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Resume

Paepalantina, uma isocumarina isolada dos -capitulos de Paepalanthus
bromelioides, possui atividade antioxidante e antiinflamatoria intestinal. Considerando
gue a sulfassalazina apresenta sérios efeitos colaterais, especialmente quando usada
em altas doses ou longos periodos de tratamento, o presente projeto teve como
objetivo avaliar a presenca de possiveis efeitos sinérgicos da paepalantina sobre a
atividade antiinflamatoria intestinal da sulfassalazina no modelo experimental de colite
ulcerativa na fase aguda e crbnica com recidiva induzida pela administragéo
intracolénica de &cido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em ratos. Os efeitos da
administracdo de paepalantina 5 mg/Kg (P5) e sulfassalazina 25 mg/Kg (S25), assim
como de suas combinacdes (P5+S5; P5+S15 e P5+S25 mg/Kg) foram avaliados por
parametros clinicos (presenca de diarréia, consumo de alimento e peso corporal),
macroscopicos (escore de lesdo, relagdo peso/comprimento colbnico, aderéncia a
orgdos adjacentes), microscopicos e bioguimicos (niveis de glutationa, atividade
enzimética da mieloperoxidase e fosfatase alcalina). Os resultados indicam que uso da
combinacdo P5+S5 promoveu efeitos preventivos e curativos na mucosa colbnica
afetada pelo TNBS/etanol, semelhantes aos agentes testados isoladamente (P5 e
S25). Apesar da auséncia de efeitos sinérgicos da paepalantina sobre a atividade
antinflamatoria da sulfassalazina, a associacdo de paepalantina (5 mg/Kg) com
sulfassalazina (5 mg/Kg) promoveu efeitos protetores usando dose 5 vezes menor do
farmaco de referéncia, indicando que esta combinacdo pode ser usada com menores

efeitos adversos e colaterais relacionados a sulfassalazina.

Palavras-chave : paepalantina, Paepalanthus bromelioides, colite, efeito sinérgico,

atividade antiinflamatéria intestinal, TNBS.
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Ubstriact

Paepalantine, an isocoumarin isolated from the capitula of Paepalanthus
bromelioides, shows antioxidant and intestinal anti-inflammatory activities. Since
sulfasalazine produces serious side effects, especially when used at high doses or
during prolonged periods of time, the present project evaluated the potential synergistic
effect of oral administration of paepalantine on the intestinal anti-inflammatory activity
(acute and relapse colitis) of sulfasalazine in the experimental rat colitis induced by
trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS). The effects of administration of paepalantine 5
mg/Kg (P5) and sulfasalazine 25 mg/Kg (S25), as well as its combination (P5+S5;
P5+S15 and P5+S25 mg/Kg) was evaluated by clinical (diarrhea incidence, food intake
and body weight), macroscopical (score of lesion, weight/length ratio and adherence to
adjacent tissue), microscopical and biochemical (levels of glutathione,
myeloperoxidase and alkaline phosphatase activities) parameters. The results show
that the combination P5+S5 promotes preventive and curative effects on colonic
mucosa insulted by TNBS/ethanol, similar to those produced by P5 and S25. Despite
of the absence of synergistic effect of paepalantine on the anti-inflammatory activity of
sulfasalazine, the combination of P5 plus S5 promoted protective effects with a dose 5
times smaller than the reference drug, suggesting that this combination may be used

with fewer adverse and side effects related to sulfasalazine.

Key words : paepalantine, Paepalanthus bromelioides, colitis, synergistic effect,

intestinal anti-inflammatory activity, TNBS.
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1. Doenga Inflamatoria Intestinal

1.1. Aspectos gerais

A Doenca Inflamatéria Intestinal (DIl) engloba, fundamentalmente, duas
doencas distintas: a Doenca de Crohn (DC), descrita pela primeira vez em 1932 por
Crohn, Ginzburg e Oppenheimer e a Colite Ulcerativa (CU), descrita por Wilks e
Moxon, em 1859 (KIRSNER, 1985). Ambas caracterizam-se por inflamacéo crénica do
intestino, com periodos de exacerbacdo seguidos de intervalos prolongados de
remissdo dos sintomas (GITNICK, 1996), desconforto ou dor abdominal com habitos
intestinais alterados como diarréia e constipacdo (SINGH et al., 2003). As recidivas
freqlentes que ocorrem nos pacientes acometidos pela DIl sdo maiores nos jovens e
parecem diminuir nos mais velhos (ARDIZZONE, 2003).

