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Resumo

O termo Doenca Inflamatoria Intestinal (DIl) compreende duas doencas,
a Retocolite Ulcerativa (RCU) e a Doenca de Crohn (DC), caracterizadas por
inflamagé&o crénica que compromete o trato gastrointestinal. Estudos mostram
que o estresse oxidativo é um dos fatores determinantes para o
desenvolvimento da DII. A terapéutica atual ndo proporciona cura permanente,
demonstrando a necessidade de novas estratégias terapéuticas. A espécie
Bertholletia excelsa (Lecythidaceae), popularmente conhecida como castanha-
do-para, € uma arvore nativa da Floresta Amazénica; de seu fruto retira-se a
castanha, semente oleaginosa com alto teor de acidos graxos, selénio e outros
componentes como vitaminas e minerais, que podem apresentar atividade
farmacoldgica associada a efeitos benéficos. Devido a sua composi¢cdo, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade anti-inflamat6ria da castanha-
do-pard como potencial terapia adjuvante para o tratamento da DIl. Ratos
Wistar receberam por via oral cinco doses do 6leo (18,75; 37,5; 75; 150 e 300
mg/kg) durante 5 dias consecutivos. Apds o tratamento, foi feita inducdo do
processo inflamatério por meio da administragdo via retal de 0,25 mL de
solucéo contendo 10 mg de TNBS em etanol a 50% (v/v). Apos 72h da inducéo
do processo inflamatorio, os animais foram mortos e os célons retirados para
analises macroscopicas (tamanho e escore da lesdo, relacdo peso-
comprimento colénico) e bioquimicas tais como atividade das enzimas
mieloperoxidase (MPO) e fosfatase alcalina (FA), e niveis de glutationa total.
As doses de 75 e 150 mg/kg do Oleo de castanha-do-pard melhoraram a
relacdo peso-comprimento colénico em comparacéo ao grupo controle. A dose
de 150mg/kg também apresentou melhora no tamanho da lesdo em
comparacdo ao grupo controle. O tratamento também n&o recuperou a
atividade da MPO e FA, mas evitou a deplecdo dos niveis célicos de glutationa
nas doses de 18,75 e 37,5 mg/kg, mantendo-os semelhantes aos dos animais
saudaveis. Os resultados, em conjunto, ndo indicam atividade anti-inflamatéria

nas doses testadas.

Palavras chave: Doencga Inflamatoria Intestinal, anti-inflamatorio, castanha-do-
para
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Abstract

Inflammatory Bowel Disease (IBD) is a term that comprises two
disorders, Ulcerative Colitis (UC) and Crohn’s Disease (DC), which are chronic
inflammation that compromise the gastrointestinal tract. Studies show that the
oxidative stress is one of the many factors involved in DIl pathogenesis. The
pharmacological treatment doesn’t bring cure, highlighting the necessity of new
therapeutical strategies. The species Bertholletia excelsa Bonpl.
(Lecythidaceae), popularly known as Brazil nut, is a native tree from the
amazon rainforest. From its fruit is removed a oilseed with high contents of fatty
acids, selenium and another components such vitamins and minerals, that can
produce pharmacological activity associated with beneficial effects. Due to its
composition, the objective of this project was to evaluate the anti-infammatory
activity of the Brazil nut oil as a potential adjuvant therapy for the treatment of
IBD. Male wistar rats received orally five dosis of oil (18,75; 37,5; 75; 150 e 300
mg/kg) through five consecutive days. After treatment the inflammatory process
was induced by rectally administration of 0,25 mL of a solution containing 10 mg
of TNBS diluted in ethanol 50% (v/v). Seventy two hours after induction of the
inflammatory process, the animals were killed and the colons removed for
macroscopic (size and score of lesion, weight/length ratio) and biochemical
analysis such as activity of the enzimes myeloperoxidase (MPO) and alkaline
phosphatase (AP), and total levels of glutathione. The 75 mg/kg and 150 mg/kg
doses of the oil ameliorated the weight/length ration in comparison with the
control group. The 150 mg/kg dose also ameliorated the size of lesion in
comparison with the control group. The treatment didn’t recovered the activity of
the enzymes MPO and AP, but prevented the depletion of colonic levels of
glutathione in the 18,75 mg/kg and 37,5 mg/kg doses. The results of the
glutathione levels in these doses were similar to the healthy group. The results,

in conjoint, didn’t indicate the anti-inflammatory activity on the tested doses.

Palavras chave: Inflammatory Bowel Disease, anti-inflammatory, Brazil nut
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| — Introducéo

A Doenca Inflamatéria Intestinal (DII) € uma disfuncdo do trato
gastrointestinal caracterizada por inflamacédo crénica e persistente, marcada
por periodos intercalados de remissdo e exacerbacdo das lesdes, as quais
comprometem a estrutura e o seu funcionamento normal (ANDERSON et al.,
2011; BOUMA; STROBER, 2003; XAVIER; PODOLSKY, 2007). A DIl possui
duas formas clinicas descritas, a Doenca de Crohn (DC) e a Retocolite
Ulcerativa (RCU) (ANANTHAKRISHNAN, 2015; FIOCCHI, 2014), que possuem
caracteristicas patofisiologicas importantes que as distinguem (PARK; PFEIL,
2015). A DC pode afetar qualgquer porcéo do trato gastrintestinal, acarretando o
surgimento de lesdes na boca, eséfago, estbmago, intestinos e anus. Essas
lesbes sdo descontinuas e transmurais, podendo atingir desde a camada
mucosa até a serosa do tecido, provocando infiltracdo de linfocitos, formacao
de fibrose e granuloma (BOUMA; STROBER, 2003). A RCU apresenta lesdes
continuas, restritas a camada mucosa do colon, infiltragcdo de linfocitos e
granuldcitos, perda de células caliciformes, formacao de abscessos nas criptas
e ulceracbes (BOUMA; STROBER, 2003; XAVIER; PODOLSKY, 2007). Os
sintomas caracteristicos sdo dor abdominal, diarreia com ou sem sangue,
perda de peso acentuada em curto periodo de tempo, mal-estar, febre, além de
complicacBes como formacdo de abscessos e fistulas (BOUMA; STROBER,
2003; MICHALAK; MOSINSKA: FICHNA, 2016). Também podem surgir
manifestagbes extra-intestinais, principalmente nos musculos, olhos, pele,
figado e ossos (PARK; PFEIL, 2015). Para fornecer tratamento eficaz, é
necessario o correto diagnéstico diferencial das doencas, além de avaliar a

extensdo e severidade das lesbes. Devido ao seu carater crénico, 0s pacientes



passam por diversos periodos de hospitalizacdo, intervencdes cirlargicas e o
uso de medicamentos que levam a reducdo na qualidade de Vvida,
produtividade econémica e desenvolvimento de desordens psiquiatricas
(ANANTHAKRISHNAN, 2015).

