxy-
coumarin (5, 10, 25 mg'kg) and sulphasalazine (25 mg/kg)
was evidenced macroscopically by reducing the extent and
severity of the colonic lesions in the acute phase of the in-
flammatory process induced by TNBS/ethanol. Oral adminis-
tration of sulphasalazine and of coumarin did not decrease
the colonic weight/length ratio. The lack of an effect on this
ratio can be explained based on the severe and too extensive
colonic damage induced by TNBS/ethanol, which is difficult
to overcome by pharmacological treatment as has been previ-
ously suggested.”” On the other hand, the preventative effect
of 4-hydroxycoumarin (25 mg/kg) in the acute colitis was as-
sociated with decrease of the colonic weight/length ratio. The
anti-inflammatory activity of coumarin (5, 25 mg/kg) and 4-
hydroxycoumarin (50 mg/kg) in the acute colitis was also re-
lated to decrease of the incidence of diarrhoea, thus indicat-
ing a restoration of the absorptive ability of the colon which
is profoundly altered as a consequence of the inflammatory
process.”® The sulphasalazine (25 mg/kg) did not decrease
the incidence of diarrhoea from colitic animals, as demon-
strate by Galvez et al.*” These beneficial effects of coumarin
(5 mg/kg) and 4-hydroxycoumarin (25 mg/kg) were also con-
firmed biochemically by measurement of MPO activity in the
damaged colon. MPO, an enzyme predominantly found in
the azurophilics granules of neutrophils, is a biochemical
marker of neutrophil infiltration, and its activity measure-
ment has been widely used to detect intestinal inflammatory
process.”*” Reduction of this enzyme activity can be inter-
preted as a manifestation of the anti-inflammatory property
of a given compound.?® Colonic tissue MPO activity,
markedly elevated in TNBS control animals, was signifi-
cantly decreased in rats pretreated with coumarin (5 mg/kg)
and 4-hydroxycoumarin (25 mg/kg), suggesting an anti-in-
flammatory activity of these coumarins.

Human IBD is characterized by an increased expression of
markers of differentiation® and AP has been considered a
phenotypic marker of differentiation, which is up-regulated,
in experimental chronic diarrhea.”” Moreover, the colonic
tissue AP activity has been used to differentiate Crohn’s dis-
ease from ulcerative colitis, because their AP enzymatic ac-
tivity to be higher than Crohn’s disease.’” In the present
study it was observed a higher AP activity in the colon from
colitic animals compared to the non-colitic animals from
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acute intestinal inflammation model induced by TNBS/
ethanol, as well as demonstrated by Cruz et al.*” The intesti-
nal anti-inflammatory effect of coumarin (5, 50 mg/kg), 4-
hydroxycoumarin (5, 10, 25 mg/kg) and sulphasalazine (25
mg/kg) was evidenced also by the significant reduction of the
AP enzymatic activity compared to control animals.

Oxygen reactive species (ROS) have been proposed to
play a key role in the pathophysiology of intestinal inflamma-
tion.”” The main sources of reactive oxygen metabolites in
the inflamed mucosa are activated phagocytic leukocytes,
capable of producing superoxide and a cascade of various
species leading to a very reactive hydroxyl radical and perox-
ide. The xanthine oxidase pathway in colonocytes also pro-
duces superoxide anion by conversion of xanthine/hypoxan-
thine to uric acid. A third possible source is the oxidation of
arachidonic acid either through the lipooxygenase reaction,
producing leukotrienes, or the prostaglandin generating cy-
clooxygenase reaction.’® GSH plays a key role in controlling
the redox state of the cell through several mechanisms, in-
cluding scavenging of ROS and keeping the enzyme GSH
peroxidase in a reduced state’™ Decreased GSH levels,
which are indicative of oxidant stress, have been detected in
human®® and experimental colitis.'**™*¥ Indeed, it has been
reported that GSH supplementation improved oxidative dam-
age in TNBS colitis.’” Pretreatment with coumnarin (5 mg/kg)
and 4-hydroxycoumarin (5, 10, 25 mg/kg) in the acute phase
of the inflammatory process induced by TNBS/ethanol, pro-
tected against colonic GSH depletion and restored the levels
toward the normal value. This counteraction on colonic GSH
depletion may be related to the action of these compounds as
inhibitors of prostaglandin biosynthesis,'” since one of the
sources of production of free radicals is the oxidation of
arachidonic acid either through the lipooxygenase or cy-
clooxygenase reactions.*” The intestinal anti-inflammatory
effect was evidenced microscopically, since treated rats
showed a good preservation in the colonic cytoarchitecture
compared to the corresponding control group.

In the acute phase of colonic inflammatory process, the
protective effects of coumarin and 4-hydroxycoumarin were
not dose-dependent. Several poliphenolic compounds, partic-
ularly flavonoids, also shown non dose-dependent response
in TNBS model of rat colitis, probably due to produce in
lower doses antioxidant effects and higher doses pro-oxidant
effects."**"#*—#2 In addition, several phenols have a dual ef-
fect on prostaglandin H synthase, with low concentrations
stimulating and high concentrations inhibiting this en-
zyme.*” Phenols stimulate prostaglandin H synthase by act-
ing as reducing substrates for the oxidized intermediates of
prostaglandin biosynthesis, thereby accelerating the per-
oxidase cycle and by functioning as electron-donating co-
substrates for the peroxidase component of prostaglandin
synthase. Phenols inhibit the cyclooxygenase-2 activity by
competing for the arachidonic acid-binding site and by
competitive reduction of prostaglandin H synthase.*” Since
coumarins are poliphenolic compounds with important ef-
fects on oxidative stress and ulcerative colitis is mediated by
reactive oxygen species, it is possible that these class of natu-
ral substances produces dual effects. On the other hand, in-
flammation is a multicomponent system that involves a net-
work of cellular crosstalk and control. However, the anti-in-
flammatory effect produced by both coumarins will be re-
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lated to distinct mechanisms of action of these compounds
on distinct inflammatory mediators.

The model of colitis by intracolonic instillation of TNBS
has some limitations given that once TNBS has been admin-
istered intracolonical the inflammatory status resolves spon-
taneously with time until complete healing of the colonic
mucosa, and this is not the situation in human IBD. However,
Gilvez et al.* has reported a model of reactivated colitis
similar to the protocol used in the present study.

The second intracolonic administration of TNBS effec-
tively resulted in a reactivation of the colonic inflammatory
response, as evidenced by the alteration in all the macro-
scopic and biochemical parameters of inflammation evalu-
ated when compared with animals without relapse. The re-
sults demonstrated that oral administration of coumarin
(5 mg/kg) after colitis induction significantly reduced macro-
scopic colonic damage score and extension of lesion at one
and two weeks when compared to the corresponding TNBS-
control groups. Moreover, the treatment with 4-hydroxy-
coumarin was more effective than coumarin, since both the
doses studied, reduced the macroscopic colonic damage
score and the extension of lesion at one and two weeks and
prevented the macroscopic damage caused by the second
dose of TNBS, similar to oral administration of sul-
phasalazine. The oral administration of coumarin (5 mg/kg)
did not prevent the macroscopic damage in the relapse in-
duced by second dose of TNBS. These beneficial effects of
4-hydroxycoumarin (25 mg/kg) and sulphasalazine were as-
sociated with decreasing of the colonic weight/length ratio at
one week. In addition, these compounds were able to alter
the extent of neutrophil infiltration into the colon one week
after TNBS administration, as determined by tissue MPO
activity reduction. The reduction of neutrophil infiltration
seemed to be a consequence of the accelerated healing of
colonic ulcers, facilitating the elimination of neutrophil accu-
mulation from the inflamed colon.

Similarly to the acute experimental setting, the anti-in-
flammatory effect exerted by coumarin and 4-hydroxy-
coumarin at doses of 5 and 25mg/kg in chronic colitis was
related to protective effect against GSH depletion, including
in rats that undergo relapse. These results demonstrate that
protection against oxidative insult may play a key role in the
chronic anti-inflammatory activity of coumarin and 4-hy-
droxycoumarin.

In conclusion, coumarin and 4-hydroxycoumarin treatment
partially prevents the colonic damage induced by TNBS in
rats, both when the mucosa is intact and when the mucosa
has been previously damaged and is in progress of recovery.
This effect may be associated to an improvement on intes-
tinal oxidative stress since treatments were able to inhibit
glutathione depletion, but other pharmacological effects of
coumarin and its derivative 4-hydroxycoumarin may be in-
volved in this effect. Indeed, the presence of hydroxyl radical
at C-4 in molecules of coumarin improves anti-inflammatory
effect as evidenced by treatment of colitic animals with 4-hy-
droxycoumarin, in which produced beneficial effects when
colonic mucosa was intact and when the mucosa is healing
after initial insult, as well as prevented colitic animals from
the impact of the colitic relapse.
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cumarina citadas no artigo acima (Luchini et al., 2008), nosso grupo de pesquisa,



posteriormente estudou novos mecanismos de agdo envolvidos na atividade
antiinflamatoéria intestinal destas cumarinas. Foi analisado se a cumarina e a 4-hidroxi-
cumarina interferem na sintese de citocinas proinflamatorias envolvidas na colite
experimental ¢ humana. Neste sentido foram feitos testes in vitro e ex vivo utilizando
trés linhagens de células: Caco2, RAW 264.7 e linfocitos de camundongos, onde foram
dosadas IL-8, IL-1p, IL-2 e INF-y no sobrenadante destas culturas celulares.

A metodologia e os resultados destes ensaios estdo descritos abaixo.

2. Material e Métodos

2.1. Cultivos Celulares

Foram utilizados trés tipos de linhagens de células: célula de adenocarcinoma de
c6lon humano (Caco2), macrofagos de camundongo (RAW 264.7) e célula de cultivo

primério (linfécitos de bago de camundongo Balb’C).

2.1.1. Célula de Adenocarcinoma de C6lon Humano (Caco2)

Como modelo de epitélio intestinal, foi utilizada a linhagem de célula Caco2,
que ¢ uma linhagem de célula de adenocarcinoma de c6lon humano, a qual foi obtida do
Servico de Cultivos Celulares da Universidade de Granada-Espanha. Estas células
foram mantidas a 37° C, com 5 % de CO, atmosférico, e cultivadas em meio de cultura
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado com L-glutamina (2
Mm), penicilina/estreptomicina (50000 U/L), anfotericina B (2,5 mg/L) e 10% de Soro
Fetal Bovino inativado (40 minutos, 56° C). Este meio de cultura foi denominado de

DMEM completo.



2.1.2. Macroéfago de Camundongo (RAW 264.7)

A linhagem celular RAW 264.7 foi obtida do Servico de Cultivos Celulares da
Universidade de Granada-Espanha. Estas células foram mantidas a 37° C, com 5 % de

CO, atmosférico, e cultivadas em meio DMEM completo.

2.1.3. Linfécitos de baco (Cultivo Primario)

Apds a morte de camundongo Balb’C, o bago foi retirado com cuidado para nao
remover a membrana externa que o envolve. Em condig¢des estéreis, o bago foi colocado
em uma placa de cultivo de 10 cm com 5 ml de meio DMEM suplementado com 1% da
mistura de antibioticos (penicilina/estreptomicina), com ajuda de pingas o bago foi
pressionado na placa até ficar transparente e todas as células dissolverem no meio. Em
seguida, esta solucdo (meio+células) foi homogeneizada com a ajuda de uma seringa
com agulha e colocada em um tubo de 15 ml. Este tudo foi centrifugado 5 minutos a
1500 rpm. O precipitado resultante foi ressuspendido em 5 ml de tampao (NH4 CI 1,7
mol/L, KHCO; 0,12mol/L, etilenediamina- tetracético 9mmol/L) por 30 minutos a 4° C,
com o objetivo de lisar os eritrocitos. Transcorrido este tempo, a suspensdo que contém
principalmente linfécitos e macrofagos foi centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos, € em

seguida foi adicionado ao precipitado 5 ml de DMEM completo.

2.2. Viabilidade Celular

2.2.1. Caco2 e RAW 264.7

A viabilidade celular da Caco2 ¢ da RAW 264.7 foi testada pela coloragdo de
cristal violeta (Xaus et al., 2001) com algumas modificagdes. As células foram coradas
e fixadas com cristal violeta (0,2%) em etanol (2%) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Apos 4 lavagens com PBS, as células foram desprendidas com dodecil sulfato
de sodio (DSS 1%) durante 30 minutos, posteriormente foram coletadas e centrifugadas
a 3000 rpm durante 5 minutos. Em seguida, a intensidade da cor foi quantificada por
ELISA a 540 nm. As células ndo viaveis ndo sdo capazes de incorporar o corante em
suas membranas (Ishiyama et al., 1996). Os resultados foram expressos em % de

viabilidade celular.



2.2.2. Linfocitos de baco

A viabilidade das células T foi determinada usando o Reagente WST-1 (Roche
Diagnostics). Esta técnica consiste em uma determinacdo colorimétrica da atividade
metabolica e da proliferacdo celular. O sal solavel (WST-1) forma uma coloracdo a
partir da desidrogenase mitocondrial das células vidveis. Quanto maior a proliferacdo,
maior a atividade mitocondrial, que implica em uma maior hidrolise do reativo WST-1,
resultando em uma coloragdo que é detectada a 450nm.

Os linfocitos derivados de bago foram cultivados em placas de 24 pogos (1,5 x 10°
célula/pogo) em 0,5 ml de célula e estimulados com concanavalina A (Con A) (5pg/ml)
durante 48 horas. Transcorrido este tempo foi colocado Sul/poco do reativo WST-1
(Roche) durante 2 horas a 37° C. Em seguida a placa foi agitada por 1 minuto e a
intensidade da cor foi quantificada por ELISA a 540 nm. Os resultados foram expressos

em % de viabilidade celular.

