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Resumo

Trabalho de Conclusio de Curso realizado no Laboratorio Fitomedicamentos,
Farmacologia e Biotecnologia (FitoFarmaTec) do Instituto de Biociéncias de Botucatu,
da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho. O presente trabalho apresenta
o relatorio de atividades realizadas durante estagio em farmacologia, bem como o uso de
técnicas e equipamentos de andlise em doenga inflamatoria intestinal.



Abstract

Final Course Project carried out at the Phytopharmaceuticals, Pharmacology, and
Biotechnology Laboratory (FitoFarmaTec) of the Institute of Biosciences in Botucatu,
Sdo Paulo State University Julio de Mesquita Filho. This paper provides a report on the
activities conducted during the pharmacology internship, along with the utilization of
analytical techniques and equipment in inflammatory bowel disease research.
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1. INTRODUCAO AO LABORATORIO FITOFARMATEC

A doenga inflamatoria intestinal engloba a retocolite ulcerativa (RCU) e a doenga
de Crohn (DC), sendo ambas caracterizadas por inflamagdo crdénica no intestino. No
laboratorio de Fitomedicamentos, Farmacologia e Biotecnologia (FitoFarmaTec),
liderado pelo professor Dr. Luiz Claudio Di Stasi e localizado no Instituto de Biociéncias
de Botucatu (IBB - UNESP), sdo realizados experimentos que reproduzem as doengas
cronicas nao transmissiveis em ratos e camundongos, principalmente a doenca
inflamatoéria intestinal e a obesidade, utilizando produtos de alimentos funcionais e/ou
outros produtos de origem vegetal e avaliando a eficicia destes produtos. Através da
suplementagdo em dietas com compostos naturais, sdo analisadas as atividades
antiinflamatoria, moduladora da microbiota intestinal e antioxidante em modelos in vivo
e in vitro. Além disso, sdo realizados ensaios com produtos naturais no controle da

obesidade e com produtos dermo-cosméticos a base de extratos vegetais.

Dentro do laboratério, sdo realizadas analises macroscopicas, histologicas e
bioquimicas, como glutationa e mieloperoxidase (MPO), e andlises que utilizam as células
Caco2, no intuito de avaliar viabilidade celular, ensaios com lipopolissacarideos (LPS),
expressao génica de biomarcadores da inflamacao, andlise de microRNAs, produ¢do de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e expressao de bactérias que estdo relacionadas a

doenca inflamatoria intestinal.

2. MANEJO DE ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

A experimentagdo animal ¢ de extrema importancia para o desenvolvimento de
medicamentos, compreensao de doengas e eficacia de tratamentos com produtos naturais.
Sao utilizados ratos Wistar e camundongos (linhagens C57BL/6J ¢ BALB/c), devido a
praticidade, manipulabilidade genética e algumas semelhangas importantes com o
organismo humano. Os camundongos, diferentemente dos ratos Wistar, costumam ter um
comportamento mais agressivo, territorialista e, as vezes, canibalista; quando este ultimo
ocorre, o animal dominante ataca os outros animais da mesma caixa, € ¢ necessario separa-
los até que a ferida cicatrize. Ratos Wistar possuem um comportamento mais tranquilo, e

raramente atacam se forem manipulados da forma correta.

Antes de comecgar os experimentos, ¢ necessario que os animais utilizados sejam

manuseados e aclimatados ao ambiente e aos odores, o que facilitard o controle deles



posteriormente. As caixas devem ser limpas e trocadas semanalmente, bem como a
maravalha, agua e ragdo, sendo que estas duas ultimas dependem de cada experimento.
Para manusear os animais, ¢ necessario pega-los pela base da cauda ou conté-los ao
agarra-los com o indicador e o polegar perto da base da cabega; dessa forma, o animal ¢
segurado firmemente e permanece imovel durante as administragdes. Os animais sao
separados em diferentes grupos, como branco, controle, acai 5% e 10%, cevada, banana
nanica verde, inulina, mate e diferentes associacdes entre os tratamentos, dependendo de

cada experimento.

A administracdo de substancias ¢ feita através de via oral (gavagem) apos contélos,
ou por outras vias como intraperitoneal (em anestesias) ou intra-retal (como nos casos de
administracdo de TNBS). Os tratamentos utilizados no laboratério sdo implementados na
alimentag¢do junto a racdo dos animais, podendo ser micronizados ou ndo, ou dados aos
animais via gavagem. Caso sejam implementados na ragdo, ¢ necessario que ocorra, antes
do experimento, a producdo de ragdo na UNIPEX (Unidade de Pesquisa Experimental —
localizada na UNESP Botucatu). Os produtos sdo misturados a ragdo, todos em forma de
farelo, e, apds a adicdo da quantidade de agua necessaria, sdo transformados em formato
cilindrico (pellet) por uma peletizadora. Apds a peletizacdo, a ragdo em formato de pellet

precisa passar por processos de resfriamento e secagem para ser oferecida aos animais.