Os primeiros sintomas da DIl costumam surgir entre 20 e 40 anos
(COSNES et al.,, 2011), entretanto nos ultimos anos tem sido verificado o
aumento de casos em criancas (NASIRI; KUENZIG; BENCHIMOL, 2017). A
incidéncia é maior em paises industrializados e desenvolvidos, como os da
América do Norte, o norte da Europa e Reino Unido (PARK; PFEIL, 2015).
Atualmente o numero de casos em paises em desenvolvimento tem
aumentado, principalmente nos paises da Asia, América Latina e leste Europeu
(NG et al., 2013; PARK; PFEIL, 2015). Isso pode ser devido a crescente
industrializacdo desses paises, sendo que o aumento da incidéncia de RCU
precede o de DC (COSNES et al., 2011).

O aumento na incidéncia da DIl nos ultimos 15 anos, e o surgimento de
casos em paises em desenvolvimento, sugere que fatores ambientais
associados ao estilo de vida moderno desempenham papel importante na
patogénese, em conjunto com fatores genéticos (COSNES et al.,, 2011; DE
SOUZA; FIOCCHI, 2016).

A patogénese da DIl é pouco elucidada devido a sua complexidade e de
seu carater multifatorial (FIOCCHI, 2012). Atualmente a hipotese mais aceita é
a de que a doenca se estabelece em individuos geneticamente susceptiveis
sob determinadas condicbes ambientais, desencadeando resposta imune
exacerbada a microbiota intestinal e antigenos da dieta (ANDERSON et al.,

2011). Esses fatores estdo intimamente inter-relacionados, formando uma



complexa rede de interagdes, o qual € denominado “interactoma” da DI
(FIOCCHI, 2014). Isoladamente, nenhum desses fatores explica totalmente o
desencadeamento da doenga.

O envolvimento do genoma na patogénese da DIl tem sido amplamente
estudado, e atualmente 235 loci j& foram associados com a sua predisposicéo
(IANIRO; HANSEN, 2017). A influéncia desse componente hereditario é
evidenciada por estudos que mostram que entre 2 a 14% dos pacientes com
DIl possuem histérico familiar dessa doengca (ANANTHAKRISHNAN, 2015).
Dentre os loci associados com a predisposi¢cdo a DIl, destacam-se 0s genes
NOD2, CARD9, ATG16L1, IRGM, FUT2, e mais recentemente o gene LRRK2,
também associado com a predisposicdo a doenca de Parkinson (HUI et al.,
2018; IMHANN et al., 2016). Esses genes e suas variagcbfes podem afetar o
sistema imune do individuo, desencadeando resposta exacerbada, ou afetar a
composicdo e complexidade da microbiota intestinal, permitindo o
estabelecimento de bactérias consideradas patogénicas (IMHANN et al., 2016).

A microbiota intestinal € composta por diversos organismos, como virus,
fungos, helmintos e bactérias (HUGON et al., 2016). Devido ao grande niumero
de individuos, diversidade de taxa e relevancia dos metabdlitos produzidos pela
fermentacao, as bactérias sdo amplamente estudadas no envolvimento com a
saude do hospedeiro, podendo modular a fisiologia e o sistema imune do trato
gastrointestinal (CAMMAROTA et al., 2015; DAMASKOS; KOLIOS, 2008).
Essas bactérias coabitam o0 intestino, tanto as benéficas quanto as
patogénicas, e quando ocorre desequilibrio da microbiota estabelece-se o

quadro denominado disbiose, responsavel por diversas doencas no



hospedeiro, entre elas a DIl (CAMMAROTA et al., 2015; DAMASKOS; KOLIOS,
2008).

Dentre os fatores ambientais, estdo descritos a influéncia de alguns
farmacos intrinsecamente relacionados ao desenvolvimento da DIl, entre eles
0S contraceptivos orais e os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES). Os
contraceptivos orais possuem atividade trombogénica, capaz de causar
isquemia e afetar a integridade da mucosa, principalmente na DC (SU et al.,
2009). Os AINES possuem comprovadamente efeitos colaterais como injaria na
mucosa do trato gastrointestinal, além da alteracdo nos niveis de
prostaglandinas, mediadores envolvidos na resposta inflamatéria (SU et al.,
2009). Outro fator ambiental envolvido na patogénese da DIl é o tabagismo, o
qual desempenha diferentes papeis nas duas doencas: na RCU esta associada
a diminuicdo dos niveis de incidéncia, enquanto na DC esta associado ao
aumento (CARTER; LOBO; TRAVIS, 2004). Habitos sedentarios, estresse e
privacdo de sono também séo fatores de riscos associados com o aumento de
risco da DIl (ANANTHAKRISHNAN, 2015).

Finalmente, durante a inflamacéo intestinal, nota-se o aumento na
producdo de radicais livres, gerando estresse oxidativo, definido como
condi¢do caracterizada pelo acumulo de dano oxidativo ndo-enzimatico as
moléculas, que afetam o funcionamento normal da célula ou organismo
(BLOMHOFF et al., 2006; PAVLICK et al.,, 2002). Esse processo ocorre nos
tecidos quando a producdo dos radicais livres pelo metabolismo celular é
elevada, e os mecanismos enddgenos de eliminacdo desses radicais ndo séo
capazes de suprir a demanda de sua eliminagcdo. Quando em grande

concentracdo causam peroxidacao lipidica, ao alterar ligacfes insaturadas nos



fosfolipidios de membrana, levando a alteracdo na fluidez da membrana,
desalinhamento dos receptores e morte celular (KARP; KOCH, 2006). Os
radicais livres também podem interagir com carboidratos e proteinas, e causar
alteragbes nas moléculas de DNA e RNA, levando ao surgimento de mutacdes
(BLOMHOFF et al., 2006; KARP; KOCH, 2006).

Uma vez que esses fatores desencadeiam e perpetuam 0O processo
inflamatoério ocorre a producéo de diversas moléculas pro-inflamatérias (como
IL-6, TNF-a, prostaglandinas e leucotrienos), e a reducédo de mediadores anti-
inflamatérios (como IL-10, IL-4, TGF-B, lipoxinas, resolvinas, entre outros)
(DAS, 2016). O desequilibrio entre as moléculas pré-inflamatérias e anti-
inflamatdrias causam o dano tecidual observado na DIl, e a deficiéncia dessas
moléculas responsaveis por interromper a resposta inflamatéria leva a
perpetuacédo das lesdes (DAS, 2016; UNGARO et al., 2017).

