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RESUMO

As doengas inflamatorias intestinais (DII) sao inflamagdes cronicas que acometem o TGl
do paciente, podendo causar quebra da barreira epitelial, lesdes ulcerativas, mudangas no peso e
comprimento do tecido, alteragdo na microbiota intestinal (disbiose), desencadear uma resposta
autoimune e manifestagdes extraintestinais. A ativagdo do sistema imune desencadeia o
mecanismo de inflamagao local aguda, ocorrendo o0 aumento de células leucocitaria, liberagéo de
enzimas de sinalizagdo inflamatéria e estresse oxidativo tecidual. Sendo assim, as terapias
existentes no tratamento das DIl s&o utilizadas para que o paciente se manter em remisséo,
diminua os sintomas da doenga e module a resposta imune. Porém, os medicamentos utilizados
causam efeitos colaterais, 0 que torna necesséria a busca de novas terapias para as DIl. Os
produtos naturais sdo alternativas promissoras para minimizar o uso desses farmacos, como é o
caso do monoterpeno Citral, que ja& foi descrito como um composto anti-inflamatorio e
antiulcerogénico para algumas doengas do TGI. Portanto, o presente estudo apresenta resultados
da acéo do Citral, na forma de tratamento preventivo, em modelo agudo de DIl induzida por um
agente quimico (TNBS). Ratos Wistar machos, com 8 semanas de idade, receberam um pré-
tratamento 48, 24 e 1 horas antes da indugéo da DI, assim como 24 e 48 horas depois, sendo
eles: controle negativo — tween 80 a 1% (10 mL/kg), trés doses do monoterpeno (25, 100 e 300
mg/kg) e o sham (n&o colitico). Passadas 72 horas da indug&o, os animais foram eutanasiados e
seus 0Orgados coletados. Foram feitas analises do tamanho e massa do cdlon, escore da leséo,
quantificagéo da atividade da mieloperoxidase (MPO), os niveis de glutationa reduzida (GSH) e
malondialdeido (MDA). A anélise estatistica foi realizada com o teste de Kruskal-Wallis - dados
nao paramétricos - e analise de variancia (ANOVA) — dados paramétricos, sendo adotado p < 0.05.
O Citral, na dose de 300 mg/kg, foi capaz de diminuir o infiltrado neutrofilico no tecido do colon
adjacente, evidenciado pela menor atividade da enzima MPO, assim como manter os estoques de
GSH intracelular. A dose de 100 mg/kg manteve os estoques de GSH no tecido adjacente. Para
as analises do tamanho e comprimento do célon, o escore de lesdo e 0 aumento da massa do
bacgo, os pré-tratamentos com o monoterpeno nao foram capazes de impedir essas alterages.
Portanto o Citral administrado na forma de tratamento preventivo, na dose de 300 mg/kg,
demonstrou que pode ser uma alternativa para melhorar o estresse oxidativo tecidual e a
inflamacéo local. Com esses resultados em um modelo agudo de DII, torna-se importante a
investigacao de outras possiveis agdes do monoterpeno que possa modular o sistema imune e as
citocinas pro-inflamatéria em um tratamento preventivo.

Palavras-chave: doengas inflamatorias intestinais, modelo agudo, TNBS, tratamento preventivo,
Citral.
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ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic inflammations that affect the patient's Gl tract,
which can cause breakdown of the epithelial barrier, ulcerative lesions, changes in tissue weight
and length, alteration in the intestinal microbiota (dysbiosis), an autoimmune response and
extraintestinal manifestations . Activation of the immune system triggers the mechanism of acute
local inflammation, with an increase in leukocyte cells, release of inflammation enzymes and tissue
oxidative stress. Therefore, the existing therapies in the treatment of IBD are used so that the
patient remains in remission, reduces the symptoms of the disease and modifies the immune
response. However, the drugs used cause side effects, which makes it necessary to search for
new therapies for IBD. Natural products are promising alternatives to minimize the use of these
drugs, such as the monoterpene Citral, which has already been described as an anti-inflammatory
and anti-ulcerogenic compound for some GIT diseases. Therefore, the present study presents the
results of the action of Citral, in the form of preventive treatment, in an acute model of IBD induced
by a chemical agent (TNBS). Male Wistar rats, 8 weeks old, received a pre-treatment 48, 24 and 1
hours before the induction of IBD, as well as 24 and 48 hours later, as follows: negative control -
1% tween 80 (10 mL/ kg), three doses of monoterpene (25, 100 and 300 mg/kg) and sham (non-
colytic). After 72 hours of induction, the animals were euthanized and their organs collected.
Analyzes of colon size and weight, lesion score, quantification of myeloperoxidase (MPQO), levels
of reduced glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) were performed. Statistical analysis
was performed using the Kruskal-Wallis test - non-parametric data - and analysis of variance
(ANOVA) - parametric data, adopting p < 0.05. Citral, at a dose of 300 mg/kg, was able to reduce
the neutrophilic infiltrate in the adjacent colon tissue, evidenced by the lower activity of the MPO
enzyme, as well as maintaining intracellular GSH stores. Adose of 100 mg/kg maintained GSH
stores in adjacent tissue. For analyzes of colon size and length, lesion score and spleen mass
increase, pretreatments with monoterpene were not able to prevent these changes. Therefore,
Citral administered as a preventive treatment, at a dose of 300 mg/kg, proved to be an alternative
to improve tissue oxidative stress and local inflammation. With these results in an acute model of
IBD, it is important to investigate other possible actions of the monoterpene that can modulate the
immune system and pro-inflammatory cytokines in a preventive treatment.

Keywords: inflammatory bowel diseases, acute model, TNBS, preventive treatment, Citral.
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1. Introdugao

As doengas inflamatorias intestinais (DII) s&o disturbios cronicos que atingem o trato
gastrointestinal (TGI), mas principalmente o intestino delgado e célon. Essas doengas envolvem
respostas exacerbadas do sistema imune inato e adaptativo (Kim & Cheon, 2017). S&o divididas
em dois principais subgrupos, a doenga de Crohn (DC) e a colite ulcerativa (CU), das quais
compartilham sintomas clinicos semelhantes como diarreia, dor abdominal, hematoquezia, fadiga
e perda de peso. Embora tenham caracteristicas clinicas parecidas, elas podem ser diferenciadas
quanto a sua localizag&o e profundidade da inflamag&o, assim como a ativagdo das células imunes
e citocinas produzidas (Chami et al., 2018). A CU inicia seu processo inflamatério no reto do
paciente migrando para o cdlon, de forma continua por toda a parede epitelial, e a profundidade
limita-se as camadas da mucosa e submucos (Danese & Fiocchi, 2011; Ho et al., 2020). Ja a DC
pode atingir qualquer parte do TGl de forma descontinua e frequentemente transmural (Baumgart
& Sandborn, 2012).

COLITE ULCERATIVA DOENCA DE CROHN
ESTREITAMENTO
-
INFLAMACAO —_
colon descendente — [LEO TERMINAL

¥

AREAS INFLAMADAS

LOCAIS DE MANIFESTACOES DAS DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS.

