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Resumo

A etiologia da colite ulcerativa ainda permanece desconhecida, porém atinge
uma grande parcela da populacdo mundial. A maioria das terapias disponiveis tem
eficacia limitada e geram significativos clinicos efeitos adversos. A espécie medicinal
Mouriri pusa Gardn. (Melastomataceae) foi citada diversas vezes pela populacdo local
do Tocantins como util no tratamento de disturbios do trato digestério. Os estudos
preliminares com essa planta tém apresentado efeitos gastroprotetores e cicatrizantes
intensos. Estudos fitoquimicos de seu extrato metandlico revelaram presenca de (-)-
epicatequina, além de outros flavondides, e taninos. Nesse projeto, induziu-se colite
ulcerativa em ratos por injecao local de acido trinitrobenzenosulfonico (TNBS). Foram
analisados parametros morfoldgicos, inflamatérios, imunohistoquimicos e Western
Blot. O efeito da (-)-epicatequina foi avaliado em modelo agudo nas doses de 5, 10, 25
e 50 mg/kg (p.o). Os animais receberam os tratamentos uma vez por dia durante 3 dias
antes da indugdo de colite, 2 h e 24 h apds a mesma. Observou-se macroscopicamente
que as doses de 10 e 50 mg/kg (EC10 e EC50)de epicatequina foram efetivas em
reduzir o grau de seriedade da lesdo, sendo confirmado pela analise microscdpica para
EC10. Nas quantificacbes do tecido intestinal, observou-se que a concentracdo de
glutationa em EC10 foi maior que no controle, mostrando um possivel mecanismo de
acdo, ja que a manutencdo da glutationa no tecido inflamado pode indicar potencial
antioxidante da substancia. Observou-se diminuicdo de COX-2, um pardmetro
inflamatério, e um aumento de PCNA, antigeno de proliferacdo celular, em EC10,
indicando acao antiinflamatdria e estimuladora de proliferacao celular. EC10 e EC50
foram usadas entdo para o modelo crénico de colite, no qual os diferentes grupos de
animais receberam, apés inducao de colite no primeiro dia, os tratamentos durante 21
dias. Ao final de cada semana, uma parte dos animais de cada grupo foi morta para
acompanhamento e ao final da segunda semana os ratos foram submetidos a uma
recidiva de lesdo. Foram obtidos resultados semelhantes ao modelo agudo: a EC10
apresentou escores macroscépico e microscépico de lesdo significativamente menor e
aumento significativo de glutationa em relacdo ao controle. Observou-se, como no
agudo, diminuicao de COX-2, e um aumento de PCNA na primeira e na terceira semana
nos célons do grupo EC10. A proliferagdo celular aumentada foi justificada pelo
aumento, observado por Western Blot, de EGF, fator de crescimento que estimula
proliferacdo celular e regeneragao do epitélio. Os resultados confirmam o papel da (-)-
epicatequina como antioxidante na redug¢ao do grau de lesdao, bem como seu potencial
estimulante da proliferacdao celular e reparacao tecidual, sendo util na prevengao e
tratamento da colite ulcerativa.



Abstract

Ulcerative colitis etiology is still not completely known, however, it is present
among great portion of world’s population. The majority of available therapies has
limited efficacy and provides significant adverse effects. The medicinal species Mouriri
pusa Gardn. (Melastomataceae) has been often mentioned by local population from
Tocantins as useful in the treatment of gastrointestinal disorders. Previous studies with
this plant have presented intense gastroprotective and cicatrizing effects.
Phyochemical studies of its methanolic extract revealed presence of (-)-epicatechin,
besides other flavonoids, and tannins. In this work, ulcerative colitis was induced in
rats by local injection of TNBS (Trinitrobenzenesulphonic acid). We analyzed
morphological, inflammatory, immunohistochemical and Western Blot parameters. (-)-
Epicatechin effect was evaluated in acute model in 5, 10, 25 e 50 mg/kg doses (p.o).
The animals received treatments once a day for 3 days before colitis induction, and 2 h
and 24 h after it. The doses of 10 and 50 mg/kg (EC10 and EC50) were macroscopically
observed to be effective in reducing lesion seriousness, what was confirmed by
microscopical analysis for EC10. By quantifications in the colon tissue, it was observed
that glutathion concentration in EC10 was greater than in control, showing a possible
mechanism of action, since glutathione maintenance in the inflamed tissue may
indicate antioxidant potential from the compound. It was observed COX-2 reduction,
an inflammatory parameter, and an increase in PCNA, proliferating cell antigen, in
EC10, indicating anti-inflammatory and proliferation stimulating action. EC10 and EC
were then used for chronic colitis model, in which the groups, after colitis induction in
the first Day, treatments for 21 days. At the end of each week, some of the rats from
each group were killed for accompaniment, and after the second week, lasting animals
were submitted to lesion relapse. Results similar to acute model were obtained: EC10
presented significantly lower macroscopic and microscopic scores and significant
increase of glutathione comparing to control. As in acute model, a reduction of COX-2
and an increase in PCNA were observed in EC10 group. The augmented cell
proliferation was justified by the increase of EGF observed by Western Blot. EGF is a
growth factor that stimulates cell proliferation and epithelium regeneration. The
results confirm the role of (-)-epicatechin as antioxidant in reducing lesion level, as well
as its stimulating potential of proliferation and tissue healing, being useful in the
prevention and treatment of ulcerative colitis.



Introdugdo

1. Introducao

1.1. Consideracoes gerais

A pesquisa farmacolégica com plantas medicinais no Brasil tem mais de 50
anos, porém ao longo deste periodo diversos tipos de abordagens foram utilizados no
intuito de buscar compostos biologicamente ativos para uso terapéutico. Varios
problemas foram detectados e relatados nas diversas etapas envolvidas neste tipo de
pesquisa e muito tem sido discutido sobre como soluciond-los (Di Stasi, 1996; Simd&es
et al., 1999; Yunes & Calixto, 2001). No Brasil, muitas vezes sdo utilizadas plantas com
fins medicinais com pouco ou nenhum conhecimento de suas propriedades
farmacoldgicas (Veiga Junior et al., 2005). Pesquisas com produtos naturais sao
normalmente guiadas pelo conhecimento etnofarmacolégico e tém contribuido
bastante para a renovagdo dos farmacos, por proporcionar o aparecimento de novas
estruturas quimicas e a caracterizacdo de novos mecanismos de acado (Rates, 2001). De
acordo com Newman et al. (2003), entre os anos de 1981 e 2002, de 877 novas
moléculas introduzidas no mercado, em torno de 49% eram substancias isoladas de
produtos naturais, semi-sintéticos derivados de produtos naturais ou entdo moléculas
sintetizadas tomando como modelo estruturas de origem natural.