Tanto a DC como a CU caracterizam-se por transtornos inflamatérios que
ocorrem no intestino; entretanto, apresentam diferencas quanto a anatomia patolégica,
histologica e manifestagdes clinicas. Distinguir entre DC e CU pode ser um desafio
visto que em 10 a 20% dos pacientes ndo € possivel fazer esta identificacdo (KNIGGE,
2002).

A DC é caracterizada por inflamacéo transmural envolvendo todas as camadas
da parede do trato gastrintestinal, podendo ocorrer formacao de abscessos severos e
recorrentes, aparecimento de perfuragbes, estenoses e fistulas com Orgéos
adjacentes. Também podem atingir a boca, eséfago, apéndice, reto e anus (Figural)
(LEVINE, 1994; GASCHE, 2000; KNIGGE, 2002). A apresentacdo clinica da DC é
amplamente variada e o nivel de atividade flutua em termos de severidade. Os locais
mais frequentemente afetados incluem o intestino delgado (30% dos casos), o ileo em
associagdo ao colon (40% dos casos), o colon (25% dos casos) e 0 estbmago em

associacdo ao duodeno (5% dos casos) (HANAUER e SANDBORN, 2001).



Intreducae

Em contraste, a CU se limita ao cdélon (Figura 1), sendo os locais mais

comumente envolvidos o reto e colon descendente (40% dos casos) e o colon em toda

sua extensao (30% dos casos) (STENSON, 1995).
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Figura 1. Padrdes de distribuicdo da Doenga de Crohn com lesdes descontinuas da
boca até o anus e da Colite Ulcerativa com o envolvimento continuo do
colon.
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Histologicamente, a DIl € caracterizada por maci¢a infiltracdo de células
inflamatorias, danos na mucosa e submucosa, com extensiva ulcera¢do no epitélio da
mucosa (HENDRICKSON et al., 2002). As caracteristicas histologicas que ajudam a

distinguir a CU da DC podem ser observadas na figura 2.



Figura 2 . Caracteristicas histol6gicas em bidpsia retal que auxiliam na distingdo entre
Colite ulcerativa e Doenca de Crohn (MISIEWICZ et al., 1994).

A apresentacao clinica da DIl é composta de ataques intermitentes de
sangramento retal, diarréia, eliminacdo de muco, dor abdominal e perda de peso. Os
pacientes portadores de DIl sdo levados a cirurgia de urgéncia devido a complicacdes
como perfuracéo intestinal, hemorragia, megacélon téxico, como alternativa a falha do
tratamento clinico ou como prevencgdo do cancer colorretal. O risco de cancer de célon
estd aumentado nos pacientes com DII, sendo fatores de predisposicédo a duracéo da
enfermidade, extensdo da mesma, complicacdes extra-intestinais e idade (CLEVERS,
2004). O risco de céancer é superior em pacientes com CU do que com DC (POHL et
al., 2000). Na DC os pacientes podem apresentar quadros clinicos relacionados as
manifestacdes extra-intestinais como uveite, osteoporose, espondilite anquilosante,
artrite periférica, eritema nodoso, bagueteamento das pontas dos dedos, pioderma
gangrenosa e edema (MISIEWICZ et al., 1994).

Em ambas as doencas podem aparecer complicacdes do tipo auto-imune ou
ndo. As complicagBes auto-imunes podem afetar os 6rgdos extra-intestinais como as
articulagbes (LICHTMAN e BALFOUR SARTOR, 1994); por outro lado, nas nao-auto-
imunes podem destacar-se 0 aparecimento de episodios tromboembdlicos, anemia e

osteoporose (GASCHE, 2000; SZULC e MEUNIER, 2001).



1.2. Epidemiologia

Apesar das DIl ocorrerem em todo o mundo, a maior incidéncia € encontrada
em brancos da América do Norte (KNIGGE, 2002). Desde a segunda guerra mundial,
a incidéncia de DIl tem crescido dramaticamente em paises em desenvolvimento
(THOMPSON et al.,, 2000). Dados epidemiolégicos sugerem que a incidéncia
crescente da DIl estd associada com o desenvolvimento social, uma vez que fatores
ambientais comuns em populacdes com baixo nivel sdcio-econdémico estdo ligados
com uma baixa incidéncia de DIl (BACH, 2002). A DC ocorre no mundo inteiro, mas
principalmente nas populagdes do Ocidente desenvolvido, apontando a influéncia
ambiental na génese da DIl. A CU é mais comum nos caucasianos do que negros ou
orientais e tem alta incidéncia nos judeus (ARDIZZONE, 2003).