Figura 1: representacdo dos locais de manifestacbes das DIl. Retirado de:
www.medicina.ufmg.br/observaped/doenca-inflamatoria-intestinal/ (acessado 29/01/2023).

As DIl sdo consideradas doengas da modernidade, pois seu surgimento esta diretamente
relacionado com o aumento exponencial da populagao global e o inicio da industrializacdo, que
por consequéncia, levou ao excessivo consumo de alimentos ultraprocessados e com baixo indice
nutricional (Kaplan & Ng, 2017). Inicialmente considerava-se que as DIl estavam restritas & Europa
e aos Estados Unidos, porém com a recente industrializagao e a influéncia do estilo de vida dos

paises desenvolvidos e também em desenvolvimento ocasionou um aumento significativo na
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incidéncia e prevaléncia na Asia, Africa e Europa Oriental (de Souza, 2017; Kaplan & Ng, 2016).
No Brasil, estudos demonstram que a incidéncia e prevaléncia das DIl tém aumentado
significativamente. Selvaratnam e colaboradores (2019) relataram que a incidéncia da CU variou
de 4,3 para 5,3 a cada 100.000 pessoas-ano, enquanto a DC variou de 0,74 para 3,5/100.000
pessoas-ano. Ja a prevaléncia para a CU variou de 15,0 para 24,1 a cada 100.000 habitantes e
de 2,4 a cada 14,1/100.000 habitantes para DC (Selvaratnam et al., 2019). Esses dois indices vém
aumentando principalmente na regido de Sdo Paulo, quando comparados ao Espirito Santos e
Piaui, por exemplo. Essa ocorréncia pode ser justificada devido ao crescimento industrial
acelerado e éxodo rural nas décadas passadas para o estado de Sdo Paulo e outras regides do
sudeste brasileiro. Porém, a subnotificacdo e a falta de estudo em outros estados do territorio
nacional podem contribuir para entender a real proporgao desses indices na DIl (Lima Martins et
al., 2018; Quaresma et al., 2019). E importante ressaltar que nos paises em desenvolvimento, a
morbidade das DIl esta aumentando progressivamente, em contrapartida, a taxa de mortalidade
esta reduzindo, e isso pode estar relacionado com os tratamentos empregados para os pacientes

que 0s mantém em remissao e que diminui os 6bitos (Coward et al., 2019).

Mesmo com o aumento dos indices de prevaléncia mundial das DII, pouco se sabe sobre
a sua etiologia (Ananthakrishnan, 2015). A fisiopatologia dessa doenga pode ser considerada
multifatorial, na qual inclui alteragbes na barreira epitelial, predisposigéo genética, desregulagéo
do sistema imune e alteragdo na microbiota intestinal (Ramos & Papadakis, 2019; Ungaro et al.,
2017). Alguns outros fatores relacionados ao cotidiano dos pacientes podem agravar ainda mais
0 quadro da doenca, como 0 estresse e uma dieta baseada em alimentos industrializados (pobre
em nutrientes), 0 que pode desencadear uma disbiose intestinal (Du & Ha, 2020; Johansson,
2014; Johnson & Loftus, 2021). Ainda ndo é bem compreendido pelos cientistas se a disbiose &
um fator causal das DIl ou se as DIl geram uma disbiose intestinal (Khan et al., 2019). Estudos em
roedores demonstram que o desequilibrio na microbiota intestinal pode acarretar uma quebra da
barreira da mucosa, permitindo a infiltragdo de bactérias no epitélio e aumentando a
permeabilidade intestinal (Gkouskou et al., 2014; Paone & Cani, 2020).

Esse aumento na permeabilidade esta diretamente relacionado a interagdo da microbiota
intestinal com sistema imune entérico, que resulta em um quadro inflamatério (Antoni et al., 2014).
A influéncia das DIl no sistema imune leva a um alto grau de inflamagé&o (Figura 2), ndo apenas
local, como também em érgéos adjacentes ao cdlon. Isso pode ser comprovado, com alguns
mecanismos inflamatérios desencadeados pelo organismo, como por exemplo a elevagéo de

infiltrados leucocitérios (neutréfilos, mondcitos e macréfagos) (Klebanoff, 2005). Essas células,
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principalmente os neutrofilos, secretam uma enzima conhecida como mieloperoxidase (MPO), um
marcador-chave da inflamagéo intestinal e diretamente associada as DIl (Chami et al., 2018). Com
a atividade da MPO, algumas células sdo recrutadas até o local e secretam citocinas pré-
inflamatorias no tecido lesionado. Estudos demonstraram que na regiéo do colon afetada pelas Dl
ocorram um aumento de interferon gama (IFNy), fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e
interleucinas (IL-1B, IL4, IL-6, IL-12, IL15, IL-18, IL-27) (Macias-Ceja et al., 2019; Sanchez-Mufioz
et al., 2008; Yasukawa et al., 2012).
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Figura 2: Imagem retirada do artigo de Kobayashi e colaboradores (2020) e adaptado para a
lingua portuguesa. Esse esquema representa a fisiopatologia da DII, onde a disbiose e a
fragilidade na camada de muco do intestino aproxima a microbiota ao epitélio. Isso desencadeia
uma cascata inflamatoria, recrutando células leucocitarias e ativando o sistema imune local.
Citocinas pré-inflamatdrias (fator de necrose tumoral, interleucinas) séo liberadas, assim como séo
ativadas as células NK e linfocitos T (Kobayashi et al., 2020).

Apesar da constatagéo da existéncia de niveis elevados de mediadores pré-inflamatoérios
na regido lesionada, Arranz e colaboradores em 2009 demonstraram que, devido a ativagao
descontrolada do sistema imune desencadeada pela doenca, a expressdo de algumas citocinas
pré-inflamatérias podem atingir tecidos adjacentes da inflamagdo, porém, sem alteragdes
histoldgicas. Portanto, mesmo com a migracao das células inflamatérias e a liberagéo de citocinas
pré-inflamatorias para as areas ndo afetadas (tecido e dérgdos adjacentes), elas néo tém a
capacidade de desencadear mecanismos que degradam o epitélio tecidual (Arranz et al., 2009)
Além dessa inflamacéo adjacente, estudos recentes apontam que pacientes com DIl desenvolvem
manifestagdes extraintestinais (MEI), que englobam o envolvimento de outros 6rgéos fora do TGI,
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como por exemplo o trato hepatobiliar, pancreas e o bago (Garber & Regueiro, 2019). Dados
demonstram que pacientes portadores de DIl s&o acometidos de 6% a 47% com MEI e que 25%

desse total sofrem com multiplas MEI (até cinco) (Rogler et al., 2021; Vavricka et al., 2015).