Atualmente, é consenso que a pesquisa envolvendo plantas medicinais é
complexa e se faz necessaria uma selecdo criteriosa das espécies a serem estudadas,
levando em consideracgdo a indicacdo popular de uso medicinal (etnofarmacologia) e a
participacdo de uma equipe multidisciplinar, em todas as etapas da pesquisa. (Di Stasi,
1996; Souza Brito & Nunes, 1997). Este trabalho é parte de um projeto tematico
interdisciplinar intitulado "Bioprospeccdo de Plantas Superiores do Estado de Sdo
Paulo" desenvolvido no programa BIOTA/FAPESP cujo objetivo é a caracterizagdo
farmacoldgica e fitoquimica da flora medicinal do Cerrado. Considerando os resultados
previamente obtidos nos projetos “Avaliacdo da atividade antiulcerogénica das folhas
de Mouriri pusa (Melastomalaceae): uma espécie medicinal do cerrado” (PIBIC/CNPq)
(Vasconcelos et al., 2008), e “Efeito das Fracdes de Taninos e Flavondides de Mouriri
pusa na prevencao e tratamento de Ulceras gastricas em ratos” (FAPESP 05/58347-0) o
presente trabalho tem o objetivo de avaliar farmacologicamente, agora, a substancia

isolada (-)-epicatequina, um flavondide presente no extrato metandlico das folhas de
9



Introdugdo

Mouriri pusa, estudando seu potencial terapéutico na prevencdo e/ou cura de colite

ulcerativa experimental.

1.2. Colite Ulcerativa em humanos

A colite ulcerativa, juntamente com a doenca de Crohn, faz parte de um grupo
chamado Doencas Inflamatdrias Intestinais (DIl). E caracterizada por disfuncdo das
células T da mucosa, producdao anormal de citocinas e inflamacao celular, que levam a
dano na mucosa do célon (Fiocchi, 1998). As DIl atingem uma parcela significativa da
populacdo mundial, tendo uma prevaléncia maior em paises desenvolvidos,
acometendo aproximadamente 1,4 milhdes de pessoas nos Estados Unidos e 2,2
milhGes na Europa (Loftus et al., 2004). Em paises em desenvolvimento como no
Brasil, apesar de poucos dados disponiveis, sua prevaléncia apresenta uma tendéncia
crescente (Souza et al., 2002).

A etiologia da colite ulcerativa permanece praticamente desconhecida.
Discute-se que a doenca seja causada por desregulamento do sistema imune da
mucosa e respostas patoldgicas de células T em individuos geneticamente suscetiveis
(Neurath et al., 2002), sendo portanto, uma doenca auto-imune. Outra hipdtese é de
que o disturbio na barreira da mucosa é um fator iniciante e ataques subseqiientes por
bactérias comensais col6nicas levam a inflamacdo da mucosa (Stremmel et al., 2005).

Além dos fatores imunoldgicos, a patogénese da colite ulcerativa possui um
importante componente ambiental. Isso é evidenciado pelo fato de haver pouca
concordancia de ocorréncia entre gémeos idénticos (6-14%) (Orholm et al., 2000; Tysk
et al., 1988), associacdo com o estresse (Xu et al., 2008), além de exacerbacdo e
reincidéncia da doenga induzidas pelo consumo de AINEs (Evans et al.,, 1997). O
componente bacteriano, apesar de ndo ser uma causa, também parece ter alguma
influéncia, ja que, em experimentos, animais desenvolvem colite se expostos a
microflora bacteriana, mas nao se forem germ-free (Sartor, 2008). Além disso, existe
um importante beneficio dos antibidticos (Turunen et al., 1998) e probidticos (Peran et
al., 2007) na terapia de manutencdo da colite ulcerativa. Os fatores genéticos também
sdo reconhecidos como de grande importancia segundo as evidéncias de que parentes
de primeiro grau de pacientes com colite ulcerativa tem dez vezes mais chances de
também desenvolverem a doenga (Orholm et al., 1991), assim como judeus tem maior

10



Introdugdo

risco que ndo-judeus de apresentarem colite ulcerativa, sendo que vérios genes ja
foram caracterizados como importantes na suscetibilidade a doenca (Satsangi et al.,
1996).

A maioria das terapias contra colite ulcerativa atuais inclui a utilizacdao de
glicocorticoesterdides, sulfassalazina, acido 5-aminosalicilico, agentes
imunossupressores e anticorpos monoclonais anti-TNF-a. Essas terapias sdo caras, tém
eficacia limitada, ndo sdo especificas e geram significativos efeitos clinicos adversos,
sendo que em alguns casos, a Unica alternativa disponivel acaba sendo a cirurgia de
colostomia (Cheng et al., 2007), que gera enorme desconforto paro o resto da vida do
paciente. Dessa forma, hd uma grande necessidade de desenvolvimento de novos

tratamentos e a descoberta de farmacos realmente efetivas contra a colite ulcerativa.

1.3. Planta em estudo

A espécie Mouriri pusa Gardn. (Melastomataceae) ¢é encontrada
freqglientemente no Cerrado brasileiro (Piaui, Ceara, Pernambuco, Bahia e Minas
Gerais). Conhecida popularmente como puc3, jabuticaba do mato em Goids, manapuca
ou mandapucad em Minas Gerais e no Mato Grosso, jabuticaba do cerrado e moroso
cigano no Ceard. Esta espécie € uma pequena arvore de 5 a 7m. Através de um
levantamento etnofarmacoldgico realizado por Silva et al.,, (2000) com espécies do
Cerrado do Estado do Tocantins, a Mouriri spp foi citada diversas vezes pela populagado
local como util no tratamento de disturbios do trato digestério, uUlceras e gastrites na
forma de chd das suas partes aéreas. Os estudos preliminares realizados com dois
extratos de polaridades diferentes (os extratos diclorometano e metandlico) de M.
pusa apresentaram efeitos gastroprotetores intensos, principalmente o metandlico
(Andreo et al., 2006). Estudos fitoquimicos do extrato metandlico de Mouriri pusa
revelaram a existéncia de grande quantidade de taninos condensados e de doze
flavondides e seus glicosideos além da (-)-epicatequina (Andreo et al., 2006) (Figura 1).
Os taninos tém a capacidade de precipitar proteinas no local da ulcera, formando uma
pelicula protetora que previne absorcdo de substancias tdxicas e promove resisténcia a
acdo de enzimas proteoliticas (Nwafor et al., 2007; John & Onabanjo, 1990). Os
flavondides possuem acdo antioxidante pronunciada (Azuma et al., 2000). Também
podem apresentar a¢do antiinflamatdria em baixas doses por aumentar a resisténcia

11



Introdugdo

de capilares (Hashizume et al., 1978), ou pré-inflamatdria em altas doses (Gracioso et

al., 2002).