2.3. Determinacio da Secrecio de Citocinas Pro-Inflamatérias

2.3.1. Determinacio da secrec¢ao de IL-8 pela Caco2

As células foram pré-incubadas durante 24 horas com as cumarinas (cumarina e
4-hidroxi-cumarina) nas concentragdes de 1uM, 10uM, 50uM e 100uM e em seguida
estimuladas com IL-1B (1 ng/ml). Apds 20 horas, o sobrenadante foi coletado e
centrifugado por 7000 rpm durante 10 minutos. Em seguida, as amostras foram
acondicionadas no -80° C para determinacdo dos niveis de IL-8 por ELISA (Biosource
International, Nivilles, Belgium). Os resultados foram expressos em concentracdo de

IL-8 (pg/ml).

2.3.2 Determinacio da secrecio de IL-1p pela RAW 264.7

A RAW 264.7 (1 x 10° células) foi cultivada em placas de 24 pogos na presenga
ou na auséncia de diferentes concentragdes das cumarinas (1pM, 10uM, 50uM e
100uM) por 30 minutos antes de serem estimulados com lipopolissacarideo (LPS

50ng/ml). Apds 36 horas, o sobrenadante foi coletado e mantido a -80° C até o momento



de ser realizada a determinacdo dos niveis de IL-1f por Kit de ELISA murino

(Biosource). Os resultados foram expressos em concentragdo de IL-1B (pg/ml).

2.3.3 Determinacio da secre¢io de IFN-y e IL-2 pelos linfocitos

Os linfocitos (1,5 milhdes de células por ml) foram cultivados em placas de 24
pogos na presenca ou na auséncia de diferentes concentracdes das cumarinas (1uM,
10uM, 50uM e 100uM) por 1 hora antes de serem estimulados com concanavalina A
(5pg/ml). Apos 48 horas, o sobrenadante foi coletado e mantido a -80° C até o momento
de ser realizada a determinag@o dos niveis de IFN-y e IL-2 por Kit de ELISA murino

(Biosource). Os resultados foram expressos em concentragao de IFN-y e IL-2 (pg/ml).



3. Resultados

3.1. Efeitos da cumarina e de seu derivado 4-hidroxi-cumarina sobre a secrecio de

citocinas pro-inflamatorias

O objetivo principal destes ensaios constituiu em analisar os efeitos da cumarina
e de seu derivado 4-hidroxi-cumarina sobre a produgdo de distintos marcadores
inflamatorios utilizando diferentes linhagens de células.

Foi analisado também o efeito da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a
viabilidade celular, com o objetivo de verificar se os efeitos das cumarinas sobre as
citocinas se devem a um efeito antiinflamatorio ou a um efeito lesivo (toxico) sobre as

células.

3.1.1 Efeitos da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a secrecio de IL-8 pela

Caco2

A IL-8 ¢ uma citocina quimiotatica que tem um importante papel na resposta
inflamatéria e é comprovado que as células epiteliais intestinais constituem uma fonte
importante desta citocina (McGee, 1999), desta forma foi estudado o papel da cumarina
e da 4-hidroxi-cumarina sobre a secrecdo deste mediador em células de adenocarcinoma
de colon humano (Caco2), a qual foi utilizada como modelo de epitélio intestinal.

A cumarina ¢ a 4-hidroxi-cumarina ndo sdo téxicas para a linhagem celular

Caco2 (Figura 1).

A cumarina em todas as concentracdes estudadas (1, 10, 50 e 100 uM) nao
diminuiu os niveis de IL-8, enquanto a 4-hidroxi-cumarina na concentragcdo de 100 uM
diminui a secre¢do de IL-8 (35,95% comparado com as células estimuladas com IL-1

+ DMSO) (Figura 2).
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Figura 1: Efeitos da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a viabilidade das células

Caco2.
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Figura 2: Efeitos da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a secrecdo de IL-8 pela
Caco2 estimulada com IL-1B (1 ng/ml) durante 20 horas. As concentra¢des de IL-8 do
sobrenadante da cultura de Caco2 foram analisadas por ELISA. Os resultados foram
expressos em média £ EPM. * p < 0,05 comparado com o grupo controle DMSO+IL-1f3
(N = 3 experimentos).

3.1.2. Efeitos da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a secre¢io de IL-1p pela

RAW 264.7

Os macréfagos sdo importantes na fisiopatologia da DII (Leon et al., 2006).
Estas células secretam vérias citocinas préinflamatdrias, como por exemplo, a IL-1f.

No processo inflamatdrio intestinal esta citocina encontra-se elevada (Sartor, 1997).
A estimula¢do de RAW 264.7 com LPS (50 ng/ml) induziu a secre¢do de IL-1.

As cumarinas em todas as concentragdes estudadas ndo foram téxicas para os

macrofagos (Figura 3).



A 4-hidroxi-cumarina na concentracdo de 100 uM diminuiu a secre¢do de IL-1B
pelos macréfagos (38,72% comparado com as células estimuladas com LPS+DMSO),

todavia a cumarina ndo diminuiu a secrec¢do de IL-1f (Figura 4).
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Figura 4: Efeitos da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a secre¢do de IL-1P pelas
células RAW 264.7 estimuladas com LPS (50 ng/ml) durante 36 horas. As
concentragdes de IL-1P do sobrenadante da cultura de RAW 264.7 foram analisadas por
ELISA. Os resultados foram expressos em média = EPM. * p < 0,05 comparado com o
grupo controle LPS + DMSO (N = 3 experimentos).



3.1.3. Efeitos da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a secrecio de IFN-y e IL-

2 pelos linfocitos

A estimulagdo de esplendcitos com concanavalina A (Con A) induziu a secrecio
de IFN-y e IL-2 pelos linfocitos T. Estas citocinas sdo secretadas apos ativacdo de
linfécitos Th1. O modelo de colite induzida por TNBS em ratos é também caracterizado
pela produgdo alta de citocinas Thl (Fuss et al., 1996; Monteleone et al., 1997).

As cumarinas em todas as concentracdes testadas ndo foram tdxicas para os
esplendcitos (Figura 5).

A cumarina nas concentragcdes de 1 ¢ 100 uM diminuiu os niveis de IFN- y
(20,62% e 26,71% comparado com as células estimuladas com ConA + DMSO). A 4-
hidroxi-cumarina ndo diminuiu a secre¢@o de IFN- v pelos linfocitos T (Figura 6 A).

A 4-hidroxi-cumarina nas concentragdes de 10 e 100 uM diminuiu a secregdo de
IL-2 pelos linfocitos T (29,31% e 29,56% comparado com as células estimuladas com
Con A+DMSO). Enquanto, a cumarina ndo diminuiu a secre¢do de IL-2 pelos linfocitos

T (Figura 6 B).
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Figura 5: Efeitos da cumarina e 4-hidroxi-cumarina sobre a viabilidade de esplendcitos.
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Figura 6: Efeitos da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina sobre a secre¢do de IFN-y (A) e
IL-2 (B) pelos esplendcitos estimulados com concanavalina A (5pg/ml) durante 48
horas. As concentragdes de IFN-y e IL-2 do sobrenadante da cultura de esplenocitos
foram analisadas por ELISA. Os resultados foram expressos em média + EPM.*p<0,05
comparado com o grupo controle Concanavalina + DMSO (N=3 experimentos).



Capitulo 4

METODOLOGIA E RESULTADOS DAS ASSOCIACOES DA CUMARINA OU
DA 4-HIDROXI-CUMARINA COM A SULFASSALAZINA NA COLITE
INDUZIDA POR TNBS EM RATOS.

1. Material e Métodos
1.1. Animais

Foram utilizados ratos machos albinos da Cepa Wistar de 180 a 220 g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista (Unesp-
Botucatu/SP) para os testes de atividade antiinflamatodria intestinal.

Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia,
Instituto de Biociéncias, Unesp, durante pelo menos 5 dias antes do inicio dos
experimentos. Este biotério possui uma temperatura ambiente controlada de 21 + 2°C e
um ciclo de claro-escuro de 12 horas. Os ratos foram alojados em caixas, separadas por
grupo, com no maximo 7 animais por caixa e foram alimentados com ragdo de
manutengdo PanLab S.I. e agua corrente ad libitum. O estudo foi realizado de acordo
com o protocolo experimental aprovado pela Comissio de Etica em Experimentagio

Animal deste Instituto.

1.2. Compostos-testes e desenho experimental

Cumarina (1,2-benzopirona) e 4-hidroxi-cumarina, ilustradas na Figura 1, e
sulfassalazina foram obtidas da Sigma e usadas neste estudo conforme protocolo

experimental descrito abaixo.

Figura 1. Estrutura quimica da cumarina (R=H) e da 4-hidroxi-cumarina

(R=OH)



1.2.1. Avaliacao dos efeitos da associacdo da cumarina ou da 4-hidroxi-cumarina

com a sulfassalazina na fase aguda do processo inflamatorio intestinal.

Conforme estabelecido por Slinker 1998, a associagdo entre drogas devera
incluir no minimo 4 grupos experimentais (A. controle, B. grupo com um composto-
teste, C. grupo com o farmaco, D. grupo com o composto-teste e farmaco associado).
Assim sendo, na fase aguda os estudos foram realizados com os seguintes grupos
experimentais:

A. Grupo controle: animais com colite e sem tratamento

B. Grupo com um composto-teste:

B1. Animais tratados apenas com cumarina Smg/Kg (C5)
B2. Animais tratados apenas com 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-OHC25)

C. Grupo com o farmaco: animais tratados com sulfassalazina 25mg/Kg (S25)

D. Grupo de animais tratados com as diferentes associagdes usando
sulfassalazina na progressdo aritmética de 10 a partir de Smg/Kg:

D1. cumarina 5Smg/Kg + sulfassalazina Smg/Kg (C5+S5)

D2. cumarina Smg/Kg + sulfassalazina 15mg/Kg (C5+S15)

D3. cumarina Smg/Kg + sulfassalazina 25mg/Kg (C5+S25)

DA4. 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg + sulfassalazina 5Smg/Kg (4-OHC25+S5)

DS. 4-hidroxi-cumarina 25 mg/Kg + sulfassalazina 15 mg/Kg (4-OHC25+S15)

D6. 4-hidroxi-cumarina 25 mg/Kg + sulfassalazina 25 mg/Kg (4-OHC25+S25)

Em adi¢do foi realizado no mesmo estudo um grupo Branco que compreende

animais sem colite e sem tratamento.

A indugdo da colite foi realizada pelo método descrito por Morris et al., 1989,
com pequenas modifica¢des. Os animais foram submetidos a um periodo de jejum de 24
horas e posteriormente anestesiados com éter. Em seguida, foi realizada a administrag¢ao
retal (intracolonica) de 0,25 ml de uma solucdo de 10 mg de acido 2.4,6-
trinitrobenzenosulfonico (TNBS) em etanol a 50% v/v. A administra¢do foi realizada
com a ajuda de um catéter de teflon (didmetro de 2 mm), o qual foi introduzido pelo
anus do animal até uma distancia de 8 cm. Os animais foram mantidos em posi¢do

supina desde o momento da instilagdo do hapteno até a recuperagdo da anestesia.



A solugdo de TNBS foi preparada a partir de um liofilizado obtido da solugdo
aquosa comercial de origem a 5% (p/v). Os animais do grupo branco foram submetidos
ao mesmo procedimento, mas com administra¢do de solug@o salina em substituicdo ao
TNBS. Tanto os compostos-testes isolados quanto as associagdes foram diluidas em
oleo de girassol.

Os tratamentos foram administrados por via oral utilizando-se uma sonda
esofagica, e foram realizados as 72, 48, 24 e 2 horas antes da indugdo da colite, assim
como 24 horas depois. Como padrdo de comparacdo foi utilizado um grupo controle, ao
qual se induziu a colite, mas sem tratamento farmacologico e o grupo Branco, ao qual
ndo se induziu colite nem tratamento farmacologico. Os animais dos grupos controle e
branco receberam salina por via oral. Todos os animais foram mortos 48 horas apds a

inducdo da colite.

1.2.2. Efeitos da cumarina ou da 4-hidroxi-cumarina com a sulfassalazina na fase

cronica com recidiva do processo inflamatoério intestinal.

As associa¢des de cumarina + sulfassalazina (C5+S5, C5+S15 e C5+S25) e 4-
hidroxi-cumarina + sulfassalazina (4-OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25)
foram estudadas também no protocolo experimental cronico de colite com recidiva

(Figura 2).

1l semana 2 semana 3 semana
l 1 1 |

Figura 2. Desenho experimental. B (grupo branco; ratos nédo coliticos);
(grupo controle; ratos coliticas); (grupo controle com recidiva; ratos
coliticos que receberdo uma segunda administragdo de TNBS); T (grupo
tratado; ratos coliticos tratados com as associagbes de cumarina-
sulfassalazina ou 4-hidroxi-cumarina-sulfassalazina); TR (grupo tratado e
com recidiva; ratos coliticos que receberam uma segunda administracéo de
TNBS).



Na fase cronica com recidiva, os tratamentos (todos por via oral) foram iniciados
2 horas apds a primeira administracdo de TNBS e continuaram até o dia da morte dos
animais. A recidiva foi realizada no 14° dia apds a primeira administragdo de TNBS.
Foram avaliados no experimento cronico os mesmos grupos experimentais da fase
aguda. Foi incluido como padrdo de comparacdo um grupo controle na qual ndo se
induziu a recidiva da colite e também ndo recebeu nenhum tratamento farmacologico,
denominado de grupo controle sem recidiva (Controle S/Rec.). Para a avaliacdo do
efeito das associagdes, a sulfassalazina foi administrada primeiramente e apds 1 hora
administrou-se cumarina ou 4-hidroxi-cumarina. Esta espera de 1 hora foi devido ao
tempo de meia vida da sulfassalazina em ratos (Chungi et al., 1989). Seis animais dos
grupos coliticos (controle, compostos-testes, sulfassalazina e compostos-testes-
sulfassalazina) e seis do grupo branco foram mortos apds 7, 14 e 21 dias a partir da
primeira indu¢do da colite, enquanto todos os animais do grupo colitico sem recidiva

foram mortos apenas apds 21 dias.