Além da inflamagao, outro mecanismo diretamente relacionado as DIl é o estresse
oxidativo, que consiste na producédo e liberacdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Normalmente, tais radicais/moléculas sdo geradas no processo de metabolismo celular
normal das mitocdndrias, porém quando associado as Dlls contribuem para agravar o quadro
lesivo (Larabi et al., 2020). Devido a esse desequilibrio na quantidade excessiva de EROs no
tecido, ha ativagdo dos sistemas de defesa antioxidante, composto pelo tripeptideo - a glutationa
reduzida (GSH) (Nathan & Cunningham-Bussel, 2013). A GSH é um componente nao enzimatico
responsavel por sequestrar EROs durante o estresse oxidativo (Han et al., 2010)
Concomitantemente as alteracdes causadas pelos EROs, ocorre também uma elevagdo na
peroxidacao lipidica no tecido que, por consequéncia, aumenta os niveis de malondialdeido
(MDA), um importante marcador de estresse oxidativo (Honmore et al., 2015). Porém, o MDA é
um produto secundario da peroxidagédo lipidica e é altamente toxica, prejudicando a fungéo
tecidual, pois degrada o epitélio, facilitando a infiltragdo neutrofilica e favorecendo a liberagéo de

citocinas pro-inflamatérias (Pérez et al., 2017).

Sendo assim, existem modelos classicos ja& descritos na literatura para estudos pré-
clinicos que mimetizam as caracteristicas das DIl, como é o caso da indugéo experimental da DII
em roedores, empregando-se 0 TNBS (acido 2,4,6 trinitrobenzenosulfénico) (Antoniou et al.,
2016). Este agente quimico é administrado nos animais através da via intrarretal e é solubilizado
em etanol 50%. Administragdo conjunta com o etanol ocorre para que essa substancia possa
quebrar a barreira de prote¢éo do intestino, degradando a mucosa e facilitando a infiltragéo e agao
do TNBS no tecido e nas células, assim, desencadeando caracteristicas morfologicas e
histopatoldgicas semelhantes as das DIl (lkeda et al., 2008). O mecanismo de agédo do TNBS é se
associar com proteinas presentes na mucosa intestinal e formar um hapteno, pequena molécula
imunogénica, para que possa ativar as células apresentadoras de antigeno e desencadear a
resposta inflamatéria (Randhawa et al., 2014). Neste modelo experimental normalmente s&o
encontradas grandes areas de ulceragdo e extensa necrose, acarretando em fibrose tecidual,
alteragéo da massa e do comprimento do cdlon e aumentando o infiltrado leucocitério (Cheon et
al., 2012; Isik et al., 2011; Qin et al., 2011).
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O TNBS esta associado a ativagao da resposta imune desencadeada pelo linfécito Th1.
Essas células diferenciadas liberam IFN-y, aumentando a produgao de citocinas pro-inflamatérias
(TNF-a, IL-6 e IL-1B) através dos macrofagos (Nascimento et al., 2020). Karaboga e colaboradores
(2017) realizaram o modelo de colite ulcerativa agudo induzido por TNBS em ratos, com dois
grupos experimentais — colitico e controle - e foi constatado que, a resposta imune é
desencadeada imediatamente ap6s a administragao do acido, através ativagao dos linfécitos Th17
nos animais coliticos. Assim como, constatou-se uma diferenga histologica do tecido no grupo que
recebeu o TNBS, caracterizada por erosdo de células epiteliais, perda de células caliciformes,
ulceragao e inflamagéo (Karaboga et al., 2017). Machado e colaboradores (2021) realizaram o
modelo de DIl aguda em ratos induzida por TNBS, com cinco grupos — n&o colitico, colitico e trés
grupos de tratamentos. Foi observado que os animais néo tratados (grupo colitico) obtiveram um
escore da lesao elevado, alteragao na relagao da massa(mg)/comprimento(cm) e da incidéncia de
diarreia (Machado et al., 2021).

Analisando esses dois trabalhos, observa-se varias manifestagdes das caracteristicas de
DII, como diarreia, perda de massa corporal, inicio de inflamacao local e a liberagéo das citocinas
pré-inflamatorias, mimetizando o momento inicial da doenga na sua fase aguda (Sommer et al.,
2021). Porém, pela histéria natural da progressé@o da doenca, sabe-se que existem outras fases
que precedem a evolugdo da doenga, como a cicatrizagdo do tecido, uma cronificacdo da
inflamac&o e até mesmo as recidivas. Essas fases ndo podem ser demonstradas no modelo de
DIl aguda induzida por TNBS, mas mesmo assim, este modelo em roedores, é capaz de reproduzir
as principais caracteristicas do inicio da doenca e serve também como um modelo para busca de

novos agentes terapéuticos (Antoniou et al., 2016).

Devido a gravidade das DIl e sua etiologia pouco conhecida, ndo ha tratamento especifico
para essa doenga. As terapias existentes hoje sdo de manutengdo do paciente em remissao,
diminuindo os sintomas durante a inflamagao aguda para evitar uma agéo sistémica, assim como
modular a resposta imune (Kobayashi et al., 2020). Os farmacos mais utilizados atualmente para
o tratamento da DIl sdo antibidticos (Sulfassalazina e Mesalazina), os anticorpos monoclonais
direcionados a citocinas pro-inflamatérias (Infliximab), imunossupressores (azatioprina) e
corticoides (Doherty et al., 2018). Porém, esses tratamentos além de n&o curar as doengas, estéo
associados a varios efeitos colaterais tais como: diarreia, dores abdominais e hipersensibilidade,
assim como o alto custo desses medicamentos (Silva et al., 2019). Diante desse contexto, se faz

necessario novas alternativas terapéuticas para o tratamento e cura das DII.
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Pesquisadores estédo em busca de novas estratégias terapéuticas através dos produtos
naturais, isso porque sao fonte de biomoléculas com ag&o farmacoldgica comprovada (Dutra et
al., 2016). Nesse sentido, os terpenos sdo um grupo abrangente de compostos naturais que ja
foram identificados com milhares de combinagbes. S&o formados a partir do hidrocarboneto
isopreno e classificados de acordo com o numero de carbonos em sua molécula. Os terpenos ja
sdo muito utilizados nas industrias alimenticias (aditivos de comida e bebida), de cosméticos
(substancias quimicas de perfume) e farmacéutica (principio ativo de alguns farmacos) (Boncan
et al., 2020). Existe um subgrupo conhecido como monoterpenos que apresentam propriedades
antibacteriana, antiulcerogénica, gastroprotetora, antioxidante e anti-inflamatéria (Périco et al.,
2020). Alguns monoterpenos como o Limoneno e o Geraniol, ja foram descritos na literatura como
substancias capazes de reduzir significativamente os sinais clinicos da DIl em modelo de indugédo
com TNBS em ratos - com administragdo diaria de 11 e 7 dias (respectivamente) (Araruna et al.,
2020). Outro monoterpeno bem conhecido é o Citral (figura 3), um composto majoritario de éleos
essenciais de diferentes espécies de plantas, como por exemplo o capim-limao (Cymbopogon
citratus) (Ribeiro et al., 2016).

Figura 3: Estrutura da molécula do Citral. Retirado do PubChem (2023).

