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Impacto potencial desta pesquisa

A tese intitulada "A¢&o do mirceno na retocolite ulcerativa agravada pela obesidade em camundongos" aborda
uma tematica de grande relevancia econdmica e social ao investigar alternativas terapéuticas para uma condi¢ao
inflamatéria cronica que afeta milhdes de pessoas no mundo. A retocolite ulcerativa, agravada pela obesidade,
representa um significativo desafio para a saude publica, devido ao impacto sobre a qualidade de vida dos
pacientes e aos elevados custos associados ao tratamento prolongado e suas complicagdes. O estudo do mirceno,
um composto bioativo de origem natural, oferece perspectivas promissoras para o desenvolvimento de tratamentos
mais acessiveis e eficazes, reduzindo a dependéncia de terapias convencionais que podem ser caras ou ter efeitos
colaterais significativos. Além disso, o avango no conhecimento dos mecanismos biolégicos dessa interagao
contribui para a valorizagdo de recursos naturais, incentivando a inovagao e fortalecendo setores como o

farmacéutico e o de produtos naturais, promovendo beneficios para a economia e a sociedade.



A%{#Av UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA L

unesp

ATA DA DEFESA PUBLICA DA TESE DE DOUTORADO DE GABRIELA BUENO, DISCENTE DO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOLOGIA GERAL E APLICADA, DO INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS - CAMPUS DE BOTUCATU.

Aos 26 dias do més de fevereiro do ano de 2025, as 14h, no(a) Sala de Pés-Graduacéo do

Campus de Botucatu ke

Instituto de Biociéncias, realizou-se a defesa de TESE DE DOUTORADO de GABRIELA
BUENO, intitulada A¢ao do mirceno na retocolite ulcerativa agravada pela
obesidade em camundongos. A Comissdo Examinadora foi constituida pelos seguintes
membros: Profa, Dra. CLELIA AKIKO HIRUMA LIMA (Orientador(a) - Participacdo Presencial)
do(a) Departamento de Biologia Estrutural e Funcional - Setor Fisiologia / Instituto de
Biociéncias de Botucatu Unesp, Profa. Dra. RAQUEL DE CASSIA DOS SANTOS (Participacéo
Presencial) do(a) Laboratdrio de Produtos Naturais / Universidade S&o Francisco, Profa.
Dra. ARIANE LEITE ROZZA (Participagdo Presencial) do(a) Departamento de Biologia
Estrutural e Funcional / Instituto de Biociéncias de Botucatu - Unesp, Profa. Dra. GISLANE
LELIS VILELA DE OLIVEIRA (Participacdo Presencial) do(a) Departamento de Ciéncias
Quimicas e Bioldgicas - Setor de Microbiologia e Imunologia / Instituto de Biociéncias de
Botucatu - Unesp, Profa. Dra. CAMILA RENATA CORREA CAMACHO (Participacdo
Presencial) do(a) Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) / Faculdade de Medicina de
Botucatu - Unesp. Apds a exposicdo pela doutoranda e arguicdo pelos membros da
Comissdo Examinadora que participaram do ato, de forma presencial e/ou virtual, a

discente recebeu o conceito final:,%@ét_&d@_‘ . Nada mais havendo, foi lavrada a

AKX

Profa. Dra. CLELIA AK~{KO HIRUMA LIMA



AGRADECIMENTOS
Agradego primeiramente a Deus, pois sem ele nada disso seria possivel.

A minha familia, em especial a0 meu pai José Joaquim, minha mae de sangue Fatima e minha mae do
coragao Lucia por todo apoio nos momentos mais dificeis, vocés foram uma fortaleza e me deram forcas pra
continuar e acreditar sempre no meu sonho. As minhas irmas Daniela, Juliana e Mariana e a minha querida e
Unica sobrinha Anna Julia que sempre me ajudaram muito e me deram todo apoio nesse momento tao importante
da minha vida. Aos meus cunhados Walter, Reginaldo e minha cunhada Priscila que junto das minhas irméas
proporcionaram toda essa ajuda. Todos vocés da minha familia séo minha inspiracdo diéria. Muito obrigada de
coracdo por toda forca. Ao meu noivo André, obrigada pelo apoio e ajuda nas horas mais dificeis. As minhas
amigas que sao também minha familia: Viviane e Lunara muito obrigada por todos os momentos incriveis e por
todas as comemoragdes.