A resolucdo do processo inflamatério ndo ocorre de maneira passiva,
sendo coordenada por um conjunto de moléculas anti-inflamatorias, como as
lipoxinas, resolvinas, protectinas e citocinas anti-inflamatérias (UNGARO et al.,
2017). Esses mediadores reduzem o influxo de neutrdfilos, estimulam
fagocitose e eferocitose de células apoptéticas, e podem ser produzidos a partir
de lipideos bioativos provenientes da dieta (DAS, 2016; MICHALAK;
MOSINSKA; FICHNA, 2016). A resolucéo ativa do processo inflamatério ocorre
a partir de uma série de eventos sequenciais, que envolvem (i) a deteccao e
eliminacdo do agente estimulador da resposta inflamatoria, (ii) silenciamento
dos mediadores pro-inflamatorios, (iii) eliminacédo de células da resposta imune

(UNGARO et al., 2017).



Devido ao carater multifatorial e o desconhecimento de todos os
processos envolvidos na patogénese da DIl, a busca por novos tratamentos é
dificultada (DI STASI; COSTA; WITAICENIS, 2015). Atualmente, o tratamento
da DIl visa a induzir a remissao dos sintomas, visto que a doenga nao possui
cura. O tratamento farmacolégico da DIl inclui anti-inflamatérios classicos,
como o &cido 5-aminosalicilico (5-ASA) e derivados, glicocorticoides,
imunoduladores, e a terapia bioldgica (DI STASI; COSTA; WITAICENIS, 2015).
Devido ao uso crbnico desses medicamentos, € descrito o surgimento de
diversos efeitos colaterais, o que inviabiliza a sua utilizacdo por longos
periodos (FIOCCHI, 2012). Adicionalmente, nem todos o0s pacientes
respondem ao tratamento com esses medicamentos.

Com base nessas evidéncias, verifica-se a necessidade de novos
medicamentos e/ou estratégias terapéuticas, complementares ao tratamento
previamente estabelecido, visando reduzir a dose utilizada de medicamentos,
aumentar o periodo de remissdo dos sintomas e/ou diminuir o periodo de
exacerbacgdo dos sintomas. Atualmente, os estudos de novos medicamentos
para o tratamento da DIl estdo baseados no desenvolvimento de novos
anticorpos monoclonais, descoberta de compostos que controlem o estresse
oxidativo decorrente do processo inflamatério e produtos capazes de modular a
microbiota intestinal e ampliar aos mecanismos de defesa, incluindo diferentes
produtos alimentares (DI STASI; COSTA; WITAICENIS, 2015).

Dentre os produtos que modulam a microbiota intestinal ou amplificam
0S mecanismos de defesa da mucosa, destacam-se os alimentos funcionais
incluindo prebidticos, probidticos e simbidticos e compostos naturais ativos

como os lipideos bioativos e varios micronutrientes.



Lipideos bioativos sdo definidos como produtos lipidicos de origem
alimentar que além de serem fonte de energia, sdo capazes de promover
efeitos benéficos para a saude humana (CHEN; MCCLEMENTS; DECKER,
2013; DAS, 2016). Possuem atividade bioldgica relacionada no tratamento de
diversas doencas cronicas, doencas cardiovasculares, diabetes, obesidade e a
DIl (CHEN; MCCLEMENTS; DECKER, 2013). Dentro dessa classificacao,
encontram-se o0s carotenoides (como o beta-caroteno e o licopeno), os
fitoesteréis (como o campesterol), as vitaminas lipossoliveis, os lipideos
fendlicos (vit. A, E, K, D, e os flavonoides), e por fim os acidos graxos de
cadeia longa (CHEN; MCCLEMENTS; DECKER, 2013).

Os &cidos graxos sdo acidos carboxilicos com grupos laterais de cadeias
de hidrocarbonetos (CHEN; MCCLEMENTS; DECKER, 2013). Os &cidos
graxos podem ser classificados em saturados ou insaturados, de acordo com a
auséncia ou presenca de duplas ligacdes, respectivamente. Estes Ultimos
podem ainda ser classificados em mono-insaturados (MUFAs) e poli-
insaturados (PUFAs), sendo que os MUFAs possuem apenas uma dupla

ligacdo, enquanto os PUFAs podem possuir duas ou mais (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo dos &cidos graxos.

Acidos graxos saturados Cadeia curta Acetato, propionato, butirato

Cadeia longa Ac. Estearico, Ac. palmitico

Acidos graxos insaturados Mono-insaturados ~ Ac. Palmitoleico, Ac. oleico

Poli-insaturados Ac. alfa-linolénico, Ac.
linoleico, Ac. araquiddnico

Dentre os acidos graxos insaturados destacam-se os PUFAs, tais como

os das familias w-3 e w-6, que diferem entre si pela localizagédo da ultima dupla



ligacdo em relagdo a terminacdo metil da molécula (PATTERSON et al., 2012).
Esses acidos graxos sdo metabolizados em &cido linoleico (AL) e acido alfa-
linolénico (ALA), os quais sdo denominados 4cidos graxos essenciais e podem
ser obtidos através da alimentacdo (UNGARO et al., 2017). Esses compostos
sdo precursores de eicosanoides e docosanoides, mediadores lipidicos
responsaveis por promover e orguestrar o0 processo de resolucdo da
inflamacéo (UNGARO et al., 2017). Esses PUFAs participam da composi¢ao de
membranas celulares, e sdo responsaveis por manter a homeostase para o
correto funcionamento de proteinas transmembrana e a fluidez da bicamada
lipidica, favorecendo processos de sinalizagéo, fungdes celulares e expressao
génica (PATTERSON et al., 2012). Além de sua funcao estrutural, os PUFAs e
seus derivados podem atuar como agonistas de receptores acoplados a
proteina G (G protein-coupled receptors - GPCR) presentes em macrofagos e
mondcitos, desempenhando papel fundamental na regulacdo da inflamacéao e
da resposta imune (DAS, 2016). Também podem se ligar a receptores
nucleares, modulando a expressdo génica de moléculas envolvidas na
resposta inflamatéria (MARION-LETELLIER et al., 2013).

Alguns mediadores lipidicos derivados da metabolizagdo dos w-3 e w-6
estdo envolvidos na cascata da resposta anti-inflamatéria, como as lipoxinas,
resolvinas e protectinas, e sdo essenciais para a regulacédo da inflamacao e o
retorno das células a homeostase (DAS, 2016; UNGARO et al., 2017). As
lipoxinas sé@o produtos da metabolizacdo do &cido linoleico, e ja foram
relacionadas com a inibicdo da funcdo de células dendriticas e reducédo na
producdo de Leucotrieno TB4 (LTB4) em neutrofilos humanos (MARION-

LETELLIER et al., 2013), indicando atividade anti-inflamatoria.