Emilio-Silva e colaboradores (2020), registraram um efeito anti-inflamatério do Citral,
através da reducéo dos niveis séricos de TNF-a e diminui¢do dos niveis de IL-6 no hipotalamo
durante a inflamacéo sistémica induzida por LPS em camundongos obesos. . Nesse estudo os
animais foram tratados através da via oral uma unica vez com trés doses (25, 100, e 300 mg/kg)
do Citral (Emilio-Silva et al., 2020). Estudos in silico da molécula foram realizados, utilizando os
parametros ADMET (absorgao, distribuicdo, metabolismo, excregéo e toxicidade) e foi obtido um
resultado com alto potencial de ser absorvida no TGI (probabilidade > 0,9919), baixo nivel de
toxicidade oral aguda e classificagdo da molécula na (maior que 50 mg/kg € menores que 500
mg/kg) e alta solubilidade em meio aquoso, prevendo sua biodisponibilidade de 0.55 (em uma
escala de 0 a 1) (Gongalves et al., 2020).

Apesar de trabalhos apontarem a atuagédo positiva do Citral no TGl e seus efeitos anti-

inflamatdrio e antiulcerogénico, ainda ndo existem estudos descrevendo suas agdes protetoras na
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DIl em modelos experimentais induzidos em roedores. Portanto, se faz necessario uma pesquisa
mais aprofundada para avaliar o potencial desse monoterpeno como nova alternativa terapéutica
na DII.
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2. Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia do monoterpeno Citral como tratamento preventivo para as DIl no

modelo agudo induzido por TNBS em ratos Wistar machos.

2.1. Objetivos especifico

2.1.1 Verificar o potencial farmacologico do Citral frente as alteragbes macroscopicas
causadas pelo TNBS

2.1.2 Avaliar o efeito anti-inflamatério do monoterpeno no modelo de DIl aguda induzida
por TNBS e

2.1.3 Investigar os efeitos antioxidantes do Citral no célon de ratos machos submetidos ao
modelo de colite aguda.



22

3. Materiais e métodos

3.1. Animais

Para os procedimentos experimentais foram utilizados ratos Wistar machos, com peso
entre 200 e 300 g, provenientes da ANILAB — Animais de Laboratério Criagdo e Comércio LTDA
EPP (Paulinia- SP). Os animais foram mantidos em caixas de fundo sélido forradas com maravalha
no biotério de ratos do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional do Instituto de Biociéncias
- UNESP/Botucatu (5 animais por caixa), sob temperatura de 22 + 1°C e ciclo claro-escuro (12/12
horas) com livre acesso a agua filtrada e ragao (Presence Labina). Todos os experimentos foram
aprovados pelo CEUA (Comissao de Etica no Uso de Animais do Instituto de Biociéncias, UNESP)
n° 8243240622 (Anexo 1).

3.2. Modelo de colite aguda induzida por acido 2.4,6 trinitrobenzenosulfonico (TNBS)

Ratos Wistar Machos foram divididos em 5 grupos: veiculo (tween 80 — 1%), 3 grupos de
tratamentos com monoterpeno Citral (296% de pureza, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) e
sham (grupo ndo submetido a administracdo do TNBS — n&o colitico). Eles receberam um pré-
tratamento 48, 24 e 1 hora antes da indug&o da DIl por TNBS (Sigma-Aldrich, Merck, USA), assim
como 24 e 48 horas depois, sendo veiculo (10 mL/kg) e tratamento com Citral nas doses de 25,
100 e 300 mg/kg (Emilio-Silva et al., 2020). Para a inducéo da DI, os animais ficaram 6 horas de
jejum e foram anestesiados com xilazina (12 mg/kg) e cetamina (10,5 mg/kg) — administrado via
intramuscular antes da administragdo do TNBS. Apds isso, uma sonda de 2 mm de didmetro foi
inserida cerca de 8 cm no reto do animal e administrado 10 mg de TNBS solubilizados em 0,4 mL
etanol 50% (v/v). O grupo sham (n&o colitico) foi submetido aos mesmos procedimentos de
inducdo da sonda no reto, entretanto, ndo recebeu a administragdo do TNBS. Passadas 72 horas
apds a indugao da colite, os animais foram anestesiados, com administragao inalatéria, coletou-
se amostras de sangue, através da puncdo cardiaca e realizou-se eutanasia (Figura 2). Foram
retirados e pesados o célon, coragéo, figado, baco, rim, estbmago e intestino delgado dos animais
dos diferentes grupos. Os estdbmagos e cdlons foram armazenados no biofrezeer -80°C até sua
utilizacdo (Machado et al., 2021).
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1 horas
Dia 1 2 opréetrat 3 4 5 6
48 horas 24 horas Indugéo 24 horas 48 horas Eutanasia
pré-trat pré-trat RCU pos-trat  poés-trat

Figura 4: Desenho experimental do modelo de DIl aguda induzida por TNBS em ratos Wistar
machos. Os tratamentos utilizados foram Tween 80 a 1% - 10 mL/kg (veiculo) e 0 monoterpeno
Citral nas doses 25, 100 e 300 mg/kg.

3.3. Avaliacio do processo inflamatério intestinal (Escore)

Apbs a eutanasia, o colon dos animais foi aberto, lavado e fotografado para realizar a
andlise macroscopica, assim como, avaliou-se a massa (g), comprimento (cm), severidade e
extensdo da lesao intestinal de acordo com o escore (tabela 1) ja descrito na literatura (Bell et al.,
1995).

Escore Critérios

Sem prejuizo

Hiperemia, sem Ulceras

Ulcera linear sem inflamagéo significante
Ulcera linear com inflamag&o em um sitio

Dois ou mais sitios de ulceragao/inflamagao

oar A O DD -~ O

Dois ou mais sitios de ulceragéo e inflamagéo ou um sitio de inflamag&o maior que
1 cm ao longo da extenséo do colon

6-10 Se 0 prejuizo cobrir mais que 2 cm ao longo da extensdo do cdlon (o escore é
aumentado em 1 ponto para cada centimetro adicional)

Tabela 1: Critério de determinagédo de escore de lesdo colica.

3.4. Determinacéo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

Amostras de estdmago e cdlon, armazenadas a -80°C, foram pesadas e solubilizadas no
Tamp&o HTAB (brometo hexadeciltrimetilaménio - proporgéo 1:20) para serem homogeneizadas.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas (10 minutos a 4°C em 8300 rcf), descartado o
sobrenadante e aliquotas das amostras (50 ul) foram transferidas para placa de leitura de 96
pocos. Em seguida, adicionou-se em cada poco 150 ul de tampao de reacdo Cloridrato de o-
dianisidina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) e as placas foram levados até o
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espectrofotdmetro, com a temperatura de 37°, a absorbancia foi determinada em 495 nm e

expressos como unidade de MPO/g de tecido (Krawisz et al., 1984).

3.5. Determinacado de Glutationa Reduzida (GSH)

Para determinagcdo do GSH no cdélon, foi utilizado o composto 5,5-ditio-bis (acido 2
nitrobenzéico) (DTNB). A reagao enzimatica foi constituida de amostra, a curva composta por L-
glutationa reduzida e DTNB. A absorbancia foi determinada em 412 nm utilizando um

espectrofotometro e os resultados foram expressos como nmol/g de tecido (Faure & Lafond, 1995).