Gostaria de agradecer também ao meu grupo do laboratorio, sem eles esse trabalho ndo seria possivel.
Vocés me ensinam a cada dia o verdadeiro significado do trabalho em grupo.

Ao Garboso, meu querido amigo e colega de trabalho, muito obrigada por todas as trocas, ensinamentos e
por toda ajuda nesse processo.

A Doku, minha amiga, companheira que sempre me ajudou, me aconselhou e sempre esteve ao meu lado
em todos 0os momentos desse periodo.

Ao meu amigo Maycon, que tantas vezes me ouviu chorar e sorrindo sempre me acalmou e me acolheu.
Esteve comigo durante todo esse periodo sempre me ajudando muito em todo o processo sem medir esforgos
para isso.

E por fim, gostaria de fazer um agradecimento especial para duas pessoas incriveis que foram absolutamente
essenciais para todo esse processo de aprendizado:

Professora Lucia, muito obrigada por todos os ensinamentos, por todo amor e carinho. Sempre vou me
lembrar de todos os conselhos e pode ter certeza de que guardo todos eles comigo. A senhora me mostrou muitos
caminhos e me ensina a cada dia como um verdadeiro professor deve ser. Tenho uma admiragdo enorme pela
mulher e profissional que a senhora &, sou absurdamente grata e fico orgulhosa por ter recebido da senhora uma
coorientagéo tao plena.

Professora Clélia, gostaria que a senhora soubesse que sinto imenso orgulho por te ter como minha
orientadora. Tudo o que sou hoje devo a vocé e isso tem um valor inestimavel para mim. Obrigada por ser, além
de uma profissional excelente, uma mée que tantas vezes me acolheu e acreditou em mim. Minha admirag&o pela
senhora € enorme e minha gratiddo por ter cruzado teu caminho é maior ainda.

A CAPES e CNPq pelo financiamento desse projeto.

A todos que de alguma forma me apoiaram durante esse periodo meus sinceros agradecimentos.



“Posso, tudo posso, naquele que me fortalece.”