1.3. Estudos da atividade antiinflamatéria intestinal in vivo.

Para o estudo das associagdes das cumarinas com a sulfassalazina foram
avaliados parametros clinicos gerais da colite (consumo de alimento, peso corpdreo e
aparecimento de fezes diarréicas), pardmetros macroscopicos  (relagdo
peso/comprimento do colon, existéncia de aderéncias entre o intestino e Orgdos
adjacentes e analise da severidade e extensdo do prejuizo intestinal de acordo com uma
escala descrita previamente por Bell et al., (1995), pardmetros microscopicos (as
amostras de colon da fase cronica foram analisadas através do indice de lesdo
microscopica de acordo com método descrito por Stucchi et al. (2000), (Tabela 1),
parametros bioquimicos (atividade da MPO no co6lon de acordo com o método descrito
por Krawisz et al., (1984), conteudo de GSH no co6lon de acordo o método descrito por
Anderson, (1985), conteudo de proteinas no colon de acordo com a técnica descrita por
Smith et al. (1985), atividade da FA no cdlon de acordo com Bessey et al. (1946).

Na fase cronica foi determinado também o contetido de malonaldeido (MDA) no
célon de acordo com o método descrito por Zingarelli et al. (1999), com algumas
modificagdes. As amostras de tecido foram homogenizadas em solugdo de KCl 1.15%
na propor¢do de 1:5. O homogenato foi centrifugado a 9000 rpm durante 10 minutos a

4°C. Foram utilizados 400ul do sobrenadante, que foi adicionado em tubo de vidro com



tampa de rosca, onde também foram adicionados 200 pl de lauril sulfato de sédio 8,1%,
1500 pl de acido acético 20% pH 3,5, 1500 pl de acido tiobarbiturico 0,8% diluido em
acido acético e 400 pl de 4gua destilada. Para curva padrio foi utilizado
malonildialdeido em diferentes concentragdes, adicionando 100 pl de cada concentragdo
e para completar o volume de total de 4 ml, 700ul de dgua destilada foram adicionados
aos demais reagentes. Os frascos contendo essa mistura foram colocados em banho-
maria a 95°C durante uma hora. Apds isso as amostras foram transferidas para
ependorfs e centrifugadas a 4000 rpm durante 10 minutos. 200 pl do sobrenadante
foram colocados em placa de 96 pogos ¢ a leitura foi realizada em espectrofotometro a
532nm. O valor da concentragdo de MDA foi multiplicado por 50 e os resultados foram
expressos em nanomoles/grama de tecido.

A descri¢do completa destas metodologias encontra-se no artigo 1 “Atividade
anti-inflamatoria intestinal da cumarina e da 4-hidroxi-cumarina no modelo de colite

induzida por 4cido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em ratos”.

Tabela 1. Critério de avaliagdo microscépico da lesdo coldnica.

Local do Critérios para Avaliacido

Dano

Mucosa 1. Ulceragdo: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)

. 2. Atividade Mitética: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)
Criptas 3. Deplegdo de Muco: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)
Limina 4. Infiltrado Mononuclear: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)
Propria 5. Infiltrado Granulocitico: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)

6. Vascularidade: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)
7. Infiltrado Mononuclear: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)
Submucosa | 8. Infiltrado Granulocitico: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)

9. Edema: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)

Escore Maximo: 27, modificado de Stucchi et al., 2000

1.4. Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos em média + erro padrio da média.

Diferencgas entre as médias foram testadas por Analise de Varidncia (ANOVA) seguida



por testes de significancia. Dados ndo paramétricos (escores) foram expressos como
mediana e analisados pelo teste U de Kruskal-Wallis. O peso corporal dos animais foi
expresso em porcentagem, mas foi transformada para arcosseno para analise estatistica.
Dados descontinuos foram analisados pelo teste X°. Significancia estatistica foi
considerada para valores de p < 0,05. A andlise estatistica para avaliar o sinergismo
entre os compostos-testes foi realizada de acordo com metodologia descrita por Slinker,

1998.

2. Resultados

2.1. Fase Aguda do processo inflamatorio intestinal

2.1.1. Parametros macroscopicos da lesiio e clinicos gerais

A administragdo intracolonica de TNBS/etanol provocou inflamag¢o colonica, a
qual foi evidenciada 48 horas apds a inducdo da colite, sendo caracterizada pela
presenca de necrose na mucosa (afetando aproximadamente 2 - 4,9cm do cdlon),
espessamento da parede do célon, regido de hiperemia, aderéncia do colon a 6rgios
adjacentes (50%), presenca de diarréia (80%), incidéncia de obstrugcdo (27%) e maior
relagdo peso/comprimento colonico comparado com animais normais (grupo branco,

Tabela 2).

2.1.1.1. Avaliacdo macroscopica da lesao

O pré-tratamento oral com as associa¢des de C5+S25 e 4-OHC25+S15 reduziu a

extensdo da necrose colonica e¢/ou da inflamacao induzida por TNBS/etanol (Tabela 2).

2.1.1.2. Relaciio peso/comprimento colonico

A C5 diminuiu a relacdo peso-comprimento colonico, a qual foi
significativamente aumentada como consequéncia do processo inflamatdrio, enquanto
que a 4-OHC25, a S25 e as associagdes da cumarina ou da 4-hidroxi-cumarina com as

diferentes doses de sulfassalazina ndo apresentaram o mesmo efeito (Tabela 2).



2.1.1.3. Incidéncia de diarréia

A incidéncia de diarréia, sintoma comum decorrente do processo inflamatdrio
foi menor nos animais com colite aguda tratados com a C5, 4-OHC25 e com as
associacdes de C5+S25 e 4-OHC25+S15. O pré-tratamento oral com a S25 e com as
associagdes C5+S5, C5+S15, 4-OHC25+S5 ¢ 4-OHC25+S25 ndo diminuiu a incidéncia

de diarréia comparada ao grupo controle (Tabela 2).

2.1.1.4. Incidéncia de aderéncia

A administracdo dos compostos isolados C5, 4-OHC25 e S25 e das associacdes
C5+S5 e C5+S15 ndo diminuiu a incidéncia de aderéncia comparado ao grupo controle.
Entretanto, as associacdes de C5+S25, 4-OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25
diminuiram significativamente a incidéncia de aderéncia do colon a érgdos adjacentes

(intestino delgado, estdmago, etc) (Tabela 2).



Tabela 2: Avaliacdo da cumarina 5mg/Kg (CS5), 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-
OHC25) e de seus efeitos associados com diferentes doses de sulfassalazina (5, 15 e
25mg/Kg) sobre o dano tecidual, relagdo peso-comprimento colonico, incidéncia de
diarréia e aderéncia a 6rgdos adjacentes na fase aguda da colite induzida por TNBS em
ratos.

Grupo Escore” Relagdo P/C  Incidéncia  Incidéncia
(0-10) colonico” de diarréia de aderéncia
(mg/cm) (%) (%)
Branco (Nao-Colitico)  0(0-0) *** 101,03 + 6,9%* Otk QF**
Controle (TNBS) 7,0(6-8) 143,24 + 6,14 80,0 50,0
C5 6,03-7) 124,09 + 5,60" 34,0" 17,0
C5+S5 6,0(5-7) 134,42 +6,18 50,0 17,0
C5+S15 6,0(0-8) 149,02 + 5,65 50,0 34,0
C5+825 502-6)" 149,04 2,39 34,0° 0"
4-OHC25 6,0(6-7) 136,19 537 34,0 34,0
4-OHC25+S5 7,0(6-7) 142,30 + 6,9 50,0 0
4-OHC25+S15 6,03-7) 149,61 + 8,53 34,0° 0"
4-OHC25+825 6,5(1-8) 134,09 + 6,70 50,0 0
S25 6,5(5-7) 163,47 + 8,83 50,0 17,0

* escore sdo expressos em mediana (intervalo), b relagdo peso-comprimento colonico
sdo expressos em média = E.P.M. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 comparado ao
grupo controle TNBS. Todos os grupos diferem de forma significativa do grupo branco
p < 0,01 (significancia ndo demonstrada na tabela).



2.1.1.5. Avaliacao do peso corporeo e do consumo de alimento

Apoés a inducdo da colite por TNBS/etanol, os animais do grupo controle
apresentaram reduc¢do do consumo de alimento e consequentemente perda de peso
corporeo, parametros que indicam a instalagdo do processo inflamatério. Os animais
com colite aguda tratados com os compostos isolados C5, 4-OHC25 e S25 e com as
cumarinas associadas com as diferentes doses de sulfassalazina apresentaram indices
semelhantes de peso corpéreo e consumo de alimento comparado ao grupo controle

(Figuras 3 e 4).
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Figura 3: Peso corporeo. (A) Animais com colite aguda tratados com cumarina e com
as associacdes de cumarina + sulfassalazina. (B) Animais com colite aguda tratados
com 4-hidroxi-cumarina e com as associa¢des de 4-hidroxi-cumarina+tsulfassalazina. Os
resultados foram expressos em média.
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Figura 4: Consumo de alimento. (A) Animais com colite aguda tratados com cumarina
e com as associagdes de cumarinatsulfassalazina. (B) Animais com colite aguda
tratados com 4-hidroxi-cumarina e com as associacdes de 4-hidroxi-
cumarina+sulfassalazina. O 4° dia ¢ referente ao periodo de jejum alimentar (24 horas)
para posterior inducdo de colite. Os resultados foram expressos em média de consumo
de alimento por animal.



2.1.2. Parametros bioquimicos

2.1.2.1. Conteudo de glutationa (GSH) no célon

Apos a indugdo da colite aguda por TNBS/etanol, os niveis de GSH coldnica
foram depletados, como conseqiiéncia do estresse oxidativo presente no colon
inflamado. O pré-tratamento oral com os compostos isolados C5, 4-OHC25 e com as
associagdes de C5+S25 e 4-OHC25+S15 evitou a deplecdo dos niveis de GSH coldnica
comparado ao grupo controle. Contudo, a S25 nio evitou a deple¢do dos niveis de GSH
colonica de forma significativa comparado ao grupo controle. Adicionalmente, a
associacdo de C5+S25 evitou a deplecdo de GSH colonica de forma semelhante a
administracdo da cumarina isolada. Assim como a associagdo de 4-OHC25+S15 evitou
a deplecdo de GSH colonica de forma semelhante a administracdo da 4-OHC25 (Figura
5A e 5B).
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Figura 5: Contetido de glutationa colonica (GSH) em animais com colite aguda
induzida por TNBS/etanol. (A) Efeito da cumarina (5mg/Kg) e da sua associagdo com
as diferentes doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg). (B) Efeito da 4-hidroxi-
cumarina (25mg/Kg) e da sua associa¢do com as diferentes doses de sulfassalazina (5,
15 e 25mg/Kg). Resultados foram expressos em média = E.P.M. (n= 5 a 6). *p<0,05;
**p<0,01 comparado ao grupo controle. Todos os grupos diferem de forma significativa
do grupo branco p<0,05 (significancia ndo demonstrada na figura).



2.1.2.2. Atividade da mieloperoxidase (MPO) no célon

A MPO ¢ uma enzima sintetizada pelos neutrofilos e sua atividade no colon esta
relacionada a infiltragdo de neutréfilos. Os animais do grupo controle foram
caracterizados pelo aumento da atividade da MPO em comparacao aos animais do grupo
branco. A C5 e a 4-OHC25 reduziram significativamente a infiltracdo de neutrofilos no
colon inflamado. Entretanto, quando as cumarinas foram associadas com a
sulfassalazina ndo inibiram a atividade da MPO col6nica. Além disso, a associacdo de
4-OHC25+S5 aumentou a atividade da MPO colonica em comparacdo ao grupo
controle. Adicionalmente, o tratamento com a 4-OHC25 foi mais efetivo em inibir a
atividade da MPO do que o tratamento com a associacdo de 4-OHC25+S5 (Figura 6A e
B).

O pré-tratamento com a S25 também ndo inibiu de forma significativa a

atividade da MPO colonica comparado ao grupo controle (Figura 6A e B).
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Figura 6: Atividade da mieloperoxidase colonica (MPO) em animais com colite aguda
induzida por TNBS/etanol. (A): Efeito da cumarina (5mg/Kg) e da sua associacdo com
as diferentes doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg). (B): Efeito da 4-hidroxi-
cumarina (25mg/Kg) e da sua associa¢do com as diferentes doses de sulfassalazina (5,
15 e 25mg/Kg). Resultados foram expressos em média = E.P.M. (n= 5 a 6). *p<0,05;
**p<0,01 comparado ao grupo controle. Todos os grupos diferem de forma significativa
do grupo branco p<0,05 (significancia ndo demonstrada na figura).