Os PUFAs sdo compostos presentes em diferentes produtos naturais
consumidos pela espécie humana, principalmente peixes e derivados, mas
também podem ser encontrados em 6leos de origem vegetal, como 6leo de
girassol e milho, cereais, gordura animal, e sementes oleaginosas, como a
castanha-do-para (CHEN; MCCLEMENTS; DECKER, 2013).

Além dos acidos graxos de cadeia longa, tem sido demonstrada a
importancia do selénio como um elemento essencial para os mamiferos, pelo
fato do mesmo compor 25 diferentes selenoproteinas com diferentes funcdes
no organismo (NOGUEIRA; ROCHA, 2011). O selénio pode ser encontrado na
forma inorgénica ou ligado a compostos organicos, e participa no processo de
eliminacdo de radicais livres, seja através da composi¢cdo de enzimas ou no
sequestro desses radicais (RAYMAN; INFANTE; SARGENT, 2008). Existem
varias fontes de selénio na natureza, mas a maior fonte vegetal descrita de
selénio até a atualidade é a castanha-do-pard (RAYMAN; INFANTE;
SARGENT, 2008).

Neste contexto, optou-se no presente trabalho estudar a espécie
Bertholletia excelsa Bonpl. devido sua composicdo quimica rica em lipideos
bioativos e selénio. Bertholletia excelsa Bonpl. conhecida popularmente como
castanha-do-para € uma espécie vegetal nativa do sudeste da floresta
amazonica, pertencente a familia Lecythidaceae. No Brasil é encontrada nos
estados do Para, Acre, Amazonas, Rondonia e regidao norte dos estados de
Goias e Mato Grosso (LORENZI, 1992). A castanheira € uma arvore de porte
alto, podendo atingir entre 30 a 50 metros de altura, sua idade é estimada entre
800 e 1200 anos e possui grandes folhas coriaceas (LORENZI, 1992; YANG,

2009). Muito utilizada pela populacdo local destas regibes, e também por



comunidades tradicionais quilombolas e indigenas, suas aplicacdes
etnofarmacologicas ja foram descritas para mais de 30 doencgas (OLIVEIRA et
al., 2015).

De seu fruto, comumente denominado ourico, retira-se a castanha, uma
améndoa utilizada para consumo alimenticio, fonte rica em PUFAs e MUFAS,
selénio, fitoesterdis, tocoferol (Vitamina E), esqualeno e compostos fendlicos,
todos atribuidos a efeitos benéficos para a saude (COLPO et al., 2014; YANG,
2009). Além disso, os niveis de &cidos graxos e selénio sdo importantes
moduladores da expressao de glutationa peroxidase (GPx), enzima envolvida
na resposta antioxidante endégena (COLPO et al., 2014). Estudos realizados
em individuos saudaveis mostraram que uma Unica ingestdo de grandes
quantidades de castanha-do-para (entre 20g e 50g) diminuiu significativamente
e em longo prazo o perfil de marcadores inflamatérios como IL-1, IL-6, TNF-a e
IFN-y (COLPO et al., 2014). Sua atividade benéfica também foi associada com
a reducao de biomarcadores envolvidos com o risco de cancer colo-retal (HU et

al., 2016)
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Il - Objetivo

Com base nas informacdes apresentadas, 0 objetivo do presente estudo
foi avaliar a atividade anti-inflamatoria intestinal do 6leo da castanha-do-para
(Bertholletia excelsa Bonpl.) no modelo de inflamacéo célica induzida por &cido

2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em ratos.
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Il — Material e métodos

1 - Material Vegetal

O Oleo de Castanha-do-paré (Bertholletia excelsa Bonpl.) foi fornecido
pela empresa Beraca Ingredientes Naturais SA. O material foi obtido através do
processo fisico de prensagem a frio da semente, e posterior refinamento,
obtendo um dleo limpido, o qual foi armazenado em recipiente protegido da luz
e mantido em local seco e protegido de fontes de calor. O 6leo foi solubilizado
em Tween 80 na concentracdo 1%, e administrado por via oral pelo método de
gavage. A composicdo de &acidos graxos fornecida pela empresa esta

especificada na tabela 2.

Tabela 2. Composi¢éo de acidos graxos do 6leo de castanha-do-paréa fornecido pela
empresa Beraca.

Nomeclatura usual Acido Graxo g/100g
Acido Palmitico C 16:0 12,0 - 16,0
Acido Palmitoléico C 16:1 <0,5
Acido Estearico C 180 9,0-13,0
Acido Oleico C 18:1 31,0-41,0
Acido Linoléico C 18:2 32,0-42,0
Acido Araquidico C 20:0 <0,5
2 - Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos e albinos,
provenientes do Anilab Animais de Laboratério Criagdo e Comércio Ltda
(CNPJ: 65.440.612/0001-40), os quais foram transportados em veiculo
providenciado pela instituicdo. Os ratos foram alojados em caixas (34cm de
largura x 40cm de comprimento x 17cm de altura), separados aleatéria e
imediatamente apdés sua chegada ao biotério do Laboratorio de

Fitomedicamentos, Farmacologia e Biotecnologia (FitoFarmaTec), em 4 ou 3
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animais por caixa. Todos os animais tiveram livre acesso a agua e a ragao
peletizada durante todo o periodo, exceto a um jejum de 12 horas
imediatamente anterior & inducao do processo inflamatdério intestinal. O biotério
possui ciclo claro-escuro de 12 horas e estantes com sistema de ventilagéo-
exaustao de ar filtrado que funcionam constantemente, mantendo temperatura
controlada de 21°C (£1°C). O protocolo e delineamento experimental foram
aprovados pela Comiss&o de Etica em Experimentagédo Animal do Instituto de

Biociéncias de Botucatu, segundo o Protocolo n° 900.

3 - Delineamento experimental

A inducdo do processo inflamatério intestinal foi realizada através da
administracdo intracolica (via retal) de solucdo contendo 40 mg/ml de &cido
2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS) diluido em etanol a 50% (v/v). Os
animais foram previamente mantidos em jejum por 12h, e apds serem
anestesiados, foi administrada 0,25ml da solugédo contendo TNBS por cateter
introduzido pelo anus dos animais, ao longo de 8 cm, até atingir o intestino na
altura do célon. Os animais foram mantidos em posi¢éo invertida durante todo
0 procedimento, para assegurar que o liquido ndo retornasse pelo anus. Os
animais foram divididos em grupos (cada qual contendo n=7 animais), como
descritos abaixo:

a) Grupo BRANCO: animais saudaveis e que nao receberam tratamento;

b) Grupo CONTROLE: animais com inflamacgdo intestinal e que néo
receberam tratamento;

c) Grupo TRATADO 1: animais com inflamacéao intestinal e tratados com

solucéo de oleo de Castanha-do-para na dose de 18,75 mg/kg;
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d) Grupo TRATADO 2: animais com inflamacéao intestinal e tratados com
solucéo de 6leo de Castanha-do-para na dose de 37,5 mg/kg;

e) Grupo TRATADO 3: animais com inflamacéao intestinal e tratados com
solucéo de 6leo de Castanha-do-para na dose de 75 mg/kg;

f) Grupo TRATADO 4: animais com inflamacao intestinal e tratados com
solucéo de 6leo de Castanha-do-para na dose de 150 mg/kg;

g) Grupo TRATADO 5: animais com inflamacéao intestinal e tratados com

solucéo de 6leo de Castanha-do-para na dose de 300 mg/kg.