Filip. 4:13



Resumo

A retocolite ulcerativa (RCU), uma das DIl mais prevalentes e de carater multifatorial, & caracterizada por
uma inflamag&o crnica no célon que compromete a integridade da barreira intestinal. O comprometimento dessa
barreira pode desencadear o aumento de marcadores inflamatorios e a infiltracdo de neutréfilos e
consequentemente o aumento da mieloperoxidase (MPO) no tecido. Essa inflamagdo provoca um actumulo de
espécies reativas de oxigénio que leva a um quadro de estresse oxidativo no local. A metaloproteinase 9 (MMP-
9), uma enzima com a fungdo de degradar matriz extracelular, atua como importante marcador da RCU na fase
aguda. Além desses fatores enddgenos, existem fatores ambientais relacionados RCU. A obesidade, por exemplo,
é uma inflamacao crénica de baixo grau e estudos prévios demonstraram que ela agrava as doengas inflamatorias
intestinais (DII). Estima-se que 15-40% dos pacientes com DIl s&o obesos. A obesidade é uma doenca
caracterizada por uma inflamag&o cronica de baixo grau que tem aumentado significativamente sua incidéncia em
paises desenvolvidos, acompanhando a crescente prevaléncia das doencas inflamatorias intestinais (DII). Esse
cenario reforca a importancia de aprofundar o entendimento sobre a relagao entre obesidade e DII. O mirceno é
um monoterpeno com agéo antioxidante e anti-inflamatéria que promoveu a reconstrucéo da barreira mucosa em
roedores com Ulceras gastricas. O objetivo do trabalho foi avaliar a agdo do mirceno na RCU agravada pelo quadro
de obesidade induzida por dieta hiperlipidica (HFD) em camundongos machos C57BL/J6 (n=15). Para isso, 0s
animais foram submetidos a indug&o de obesidade com HFD (60% de lipideos) por 18 semanas, denominado de
HFD e o outro grupo recebeu dieta padrao (16,7% de lipideos) denominado DP durante o0 mesmo periodo (CEUA
n° 5437170821). Em seguida, foi ofertada dgua com 3% de Dextran sulfato de sédio (DSS) por sete dias para a
indugdo da RCU. Posteriormente, os animais receberam seus respectivos tratamentos orais: Tween 80 a 1%
(veiculo)-TW, Mirceno (7,5 mg/kg) e o grupo controle (sem RCU). Nesse periodo de 7 dias, se avaliou o indice de
atividade da doenga (IAD) e posteriormente, os animais foram eutanasiados e o célon foi coletado para analises.
Nas analises estatisticas, foi utilizado teste de Kruskal-Walis, e andlise de variancia (one-way ANOVA) seguida do
teste de Tukey. Para os resultados com mais de uma variavel foi utilizado two-way ANOVA, seguido do teste de
Bonferroni ou test f de Student. O valor minimo de significancia estatistica considerado nesse trabalho foi de
p<0,05. A HFD ofertada foi capaz de promover aumento da massa corporal (p<0,0007), indice de adiposidade
(p<0,001) e alteracéo glicémica (p<0,05) nos animais obesos em relagao aos DP. Posteriormente, apds a indugéo
da RCU, houve maior gravidade no quadro de RCU, inclusive com maior taxa de mortalidade (p<0,05), dos animais
HFD em relagdo aos DP (p<0,0001). O tratamento com mirceno foi capaz de reverter o encurtamento do célon
dos animais com RCU (p<0,01) e melhorou os sinais como perda de massa corporal, consisténcia das fezes e
presenca de sangue nas fezes (p<0,0001). O mirceno também foi capaz de diminuir MPO (p<0,07) e aumentar a
SOD (p<0,05) no célon de animais eutréficos e obesos em relagdo ao TW. Além disso, foi observado uma
diminuigdo significativa na atividade da MMP-9 nos grupos HFD e DP em relagéo ao grupo TW (p<0,05 e
p<0,0001). O mirceno contribui para a melhora da RCU revertendo o encurtamento do célon, proporcionando a
reconstrucdo da barreira pela redugéo da atividade da MMP-9, promovendo agéo antioxidante e anti-inflamatéria
no célon, pelo aumento da SOD e redugéo da MPO, respectivamente.

Palavra-chave: Mirceno; Retocolite ulcerativa; obesidade; camundongos



Abstract

Ulcerative Colitis (UC), one of the most prevalent inflammatory bowel diseases (IBD) and multifactorial in nature,
is characterized by chronic inflammation in the colon that compromises the integrity of the intestinal barrier. The
impairment of this barrier can trigger increased inflammatory markers and neutrophil infiltration, consequently
leading to an increase in myeloperoxidase (MPO) in the tissue. This inflammation causes an accumulation of
reactive oxygen species, resulting in oxidative stress at the site. Matrix metalloproteinase 9 (MMP-9), an enzyme
responsible for degrading the extracellular matrix, acts as an important marker of UC during its acute phase. In
addition to these endogenous factors, environmental factors are also associated with UC. Obesity, for example, is
a chronic low-grade inflammation, and previous studies have shown that it worsens inflammatory bowel diseases
(IBD). It is estimated that 15-40% of patients with IBD are obese. Obesity is a disease characterized by chronic
low-grade inflammation and has significantly increased in prevalence in developed countries, following the rising
prevalence of inflammatory bowel diseases (IBD). This scenario emphasizes the importance of deepening our
understanding of the relationship between obesity and IBD. Myrcene is a monoterpene with antioxidant and anti-
inflammatory actions that has promoted the reconstruction of the mucosal barrier in rodents with gastric ulcers. The
aim of this study was to evaluate the action of myrcene in UC aggravated by obesity induced by a high-fat diet
(HFD) in male C57BL/J6 mice (n=15). To this end, the animals were subjected to obesity induction with HFD (60%
lipids) for 18 weeks, termed HFD, and the other group received a standard diet (16.7% lipids), termed SD, during
the same period (CEUA no. 5437170821). Subsequently, 3% dextran sulfate sodium (DSS) water was offered for
seven days to induce UC. Afterward, the animals received their respective oral treatments: 1% Tween 80 (vehicle)-
TW, myrcene (7.5 mg/kg), and the control group (no UC). During this 7-day period, the disease activity index (DAI)
was evaluated, and later, the animals were euthanized, and the colon was collected for analyses. Statistical analysis
was performed using the Kruskal-Wallis test and one-way ANOVA followed by Tukey’s test. For results with more
than one variable, two-way ANOVA was used, followed by Bonferroni’s test or Student’s t-test. The minimum
statistical significance considered in this work was p<0.05. The HFD was able to promote increased body mass
(p<0.0001), adiposity index (p<0.001), and glucose alterations (p<0.05) in obese animals compared to the SD.
After UC induction, there was greater severity of UC, including higher mortality rate (p<0.05) in the HFD animals
compared to SD (p<0.0001). Myrcene treatment was able to reverse the colon shortening in UC animals (p<0.01)
and improved signs such as body mass loss, stool consistency, and presence of blood in the stools (p<0.0001).
Myrcene also decreased MPO (p<0.01) and increased SOD (p<0.05) in the colon of eutrophic and obese animals
compared to the TW group. Furthermore, a significant decrease in MMP-9 activity was observed in the HFD and
SD groups compared to the TW group (p<0.05 and p<0.0001). Myrcene contributes to the improvement of UC by
reversing colon shortening, promoting the reconstruction of the barrier through the reduction of MMP-9 activity, and
providing antioxidant and anti-inflammatory actions in the colon by increasing SOD and reducing MPO,
respectively.