Estudos epidemioldgicos sobre a CU sao dificeis, provavelmente porque casos
leves podem ser negligenciados (GORDON e NIVATVONGS, 1992), bem como pode
ocorrer uma superestimativa da doenca em locais onde as diarréias infecciosas sdo
muito prevalentes (DAMIANI, 2006). Existe ainda a dificuldade de diferenciar a colite
ulcerativa da doenca de Crohn, podendo passar anos de evolugdo até o diagndstico
definitivo (KEIGHLEY e WILLIAMS, 1998). As taxas de incidéncia e mortalidade da DII
no Brasil ainda sdo desconhecidas, devido as dificuldades diagndsticas na formulacao
da hipétese clinica e no processo de investigacdo (ZALTMAN, 2007).

Parece existir uma pequena diferenca na incidéncia da DIl entre sexos. Em
geral, a DC é predominante na mulher, mas em certas regides é mais frequente nos
homens. Por outro lado, a CU tende a predominar em individuos do sexo masculino
(LOFTUS et al.,, 2000). A incidéncia da DC é de cinco casos em cada 100 mil
habitantes, enquanto na CU é de 12 casos para 100 mil habitantes, nos Estados
Unidos (ZALTMAN, 2007). Também podem estar relacionadas com a idade do
individuo. Na CU existe um pico de ocorréncia da doenca entre a segunda e quarta

décadas de vida e, um segundo pico na sexta década (MAZIER et al.,, 1995;
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CORMAN, 2005), embora esta doenca tem sido relatada em todas as décadas de

vida.
1.3. Etiologia

Apesar da DIl ser objeto de pesquisa ha véarias décadas, a sua etiologia ainda é
desconhecida. Um Unico agente ou mecanismo isolado ndo parecem ser suficientes
para produzir ou desencadear a doenca. A interacdo de fatores genéticos e
ambientais, em combinacdo com a microbiota intestinal, dispara um mecanismo que
ativa as células de origem imune e nao-imune que compdem o sistema de defesa da
mucosa intestinal (Figura 3). Portanto, até o momento as DIl tém origem multifatorial

(FIOCCHI, 1998).
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1.3.1. Fatores genéticos

Sd8o0 muitas as evidéncias da contribuicdo dos genes na DIl. Assim, os
familiares de primeiro grau dos individuos afetados pela DIl mostram um risco de 25-
50 e 10-20 vezes maior de desencadear DC e CU, respectivamente, comparados a
populacdo geral (ZHENG et al., 2003).

Estudos genéticos realizados identificaram as possiveis ligagcbes de
cromossomos especificos com a DIl. Um grande estudo revelou ligacGes de
associagfes nos cromossomos 12 e 16 (CURRAN et al, 1998), com evidéncia
significativa para o locus de susceptiblidade a DC no cromossomo 16, mas ndo no
cromossomo 12, especialmente nas familias de origem judaica (BRANT et al., 1998).
A susceptibilidade para DC e CU também pode envolver os cromossomos 3 e 7

(SATSANGI et al., 1996).

1.3.2. Fatores ambientais

A influéncia de fatores ambientais no desenvolvimento das DIl é evidente dado
o0 dramatico aumento na incidéncia, tanto de CU como de DC, durante a segunda
metade do século XX como consequéncia de profundas mudancas no estilo de vida
em paises desenvolvidos (WILLS-KARP et al.,, 2001). Fatores ambientais que
parecem estar envolvidos na patogénese da DIl incluem: o tabagismo, a dieta, a
situacdo social, o estresse, farmacos como antiinflamatérios nao-esteroidais e
microorganismos (KNIGGE, 2002; DANESE et al.,, 2004). Porém até o momento
nenhum agente infeccioso isolado ou fator ambiental isolado foi identificado (KNIGGE,
2002).

O melhor exemplo da influéncia do ambiente na DIl é o tabagismo. O

tabagismo apresenta um efeito contrario na DC e na CU, apoiando a idéia de que

mecanismos distintos estdo implicados na patogénese em cada forma da DIl
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(THOMAS et al., 1998). E um importante fator de risco para a DC, aumentando o efeito
das recidivas e da necessidade de cirurgias, onde a interrup¢cdo do seu consumo
melhora o andamento da doenca (RUBIN e HANAUER, 2000). Ao contrario, 0s
pacientes com CU com frequéncia sdo fumantes, e os que deixam de fumar ha um
risco aumentado de desenvolver CU, sugerindo seu papel protetor nesta doenca
(BRIDGER et al., 2002).

