UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
CAMPUS DE BOTUCATU

Atividade Antiinflamatdéria Intestinal da Escopoletina e Fraxetina nas Fases
Aguda e Cronica do Processo Inflamatério Induzido por TNBS em Ratos

Alexandre da Silveira Chagas

Monografia apresentada ao Departamento de
Farmacologia do Instituto de Biociéncias,
Campus de Botucatu, para obtengéo do titulo de
Bacharel em Ciéncias Biomédicas, sob
orientagdo do Prof. Dr. Luiz Claudio Di Stasi.

BOTUCATU - SP

2010



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
CAMPUS DE BOTUCATU

Atividade Antiinflamatéria Intestinal da Escopoletina e Fraxetina nas Fases
Aguda e Cronica do Processo Inflamatério Induzido por TNBS em Ratos

Alexandre da Silveira Chagas
Orientador: Prof. Dr. Luiz Claudio Di Stasi

Monografia apresentada ao Departamento de
Farmacologia do Instituto de Biociéncias,
Campus de Botucatu, para obtengéo do titulo de
Bacharel em Ciéncias Biomédicas, sob
orientagdo do Prof. Dr. Luiz Claudio Di Stasi.

BOTUCATU - SP

2010



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAQ TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO DE BIBLIOTECAE DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE

Chagas, Alexandre da Silveira.

Atividade antiinflamatoria intestinal da escopoletina e fraxetina nas fases
aguda e cronica do processo inflamatdrio induzido por TNBS em ratos /
Alexandre da Silveira Chagas. - Botucatu, 2010

Trabalho de concluséo de curso (bacharelado - Ciéncias Biomédicas) - Instituto
de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, 2010

Orientador: Luiz Claudio Di Stasi

Capes: 21001006

1. Cumarinas. 2. Intestino - doencgas inflamatdrias. 3. Antiinflamatorios.

Palavras-chave: Antiinflamatdrio; Cumarinas; Escopoletina; Fraxetina; Intestinal;
TNBS.




Dedicatoria




Dedico esse trabalho e a conclusdo desse curso aos meus pais

Elo e Carlos Alberto, que me deram todo apoio necessario para

a escolha da profissdo de Biomédico. Muito obrigado pai e mae,
amo muito Vvoces.



Agradecimentos




Agradeco primeiramente a Deus que sempre me deu forcas
para seguir com meus sonhos.

Ao Professor Di Stasi pela oportunidade de inicio de
aprendizagem, que espero que siga em frente e que tenha
sucesso no futuro.

Aos amigos da rep. Vira lata: Girassol, Dona
Rosa,OB,Vagi,Rita,Rick e Diademo.

Aos amigos da rep. Sokanela: Panda,
Mocréia,Pelanka,Minu,Borra
linguica,Caminhdo,Gordo,Cagéo,lbere e Pudim.

A trupe: Bagaco, Xiba, Funga e Spiru.

Ao pessoal do Lafit:
Leo,Aline,Ana,Tarina,Paty,Adriana,Laura,Adriano e Luiz.

A todos os funcionarios do Departamento de farmacologia e a
as meninas da graduacdao, principalmente a Fatima.

E um agradecimento especial a Talita.



Sumario




Sumario

=21 ¥ | 1 T P 3
1 o e Y [ o= T J e 5
1.Doenca Inflamatoria INntestinal...... ..o e e e craeeeaas 6
p228 =1 o Y T 1= o o 1 0 Lo Y | = 1 6
R 20 =0 T ] [ Yo | = 8
3.1, Fatores AmMbDIEnNtais. .. ..o 8
T I I B TT =) = T U ST R ORI 9
T I - g = Lo o 1 OO OO P T O TPV UPTRRS 9
G 00 G TR 11 o ¥ - T 1= o o T 10
3.1.4. Fatores geografiCOS @ SOCIAIS. ....uiiiiiii it et e e eaeeaas 11
3.1.5. FAtores PSICOIOQICOS. ..ot ettt e e e 12
3.1.6. Alteracdes na microbiota intestinal.............c.cooi i e 13
3.1.7. Alteracoes na permeabilidade da mucoSsa........ccovviiiiiiiiiiiiii i 14
4. Sistema imune INtestinal. ... ... s 15
T I = N 0] == ©] =Y 1= o Lo o X< 17
4.2. Radicais Livres € ANtioXidantes. ... .. ..o 19
5Principais tratamentos farmacoldgicos disponiveis........ccooiiiiiiiiiiiii i 22

6A busca de novos compostos para o tratamento das Doencas Inflamatdrias

IR TS o T= 11 23

7 O modelo experimental de doenca inflamatodria intestinal induzida pelo acido

trinitrobenzenosulfONICO (TNBS) .. ..ot e e e aeeeaaas 26
(@ ] 0 1= LY@ 1 29
Material @ METOUOS. . ... e et e e e 31
N T g g = 32
2. Substancias testes e desenho experimental..........c.cociiiiii i i 32



2.1 Avaliacdo da atividade de escopoletina, fraxetina e sulfassalazina na fase

aguda do processo inflamatdrio intestinal.............c.cooiiiiiiiii i 33

2.2 Avaliacdo da atividade de escopoletina, fraxetina e sulfassalazina na fase

crobnica com recidiva do processo inflamatério intestinal.......................... 34

3. Avaliacao do processo inflamatorio intestinal..............cooiiiiiii i 36
BT IANVZZT [ F=To%=To 2N 0 g F= Yo 0 1Y o o ] o= VN 36
3.2 Determinacies DIOQUIMICAS. ..o ettt e e e aeeaaas 37
A. Determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO)........cccoiiiiiiiiiviiinnnnnnn. 37
B. Determinacao do conteudo de glutationatotal.............cccocoiiiiiiiii i, 38
C. Determinacao de proteinas totais e da atividade da fosfatase alcalina.......... 38
BLANALISE E@STALISTICA. ..ot et e e 39

RESUITAUOS. ... e ekttt e e h et et e s ebe e b e ekt sbeare et e e e e 40
1. Resultados modelo experimental de fase aguda...........ccooiiiiiiiiiiiiciiiieiiieenns 41
1.1 CoNSUMO AIANO A€ RAGED....iiueiiiit ettt ittt et e et aae e aneeeanes 41
1.2 Ganho de PEeSO CONPOTaAl. ... .ottt e et e et e e e e aaeeaanas 42
MIRCIANVE T IT-Toz= To TN o o F= (o3 o F=ToT 0] o] o= UAm 42
1.4 DeterminacOes BiOQUIMICAS. . .cuuiiii ittt ettt e e e e eaae e aaneeanas 43
2. Resultados modelo experimental de fase crénica com recidiva..................... 45
2.1 Ganho de PeS0 COrPOral......cciiiiiiiii i e et e aa e 45

22 07e]1 o 151010 aTo e I T=1 g To e [T o= Vo= T TR 46

ARG IVANVZ-1 [ F-Tox=To 2 0 g F= Yo 0 1T oo T o ] o= 48

2.4 Determinacdes BiOQUIMICAS. .........oci it et e 50
DT U 1= Lo 51
(070 o Lo 116 17> T 0 56
R O N CIAS. . ..o s 58



Resumo




A Doenca Inflamatéria Intestinal (DIl) engloba, fundamentalmente, duas doencas
distintas: a Doenca de Crohn (DC) e a Colite Ulcerativa (CU), ambas caracterizadas
por uma inflamacéo crénica do intestino, com periodos de exacerbacdo seguidos de
intervalos prolongados de remissdo dos sintomas. Apesar da DIl ser objeto de
pesquisa ha varias décadas, a sua etiologia ainda € desconhecida e seu tratamento
envolve uma série de farmacos com sérios efeitos colaterais, especialmente quando
usado cronicamente. As cumarinas representam uma importante classe de compostos
fendlicos naturais que apresentam indmeras propriedades farmacol6gicas importantes
para que um produto seja potencialmente ativo no tratamento da DIl. Dentre as
inldmeras cumarinas conhecidas e estudadas, dados obtidos em nosso laboratério
demonstram que algumas cumarinas apresentam efeitos protetores na fase aguda e
preventiva do processo inflamatério intestinal induzido por TNBS (&cido
trinitrobenzenosulfénico) em ratos, reduzindo a incidéncia de diarréia, aderéncia e
obstrucdo intestinal, além de manterem os niveis de glutationa e reduzirem a
atividade da fosfatase alcalina e da mieloperoxidase colbnica. Os objetivos do
presente projeto sdo determinar a atividade antiinflamatéria intestinal da
escopoletina e fraxetina na fase aguda e crénica com recidiva de colite ulcerativa
induzida por TNBS tendo-se em vista a determinacdo de sua atividade curativa. Para
tanto, serdo avaliados os parametros clinicos gerais (consumo de alimento e peso
corporal), parametros macroscopicos da lesdo (determinacdo de indice de lesao,
relacdo peso-comprimento colénico) e bioquimicos (avaliagdo das atividades da

mieloperoxidase, fosfatase alcalina, niveis de proteinas e glutationa total).
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1.Doenca Inflamatodria Intestinal

Sob a denominacdo de Doenca Inflamatéria Intestinal (DIl) estdo englobadas,
fundamentalmente, duas doencas distintas: a Doenca de Crohn (DC) e a Retocolite
Ulcerativa (RCU). Ambas caracterizam-se por uma inflamacéo crénica do intestino, com
periodos de exacerbacdo seguidos de intervalos prolongados de remissdo dos sintomas
(Gitnick, 1996), sendo marcadas pela ulceracao e infiltracdo de neutroéfilos na mucosa,
desconforto ou dor abdominal com habitos intestinais alterados tais como diarréia e
constipacédo (Singh et al., 2003).

As caracteristicas e distribuicdo do processo inflamatério intestinal sdo distintas.
Histologicamente, a inflamacdo na retocolite ulcerativa se restringe a camada mucosa
coldnica, sendo caracterizada pela infiltracdo de linfécitos e granuldcitos e presenca de
abscessos das criptas com infiltracdo de neutréfilos. Ja a doenca de Crohn é
caracterizada por uma inflamacdo transmural, descontinua, que pode ocorrer em
qualquer parte do trato gastrintestinal, caracterizada pela infiltracdo de linfdocitos,
formacao de granuloma e fibrose (Collins & Croitoru, 1994).

Clinicamente, a RCU é caracterizada pela ocorréncia de diarréia severa com
sangue, muco e pus, perda do peristaltismo e da rigidez da parede intestinal e
perfuracdo. Ja a doenca de Crohn é caracterizada por dor abdominal intensa, ocorréncia
de estreitamento do limen intestinal (estenoses) e desenvolvimento de fistulas (Bouma
& Strober, 2003).

As doencas inflamatdrias intestinais sdo consideradas um dos grandes problemas
da populacdo moderna, uma vez que geram repercussdes importantes na qualidade de
vida de seus portadores, acarretando alteracbes no ambito social, psicologico e

profissional (Carter et al., 2004).

2.Epidemiologia



Estima-se que 1.4 milhdes de americanos apresentam a doenca (Abraham & Cho,
2009). Dados mundiais indicam que a prevaléncia estd em um range de 37-246 casos de
retocolite ulcerativa e 26-199 casos de doenca de Crohn para cada 100.000 habitantes,
variando de acordo com a regido demogréfica, sexo ou etnia (Loftus, 2004).