2.1.2.3. Atividade da fosfatase alcalina (FA) no célon

A atividade da FA apresentou-se elevada no colon inflamado. Os animais com
colite aguda tratados com os compostos isolados C5, 4-OHC25 e S25 e com as
associagdes de C5+S5 e 4-OHC25+S15 apresentaram inibi¢do da atividade da FA
coldnica comparado ao grupo controle. Além disso, a associagdo de C5+S5 inibiu a
atividade da FA de forma semelhante a cumarina e a sulfassalazina administradas
1soladamente. Assim como a associagdo 4-OHC25+S15 inibiu a atividade da FA de
forma semelhante a 4-hidroxi-cumarina e a sulfassalazina administradas isoladamente

(Figura 7A e 7B)
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Figura 7: Atividade da fosfatase alcalina colonica (FA) de animais com colite aguda
induzida por TNBS/etanol. (A): Efeito da cumarina (5mg/Kg) e da sua associagdo com
as diferentes doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg). (B): Efeito da 4-hidroxi-
cumarina (25mg/Kg) e da sua associagdo com as diferentes doses de sulfassalazina (5,
15 e 25mg/Kg). Resultados foram expressos em média = E.P.M. (n=5 a 6). *p<0,05;
*#p<0,01 comparado ao grupo controle. Todos os grupos diferem de forma significativa
do grupo branco p<0,05 (significancia ndo demonstrada na figura).



2.1.3. Analise microscépica do colon

A anélise microscopica demonstrou que o célon dos animais do grupo branco
(ndo-colitico) apresentou estrutura normal, com a parede dividida em mucosa com as
glandulas tubulares retas compostas por enterdcitos e células caliciformes; muscular da
mucosa (musculo liso); submucosa (tecido conjuntivo denso) e muscular externa
(musculo liso). (Figuras 8A). A colite induzida por TNBS promoveu processo
inflamatério intestinal intenso, com desorganizagdo severa na histoarquitetura normal
do cdlon com hiperplasia e dilatacdo das criptas e aparente diminui¢do na quantidade de
células caliciformes (Figura 8B).

O pré-tratamento com C5 e 4-OHC25 atenuou a extensao e a severidade do dano
tecidual colonico induzido por TNBS/etanol. Este efeito benéfico foi caracterizado pela
redugdo do infiltrado inflamatério e pelo evidente restabelecimento da quantidade de
células caliciformes (Figuras 8C e 9A).

O tratamento farmacoldgico com a S25 atenuou a presenca das células
inflamatorias na lamina prépria e na submucosa, comparado com os animais do grupo
controle (Figura 9E).

Com as associacdes de C5+S5 e C5+S25 foi possivel observar um infiltrado
inflamatorio leve na camada mucosa (Fig 8D e 8F). J4, o tratamento com as associacdes
de C5+S15, 4-OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 mostrou infiltrado
inflamatorio moderado, porém este infiltrado inflamatdério foi menor comparado ao

grupo controle (TNBS) (Figuras 8E, 9B, 9C e 9D).
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Figura 8: Fotomicrografias do célon de ratos na fase aguda da colite induzida por TNBS/etanol.
Os cortes histologicos foram corados com hematoxilina e fotografados em aumento de 100 e
200X. (A) Grupo normal (branco) evidenciando a organiza¢do normal da parede do célon.
Lamina prépria constituida de tecido conjuntivo frouxo entremeado por glandulas tubulosas
retas (setas), muscular da mucosa (mm), submucosa (sbm) e muscular externa (me). (Aumento
100X); (B) Grupo controle com inflamagio severa na mucosa (asterisco), submucosa (sbm) e
desorganizagdo das glandulas com dilatag¢@o das criptas (setas) (Aumento 200X); (C) Grupo C5
com redugdo de células inflamatorias (asteriscos) na lamina propria e restabelecimento da
organizacdo das glandulas (setas) (Aumento 100X). (D) Grupo C5+S5 com infiltrado
inflamatdrio leve (asteriscos) entre as glandulas (setas) (Aumento 100X). (E) Grupo C5+S15
com infiltragio moderada de células inflamatdrias (asterisco) entre as glandulas (setas) na
mucosa (Aumento 100X). (F) Grupo C5+S25, com células inflamatérias (asteriscos) entre as
glandulas (setas) na mucosa (Aumento 100X).
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Figura 9: Fotomicrografias do célon de ratos na fase aguda da colite induzida por TNBS/etanol.
Os cortes histologicos foram corados com hematoxilina e eosina (HE) (Aumento de 100 e
200X). (A) Grupo tratado com a 4-OHC25 com redugdo de células inflamatérias (asteriscos) e
restabelecimento da organizacdo glandular (setas) (Aumento 200X); (B), (C) ¢ (D) Grupos 4-
OHC+S5, 4-OHC+S15 e 4-OHC+S25 com infiltragdio moderada de células inflamatdrias na
mucosa (asteriscos) e glandulas normais (setas) (Aumento 100X, 200X e 100X,
respectivamente); (E) Grupo S25 com infiltragdo moderada de células inflamatdrias na lamina
propria (asteriscos) entre as glandulas (setas) (Aumento 100X).



2.2. Fase Cronica do Processo Inflamatorio Intestinal com recidiva

2.2.1. Parametros macroscopicos e clinicos gerais

A administracdo intracolonica de 10mg de TNBS em 50% de etanol (v/v)
provocou inflamagdo coldnica, a qual foi persistente durante as trés semanas estudadas,
com caracteristicas semelhantes a estudos anteriores (Galvez et al., 2000; Di Stasi et al.,
2004).

A segunda dose de 10mg de TNBS em 50% de etanol foi administrada
intracolonicamente nos animais na segunda semana apds a primeira administragdo,
reproduzindo assim a recidiva da colite. Este processo resultou na reativagio da resposta
inflamatoria col6nica, a qual foi evidenciada pelas alteragdes de parametros
macroscopicos e bioquimicos da inflamacdo avaliados quando comparados com animais
que ndo receberam a segunda dose de TNBS (grupo controle sem recidiva) (Tabela 3 e

Figuras 12, 13, 14 e 15).

2.2.1.1. Avaliacdo macroscopica da lesido

Na primeira semana apos a indug¢do da colite, o dano tecidual afetou
aproximadamente 2-6,9 cm do cdlon e foi gradualmente reduzido durante a segunda
semana afetando aproximadamente 1-1,9 cm do célon. Apos a recidiva da colite, o dano
inflamatorio foi novamente instalado acometendo aproximadamente 1-3,9 cm do célon
(Tabela 3).

Primeira semana apds a indugio da colite

O tratamento oral com os compostos-testes isolados C5 e 4-OHC25 e com as
associacdes de C5+S5, C5+S15, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 demonstrou efeito
curativo sobre o dano tecidual comparado com o grupo controle, identificado
macroscopicamente pela redu¢do da extensdo da necrose coldnica e/ou da inflamagao
(Tabela 3).

Segunda semana apos a inducio da colite

Nenhum dos tratamentos reduziu o escore macroscopico comparado com o

grupo controle (Tabela 3).



Terceira semana apds a inducio da colite com recidiva no 14° dia.

O composto-teste isolado C5 e as associagdes de C5+S5, C5+S15, 4-
OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 preveniram o impacto da recidiva
coldnica, evidenciada pela redug@o do dano tecidual comparado com animais do grupo
controle com recidiva (Tabela 3).

O tratamento com a S25 na fase cronica da colite ndo demonstrou efeito curativo

sobre o dano tecidual (Tabela 3).

2.2.1.2. Relaciio peso/comprimento colonico

O processo inflamatorio intestinal induzido por TNBS/etanol foi associado ao
aumento da relacdo peso/comprimento coldnico nas trés semanas de experimento
quando comparado ao grupo branco (animais ndo coliticos).

Primeira semana apos a inducio da colite

Apenas, a associagdo 4-OHC25+S15 diminuiu a relagdo peso/comprimento
colonico comparado com o grupo controle (Tabela 3).

Segunda e Terceira semana apds a inducio da colite

Nenhum dos tratamentos reduziu a relagdo peso/comprimento colonico

comparado com o grupo controle (Tabela 3).

2.2.1.3. Incidéncia de diarréia

Primeira semana apos a inducio da colite

O tratamento oral com os compostos-testes C5 e 4-OHC25 e com as
associagdes C5+S15, C5+S25, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 diminuiu a incidéncia
de diarréia comparado com o grupo controle (Tabela 3).

Segunda semana apds a inducio da colite

Todos os tratamentos estudados ndo diminuiram a incidéncia de diarréia
comparada ao grupo controle (Tabela 3).

Terceira semana apds a inducio da colite com recidiva no 14° dia

O processo inflamatorio foi novamente instalado, apds a recidiva da colite, o
qual foi evidenciado pela incidéncia de diarréia quando se faz a comparacdo de animais
que receberam a segunda dose de TNBS (grupo controle com recidiva) com animais que

ndo receberam a segunda dose de TNBS (grupo controle sem recidiva) (Tabela 3).



O composto-teste C5 e a associagdo C5+S25 diminuiram a incidéncia de diarréia
comparado com o grupo controle com recidiva (Tabela 3).

Nas trés semanas, a S25 ndo evitou o aparecimento de diarréia (Tabela 3).

2.2.1.4. Incidéncia de aderéncia

Primeira semana apds a inducio da colite

O tratamento com o composto-teste C5 e com a associacdo 4-OHC25+S15
evitou o aparecimento de aderéncia do colon a 6rgios adjacentes (intestino delgado,
estdmago, etc) comparado com o grupo controle (Tabela 3).

Segunda semana apos a inducio da colite

O composto-teste 4-OHC25, a S25 e as associagdes (C5+S5, C5+S25, 4-
OHC25+8S5, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+8S25 evitaram o aparecimento de aderéncias
comparadas com o grupo controle (Tabela 3).

Terceira semana apds a indugido da colite com recidiva no 15° dia

Os tratamentos estudados ndo evitaram o aparecimento de aderéncia comparado

com o grupo controle com recidiva (Tabela 3).



Tabela 3: Avalia¢do dos compostos-testes cumarina Smg/kg (C5) e 4-hidroxi-cumarina
25mg/Kg (4-OHC25) e das suas associagdes com diferentes doses de sulfassalazina 5,
15 e 25) sobre o dano tecidual, relagdo peso-comprimento coldnico, incidéncia de
diarréia, aderéncia a orgdos adjacentes e obstrucdo intestinal na fase cronica e na

reativacdo da colite induzida por TNBS em ratos.

Grupo Escore? Extensdo de  Relagio Incidéncia Incidéncia
(0-10) lesao” peso/comprimento  de Diarréia de Aderéncia
(cm) coldnico® (%) (%)
(mg/cm)
1 Semana
Branco (Ndo-Colitico) 0" 0" 84,75+ 2,06 0" 0
Controle (TNBS) 6,5(6-10) 3,57+0,61 227,11 +26,33 83,33 33,3
Cs 3(1-5)" 1,31 +0,37° 140,32+ 9,62 0" 0
C5+S5 2(0-7)°  0,96+033 163,98 +28.45 33,33 33,33
C5+S15 3,5(0-6)° 1,30+040° 148,23 + 13,74 16,66 16,66
C5+825 6,5(0-9) 241+071 200,69 + 48,81 33,33 50
4-OHC25 3(0-6)  096+0,46 179,85+ 16,70 16,66" 50
4-OHC+S5 45(1-7)  1,80+0,42 179,94 + 25,66 33,33 33,33
4-OHC+S15 3,5(0-6)° 1,71+0,66 135,83 +9,54 16,66 0"
4-OHC+S25 2(1-6)° 126+032 141,27 +8,40 16,66 16,66
S25 3 (1-9) 1,80+£094 210,82 + 70,81 50 16,66
2 Semana
Branco (Nio-Colitico) 0" 0" 95,04 + 520" 0" 0"
Controle (TNBS) 2 (0-5) 1,88+037 136,38+ 6,25 33,33 80
C5 1,5(0-2) 0,46+0,20 122,27+ 14,32 16,66 33,33
C5+85 1(0-2) 0,50+ 0,28 100,05+ 7,43 33,33 0
C5+S15 1,5(1-3)  0,68+0,18 136,28 +7,91 16,66 33,33
C5+825 1 (0-2) 0,36£0,13  128,62+9,79 16,66 0"
4-OHC25 1,5(0-2) 0,78+0,18 123,12 +8,58 16,66 0"
4-OHC25+8S5 2,5(0-4)  0,73+021 124,75+ 15,74 16,66 0"
4-OHC25+S15 1,5(1-2)  0,63+020 122,28 +10,53 16,66 0"
4-OHC25+S25 2(1-2) 1,46£037 114,96 £ 4,91 16,66 0"
S25 2 (0-4) 1,36 0,60 168,72 + 23,74 50 16,66
3 Semana
Branco (No-Colitico) 0 0" 103,96 + 3,72 0 0"
Controle com recidiva (C/Rec.) 6 (4-7)"  1,93+0,19" 153,86+ 6,42 50 33,33
Controle sem recidiva (S/Rec.)  1(0-3)"  0,52+0,12" 126,67 + 2,60 0 33,33
C5 2(1-4)"  0,9+0,39" 140,11 + 5,89 0 33,33
C5+S5 1(1-4)"  0,9+0,24" 163,55 + 12,12 16,66 33,33
C5+S15 1,5(1-3)°  0,8+023  132,81+6,05 50 33,33
C5+825 3 (1-4) 1,55+031 122,09+ 10,51 66,66 33,33
4-OHC25 2,5(1-4)  1,11+032" 147,74 +8,17 50 16,66
4-OHC25+S5 202" 1,10+034" 147,31 +20,29 40 33,33
4-OHC25+S15 2(1-4)°  0,90+0,21" 128,50 +7,33 60 16,66
4-OHC25+825 1(1-2)"  1,66+037 162,69 + 16,94 40 33,33
S25 3 (1-5) 1,53 +£0,33" 141,84+ 10,91 16,66 16,66

* Dados de escore foram expressos como mediana (range). ° Dados de extensdo de lesdo e
relagio peso coldnico foram expressos como média + S.EM. ™ p<0,001; ~“ p<0,01; * p<0,05 vs.
grupo controle; * p<0,05; # p<0,01 vs. grupo controle S/Rec. Todos os grupos diferem de forma
significativa do grupo branco p < 0,05 (significancia ndo demonstrada na tabela).