Rs

R1 R> R3 R4 Rs Re R~
1 H OH H H OH OMe H
2 H OH H OH H OH H
3 OH OH H OH H OH H
4 OH OH OH OH H OH H
6 OH OH H O-Ara(f) H OH H
7 H OH H O-Gal H OH H
8 H OH H O-Ara(p) H OH H
9 H OH H O-Glu OH OH OH
10 OH OH H O-Glu H OH H
11 OH O-Ara(p) | H OH H OH H
12 OH OH H O-Gal H OH H
13 OH OH H O-Glu-Rha |H OH H

OH
OH

5 R=q, (-)-epicatequina

Figura 1 — Estrutura quimica dos Flavondides e da epicatequina das folhas de M. pusa
(Andreo et al., 2006)

1.4. Substancia utilizada

Dentre as substancias encontradas no extrato, a epicatequina foi escolhida para
objeto deste estudo por alguns fatores. Ela é tida como um importante citoprotetor,
tanto por ter uma atividade antioxidante intensa como também por prevenir apoptose
celular interferindo na cadeia de caspases (Spencer et al., 2001). Galvez et al. (1995)
verificaram que a epicatequina possui uma potente capacidade de inibir a peroxidacao

lipidica, tanto em modelo ndo-enzimatico quanto enzimatico envolvendo acido
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aracdobnico, e que essa inibicdo é independente de interferéncia no sistema enzimatico
da glutationa. Isso mostra que a epicatequina pode atuar na remocao de radicais livres
na mucosa inflamada do cdlon, ajudando na sua restauracdo. Além disso, por inibir a
peroxidacdo mediada por acido aracddnico, a epicatequina tem potencial para atuar
como antiinfalmatdria na doenca inflamatéria intestinal, podendo atuar na atividade
de enzimas como lipooxigenase e ciclooxigenase.

Foi encontrada, por parte de trimeros de epicatequina, acdo inibitdria de
aderéncia de bactérias uropatogénicas ao urotélio humano, sendo essa propriedade
relacionada a inibicdo de fimbrias bacterianas (Foo et al., 2000). Essa atividade pode
ser um importante um indicativo de que ela possa também inibir adesdo de bactérias
enteropatogénicas. Foi demonstrado também que a epicatequina promove
importantes beneficios vasculares, tendo atividade estimulante da liberacdo endotelial
de d6xido nitrico (NO) (Schroeter et al., 2006). Isso pode explicar em parte o efeito
antiulcera dependente da producdo de NO por parte do extrato metanélico de M. pusa
observado em estudos anteriores (Andreo et al., 2006). J4 que é sabido que o NO esta
relacionado a manutencdo da integridade da mucosa gastrointestinal, regulacdo de
seu fluxo sanguineo e de sua producdo de muco (Chandranath et al., 2002). Também
foi reportado o papel da epicatequina na prevencdo de cancer por ajudar na
manutencdo das gap junctions entre células epiteliais (Kang et al., 2000), o que ajuda a

prevenir a evolucdo de lesGes gastrointestinais para lesdes malignas.

2. Objetivos

Nosso objetivo geral é o de estudar espécies medicinais que possuam
substancias farmacologicamente ativas como nova opc¢ao terapéutica para as doencas
gastrointestinais, contribuindo também para o desenvolvimento sustentavel da flora
do Cerrado do Estado de Sao Paulo.

Este estudo pretendeu avaliar o envolvimento da (-)-epicatequina, presente nas
folhas de Mouriri pusa, na prevengdo e tratamento de colite ulcerativa em ratos por
meio de analises macroscépicas, microscopicas e bioquimicas das lesdes intestinais em

modelos agudo e cronico, visando avaliar seus efeitos antiinflamatérios e cicatrizantes.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar (150 a 200g) provenientes do Biotério
Central da UNICAMP (CEMIB), aclimatados as condicdes do biotério setorial por pelo
menos sete dias antes da manipulacdo experimental, sob temperatura (23+ 2°C) e
ciclo claro escuro de 12 horas controlado. Os animais foram alimentados com racdo
Guabi® e d4gua ad libitum. Todos os experimentos obedeceram a protocolos
experimentais previamente aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentacdo

Animal, do Instituto de Biociéncias da UNESP — Botucatu.

3.2. Drogas

Foram utilizadas para inducdo de colite ou tratamentos:
1. Acido trinitrobenzenosulfénico (Sigma®)

2. Sulfassalazina (Sigma®)

3. (-)-Epicatequina (Sigma®)

3.3. Modelo de inducao e tratamentos de colite ulcerativa

O modelo de inflamacao intestinal selecionado consistiu da administracao
intracolOnica, nos ratos, de 10 mg de acido trinitrobenzenosulfonico (TNBS) dissolvido
em um volume de 0,25 ml de etanol/dgua 50% (Morris et al., 1989). Este modelo se
caracteriza por gerar um processo inflamatério no intestino grosso do rato com
duracdo de pelo menos seis semanas.

As doses de (-)-epicatequina selecionadas foram entre 5 e 50 mg/Kg. Tais doses
foram selecionadas com base nas doses que outros compostos fendlicos, como outros
flavondides e a paepalantina, que tém demonstrado acdo antiinflamatdria neste
mesmo modelo experimental (Di Stasi et al., 2004; Galvez et al., 2001).

Em cada experimento utilizou-se um grupo de animais controle (sem
tratamento farmacolégico e com inflamacdo col6nica) e outro branco (sem inducdo da
inflamacdo). Paralelamente se utilizaram distintos lotes de animais como controles
positivos, os quais receberam um tratamento com sulfassalazina (100 mg/kg), farmaco

utilizado na prética clinica humana nas doses de 25-250 mg/kg, via oral.
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O protocolo geral dos experimentos envolveu dois tratamentos: agudo e

cronico com recidiva, descritos a seguir:

Colite aguda: os animais receberam doses de 5, 10, 25 e 50 mg/kg uma vez
por dia de (-)-epicatequina (via oral) durante 2 dias antes da inducdo da colite, assim
como 2 horas antes e 24 horas apds a mesma. A (-)-epicatequina foi dissolvida em
solugdo salina alcoolizada a 10% (veiculo estabelecido apds testes prévios de
solubilidade) e administrada usando uma canula (vol: 10 mi/kg). Animais do grupo
controle e do grupo sem colite (branco) receberam apenas o veiculo (10 ml/kg). Outro
grupo (controle positivo) recebeu sulfassalazina (100 mg/kg) dissolvida no mesmo
veiculo. O peso corporal e a ocorréncia da diarréia para cada grupo foram registrados

diariamente.

Colite com recidiva: Neste protocolo de 3 semanas, a colite foi
primeiramente induzida com 10 mg de TNBS em etanol 50%, conforme descrito
previamente, e apds 14 dias os animais receberam uma segunda dose de 10 mg de
TNBS como tentativa de mimetizar as recidivas comuns da Doenca Inflamatoéria
Intestinal em humanos (Cheng et al., 2007). Os animais foram divididos em 5 grupos:
dois grupos receberam diariamente por via oral duas doses de epicatequina (10 e 50
mg/kg, doses selecionadas pelo ensaio de colite aguda) dissolvidas em salina
alcoolizada a 10%, um grupo controle positivo recebeu 100 mg/kg de sulfassalazina
dissolvida no mesmo veiculo, enquanto um grupo controle remanescente recebeu
apenas o veiculo (10 ml/kg de salina alcoolizada a 10%) e outro grupo, que também
recebeu veiculo, ndo teve inducdo de colite (branco). O tratamento iniciou-se 24 horas
apos a primeira administracdao de TNBS e continuou até o dia da morte dos animais.
Um grupo adicional com colite recebendo somente a primeira dose de TNBS (grupo
controle sem recidiva) foi incluido como referéncia, também tratado com o veiculo.
Peso corporal, ocorréncia de diarréia e consumo total de comida foram registrados
para cada grupo diariamente. O n utilizado foi de 15 animais para o grupo branco, 7
para o controle sem recidiva e 21 para os demais grupos. Um tergo dos animais de
cada grupo foram mortos 1, 2 e 3 semanas apds a primeira dose de TNBS, enquanto os

7 animais do grupo controle sem recidiva foram mortos apenas apds 3 semanas.
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3.4. Avaliacao do processo inflamatorio intestinal

Durante o desenvolvimento dos distintos experimentos, os animais foram
avaliados em diferentes parametros de carater geral tais como: consumo de alimento,
peso corporal e aparecimento de fezes diarréicas. Ao final de cada periodo de
tratamento, os animais foram mortos, o célon foi extraido e analisado quanto aos
prejuizos intestinais considerando-se parametros de macroscopia, bioquimica,

microscopia, imunohistoquimica e Western Blotting.