No Brasil sdo escassos o0s estudos relatando a incidéncia e prevaléncia das
doencas inflamatérias intestinais, devido a existéncia de problemas nos sistemas de
informacdo de sadde como, por exemplo, qualidade dos prontuarios, registros
constituidos apenas pelas redes publicas hospitalares e conveniadas, além da
caracteristica crénica da doenca seguida de periodos de exacerbacao, fatores estes que
dificultam o registro dos casos. Porém, um estudo epidemiolégico realizado em um
hospital universitario do interior de Sao Paulo revelou que ocorreu um aumentou nas
doencas inflamatérias intestinais de 40 para 61 casos para cada 10.000 atendimentos
realizados, em um periodo de 5 anos (Souza et al., 2002). Victoria et al., (2009) em
estudo realizado no hospital da Universidade Estadual Paulista da cidade de Botucatu-SP,
o qual atende predominantemente pacientes da regido centro-oeste paulista, demonstrou
que a ocorréncia das doencas inflamatdrias intestinais foi de 14,81 casos para a
retocolite ulcerativa e 5,65 casos de doenca de Crohn para cada 100.000 habitantes.
Apesar destes numeros estarem abaixo da prevaléncia mundial, é relatado um aumento
consideravel no nimero de casos.

No Brasil e no mundo, em ambas as doencas, € observado um predominio de
casos em pessoas do sexo feminino, de cor branca, de estado civil casado, na faixa etéaria
entre 20 e 50 anos, ndo-tabagistas e residentes na zona urbana (Souza et al., 2002;
Victoria et al., 2009; Loftus, 2004).

As doencas inflamatérias intestinais ndo ocorrem em igual proporcao, sendo maior
a incidéncia de RCU do que de DC, sendo as mulheres mais predisposta a DC e nao
havendo distingdo entre os sexos para a RCU. Porém estudos pediatricos revelam um

aumento na incidéncia da DC em jovens nas Ultimas trés décadas (Declercq et al., 2009).



3.Etiologia

A etiologia das doencas inflamatérias intestinais ainda ndo foi totalmente
elucidada, no entanto, sabe-se que interagcdes entre os fatores genéticos, ambientais e
uma desregulacdo do sistema imune refletem em seu desenvolvimento (Mayer, 2010).
Trata-se, portanto, de uma doenc¢a multifatorial e varios fatores podem ser ressaltados
como, por exemplo, a alteracdo na funcéo epitelial e na microbiota intestinal (Su et al.,
2009).

Dentre os fatores ambientais podemos citar a dieta, alguns farmacos, o
tabagismo, fatores geogréaficos e sociais, fatores psicologicos, entre outros (Danese et

al., 2004

o Sistema
Geneéticos Imune

Figura 1: Interacdo entre os fatores ambientais, alteracdes genéticas e desregulagdo do
sistema imune que refletem no desenvolvimento das doencas inflamatoérias intestinais.

3.1. Fatores Ambientais



3.1.1. Dieta

O meio que circunda a mucosa intestinal € uma mistura complexa de antigenos de
trés origens: da dieta, da flora bacteriana normal e de seus produtos, sendo que estes
ultimos podem representar patdgenos potenciais. Por este motivo, é essencial que o
sistema imune da mucosa tenha a capacidade de discriminar os estimulos prejudiciais
dos inofensivos, prevenindo assim a entrada macica de patdégenos e ndo produzindo uma
resposta imune frente aos agentes inofensivos.

Sendo a DIl uma condicdo entérica, € logico considerar a dieta como um possivel
fator etiolégico (Shanahan & Targan, 1994). Alguns alimentos especificos podem estar
relacionados com o desenvolvimento da inflamacdo intestinal, atuando como um
antigeno. Dentre estes podemos citar o agucar refinado (Vind et al., 2008), o &alcool, o
café (Boyko et al., 1989), o leite de vaca (Yamamoto et al., 2009) e um aumento no
consumo de carboidratos (Martini & Brandes, 1976).

Por outro lado, existem alguns alimentos que sdo relatados como preventivos do
processo inflamatério intestinal, como por exemplo, produtos ricos em émega-3, que tem
demonstrado atividade antiinflamatéria (O'Morain et al., 1989), bem como uma dieta rica
em frutas, vegetais e fibras (Shanahan & Targan, 1994).

Os fatores da dieta sao parametros dificeis de ser estudados, pois ndo atuam

sozinhos, mas juntamente com alteracdes genéticas e no sistema imune.

3.1.2. Farmacos

Os contraceptivos orais e os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES) sdo duas
classes de farmacos que tém sido bastante estudados como fatores etiolégicos ou de
relacdo causa-efeito das doencas inflamatérias intestinais.

Diferentes estudos analisados por Cornish et al., (2008) evidenciaram a
associacdo dos contraceptivos orais e o desenvolvimento das doencas inflamatérias

intestinais. O mecanismo pelo qual essa classe de medicamentos atua ainda ndo esta



claro, mas atribui-se esta propriedade principalmente a sua atividade trombogénica.
Estudos morfoloégicos demonstram que o infarto multifocal microvascular do trato
gastrintestinal (TGI) pode estar envolvido com a doenca de Crohn (Wakefield et al.,
1989), além disso, essa propriedade trombogénica pode causar isquemia, o que pode
acarretar em alteracao na integridade da mucosa e consequentemente permitir a entrada
de antigenos no limen (Shanahan & Targan, 1994).

Ja os AINES possuem como efeito colateral a injaria da mucosa do trato
gastrintestinal, principalmente no estdtmago e no duodeno, porém seu efeito toxico se
estende ao colon e ao intestino grosso. Esse efeito colateral esta relacionado com o
aumento da permeabilidade vascular e lesédo local causada por essa classe de farmacos,
além de seu efeito sistémico sobre a sintese de prostaglandinas, o que diminui os fatores
de protecdo da mucosa do TGl (Shanahan & Targan, 1994), acarretando em alteracdes
na permeabilidade colbnica e conseqiientemente no desenvolvimento das doencas

inflamatérias intestinais.

3.1.3. Tabagismo

O tabagismo é outro fator ambiental relacionado com a DII, sendo este um dos
mais faceis de ser estudado, pois é possivel distinguir o fumante do ndao fumante, além
de ser possivel estimar quanto tempo a pessoa esteve exposta a este agente etioldgico
(Shanahan & Targan, 1994).

O cigarro apresenta acdes antagbnicas nos dois diferentes tipos de DIIl. Na
retocolite ulcerativa o cigarro esta relacionado com menor risco de ocorréncia da doenca,
sendo esta incidéncia de apenas 40% em relagcdo as pessoas nao fumantes (Shanahan &
Targan, 1994). O mecanismo pelo qual o cigarro atua na retocolite ulcerativa ainda nao
esta esclarecido, porém pode estar relacionado com alteragdes do muco colbénico
(Shanahan & Targan, 1994). Cope et al., (1986) demonstraram que a producdo de muco
em pacientes fumantes com retocolite ulcerativa € semelhante ao de pessoas saudaveis.

Além disso, o cigarro promove uma reducdo na permeabilidade do epitélio intestinal, o
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que ocasiona uma diminuicdo na entrada de patdégenos e consequentemente uma menor
alteracao da resposta imune.

Diferentemente, o cigarro esta relacionado com o aumento do risco de ocorréncia
da doenca de Crohn, sendo os fumantes do sexo masculino duas e as do sexo feminino
quatro vezes mais susceptiveis a doenca, sendo a propriedade trombogénica do cigarro
associada a tal fato (Shanahan & Targan, 1994). Além disso, Logan & Kay, (1989)
propuseram que o cigarro pode converter a retocolite ulcerativa em doenca de Crohn,
por isso é observado uma maior incidéncia para a DC em pacientes fumantes, porém,
nada pode ser afirmado, pois as duas doencgas afetam os mesmos grupos demogréficos e
possuem sintomas semelhantes, e o cigarro é apenas um entre todos os outros fatores

etioldgicos das doencas inflamatdrias intestinais.

3.1.4. Fatores geograficos e sociais

A DIl é mais comumente observada em paises ocidentais do que orientais, e em
paises desenvolvidos do que em desenvolvimento (Bernstein et al., 2010), porém ha um
notavel aumento no nimero de casos no Japdo e em outros paises orientais, fato este
que pode estar associado ao aumento no consumo de gorduras e proteinas de origem
animal, acidos graxos poliinsaturados e carboidratos, entre outros (Yamamoto et al.,
2009).

Além disso, a ocorréncia das doencas inflamatérias intestinais € maior em grandes
areas urbanas do que na area rural e em pessoas de classes econdbmicas mais altas. Para
este fato é levantada a “hipdtese da higiene” que sugere que criangas menos expostas a
infeccbes ou condi¢cdes nao-sanitarias (“sujeira”) desenvolvem menos o sistema
regulatério das células-T e o sistema imune, fato este que pode estar associado a um
aumento na incidéncia de doencas imunes crbnicas, incluindo as doencas inflamatérias
intestinais (Bernstein et al., 2010).

Essas doencas podem apresentar variacdes em suas manifestacdes
extraintestinais de acordo com a localizagdo geografica em que ocorre, por exemplo é

11



comum observar a ocorréncia de artralgia em pacientes do Paquistdo, porém a
ocorréncia de fistulas perianais € menor, sendo esta Ultima bastante comum em
pacientes da América do Norte, América do Sul, Europa, Austrdlia e Nova Zelandia. Ja na
india, o pico de ocorréncia das doencas inflamatorias intestinais se da por volta dos
quarenta anos, ou seja, dez anos mais tarde do na maioria dos paises citados acima
(Bernstein et al., 2010).

Essas variagdes geograficas na ocorréncia destas doencas podem ser reflexos da

variagcdo na exposicdo aos diferentes fatores etiolégicos e/ou das variacdes socio-

demograficas da populacao (Declercq et al., 2009).

3.1.5. Fatores Psicolégicos

E descrito na literatura que fatores emocionais podem afetar o sistema imune e
alterar a susceptibilidade as doencas (Shanahan & Targan, 1994). Existem evidéncias
crescentes de que o estresse psicolégico pode aumentar a inflamacgdo da mucosa e piorar
0 curso das doencgas inflamatorias intestinais (Wahed et al., 2009). Estudos revelam uma
forte relacdo entre fatores psicolégicos como depressdo, ansiedade, perda da
agressividade e imaturidade com a DC (Shanahan & Targan, 1994). Apesar de poucos
estudos comprovarem tal fato, o estresse psicolégico pode estar relacionado com a
exacerbacdo dos sintomas das doencas inflamatérias intestinais, talvez pela ativacdo do
sistema nervoso entérico e da expressao das citocinas pro-inflamatoérias (Brandi et al.,
2009).

Wahed et al., (2009) relatam que os pacientes com DIl que foram acompanhados
por psicoterapia, apresentaram uma melhora na doenca, bem como uma redugdo na
ocorréncia de recidiva, no uso de medicamentos e em atendimentos ambulatoriais, em
relacdo aos pacientes do grupo controle.