2.2.1.5. Avaliac¢ao do peso corporal e do consumo de alimento

O processo inflamatdrio intestinal foi associado a redug¢@o do consumo alimentar
e a perda de peso corporeo do animal. O consumo médio alimentar dos animais foi
anotado diariamente apds a indugdo de colite por TNBS/etanol.

Primeira semana apds a indugio da colite.

O tratamento com a associagdo C5+S5 aumentou o consumo de alimento e o
peso corporeo de animais com colite comparado com animais do grupo controle. Os
demais tratamentos ndo evitaram a perda de peso corpéreo comparado com animais do
grupo controle (Figuras 10A e 11A).

Segunda semana apds a inducio da colite.

Apds o 7° dia, todos os animais restabeleceram o consumo de alimento. Além
disso, o peso corporeo dos animais de todos os tratamentos estudados ndo diferiu
significativamente do grupo controle (Figuras 10B e 11B).

Terceira semana apds a indugio da colite com recidiva no 15° dia.

Apos a recidiva da colite, o peso corpdéreo dos animais de todos os tratamentos
estudados ndo diferiu estatisticamente do grupo controle com recidiva (Figuras 10C e

11C).
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Figura 10A: Peso corporal (n=6-12). Animais com colite crénica tratados com os
compostos-testes cumarina Smg/Kg (C5), 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-OHC25),
sulfassalazina 25mg/Kg (S25) e com as associa¢des das cumarinas com as diferentes

doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg) durante 7 dias apds a indugdo da colite. Os
resultados foram expressos em média + EPM.
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Figura 10B: Peso corporal (n=6-12). Animais com colite crOnica tratados com os
compostos-testes cumarina Smg/Kg (CS5), 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-OHC25),
sulfassalazina 25mg/Kg (S25) e com as associagdes das cumarinas com as diferentes
doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg) durante 14 dias apds a inducdo da colite. Os
resultados foram expressos em média £ EPM.
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Figura 10C: Peso corporal (n=6-12). Animais com colite cronica tratados com os
compostos-testes cumarina Smg/Kg (C5), 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-OHC25),
sulfassalazina 25mg/Kg (S25) e com as associagdes das cumarinas com as diferentes
doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg) durante 21 dias apos a inducdo da colite. Os
resultados foram expressos em média £ EPM.
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Figura 11A: Consumo de alimento (n=6-12). Animais com colite crénica tratados com
os compostos-testes cumarina Smg/Kg (C5), 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-OHC25),
sulfassalazina 25mg/Kg (S25) e com as associagdes das cumarinas com as diferentes
doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg) durante 7 dias apds a inducdo da colite. Os
resultados foram expressos em média de consumo de alimento por animal.
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Figura 11B: Consumo de alimento (n=6-12). Animais com colite cronica tratados com
os compostos-testes cumarina Smg/Kg (C5), 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-OHC25),
sulfassalazina 25mg/Kg (S25) e com as associagdes das cumarinas com as diferentes
doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg) durante 14 dias apos a inducdo da colite. Os
resultados foram expressos em média de consumo de alimento por animal.
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Figura 11C: Consumo de alimento (n=6-12). Animais com colite cronica tratados com
cumarina 5mg/Kg (C5), 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-OHC25), sulfassalazina
25mg/Kg (S25) e com as associacdes das cumarinas com as diferentes doses de
sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg) durante 21 dias apds a indugdo da colite. Os resultados
foram expressos em média de consumo de alimento por animal.



2.2.2. Parametros bioquimicos

2.2.2.1. Conteudo de glutationa (GSH) total no célon

Os niveis de GSH do colon foram depletados, apds a indugdo da colite cronica
por TNBS/etanol, como consequéncia do estresse oxidativo presente no cdlon
inflamado. Apos a recidiva da colite, os niveis de GSH foram novamente depletados,
em virtude da reinstalagdo do processo inflamatorio colonico (Figura 12).

Primeira semana apds a inducio da colite

O tratamento oral com C5, 4-OHC25 e¢ S25 e com as associagdes C5+S5,
C5+S15, C5+S25 e 4-OHC25+S15 evitou a deplecdo dos niveis de GSH no colon
comparado com o grupo controle (Figuras 12A e 12B).

Segunda semana apds a inducio da colite

O composto-teste isolado 4-OHC25 e as associagdes das cumarinas com a
sulfassalazina evitaram a deple¢do dos niveis de GSH no célon comparado com o grupo
controle (Figuras 12A e 12B).

Terceira semana apds a inducio da colite com recidiva no 14° dia

Os compostos-testes isolados C5, 4-OHC25 e S25 e as associagdes C5+S5 e
C5+S15 evitaram a deple¢do dos niveis de GSH no colon comparado com grupo

controle com recidiva (Figuras 12A e 12B).
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Figura 12: Contetido de glutationa (GSH) colonica de animais com colite cronica
induzida por TNBS/etanol. (A): Efeito da cumarina (5mg/Kg) e da sua associagdo com
as diferentes doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg). (B): Efeito da 4-hidroxi-
cumarina (25mg/Kg) e da sua associagdo com as diferentes doses de sulfassalazina (5,
15 e 25mg/Kg). Resultados foram expressos em média = E.P.M. (n=6 a 12). *p<0,05 e
*#p<0,01 comparado ao grupo controle. # p<0,05 e ## p<0,01 comparado com o grupo

controle sem recidiva.
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2.2.2.2. Atividade da mieloperoxidase (MPO) no célon

A MPO ¢ uma enzima encontrada nos neutréfilos e sua atividade no cédlon esté
relacionada a infiltragdo de neutréfilos. Apds a indugdo da colite cronica os animais do
grupo controle tiveram aumento da atividade da MPO colonica em comparagdo aos
animais do grupo branco (animais que ndo tem colite). Entretanto, apds a recidiva da
colite, ndo houve diferenca estatistica entre os animais que receberam a segunda dose de
TNBS (grupo controle com recidiva) e animais que nao receberam a segunda dose de
TNBS (grupo controle sem recidiva) com relagdo a atividade da MPO colodnica (Figura
13).

Primeira semana apds a inducio da colite

O composto-teste isolado C5 e as associagdes C5+S5 e 4-OHC25+S15
reduziram significativamente a infiltracdo de neutréfilos no célon inflamado comparado
ao grupo controle (Figuras 13A e 13B).

Segunda semana apds a indugio da colite

A associagdo C5+S15 diminuiu a atividade da MPO col6nica comparado com o
grupo controle. Os demais tratamentos estudados ndo reduziram a atividade da MPO
coldnica (Figura 13A).

Terceira semana apos a inducio da colite com recidiva no 14° dia

Os tratamentos estudados ndo reduziram significativamente os niveis de MPO
colonico (Figuras 13A e 13B).

Nas trés semanas, o tratamento com a S25 ndo inibiu de forma significativa a

atividade da MPO colonica (Figuras 13A e 13B).
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Figura 13: Atividade de mieloperoxidase (MPO) colonica de animais com colite
cronica induzida por TNBS/etanol. (A): Efeito da cumarina (5mg/Kg) e da sua
associacdo com as diferentes doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg). (B): Efeito da
4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e da sua associacdo com as diferentes doses de
sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg). Resultados foram expressos em média + E.P.M. (n=6
a 12). *p<0,05 e **p<0,01 comparado ao grupo controle. # p<0,05 comparado com o
grupo controle sem recidiva.



2.2.2.3. Atividade da fosfatase alcalina (FA) no célon

A atividade da FA foi elevada no célon dos animais, apds a indugdo da colite
cronica por TNBS/etanol. E ainda, apds a recidiva da colite, os niveis de FA foram mais
elevados no colon dos animais do grupo controle com recidiva do que no célon dos
animais do grupo controle sem recidiva, o que indica que o processo inflamatorio foi
novamente instalado (Figura 14).

Primeira semana apés a inducio da colite

O tratamento oral com os compostos-testes C5 e 4-OHC25 e com as associagdes
C5+S5, C5+S15, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 diminuiu a atividade da FA
comparado com o grupo controle (Figuras 14A e 14B).

Segunda semana apos a induciio da colite

As associacdes C5+S5 e 4-OHC25+S15 e o composto-teste 4-OHC25
diminuiram a atividade da FA comparado ao grupo controle (Figuras 14A e 14B).

Terceira semana apds a induc¢io da colite com recidiva no 14° dia

Os compostos-testes C5 e 4-OHC25 e a associagdo C5+S25 diminuiram a
atividade da FA comparado com o grupo controle com recidiva (Figuras 14A e 14B).

Nas trés semanas, o tratamento com a S25 ndo inibiu de forma significativa a

atividade da FA colonica (Figuras 14A e 14B).
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Figura 14: Atividade da fosfatase alcalina (FA) colonica de animais com colite cronica
induzida por TNBS/etanol. (A): Efeito da cumarina (5mg/Kg) e da sua associagdo com
as diferentes doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg). (B): Efeito da 4-hidroxi-
cumarina (25mg/Kg) e da sua associagdo com as diferentes doses de sulfassalazina (5,
15 e 25mg/Kg). Resultados foram expressos em média = E.P.M. (n=6 a 12). *p<0,05 e
*#p<0,01 comparado ao grupo controle. ## p<0,01 comparado com o grupo controle
sem recidiva.



2.2.2.4. Conteudo de malonaldeido (MDA) no c6lon

Os niveis de MDA foram aumentados, apds a indugdo da colite por
TNBS/etanol, como conseqiiéncia do estresse oxidativo presente no célon inflamado.
Ap6s a recidiva da colite, os niveis de MDA foram novamente aumentados, devido a
reinstalacdo do processo inflamatdrio intestinal (Figura 15).

Primeira semana apés a inducio da colite

O tratamento oral com os compostos-testes C5, 4-OHC25 e S25 e com as
associacdes das cumarinas com a sulfassalazina diminuiram os niveis de MDA no célon
inflamado comparado com o grupo controle (Figuras 15A e 15B).

Segunda semana apds a inducio da colite

O composto-teste C5 e as associagdes C5+S25 e 4-OHC25+S5 diminuiram os
niveis de MDA no cdlon inflamado (Figuras 15A e 15B).

Terceira semana apos a inducio da colite com recidiva no 14° dia

O composto-teste 4-OHC25 e a associacdo 4-OHC25+S15 diminuiram os niveis

de MDA no co6lon comparado com o grupo controle com recidiva (Figura 15B).
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Figura 15: Conteudo de malonaldeido (MDA) colonico de animais com colite cronica
induzida por TNBS/etanol. (A): Efeito da cumarina (5mg/Kg) e da sua associagdo com
as diferentes doses de sulfassalazina (5, 15 e 25mg/Kg). (B): Efeito da 4-hidroxi-
cumarina (25mg/Kg) e da sua associagdo com as diferentes doses de sulfassalazina (5,
15 e 25mg/Kg). Resultados foram expressos em média £ E.P.M. (n=6 a 12). *p<0,05 e
**p<0,01 comparado ao grupo controle. # p<0,05 comparado com o grupo controle sem
recidiva.



2.2.3. Analise microscépica do colon

O colon dos animais do grupo branco (ndo-colitico) apresentou estrutura normal,
onde pode-se observar a mucosa com as glandulas tubulares retas com células
caliciformes e ldmina propria ndo edemaciada e, a submucosa com tecido conjuntivo
levemente denso e também nio edemaciada (Figuras 17A, 19A e 21A, Tabela 5).

Os animais do grupo controle apresentaram desorganizagdo severa na
histoarquitetura do célon, ulceragdo e inflamacdo envolvendo todas as camadas do célon
durante as trés semanas de experimentos (Figuras 17B, 19B e 21B, Tabela 5).

As amostras de colon de animais com colite ndo tratados foram também
caracterizadas por edema severo e infiltracdo difusa de leucdcitos, composto
principalmente por neutrdfilos na camada mucosa e por linfocitos na submucosa. O
processo inflamatdrio foi associado também a hiperplasia e dilatagdo das criptas.

Primeira semana apés a inducio da colite

O tratamento com C5, 4-OHC25 e S25 demonstrou mucosa recuperada sem
ulceragdo e infiltracdo leve de células inflamatorias comparado com animais do grupo
controle. Além disso, o envolvimento transmural das lesdes foi reduzido (Figuras 17C,
17D e 17E, Tabela 5).

A associacdo C5+S5 apresentou menor infiltrado mononuclear e granulocitico
nas camadas mucosa e submucosa comparado com o grupo controle (Figura 17F). O
tratamento com as associacdes 4-OHC25+S5 e 4-OHC25+S15 diminuiu a infiltracdo de
células inflamatdrias na submucosa comparado com o grupo controle (Figuras 18C e
18D, Tabela 5).

As demais associagdes C5+S15, C5+S25 e 4-OHC25+S25 ndo diminuiram
estatisticamente o processo inflamatorio intestinal induzido por TNBS/etanol
comparado com o grupo controle (Figuras 18A, 18B e 18E, Tabela 5).

Segunda semana apds a inducio da colite

Os tratamentos estudados ndo reduziram de forma significativa o processo
inflamatorio intestinal induzido por TNBS/etanol em ratos comparado com o grupo
controle (Figuras 19C, 19D, 19E, 19F, 20A, 20B, 20C, 20D e 20E, Tabela 5).

Terceira semana apds a inducio da colite com recidiva no 14° dia



Ap6s a recidiva, o processo inflamatdrio intestinal foi novamente instalado, o
que pode ser comprovado quando comparados os grupos controle com recidiva e sem
recidiva da colite (Figuras 21B e 21C, Tabela 5).