De acordo com cada pesquisa realizada, deve ser feita a pesagem de cada animal,
assim como a pesagem da racdo consumida € o consumo de 4gua em cada caixa utilizada.
Sao coletadas amostras de fezes dos animais para que, posteriormente, sejam realizadas
andlises da expressdo génica e analises da microbiota intestinal dos animais.
Comportamentos diferentes, consumos de dgua e ragao fora do normal, animais feridos

ou mortos e alteragdes em Orgaos coletados devem ser anotados.

Na ultima semana do experimento, os animais utilizados sdo mortos com dosagens
de quetamina e xilazina administradas de acordo com o peso de cada animal, e
posteriormente os 6rgdos (como figado, testiculos, cora¢do, baco, cérebro, intestinos,
gordura epididimal, musculos especificos, sangue) sdao coletados dependendo do intuito

do experimento, pesados e analisados.

3. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA INTESTINAL
3.1. Modelo TNBS



O TNBS (4cido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfonico) ¢ comumente utilizado em
modelos animais para induzir uma inflamagdo intestinal transmural, na qual todas as
paredes do intestino sdo afetadas, mimetizando a doenca inflamatdria intestinal que ocorre
em humanos. O TNBS ¢ um &cido que atua como um hapteno e liga-se a proteinas
teciduais do colon, provocando uma resposta imune Th1 mediada por linfocitos T CD4+,
além de neutréfilos e macrofagos, com subsequente producdo de citocinas
préinflamatorias, como IL-12 e TNF-a (SILVA et al., 2022), e resulta em inflamag¢do no
colon dos animais. Durante o processo, ha um aumento de leucécitos, além de provocar

edemas e ulceracao na mucosa intestinal.

De acordo com o Morris, et al. (1989), o TNBS ¢ dissolvido em etanol, com doses
e aplicagdes a depender do modelo animal e do grau de inflamag¢do (aguda ou cronica), e
aplicado via intra-retal. O élcool ¢ utilizado devido a capacidade de danificar a barreira
da mucosa, permitindo que o TNBS tenha acesso as paredes intestinais. Para a inducao,
apos 12-24 horas de jejum e anestesia, utiliza-se um catéter com, aproximadamente, 2 mm
de diametro, introduzindo-o cerca de 8 cm da base anal do animal; ap6s a aplicagao,
mantém-se o animal de cabega para baixo para evitar o refluxo do TNBS. E um modelo
amplamente utilizado atualmente devido ao custo acessivel, duragdo curta e a capacidade
de avaliar efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes de compostos quimicos e naturais na
microbiota intestinal.

O TNBS tem a capacidade de induzir tanto os estagios agudos quanto cronicos da
inflamacdo, a depender das concentragdes de TNBS ou de administragdes seguidas

(ANTONIOU et al., 2016).

4. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA in vitro
4.1.  Células Caco2

As células Caco2 derivam de uma linhagem de adenocarcinoma de c6lon humano
e, quando cultivadas em condi¢des adequadas por aproximadamente 21 dias, se
diferenciam espontaneamente em células com caracteristicas morfoldgicas e funcionais
semelhantes as dos enterocitos. Devido a isso, sdo comumente utilizadas, em modelos in
vitro, para estudar atividades anti-inflamatoérias e avaliar a integridade da barreira epitelial
intestinal, mecanismos de toxicidade e processos inflamatérios, reproduzindo a interacao
entre os sistemas imunologico e gastrointestinal. Ao serem expostas a agentes

proinflamatorios, como LPS, TNF-a, IL-1f e IFN-y, as células Caco2 aumentam a



producao de mediadores inflamatorios, reduzem a integridade da barreira e expressam
genes relacionados as vias inflamatorias (como NF-«kB), simulando caracteristicas da

doenga inflamatoria intestinal (VAN DE WALLE et al., 2010).