Os animais dos grupos tratados receberam solucdo contendo 6leo de
castanha-do-para pelo método de gavage 98, 74, 50, 26 e 2 horas antes da
inducdo do processo inflamatorio intestinal, e foram mortos 72h apds a
inducdo, enquanto que os animais do grupo controle e branco receberam
veiculo (Tween 80, concentracdo 1%) nos mesmos momentos de
administracdo do Oleo. Apos a morte dos animais, o colon e os demais 6rgaos

foram retirados para avaliacdes bioquimicas, macroscopicas e histologicas.

4 — Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria intestinal

A avaliagdo da atividade do 6leo de castanha-do-pard no modelo de
inflamacdo intestinal induzida por TNBS foi realizado por andlises

macroscopicas, microscopicas e bioquimicas.

4.1. Avaliacbes macroscoépicas
Durante o tratamento o peso corporal e o consumo de racdo foram

aferidos diariamente. Apos a inducdo do processo inflamatorio, foi verificada a
presenca ou auséncia de fezes diarreicas. Apds a morte dos animais, os colons

foram retirados para analise dos parametros peso e comprimento célico,
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relacdo peso-comprimento coOlico, aderéncia entre o intestino e O6rgaos
adjacentes, tamanho e escore da lesdo. O escore da lesdo foi determinado de

acordo com escala descrita por Bell et al.(1995) (Tabela 3).

Tabela 3. Critério de avaliagdo da severidade e extensdo da leséo coldnica (BELL et
al., 1995)

Escala Critério

0 Sem danos

Hiperemia, sem ulceras

Ulcera linear sem inflamac&o significante

Dois ou mais sitios de ulceracdo/inflamacao

1
2
3 Ulcera linear com inflamag&o em um sitio
4
5

Dois ou mais sitios de ulceracédo e inflamacdo ou um sitio de

inflamac&o maior que 1 cm ao longo da extensédo do célon

6—-10 Se o dano cobrir mais que 2 cm ao longo da extenséo do célon (a

escala é aumentada em 1 ponto para cada centimetro adicional)

4.2. AvaliacBes bioguimicas
Apbs retirada da amostra histolégica, os célons de cada animal foram

divididos em 7 tiras, e armazenados em temperatura -80°C para posteriores
analises bioquimicas. Ap6s o descongelamento, as amostras de tecido foram

homogeneizadas em solucéo especifica de cada protocolo.

A - Determinacéo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO):

A determinacédo da atividade da enzima mieloperoxidase em fragmentos
de cdlon de rato foi realizada pelo método descrito por Krawisz et al., (1984) e
0s resultados expressos como unidades de mieloperoxidase por grama de
tecido, onde 1 unidade de atividade de MPO é definida como aquela que

degrada 1 umol de perdxido de hidrogénio por minuto a 25°C.
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B - Determinacéo de proteinas totais e da atividade da enzima fosfatase
alcalina:

A determinacdo do conteddo de proteinas totais e da atividade da
fosfatase alcalina foi realizada pelos métodos descritos por Smith et al. (1984)
e Bessey et al. (1946), respectivamente. A determinacdo de proteinas sera
espectrofotometricamente determinada a 562 nm e realizada pela reagao de
acido bicinchoninico e sulfato de cobre que forma coloracdo roxa apés
incubagéo a 37 °C por 25 minutos. A determinagdo de fosfatase alcalina foi
realizada através do uso de p-nitrofenilfosfato dissédico como substrato na
presenca de tampéao glicina 50 mM (pH 10,5) com 0,5 mM de MgCl, que
adquire coloracdo amarelada apds incubacdo a 37 °C por 25 minutos e
detectada a 405 nm. O calculo da fosfatase alcalina é baseada na quantidade

de proteinas totais e expressa em mU/ mg de proteina.

C - Determinacao do conteudo de glutationa total:

A determinacdo do conteudo de glutationa total foi realizada de acordo
com o método descrito por Anderson (1985), que se baseia na oxidacao total
da glutationa reduzida (GSH) presente em uma amostra a sua forma oxidada
(GSSG), mediante a incubag¢do da amostra com o acido ditiobisnitrobenzdico

(DTNB). Os resultados foram expressos em nanomoles por grama de tecido.

4.3. Avaliacdo microscopica
Imediatamente apds a avaliacdo macroscoépica do processo inflamatorio

colénico amostras de tecido (0,5mm) localizadas a 0,5 cm adjacentes a area de
lesdo foram coletadas e fixadas em ALFAC por 48 horas. Apos fixacdo, as
amostras foram desidratadas em etanol, diafanizadas em xilol, incluidas em
parafina e cortadas em micrétomo de maneira seriada, desparafinizadas,

reidratas e coradas com eosina-hematoxilina e Alcian Blue/PAS.
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5 - Andlises estatisticas

Resultados paramétricos foram expressos como média * erro padrdo da
meédia, diferencas entre as médias foram testadas por Analise de Variancia
(ANOVA) seguida por testes de significancia. Dados nao paramétricos foram
expressos como mediana e analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. Dados
descontinuos foram analisados pelo teste de Fisher. Significancia estatistica foi

considerada para valores de p < 0,05.
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IV - Resultados

1 — AvaliacGes macroscopicas

Os animais dos grupos controle e tratados com o 6leo de castanha-do-
pard apresentaram perda de peso acentuada (Figura 1) e reducdo do consumo
de alimento (Figura 2) apés a inducdo do processo inflamatério por TNBS, em
comparacao ao grupo branco, que apds 0 jejum recuperaram O peso € 0

consumo de racao.
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Figura 1: Avaliacdo da evolucdo do peso corporal dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em A peso
corporal.
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Figura 2: Avaliacdo do consumo de racdo por grupo, dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em consumo do
grupo/dias.