A resposta ao estresse envolve uma série de respostas cerebrais, principalmente

no hipotalamo, amidala e hipocampo. Essa resposta pode estar relacionada com a
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estimulacdo do eixo-HPA (hipotalamico-pituitaria-adrenal) e conseqiiente agravamento

da doenca ativa e aumento dos casos de recidiva (Mawdsley & Rampton, 2005).

3.1.6. Alteracdes na microbiota intestinal

A microbiota bacteriana intestinal € um importante fator na etiologia das doencas
inflamatodrias intestinais (Ott et al., 2004). Existe uma ampla evidéncia de que as
bactérias comensais entéricas e seus produtos estdo envolvidos com a iniciacdo e
perpetuacdo destas doencas (Papadakis & Targan, 1999). Um fato que reforca esta
hipotese reside no fato de animais “germ-free” ndo desenvolvem a doenca, ja que a
auséncia de microorganismos na mucosa intestinal faria com que o sistema imune néo
fosse estimulado devido a auséncia de antigenos. Dados que corroboram a importancia
da microbiota intestinal consiste no fato de que em humanos com DIl ha um aumento
nos niveis de anticorpos contra as bactérias intestinais (Hyun & Mayer, 2006).

O mecanismo pelo qual as bactérias podem levar a iniciagcdo e ou perpetuacao do
processo inflamatério intestinal estad relacionado principalmente com o aumento da
permeabilidade deste local (Chichlowski & Hale, 2008) e desencadeamento da resposta
imune.

Varios microorganismos estao relacionados como potenciais agentes etioldgicos
para as doencas inflamatérias intestinais, como por exemplo, Mycobacterium
paratuberculosis, Listeria monocytogenes, Chlamydia trachomatis, Escherichia coli,
Cytomegalovirus, Saccharomyces cerevisiae (Lakatos et al., 2006).

Por outro lado, existem as bactérias benéficas, como por exemplo, a
Bifidobacterium longum, B. infantis, B. breve, Lactobacillus acidophilus, L. casei, L.
delbrueckii spp. bulgaricus, L. plantarum, e Streptococcus salivarius spp. e Thermophilus.

Um estudo realizado utilizando um produto contendo todas essas bactérias
benéficas como probidticos, demonstrou que elas podem normalizar a funcao fisiolégica e
a integridade da barreira, reduzir os niveis de citocinas pro-inflamatdrias e aumentar a
integridade das tight junctions entre as células epiteliais (Madsen et al., 2001).
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Em adicdo, algumas bactérias sao produtoras de butirato e outros acidos graxos
de cadeia curta, considerados como uma importante fonte de energia para as células
epiteliais colbnicas, além de ter efeito imunomodulador e antiinflamatério (Chichlowski &
Hale, 2008).

O balanco entre as bactérias benéficas e as espécies patogénicas determina a
homeostase intestinal e esse balanco pode ser manipulado por antibioéticos, probidticos e
prebidticos usados para o tratamento e para a prevencdo das recidivas das doencas

inflamatodrias intestinais (Sartor, 2008).

3.1.7. Alteracdes na permeabilidade da mucosa

O epitélio intestinal consiste na maior e mais importante barreira do organismo
com o ambiente externo. A principal funcdo deste epitélio é oferecer ao organismo uma
barreira eficaz contra toxinas, antigenos e bactérias, bem como macromoléculas nocivas
e outros microorganismos, ao mesmo tempo em que deve ser permeavel aos nutrientes,
eletrdlitos e agua (Groschwitz & Hogan, 2009). A funcdo de barreira seletiva € mantida
pela formacdo de complexos que ligam uma célula a outra através de desmossomos,
juncbes de aderéncia e tight junctions. A integridade do epitélio intestinal é essencial
para o perfeito funcionamento do trato gastrintestinal (Chichlowski & Hale, 2008).
Alteracdes patolégicas no intestino podem permitir a abertura destes complexos,
especialmente das tight junctions e permitir a passagem de grandes antigenos (Snoeck
et al., 2005).

E amplamente descrito na literatura que pacientes com DIl possuem um aumento
na permeabilidade intestinal, que é conseqiiéncia da ulceragcdo da mucosa e de apoptose,
0 que acarreta em uma diminuicdo na funcdo de barreira deste epitélio (Edelblum &
Turner, 2009). A disfuncdo da barreira epitelial e a inflamacdo sdo fatores que
contribuem com a patogénese das doencas inflamatérias intestinais, permitindo maior
exposicdo aos antigenos com conseqlente ativacdo do sistema imune (Hyun & Mayer,
2006) e das citocinas pro-inflamatérias, sendo que estas por sua vez, sdo conhecidas por
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induzir a disfuncdo da barreira epitelial, especialmente por desregularem as tight
junctions, como €é o caso do fator de necrose tumoral (Turner, 2006). Esse aumento na
permeabilidade do epitélio intestinal pode ser o fator etiolégico mais importante no

desenvolvimento, progressao e recidiva destas doencas (Secondulfo et al., 2001).

4. Sistema Imune Intestinal

O sistema imune intestinal é considerado o maior e mais complexo do organismo,
por estar constantemente exposto ao maior nimero de antigenos e por ser capaz de
distinguir claramente entre agentes ndo-nocivos e nocivos. A resposta imune intestinal
protege o organismo da entrada de agentes patogénicos, sendo essencial para a
manutencado da fisiologia e prevencdo de infec¢des. Por outro lado, quando a imunidade
reage contra o material ndo-patogénico, como antigenos da dieta ou bactérias néao-
patogénicas, podem ocorrer distdrbios inflamatérios como o desenvolvimento das
doencas inflamatodrias intestinais (Mowat, 2003).

Devido essa exposi¢cdo constante e a capacidade de determinar o que é ou néo
nocivo, a mucosa intestinal dispdem de um sistema de defesa especializado, que é
dividido em imune e ndo imune (Plevy, 2002).

No sistema de defesa ndo-imune, a especializacdo do préprio epitélio intestinal
funciona como uma barreira e sua formacgao, os tipos de transporte que por ele ocorre,
seja por endocitose (via transcelular) ou intercelulares (via paracelular), além dos
complexos que ligam uma célula a outra, reforcam o sistema de defesa, barrando a
entrada de toxinas, antigenos e bactérias. Outros componentes também auxiliam na
manutencdo da integridade da barreira intestinal, como o glicocélix e as defensinas. O
glicocalix consiste de uma barreira formada de acido mucopolissacarideo e glicoproteinas
que recobre toda a superficie intestinal. Ja as defensinas sdo moléculas com capacidade
de defesa, produzidas pelas células de Paneth, que se dirigem contra diferentes tipos de
microorganismos (Pardo, 2006).

O denominado sistema imune intestinal € um importante mecanismo de defesa

imunolégico constituido por distintas células e moléculas, cuja funcdo é evitar a entrada
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de agentes estranhos, sendo que a resposta desencadeada pelo sistema imune intestinal
pode ser do tipo inata ou adquirida (Plevy, 2002).

Os componentes celulares da imunidade inata compreendem as células
fagociticas, como os neutrdfilos, macréfagos e células natural killer. JA os componentes
celulares da resposta imune adquirida ou especifica sdo os linfécitos T, que sao
estimulados por exposicdo a um antigeno especifico (Pardo, 2006). As citocinas
produzidas pelos linfécitos T, em resposta a uma infeccdo, organizam e direcionam a
resposta imune, que além de erradicar o agente infeccioso, controlam as células de
memoria prevenindo doencas em caso de re-exposicdo ao mesmo agente infeccioso
(Mayer, 2010).

Disfuncdes do sistema imune intestinal tém sido relatadas como o principal
mecanismo no desenvolvimento da inflamacédo intestinal. Durante a fase aguda da
doenca, é observada a presenca de infiltrado de células inflamatérias contendo
mastadcitos, linfécitos, macréfagos e neutroéfilos. Além disso, o dano da mucosa epitelial
tem sido relacionado com altas concentracdes de CD4+ e CD8+ citotoxico de células T
(Neuman, 2007).

Pacientes que apresentam alteracdo na imunidade inata tem maior incidéncia de
DIl. Porém, o sistema imune adquirido, especialmente linfécitos T, tem sido mais
fortemente relacionado a patogénese dessas doencas (Mayer, 2010).

Sabe-se, que 0s mecanismos imunes envolvidos na iniciagcdo e perpetuacdo da
RCU e da DC sao distintos. Na DC os niveis de fator de necrose tumoral (TNF-a), de
intérferon (INF-y), interleucinas (IL) IL-12 e IL-1 estdo aumentados, enquanto na RCU é
observado um aumento na secregcdo de IL-5, IL-14, IL-10 e IL-13, sendo maior o
desequilibrio da homeostasia no sistema imune na DC do que na RCU (éventoraityté et
al., 2008).

Bouma e Strober (2003) demonstram através de diferentes modelos
experimentais e estudos em humanos, que a doenca de Crohn estda mais fortemente
relacionada com linfécito Thl e a retocolite ulcerativa com Th2, isso levando em

consideracgao as diferentes citocinas que predominam em cada doenca.
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O sistema imune mucoso intestinal € muito bem coordenado para evitar a entrada
de patégenos e agentes nocivos e ndo reagir frente as bactérias comensais e antigenos
provenientes da dieta, fenbmeno denominado de tolerancia oral (Mowat, 2003). Sabe-se
que a perda da tolerancia oral e o desenvolvimento de resposta imune contra as
bactérias ndo patogénicas sdo os pontos chave para o desenvolvimento das doencas
inflamatdrias intestinais, porém o motivo pelo qual isso ocorre ainda permanece

desconhecido.

4.1 Fatores Genéticos

Existem evidéncias que indicam que o fator genético estd intimamente
relacionado com o desenvolvimento das doencas inflamatdrias intestinais, especialmente
com a DC. Dentre estas podemos citar a ocorréncia da doenca em alguns grupos étnicos
e em pessoas com grau de parentesco (Cavanaugh & Pavli, 1997). Especialmente para a
DC, foi observado que em gémeos idénticos, em mais de 58% de casos, ambos
desenvolveram a doencga, sendo que nos casos de retocolite ulcerativa esta relacdo esta
em um range de 6-17% (Bouma & Strober, 2003).

Atualmente, o gene NOD2 (dominio de oligomerizacdo de nucleotideo) também
denominado CARD15 (dominio 15 de recrutamento de ativacdo de caspase) é descrito
como o gene relacionado com o desenvolvimento da DII, especialmente DC (Heli6 et al.,
2003).

Existe mais de 60 variagcdes do gene NOD2/CARD15 com trés variantes principais
R702W, G908R e 1007fs. A funcdo exata desse gene ainda nao é totalmente conhecida,
porém sabe-se que ele esta relacionado com o reconhecimento de lipopolissacarideos
(LPS) de membrana de bactérias Gram negativas e subseqiente ativacdo do NF-kB
(Ogura et al., 2001). Helid et al., (2003) descrevem que a variacdo 1007fs é a mais
observada em pacientes com DC e esta relacionada com a deficiéncia em induzir a
ativacdo do NF-kB mediada pelo LPS, o que aumenta o risco de DC na regido do ileo.
Esse risco € 17.1 vezes maior em pessoas que apresentam essa mutacdo e isto tem sido
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relacionado ao fato de que o NOD2, assim como os receptores do tipo “toll-like” (TLRs)
sdo responsaveis pelo reconhecimento de patégenos, com conseqiente ativacdo da
imunidade inata, induzindo portanto a expressdo da resposta imune de varios genes e a
ativacdo de citocinas inflamatodrias (Ishirara et al., 2009).