3.7 Determinacdo da malondialdeido (MDA)

O MDA foi determinado pelo método de Ohkawa et al. (1979), quantificando a reagao do
acido tiobarbiturico (TBA) em amostras de tecido. Em tubos de ensaio foram adicionados 400 uL
de agua destilada, 200 pL de SDS a 8.1%, 1500 uL de acido acético 20% pH 3.5 e 1500 uL de
TBA 0,8% diluido em &cido acético 20% e 400uL de amostra para a reagdo colorimétrica. A
concentragéo foi medida a 532 nm em espectrofotémetro, e os resultados foram expressos em
nmols de MDA/g de tecido (Ohkawa et al., 1979).

3.8 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos na forma de média * erro padrao médio (e.p.m) no caso
de dados paramétricos e a mediana — dados ndo paramétricos. Para a comparagéo entre trés
grupos ou mais foi realizada a analise de variancia de uma via (ANOVA), utilizando os pds teste
de Dunnett ou Tukey. No caso de dados ndo parametricos empregou-se o teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste a posteriori de Dunn. Foi adotado p < 0.05 como critério de significancia

estatistica.
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4. Resultado e discussao

O modelo classico de indugao da DIl com administragéo de TNBS e etanol 50% foi utilizado
nesse projeto no intuito de mimetizar o processo ulcerogénico agudo e o desencadeamento do
processo inflamatério intestinal no animal. A literatura reporta que esse modelo representa grande
similaridade com a condicéo bioldégica humana no inicio da doenga (Nascimento et al., 2020). O
etanol desempenha um papel essencial na génese da inflamagao, pois tem a capacidade de
promover a quebra da barreira mucosa e o contato com o epitelial, possibilitando que o TNBS
penetre no tecido. A partir disso, o acido (TNBS) tem a capacidade de se conjugar com as
proteinas transmembranas, aumentando seu potencial inflamatério e desencadeando uma
resposta do sistema imune (Karaboga et al., 2017). Portanto, o pré-tratamento com o Citral,
através da via oral, nas doses de 25, 100 e 300 mg/kg tem como objetivo avaliar a capacidade
desse terpeno em proteger o célon dos agentes lesivos, assim como estudar um potencial de agao

anti-inflamatdria e antioxidante dessa substancia.

Para caracterizar o processo inflamatoério desse modelo nos animais, a evolugdo da massa
corporal foi um dos pardmetros avaliados durante todo o periodo de experimento. Apos a
eutanasia, algumas analises macroscdpicas dos colons foram realizadas, como verificagdo do
comprimento (cm), da massa relativa (mg) (Machado et al., 2021) e o escore das lesdes, de acordo
com Bell et al., (1995). Alguns 6rgdos que estéo relacionados com o sistema imune, excretor e
com o TGl foram pesados (estdmago, intestino delgado, figado, bacgo, rim e coragéo), para obter
a relagdo massa do odrgado/animal e avaliar se houve alguma alteragdo proveniente da
administragdo do Citral e/ou TNBS, bem como uma possivel a¢do tdxica que poderia ser

evidenciada por essa analise.

O primeiro parametro investigado, ap6s a eutanasia dos animais submetidos a um modelo
de inducgdo de DII, é a evolugdo da massa corporal em relagdo ao tempo (dia a dia). O resultado
da evolugao da massa corporal dos animais submetidos ao pré-tratamento com o Citral e ao TNBS,
mostrou que, quando comparados entre eles, ndo houve diferenga significativa entre os cinco
grupos (Figura 5). Pode observar-se que ha uma tendéncia na diminui¢do da massa corporal nos
animais ap6s a indugéo da inflamagdo com TNBS, porém essa diminuigao néo ¢ estatisticamente
significativa. Apesar dos artigos demonstrarem que no modelo de indugao de DIl por TNBS ha
uma perda de massa significativa dos animais submetidos a essa substancia, esse resultado pode
variar dependendo do animal (rato ou camundongo) utilizado e da dose empregada (varia de 3, 5
ou 10 mg de TNBS em 0.25 etanol 50%) na indugao (Antoniou et al., 2016). Os dados obtidos
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nesse trabalho podem indicar que a inflamagéo gerada pelo agente lesivo n&o foi suficientemente
intensa para comprometer a evolugdo da massa corporal dos animais, ao longo do tratamento, e
que o pos-tratamento com o Citral (nas 3 doses diferentes) ndo resultou no comprometimento do
ganho de massa ao longo do procedimento, quando comparado ao animal sham (sem a

inflamacé&o).

Tempo (dias)

300~

-# Tween 80 (1%)
Citral 25 mg/kg
-# Citral 100 mg/kg
-= Citral 300 mg/kg
-# Sham

200

Figura 5: Evolucdo da massa corporal de ratos Wistar tratados com Citral no modelo de DIl aguda
induzida por TNBS. A seta verde indica o primeiro dia dos pré-tratamentos (inicio) e a roxa sinaliza
0 Ultimo dia de tratamento (final). A seta vermelha indica o dia da indugao da lesdo com TNBS e
etanol. Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n = 7) e a significancia estatistica foi
determinada pela ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey.

Para verificar se 0 TNBS e/ou Citral ndo tiveram um efeito sistémico em decorréncia da
sua administracéo, foram analisados também a massa relativa dos principais 6rgaos (estdmago,
intestino delgado, figado, bago, rim e coragéo) que poderiam ser indicativos de algum efeito toxico
dessa substéncia (Figura 6). O resultado indica que, dentre todos os 6rgdos analisados, somente
0 bago de todos os animais submetidos a administragdo com TNBS apresentou aumento da massa
relativa quando comparado ao grupo sham. O tratamento dos animais com Citral (nas trés doses)
nao foi capaz de alterar esse resultado. Tal resultado pode ser justificado com dados da literatura,
pois 0 aumento da massa do bago é uma caracteristica da DIl (Wirtz et al., 2017). Estudos ja
demonstraram que a alteragao no bago esta diretamente relacionada a uma inflamagéo sistémica
e ao grau de severidade da doenga (Hou et al., 2022; Ingawale et al., 2021). Outra hipétese para
esse aumento da massa do bago € a ativagao do sistema imune desencadeado pela administracdo
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do TNBS, que por consequéncia, aumenta a producgao de linfécitos Th1, promovendo maior a

liberagdo de citocinas pro-inflamatéria (Hou et al., 2022; Strober et al., 1988).
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Figura 6: Massa relativa dos 6rgdos (massa 6rgao/animal - mg/g). Os resultados foram expressos
como média £ e.p.m (n = 7) e a significancia estatistica foi determinada pela ANOVA de uma via
seguida do pos teste de Dunnett, sendo ** p < 0.01 quando comparado ao grupo Tween 80 a 1%.

Devido a esse efeito sistémico inflamatorio desencadeado pelo TNBS, existem estudos,
em modelos animais, que demonstram algumas disfungdes no estbmago. Pesquisa realizada por
Moreels e colaboradores (2001), no modelo de ileite induzida por TNBS, demonstrou que existem
alteragdes na motilidade do TGl na fase aguda da doenga, devido ao aumento da secregéo de
Th1 pelo tecido inflamado, que modula de uma forma diferente a fun¢do neuromuscular do
estdbmago. A modulagdo causada pela disfungdo neuromuscular gastrica, acarreta em uma
distensdo do fundo géstrico dos animais em consequéncia da alta inflamac&o no ilio. Essas
mudangas que ocorrem devido a um efeito sistémico desencadeado pela administragao do TNBS,
podem ser justificadas pela via do reflexo entérico que atinge a musculatura lisa do TGl (Moreels
etal., 2001).