Os animais do grupo branco n&o tiveram sSeus parametros
macroscopicos alterados, conforme esperado para os animais saudaveis. Os
animais do grupo controle apresentaram formagéo de lesdo variavel entre 2,59
cm e 4,33 cm, sendo verificada formacdo de tecido necrético e hiperemia.
Houve encurtamento do comprimento intestinal, levando ao aumento da
relacdo peso-comprimento, e presenca de diarreia e aderéncia do intestino aos
orgdos adjacentes. Todos os parametros avaliados no grupo controle diferiram
significativamente do grupo branco, validando o modelo de estudo.

As doses de 75 e 150 mg/kg do 6leo de castanha-do-pard melhoraram a
relacdo peso-comprimento colonico em comparacdo ao grupo controle,
enquanto que a dose de 150mg/kg apresentou melhora no comprimento da
lesdo em comparacao ao grupo controle. As demais doses ndo apresentaram

melhora significativa nos parametros avaliados (Tabela 4).

Tabela 4. Avaliacao dos parametros macroscopicos dos animais que receberam 6leo
de castanha-do-para no modelo experimental de inflamagédo intestinal induzida por
TNBS em ratos.

Grupo Escore Peso/comprimento  Les&o (cm)® Aderéncia
(0-10)? (mg/cm)® (%)°
Branco 0* 116,95 + 11,52* 0* 0*
Controle 7 (6-9) 188,25 + 21,67 3,46 + 0,87 66,67
18,75 mg/kg 8 (7-8) 177,16 £ 1491 3,74 £ 0,46 42,85
37,5 mg/kg 7 (5-8) 173,06 + 11,33 2,94 + 0,88 42,85
75 mg/kg 7 (6-8) 167,37 + 10,45* 3,02 +£0,46 100
150 mg/kg 7 (6-8) 164,46 + 13,99* 2,61 + 0,66* 100
300 mg/kg 7 (6-9) 187,65 + 21,61 3,64 +0,73 100

?0Os valores de escore estdo expressos em mediana (intervalo),  extensdo da lesdo e relagdo
peso-comprimento col6nico estdo expressos em média + E.P.M. onde * p < 0,05, comparados
ao grupo controle
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2 — Avaliacoes bioguimicas

Apos inducdo do processo inflamatorio pela administracdo de TNBS, os
parametros bioquimicos sédo alterados em relacdo ao grupo branco, como um
aumento marcante da atividade da enzima mieloperoxidase e da atividade da
enzima fosfatase alcalina e reducéo do contetddo de glutationa total. Em todos
0s parametros avaliados, o grupo controle diferiu significativamente do grupo
branco, validando o método utilizado (Figuras 1, 2 e 3).

Os tratamentos nas diferentes doses de 6leo de castanha-do-para néo
foram capazes de evitar o aumento da atividade da enzima mieloperoxidase
(Figura 3). Embora se observou um aumento na atividade da enzima nas
maiores doses em relacdo ao grupo controle, esse aumento ndo foi

estatisticamente significativo.
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Figura 3. Avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). Dados expressos
em média + E.P.M. com * p < 0,05, analisados por ANOVA seguido de teste Dunnett

VS. grupo controle.
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Os tratamentos também né&o evitaram o0 aumento da atividade da enzima
fosfatase alcalina em comparagdo com o grupo controle, e as maiores doses
apresentaram maior atividade em relagdo ao grupo controle, entretanto o

aumento nao foi estatisticamente significativo (Figura 4).
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Figura 4. Avaliagédo da atividade da enzima fosfatase alcalina. Dados expressos em
média + E.P.M. com * p < 0,05, analisados por ANOVA seguido de teste Dunnett vs.

grupo controle.

As doses de 18,75 mg/kg e 37,5 mg/kg evitaram a deplecdo dos niveis
colénicos de GSH, mantendo-os estatisticamente semelhantes aos animais do
grupo branco (Figura 5). Os demais tratamentos nao evitaram a deplecdo dos

niveis de glutationa, deixando-0s comparaveis aos niveis do grupo controle.
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Figura 5. Avaliacdo do contetdo de glutationa total (GSH). Dados expressos em
média + E.P.M. com * p < 0,05 vs. grupo controle e #p < 0,05 vs. grupo branco,
analisados por ANOVA seguido de teste Dunnett.

3 — Avaliacdo microscopica

Os animais que passaram pelo processo de inducdo da inflamacao
intestinal apresentaram inflamacéo transmural, formacdo de edema e presenca
de vasos na submucosa, infiltrado de células da resposta imune e deplecéo de
muco nas células caliciformes (Figura 6). Também ocorreu a perda de
citoarquitetura, distorcendo a estrutura da camada mucosa quando comparado
com 0s animais saudaveis. Nos grupos tratados, ndo foi possivel verificar
melhora dos caracteres lesionados pela inducédo por TNBS.

Nas laminas coradas com Alcian blue/PAS (Figura 7), utilizada para
avaliar a presenca de muco nas células caliciformes, foi observada deplecdo da
camada de muco no grupo controle, em comparacdo ao grupo branco. O
tratamento com o 6leo de castanha-do-para néo foi capaz de evitar a deplecao

de muco.
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Figura 6. Fotomicrografias da mucosa do coélon de ratos dos diferentes grupos
experimentais 72h apés a administracdo de TNBS. Cortes corados com hematoxilina e
eosina (HE). Microfotografadas com microscépio 6ptico Leica Qwin Plus versao 3.40,
no aumento 2,5X. (A) Grupo branco, (B) Grupo controle, (C) Grupo tratado com 6leo
de castanha-do-para 18,75 mg/kg, (D) Grupo tratado 37,5 mg/kg, (E) Grupo tratado 75
mg/kg, (F) Grupo tratado 150 mg/kg, (G) Grupo tratado 300 mg/kg. a=infiltracdo
celular, b=alteragéo da citoarquitetura, c=edema, seta preta = vascularizag&o.
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Figura 7. Fotomicrografias da mucosa do coélon de ratos dos diferentes grupos
experimentais 72h apds a administracdo de TNBS. Cortes corados com Alcian
Blue/PAS. Microfotografadas com microscopio optico Leica Qwin Plus verséo 3.40, no
aumento 2,5X. (A) Grupo branco, (B) Grupo controle, (C) Grupo tratado com 6éleo de
castanha-do-para 18,75 mg/kg, (D) Grupo tratado 37,5 mg/kg, (E) Grupo tratado 75
mg/kg, (F) Grupo tratado 150 mg/kg, (G) Grupo tratado 300 mg/kg. Seta preta:
coloracao azul, indica presenca de mucina.