Keywords: Myrcene; Ulcerative colitis; Obesity; Mice.
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1. Introdugao

O estilo de vida é um fator muito importante no desenvolvimento e no curso de determinadas doencas, como
por exemplo as doengas inflamatorias intestinais (DII).* As DIl sdo disturbios que tém como caracteristica uma
inflamag&o cronica no intestino.? A doenga de Crohn (DC) e a RCU sao DIl cuja prevaléncia tém aumentado
significativamente em todo 0 mundo.® No quadro de RCU é caracteristico uma inflamagéo crénica com ciclos
alternados de recidiva e remisséo e, diferentemente da DC, que pode atingir grande parte do intestino, a RCU
promove lesGes mais limitadas ao reto e célon descendente e sua natureza progressiva pode ser muitas vezes
subestimada*® Estudos estimam que na Europa os custos anuais relacionados a RCU variam de 12,5 a 29,1
bilhdes de euros e nos Estados Unidos 8,1 a 14,9 bilhdes de délares.® Dados epidemiologicos apontam que a
incidéncia da RCU no mundo varia de 6 a 24 casos a cada 100 mil pessoas por ano e foi observado maior
incidéncia dessa doenga na populagdo de paises ocidentais em que o processo de industrializagdo é mais
avangado. " Ademais, dados mostram que pacientes com a RCU tém maiores chances de desenvolver cancer
colorretal, sendo a causa de 15% de toda mortalidade em pacientes com DII.° Os dados recentes sobre a RCU no
Brasil indicam um crescimento expressivo dessas doengas nos Ultimos anos. Estudos mostram que a prevaléncia
de DII, como a RCU, esta aumentando a uma taxa de 14,8% ao ano, principalmente em areas urbanizadas, como
nas regides Sudeste e Sul. Em 2020, a incidéncia de RCU no pais foi estimada em 7 novos casos por 100 mil
habitantes, enquanto a prevaléncia totalizou aproximadamente 100 casos por 100 mil habitantes no sistema

publico de salde. 0"