3.4.1. Avaliacao macroscopica

Na andlise macroscépica foram avaliados peso e comprimento do célon,
existéncia de aderéncias entre o intestino e érgados adjacentes e analise da severidade
e extensdo do prejuizo intestinal de acordo com uma escala descrita previamente por
Bell et al., 1995 (Tabela 1).

Tabela 1: Critério de determinacdo de escore macroscopico de lesdo colonica

Escore Critério

Sem prejuizo

Hiperemia, sem ulceras

Ulcera linear sem inflamag3o significante
Ulcera linear com inflamacdo em um sitio

Dois ou mais sitios de ulceracdo/inflamacdo

v o W N L O

Dois ou mais sitios de ulceragdo e inflamagdo ou um sitio de inflamag¢do maior que
1 cm ao longo da extensdo do coélon

6-10 | 5 o prejuizo cobrir mais que 2 cm ao longo da extensdo do célon (o escore é

aumentado em 1 ponto para cada centimetro adicional)

3.4.2. Avaliagdo bioquimica

Na analise bioquimica de amostras de tecido do cdlon dos animais foram
avaliados os seguintes parametros:

A - Conteudo de glutationa total (Anderson, 1985). A glutationa é um
tripeptideo que funciona como removedora de radicais livres. Sua determinacdo é util
para caracterizar possivel mecanismo de acdo da substdncia relacionado a sua

produgdo e/ou manutencao.
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B - Atividade da mieloperoxidase (MPO) (Krawisz et al.,, 1984). Parametro
utilizado como marcador da infiltracdo de neutrdfilos, que caracteriza a inflamacgao
intestinal.

C - Atividade da fosfatase alcalina (Bessey et al., 1946). Marcador de
diferenciacao celular e cuja atividade se encontra aumentada neste modelo de
inflamacao intestinal (Sanchez de Medina, 1996).

D - Conteudo de proteinas totais por acido bicinchoninico (BCA) (Smith et al.,

1985) para a quantificacdo de Fosfatase Alcalina em mU/mg de proteina.

A andlise dos resultados obtidos nestas determinacdes bioquimicas nos
permite, de forma simultanea, avaliar o prejuizo intestinal, assim como obter
informacgdes sobre o possivel mecanismo de acdo pelo qual um determinado composto

possa exercer seu efeito benéfico.

3.4.3. Avaliacdo microscopica

Imediatamente apds a avaliagdo macroscépica do processo inflamatério
colénico, amostras de tecido (0,5 mm) adjacentes a area de lesdo foram coletadas para
processamento histolégico. Essas amostras foram fixadas em ALFAC por 24 horas
sendo, depois, desidratadas em série alcodlica crescente, diafanizadas em xilol, e
posteriormente incluidas em parafina Histosec-Pastilhas (Merck-11609) e preparadas
para a microtomia. Os cortes, com 6um de espessura, foram desparafinizados e
reidratados utilizando série alcodlica etilica decrescente. Em seguida, as amostras
foram submetidas a coloracdo em eosina-hematoxilina para a andlise morfolégica das

lesBes. Foi estabelecido escore microscdpico segundo a tabela 2:
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Tabela 2: Critério de determinacdo de escore microscopico de lesdo col6nica

Local Critérios
Epitélio da Ulceracdo: nenhuma (0); leve na superficie (1); moderada (2); extensiva
mucosa em toda a largura (3)
Criptas Atividade mitdtica: terco inferior (0); leve no terco médio (1); moderada

no terco médio (2); terco superior (3)
Deplecdo de muco: nenhuma (0); leve (1); moderada (2); severa (3)

Lamina propria Infiltrado mononuclear: nenhum (0); leve (1); moderado (2); severo (3)
Infiltrado de granuldcitos: nenhum (0); leve (1); moderado (2); severo (3)
Vascularidade: nenhuma (0); leve (1); moderada (2); severa (3)

Submucosa Infiltrado mononuclear: nenhum (0); leve (1); moderado (2); severo (3)
Infiltrado de granulécitos: nenhum (0); leve (1); moderado (2); severo (3)
Edema: nenhum (0); leve (1); moderado (2); severo (3)

Escore maximo 27 Camuesco et al., 2005; Stucchi et al., 2000

3.4.4. Imunohistoquimica

Os cortes histoldgicos foram desparafinizados, re-hidratados e submetidos a
recuperacao antigénica pelo método do tampado citrato em forno de microondas em
alta temperatura por 10 minutos. Depois, os cortes foram colocados em solugao de
bloqueio de sitios de ligacao inespecificos: leite desnatado a 1% em PBS; e solucdo de
bloqueio de peroxidase enddgena: H,0, 3% em PBS. Foram entdo lavados em PBS e
incubados por duas horas, a temperatura ambiente, com anticorpo primario diluido
em solugdo PBS. Entao foram lavados em PBS e incubados com anticorpo secundario
biotinilado, novamente lavados, e depois incubados com o reagente ABC (Complexo
peroxidase avidina : biotinilada) Vectastain®. A revelagdo foi feita com o substrato
DAB (diaminobenzidina) mais H,0,. O resultado do processo foi analisado em
microscépio LEICA® e os campos de 0,32 mm? capturados pelo software Leica Q-Win®.
As quantificagdes foram feitas no software AVSoft BioView 4°.

Apenas a dose de epicatequina que apresentou melhor efeito nos parametros
anteriores foi analisada, além dos controles. Os anticorpos primarios utilizados foram:

A- COX-2 (Santa Cruz®), para avaliar grau de inflamag¢do (Motilva et al., 2005;
De Maria et al., 2003; Halter et al., 2001). Foi quantificada a area de expressdo de COX-

2 na mucosa do célon em campos aleatoérios.
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B- PCNA (Santa Cruz®), marcador de divisdo celular par avaliar grau de
regeneracdo tecidual. Foram contados nucleos de células PCNA-positivos em campos

aleatdrios da mucosa colonica.

3.4.5. Western Blot

As amostras teciduais de célon foram colocadas em tampdo de extracdo de
proteina [Tris-HCl 100mM pH 7,6; NaCl 50mM; EDTA 5mM pH 8; Triton x100 1% e
coquetel inibidor de protease (Sigma®) 1%] na propor¢ao de 1 g de tecido : 5 ml de
tampao. Foram homogeneizadas com Turrax e centrifugadas a 3000 rpm por 10 min. O
sobrenadante, apds determinacdo de proteinas totais por BCA (Smith et al., 1985),
teve a concentragdo de proteinas totais corrigida para 2 pg/upl com tampao de amostra
SDS-PAGE (Tris-HCI 260mM pH 6,8; SDS 7,3%; B-mercaptoetanol 0,2% e sacarose
16,6%). Posteriormente, essas amostras foram fervidas a 952C por 5 min e, em
seguida, foram aplicados 10 pl de cada amostra em gel de poliacrilamida a 10%. A
corrida eletroforética foi feita utilizando-se tampao de eletrodo (Tris-HCI 25mM, glicina
190mM e SDS 0,1%), a 120V por 4 h.