24



V — Discussao e conclusao

Para este estudo foi escolhido o processo de inducdo da inflamacéo
intestinal por TNBS, que € instilado no reto dos animais através de uma canula.
A molécula de TNBS atua como um hapteno, que ao se ligar a proteinas de
alto peso molecular, é reconhecido como antigeno desencadeando uma série
de respostas imunes (GOYAL et al.,, 2014). No local em que a solucdo é
liberada, forma-se uma leséo de extensédo e severidade variaveis de acordo
com o estabelecimento do processo inflamatério. Em relacdo aos parametros
clinicos, neste modelo é possivel observar perda de peso progressiva e diarreia
com sangue (TRAN; KATSIKEROS; ABIMOSLEH, 2012). Ambas as
caracteristicas foram observadas nos animais que passaram pelo processo de
inducdo. O tratamento com o O6leo de castanha-do-para ndo melhorou
significativamente os parametros clinicos em relagdo ao grupo controle.

Os parametros macroscopicos avaliam a severidade da lesdo e suas
consequéncias, como o encurtamento do comprimento colonico causado pela
contragcdo constante da camada muscular e engrossamento da parede
intestinal (PARK; PFEIL, 2015) e a aderéncia do intestino aos 6rgaos
adjacentes. Devido ao encurtamento do comprimento colonico, a relacao
peso/comprimento possui maior valor no grupo controle em relacdo aos
animais saudaveis. Dentre os animais tratados, as doses de 75 mg/kg e 150
mg/kg promoveram melhora na relacdo peso-comprimento colénico em relacao
ao grupo controle. A dose de 150 mg/kg também reduziu o tamanho da leséo,
formado por tecido necrético e hiperemia, em relacdo ao grupo controle. As
demais doses ndo alteraram o0s parametros macroscopicos avaliados. De
acordo com os resultados obtidos, as doses de 75mg/kg e 150 mg/kg

apresentaram resultado promissor ao melhorarem o0s parametros
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macroscopicos avaliados em comparagdo ao grupo controle. No entanto, este
efeito protetor induzido por estas doses do 6leo de castanha-do-para ndo foram
associados a alteragbes em nenhum dos demais parametros estudados,
indicando que esses efeitos devem estar associados a outros parametros da
resposta inflamatoria, tais como perfil de citocinas e de outros mediadores nédo
estudados.

Durante a inflamagé&o intestinal induzida por TNBS, & observado o
aumento de diversos mediadores inflamatérios, como o acido araquidénico e
seus metabdlitos: prostaglandina E2, tromboxano B2, leucotrienos, além de
citocinas e aumento da atividade de enzimas relacionadas com a resposta
imune, como a mieloperoxidase e a fosfatase alcalina (GOYAL et al., 2014).

Na presenca de processo inflamatorio, o epitélio dos vasos deve se
tornar mais permeavel para a passagem dos neutrofilos e migracao ao sitio de
inflamacéo. O influxo intenso de neutrofilos € caracterizado pelo aumento da
atividade da enzima mieloperoxidase (SMITH; CASTRO, 1978), sendo os
niveis dessa enzima diretamente proporcionais a inflamacdo presente no
tecido. Em nossos resultados foi observado que nas maiores doses de 6leo de
castanha-do-para, principalmente na dose de 300 mg/kg, houve maior atividade
da enzima mieloperoxidase em relacdo ao grupo controle, apesar de nao ser
observada significancia estatistica.

Tal observacgao pode ser devido ao fato de o acido linoleico, presente em
grandes quantidades no Oleo de castanha-do-para, ser precursor do acido
araquidénico (AA), que ¢é convertido pelas cicloxigenases (COX) e
lipoxigenases (LOX) em diversos eicosanoides, como as prostaglandinas,

tromboxanos e leucotrienos (PATTERSON et al., 2012). Esses eicosanoides
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estdo envolvidos no desenvolvimento e perpetuacdo da resposta inflamatoria, e
estdo relacionados a diversos processos patoldgicos, como a DIl (DAS, 2006).
Estudos recentes comprovam que o AA estimula a enzima LOX-5 de seu
estado dormente para o ativado, aumentando a producédo de LTB4. Esses
leucotrienos, por sua vez, atuam como agentes quimiotaticos para neutrdfilos, e
em pacientes com DIl foi reportado o aumento desses mediadores, e com o
aumento da quimiotaxia ocorre como consequéncia aumento da atividade da
MPO (SORGI et al., 2017; VLIET, 1992).

A participacdo da enzima fosfatase alcalina no processo inflamatoério €
pouco elucidada, entretanto ja foi amplamente descrito que no quadro de
inflamagé&o intestinal em modelos experimentais, como o TNBS, sua atividade
estd aumentada (SANCHEZ DE MEDINA et al., 2004). Essa enzima €
responsavel por clivar moléculas de fosfato em condi¢cdes de pH alcalino,
liberando fosfato inorganico (SANCHEZ DE MEDINA et al., 2004). Em
mamiferos, sdo encontradas quatro isoformas: a intestinal, a placentaria, as
isoformas de células germinativas, e as tecido nio-especificas (HERNANDEZ-
CHIRLAQUE et al., 2016). No intestino grosso a isoforma intestinal esta
relacionada com a saude e homeostase do 6rgao, podendo estar envolvida no
transporte de lipideos e nucleotideos, limitando a translocacdo de bactérias
através da mucosa, e sua atividade e expressao podem ser moduladas pela
dieta (HERNANDEZ-CHIRLAQUE et al., 2016; LOPEZ-POSADAS et al., 2011).
A maior atividade e expressdao dessa enzima no modelo de inflamacéo
intestinal por TNBS pode estar relacionado ao estresse oxidativo (LOPEZ-
POSADAS et al., 2011). Foi observado em nossos resultados que os animais

do grupo controle possuem elevada atividade dessa enzima em comparacao
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ao grupo branco, corroborando os resultados observados na literatura. O
tratamento com o 6leo de castanha-do-para ndo foi capaz de evitar o aumento
da atividade da enzima, e a dose mais elevada, de 300 mg/kg, levou ao
aumento da atividade em comparagcao ao grupo controle, apesar de nao haver
diferenca estatistica.

O estresse oxidativo ocorre pelo acumulo de radicais livres, produtos do
metabolismo normal da célula, a qual possui mecanismos enddgenos para sua
eliminacdo com o intuito de evitar os efeitos deletérios de seu excesso. Em
quadros de inflamagéo cronica intestinal, como a DII, observa-se aumento na
producdo desses radicais, como as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
levando a danos celulares e apoptose (PAVLICK et al., 2002). Portanto,
mecanismos que realizem a metabolizacdo ou o sequestro desses radicais sao
de extrema importancia para a salde humana. No modelo de inducédo
inflamatéria por TNBS, ocorre a deplecdo dos niveis colonicos de glutationa
total, um antioxidante enddégeno, devido a resposta tecidual frente ao processo
inflamatério. Nos resultados obtidos, pudemos observar que as menores doses,
de 18,75 mg/kg e 37,5 mg/kg, evitaram a deplecdo dos niveis de glutationa,
mantendo-0s comparaveis aos animais saudaveis. No entanto, estes efeitos
nao foram acompanhados por uma reducao da lesdo induzida por TNBS.