Os compostos-testes C5 e 4-OHC25 preveniram a recidiva do processo
inflamatorio intestinal, evidenciada por um menor infiltrado de células inflamatorias nas
camadas mucosa e submucosa, ¢ também evitaram a ulceragdo no epitélio comparado
com o grupo controle com recidiva (Figuras 21D e 21E, Tabela 5).

As associagdes C5+S5 e C5+S15 também preveniram a recidiva do processo
inflamatodrio intestinal, diminuindo o infiltrado inflamatério nas camadas mucosa e
submucosa e também reduziram o edema (Figuras 22A e 22B, Tabela 5).

O tratamento com as associacdes C5+S25, 4-OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-
OHC25+S25 e com S25 apresentou infiltrado inflamatoério moderado a severo nas

camadas mucosa e submucosa (Figuras 22C, 22D, 22E, 22F e 21F, Tabela 5).



Tabela 5: Avaliacio microscopica da cumarina, 4-hidroxi-cumarina e de suas
associagdes com a sulfassalazina na fase cronica da colite induzida por TNBS/etanol em

ratos.
Grupo Escore microscopico
(0-27)

1 Semana 2 Semanas 3 Semanas
Branco 0(0-0)"" 0(0-0)"" 0(0-0)"
Controle C/Rec. 21,5(19-24) 11(9-17) 18(15-24)
Controle S/Rec. - - 6,5(5-11)""
C5 9,5(7-10)" 8,5(7-11) 9,5(8-14)°
C5+85 11(6-15) 10(7-13) 10(8-13)"
C5+S15 11(10-13) 11,5(9-16) 10(9-15)"
C5+825 10(9-15) 11,5(7-16) 10(10-16)
4-OHC25 9(6-13) " 10(8-12) 9(5-10)"
4-OHC25+S5 9,5(8-12)" 10,5(7-10) 13(10-16)
4-OHC25+S15 10(8-13)" 11(9-14) 11(7-14)
4-OHC25+S25 14(9-16) 11,5(7-15) 10,5(9-15)
S25 8(6-16) 11(7-14) 10,5(8-15)

Os dados foram expressos em mediana e range. p<0,05; p<0,01 comparado com o
grupo controle. Todos os grupos diferem de forma significativa do grupo branco p < 0,01

(significancia ndo demonstrada na tabela).



Figura 17: Fotomicrografias da mucosa do célon de ratos na fase cronica da doenga, primeira
semana de tratamento. Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) (Aumento 100X).
(A) Branco (animal ndo colitico) com histologia normal do célon de rato. Lamina propria com
esparsas células inflamatdrias (asteriscos) entre as glandulas mucosa (setas). Submucosa (sbm); (B)
Controle (TNBS) com ulceragdo (cabeca de setas) e infiltragdo severa de células inflamatdrias
(asteriscos) na lamina prépria e na sbm; (C) C5 animais com colite tratados com cumarina
(5mg/Kg) com restabelecimento da organizagdo do colon e leve infiltragdo de células inflamatérias
(asteriscos) entre as glandulas (setas); (D) 4-OHC25 animais com colite tratados com 4-hidroxi-
cumarina (25mg/Kg) evidenciando leve processo inflamatdrio (asteriscos) entre as glandulas (setas)
na lamina propria; (E) S25 animais com colite tratados com sulfassalazina (25mg/Kg)
demonstrando leve infiltrado inflamatério (asteriscos) entre as glandulas (setas) e na submucosa
(sbm) e (F) C5+S5 animais com colite tratados com cumarina (Smg/Kg) e sulfassalazina (5mg/Kg)
evidenciando pouco infiltrado inflamatorio (asterisco) entre as glandulas na lamina prépria (setas).



Figura 18: Fotomicrografias da mucosa do coélon de ratos na fase cronica da doenga,
primeira semana de tratamento. Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina
(HE) (Aumento 100X). (A) C5+S15 animais com colite tratados com cumarina
(5mg/Kg) e sulfassalazina (15mg/Kg); (B) C5+S25 animais com colite tratados com
cumarina (5mg/Kg) e sulfassalazina (25mg/Kg); (C) 4-OHC25+S5 animais com colite
tratados com 4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e sulfassalazina (5mg/Kg); (D) 4-
OHC25+S15 animais com colite tratados com 4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e
sulfassalazina (15mg/Kg) e (E) 4-OHC25+S25 animais com colite tratados com 4-
hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e sulfassalazina (25mg/Kg) com leve infiltragdo de células
inflamatorias (asterisco).



Figura 19: Fotomicrografias da mucosa do colon de ratos na fase cronica da doenca,
segunda semana de tratamento. Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE).
(A) Branco (animal n3o colitico) com histologia normal do célon de rato; (B) Controle (TNBS)
com ulceragdo (cabeca de setas) e infiltracdo severa de células inflamatdrias (asterisco) na lamina
propria e na submucosa (sbm); (C) C5 animais com colite tratados com cumarina (5mg/Kg);
(D) 4-OHC25 animais com colite tratados com 4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg); (E) S25
animais com colite tratados com sulfassalazina (25mg/Kg) e (F) C5+S5 animais com colite
tratados com cumarina (5mg/Kg) e sulfassalazina (5mg/Kg).



Figura 20: Fotomicrografias da mucosa do colon de ratos na fase cronica da doenca,
segunda semana de tratamento. Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE)
(Aumento 100X). (A) C5+S15 animais com colite tratados com cumarina (5mg/Kg) e
sulfassalazina (15mg/Kg); (B) C5+S25 animais com colite tratados com cumarina
(5mg/Kg) e sulfassalazina (25mg/Kg); (C) 4-OHC25+S5 animais com colite tratados com
4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e sulfassalazina (5mg/Kg); (D) 4-OHC25+S15 animais
com colite tratados com 4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e sulfassalazina (15mg/Kg) e (E)
4-OHC25+S25 animais com colite tratados com 4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e
sulfassalazina (25mg/Kg).



Figura 21: Fotomicrografias da mucosa do colon de ratos na fase cronica da doenca,
terceira semana de tratamento. Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE)
(Aumento 100X). (A) Branco (animal nio colitico) com histologia normal do célon de
rato; (B) Controle c/rec. animais que receberam a segunda dose de TNBS, mostrando
ulceragc@o na mucosa (cabeca da seta), infiltragdo severa de células inflamatorias na lamina
propria e submucosa (sbm) e presenga de edema; (C) Controle s/rec. animais que ndo
receberam a segunda dose de TNBS, mostrando infiltrado inflamatorio leve (asterisco); (D)
C5 animais com colite tratados com cumarina (5mg/Kg) com restabelecimento da organizagdo
do colon e leve infiltragdo de células inflamatorias (asterisco) entre as glandulas (seta); (E) 4-
OHC25 animais com colite tratados com 4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) com
restabelecimento da organiza¢do do colon e leve infiltragdo de células inflamatodrias (asterisco)
entre as glandulas (seta); (F) S25 animais com colite tratados com sulfassalazina (25mg/Kg),
demonstrando moderada infiltragao de células inflamatorias na sbm (asterisco).



Figura 22: Fotomicografias da mucosa do colon de ratos na fase cronica da doenca,
terceira semana de tratamento. Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina
(HE) (Aumento 100X). (A) C5+S5 animais com colite tratados com cumarina (5mg/Kg)
e sulfassalazina (5mg/Kg) com restabelecimento da organizagdo do célon e leve infiltragdo de
células inflamatorias (asterisco) entre as glandulas (seta); (B) C5+S15 animais com colite
tratados com cumarina (5mg/Kg) e sulfassalazina (15mg/Kg) com restabelecimento da
organizagdo do colon e leve infiltragdo de células inflamatdrias (asterisco) entre as glandulas
(seta); (C) C5+S25 animais com colite tratados com cumarina (5mg/Kg) e sulfassalazina
(25mg/Kg); (D) 4-OHC25+S5 animais com colite tratados com 4-hidroxi-cumarina
(25mg/Kg) e sulfassalazina (5mg/Kg); (E) 4-OHC25+S15 animais com colite tratados
com 4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e sulfassalazina (15mg/Kg) com severa infiltragcdo
de células inflamatorias na submucosa (sbm) e na lamina propria (asterisco) e (F) 4-
OHC25+S25 animais com colite tratados com 4-hidroxi-cumarina (25mg/Kg) e
sulfassalazina (25mg/Kg) com moderada infiltragdo de células inflamatorias na
submucosa e na ldmina propria (asterisco).



CAPITULO 5
DISCUSSAO E CONCLUSOES

1. Discussao

O termo Doenga Inflamatéria Intestinal (DII) refere-se a doencas cronicas do
trato gastrointestinal e compreende fundamentalmente a Colite Ulcerativa (CU) e a
Doenga de Crohn (DC), ambas com etiologia desconhecida (Katz et al., 1999). Os
tratamentos existentes até o momento sdo para combater os sintomas destas doencas.
Embora estes tratamentos sejam geralmente efetivos, eles apresentam significantes
efeitos colaterais.

A primeira opg¢do terapéutica utilizada no tratamento da DII é o fadrmaco
sulfassalazina. Apesar de seu mecanismo de agdo ndo ser completamente conhecido,
sabe-se que estes farmacos sequestram radicais livres, protegendo as células da mucosa
intestinal da agfo destes que sdo citotoxicos, além de inibirem a sintese de
prostaglandinas, por inibirem a via da ciclooxigenase (Peppercorn, 1994). Apesar de seu
efeito benéfico, a sulfassalazina induz diversos efeitos colaterais como dores de cabega,
nauseas, anorexia, dispepsia, reacdes alérgicas, febre, hemolise, neutropenia e anemia
(Ransford e Langman, 2002), principalmente devido ao uso prolongado no tratamento
das DII. A maioria destes efeitos pode ser revertida com a diminui¢ado da dose utilizada.
Entretanto, esse procedimento diminui a eficacia do tratamento. Por esta razdo, a
comunidade cientifica vem buscando novas estratégias de tratamentos para combater as
DII (Di Stasi et al., 2004; Baildn et al., 2008), especialmente com o uso de probioticos e
prebidticos (Osman et al., 2004; Matsumoto et al., 2005; Camuesco et al., 2005; Peran
et al., 2005; Damaskos e Kolios, 2008) e de compostos polifendlicos, especialmente
flavonodides e cumarinas (Cruz et al., 1998, Sanchez de Medina et al., 1996; Galvez et
al., 2001; Di Stasi et al., 2004; Jiang et al., 2006). Entre as cumarinas destacam-se os
efeitos descritos em nosso estudo com a cumarina e a 4-hidroxi-cumarina, ambas com
atividade antiinflamatoria intestinal (Luchini et al., 2008). Com base nestes resultados
preliminares, considerou-se que o uso combinado da cumarina ou da 4-hidroxi-
cumarina com a sulfassalazina poderia representar uma estratégia terapéutica para o
tratamento da colite, especialmente considerando-se a possibilidade de manutengdo e/o
aumento da eficacia com redugdo dos efeitos colaterais decorrentes da administra¢do de

sulfassalazina.



Para avaliar os efeitos antiinflamatorios destes compostos, foi utilizado o modelo
de colite induzido por acido trinitrobenzenosulfonico (TBNS) em ratos. Trata-se de um
dos modelos mais utilizados para a avaliagdo da atividade de novos produtos e por
mimetizar varias das caracteristicas histopatologicas, bioquimicas e clinicas da DIl em
humanos. Este modelo ¢ facilmente reproduzivel e apresenta baixo custo. A
administracdo intracolonica de TNBS em uma solugdo alcodlica (etanol 50%) rompe as
membranas celulares e o TNBS age como um hapteno, promovendo uma resposta
imunolédgica (Morris et al., 1989). O TNBS também provoca efeito citotoxico direto
sobre o epitélio intestinal, por produzir espécies reativas de oxigénio (Grisham et al.,
1991) e depletar os niveis de glutationa (Ardite et al., 2000). Estes eventos induzem o
surgimento de lesdes na parede do colon, aumento a permeabilidade intestinal e
producdo de mediadores inflamatorios (Yamada et al., 1992).

Em nosso estudo foram testadas varias doses de cumarina e de 4-hidroxi-
cumarina nas fases aguda e cronica com recidiva, no modelo de colite induzida por
TNBS/etanol em ratos. Os resultados demonstraram que ambas as cumarinas
apresentaram atividade antiinflamatoria intestinal, tanto na fase aguda quanto na fase
cronica da colite com recidiva. Este efeito foi associado a diminuigdo do estresse
oxidativo coldnico, devido a inibi¢do da deplecdo da GSH coldnica com os tratamentos
(Luchini et al., 2008), no entanto, outras a¢cdes farmacologicas destes compostos devem
estar envolvidas na producdo deste efeito. Neste sentido, buscou-se avaliar os efeitos
destes compostos sobre a sintese de citocinas pro-inflamatorias envolvidas na colite
experimental e humana, utilizando diferentes linhagens celulares (Caco2, RAW 264.7. ¢
linfécitos de camundongos). Os resultados mostram que a cumarina foi capaz de
diminuir os niveis de IFN-y pelos linfocitos enquanto que a 4-hidroxi-cumarina foi habil
em diminuir os niveis de IL-8 pela Caco2, IL-1B pela RAW 264.7. ¢ IL-2 pelos
linfécitos.