E possivel que o gene NOD2 e os TLRs atuem sinergicamente participando do
reconhecimento de bactérias intestinais e na ativacdo da resposta da imunidade inata.
Assim sendo, uma diminuicdo na ativacdo do NF-kB, devido a mutacdo do NOD2 pode
resultar em um desbalanco da homeostase, com o descontrole das bactérias patogénicas
intestinais, sendo necessaria outra via de ativacdo do sistema imune, ocasionando um
aumento na producao de outras citocinas pro-inflamatorias, o que pode culminar com o
desenvolvimento da DC (Ishirara et al., 2009).

Além disso, o polimorfismo de outro gene, o OCTN1/2 (transportador de cétion
organico) também conhecido como SLC22A4/5, localizado no locus IBD5, também tem
sido associado com a ocorréncia de DC (Peltekova et al., 2004; Waller et al., 2006; Vind
et al., 2008; Ishihara et al., 2009). Tem sido sugerido que sua mutacdo afeta a
capacidade de transporte de xenobidticos e aminoacidos através das membranas
celulares (Peltekova et al., 2004).

Outro recente gene também associado principalmente a DC € o NLRP3 da familia
de receptores do tipo Nod (Ishihara et al., 2009), visto que sua expressdo esta
significantemente maior em animais submetidos ao modelo de colite induzida por TNBS,
tanto no modelo agudo como no crénico, e também em biopsias de pacientes com DC
(Villani et al., 2009). Sua funcdo também parece estar relacionada com o
reconhecimento de microorganismos patogénicos e ao desencadeamento da resposta
imune (Ishihara et al., 2009).

O estudo do fator genético na DIl € um importante passo para o entendimento
dessa complexa doenca e a associacdo deste com a compreensdo das alteracbes do
sistema imune intestinal sdo os pontos criticos para o entendimento de sua cronicidade e
patofisiologia, bem como uma das estratégias para o desenvolvimento de novos

medicamentos.
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4.2 Radicais Livres

Outro fator etiolégico que tem sido alvo para a busca de novos tratamentos para
as doencas inflamatdrias intestinais sdo os radicais livres. O estresse oxidativo é um
potencial fator etiolégico de ambas as doencgas, pois os efeitos nocivos das moléculas
reativas de oxigénio (EROS) ou nitrogénio (ERN) tém sido amplamente observados em
processos inflamatérios.

Espécies reativas de oxigénio, formadas naturalmente por produto do
metabolismo do oxigénio, sdo moléculas altamente reativas, devido a presenca de um
elétron desemparelhado, porém essas moléculas sdo eliminadas por sistemas de defesa
antioxidantes. O desbalanco entre a producdo de radicais livres e sua remocao por
agentes antioxidantes € denominado de estresse oxidativo (Rezaie et al., 2007).

Os principais radicais livres observados nas doencas inflamatorias intestinais séo:
0 Oxido nitrico (NO), o superoxido (Oz), o peréxido de nitrito (ONOO,), o perdoxido de
hidrogénio (H.O,) e o hipoclorito (OCl,) (McKenzie et al., 1996), sendo os neutrofilos na
RCU e os mondécitos na DC, a principal fonte para a producéo destes radicais livres (Karp
& Koch et al., 2006), principalmente depois que a doenca ja estad instalada. Estudos
indicam que os radicais livres podem apresentar atividade imunomoduladora, como por
exemplo o O, tem sido relatado como mediador da infiltracdo e acimulo de neutréfilos
no local da inflamacdo, além de estar envolvido na mobilizacdo do acido araquidénico. O
H,O, parece estar relacionado com a quimioatracdo de neutroéfilos, rolamento de
leucécitos, ativacdo de linfécitos T, indugdo da angiogénese e na mobilizacdo do &cido
araquidoénico (Kruidenier & Verspaget, 2002).

O ataque dos radicais livres sobre os lipideos de membrana gera o processo de
peroxidacao lipidica, dando lugar a uma reacdo em cadeia que perpetua o ciclo de
formacdo destes agentes agressores, ao mesmo tempo em que origina uma
desestruturacdo da membrana e a conseqiiente morte celular. Também os radicais livres
podem reagir com proteinas, dando lugar a alteragcdes da funcionalidade normal da
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célula. Finalmente, quando os acidos nucléicos sdo afetados pelos radicais livres, pode-se
originar uma sintese proteica defeituosa ou o aparecimento de mutacdes no material
genético celular, com conseqiente perigo de desenvolvimento de processos do tipo
tumoral (Roessner et al., 2008). Este ultimo poderia justificar a maior incidéncia de
cancer colo-retal descrito em pacientes com retocolite ulcerativa (Gitnick 1996).

As doencas inflamatorias intestinais sdo caracterizadas pela presenca de
neutrofilos e macréfagos, que quando ativados liberam radicais livres, estes causam
destruicdo de mucina o que permite a entrada de bactérias na lamina proépria intestinal.
Esse fato promove a migracdo de mais células fagociticas e consequentemente a
liberacdo de mais moléculas reativas de oxigénio, além da liberacdo de toxinas, que
juntos causam a degradacado da colagenase e do acido hialurénico. A degradacdo destas
enzimas somada com a peroxidacao lipidica, causada pelos radicais livres, atuam como
0s principais responsaveis pelo desenvolvimento da ulceracdo da mucosa intestinal (Dagli
et al., 1997).

De fato, é incontestavel a forte relacdo existente entre o aumento nos niveis de
radicais livres na DII, seja esta experimental ou em humanos (Kruidenier & Verspaget,
2002). Em adicdo, estudos sugerem que o dano intestinal nestas doencas esta
relacionado com o aumento da producdo de radicais livres e diminuicdo das defesas
antioxidantes endégenas (Koutroubakis et al., 2004). Wendland et al., (2001)
observaram uma correlagdo entre a severidade das doencas inflamatdrias intestinais e o
estresse oxidativo, enquanto Lih-Brody et al., (1996) comprovaram a existéncia de
alteracbes nos niveis oxidativos de biopsias de mucosas de colon procedentes de

pacientes com esta enfermidade.

4.3 Antioxidantes

Com base no exposto acima, fica facil observar que a producdo excessiva ou 0O
descontrole na regulacdo dos radicais livres esta relacionado com doencas inflamatérias.

Portanto, é essencial que as células e os tecidos possuam um sistema de defesa para
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controlar os niveis de radicais livres e evitar esses processos inflamatérios. Para isso as
células dispbem de um sistema de defesa antioxidante que pode classificado como
enzimatico ou ndo-enzimatico (Kruidenier & Verspaget, 2002).

Entre os antioxidantes ndo-enzimaticos estdo incluidos os compostos da dieta que
sao encontrados em frutas, vegetais e extratos de plantas, alguns minerais como zinco,
vitamina E, C e os flavondides. Adicionalmente, o organismo humano em especial o
intestino, produz ou ja contém uma variedade de antioxidantes nao-enzimaticos dentre
0s quais podemos citar a glutationa, a metalotioneina, o acido urico e algumas proteinas
do plasma como o a-tocoferol, a bilirrubina e o ubiquinol (Kruidenier & Verspaget, 2002).

O sistema de defesa enzimético esta presente nas células de mamiferos e consiste
no mais importante componente de defesa contra radicais livres. Entre as principais
enzimas deste sistema estdo a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPO) (Kruidenier & Verspaget, 2002).

Em condic¢des fisiolégicas a atividade destas enzimas antioxidantes é precisamente
balanceada para manter um baixo e controlado nivel de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. Qualquer desbalan¢co ou uma resposta ineficiente de antioxidantes endégenos
na mucosa de pacientes com DII, podem contribuir para a patogénese e a perpetuacao
do processo inflamatério (Kruidenier et al., 2003). De fato, esse mesmo estudo
demonstra que quantificagbes em mucosa de pacientes com DC e RCU apresentaram um
aumento na atividade de CAT e GPO e uma reducdo na concentracdo de metalotioneina.
Buffintom & Doe (1995) também demonstraram uma reducdo nos niveis de urato,
glutationa reduzida e total e ubiquinol-10 em pacientes com DII.

Com base no exposto, a inibicdo ou neutralizagcdo dos radicais livres, juntamente
com a ativacdo dos sistemas antioxidantes endégenos, tanto enzimaticos como néo
enzimaticos, pode ser benéfico no tratamento das doencas inflamatérias intestinais
(Nielsen & Rask-Madsen, 1996), sendo esta uma importante abordagem para a pesquisa

de novos farmacos.
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5 Principais tratamentos farmacolégicos disponiveis

A terapéutica atualmente utilizada para o tratamento das doencas inflamatoérias
intestinais, inclui um grande ndmero de farmacos, dentre o0s quais estdo os
aminossalicilatos, o0s glicocorticdides, 0s imunossupressores, imunomoduladores
(Yamamoto-Furusho, 2007) e a terapia biolégica (Morrison et al., 2009). Infelizmente, a
terapéutica disponivel ndo representa a cura da DII, sendo que os farmacos disponiveis
ou possuem sérios efeitos colaterais, como os corticosterdides, e/ou sdo de alto custo,
como por exemplo, o infliximabe, aspectos que limitam imensamente sua utilizacdo, além
de existirem pacientes que nao respondem a nenhum dos farmacos existentes.

No Brasil, os medicamentos mais utilizados no tratamento destas doencas sao os
aminossalicilatos e os glicocorticéides, e menos frequentemente, os imunonomoduladores
ou a terapia bioldgica (Dewulf 2005; Biondo-Simdes et al., 2003; Souza et al., 2002).

Os aminossalicilatos compreendem a classe dos derivados do &cido 5-
aminosalicilico (5-ASA), que possuem como representantes principais a sulfassalazina,
balsalazina, olsalazina e mesalazina. Esses farmacos consistem na associacdo de
sulfapiridina com o acido 5-aminosalicilico unidos por uma ligagao do tipo azo.

A sulfassalazina é o farmaco de primeira escolha nos casos leves ou moderados
de retocolite ulcerativa, na prevencdo da ocorréncia de recidiva (Morrison et al., 2009) e
nos casos leves de DC (Navarro & Hanauer, 2003). O seu mecanismo de acado esta
relacionado a atividade antiinflamatéria, promovida pela inibicdo da sintese de
prostaglandinas, bem como a sua propriedade antioxidante (Peppercorn, 1994).