Para serem utilizadas como células semelhantes aos enterdcitos, ¢ necessario que
ocorra o cultivo adequado das Caco2. As células sdo primeiramente descongeladas,
plaqueadas em meio DMEM e mantidas em uma incubadora a 37° C em 5% de CO2. Ao
atingirem alta confluéncia, entre 70-80%, as cé€lulas sdo tripsinizadas, ou seja, o meio ¢
removido com uma pipeta sorologica descartavel acoplada a bomba de vacuo e lavado
com PBS, com posterior adi¢do de tripsina-EDTA 0,25%; a solugao de tripsina ¢ utilizada
porque digere e cliva as proteinas de adesdo das células. A garrafa de cultivo deve ser
incubada por 15 minutos e, em seguida, ¢ adicionado o soro fetal bovino, interrompendo
a acdo da tripsina. O contetido da garrafa de cultivo ¢ passado para um tubo falcon e este
¢ centrifugado a 1.500 rpm por 5 minutos, com posterior elimina¢do do sobrenadante. O
botdo celular ¢ ressuspendido e homogeneizado e, em seguida, mistura-se ao reagente
Trypan Blue para realizar a contagem das células viaveis em microscopio. O Trypan Blue
penetra a membrana das células mortas, corando-as e diferenciando-as das células vivas,
as quais estardo transparentes, € ¢ usado na concentragcdo de 1% em PBS. As células

vidveis sdo plaqueadas e mantidas na estufa por 24 h para crescimento e aderéncia a placa.

Ap6s a confluéncia e o periodo de aproximadamente 21 dias, com o meio trocado
a cada 2-3 dias, as células diferenciam-se espontaneamente, possuindo caracteristicas dos
enterdcitos. Posteriormente, as células Caco2 sdo expostas a agentes inflamatérios e

submetidas aos tratamentos de interesse utilizados no laboratorio FitoFarmaTec.

5. METODO DE FERMENTACAO in vitro

A fermentagdo in vitro ¢ utilizada com o intuito de simular o meio intestinal para
entender como microrganismos presentes na microbiota intestinal fermentam substratos e
como funciona a posterior producdo de metabdlitos como os dcidos graxos de cadeia
curta, mais especificamente butirato, propionato e acetato. No laboratorio FitoFarmaTec,

a técnica de fermentacao in vitro utilizada ¢ do tipo “batch” e visa reproduzir o ambiente



intestinal, contendo componentes proprios do intestino, como liquidos, enzimas e pH,

além de simular um meio anaerobico.

Para a realizagdo da técnica, € necessario que haja a coleta de fezes, com posterior
separacao de 2 gramas de fezes para tubos Falcon de 50 ml e homogeneizacao de cada
amostra em 10 ml de solucao de bicarbonato de s6dio (NaHCO3) em uma atmosfera de
argonio. O NaHCO3 ¢ utilizado como um alcalinizador para que o pH do meio seja
semelhante ao pH do intestino, enquanto o argdnio ¢ utilizado com o intuito de simular o
ambiente anaerobico intestinal. Em seguida, sdo adicionados as amostras os produtos de
interesse liofilizados e em concentragdo de mg/ml. Apos a adi¢do dos produtos, os tubos
Falcon sdo saturados com argonio e vedados com filme plastico; além das amostras com
produtos, também sdo fermentados tubos Falcon controle, contendo apenas fezes e

NaHCO3, sem nenhum tratamento.

Os tubos Falcon sdo mais uma vez homogeneizados em vértex por um minuto e,
sob temperatura de 37 °C, s@o mantidos por um periodo de 24 h, protegidos de luz, em
agitador termostatico com agitagdo constante de 150 rpm, assim como o processo de
peristaltismo que ocorre no meio intestinal. As amostras sdo replicadas em triplicata,
possuindo copias para posteriores andlises, como acidos graxos de cadeia curta e andlise

de bactérias (MELLO, 2024).

6. ANALISE DE MEDIADORES
6.1. MPO

A infiltracao de neutrofilos, caracteristica da doenga inflamatoria intestinal,
¢ uma resposta do sistema imune a um estimulo inflamatoério com o intuito de combater
patogenos e outros agentes agressores. No entanto, os neutrofilos infiltrados, ao entrarem
em contato com microrganismos invasores, geram espécies reativas de oxigénio (EROs),
podendo contribuir para a lesdo na mucosa intestinal. A mieloperoxidase (MPO) ¢ uma
enzima encontrada em neutrofilos e catalisa reacdes de oxidagdo dependentes de perdxido
de hidrogénio, gerando oxidantes altamente reativos que participam das respostas
inflamatorias. Dessa forma, a atividade da MPO no intestino € avaliada com o intuito de

quantificar a inflamagao local (Krawisz et al., 1984).