A transferéncia eletroforética das proteinas do gel para a membrana de
nitrocelulose foi realizada em tampdo de transferéncia (glicina 192mM, Tris-HCI
25mM, SDS 0,1% e etanol 18%) por 3 h, a 35 V. Apds a eletrotransferéncia, a
membrana foi corada com Ponceau [Ponceau R (Sigma®) 0,2% em acido tricloro-
acético a 3%].

As membranas foram, entdo, incubadas com solu¢dao bloqueadora de sitios
inespecificos leite-TBS/T [Leite desnatado 5% em TBS/T (Tris 10 mM, NaCl 150 mM,
Tween 20 0,05%, pH 7,4)] por 1 h sob agitagdo. Foram incubadas com anticorpo
primario 1:500 em leite-TBS/T por 1 h e lavadas com TBS/T. Foram, entdo, incubadas
com anticorpo secundario biotinilado por 1 h, novamente lavadas, e depois incubadas
com o reagente ABC (Complexo peroxidase avidina : biotinilada) Vectastain® por 1 h. A
revelacdo foi feita com o substrato DAB (diaminobenzidina) mais H,0,. As membranas
foram escaneadas em Scanner HP Twain 2400® e as bandas mensuradas no software
AVSoft BioView 4®. Apenas a dose de epicatequina que apresentou melhor efeito nos

parametros anteriores foi analisada, além dos controles.
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Para o modelo de colite agudo, utilizou-se o anticorpo primario anti-HSP-70
(Heat Shock Protein 70), proteina com funcdo de proteger os processos homeostaticos
celulares de injurias ambientais e fisioldgicas através da preservacao de estruturas de
proteinas normais e reparo ou remoc¢ao de proteinas danificadas (Tytell & Hooper,
2001), para avaliar possivel mecanismo de protecdo, além de verificar se a
epicatequina tem efeito sensibilizante por inibir a expressio de HSP como foi
observado em outros flavondides (Hosokawa et al., 1992).

Para o modelo de colite crénico com recidiva utilizaram-se os seguintes
anticorpos primarios:

A — EGF (Fator de Crescimento Epidermal): peptideo constantemente liberado
na luz do trato gastrointestinal com ag¢do estimulante sobre a proliferagao celular e a
regeneracdo do epitélio da mucosa intestinal no caso de ulceracao (Playford, 1995).

B — iNOS (Oxido Nitrico Sintase induzivel): enzima com importante papel na
patogénese da colite, onde sua expressdo encontra-se aumentada (Salas et al., 2002).
Além disso, ja foram reportados flavondides com acdo inibidora sobre essa enzima

(Middleton et al., 2000).

3.5. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Diferencas
entre as médias foram testadas por Analise de Variancia (ANOVA) seguida por testes
de significancia. Dados ndo paramétricos (escores) foram expressos como mediana e
intervalo interquartil e foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney. Dados de
frequéncia foram analisados pelo teste X2. Significancia estatistica foi considerada para

valores de p<0,05.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Ensaio Agudo

Apds a realizagdo do modelo agudo de indugdo de colite, pode-se constatar
através do escore macroscépico das lesGes que as doses de (-)-epicatequina (EC) de 10
mg/kg (EC10) e 50 mg/kg (EC50) foram efetivas em diminuir a severidade das lesGes
(tabela 3) comparando-se ao controle, o que pode ser confirmado, no caso de EC10,
com a andlise microscépica das lesdes (tabela 3).

Tabela 3: Escores macroscépico e microscopico dos diferentes grupos submetidos ao modelo
de colite agudo.

Branco Controle EC5 EC10 EC25 EC50 Sulfa.

Escore . " *
Macroscépico 0 9(1,25) 8 (1) 7(1) 75(1) 7(05)*  8(15)
Escore 0* 19(1,5)  18(1,0) 15(L5)* 18(3,5) 16(2,0) 16(1,0)

Microscépico

Resultados expressos em mediana (intervalo interquartil). Kruskal-Wallis — Mann-
Whitney, *p<0,05 em relacdo ao controle. n=5; 8; 7; 7; 6; 7; 7, respectivamente.
Sulfa.= Sulfassalazina.

Os pesos corporais dos animais eram semelhantes entre os diferentes grupos
até o dia 3 (figura 2), dia em que a colite foi induzida apds 24h de jejum (por isso a
gueda no peso do dia 2 para o dia 3). Apds esse dia, o grupo branco no dia 5
apresentou peso significativamente maior que o controle, indicando que a indugdo da
colite diminuiu o ganho de peso dos animais de forma semelhante entre os grupos.
Também com os dados de peso e comprimento dos célons ndo houve diferenca entre
os grupos coliticos, embora o grupo branco tenha apresentado maior comprimento e
menor peso de cdlon em relagdo ao controle (tabela 4), indicando que a inducdo de
colite diminuiu o comprimento e aumentou o peso dos célons de forma semelhante

entre os grupos coliticos independentemente do tratamento.
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Figura 2: Peso dos animais ao longo dos 5 dias de experimento agudo. Resultados expressos
em média. ANOVA — Dunnet. n=5; 8; 7; 7; 6; 7; 7, respectivamente. Obs.: dia 3: inducdo de
colite apds 24h de jejum.

Tabela 4: Relagdo peso/comprimento dos célons dos diferentes grupos submetidos ao
modelo de colite agudo.

Branco Controle EC5 EC10 EC 25 EC50 Sulfa.

PesodoCélon 7843+ 152,19+ 134,90+ 130,13+ 139,77+ 141,17+ 136,38+
(mg/cm) 5,42* 8,31 8,19 7,64 10,61 11,01 4,81

Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA — Dunnet, *p<0,05 em relagdo ao controle. n=
5;8;7;7;6;7; 7, respectivamente. Sulfa.= Sulfassalazina.

Com as analises bioquimicas, pode-se ter uma no¢do do provavel mecanismo
de acdo da EC, visto que a dose da substancia que diminuiu tanto o escore
macroscopico quanto o microscépico (EC10) também apresentou niveis de Glutationa
no tecido do célon significativamente maior do que a encontrada no grupo controle
(tabela 5). Para os demais parametros analisados (MPO, fosfatase alcalina e proteinas
totais) ndo houve diferenca entre os grupos coliticos tratados e o controle (tabela 5). A
glutationa (GSH) é um tripeptideo produzido pelas células da mucosa que funciona
como antioxidante ao participar de vdrios aspectos do metabolismo oxidativo,
incluindo remoc¢do de hidroperdoxidos e manutencdo do estado fisioldgico dos
grupamentos sulfidrila de proteinas (Hayes & McLellan, 1999; Loguercio & Di Pierro,
1999). Por isso, ao se constatar uma maior concentra¢do de GSH no grupo tratado com

epicatequina, pode-se inferir que a substancia-teste estimula a produ¢dao de GSH no
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tecido atuando como antioxidante, podendo inclusive atuar como antioxidante
diretamente, fazendo com que a deplecdo de GSH devido ao processo inflamatério
seja menor.