Estudos clinicos mais recentes demonstraram que pacientes com DIl tendem a possuir
multiplas erosdes e alteragdes granulares na maior curvatura do estbmago e, através da analise
histologica do tecido observa-se infiltrados de células inflamatérias no local (Hisabe et al., 2010;
Yang et al., 2020). Outro dado importante que corrobora com os resultados acima € de pacientes
acometidos com a DC, que podem desenvolver uma inflamagéo gastroduodenal decorrente da

doenga, com uma prevaléncia de 0,5% a 4% (Pharmacology, 2019). Esses trabalhos sao
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importantes pois demonstram que as alteragdes no estdbmago s@o consequéncia da alta
inflamacdo nos tecidos intestinais, devido a alta secre¢do de citocinas pr6 inflamatérias e a

conexao dos 6rgdos do TGI, desencadeando alteragdes inflamatdrias em tecidos subjacentes.

Ao levar em consideracdo esses estudos, nesse trabalho foi avaliado a atividade da MPO
no estdmago dos ratos submetidos a indugao por TNBS. Como resultado (Figura 7), foi observado
que houve uma elevagéo significativa do infiltrado neutrofilico no tecido estomacal dos grupos que
foram submetidos a administragdo do TNBS (quantificado no tecido glandular). Quando foi
realizada a comparagao entre o grupo sham (néo colitico) com o grupo veiculo (colitico), houve
uma redugéo da atividade da enzima MPO nos animais do grupo sham. Porém, quando analisado
o tratamento com o Citral durante os cinco dias, nas diferentes doses, se observou que o terpeno
nao foi capaz de prevenir 0 aumento da atividade da MPO, quando comparado aos animais néo
tratados (veiculo) apesar da tendéncia de reducao da atividade da MPO na maior dose do Citral
(300 mg/kg).

15+
Bl Tween 80 (1%)
T i ok 1 Citral 25 mg/kg
% 107 -3 E= Citral 100 mg/kg
L Bl Citral 300 mg/kg
g 5— E Sham
0- | | I

Figura 7: Atividade da MPO no estdmago dos animais submetidos a DIl induzida por TNBS. Os
resultados foram expressos como média + e.p.m (n = 7) e a significancia estatistica foi
determinada pela ANOVA de uma via seguida do p6s teste de Dunnett, sendo ** p < 0.01 quando
comparado ao grupo Tween 80 a 1%.

Para avaliar outras alteragdes morfolégicas causadas pelo modelo de DIl aguda, foram
analisados o comprimento, a massa do colon e a relagéo entre esses dois parametros dos animais
submetidos ao TNBS. A literatura reporta que ocorre a diminui¢do no comprimento do célon em
pacientes acometidos com DIl devido as lesdes e as infiltragdes neutrofilicas no epitélio tecidual
(Nascimento et al., 2020). O aumento da massa do colon esta relacionado ao espessamento da

parede intestinal causado pela fibrose tecidual (Macias-Ceja et al., 2019). Os resultados (Figura
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8) mostraram que todos os animais que foram submetidos ao TNBS apresentaram aumento da
massa e também encurtamento desse 6rgao em comparagdo com o grupo sham (sem TNBS) -
adotando p < 0.05. Porém, quando analisada a agdo do tratamento com o Citral nas trés doses, 0
terpeno nao foi capaz de impedir essas alteragdes no célon dos animais, quando comparado ao

grupo nao tratado (veiculo).
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Figura 8: A) Comprimento do colon dos animais; B) Massa relativa do célon (massa 6rgao/animal);
C) Relagao do cdlon massa/comprimento. Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n
= 7) e a significancia estatistica foi determinada pela ANOVA de uma via seguida do teste de
Dunnett, quando comparado com o grupo Tween 80 a 1%, sendo * p < 0.05, *** p < 0.001 e *** p
<0.0001.

Outra caracteristica macroscopica analisada foi o escore das lesdes (Figura 9). Nesse
sentido, nenhuma das trés doses do Citral foi capaz de prevenir a inflamagéo e/ou necrose do
colon induzida pelo TNBS, demonstrando que, apenas cinco dias de tratamento com o Citral ndo
foram suficientes para impedir as les6es decorrentes da administragdo do agente agressor quando

comparado com o grupo veiculo.
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Figura 9: Escore de lesdo no célon de ratos Wistar com DIl induzida por TNBS. Os resultados
foram expressos como mediana (n = 7) e a significancia estatistica foi determinada pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido pés teste Dunn. Para ** p < 0.01 comparado ao grupo Tween 80 a 1%.

L
il

| hlmlnuhuﬂmlhmmh

n]u{;ﬁm

X

it

&\}h

£
It

Figura 10: Imagem do colon dos animais submetidos a indugao de DIl por TNBS e utilizada para
a avaliagao do processo inflamatério intestinal (escore).
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Em continuidade a investigagédo da inflamagao nas DlII, foi quantificado a atividade da
enzima MPO no cdlon dos animais para avaliar uma possivel atividade anti-inflamatoria do Citral
neste modelo. A principio, foi realizada a quantificagdo com amostras provenientes de parte do
tecido contendo necrose e parte de tecido adjacente/borda (sem necrose) — na propor¢éo 1:1 —de
cada animal, e posteriormente, foi realizada a quantificagéo da atividade da MPO apenas no tecido
adjacente (Figura 11). O que torna relevante a analisa da atividade da MPO nessas duas regides
do cdlon se deve pelo fato de que os tecidos necréticos sdo incapazes de manter sua integridade
morfolégica e suas células tém as membranas rompidas, acarretando em uma lesdo celular
irreversivel e, consequentemente, a perda de suas fungdes. Outro fator que esta relacionado com
a necrose tecidual é a inflamacgéo dos tecidos adjacentes, isso ocorre devido ao alto nivel de morte
celular e o recrutamento de células imunes que participam do processo inflamatério e liberam de
citocinas pré-inflamatéria nesta regido, bem como enzimas que provocam degradacéo dos tecidos

lesionados (Kumar et al., 2016).