Os estudos em torno dos fisiopatologia envolvida no desenvolvimento da RCU n&o sdo muito bem
esclarecidos, dessa forma, pouco se sabe sobre os gatilhos para essa doenga, porém sugere-se que ela possui
um carater multifatorial que pode envolver pelo menos quatro fatores principais: a microbiota intestinal, resposta

imune inadequada da mucosa, fatores genéticos e fatores ambientais.*>*4

A relagdo da composicdo da microbiota intestinal e as DIl vem sendo explorada mais recentemente.'®
Pacientes com DIl geralmente apresentam um desequilibrio na microbiota intestinal, quadro conhecido como
disbiose, apesar dessa evidéncia, ainda existe um grande debate na literatura para esclarecer se a disbiose é a

causa ou uma consequéncia da inflamaco intestinal, muitas evidéncias tém apontado que determinados tipos de
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bactérias sdo capazes de modular a resposta imune local.*>** A disbiose é caracterizada por um desequilibrio das
bactérias presentes no intestino.'? A integridade intestinal exige proporgdes equilibradas de bactérias que residem
no intestino, além disso exige também a quantidade saudavel e funcionalidade de determinadas bactérias.*® Em
modelos animais de inducdo de RCU o consumo de dextran sulfato de sddio (DSS) provocou alteracdes na
microbiota intestinal, especialmente no género Clostridium e na familia Enterobacteriaceae de bactérias, o que

corrobora com dados da literatura que apontam essas mesmas alteragdes em individuos com RCU.*2

O comprometimento da homeostase e da microbiota intestinal é determinante no desenvolvimento da RCU,
pois pacientes que possuem essa doenga apresentam uma alteracdo da homeostase intestinal com o quadro de
dishiose associado.'® Garantir a homeostase também significa assegurar a prote¢do da camada de muco que é
uma barreira localizada entre a microbiota intestinal e a superficie epitelial, afinal essa barreira tem a funcdo de
impedir a infiltragdo de bactérias no epitélio, mantendo a integridade da permeabilidade intestinal e evitando a
absorgdo de metabolitos bacterianos através do epitélio.*>*2° Essa camada de muco é composta principalmente
por mucinas que sdo glicoproteinas que podem ser divididas em duas grandes classes: transmembranas e as
produtoras de gel.® As mucinas presentes no grupo das proteinas transmembranas tém funcgao citoprotetora em
todo o trato gastrintestinal (TGI), a mucina 1 (MUC1) é caracteristica dessa classe e num quadro de RCU foi
observado o aumento exacerbado do gene M1/MUC5AC que é responsavel pela produgdo de MUC1.1%2122 Dentre
as mucinas da classe produtoras de gel, que tém a funcéo de reconstru¢do e protegdo da mucosa intestinal,
existem as mucinas 2 e 3 (MUC2 e MUC3) que s&o muito importantes no processo de desenvolvimento da RCU.
19.23 Gaudier e colaboradores (2004) mostraram que a MUC2 tem sua expresséo regulada por acidos graxos de
cadeia curta como butirato e propionato, produtos de bactérias comensais do intestino.2* Além disso, foi observado
num modelo crénico de indugdo RCU por DSS, um aumento acentuado no mRNA do principal componente da
MUC2 em camundongos.?® Durante o quadro de RCU induzida por DSS em camundongos ja foi destacado
também uma deplegdo do gene relacionado com a expressdo de MUC3 e comprometimento da camada de
muco.*>?® Esses estudos demonstram a importancia de se avaliar essas mucinas que estdo diretamente

relacionadas com o desenvolvimento da RCU e com a integridade da camada de muco.
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O comprometimento dessa camada de muco pode ser determinante no quadro de RCU, podendo levar a um
aumento da permeabilidade intestinal.?’=2° A barreira epitelial é constituida principalmente por estruturas
intercelulares conhecidas como proteinas de jungdes estreitas (TJs).>° Essas estruturas sdo compostas por
diversos tipos de proteinas transmembranas que auxiliam na fixacdo as células adjacentes. Exemplos dessas
proteinas sdo: ocludinas, claudinas e zonulinas (Z0).3° Alteragdes nessas proteinas podem levar ao
comprometimento da barreira epitelial causando disturbios da parede intestinal 0 que pode ser um fator importante
na etiologia da RCU.3* O excesso no consumo de dietas ricas em gorduras (dietas ocidentais) tem sido associado
a mudangas nessa barreira intestinal € na composi¢do da microbiota podendo desencadear um quadro de