Apesar da sulfassalazina ser amplamente utilizada para o tratamento da retocolite
ulcerativa, seu uso é limitado devido ao grande numero de efeitos colaterais que
apresenta. Estes efeitos compreendem desde dores de cabeca, nauseas e anorexia, 0s
quais estdo relacionados aos niveis séricos de sulfapiridina, até dispepsia, reacdes
alérgicas, febre, hemodlise, neutropenia e anemia (Ransford & Langman, 2002), sendo

que grande parte destes efeitos podem ser revertidos com a diminuicdo da dose de

sulfassalazina, o que também diminui sua eficacia. Existe também uma variedade de
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reacdes de hipersensibilidade, que incluem hepatite, pancreatite, pneumonia, pericardites
e neuropatia periférica que acarretam na descontinuacdo do uso deste farmaco
(Peppercorn, 1994). Em adicéo, efeitos hepato- e nefrotoxico (Linares et al., 2009) e de
promocédo de infertilidade masculina (Alonso et al., 2009) estdo associados ao uso deste

farmaco.

6 A busca de novos compostos para o tratamento das Doencas Inflamatoérias

Intestinais

De acordo com as informagdes apresentadas, novos compostos com atividade
antioxidante representam uma importante estratégia de obtencdo de novos farmacos
ativos para a DIIl. De fato, indmeros estudos demonstram os efeitos benéficos de
diferentes compostos com propriedades antioxidantes em modelos experimentais de
colite, incluindo flavondéides 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), além da vitamina E (Gonzalez et al., 2001) e do
tempol (Cuzzocrea et al., 2000).

Os flavondides constituem um importante grupo de compostos polifendlicos de
baixo peso molecular, amplamente distribuidos na natureza e que manifestam uma
importante atividade antioxidante (Cook & Saman, 1995; Formica & Regelson, 1994),
além de terem a capacidade de inibir algumas enzimas cuja atividade se encontra
aumentada em processos inflamatérios, assim como modular a atividade de células do
sistema imune (Middleton & Kandaswami, 1993). Em definitivo, os flavondides séo
capazes de afetar trés dos fatores chaves do processo de inflamacgao intestinal: geracao
de radicais livres, metabolismo de eicosanodides e o0 sistema imune intestinal.

Considerando-se a atividade antioxidante e as similaridades quimicas com os
flavondides, especialmente quanto ao padrdo de substituicdo de hidroxilas em seus

distintos anéis e as atividades farmacoldgicas relatadas, as cumarinas foram selecionadas
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para estudo por nosso laboratério como potenciais compostos para o tratamento das
doencas inflamatorias intestinais.

As cumarinas compreendem uma grande classe de compostos fendlicos
encontrados principalmente em plantas, mas com ocorréncia em fungos e bactérias.
Também denominadas de benzopironas, as cumarinas sédo lactonas do acido o-hidréxi-
cindmico, sendo 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 acidos cinamico e p-hidroxi-cindmico, a partir dos
quais as cumarinas e seus derivados sdo biossintetizados por diferentes vias (Hoult &
Paya, 1996).

Assim como os flavondéides, as cumarinas sdo extremamente variaveis em sua
estrutura, e os diferentes substituintes na molécula basica, podem influenciar a sua
atividade bioldgica. Algumas cumarinas ja foram estudadas e demonstraram importantes
atividades farmacolégicas, como por exemplo, a escoparona que possui descrita
atividade imunosupressora, hipolipidémica, hipotensora e relaxante vascular (Hoult &
Paya, 1996). Além disso, é descrito que cumarinas contendo grupos di-hidroxilados em
posicdo orto como a fraxetina (7,8-di-hidréxi-6-metoxi-cumarina), esculetina (6,7-di-
hidréoxi-cumarina) e 4-metilesculetina (6,7-di-hidroxi-4-metilcumarina) sdo poderosos
inibidores da peroxidacao lipidica, além de eliminarem o anion radical super6xido e
quelarem ions ferro (Kuster & Rocha, 2000). Varios derivados cumarinicos sao descritos
por sua atividade anticoagulante, antitumoral, antiviral, antiinflamatéria e antioxidante,
bem como por sua atividade antimicrobiana e de inibicdo enzimatica (Riviero et al.,
2010).

Um estudo realizado por Di Stasi et al., (2002, 2004) caracterizou a atividade
antiulcerogénica e antiinflamatéria da paepalantina, uma isocumarina isolada da espécie
Paepalanthus bromelioides (Familia Euriocaulaceae). Nestes estudos, observou-se uma
potente atividade antiulcerogénica, especialmente contra Ulceras induzidas por etanol e

etanol-acido cloridrico (Di Stasi et al., 2002), assim como um importante efeito
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preventivo da colite experimental aguda e crbnica induzida por &cido
trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em ratos (Di Stasi et al., 2004).

Com base no exposto, iniciou-se em nosso laboratdério um estudo para avaliar a
atividade antioxidante de 14 cumarinas no modelo de peroxidacao lipidica induzida por
ferro-acido ascérbico em membranas de cérebro de ratos. Esse estudo demonstrou que
esculetina e 4-metilesculetina possuem um dos menores valores de concentracdo
inibitéria de 50% (ICso) da peroxidagdo lipidica, com valores de 36,85 e 16,07uM
respectivamente (Witaicenis et al., 2010).

De fato, esculetina e 4-metilesculetina sdo dois derivados cumarinicos descritos
como os compostos com melhor atividade antioxidante (Paya et al., 1992, Sharma et al.,
2005), além de possuirem descrita atividade antiinflamatéria por inibirem a via da
lipooxigenase e ciclooxigenase por um mecanismo ndo-competitivo (Sekiva et al., 1982).
Essas substancias, especialmente esculetina, possuem varias propriedades
farmacologicas descritas, ressaltando a atividade antioxidante por diferentes mecanismos
e envolvendo varios radicais livres, conforme demonstrado por diversos estudos.

Esculetina possui a propriedade de diminuir a formacdo de MDA (malonildialdeido)
induzida por t-butil-hidroperéxido (t-BHP), eliminar o radical livre DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrilhidrazil) (Lin et al., 2000), proteger o DNA contra o estresse oxidativo (Kaneko et
al., 2003), inibir o radical hidroxila e os radicais livres intracelulares promovendo a
protecdo do DNA contra a acdo do H,O, (Kim et al., 2008), inibir a xantina oxidase e os
radicais livres (Lin et al., 2008). Além destas atividades, esculetina protege os animais de
hepatotoxicidade causada por t-BHP, por diminuir a infiltracdo de neutréfilos e manter os
niveis de glutationa (Lin et al., 2000); inibe a sintese de tromboxano B, de &nion
superoxido dependente de neutréfilos (Egan et al.,1990), a agregacdo plaquetaria
(Okada et al.,1995), a atividade das metaloproteinases (Watanabe et al., 1999). Possui
ainda efeitos como: imunomodulador em macroéfagos e linfécitos murinos in vitro e in
vivo (Leung et al., 2005), inibidor de crescimento (Wang et al., 2002) e indutor de
apoptose (Park et al., 2009) de células leucémicas humanas e de células adiposas (Yang
et al., 2006), inibidor da morte de neurbnios motores in vitro (Barber et al., 2009) e do
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crescimento de células SAS de cancer oral (Kok et al., 2009), redutor da fibrose
subepitelial e dos niveis de TGF-f1 no pulmao (Mabalirajan et al., 2009) e de inibir a
expressao de NF-kB e a ativacdo de proteina-1 (AP-1) (Pan et al., 2003).

4-metilesculetina possui a atividade de inibir a proliferacdo de tumores
subcuténeos e a sintese de acido hialurébnico em camundongos com cancer pancreatico
(Hajime et al., 2007), promover o relaxamento de mdsculo liso, efeito este tanto
mediado por prostaciclina (Bettini et al., 1985) como por prostaglandina (Bettini et al.,
1983).

Com base nas atividades antioxidante e outras descritas, esculetina e 4-
metilesculetina foram selecionadas para avaliacdo da atividade antiinflamatéria no
modelo de colite experimental. Nosso estudo preliminar avaliou a atividade destes dois
derivados cumarinicos em diferentes doses no modelo experimental de doenca
inflamatodria intestinal induzida por acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em ratos, nas
fases aguda e crbénica. Esse estudo demonstrou que essas substancias, nas doses de 10 e
5mg/Kg, apresentaram atividade antiinflamatéria neste modelo experimental e tal
atividade esta relacionada com a propriedade antioxidante e antiinflamatéria destas
substancias (Witaicenis et al., 2010).

Esses importantes resultados nos impulsionaram na continuacdo deste estudo,
para comprovar a atividade antiinflamatéria destes compostos, para tentar elucidar o
mecanismo pelo qual elas estdo agindo, além de comparar a eficacia e a poténcia destes
dois derivados cumarinicos, com os dois farmacos de referéncia mais utilizados na DIl
em humanos, a sulfassalazina e a prednisolona, enfocando o perfil de respostas
farmacologicas destes farmacos no modelo de doenca inflamatdria intestinal induzida por

TNBS em ratos.

7 O modelo experimental de doenca inflamatdria intestinal induzida pelo acido

trinitrobenzenosulfénico (TNBS)

Esse modelo experimental consiste na inducdo da inflamacéo intestinal por um

processo quimico. A idéia inicial deste modelo baseou-se na hipétese de que na DII
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ocorre um aumento na permeabilidade da mucosa, que facilita a entrada de um antigeno
luminal na lamina proépria, o qual ndo é adequadamente eliminado pelo sistema
imunoldégico.

O método se baseia no uso de uma solucdo de TNBS em etanol 50%, na qual o
etanol agiria como um “rompedor de barreira”, enquanto que o acido TNBS, atuaria com
um hapteno, que ao associar-se com substancias de alto peso molecular, como as
proteinas teciduais, seria capaz de desencadear uma resposta imunolégica (Gongalves et
al., 2008). O TNBS associado ao etanol promove o desenvolvimento de uma inflamacéo
severa, transmural e granulomatosa no coélon distal, sendo um modelo util tanto para o
estudo da etiopatogénese da inflamacé&o intestinal, como para o estudo de novas drogas
para o tratamento dessas doencas.

Esse modelo experimental é considerado o mais adequado para o estudo de novos
compostos ativos na doenca inflamatoria intestinal, sendo a técnica mais adequada por
simular de forma muito parecida o que ocorre com a DIl em humanos (Jurjus et al.,
2004).

Histologicamente, a inflamacdo produzida pelo TNBS € caracterizada pela
presenca de Ulceras focais, distor¢cdo das criptas, deplecdo das células caliciformes,
presenca de granulomas (Foligné et al., 2006), espessamento da parede intestinal,
edema, infiltracdo de células inflamatdrias e necrose. Bioquimicamente, é observado um
aumento da atividade de enzimas como a mieloperoxidase (Sanches-Hidalgo et al.,
2007) e a fosfatase alcalina (Sanchez de Medina, 2004), além do aumento da expressédo
de citocinas pré-inflamatérias como o TNF-a (Sanches-Hidalgo et al.,, 2007) e de
interleucinas, bem como alterac¢des nos sistemas antioxidantes da mucosa intestinal.

Segundo Strober et al., (1998), ap6s ser administrada, a solugdo de TNBS/etanol
€ apresentada para as células T pelas células apresentadoras de antigeno da lamina
propria. A presenca e o reconhecimento do TNBS promove a secrecao de IL-12 e inducdo
da resposta das células Thl, que produz principalmente INF-y, este por sua vez age nos
macrofagos induzindo a producdo de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, IL-1p e IL-

6, que desencadeiam imediatamente o processo inflamatério (Figura 2). Além destes,
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varios mediadores inflamatdérios estdo envolvidos nesta resposta como prostaglandinas

E2, tromboxano B2, leucotrieno B4 e C4 e outras interleucinas (Zheng et al., 2000).