Portanto, foi observado que houve diferenca significativa na atividade da enzima MPO
entre essas regides anteriormente descriminadas (Figura 12). Como esperado, os resultados
obtidos nesse trabalho demonstram que houve um aumento significativo da atividade da enzima
MPO no tecido com necrose em comparagao aos animais sem TNBS. Nesse tecido que apresenta
necrose, nao foi constatada diferenga significativa na atividade enzimatica entre os grupos tratados
com Citral e o grupo tratado somente com veiculo. Ja na regido adjacente, houve uma inibi¢do de
infiltracdo neutrofilica nos animais tratados com Citral na dose 300 mg/kg, que é consequéncia de
uma menor inflamag&o. Varios trabalhos evidenciam a atividade anti-inflamatoria do Citral no
estdbmago (Périco et al., 2020), mas no modelo de DIl ainda ndo existem relatos da agéo
farmacoldgica nessa doenca. Analisando este resultado, € nitido o efeito anti-inflamatorio do
monoterpeno no tecido adjacente das lesdes, demonstrando que existe uma relagdo do pré-

tratamento com a protecéo deste composto.
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Figura 11: Areas do tecido utilizado para quantificar a atividade da MPO do cdlon dos animais. A)
Tecido necrético mais tecido da borda; B) Apenas tecido adjacente.
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Figura 12: Quantificagdo da atividade da MPO no colon dos animais submetidos a DIl induzida
por TNBS. A) atividade da MPO em tecido com necrose mais tecido adjacente; B) MPO apenas
com tecido adjacente. Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n = 7) e a significancia
estatistica foi determinada pela ANOVA de uma via seguida do pds teste de Dunnett, sendo ** p <
0.01 e ™ p <0.001 quando comparado ao grupo Tween 80 a 1%.

O estresse oxidativo nas DII, tanto em humanos quanto em modelo animal, desempenha
um papel importante, devido ao aumento da peroxidagao lipidica, a acdo dos EROs e a liberagéo

dos mediadores inflamatorios (Tan et al., 2017). Portanto, foi avaliado o nivel da MDA nas duas

regides do colon dos animais (Figura 13). Na regido com necrose, quando comparado o grupo
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saudavel ao colitico (ndo tratado), houve uma diferenga significativa, e quando comparou-se as
trés doses do Citral com o grupo nao tratado, ndo houve diferenca significativa. J& na regiao
adjacente, ndo foi observada diferencga significativa entre os grupos tratados (veiculo e Citral) com
o grupo sham (sem TNBS). Esses resultados demonstram que, no tecido adjacente a peroxidagéo
lipidica néo foi evidenciada, j& no tecido com necrose, a necrose e a morte celular causada pelo
TNBS elevou o nivel da MDA. Porém, o tratamento dos animais com Citral, durante cinco dias,
nao promoveu redugdo nos niveis de MDA quando comparado ao grupo sham (saudavel),
demonstrando que o monoterpeno, nas diferentes doses, néo foi capaz de minimizar esse quadro

causado pelo estresse oxidativo tecidual.
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Figura 13: Quantificagdo do nivel de MDA no cdlon dos animais submetidos ao modelo de DIl
induzida por TNBS. A) nivel de MDA no tecido com necrose mais tecido adjacente; B) nivel de
MDA no tecido adjacente. Os resultados foram expressos como média + ep.m (n = 7) e a
significancia estatistica foi determinada pela ANOVA de uma via seguida do pds teste de Dunnett,
sendo * p < 0.05 quando comparado ao grupo Tween 80 a 1%.

Outra analise realizada foi a quantificagdo dos niveis de GSH nas duas porgoes do célon
dos animais (Figura 15). Para a regido com necrose, ocorreu uma deple¢éo no estoque de GSH
no grupo colitico néo tratado quando comparado ao saudavel (sham). Como esperado, os animais
nao submetidos ao TNBS estao com o nivel de GSH significativamente aumentado. Ja nos animais
submetidos a administragéo do Citral (nas 3 diferentes doses) durante 5 dias, também houve uma
deplecdo dessa molécula antioxidante, pois ndo houve diferenga estatistica entre os grupos
tratados com o grupo néo tratado (veiculo). Na regido do tecido adjacente, também houve uma
deplecdo nos niveis de GSH no grupo colitico em comparagdo ao grupo sham. Entretanto, os
animais tratados com o Citral nas doses de 100 e 300 mg/kg, apresentaram uma elevagao nos

niveis de GSH estatisticamente significativa quando comparado com o grupo n&o tratado. O
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resultado no tecido adjacente corrobora com o estudo de Ingawale e colaboradores (2021), que
induziu colite ulcerativa empregando o modelo de TNBS e pré-tratou os animais trés dias antes da
inducdo com o produto natural Hecogenina. Foi relatado o aumento significativo da molécula néo
enzimatica GSH em comparagao aos animais ndo tratados, sugerindo uma agédo antioxidantes
desse composto natural, porém, néo relataram qual regido tecidual foi analisada (Ingawale et al.,
2021).
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Figura 14: Quantificacdo do nivel de GSH no célon dos animais submetidos ao modelo de DIl
induzida por TNBS. A) Nivel de GSH em tecido com necrose mais tecido adjacente; B) Nivel de
GSH apenas no tecido adjacente. Os resultados foram expressos como média+e.p.m(n=7)ea
significancia estatistica foi determinada pela ANOVA de uma via seguida do pds teste de Dunnett,
sendo * p < 0.05, ** p <0.01 e**** p < 0.0001 quando comparado ao grupo Tween 80 a 1%.

As DIl séo doengas caracterizadas por um processo inflamatério anormal no intestino,
podendo acometer a porgéo tecidual do colon de forma continua e simétrica (UC) ou com focos
de inflamag&o em toda porgéo intestinal, ndo se limitando apenas no célon (DC) (Vindigni et al.,
2016). Estudos recentes descrevem alteracdo sistémica decorrente da inflamagao e atividade
imunoldgica descontrolada, podendo atingir todo o TGI e até mesmo érgéos adjacentes, como
pancreas, bago e pele (Jang et al., 2019; Rogler et al., 2021; Vavricka et al., 2015). Vérias
evidéncias indicam que o desequilibrio imunolégico e inflamatorio acarreta elevagéo de EROs,
cronificagédo da inflamacédo, edemas e até mesmo ulceragdes intestinais (Nalle & Turner, 2015).
Por mais que existam terapias para as DlI, fica evidente que os farmacos utilizados sdo ineficientes
e inespecificos, pois focam apenas em manter o paciente em remissao e melhorar os sintomas,
além de causarem efeitos colaterais e reduzirem a qualidade de vida dos pacientes (Torres et al.,
2017; Vidal-Lletjos et al., 2017). O modelo utilizado neste trabalho foi através da indugéo por
agente quimico, o TNBS associado ao etanol, e por mais que esse método tenha seus

contrapontos como gerar lesdes agressivas com elevado grau de severidade, ainda sim é um
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modelo que mimetiza o processo inflamatério e imunolégico dessas doengas (Wirtz et al., 2017).
O modelo com TNBS também é comumente usado para validar possiveis candidatos para uma

terapia alternativa e mais especifica no tratamento das DIl (Antoniou et al., 2016).