As moléculas consideradas antioxidantes podem ser definidas como
compostos com atividade redox que limita o estresse oxidativo ao reagir néo-
enzimaticamente com um composto oxidante, ou como uma enzima
antioxidante, que € uma proteina que limita o0 estresse oxidativo atraves da
catalisacdo de reacdo redox com um composto oxidante (BLOMHOFF et al.,

2006). Um antioxidante depende do contexto em que esta inserido: uma
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mesma molécula pode ser tanto agente redutor quanto oxidante, dependendo
do potencial redutor da molécula que ela ira reagir (BLOMHOFF et al., 2006).
Essas moléculas podem ser enddgenas, como a glutationa e as enzimas
envolvidas no ciclo redox, ou exdégenas, obtidas por meio da alimentacéo.

A defesa antioxidante enddgena possui componentes enziméticos ou
ndo enzimaticos, que previnem a formacéo de radicais livres, os removem
antes que eles causem danos, reparam o dano causado pela oxidacdo e
eliminam as moléculas danificadas (BLOMHOFF et al.,, 2006). Um dos mais
importantes antioxidantes endoégenos € a glutationa, um tripeptideo formado
pelos aminoacidos glutamina, cisteina e glicina. Possui um grupo tiol, que é
agente altamente redutor, conferindo capacidade de doar elétrons para
compostos eletrofilicos e evitando danos oxidativos (TOWNSEND; TEW,
TAPIERO, 2003), podendo ser encontrada dentro das células nas formas
oxidada (GSSG) ou reduzida (GSH).

As enzimas responsaveis pelas reacbes de oxidacdo e reducdo que
utiizam a GSH e GSSG como substrato sdo a glutationa peroxidase e
redutase, respectivamente. A glutationa peroxidase neutraliza radicais livres
utilizando a GSH como doadora de elétrons, formando GSSG. A GSSG, por
sua vez, é convertida na forma reduzida através da acdo da enzima glutationa
redutase, a qual utiliza NADPH como doador de elétron. A forma oxidada se
difunde através da membrana plasmatica, reduzindo os niveis de glutationa
intracelular, evidenciando a importancia de manter a razdo GSH:GSSG
elevada, evitando a deplecédo dos niveis intracelulares de glutationa total. A
reducdo dessa proporcdo leva ao quadro de estresse oxidativo, o qual &

associado a diversos estados patofisioloégicos, como inflamacéo, cancer,
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doencas neurodegenerativas, AIDS, fibrose cistica, entre outros (TOWNSEND;
TEW,; TAPIERO, 2003).

Além da defesa antioxidante enddgena, também existem componentes
da dieta que contribuem para a defesa antioxidante, ao fornecer compostos
que ativamente sequestram ou neutralizam radicais livres, ou fornecendo
compostos que induzem a expressdo génica de compostos antioxidantes
enddégenos (BLOMHOFF et al., 2006). O selénio € um mineral obtido através
da alimentacéo, e a castanha-do-para € a fonte vegetal com maior quantidade
de selénio, principalmente na forma orgéanica selenometionina. Sua atividade
antioxidante se deve ao fato de fazer parte da composi¢édo de selenoproteinas,
entre elas a glutationa peroxidase, que possui um grupo de selénio em seu sitio
ativo (RAYMAN; INFANTE; SARGENT, 2008). Também atua como
sequestrador direto de radicais livres, reduzindo o seu contetdo intracelular
(RAYMAN; INFANTE; SARGENT, 2008). Entretanto, ja foi amplamente descrito
casos de toxicidade causados pelo excesso de selénio no organismo de
mamiferos, o que pode se dever ao fato de que a faixa entre deficiéncia, a
essencialidade e toxicidade € muito estreita para esse mineral (NOGUEIRA,
ROCHA, 2011). Isso pode explicar em partes o resultado encontrado, onde o
contetdo de glutationa total ndo segue uma curva dose-dependente, sendo
gue as menores doses (de 18,75 mg/kg e 37,5 mg/kg) apresentaram resultados
protetores, enquanto as demais doses apresentaram resultado semelhante ao
grupo controle. Outra possibilidade € que os radicais livres séo produzidos por
neutrofilos e macréfagos durante a resposta imune (GOYAL et al.,, 2014), e
conforme j& foi discutido, as maiores doses apresentaram maior atividade das

enzimas mieloperoxidase e fosfatase alcalina, portanto levando a maior
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produgcdo de radicais livres e diminuindo de maneira mais acentuada o
conteldo da glutationa total.

Os resultados obtidos ndo apresentam coeréncia entre as doses, sendo
gue as doses de 75 mg/kg e 150 mg/kg apresentaram resultados positivos nos
parametros macroscopicos, 0 que nao representou melhora nos demais
parametros. Ja as doses de 18,75 mg/kg e 37,5 mg/kg evitaram a deplecdo dos
niveis de glutationa total, tendéncia que ndo se refletiu nos parédmetros
bioguimicos restantes, nem nos parametros macroscopicos. Tal lacuna poderia
ser preenchida com experimentos envolvendo avaliacdo de mediadores pro-
inflamatorios e anti-inflamatérios, como citocinas, e a avaliacdo da expressao
génica de enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase e redutase.

Outro fator importante € que a atividade anti-inflamatéria mais
comumente descrita em PUFAs se deve pela agcdo do w-3, o qual ndo foi
encontrado no 6leo fornecido pela empresa e, portanto, pode ter refletido na
auséncia de efeitos protetores do tratamento com 6leo nas doses utilizadas.
Existem diversas evidéncias que uma dieta rica em w-3 e w-6 esta associada a
beneficios para a saiude humana, entretanto essa proporcdo deve seguir a
proporgao de até 4:1 de w-6 em relagdo a w-3 (PATTERSON et al., 2012), para
evitar desequilibrio entre as atividades pré-inflamatéria e anti-inflamatéria
desses acidos graxos. Devido a competicdo desses PUFAs por sitios de
ligagdo nos tecidos, os beneficios verificados pelo w-3 seriam reduzidos
gquando em grandes concentragdes de w-6 (FRITSCHE, 2008).

Com base nos objetivos propostos, nos resultados obtidos e na
discusséo apresentada, pode-se concluir que embora o Oleo de castanha-do-

para produziu diferentes efeitos de acordo com a dose utilizada, em conjunto
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ndo caracterizam um resposta anti-inflamatéria intestinal no modelo de inducéo

por TNBS.
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