A colite induzida pelo TNBS é um importante modelo experimental de inflamacao

da mucosa intestinal, porque permite o estudo dos eventos iniciais da inflamacao e

a

analise da resposta imune da mucosa desencadeada por um antigeno especifico (Strober

et al., 2002), possibilitando a avaliacdo de novos compostos, Uteis tanto para

(0}

tratamento da DC como da retocolite ulcerativa, permitindo avaliar diversos mediadores

envolvidos na resposta inflamatoria.

TNBS Haptenos
. conjugados
e, a proteinas
o® coldnicas
Yol

Haptenos |*
conjugado
a proteinas

col6nicas /

IL-12

Figura 2. Mecanismo de inducao da doenca inflamatodria intestinal pelo TNBS.

APC = célula apresentadora de antigeno; PP = Placa de Peyer; T = células T; MAC= macroéfago.

(adaptada de Strober et al., 1998)
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Objetivos




Com base no exposto os objetivos do presente trabalho foram:

1. Avaliar os efeitos antiinflamatérios de dois derivados cumarinicos
(escopoletina e fraxetina), na fase aguda e na fase crbnica com recidiva do
processo inflamatério intestinal;

2. Comparar os resultados desses dois derivados cumarinios (eficacia e
poténcia) com o farmaco de referéncia no tratamento de DIl em humanos; a
sulfassalazina;

3 Avaliar comparativamente os efeitos destes 3 compostos sobre os
pardmetros macroscopicos e bioquimicos envolvidos no processo inflamatério

colbnico.



Material e Métodos
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1. Animais

Ratos machos albinos da Cepa Wistar de 180 a 220g de peso, oriundos do
Biotério Central da Unesp, Campus de Botucatu, Sdo Paulo foram utilizados para os
testes de atividade antiinflamatdria 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 ficaram alojados em caixas, separados por grupo, com no maximo
6 animais por caixa e foram alimentados com racdo de manutencédo PanLab S.I. e
agua corrente ad libitum. O estudo foi realizado de acordo com o protocolo
experimental aprovado pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal deste

Instituto (Protocolo n. 42/04 — CEEA).

2. Substancias testes e desenho experimental

Escopoletina (7-hidroxi-5-metoxicumarina), Fraxetina (7,8-dihidroxi-6-
metoxicumarina) e sulfassalazina, ilustrados na figura 3, foram obtidas da Sigma,
solubilizadas em etanol 5%, preparadas diariamente e usadas neste estudo

conforme protocolo experimental descrito abaixo.
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Figura 3. Estrutura quimica das substancias testes.

2.1 Avaliagdo da atividade de escopoletina, fraxetina e sulfassalazina na fase

aguda do processo inflamatorio intestinal.

Na fase aguda os estudos foram realizados com o0s seguintes grupos

experimentais:
A. Grupo branco: animais sem colite e sem tratamento
B. Grupo controle: animais com colite e sem tratamento
C. Grupos com os compostos-testes:
C1. Animais tratados com escopoletina 5mg/kg, 10mg/kg e 25mg/kg
C2. Animais tratados com fraxetina 5mg/Kg, 10mg/kg e 25mg/kg
D. Grupo com o farmaco:

D. Animais tratados com sulfassalazina 25mg/Kg
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A inducdo do processo inflamatorio foi realizada pelo método descrito por
Morris et al., (1989), com pequenas modificacdes. Os animais foram submetidos a
um periodo de jejum de 24 horas e posteriormente anestesiados em camara de gas
CO, para sacrificio de roedores.

Em seguida, foi realizada a administracéo retal (intracolénica) de 0,25ml de
uma solugcdo de 10mg de &cido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em etanol a
50% v/v. A administracdo foi realizada com a ajuda de um catéter (diametro de
2mm), o qual foi introduzido pelo anus do animal até uma distadncia de 8cm. Os
animais foram mantidos de cabeca para baixo desde o momento da instilacdo do
hapteno até a recuperacdo da anestesia. Os animais do grupo branco foram
submetidos ao mesmo procedimento, mas com administracdo de solucdo salina em
substituicdo ao TNBS.

Os tratamentos foram administrados por via oral utilizando-se uma sonda
esofagica, e foram realizados as 96, 72, 48, 24 e 2 horas antes da inducdo da
colite. Os animais dos grupos controle e branco receberam metilcelulose 1% por via
oral e 24 horas ap6s a inducdo. Todos os animais foram mortos 48 horas apds a
inducado do processo inflamatorio.

2.2 Avaliacdo da atividade de escopoletina, fraxetina e sulfassalazina na
fase crbnica com recidiva do processo inflamatodrio intestinal.

Na fase cronica os estudos foram realizados com o0s seguintes grupos
experimentais:
E. Grupo branco: animais sem colite e sem tratamento
F. Grupo controle:
animais com colite e sem tratamento
animais com colite e sem tratamento e sem inducao da recidiva (CSR)
G. Grupos com 0s compostos-testes:
C1. Animais tratados com escopoletina 5mg/kg

C2. Animais tratados com fraxetina 5mg/Kg
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H. Grupo com o farmaco:

. Animais tratados com sulfassalazina 25mg/Kg

A inducdo do processo inflamatorio foi realizada pelo método descrito por
Morris et al., (1989), com pequenas modificacdes. Os animais foram submetidos a
um periodo de jejum de 24 horas e posteriormente anestesiados em camara de gas
CO, para sacrificio de roedores.

Em seguida, foi realizada a administracéo retal (intracolénica) de 0,25ml de
uma solugcdo de 10mg de &acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em etanol a
50% v/v. A administracdo foi realizada com a ajuda de um catéter (diametro de
2mm), o qual foi introduzido pelo dnus do animal até uma distancia de 8cm. Os
animais foram mantidos de cabeca para baixo desde o momento da instilacdo do
hapteno até a recuperacdo da anestesia. Os animais do grupo branco foram
submetidos ao mesmo procedimento, mas com administracdo de solucdo salina em
substituicdo ao TNBS.

Na fase crbnica 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. Seis animais de cada grupo colitico e cinco do grupo branco
foram mortos ap6s 7, 14 e 21 dias a partir da primeira indugao da colite, enquanto
todos os animais do grupo colitico sem recidiva foram mortos apenas apoés 21 dias.
A segunda administracdo de TNBS (recidiva) foi realizada no 14° dia apés a
primeira administracdo, nos animais que foram sacrificados no 21° dia,

excetuando-se o grupo branco e o grupo controle sem recidiva.
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Figura 4. Desenho experimental. B (grupo branco; ratos nao coliticos); C (grupo
controle; ratos coliticos); CSR (grupo controle sem recidiva; ratos coliticos que nao
receberdo uma segunda administracdo de TNBS); T (grupo tratado; ratos coliticos

tratados com escopoletina, fraxetina e sulfassalazina).

3.Avaliacao do processo inflamatdrio intestinal

Ao final de cada periodo de tratamento, os animais foram mortos, os cdélons
extraidos e analisados quanto aos prejuizos intestinais considerando-se parametros

macroscopicos e bioquimicos.

3.1. Avaliacdo macroscopica

Durante o desenvolvimento dos experimentos, os animais foram avaliados
em diferentes parametros de carater geral tais como: consumo de alimento e
ganho de peso corporal . Na analise macroscopica foram avaliados o peso e o
comprimento do célon e a andlise da severidade e extensdo do prejuizo intestinal,

de acordo com uma escala descrita previamente por Bell et al., 1995.
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Tabela 1. Critério de avaliacdo da severidade e extensado da lesao colbnica.

Escore Critério
0 Sem prejuizo
1 Hiperemia, sem Ulceras
2 Ulcera linear sem inflamacéo significante
3 Ulcera linear com inflamagdo em um sitio
4 Dois ou mais sitios de ulceragao/inflamacéao
5 Dois ou mais sitios de ulceracdo e inflamacdo ou um sitio de inflamacgao
maior que 1 cm ao longo da extensédo do célon
6-10 |Se o prejuizo cobrir mais que 2 cm ao longo da extensdao do célon (o
escore € aumentado em 1 ponto para cada centimetro adicional)

Apd6s a analise macroscopica, o coélon foi dividido em 7 fragmentos
longitudinais, trés deles foram congelados a —80°C para determinacédo de proteinas
e a atividade da fosfatase alcalina, mieloperoxidase, enquanto um fragmento foi

processado para determinacao dos niveis de glutationa total.

3.2. Determinacgdes bioquimicas

Todas as determinacgdes bioquimicas foram realizadas em homogeneizados
de mucosa intestinal colbnica, sendo estes realizados a frio durante
aproximadamente 45 segundos, com ajuda de um homogeneizador automatico,

provido de um pistilo de teflén e um recipiente de vidro de 10ml de capacidade.

A. Determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A determinacao da atividade da mieloperoxidase em fragmentos de coélon de

rato foi realizada pelo método de Krawisz et al., (1984) e os resultados expressos
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como unidades de mieloperoxidase por grama de tecido, onde 1 unidade de
atividade de MPO é definida como aquela que degrada 1 pmol de perdoxido de
hidrogénio por minuto a 25°C. A atividade da mieloperoxidase se utiliza como
marcador da infiltragcdo de neutréfilos, mesmo que esta enzima nao seja especifica

deste tipo celular.

B. Determinacao do conteudo de glutationa total

A determinacdo do contetdo de glutationa total foi realizada de acordo com
0 método descrito por Anderson (1985), que esta baseado na oxidacdo total da
glutationa reduzida (GSH) presente em uma amostra a sua forma oxidada (GSSG),
mediante a incubacdo da amostra com o acido ditiobisnitrobenzéico (DTNB). O
DTNB reduzido adquire uma coloracdo amarelada, que pode ser determinada
espectrofotometricamente. O GSSG gerado €é reduzido por acdo da enzima
glutationa redutase na presenca de NADPH. O GSH formado se oxida novamente,
gerando um ciclo continuo, no qual a velocidade de reducdo do DTNB (com o seu
consequente incremento de absorbancia a 412nm) é proporcional a quantidade

total de glutationa (GSH+GSSG). Os resultados foram expressos em nanomoles por

grama de tecido.

C. Determinacdo de proteinas totais e da atividade da fosfatase

alcalina

A determinacdo do conteudo de proteinas totais e da atividade da fosfatase

alcalina foi realizada pelos métodos classicos descritos por Smith et al., (1985) e

Bessey et al., (1946), respectivamente.
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4. Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média
(E.P.M.). Diferencas entre as médias foram testadas por Analise de Variancia
(ANOVA) seguida por testes de significancia. Dados nao paramétricos (escores)
foram expressos como mediana e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis.
Dados descontinuos foram testados por ANOVA seguida por teste de Dunnet. A

significancia estatistica foi considerada para valores de p < 0,05.