Portanto, neste modelo foi possivel analisar o processo inflamatéria desencadeado pelo
aumento da atividade da enzima MPO, assim como quantificar os marcadores do estresse
oxidativo, o0 MDA e agente antioxidante como o GSH e avaliar o mecanismo de atuagéo do
monoterpeno Citral como um tratamento preventivo. Outra caracteristica mimetizada por esse
método foi o MEI, j& descrito na literatura como um fator agravante nos pacientes portadores de
DIl. Nesse estudo, o tratamento de cinco dias com Citral nas trés doses 25, 100 e 300 mg/kg, néo
foi capaz de impedir o surgimento e o agravamento das lesdes no célon dos animais submetidos
ao TNBS, tao pouco foi capaz de reverter o encurtamento e aumento da massa desse tecido. Os
resultados obtidos, portanto, ndo corroboram os estudos ja descrito na literatura utilizando outros
monoterpenos como o limoneno, estruturalmente semelhante ao Citral. Em trabalho realizado por
D’Alessio e colaboradores (2013), foi utilizado 0 modelo de indugdo com TNBS, na dose de 50
mg/mL em ratos Wistar fémeas. Tais animais foram tratados trés dias antes e cinco dias depois
da inducdo, com administragéo via oral diariamente com o limoneno. Os resultados obtidos pelo
grupo em relagéo a anélise macroscoépica e microscdpica das lesdes no colon foi que o limoneno
na dose de 10 mg/kg conseguiu impedir os danos causados pelo TNBS. Outro trabalho realizado
com o monoterpeno alfa-fenchona, em ratos Wistar machos, tratados 48, 24, 1 hora antes e 24
horas ap6s a indugdo com o mesmo agente quimico (dose 10mg de TNBS em 0.25 de etanol
50%), demonstrou uma diminuigéo significativa na relagéo da massa do cdlon pelo comprimento,

quando comparado com animais ndo tratados (Elaine & Araruna, 2022).

A administracdo de TNBS interrompe a agéo antioxidante e eleva o estresse oxidativo,
assim como aumenta a peroxidacdo lipidica no tecido lesionado, resultando em uma maior
producdo do metabdlito MDA (Li et al., 2011). Neste trabalho, quando analisada a regido com
necrose, observou-se uma elevagéo na peroxidagéo lipidica nos animais submetidos ao TNBS e
reducdo nos niveis de GSH. Isso pode ser explicado devido ao rompimento da membrana celular
causada pela necrose tecidual, aumentando os niveis da MDA e, consequentemente, a perda da
funcéo celular, reduzindo a agao da molécula antioxidante (GSH) (Kumar et al., 2016). J& no tecido
adjacente, os niveis de MDA n&o se alteraram em comparagdo com animal saudavel,
demonstrando que ndo houve peroxidagao lipidica nesta regido. Em contrapartida, é notavel que
houve estresse oxidativo nesta area, devido a diminuicdo do estoque de GSH no grupo néo

tratado. Porém, a administra¢do do Citral durante os cinco dias nos animais, nas doses de 100 e
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300 mg/kg, resultou na manutengéo dos estoques intracelulares da GSH, demonstrando uma acéo

antioxidante no tecido adjacente, ja que esta com os niveis préximos dos animais saudaveis.

Portanto, fica evidente que 0 modelo agudo de indugdo com TNBS, mimetiza algumas
caracteristicas das DII, como a inflamag&o e o estresse oxidativo no cdlon, assim como, alteragdes
em 6rgaos adjacentes do TGI. Reafirmando que as DIl ndo sdo restritas apenas no intestino, e
sim, acarretam MEI. Outro ponto importante a ser destacado sobre este modelo, é a regido do
colon em que foram realizados os ensaios. Ao se analisar 0 estdmago e tecido adjacente ao foco
inflamatério dos animais nesse estudo, foi evidenciada a ocorréncia de inflamagéo e/ou estresse
oxidativo nesses locais. Quando foram realizadas comparagdes entre essas regiées dos animais
coliticos tratados com veiculo com aqueles sem colite, ficou evidente as diferengas estatisticas

significativas entre eles. Esses resultados corroboram os estudos ja existente na literatura.
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5. Conclusao

O modelo de indugdo com TNBS utilizada neste estudo foi efetivo, isso porque nédo
promoveu mortalidade nos animais e, adicionalmente, o parametro de massa corporal, que é um
indicativo da severidade da lesdo, ndo foi alterado. Os animais submetidos a administragéo do
TNBS tiveram alteragdes em outros parametros, que sdo importantes indicativos da lesdo, como
reducdo no comprimento e aumento da massa do colon, aumento do MPO em areas adjacentes,
e alteragdes em parametros do estresse oxidativo (MDA e GSH), quando se compara com o grupo

saudavel.

Apesar de néo conseguir evidenciar o efeito do Citral como agente protetor em varios
parametros analisados, € importante destacar que o tratamento com o Citral durante cinco dias,
na dose de 300 mg/kg foi capaz diminuir a infiltracdo neutrofilica e manter os estoques
intracelulares do antioxidante GSH no tecido adjacente. Importante ressaltar que os dois
parametros chegaram a niveis préximos dos animais saudaveis. A dose de 100 mg/kg foi capaz
de garantir que os niveis de GSH se mantenham elevados, impedindo a deplegdo e, por
consequéncia, um menor estresse oxidativo do tecido adjacente. Mesmo que os tratamentos
preventivos com o Citral ndo tenham sido capazes de alterar a massa e o comprimento do célon,
assim como, impedir lesdes no epitélio e MEI, o monoterpeno € um possivel candidato a terapia

alternativa para as DI, por diminui o estresse oxidativo e a inflamacao local tecidual.
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7. Anexo

Certificado CEUA

AVA . . . . L
AVAVAY Universidade Estadual Paulista/Instituto de Biociéncias

unesp - Comisséo de Etica no

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA USO de Anlmals

“JULIO DE MESQUITA FILHO"

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacao da acao do citral no modelo agudo de colite induzida por TNBS em ratos ",
protocolada sob o CEUA n? 8243240622 (b 000406), Sob a responsabilidade de Clélia Akiko Hiruma-Lima - que envolve a
produgdo, manutencéo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e
foi APROVADA pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual Paulista/Instituto de Biociéncias (IBB/UNESP)
na reunido de 01/08/2022.

We certify that the proposal "Evaluation of the action of citral in the acute model by TNBS-induced colitis in rats", utilizing 42
Heterogenics rats (42 males), protocol number CEUA 8243240622 (ip o00406), under the responsibility of Clélia Akiko Hiruma-
Lima - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee on Animal Use of the Sdo Paulo State University/Biosciences Institute
(IBB/UNESP) in the meeting of 08/01/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 07/2022 a 09/2022 Area: Ciéncias Bioldgicas

Animais provenientes de estabelecimentos comerciais ( ANILAB-Animais de laboratério criagdo e comércio LTDA,
Origem: Endereco: Rua Servidao quatro, 292. Sdo Domingos. Paulinia-SP CEP:13140000, fone: 1938744538, e-mail:
anilab@anilab.com.br, CNPJ: 65440612/0001-40)

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 6 a8 semanas N: 42
Linhagem: HanUnib:WH(Wistar) Peso: 180a200g

Botucatu, 06 de janeiro de 2023

=

Profa. Dra. Ana Carolina Inhasz Kiss Prof. Assoc. Luis Fernando Barbisan
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Estadual Paulista/Instituto de Biociéncias Universidade Estadual Paulista/Instituto de Biociéncias

Rua Prof. Dr. Antonio Celso Wagner Zanin, 250 - Distrito de Rubido Junior - Botucatu/SP - CEP 18618-689 - tel: 55 (14) 3880-0851
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8h as 11h30 - 14h as 18h : e-mail: ceua.ibb@unesp.br
CEUA N 8243240622
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