endotoxemia que esta intimamente associado a obesidade e também a DII.32

Esse quadro de endotoxemia pode levar a producdo de um arsenal de mediadores pré-inflamatérios por
células linféides inatas (ICLs) como interleucinas (IL)-17, IL-22, IL-23 e interferon gama (IFN-y). As células epiteliais
presentes no intestino (CEl) tém a capacidade de ativar as ICLs contribuindo com a producéo de citocinas
associadas ao dano celular e apoptose, como IL-18, IL-33 e IL-37 criando um ambiente inflamatorio acentuado
propicio para o comprometimento das proteinas da TJs.31**3* Também, durante o desenvolvimento do quadro de
RCU, células Natural Killer (NK) séo ativadas e posteriormente produzem excessivamente IL-13, que em altas

concentragdes podem causar danos na barreira intestinal, mudancas nas TJs e induzir apoptose das CEI.>*

Outros marcadores importantes do percurso da RCU sdo as metaloproteinases de matriz (MMPs).3>3¢ As
MMPs tém a funcdo de degradagéo da matriz extracelular, através da ativagao ou degradagdo de uma variedade
de substratos como quimiocinas, citocinas, fatores de crescimento e TJs.3738 Em um estudo realizado por
Rodriguez-Nogales e colaboradores (2017) com um modelo de indu¢do de RCU em camundongos por DSS foi
demonstrado que a express@o das MMP-2 e MMP-9 aumentam nos animais com RCU em comparagéo com 0s
animais saudaveis e que esse aumento pode estar relacionado com mediadores inflamatorios que estéo altamente

expressos em animais com RCU.%

Outra caracteristica do quadro de RCU ¢ a infiltragéo de neutréfilos no tecido.*®** Um importante marcador
da infiltragdo de neutrofilos é a enzima mieloperoxidase (MPO) que esta presente nos neutréfilos. Essa enzima é

responsavel pela ativagao de vias inflamatorias, como por exemplo a via do fator nuclear Kappa-p (NF-kp). Essa
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via, quando ativada, promove a producao de mediadores pro-inflamatérios como IL-6, IL-1f e o fator de necrose
tumoral (TNF)-a.*> O desequilibrio na produgéo de citocinas pré-inflamatorias e de citocinas anti-inflamatérias
como IL-4, IL-13 e IL-10 é caracteristico no quadro da RCU. Existe também uma correlagao positiva entre a
concentragdo aumentada de 6xido nitrico (NO) e a gravidade da doenga.** NO é produzido a partir da oxidagéo
realizada pela enzima éxido nitrico sintase induzida (iNOS), ademais, no percurso da RCU as citocinas pré-
inflamatorias estao relacionadas com a regulacédo desta enzima.** A iNOS é altamente expressa apds a ativagdo
da via NF-kP em reposta a diversos estimulos como TNF-q, IFN-y, IL-6 e o lipopolissacarideo (LPS). Ja foi
demonstrado que o NO tem efeito protetor no modelo de RCU aguda, porém em pacientes com DIl os altos niveis
de NO produzidos promovem danos aos tecidos e uma exacerbagdo da inflamagao.** Além de ocorrer uma
exacerbagéo do perfil pré-inflamatério no quadro de RCU, ocorre também um desequilibrio na produgéo de
mediadores anti-inflamatorios. Durante essa doenca niveis reduzidos de IL-4 na mucosa sao observados, contudo,
os niveis de IL-5 e IL-10 estdo altamente expressas, apesar de ocorrer esse aumento isso ndo é suficiente para

inibir a atividade de mondcitos e macrofagos.**

Além do quadro inflamatério na RCU, outra caracteristica dessa doenca é o0 aumento da produgéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) que tém um papel importante na progresséo e piora do quadro de RCU.* A liberag&o
de EROs ocorre devido a um desequilibrio na homeostase, provocando um estresse oxidativo no tecido.* Para
reverter esse e-estresse oxidativo fatores tanto enzimaticos, quanto ndo enzimaticos, atuam no controle desse
quadro provocado pelas EROs. A catalase (CAT), por exemplo, € uma enzima que tem fungéo de catalisar a
quebra do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio diminuindo os danos no tecido. Outra enzima € superéxido
dismutase (SOD) que esta envolvida na conversao do anion superdxido em oxigénio molecular e perdxido.*e4”
Estudos ja demonstraram a diminuigdo de CAT no cdlon diante de um quadro de RCU.*® Foi observado também,
no quadro de RCU, menor atividade da SOD.*>*° Todas essas alteragées atuam de forma direta no aumento da