39



Resultados
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1. Resultados modelo experimental de fase aguda
1.1 Consumo diario de Racao

Apo6s a administracdo do TNBS, o consumo de alimento fica reduzido, sendo que os
animais do grupo branco (nao colitico) aumentaram o consumo apds o jejum e
diferem na quantidade de alimento ingerida quando comparados aos animais
do grupo controle. Os animais tratados aumentaram o consumo de alimento ao

longo dos dias.

30,00 W

Sulfassalazina

0,00 - r T \
Dias

Avaliacdo do consumo de ragao por grupo, dos animais submetidos ao modelo experimental de colite aguda induzida por
TNBS. Dados expressos em consumo/ niumero de animais.
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1.2 Ganho de peso corporal

Os animais do grupo branco perderam peso no segundo dia do
tratamento devido a inducdo de colite, mas recuperaram o peso com
0 passar dos dias; ao contrario dos animais que receberam a inducao
de colite por TNBS.

dias

Avaliacdo da evolugdo do peso corporal dos animais submetidos ao modelo experimental de colite aguda
induzida por TNBS. Dados expressos em meédia do (Peso final - peso inicial) X 100/peso inicial) + E.P.M.
com *p<0,05 e ** p<0,01 comparados com o grupo controle TNBS.

1.3 Avaliacdo macroscopica

A administracdo intracolbnica de TNBS resulta em inflamacdo no epitélio
coldnico, que pode ser evidenciada apés 48 horas com uma necrose na camada
mucosa, essa lesdo estende-se por 3.8 — 5.8 cm ao longo do cdélon, e promove
a ocorréncia de espessamento e hiperemia na parede intestinal. Esses
parametros foram analisados e expressos em forma de escore, e os resultados
podem ser observados na tabela. Os animais do grupo sulfassalazina tiveram o
escore diminuido em relagdo ao grupo controle. Em relacdo a extensao da leséo

0s animais dos grupos fraxetina 10mg/kg e sulfassalazina tiveram uma menor
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lesdo do que o grupo controle. Somente o grupo branco teve uma relagdo

peso/comprimento menor em comparagdo ao grupo controle.

Grupo escore® Extenséo da Relacéo
les&o® (cm) peso/comprimento
(0-10)

(mg/cm)
N3o colitico (5) 0 0** 74.33+329"
Controle (6) 8 (7-10) 4.90+0.18 144.00 + 6.45
Fraxetina - 5 mg/Kg (6) 9 (8-9) 4.89 + 0.56 12751 +7.52
Fraxetina - 10 mg/Kg (6) 7.5 (3-8) 3.13+1.03* 136.04 =+ 20.9
Fraxetina - 25 mg/Kg (6) 8.5 (7-9) 483+ 0.38 131.77 £2.81
Escopoletina - 5 mg/Kg (6) 7 (1-9) 3.56 + 0.96 135.28 + 14.7
Escopoletina - 10 mg/Kg (6) 8 (7-9) 4.68 £ 0.25 136.98 + 7.95
Escopoletina - 25 mg/Kg (6) 8 (7-10) 4.88 + 0.49 131.05+7.43
Sulfassalazina - 25 mg/Kg (6) 6 (2-10)° 2.39 + 0.36** 130.10 + 8.57

O escore é expresso como mediana (range). Extensdo da lesdo e relagdo peso
comprimento sdo expressos como media + EPM. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001

1.4

Determinagdes Bioquimicas

Nos paréametros bioquimicos avaliados os animais tratados com

escopoletina 5 mg/kg e 25 mg/kg foram os que tiveram melhor

resultado significativo em relagcdo ao grupo branco, além dos animais

tratados com sulfassalazina; em relacdo a GSH. Somente o grupo

sulfassalazina teve resultado significante para MPO. Ja na fosfatase

alcalina os grupos escopoletina 5 mg/kg e fraxetina 10 e 25mg/kg

tiveram resultado significante.
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Tabela. Efeitos do tratamento dos derivados cumarinicos e sulfassalazina na glutationa (GSH),

mieloperoxidase (MPO) e fosfatase alcalina (FA) na fase aguda de colite induzida por TNBS.

Group (n) GSH MPO FA
(nmol/g) (Ulg) (U/mg proteina)

N4o colitico (5) 2120.79 + 92.82" 93.37 +5.83" 6.24+0.64
Controle (10) 1177.25 + 40.49 653.49 + 80.99 17.03+1.31
Fraxetina - 5 mg/Kg (6) 1547.39 + 124.6~ 500.23 + 52.89 1434 +1.43
Fraxetina - 10 mg/Kg (6) 1500.77 + 81.16 649.99 + 200.5 11.78 £2.25
Fraxetina - 25 mg/Kg (6) 1340.85 + 123.6 646.35 + 111.1 11.44 £ 0.97"
Escopoletina - 5 mg/Kg (6) 1703.69 + 102.16 " 449.81 + 102.6 8.10+0.80"
Escopoletina - 10 mg/Kg (6) 921.73 +54.99 499.64 +50.21 15.09+1.44
Escopoletina - 25 mg/Kg (6) 1557.97 +91.21" 971.69 + 230.4 13.39 + 1.51
Sulfassalazina - 25 mg/Kg (6) 159457 + 63.96" 391.34 £ 59.29 13.87+1.23

Os pardmetros bioquimicos sdo expressos como media + EPM. *p<0,05; **p<0,01 e

***p<0,001
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2. Resultados modelo experimental de fase crénica com recidiva

2.1 Ganho de peso corporal

Na avaliacdo do ganho de peso corporal os animais dos grupos controle,
escopoletina, fraxetina e sulfassalazina ganharam peso apds a primeira semana de
tratamento, ja no final da segunda semana somente os animais do grupo fraxetina
ganharam peso e no final da terceira semana todos os animais ganharam peso;

pois no décimo quarto dia eles ficaram em jejum devido a inducdo da recidiva.

Dias

22 Semana
20,00

nais
~

Dias
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Figura 5: Avaliagdo da evolucdo do peso corporal dos animais submetidos ao modelo experimental de
inflamacé&o intestinal crénica com recidiva induzida por TNBS. Dia 1 primeira administracdo de TNBS e 14° dia
inducdo da recidiva, nos animais mortos na terceira semana. Dados expressos em meédia (Peso final - Peso

inicial) X 100/ Peso inicial) & E.P.M. com ** p<0.01 comparados ao grupo controle TNBS.

2.2 Consumo diario de racao

Ao final da primeira semana todos o0s animais aumentaram o
consumo de racdo, no término da segunda semana somente o0s
animais do grupo sulfassalazina ndo aumentaram o consumo de
racdo e no final da terceira semana todos o0s animais consumiram
mais racdo devido ao jejum no décimo quarto dia para a indugcdo da

recidiva.
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Figura 6: Avaliacdo do consumo médio de racdo dos animais submetidos ao modelo experimental de inflamacéao
intestinal crdnica, na primeira, segunda e terceira semanas ap6s a administragdo do TNBS. Dados expressos em
média de consumo por animal, em gramas. Dia 1 primeira administracdo de TNBS e 14° dia inducdo da recidiva

(Jjejum), nos animais mortos na terceira semana.
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2.3 Avaliacao macroscopica

O modelo crénico se caracteriza pela inflamac&o no epitélio colénico com a
presenca de necrose na camada mucosa. A ulceracdo e a inflamacdo no
colon do rato sdo caracterizadas pela doenca na parede coldnica, infiltracdo
de leucécitos polimorfonucleares, (observados pela atividade da
mieloperoxidase) e formacdo de granulomas. No modelo experimental de
doenca inflamatéria intestinal de fase crénica, quanto aos parametros
macroscopicos na terceira semana de tratamento, foi possivel observar que
0s animais tratados com escopoletina e sulfassalazina, além do grupo
controle sem recidiva, apresentaram uma diminuicdo no escore
macroscopico. Também na terceira semana, em relacdo a extensdo da
lesdo, foi observado que os animais tratados com escopoletina, fraxetina e
sulfassalazina, além do grupo controle sem recidiva tiveram uma diminuicdo
na extensdao da lesdo. Ja a relacdo peso/comprimento do célon nas trés
semanas foi observada diferencas nos grupos brancos, escopoletina,
fraxetina e sulafassalazina, além do grupo controle sem recidiva na terceira
semana. Todos esses resultados foram comparados com o grupo controle

colitico e estao expressos na tabela abaixo.
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Tabela . Avaliagdo dos parametros macroscopicos dos efeitos de escopoletina
(5mg/Kg), fraxetina(5mg/Kg) e sulfassalazina (25mg/Kg) no modelo experimental

cronico com recidiva de inflamacao intestinal induzida por TNBS

Grupos Escore Extenséo Relacéo peso

) comprimento

(0-10) (cm) (mg/cm)

13 Semana
N4o Colitico 07" 0" 84.14 +1.227
Controle Colitico 5.6 (4-8) 2.2+0.70 180.04 + 7.63
Escopoletina — 5mg/Kg 5.6 (4-8) 2.0+0.39 112.66 + 9.77 "
Fraxetina — 5mg/Kg 4.6 (1-8) 1.8 +£0.70 130.17 +4.72"7
Sulfassalazina — 25mg/Kg 6.0 (5-7) 22+0.29 194.33 £22.96"
22 Semana
N4o Colitico 07" 0" 86.32 +3.85
Controle Colitico 4.8 (4-5) 1.8+0.35 132.49 + 6.81
Escopoletina — 5mg/Kg 3.3 (2-4) 1.2+0.11 110.54 +7.16"
Fraxetina — 5mg/Kg 3.6 (2-5) 1.1+0.24 136.73 £3.23"7
Sulfassalazina — 25mg/Kg 4.1 (1-6) 1.5+0.26 100.88 + 6.29"
32 Semana
N4o Colitico 07" 0" 78.99 +3.40"
Controle Colitico 5.5 (2-7) 3.70+ 0407  137.89£6.70
CSR 2.4 (0-4)" 1.30£0.387°  106.98 +3.45"
Escopoletina — 5mg/Kg 3.0 (2-5) 1.20+0.37  117.21 859"
Fraxetina — 5mg/Kg 5.1 (4-6) 1.46+0.36 131.68+538"
Sulfassalazina — 25mg/Kg 3.1 (2-5) 0.70+0.197"  116.18 £4.60"

O escore é expresso como mediana (range). Extensdo da lesdo e relagdo peso
comprimento sao expressos como media + EPM. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001
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2.4 Determinacfes Bioquimicas

Nos parametros bioquimicos avaliados, somente a atividade da fostase
alcalina teve diferenca significante na terceira semana de tratamento entre os
animais do grupo controle colitico, controle sem recidiva e nao colitico. As
atividades da glutationa total e da mieloperexidase nao tiveram diferencas

significativas entre os grupos experimentais.