Tabela 5: Quantificacdes bioquimicas de glutationa, mieloperoxidase (MPO) e fosfatase
alcalina no célon dos animais submetidos ao modelo de colite agudo.

Fosfatase Alcalina

Glutationa (nmol/g) MPO (U/g) (mU/mg de proteina)
Branco 1555,75 + 107,83* 16,98 + 4,63* 8,43 £ 0,79*
Controle 954,73 £ 69,74 1780,19 + 263,77 17,21+1,16
EC5 1035,49 + 72,95 1975,90 £ 294,86 20,78 £ 1,98
EC10 1176,55 + 46,34* 1876,74 + 243,27 17,83 +£1,30
EC 25 1130,95+ 42,46 1973,38 + 178,27 20,04 £ 2,71
EC50 1127,25 + 35,36 1806,57 + 219,35 20,47 £ 2,02
Sulfassalazina 1104,60 + 22,33 1814,55 + 214,46 20,49+ 2,01

Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA - Dunnet comparando controle com cada
grupo, *p<0,05.n=15; 8; 7; 7; 6; 7; 7, respectivamente.

A imunohistoquimica para COX-2 revelou que a EC10 (Unica dose acessada por
ser a de melhor efeito) apresenta significativa diminuicdo de expressdao de COX-2 em
relacdo ao controle (Tabela 6), demonstrando sua acdo antiinflamatéria. Segundo
Villegas et al. (2003), os flavondides sdo notadamente reconhecidos como
antiinflamatérios e seus efeitos terapéuticos de prote¢dao da mucosa sao exercidos
através de um mecanismo complexo envolvendo inibicdo da sintese eicosandides e/ou
limpeza de radicais livres e acdo antioxidante. Portanto, essa reducdo era esperada e
consiste com o resultado obtido com a fracdao de flavondides de Mouriri pusa, que
diminuiu a expressdo de COX-2 na mucosa gastrica (Vasconcelos et al., 2007).

J4 na analise imunohistoquimica para PCNA, a EC10 aumentou a expressao
desse peptideo em relacdo ao controle (Tabela 6). O PCNA (Antigeno Nuclear de
Proliferacao Celular) é um polipeptideo nuclear de 36 kDa altamente conservado
identificado como proteina auxiliar da DNA polimerase delta (Nanji & Tahan, 1996;
Prelich et al., 1987; Bravo et al., 1987). Ele é expresso principalmente durante a fase S
do ciclo celular, podendo ser usado, portanto, como marcador de células em
proliferacdo (Celis & Celis, 1985). Esse aumento na proliferacdo celular é positivo para
a regeneracdo da mucosa, pois repde mais rapidamente as células epiteliais

danificadas.
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Tabela 6: Quantificagdes imunohistoquimicas de COX-2 e células PCNA-positivas no célon
dos animais submetidos ao modelo de colite agudo.

COX-2 (um*/mm?) PCNA (céls./mm?)
Branco 4058,65 + 3356,31* 249,21 + 18,49*
Controle 24207,99 + 2614,22 399,34+ 19,43
EC10 9257,06 + 3110,30* 572,83 + 15,69*
Sulfassalazina 14635,04 + 2039,01* 372,52 + 24,85

Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA — Dunnet. *p<0,05 em relagdo ao controle. n=
5;8; 7; 7, respectivamente.

Foi analisada por Wertern Blot a presen¢a no tecido colénico de HSP-70. A
HSP70 - Heat Shock Protein 70 — é uma proteina da familia HSP presente nas células de
mamiferos, com peso molecular aproximado de 70 kDa. E a mais abundante,
conservada e consistentemente produzida no interior das células em resposta as
diferentes formas de estresse (Shichijo et al., 2003), tais como calor, agentes téxicos,
infeccdo e proliferacdo (Oberringer et al., 1995). Tais proteinas tém a funcdo de
proteger os processos homeostaticos celulares de injurias ambientais e fisiologicas
através da preservacdo de estruturas de proteinas normais e reparo ou remocgao de
proteinas danificadas (Tytell & Hooper, 2001). Ndo foi observada diferenca de
expressao entre a EC10 e o controle (Figura 3), indicando a ndo participacdo dessa
proteina no mecanismo de acdo da EC10, tampouco que a EC10 promova
sensibilizacdo celular por inibicdo da producdo de HSP-70 frente ao estresse, fato

ocorrido com outros flavonéides como a quercetina (Hosokawa et al., 1992).

| Branco | Branco | Contr. | Contr. |EC10 [EC10 |Sulfa |Sulfa |

| Branco | Controle | EC10 | Sulfassalazina |
UA 4,61 335,70 456,28 541,07

Figura 3: Western Blot da expressao de HSP-70 no célon dos ratos submetidos ao ensaio de
colite agudo. Resultados em média, quantificacdes em UA (Unidade aleatéria)

4.2. Ensaio Cronico com Recidiva

Com a observacdo de que as doses que apresentaram melhores resultados no
ensaio agudo foram de 10 e de 50 mg/kg, essas doses foram utilizadas no ensaio
cronico. Ao final de cada uma das trés semanas de avaliagdo, os escores macroscopicos

de lesdo foram avaliados e nas trés semanas a EC10, a exemplo do ensaio agudo,
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apresentou escore significativamente menor que o controle (tabela 7), indicando sua
eficacia em reduzir também a gravidade de lesdes cronicamente, inclusive apds
recidiva. Na terceira semana, ap6s recidiva, o escore do grupo EC10, ao contrario dos
outros grupos coliticos, ndo foi estatisticamente diferente do controle sem recidiva.
Este é um importante indicativo do efeito terapéutico da epicatequina pois indica que
a instalacdo da lesdo reincidente para o grupo EC10 foi pouco eficaz, mostrando seu
potencial preventivo também na inibicdo de agravamento da lesdo colitica por
reincidéncia de estimulo lesivo. Corroborando esses dados, a andlise microscépica das
lesdes revelou que a EC10 apresentou escore significativamente menor que o controle
nas trés semanas avaliadas e também nao foi estatisticamente diferente do controle

sem recidiva.

Tabela 7: Escores macroscépico e microscépico das lesdes coliticas dos diferentes
grupos submetidos ao modelo de colite agudo.