peroxidacao lipidica o que acarreta a liberagdo de malondialdeido (MDA), um importante marcador do estresse

oxidativo.*>*°

Como ja mencionado, fatores como a integridade da microbiota e disfungdes na resposta imune séo

fundamentais na progressdo do quadro de RCU. Além desses fatores enddgenos, também existem os fatores
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ambientais (fatores exdgenos), que tém um papel de extrema relevancia no desenvolvimento dessa doenga. *%*°
As DIl tradicionalmente estdo associadas a um estado de desnutricdo em pacientes com baixo peso, porém dados
dos ultimos 20 anos apontam taxas crescentes da incidéncia de obesidade em pacientes com DI, esses dados
correspondem com a epidemia de obesidade na populagéo, em geral.>® Estima-se que 15-40% dos pacientes com
DIl so obesos. Esta bem estabelecido pela literatura que a obesidade tem aumentado a sua incidéncia em paises
desenvolvidos e que sua prevaléncia caminha ao lado do aumento da incidéncia de DIl e essas informagdes

tornam o esclarecimento da relagéo entre obesidade e DIl cada vez mais necessario.>®

E cada vez mais reconhecido que a obesidade ¢ caracterizado por um quadro inflamatério cronico de baixo
grau e que essa doenca tem sido um fator de risco para fatores adversos em varias outras condi¢des inflamatérias
cronicas.>* A obesidade ocorre devido a um aumento no consumo energético, combinado com um baixo gasto
energético, levando ao aumento do tecido adiposo e resultando em condigbes nocivas & saude. O tecido adiposo
que antes era tido como um tecido inerte, hoje é considerado como um grande 6rgao endécrino, capaz de produzir
substancias chamadas adipocinas, algumas delas pré-inflamatérias, como por exemplo TNF-q, IL-6, IL-1p dentre
outras.®! E tipico desse quadro, uma disbiose associada.>%* Em modelos experimentais essa alteracdo da
microbiota intestinal durante a obesidade pode ser induzida através do consumo de dieta hiperlipidica (HFD) em
camundongos.*”**5> O aumento do tecido adiposo e essas alteragdes na microbiota intestinal favorecem uma
resposta inflamatéria no intestino e essa resposta inflamatéria provoca uma série de alteragdes que podem
comprometer as TJs causando, como consequencia, um aumento da permeabilidade intestinal.>® O aumento na
permeabilidade intestinal provoca o extravasamento de LPS para a circulag&o gerando um quadro de endotoxemia
metabolica.*>>” O LPS circulante ativa o receptor do tipo Toll (TLR)-4 e acarretande no aumento da produgéo de
mediadores inflamatdrios, como por exemplo IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y.>%> Essas alteragdes sdo mantidas e
agravadas pela continuidade na ingestdo de dietas desbalanceadas aumentando o tamanho e numero de
adipécitos, elevando ainda mais a produgéo de mediadores pré-inflamatérios provocando um quadro denominado

metainflamagao.>®

Esse ambiente inflamatério caracteristico da obesidade pode provocar um agravamento no quadro de RCU.

Em um modelo animal com camundongos obesos de indugdo de RCU por DSS, ocorreu o surgimento de lesdes
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no célon, dano epitelial e um encurtamento no cumprimento do célon quando comparados ao grupo de animais

saudaveis.®® Em outro estudo, camundongos obesos apresentaram um aumento de células NK e também um
aumento na produgdo de TNF-a e IFN-y no colon.®* A inflamag&o causada pela obesidade pode agravar ainda

mais 0 quadro de RCU através da produgdo de mediadores inflamatdrios como TLR-4, IL-6 e TNF-a no célon e