A IL-8 ¢ um importante agente quimiotatico para neutrdfilos, mas também pode
ser para outros leucécitos, como basofilos e células T. Esta citocina pode ser produzida
tanto por células leucocitarias, como por c€lulas endoteliais, epiteliais e fibroblastos
(Podolsky e Fiocchi, 2000). Numerosos ensaios in Vitro revelam que no intestino
inflamado a migracdo de neutréfilos pelos vasos depende da secrecdo de IL-8 pelas
células epitelias. A IL-8 ¢ uma citocina induzivel, desta maneira ¢ dificilmente
encontrada em células ndo estimuladas. Seus niveis se elevam em resposta a citocinas

pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1B e estimulos como o LPS (Van Deventer, 1997).



No presente estudo, como modelo de células epiteliais coldnicas foi utilizado células de
adenocarcinoma de célon humano Caco2, a qual produziu quantidade elevada de IL-8
em resposta a IL-1p. A 4-hidroxi-cumarina diminuiu os niveis de IL-8 no sobrenadante
das células Caco2, o que sugere que este mecanismo de acdo pode estar envolvido no
seu efeito antiinflamatdrio intestinal. Este efeito ndo se deve a uma agao toxica sobre as
células, pois ndo apresentou efeito algum sobre a viabilidade celular. Compostos com
atividade antiinflamatoria intestinal tais como o gel de aloe vera extraido das folhas de
Aloe barbadensis (Langmead et al., 2004) e a berberina (Zhow e Mineshita, 2000)
também diminuem os niveis de IL-8 no sobrenadante da cultura de Caco2.

Os mondcitos e os macrofagos constituem a fonte principal de TNF-a e IL-1,
ambas envolvidas no inicio e na manuten¢do da resposta inflamatoria. Entre os
estimulos que regulam a sintese de TNF-o e IL-1B encontram-se os ligados aos
receptores tipo “Toll” (TLRs), como o LPS, que se une ao TLR4 (Beck e Wallace,
1997). Existem relatos na literatura que a concentracdo de IL-1B no intestino esta
aumentada nos pacientes com CU e DC (Ligumsky et al., 1990; Mahida et al., 1999)
assim como em modelos experimentais de inflama¢do intestinal (Rachmilewitz et al.,
1989; Morteau et al., 1993). A IL-1p ¢ considerada um marcador da inflama¢do mais
sensivel que a atividade da MPO na fase cronica do processo inflamatério intestinal
(Sanchez de Medina et al., 1996). Neste estudo, os macrofagos de camundongo RAW
264.7 foram estimulados com LPS a produzir IL-1p. Neste estudo, a 4-hidroxi-cumarina
diminuiu os niveis de IL-1p no sobrenadante de macréfagos de camundongo RAW
264.7, o que sugere que este mecanismo de ag¢do pode estar envolvido no seu efeito
antiinflamatoério intestinal. Este efeito também ndo se deve a uma agdo toxica sobre as
células, pois ndo apresentou efeito algum sobre a viabilidade celular. Resultado
semelhante foi obtido por Blonska et al. (2003), os quais demonstraram que o0s
flavonoides crisina, galangina, kaempferol e quercetina diminuem, in vitro, os niveis de
IL-1pB no sobrenadante das células RAW 264.7.

As citocinas IL-2 e IFN-y sdo produzidas por linfécitos ativados. A IL-2 interage
com o seu receptor especifico na superficie do linfécito induzindo a expansao clonal de
linfécitos T efetores. Os niveis plasmaticos de IL-2 como de seu receptor encontram-se
aumentados em pacientes com DII, o que sugere que a diminui¢@o da secrecdo de IL-2
pode ser benéfica no processo inflamatério intestinal (Ardizzone, 2009). Isto tem sido
demonstrado pelo uso de ciclosporina A em pacientes com CU resistentes aos

corticodides (Hanauer, 2004). A ciclosporina A ¢ um farmaco imunomodulador que



diminuiu a secrecdo de IL-2 pelos linfécitos. O IFN-y promove a apresentacdo de
antigenos pelos macrofagos, suprime a atividade da célula Th2, causa a expressdo do
complexo de histocompatibilidade maior de classe II nas células epiteliais, promove
adesdo e a ligagdo necessaria para a migracdo de leucécitos e promove a ativagdo das
células natural killer (Rutgeersts, et al., 2009). Estudos tém reportado aumento na
producdo de IFN-y no célon de pacientes com DII (Niessner et al., 1995; Desreumaux et
al., 1997). Atualmente tem-se usado fontolizumab (anticorpo monoclonal humanizado
IgG1 contra IFN-y) no tratamento de casos moderados a severo de pacientes com DC
(Reinisch, 2006). Assim, drogas que promovam a diminui¢do da secrecdo de IFN-y e
IL-2 por linfécitos podem ser benéficas para o tratamento das DII.

Para avaliar o papel das cumarinas sobre a secrecdo destes mediadores, foi
utilizado o bago de camundongos da cepa Balb'c. Os linfécitos se ativam com
concanavalina A, que se unem diretamente a um receptor antigénico e levam
aproximadamente umas 24 horas para comegar a proliferar. Como resultado produz
altas quantidades de IL-2 e IFN-y, além de outras citocinas. Neste estudo, a 4-hidroxi-
cumarina diminuiu os niveis de IL-2 e a cumarina diminuiu os niveis de IFN-y no
sobrenadante dos linfécitos, o que sugere que estes mecanismos de a¢do podem estar
envolvidos nos seus efeitos antiinflamatdrios intestinais. Estes efeitos também ndo se
devem a uma agdo toxica sobre as células, pois as cumarinas ndo apresentaram efeito
algum sobre a viabilidade celular. Compostos com atividade antiinflamatoria intestinal
tais como o changtai (Liu et al., 2008) e 1,25 diidroxivitamina D3 (Ardizzone et al.,
2009) também diminuiram os niveis de IL-2 e IFN-y de linfécitos.

As cumarinas sdo compostos extremamente variaveis em sua estrutura quimica,
com varios tipos de substitui¢do na sua estrutura basica, que podem influenciar sua
atividade biologica (Kostova, 2005). Neste estudo, os resultados dos ensaios in vitro e
ex vivo demonstraram que a presenga de hidroxila no carbono 4 na molécula original de
cumarina (4-hidroxi-cumarina) proporcionou maior atividade biologica a cumarina, ou
seja, a 4-hidroxi-cumarina diminuiu os niveis de IL-8 na Caco2, IL-1B na Raw 264.7 e
IL-2 nos linfocitos, enquanto que a cumarina diminuiu apenas os niveis de IFN- vy
pelos linfocitos.

O presente estudo mostrou também o efeito exercido por diferentes associagdes
de cumarina 5mg/Kg (C5) ou 4-hidroxi-cumarina 25mg/Kg (4-OHC25) com a
sulfassalazina 5, 15 e 25mg/Kg (C5+S5, C5+S15, C5+25, 4-OHC25+S5, 4-
OHC25+S15 e 4-OHC25+S25) na melhora do insulto provocado pela instalagcdo



intracolonica de TNBS/etanol em ratos em duas condigdes experimentais: aguda e
crOnica com recidiva.

Na avalia¢do dos efeitos da associagdo entre as cumarinas e a sulfassalazina,
destacaram-se em prevenir a colite, em ambas as fases aguda e crdnica, as associa¢des
de C5+S5 e 4-OHC25+S15, as quais também preveniram os efeitos causados pela
recidiva da colite. Pode-se considerar que estes resultados sdo importantes, uma vez que
os objetivos principais da terapia contra a DII sdo o de induzir a remissdo da doenca
quando esta ativa e prolongar o periodo de remissdo quando estd quiescente, ja que a
duracdo da remissdo é importante para a determinacdo da severidade da doenga e a
qualidade de vida dos pacientes (Galvez et al., 2003).

Neste estudo, a colite foi caracterizada pelo espessamento da parede do intestino,
evidenciado por um significante aumento da relagdo peso/comprimento, aparecimento
de fezes diarréicas, incidéncia de aderéncia, deplecdo dos niveis de GSH e aumento da
atividade das enzimas FA e MPO nas duas condi¢des experimentais (aguda e cronica
com recidiva). Além disso, a inflamacdo da fase cronica foi associada também com
aumento dos niveis de MDA coldnico. Todos estes resultados confirmam que em ambas
as condi¢des experimentais ocorrem uma resposta inflamatoria ativa derivada da
atividade exarcebada das células imunes presentes no infiltrado inflamatdrio intestinal.
Estes resultados foram semelhantes aos obtidos por outros autores estudando compostos
como a morina e a paepalantina (Galvéz et al., 2001; Di Stasi et al., 2004).

Na fase aguda da colite, a administra¢do oral de C5 ou 4-OHC25 ou S25 nao
reduziu de forma significativa a extensdo e a severidade das lesdes coldnicas no
processo inflamatdrio induzido por TNBS/etanol em ratos. Quando as cumarinas foram
associadas com a sulfassalazina C5+S25 e 4-OHC25+S15 ocorreu agdo conjunta
verificada pela reducdo do indice de lesdo. Na fase cronica da colite, o tratamento oral
com C5 ou S25 e com as associacdes C5+S5, C5+S15, 4-OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e
4-OHC25+S25 preveniu macroscopicamente a extensdo e a severidade da lesdo
induzida pela segunda dose de TNBS/etanol comparado com o grupo controle com
recidiva. Esta avaliacdo macroscopica sugere que, apos 21 dias de tratamento, estas
estratégias farmacologicas promoveram efeitos preventivos sobre o dano colonico.
Além disso, as associagdes C5+S5, C5+S15, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25, assim
como os compostos-testes C5 e 4-OHC25 também reduziram o escore e/ou a extensio
das lesdes na primeira semana apds a indugdo da colite, indicando que estes tratamentos

possuem efeito curativo neste modelo experimental.



Exceto para C5 na fase aguda, todos os tratamentos estudados em ambas as fases
ndo foram efetivos na redugdo da relagdo peso/comprimento coldnico. Este parametro,
relacdo peso/comprimento coldnico, € de dificil recuperacdo devido a severa e extensiva
lesdo induzida no célon pelo TNBS/etanol, o qual € dificil ser superado por tratamentos
farmacolégicos (Veljaca et al., 1995).

Os efeitos preventivos (fase aguda) dos compostos-testes C5 e 4-OHC25 bem
como das associagdes C5+S25 e 4-OHC25+S15 foram relacionados a redugdo
significativa da incidéncia de diarréia, indicando restauracdo da capacidade de absorcao
do colon, a qual é profundamente alterada como conseqii€ncia do processo inflamatério
intestinal (Sanchez de Medina et al., 2002). Os efeitos curativos (fase cronica) dos
compostos-testes C5 e 4-OHC25 bem como das associagdes C5+S15, 4-OHC25+S15 e
4-OHC25+S25 foram também relacionados a reducdo da incidéncia de diarréia no colon
na primeira semana apds a inducéo da colite.

A presenca de aderéncia entre o colon e orgdos adjacentes, a qual resulta na
inflamacdo transmural, ¢ um aspecto comum da DC (Levine, 1994) e da colite
experimental induzida por TNBS/etanol (Yamada et al., 1992; Bell et al., 1995). As
associacdes C5+25, 4-OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 diminuiram a
incidéncia de aderéncia, indicando efeito protetor destas associagdes. Na fase cronica, o
composto-teste C5 e a associacdo 4-OHC25+S15 evitaram o aparecimento de aderéncia
na primeira semana apos a inducdo da colite. Além disso, as associacdes C5+SS5,
C5+825, 4-OHC25+S5, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25 e os compostos isolados 4-
OHC25 e S25 evitaram o aparecimento de aderéncia na segunda semana ap0s a indugéo
da colite, sugerindo efeito curativo destes tratamentos.

O processo inflamatério intestinal agudo e cronico induzido por TNBS/etanol
provocou nos animais redu¢do do consumo de alimento e conseqiientemente perda de
peso corpdreo, conforme ja reportado por outros autores (Galvez et al., 2000; Di Stasi et
al., 2004). Na fase aguda, foi verificado que todos os grupos tratados tiveram indices
semelhantes de peso corpéreo e consumo de alimento comparado a animais do grupo
controle. O efeito curativo (fase cronica) da associacdo C5+S5 foi também associado ao
aumento do consumo de alimento e ao ganho de peso corpdreo na primeira semana apos
a indugdo da colite.

A atividade antiinflamatéria dos compostos-testes C5 e 4-OHC25, na fase aguda
da colite, foi também confirmada bioquimicamente pela mensuragdo dos niveis de MPO

no colon inflamado. A MPO ¢ uma enzima predominantemente encontrada nos



granulos azurdfilos dos neutréfilos, e ¢ um marcador bioquimico de neutrdfilos
(Yamada et al., 1992; Villegas et al., 2003) e sua mensuragdo tem sido amplamente
utilizada para acompanhar o processo inflamatorio (Camuesco et al., 2005). A redugao
da atividade desta enzima pode ser interpretada como manifestacio da propriedade
antiinflamatdria de um dado composto (Veljaca et al., 1995). Ao associar as cumarinas
com a sulfassalazina na fase aguda da colite, a atividade da MPO col6nica nao foi
inibida significativamente. Verificou-se também que a associacdo de 4-OHC25+S5
aumentou a atividade da MPO colo6nica. Este efeito proinflamatério indesejavel pode ser
devido a intera¢des farmacocinéticas e farmacodinamicas decorrente da associagdo
destes compostos, mas para a explicacdo destes efeitos novos estudos sdo necessarios.
Um efeito dual tem sido descrito para varios flavonodides, como diosmina e hesperidina
(Crespo et al., 1999), quercitrina (Sanchez de Medina et al., 1996) e silimarina (Cruz et
al.,, 2001), e para a paepalantina (Di Stasi et al., 2004); em baixas doses esses
compostos se comportam como antioxidantes e antiinflamatérios em co6lon de ratos e
em altas doses, como prooxidantes e proinflamatérios.