Escore 12 semana Escore 22 semana Escore 32 semana
Macro Micro Macro Micro Macro Micro
Branco 0* 0* 0* 0* 0** 0**
Controle 6 (1,5) 18 (2) 6 (1,5) 19(2,5) 55(1,75)" 18,5(1)"
EC 10 4(1)* 14 (1,5)* 2 (1)* 13 (2)* 3(1)* 15 (2)*
EC 50 4(2,5) 16 (2,5) 3(1) 15 (1,5) 4(1,5)" 16 (1,5)
Sulfassalazina  3,5(2,5)  15,5(2,5) 4(1,5) 16 (1,5) 5(2)" 17 (2)*
CSR - - - - 2 (1)* 12 (1)*

Resultados expressos em mediana (intervalo interquartil). Kruskal-Wallis — Mann-Whitney,
*p<0,05 em relacdo ao controle, *p<0,05 em relagdo ao controle sem recidiva (CSR). n(12
semana)=5;7,7,7;6, n(22 semana)=4;7;7;7,;7, n(32 semana)= 5;6;7;7;7;7, respectivamente.
Para as quantificagcdes bioquimicas, a exemplo do ensaio agudo, houve um
aumento estatisticamente significativo de glutationa no grupo EC10 com relacdo ao
controle, na primeira e terceira semanas, confirmando o seu papel antioxidante ao
proporcionar a manutenc¢do da glutationa no tecido (Tabela 8). Na segunda semana
provavelmente ndo foi detectado aumento devido ao tempo decorrido da indugdo ser
maior (duas semanas) que na primeira (uma semana) e terceira semanas (uma semana

apos a recidiva).
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Tabela 8: Quantificagdes bioquimicas de glutationa (GSH) (nmol/g), mieloperoxidase (MPO)
(U/g) e fosfatase alcalina (mU/mg de proteina) no célon dos animais submetidos ao modelo

de colite cronico.

GSH 12 semana

GSH 22 semana

GSH 32 semana

Branco 1727,88 +95,34* 1134,20 +79,27 1726,73 +34,92*"
Controle 1323,49 +£43,15 1353,74 +£77,53 1374,42 i77,55#
EC10 1662,56 +99,92* 1236,37 +45,62 1673,06 +82,37*"
EC50 1529,50 + 87,26 1150,68 +52,38 1658,92 +110,49
Sulfassalazina 1555,76 + 141,52 1269,79 +57,53 1562,79 +110,64"
CSR - - 1914,64 +63,62*

MPO 12 semana

MPO 22 semana

MPO 32 semana

Branco
Controle
EC10

EC50
Sulfassalazina
CSR

64,56
377,52
386,31
463,36
383,79

+19,05*
+85,14
+ 76,80
+98,97
+81,39

101,65 *6,63*
219,49 +25,09
247,64 34,71
211,67 +51,93
179,12 +£26,34

71,69
634,42
401,91
504,98
450,46
225,23

+5,64*"
+149,44"
+70,28
+144,73
+73,96"
+46,09*

Fosfatase Alcalina 12

Fosfatase Alcalina 22

Fosfatase Alcalina 32

semana semana semana
Branco 20,93 +2,21* 28,18 *1,56* 17,56 +1,39*
Controle 46,94 +2,62 40,02 +*3,63 27,39 +3,76
EC10 54,04 +6,67 34,96 +1,56 27,23 +2,10
EC50 49,89 +7,95 48,16 +9,97 30,31 +1,20
Sulfassalazina 55,92 +7,85 39,40 +5,07 38,38 +4,96"
CSR - - 24,25 +2,71

Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA - Dunnet comparando controles com cada
grupo, *p<0,05 em relagdo ao controle, *p<0,05 em relagdo ao controle sem recidiva (CSR).
n(12 semana)=5;7,7,7;6, n(22 semana)= 4;7;7;7,7, n(32 semana)= 5,6;7;7;7;7, respectivamente.

Os pesos corporais dos animais evoluiram sem diferenca significativa entre os

grupos tratados com epicatequina e o controle (Figura 4). Com relagdo ao peso e

comprimento dos célons no experimento crénico, observou-se que o grupo branco

apresentou maior comprimento de célon, como no ensaio agudo, porém somente na

segunda e terceira semanas. Os grupos EC ndo diferiram do controle em nenhuma

semana (Tabela 9).
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—o—Branco —#@—Conrole —4—ECI10 EC50 »*— Sulfasalazina —e—CSR

Figura 4: Peso dos animais ao longo dos 21 dias de experimento cronico. Resultados
expressos em média. ANOVA — Dunnet. Obs.: dias 0 e 14: indugdo de colite apds 24 h de
jejum; dias 7, 14 e 21: morte de 7 animais de cada grupo, 5 do grupo branco, apés 24 h de
jejum.

Tabela 9: Peso e comprimento dos colons dos diferentes grupos submetidos ao modelo de
colite crénico.

12 Semana 22 Semana 32 Semana

Peso do Comprimento Peso do Comprimento Peso do Comprimento

colon (g) do célon (cm) colon (g) do célon (cm) colon (g) do célon (cm)
Branco 1,56 £ 0,15 17,22 +£1,00 1,95+0,23 19,05 + 1,24* 2,13+0,11 23,56 + 0,54*"
Controle 2,20+0,28 15,50+ 0,35 1,97 £0,15 15,46 £ 0,34 2,38+0,27 16,58 £ 0,72"
EC10 2,37+0,26 15,31+ 0,63 1,93+0,12 14,91+ 0,54 2,18 £0,13 16,70 £ 0,59"
EC50 2,32+0,21 15,26 £ 0,40 2,13+0,11 15,24 + 0,56 2,03+0,10 14,99 £ 0,46
Sulfa. 2,34+0,18 15,12 + 0,27 1,97 £ 0,09 16,70 £ 0,68 2,27 £0,09 13,94 +0,47*
CSR - - - - 1,84+0,12 14,09 + 0,49*

Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA — Dunnet, *p<0,05 em rela¢do ao controle,
#*p<0,05 em relagdo ao controle sem recidiva (CSR). n(12 semana)= 5;7;7;7;6, n(22 semana)=
4;7;7;7;7, n(32 semana)= 5;6;7;7;7,7, respectivamente. Sulfa.= Sulfassalazina.

A exemplo do ocorrido no ensaio agudo, a EC10 diminuiu a expressdo de COX-2
no tecido do célon quando analisada por imunohistoquimica (Tabela 10). Nas trés
semanas analisadas, a expressdao de COX-2 no grupo EC10 foi significativamente menor
qgue no controle, reforcando assim a sua acdo antiinflamatdria. A sulfassalazina
também atuou como antiinflamatdria na primeira e na terceira semana por reduzir a
expressao de COX-2.

Também semelhantemente ao ensaio agudo, a expressdao de PCNA avaliada por
imunohistoquimica foi aumentada no grupo EC10 em relagdo ao controle na primeira e

na terceira semana avaliadas (Tabela 10), indicando aumento da proliferacdo celular.
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Na segunda semana ndo houve aumento significativo de proliferacao celular para o

grupo EC10 provavelmente pelo fato de a lesdo ja estar se resolvendo.

Tabela 10: Quantificagdes imunohistoquimicas de COX-2 e células PCNA-positivas no célon
dos animais submetidos ao modelo de colite cronico.