tecido adiposo visceral de camundongos alimentados com HFD.”-62

S&o varios os tipos de modelos pré-clinicos para induzir RCU, uma das formas é através do DSS.6% Esse
reagente & o produto quimico mais amplamente utilizado no mundo para a indugéo de colite ulcerativa em
roedores, devido a sua ampla disponibilidade, praticidade, custo-beneficio e capacidade de reproduzir aspectos
clinicos, histoldgicos e imunofisiologicos da doenga.83 O DSS provoca ruptura da barreira epitelial ao carregar uma
elevada carga negativa.® Essa caracteristica o torna téxico para o epitélio, induzindo erosdes que comprometem
a integridade da barreira e aumentam a permeabilidade intestinal. 8 Dentre os sinais que os animais apresentam
apds o consumo de DSS de 4 a 6 dias temos perexempleo a diarreia, presenca de sangue nas fezes e perda de
massa corporal, dentre outros sinais.53 Também, durante a eutanasia, o encurtamento do célon e 0 aumento do
seu peso sdo alteracbes macroscdpicas tipicas observadas nos animais com RCU induzidas por DSS.83 Alguns
dos sinais clinicos e alteracbes macroscopicas desse modelo estdo fortemente relacionados a mudangas na
microbiota, deplecdo de células caliciformes e mucinas, presenga de ulceragdes e erosdes na mucosa epitelial,
além de intensa infiltracdo de linfécitos e granulécitos.® Devido a sua possibilidade de aplicabilidade em diversos

submodelos (agudo, cronico e de remisséo), o DSS se torna muito eficaz na indugéo de RCU.53

O tratamento da RCU envolve uma variedade de medicamentos que tém como objetivo reduzir a inflamagao,
induzir remissdo e prevenir recaidas. A escolha do tratamento depende da gravidade da doenca e da resposta do
paciente. As principais op¢des terapéuticas atuais séo aminossalicilatos, corticosteroides, imunossupressores,
entre outros.8465 Apesar da variedade de medicamentos indicados para o tratamento dos quadros de DI, eles
agem apenas contra os sintomas, tendo o papel de manter o paciente em remissdo para melhorar os efeitos
secundarios da doenca em vez de reverter o mecanismo patogénico.®® Assim como na obesidade, ha a
necessidade de uma abordagem terapéutica combinada que muitas vezes s&o ineficazes a longo prazo,

apresentando efeitos adversos significativos como o efeito rebote do ganho de peso.®” Diante da dificuldade de
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execucdo das abordagens existentes e manutengao das injurias recorrentes em doencas do TGl é necessario a

busca por agentes com agao farmacoldgica que atuem com amplo espectro nos quadros patolégicos.

O mirceno (7-metil-3-metileno-1,6-octadieno) € um monoterpeno que possui estrutura aciclica e insaturada e
pode sofrer uma série de reacBes e ser usado como precursor de muitos derivados de monoterpenos.®® E
encontrado em muitas plantas como capim-liméo, ltpulo e verbena.®® Bonamin e colaboradores (2014) que o
mirceno administrado oralmente (7,5 mg/kg) possui a¢do gastroprotetora através de um modelo de indugdo de
Ulcera gastrica por farmacos anti-inflamatérios ndo esteroidais com prevengao da formagéo da lesdo em 74%.70
Esses estudos também comprovaram a agao gastroprotetora do mirceno, na mesma dose, frente as lesdes
gastricas induzidas por isquemia e reperfuséo, prevenindo a formacdo da Ulcera gastrica em 86%. Esse
monoterpeno também foi capaz de reduzir as concentragdes de IL-1 e a atividade da MMP-9 nesse tecido. Nesse
estudo também comprovaram sua agédo antioxidante através da modulagéo de GPx, glutationa redutase e niveis
total de glutationa e sua agao bacteristatica num modelo in vivo testado frente a Helicobacter pylori.®® Em um
estudo atual, envolvendo o mirceno e a RCU foi observado que o composto foi capaz de suprimir a via NF-Kb e a

expressdo génica da citocina TNF-a no colon de animais tratados por sete dias.”

Sé&o poucos os estudos envolvendo a agéo farmacolégica do mirceno, e nenhum estudo relacionado com esse
monoterpeno na RCU associada a obesidade, porém, diante desses achados, o potencial terapéutico multialvo do
mirceno o torna um interessante alvo para alternativas terapéuticas na doenga da RCU agravada pelo quadro de

obesidade.
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