Para realizar a analise de MPO, primeiramente as tiras do célon dos animais,
retiradas e separadas no dia da morte e coleta de 6rgdos, sdo pesadas apOs serem
descongeladas a 37 °C e misturadas ao tampao HTAB (brometo de
hexadeciltrimetilam6nio) em uma propor¢ao de 20 vezes o peso da tira de tampao HTAB;
em seguida, as tiras sao homogeneizadas no Precellys. Retira-se, entdao, 1 ml da amostra
e sonicanizacdo por 10 segundos. A amostra ¢ submetida a um triplo congelamento e,
posteriormente, centrifugada a 8.300 rpm por 10 minutos a 4 °C. Para realizar a curva
padrao, ¢ feita uma dilui¢ao seriada da enzima peroxidase e, para a placa, utiliza-se 50 pL
da amostra e 150 pL de tampao de reacdo. A placa ¢ lida em um espectrofotdometro de

placas para finalizar a analise.

6.2. GSH
A glutationa (GSH) representa o principal agente antioxidante ndo

enzimatico presente na mucosa gastrointestinal, protegendo-a do estresse oxidativo. No
contexto da doenga inflamatoria intestinal, ocorre aumento da produgao de radicais livres
e a diminui¢do de espécies antioxidantes (Loguercio et al., 2003). Dessa forma, a
atividade e os niveis de glutationa no tecido coldnico sdo avaliados com o intuito de
melhorar a inflamacao intestinal.

Para realizar a andlise de glutationa, primeiramente as tiras do colon dos animais
sdo pesadas e homogeneizadas em 1 ml de acido tricloroacético (TCA) no Precellys; por
ser um acido potente, o TCA pode causar a explosdo dos tubos Eppendorf quando
homogeneizados no Precellys, logo € necessario que os tubos sejam vedados firmemente
com dois Parafilms. O TCA ¢ utilizado porque atua desnaturando e precipitando
macromoléculas e proteinas do célon, além de inativar enzimas do coélon que poderiam
degradar a glutationa. A propor¢ao de adicao do TCA para cada amostra ¢ de até 20 vezes
o peso da tira. As amostras devem, entdo, ser centrifugadas por 10 minutos a 4 °C em
4.000 rpm e, depois, devem ser novamente centrifugadas por 5 minutos a 4 °C em 10.000
rpm.

A curva padrao ¢ realizada através de uma dilui¢do seriada utilizando-se 15,4 mg
de glutationa e 1 ml de TCA 5%; apds diluir a solugdo em um falcon, adicionam-se mais
9 ml de TCA 5%. Por fim, na placa utilizam-se 20 pL. de PBS para a amostra do grupo
branco; para os demais grupos, adicionam-se 20 pL. de cada ponto da curva, 140 uL de

NADPH, 5 pL de PBS e 20 uL. de DTNB; as amostras sdo incubadas por 5 minutos a 30



°C e adicionam-se 15 pL de glutationa redutase. Por fim, a placa ¢ lida em um

espectrofotometro de placas para finalizar a andlise.

7. ANALISE DE ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA
No trato gastrointestinal existem aproximadamente 100 trilhdes de

microrganismos, compostos por bactérias, fungos, virus e arqueias; estes microrganismos
sdo responsaveis pela producao de acidos graxos de cadeia curta (AGCCs). Os AGCCs
sao acidos organicos compostos por menos de seis atomos de carbono, como acetato,
butirato e propionato, e as bactérias intestinais sintetizam estes acidos através da
fermentagdo de fibras alimentares ndo digeriveis e de amido resistente no intestino. Dentre
estes trés, o butirato ¢ o mais importante para a saude intestinal, sendo a principal fonte
de energia dos colondcitos (SHIN et al., 2023).

A disbiose intestinal, caracteristica da doenca inflamatoria intestinal, altera a
composicdo e a fungdo destes microrganismos produtores de AGCCs ao diminuir a
quantidade de substrato disponivel no intestino do hospedeiro. A quantificacdo de
AGCCs, no laboratério FitoFarmaTec, avalia o potencial dos AGCCs de modular a
microbiota e de fortalecer a barreira intestinal, e ¢ realizada através da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa. Um estudo realizado em 2017 no mesmo
laboratério demonstrou que o processo inflamatorio induzido por TNBS produziu
menores concentracdes de AGCCs, e a intervengdo dietética com farinha de Musa sp.
AAA aumentou as concentragdes, principalmente de butirato e propionato, modulando o
estresse oxidativo e a produ¢do destes acidos no célon (Almeida-Junior et al., 2017).