Tabela. Efeitos do tratamento dos derivados cumarinicos e sulfassalazina na glutationa
(GSH), mieloperoxidase (MPO) e fosfatase alcalina (FA) na fase crénica com recidiva de
colite induzida por TNBS

Grupo GSH MPO Fosfatase
Alcalina
12 Semana
Nao colitico 1583,33 + 65,49 140,60 + 9,075 8,150 + 0,889
Controle colitico 1512,99 + 114,8 518,47 + 155,9 14,05+ 1,125
Escopoletina- 5 mg/Kg 1502,75 + 102,2 779,06 +£219,9 12,65+ 2,329
Fraxetina- 5 mg/Kg 1613,82 + 95,62 421,42 + 1448 11,74 £ 1,329
Sulfassalazina- 25mg/Kg 1852,50 + 133,6 602,03 + 154,6 14,22 £ 2,020
22 Semana
Néo colitico 1454,35 + 102,8 144,62 + 11,76 6,52 + 0,763
Controle colitico 1453,27 + 37,86 166,46 + 28,06 9,90+ 1,176
Escopoletina- 5 mg/Kg 1469,72 + 96,42 175,80 + 14,26 9,26 + 0,664
Fraxetina- 5 mg/Kg 1526,00 + 131,1 261,78 + 84,06 9,37 +1,727
Sulfassalazina- 25mg/Kg 1274,66 + 119,1 195,33 + 28,74 9,90 + 2,051
32 Semana
Nao colitico 1503,96 + 116,4* 133,71 £ 9,065 5,66 +1,112
Controle colitico 1187,23 + 42,39 278,49 + 39,25 14,60 + 2,045
CSR 1365,43 + 145,8* 198,95 + 37,92 6,63 + 0,926
Escopoletina- 5 mg/Kg 1576,09 + 54,02 169,71 + 50,65 9,02 + 1,523
Fraxetina- 5 mg/Kg 1380,46 + 50,94 378,30 £ 44,71 16,31 + 1,938
Sulfassalazina- 25mg/Kg 1896,38 + 127,6 204,26 + 29,96 16,34 + 1,522

Os pardmetros bioquimicos sdo expressos como media + EPM. *p<0,05; **p<0,01 e
***p<0,001
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Discussao
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O processo inflamatério intestinal envolve uma série de eventos celulares e
moleculares que resultam no aumento do fluxo sanguineo local e da permeabilidade
capilar. Esse fato promove o extravasamento de granulécitos, especialmente
leucécitos polimorfonucleares. A migracdo e ativacdo de mediadores quimicos
inflamatérios, como metabdlitos do acido araquidbnico, bradicinina e as citocinas
presentes em macroéfagos, linfocitos, e outros tipo de células, servem para iniciar,
coordenar e amplificar o processo inflamatério. Esses agentes pro-inflamatérios
promovem a aderéncia dos fagocitos no endotélio vascular e o extravasamento
destas células para a mucosa intestinal e, posteriormente, a ativacdo destes
fagodcitos origina a liberacdo de radicais livres.

Os radicais livres oriundos do processo inflamatério apresentam um papel
chave na regulacdo da inflamacdo intestinal e na auséncia de mecanismos de
defesa antioxidantes, promovem um aumento da lesdo, deplecdo dos niveis de
glutationa e das enzimas de detoxificacdo, como a fosfatse alcalina (Dryden et al.,
2005).

O estresse oxidativo € um potencial mecanismo de lesdo tecidual que
contribui para a patogénese das doencas inflamatdrias intestinais, o que reforca a
pesquisa de novos compostos com atividade antioxidante como novas terapias para
o0 tratamento destas doencas (McKenzie et al., 1996), portanto estratégia para
inibir os radicais livres, seja na producdo de enzimas que agem diretamente na
producdo destes, ou seqlestrando os que ja foram produzidos, ou ainda
aumentando a producdo de compostos antioxidantes pelas células intestinais
(Dryden et al., 2005), sdo um importante ponto de partida na busca de novos
medicamentos para o tratamento das doencas inflamatérias intestinais.

Assim como observado na DIl em humanos, o modelo experimental de colite
induzida pelo TNBS promove um aumento da peroxidacéo lipidica (Loguercio et al.,
2003), como observado nesse estudo na fase aguda em animais que sofreram

inducdo de colite por TNBS, porém somente os animais tratados com a droga de
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referéncia sulfassalazina tiveram os niveis de MPO diminuidos. Na fase crénica com
recidiva as substéncias testadas e nem mesmo a sulfassalazina diminuiram os
niveis de mieloperoxidase.

Outro fator que confirma a presenca de estresse oxidativo na mucosa
coldnica no processo inflamatério intestinal € a deplecdo dos niveis de glutationa,
como observado em humanos (Sido et al., 1998; Lauterburg et al., 1988) e em
modelos experimentais (Pavlick et al., 2002; Galvez et al., 1997; Sanchez de
Medina et al., 1996; Loguercio et al., 1996; Buffinton & Doe, 1995). A glutationa
(GSH) é um tripeptideo constituido de glutamato, cisteina e glicina sendo um dos
mais abundantes agentes antioxidantes biolégicos e que serve de substrato para a
glutationa peroxidase (GPyx) e a glutationa S-transferase. A GSH em sua forma
reduzida possui um grupo sulfidrila, que pode atuar seqliestrando radicais livres
como o O, peroxinitrito e hidroperoxidos lipidicos, além disso, esta relacionada
diretamente com o processo de reparacdo da lesdo oxidativa no DNA e protecao
contra moléculas reativas de oxigénio e citocinas que induzem a apoptose
(Kruidenier & Verspaget, 2002). A GSH é predominantemente a primeira defesa
antioxidante intracelular contra os produtos téxicos de oxigénio, particularmente na
mitocondria, local onde ocorre a maior sintese desses radicais (Deleve & Kaplowitz,
1991). Apls a exposicdo da GSH em sua forma reduzida ao agente oxidante, como

as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, ocorre sua oxidacdo a sua forma
oxidada (GSSG), cuja reacdo € catalisada pela glutationa peroxidase (GPx). A
recuperacdo da GSSG é feita pela enzima glutationa redutase (GSHred), na
presenca de NADPH, constituindo um ciclo redox essencial para manutencdo da
integridade do sistema protetor celular (Wang & Ballatori, 1998). O nivel
intracelular de GSH é regulado pelo equilibrio entre sua utilizacdo e sintese
(Halliwell & Gutteridge, 1984). Sob condicdes fisioldégicas, a GSHred mantém mais

de 98% da GSH intracelular na forma reduzida (Wang & Ballatori, 1998). Em

situacdes em que o sistema de 6xido-reducgéo esta integro, ha recuperacao da GSH,
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entretanto, sob condicdes de excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do
sistema protetor, ocorre desequilibrio entre o consumo de GSH e a producédo de
GSSG, o0 que acarreta em estresse oxidativo (Shan et al., 1990; Gilbert, 1990;
Halliwel, 1993). Assim, a intensidade do estresse oxidativo pode ser monitorada
pela glutationa total (GSH+GSSG). Estudos demonstram que os niveis de GSH
coldnica sao significativamente depletados na retocolite ulcerativa e na doenca de
Crohn, quando comparados com o grupo controle de pacientes normais ou com
essas doencas em fase inativa (Karp & Koch, 2006). Outros estudos também
confirmam a diminuicdo nos niveis de GSH em sua forma reduzida na DIl (Holmes
et al., 1998) e o0 aumento da GSH em sua forma oxidada em pacientes com
retocolite ulcerativa ativa (Sido et al., 1998). E relatado que o nivel de GSH
reduzida na mucosa de pacientes com DIl é 27% menor do que de pessoas
saudaveis (Buffinton & Doe, 1995). A potencial importancia da glutationa na doenca
inflamatodria intestinal tem sido demonstrada em modelos animais, que sugerem
que a deplecdo de GSH altera a funcdo das células T e dos macréfagos (Karp &
Koch, 2006). Além disso, existem outras evidéncias de que a GSH e enzimas
associadas atuam na imunidade celular. Por exemplo, niveis de GSH e células
apresentadoras de antigeno determinam se a resposta imune predominante é do
tipo Thl ou Th2, porém as bases moleculares desta diferenciacdo ainda ndo sao
conhecidas (Townsend et al., 2003). Outros estudos experimentais também
associam a atividade antiinflamatdria de seus compostos com a propriedade destes
em evitarem a deplecdo nos niveis de GSH colbnica (Galvez et al., 2006; Di Stasi et
al., 2004; Gonzalez et al., 2001; Cruz et al., 1998; Ocete et al., 1998; Sanchez de
Medina et al., 1996). Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que os
niveis de glutationa ndo foram depletados nos animais que sofreram inducdo de
colite por TNBS na fase aguda e tratados com escopoletina 5mg/kg, 25mg/kg e
sulfassalazina. Ja na fase crénica com recidiva nenhum grupo tratado teve o nivel

de glutationa diminuido. Outro resultado reforca a atividade antiinflamatoria das
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substancias testes, a inibicdo da atividade da fosfatase alcalina. A Fosfatase alcalina
€ uma glicoproteina de membrana ligada ao fosfatidilinositol e compreende uma
familia de enzimas que quelam radicais fosfato em pH alcalino. Essa enzima pode
ser encontrada em diferentes tipos celulares, incluindo os neutréfilos (Karlsson et
al., 1995). No intestino esta localizada na membrana com borda em escova e
participa do processo de absorcdo de nutrientes (Sanchez de Medina et al., 2004).
A atividade da fosfatase alcalina intestinal ndo é exclusiva dos enterécitos, mas
esta presente também nas células da lamina propria, incluindo neutrdéfilos e outros
leucécitos (Smith et al., 1984). Sua funcao fisiolégica é ainda desconhecida, mas
sabe-se que esta enzima fica aumentada no processo inflamatério intestinal
(Sanchez de Medina et al., 1996; Gonzalez et al., 2001; Sanchez de Medina et al.,
2002). Dentre as funcdes conhecidas, ha evidéncias de participar do processo de
calcificacdo Ossea, transporte de imunoglobulinas através da placenta, transporte
de fosfato nas células do epitélio intestinal (Karlsson et al., 1995), podendo ainda
estar relacionada com a detoxificagcdo de lipopolissacaridios (Tuin et al., 2009).
Desta forma, a reducdo na atividade da fosfatase alcalina pode ser interpretada
como uma manifestacdo da atividade antiinflamatéria das substancias em estudo
(Sanchez de Medina et al., 2004). Na fase aguda do processo inflamatorio intestinal
deste trabalho os animais tratados com escopoletina 5mg/kg e fraxetina 10 e
25mg/kg tiveram a atividade da fosfatase alcalina diminuida em relacdo aos
animais do grupo controle colitico. Ja na fase cronica com recidiva nenhum grupo
tratado teve diferencas significativas em relacédo a atividade da fosfatase alcalina.
As doses escolhidas para serem testadas na inflamacgado intestinal crbnica

com recidiva foram baseadas nos melhores resultados da fase aguda.
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Conclusao
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Com base nos objetivos propostos, nos resultados e discussdes

apresentadas, foi possivel concluir que:

1)

2)

A escopoletina nas doses de 5mg/kg e 25mg/kg e a fraxetina nas doses
de 10mg/kg e 25 mg/kg tiveram atividade antiinflamatéria no modelo
experimental de colite induzido por TNBS.

O experimento de colite induzida por TNBS na fase cronica com recidiva
nao obteve resultados significantes; nem mesmo os animais do grupo
colitico tiveram niveis de glutationa, MPO e atividade da fosfatase
alcalina de acordo com relatos da literatura, assim como nenhuma
substancia testada obteve sucesso. Talvez algum fator extra

desconhecido interfiriu nos par@metros bioquimicos.
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