COX-2 12 semana COX-2 22 semana COX-2 32 semana
Branco 13151,38 +7642,79* 5899,88 +6947,30* 6618,02 +7509,17*
Controle 42561,22 +7504,32 52894,12 +10978,02 46529,49 +11713,00
EC10 8515,84 +7309,41* 8599,16 * 7965,00* 8139,53 + 8095,28*
Z“'fassa'az'" 16594,99 *6111,12* 2941599 *11128,13  16125,29 *10938,09
CSR - - 16986,12 +8481,50

PCNA 12 semana PCNA 22 semana PCNA 32 semana
Branco 277,94 +21,54* 274,82 +28,95* 237,34 +30,82*
Controle 452,82 +74,51 371,63 + 25,49 359,13 + 16,83
EC 10 568,37 +20,43* 306,04 +19,91 484,05 +21,86*"
Sulfassalazin
a 387,24 +23,76 396,61 +22,43 412,22 +28,92"
CSR - - 306,04 +23,26

Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA - Dunnet, *p<0,05 em relacdo ao controle,
*p<0,05 em relagdo ao controle sem recidiva (CSR). n(12 semana)= 5;7;7;6, n(22 semana)=
4,;7;7;7, n(32 semana)= 5;6;7;7;7, respectivamente.

Para investigar o mecanismo desse aumento na proliferacdo celular, foi
estudada a presenca de EGF (Fator de Crescimento Epidermal) na mucosa do célon dos
animais por Western Blot. Verificou-se que a EC10 apresentou niveis de EGF acima dos
verificados no controle (Figura 5), o que pode explicar o aumento na proliferacao
celular por parte desse tratamento. O EGF é produzido pelas glandulas salivares e pelas
glandulas de Brunner do duodeno. Além disso, a ulceracdo do epitélio induz a
diferenciacdo de uma linhagem de células tronco gastrointestinais que cresce
localmente como um tubulo adjacente a ulcera e produz e secreta EGF (Wright et al.,
1990). Sua agdo, no caso de ulceragao, é estimulante sobre a proliferacdao celular e a
regeneracdo do epitélio da mucosa intestinal (Playford, 1995). Sinha et al. (2003)
demonstraram que a administracao por enema de EGF juntamente com o tratamento
oral de messalazina reduziu significativamente a inflamagao colitica quando
comparado com pacientes tratados apenas com messalazina e enema de placebo. Esse
aumento da expressao de EGF pode ser um dos mecanismos de a¢cdo da EC10 contra a
colite.

28



Resultados e Discusséo

Branco | Branco | Contr. | Contr. | EC10 | EC10 | Sulfa | Sulfa |

12 Semana PR — o — at—— -
22 Semana
32 Semana -y . o i — ne

UA Branco Controle EC10 Sulfassalazina
12 Semana 73,50 156,94 298,14 139,87
22 Semana 66,47 98,12 225,38 82,07
32 Semana 105,70 131,66 201,54 94,62

Figura 5: Western Blot da expressiao de EGF no cdlon dos ratos submetidos ao ensaio de
colite crénico. Resultados em média, quantificagdes em UA (Unidade Aleatéria).

A expressdo de iNOS (Oxido Nitrico Sintase induzivel) também foi avaliada por
Western Blot por ser uma enzima com importante participacdo na patogénese da
colite ulcerativa (Salas et al., 2002). Camuesco et al. (2004) associaram o efeito
antiinflamtério do flavondide quercitrina sobre a colite ulcerativa a sua capacidade de
inibir a expressdao de iNOS. Porém, embora os grupos coliticos tenham apresentado
expressao aumentada de iNOS em relagdo ao grupo branco (fato descrito na literatura
de que a colite ulcerativa aumenta os niveis de expressdo de iNOS no célon (Boughton-

Smith et al., 1993)), nenhum tratamento reduziu essa expressao (Figura 6).

Branco | Branco | Contr. | Contr. | EC10 | EC10 | Sulfa | Sulfa
12 Semana
22 Semana
32 Semana
UA Branco Controle EC10 Sulfassalazina
12 Semana 62,68 199,82 166,03 132,46
22 Semana 53,30 258,84 195,38 271,02
32 Semana 92,57 180,48 198,47 147,59

Figura 6: Western Blot da expressao de iNOS no célon dos ratos submetidos ao ensaio de
colite crénico. Resultados em média, quantificagGes em UA (Unidade Aleatdria).

4.3. Consideracoes Finais

O efeito benéfico da dose de 10 mg/kg de epicatequina sobre lesdes intestinais

desapareceu neste estudo quando a dose foi aumentada, fato ja observado com outras
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substancias fendlicas para este modelo, sendo sugerido que isso se deve a uma agao
pré-oxidante dessas substancias em doses mais elevadas, que sobrepuja seus efeitos
benéficos sobre a colite ulcerativa (Sanchez de Medina et al., 1996).

O fato de a epicatequina nao ter sido capaz de reduzir a enzima MPO no tecido
colonico em relacdo ao controle, apesar de uma diminuicdo na infiltracdo de
neutréfilos ter sido observada microscopicamente, pode estar relacionado a natureza
de inducdo de colite utilizada, o TNBS, que gera um dano muito intenso, sendo dificil
de essa acdo farmacoldgica ser detectada (Veljaca et al., 1995). Apesar disso, mesmo
ndo sendo diminuida a agao da MPO nesse modelo, a epicatequina protegeu a mucosa
dos danos oxidativos provocados pela infiltracdo granulocitica atuando na manutencao
de glutationa no tecido, acdo semelhante a encontrada no tratamento com
paepalantina em dose similar (Di Stasi et al.,, 2004). Essa quantidade maior de
glutationa encontrada nos célons dos animais tratados com epicatequina, somado ao
fato de a epicatequina ser capaz, in vitro, de inibir a peroxidacao lipidica, tanto em
modelo ndo-enzimatico quanto enzimatico envolvendo 4dacido aracdonico,
independentemente de interferéncia no sistema enzimatico da glutationa (Galvez et
al.,, 1995), permite afirmar que a substancia atua na normalizacdo do estresse
oxidativo por mecanismos antioxidantes. Essa acdo benéfica sobre a colite ulcerativa
devido a mecanismos antioxidantes é bastante observada no tratamento com plantas
ricas em compostos polifendlicos, como a Turnera ulmifolia (Galvez et al., 2006). Um
desequilibrio entre a formagdo de espécies reativas de oxigénio e micronutrientes
antioxidantes é importante na patogénese e perpetuacdo do dano tecidual nas
doengas inflamatdrias intestinais em geral (Lih-Brody et al., 1996), portanto, terapias
de abordagem antioxidante podem ser promissoras no tratamento e prevencao de

colite ulcerativa.
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5. Conclusoes

Todos esses resultados nos mostram que a epicatequina na dose de 10 mg/kg
foi efetiva na reducdo da gravidade das lesdes, tanto no ensaio agudo quanto no
cronico. Embora ndo tenha tido sucesso na diminuicao da infiltragdao de neutrdéfilos na
mucosa, o que foi observado pela ndo alteracdo na concentracdo da enzima
mieloperoxidase, a epicatequina pdde proteger essa mucosa dos danos da infiltracao
inflamatéria por redugdo de stress oxidativo, observado pela manutencdo da
glutationa. A sua agao antiinflamatéria também foi notada pela diminui¢ao nos niveis
de COX-2 no tecido. Além disso, a epicatequina foi capaz de estimular a proliferagao
celular e reparacdo do epitélio por estimulacdo da expressdao de EGF. Os fatores de
crescimento, como o EGF, estdo cada vez mais sendo estudados no tratamento de
doengas inflamatdrias intestinais e também constituem um potencial mecanismo para

desenvolvimento de novos farmacos.
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