Para realizar a analise de AGCCs, ¢ adicionado 1 ml de acido ortofosforico 0,5%
em 1 ml de cada uma das amostras de homogeneizados fecais fermentados, com posterior
agitacdo em vortex por 1 minuto. As fezes frescas ndo fermentadas sdo separadas em 200
mg, eluidas em 2 ml de acido ortofosforico 0,5% e submetidas a agitagdo em vortex por
1 minuto. O 4cido ortofosforico transformara as amostras em solugdes heterofésicas, que
facilitardo a detec¢do dos AGCCs. Em seguida, as preparagdes homogeneizadas sao
transferidas para tubos Eppendorf e centrifugadas a 17950 x g por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante ¢ retirado e misturado ao acetato de etila na propor¢ao de 1:1, com posterior
agitacdo por 1 minuto e centrifugacdo. Este segundo sobrenadante ¢ colocado em vials de

1,5 ml, com posterior adicdo de acido octandico em uma concentracdo final de 0,755



mg/ml. Por ltimo, ¢ injetado em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de massa

para analise dos AGCCs (MELLO, 2024).

8. ANALISE DE BACTERIAS POR EXPRESSAO GENICA

A microbiota intestinal ¢ composta por aproximadamente 100 trilhdes de
microrganismos e, em relacdo as demais partes do corpo, contém a maior diversidade
microbiana, incluindo fungos, virus, bactérias e arqueias. Dentre as bactérias intestinais,
mais de 90% pertencem aos filos Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacterias e
Actinobacteria, ¢ podem ser diferenciadas em bactérias benéficas ou oportunistas. O
desequilibrio entre estas bactérias benéficas e oportunistas causa disbiose e afeta
diretamente o hospedeiro (Quaglio; Castilho; Di Stasi, 2015). Em processos inflamatdrios
e apds tratamentos especificos, a fungdo, o comportamento e a quantidade destas bactérias
sao alterados. Dessa forma, no contexto das doengas inflamatorias intestinais, a analise de
bactérias ¢ feita através da expressdo génica a partir das fezes coletadas dos animais dos
grupos branco, controle e tratados, e tem como objetivo avaliar a atividade bacteriana na
microbiota intestinal. Para a anélise, ap6s o processo de fermentacdo, o RNA total da
amostra ¢ extraido e convertido em DNA complementar (cDNA) e, em seguida, ¢ feito

qPCR em genes bacterianos especificos.

9. ANALISE DE MEDIADORES DA INFLAMACAO POR EXPRESSAO GENICA

A expressao génica de mediadores da inflamagdo, como TNF-a, IL-1p e IL-6, ¢
feita através da técnica de reagdo em cadeia da polimerase quantitativa com transcri¢ao
reversa (RT-qPCR). Para realiza-la, o RNA total das células ¢ extraido e purificado,
seguindo as etapas do kit “PureLink RNA Mini Kit” disponivel no laboratério
FitoFarmaTec; em seguida, o RNA obtido ¢ convertido em DNA complementar (cDNA)
através da transcrigdo reversa. Este cDNA ¢ utilizado para a amplificagdo e quantificagao
de genes especificos, de acordo com primers escolhidos com base nas sequéncias dos
animais utilizados no experimento. A diminuicdo de genes especificos que estdo
envolvidos na resposta inflamatoria apds os tratamentos utilizados indica que houve

atividade anti-inflamatoria.



10. REUNIOES CIENTIFICAS

Além dos experimentos e pesquisas realizados diariamente, sdo feitas reunides
com todos os integrantes do laboratério FitoFarmaTec todas as tercas e quintas-feiras as
10h da manha. Durante estas reunides, sao apresentados os experimentos de cada
integrante — estagiario, mestrando ou doutorando — e os resultados de cada experimento,
com posterior discussdo acerca dos temas; dessa forma, € possivel que todos acompanhem
o andamento das pesquisas. Além disso, sdo feitas analises dos dados de cada experimento
e levantamento de ideias, duvidas e sugestdes. E necessario que os integrantes do
laboratorio tenham um caderno especifico para anotar os acontecimentos do laboratdrio,

desde pesquisas e protocolos aos temas das reunides.



11. CONCLUSAO

O trabalho de conclusdo de curso como instrumentacdo proporcionou a
oportunidade de conhecer as atividades e os diversos protocolos experimentais
desenvolvidos no laboratério FitoFarmaTec. A descricao e os estudos destes processos
permitiram entender como funcionam as técnicas utilizadas, ampliando o conhecimento

acerca da pesquisa cientifica voltada para a doenga inflamatdria intestinal.
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