Diferentemente do que ocorreu na fase aguda, o tratamento com as associagdes
C5+S5 e 4-OHC25+S15 na fase cronica foram capazes de reduzir a extensdo do
infiltrado neutrofilico no célon na primeira semana apos a administragdo de TNBS, a
qual foi determinada pela reducdo da atividade da MPO coldnica, assim como o
tratamento com o composto-teste C5. Compostos com atividade antiinflamatdria
intestinal tais como rutosideo (Cruz et al., 1998), quercitrina (Sanchez de Medina et al.,
1996; Camuesco et al., 2004), morina (Galvez et al., 2001) e curcumina (Jiang et al.,
2006), também foram capazes de reduzir a atividade enzimatica da MPO colonica.

Microscopicamente, a DII ¢ caracterizada pela infiltragdo de um grande niimero
de células como neutroéfilos, eosindfilos, mondceitos e macréfagos na camada mucosa e
lamina prépria e o infiltrado inflamatério é acompanhado de lesdo na mucosa, aumento
da permeabilidade vascular, rompimento da matriz extracelular, edema, dano nas
células epiteliais e ulceragdo (Asakura et al., 2007). O aumento de células inflamatorias
na mucosa e submucosa na DII promove a sintese e liberacdo de uma série de diferentes
mediadores pro-inflamatorios, incluindo eicosandides, citocinas e metabolitos reativos
de oxigénio e nitrogénio, os quais sdo responsadveis pela perpetuagcdo da resposta
inflamatoria (Pavlick et al., 2002). O efeito antiinflamatorio dos compostos-testes C5 e
4-OHC25 e das associacdes C5+S5 e C5+S25 na fase aguda foi também confirmado

microscopicamente pela redugdo da proliferacdo de células inflamatoérias na mucosa e



na submucosa. Na fase cronica, os animais tratados com os compostos-testes C5 e 4-
OHC25 apresentaram menor dano tecidual com menor presenca de infiltrado
inflamatorio, o que pode ser observado pela diminuicdo do escore microscopico tanto na
primeira, quanto na terceira semana apos a inducdo da colite, reforcando que estes
tratamentos apresentam tanto efeitos curativos como preventivos no modelo cronico de
colite induzido por TNBS/etanol. Dentre as associagdes testadas no presente estudo, a
associagdo de C5+S5 foi mais efetiva em reduzir o dano histologico que as demais
associagdes, porque reduziram o infiltrado inflamatério tanto na primeira, quanto na
terceira semana apos a indug@o da colite, demonstrando efeitos curativos e preventivos.
As demais associagdes testadas tiveram apenas efeito ou curativo ou preventivo.

Os radicais livres de oxigénio e nitrogénio possuem papel chave na
fisiopatologia da inflamagdo intestinal (Yamada e Grisham, 1994). Loguercio et al.,
(1996) propuseram que o dano causado inicialmente pelo modelo de colite induzido por
TNBS/etanol, é devido a produgdo elevada de radicais livres, sem a participacdo de
componentes derivados do processo inflamatdrio. Inicialmente o aumento da produgio
de radicais livres induz a lipoperoxidagdo que termina com a liberacdo de mediadores
quimiotaticos, que por sua vez, recrutam células inflamatorias (neutrofilos) a infiltrarem
a mucosa danificada. O infiltrado neutrofilico induz uma alta produ¢do de radicais
livres. O estresse oxidativo resultante, depleta as defesas antioxidante enddgena na
mucosa colonica inflamada (Lih-Brody et al., 1996). Desta forma, compostos que
promovam a inibi¢do ou neutralizacdo de radicais livres, juntamente com uma ativacao
dos sistemas antioxidantes endogenos, tanto enzimaticos como ndo enzimaticos, pode
ser benéfico no tratamento das DII (Nielsen e Rask-Madsen, 1996).

A GSH ¢ considerada um importante sequestrador de radicais livres, pela sua
capacidade antioxidante direta e pela sua propriedade em ser substrato para acdo da
glutationa peroxidase e da glutationa transferase (Beutler, 1989). A deple¢do dos niveis
de glutationa, os quais sdo indicativo do estresse oxidativo, tem sido detectado no c6lon
inflamado de humanos (Lauterburg et al., 1988; D’Odorico et al., 2001) e em modelos
experimentais de inflama¢do coldnica (Sanchez de Medina et al., 1996; Di Stasi et al.,
2004; Camuesco et al., 2005; Luchini et al., 2008). Loguercio et al., (2003) reportaram
que a suplementagdo com GSH melhora o dano oxidativo de ratos com colite induzida
por TNBS/etanol.

Neste estudo foi mensurado o nivel de GSH coldnica para verificar se este

mecanismo esta envolvido no efeito antiinflamatorio das cumarinas administradas



isoladamente e em associagdo com a sulfassalazina. A inflamacdo colonica aguda e
cronica induzida por TNBS/etanol causou estresse oxidativo intenso, uma vez que
animais do grupo controle apresentaram deplecdo dos niveis de GSH em comparagio
com animais normais. Na fase aguda, o pré-tratamento oral com as cumarinas C5 ¢ 4-
OHC25 ou em associacdo com a sulfassalazina C5+25 e 4-OHC25+S15 foi capaz de
prevenir a deplecdo de GSH coldnica, o que caracteriza uma diminui¢do no estresse
oxidativo colonico.

Na fase cronica da colite com recidiva induzida por TNBS/etanol em ratos, além
da dosagem de GSH coldnica foi avaliado também os niveis de MDA colonico. O MDA
¢ um produto derivado do processo de lipoperoxidagdo que ocorre em consequéncia ao
processo inflamatdrio (Loguercio et al., 1996). Os tratamentos com C5 ou 4-OHC25 ou
S25 evitaram a deplecdo de GSH e diminuiram os niveis de MDA, demonstrando tanto
efeito curativo quanto preventivo. As associagdes C5+S5 e C5+S5 evitaram a deplecdo
de GSH, demonstrando tanto efeito preventivo quanto curativo e diminuiram os niveis
de MDA na primeira semana apds a indu¢do da colite, indicando apenas efeito curativo.
As demais associagdes apresentaram apenas efeito curativo tanto na inibicdo da
deplecdo de GSH quanto nos niveis de MDA coldnico. De fato, varios estudos mostram
que compostos com atividade antiinflamatdria impedem a deplecdo de GSH coldnica
(Sanchez de Medina et al., 1996; Ocete et al., 1998; Cruz et al., 1998; Gonzalez et al.,
2001; Di Stasi et al., 2004; Galvez et al., 2006; Cestari et al., 2009) e também
diminuem os niveis de MDA na colite experimental (Ocete et al., 1998; Galvez et al.,
2001).

A DII também ¢ caracterizada pelo aumento da expressdo de marcadores de
diferencia¢do (Cooper e Steplewski, 1989), tais como a FA que ¢ considerada um
marcador fenotipico de diferenciacdo e que se encontra aumentada na colite
experimental (Sanchez de Medina et al., 1996; Di Stasi et al., 2004; Sanchez de Medina
et al., 2004). Além disso, a atividade da FA tem sido usada para diferenciar a DC da
CU, devido a sua atividade enzimatica ser maior na DC (Torres et al., 2007). O fato de
uma droga da atividade diminuir a atividade da FA indica seu potencial
antiinflamatério. Na fase aguda da colite, a atividade antiinflamatéria intestinal dos
compostos isolados C5, 4-OHC25 e S25 e das associagdes C5+S5 e 4-OHC25+S15 foi
associada também a redugdo significativa da atividade enzimatica da FA coldnica. Na
fase cronica, os compostos-testes C5 ¢ 4-OHC25 demonstraram tanto efeito curativo

quanto preventivo e as associagdes C5+S5, C5+S15, 4-OHC25+S15 e 4-OHC25+S25



demonstram apenas efeito curativo. A atividade antiinflamatoria de varios compostos
foi também atribuida a capacidade de reduzir a atividade da FA colonica (Sanchéz de
Medina et al., 1996; Di Stasi et al., 2004).

Em resumo, na fase aguda da colite, a atividade preventiva dos compostos-testes
C5 e 4-OHC25 foi associada a inibi¢do da deplecdo de GSH e a diminui¢do da atividade
das enzimas FA e MPO coldnica, enquanto que o efeito preventivo da S25 foi associado
apenas a diminui¢do da atividade da FA. Os efeitos das associagdes C5+S5 e 4-
OHC25+S15 foram relacionados a diminui¢do da atividade da FA. Além disso, a
associacdo 4-OHC25+S15 inibiu da deplecdo de GSH. Na fase cronica da colite com
recidiva, os compostos-testes C5 e 4-OHC25 demonstraram efeitos curativos e
preventivos, evidenciados pela inibi¢do da deple¢do de GSH, pela diminui¢do da
atividade da FA e pela diminuicdo nos niveis de MDA. E ainda, a C5 demonstrou
também efeito curativo em diminuir a atividade da MPO. O tratamento com S25
também demonstrou efeitos curativos e preventivos, evidenciados pela inibicdo da
deplecdo de GSH e pela diminui¢do dos niveis de MDA. Os efeitos curativos e
preventivos da associagdo C5+S5 foram relacionados a reducdo do escore macroscdpico
e a inibicdo da deple¢do de GSH. Esté associacdo também apresentou efeito curativo em
diminuir a atividade das enzimas FA e MPO e em diminuir os niveis de MDA. A
associagdo 4-OHC25+S15 demonstrou efeito curativo, o qual foi evidenciado pela
inibicdo da deplecdo de GSH, diminuicdo da atividade das enzimas FA e MPO e
diminui¢d@o dos niveis de MDA coldnico.

Outros autores também estudaram a estratégia terapéutica de associar a
sulfassalazina ou seu metabdlito ativo 5-ASA com compostos com atividade contra a
colite. Pacientes coliticos tratados com a associacdo de sulfassalazina (2g/d) e
rosiglitazone (4mg/d) tiveram melhores efeitos terapéuticos do que pacientes tratados
somente com sulfassalazina (Liang e Ouvang, 2006). Diculescu et al. (2003)
verificaram o efeito protetor da suplementacdo de acido folico e sulfassalazina em
pacientes com colite na prevencdo do cancer de colon retal. Barbosa et al. (2003)
concluiram que o estresse oxidativo no plasma de pacientes com colite diminuiu com o
uso combinado de sulfassalazina e 6leo de peixe rico em dmega-3, devido a redugdo na
producdo de radicais livres. Além disso, Siddiqui et al., (2006) concluiram que a
administracdo intracolonica de 5-ASA com N-acetilcisteina promoveu efeito superior na
reducdo da inflamago coldnica do que a administracdo das drogas isoladas em ratos

com colite induzida por TNBS. Dados recentes mostram que a associacdo de 5-ASA



com N-acetilcisteina também diminuem os efeitos deletérios causados pela
prostaglandina E2 (Ancha et al., 2009).

Frente aos resultados apresentados, os compostos-testes C5 e 4OHC25 e as
associagdes C5+S5 e 4-OHC25+S15 promoveram efeitos semelhantes aos obtidos pela
S25. Este efeito benéfico das associagdes na inflamagdo intestinal cronica foi obtido
usando doses cinco e trés vezes menor que a dose da sulfassalazina (primeira opcao
terapéutica no tratamento de colite). Desta forma, estes resultados observados indicam
que as associacdes C5+S5 e 4-OHC25+S15 promovem efeitos protetores utilizando-se
doses inferiores de sulfassalazina, podendo representar uma alternativa para a redugio

dos efeitos adversos da sulfassalazina com manutencdo dos mesmos niveis de eficacia.

1.1. Conclusdes

Apoés a finalizagdo deste trabalho de pesquisa os resultados aqui descritos

permitem concluir que:

1) O tratamento com os compostos-testes cumarina e 4-hidroxi-cumarina
promoveu efeito preventivo (fases aguda e cronica) e curativo (fase cronica) na mucosa
colonica afetada pelo TNBS/etanol, facilitando a recuperag@o do tecido inflamado. Este
efeito estd associado a inibicdo da deple¢do de GSH colonica e a reducdo da atividade
das enzimas MPO e FA coldnica nas fases aguda e cronica da doenga. Além disso,
ambas cumarinas reduziram os niveis de MDA coldnico na fase cronica com recidiva.
Nos ensaios in Vvitro e ex vivo, a 4-hidroxi-cumarina diminiu a secre¢do de IL-8 pela
Caco2, IL-1pB pela RAW 264.7 e IL-2 pelos linfécitos e a cumarina diminui a secre¢ao
de IFN- vy pelos linfocitos. Estes resultados in vitro e ex vivo sugerem que a diminuigio
dos niveis destas citocinas no sobrenadante destas células contribuem para o efeito
antiinflamatdrio das cumarinas nas fases aguda e cronica da colite induzida em ratos.

2) A presenga de hidroxila no carbono 4 proporciona maior atividade bioldgica a
molécula de cumarina in vitro. Visto que a 4-hidroxi-cumarina diminuiu a producdo de
IL-8 pela Caco2, IL-1B pela RAW 264.7 e IL-2 pelos linfocitos, enquanto a cumarina
(1,2 benzopirona) diminuiu apenas o IFN- y pelos linfocitos.

3) O tratamento com as associacdes C5+S5 e 4-OHC25+S15 promoveu tanto
efeito preventivo (fases aguda e cronica) quanto efeito curativo (fase cronica) na

mucosa coldnica afetada pela administracio de TNBS/etanol, utilizando doses 3 e 5



vezes menor que a dose da sulfassalazina (primeira opg¢ao terapéutica no tratamento de
colite). Estes efeitos indicam que estas associagdes podem ser uma nova opg¢ao
terapéutica para o tratamento da colite, possibilitando a redu¢@o dos efeitos adversos da

sulfassalazina com a reducdo da sua dose.
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