Os mecanismos deste efeito diferencial dos fumantes na DC e na CU né&o séo
claros, mas sabe-se que o tabagismo afeta tanto a imunidade sistémica como a da
mucosa intestinal, alterando numerosas funcdes imunes tanto inatas como adquiridas
(SOPORI, 2002). O consumo do cigarro pode gerar aproximadamente 4000
compostos, sendo provavel que a nicotina seja 0 agente ativo mais importante. Assim,
a nicotina transdérmica mostra um efeito benéfico em pacientes com CU leve a
moderada (PULLAN et al., 1994; GUSLANDI e TITTOBELLO, 1996). Em distintos
modelos experimentais de colite, observou-se que a administracdo de nicotina melhora
a doenga, coincidindo com uma diminui¢céo local da concentracdo de varias citocinas
pro-inflamatorias (AGRAWAL e RHODES, 2003).

Devido a localizagdo da doenga no trato digestério, os componentes da dieta
podem estar diretamente implicados na patofisiologia da DIl. Levando em
consideragdo que a maior incidéncia das DIl pode ser associada a mudancas nos
habitos de vida nos paises ocidentais e que o intestino € o principal local do processo
inflamatorio, seria provavel que alguns nutrientes presentes na luz intestinal pudessem
atuar como antigenos, inclusive influenciando os mecanismos imunes e reparadores
da mucosa intestinal (DANESE et al., 2004). O consumo de gordura esta associado
como prejudicial na CU (REIF et al., 1997); por outro lado, estudo realizado por
Barbosa et al. (2003), com éleo de peixe rico em 6mega-3, mostrou efeito anti-
inflamato6rio em pacientes com colite ulcerativa. O consumo de frutas, vegetais e fibras

parecem reduzir o risco da DIl (REIF et al., 1997).
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Outros fatores sugerindo o uso dos anticoncepcionais orais e antiinflamatorios
ndo-esteroidais (AINEs) tém sido muito estudados em uma possivel relacdo
epidemioldgica ou relacdo causa-efeito no risco de desencadear a DIl. Pacientes que
sofrem de remissdo clinica podem sofrer recaidas apés a administracdo de AINEs
(GODET et al.,, 1995; EVANS et al, 1997; HANAUER e SANDBORN, 2001). A
inflamacao coldnica esta associada com o bloqueio da prostaglandina e alteracdo na
reatividade imune da mucosa (BERG et al., 2002). Alstead (1999) sugere que 0 uso
concomitante de anticoncepcionais orais com a DIl ativa, pode agravar a evolugéo da
doenca através do risco de tromboembolia, mas resultados que ligam estes fatores
sdo pouco conhecidos.

O estresse tem sido considerado como um desencadeador potencial em cerca
de 40% dos pacientes com CU (THEIS e BOYKO, 1994). Evidéncias de que o
estresse pode modular o rumo da DIl foi visto através de observacdes clinicas e
estudos de interages neuroimunes em animais de laboratérios onde o estresse foi um
agravante da doenca (COLLINS, 2001). A duracdo do estresse pode estar envolvida
com a exacerbacéo da DlIl, visto que somente o estresse prolongado parece agravar a
doenca (LEVENSTEIN et al., 2000). Os mecanismos especificos envolvidos na
exacerbacao da DIl induzidos pelo estresse sdo desconhecidos, mas varios fatores

podem contribuir como o sistema nervoso, endocrino e imune (HART e KAMM, 2002).

1.3.3. Microbiota Intestinal

Uma das hipoéteses relacionadas a patogénese da DIl € que a doenca ocorre
devido a uma resposta exacerbada as bactérias da microbiota intestinal em individuos
geneticamente predispostos (SARTOR, 2004). Esta hipétese recebe suporte de
estudos realizados em modelos animais. Estudos com modelos de inflamacéo

intestinal que mimetizam o que ocorre em humanos mostraram gque a microbiota tem
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papel essencial na inflamacao experimental jA que ndo ocorre inflamacdo em roedores
livres de patdgenos (germ-free) (RATH et al., 1996).

N&o existe um agente microbiano especifico causador da DIl; porém, as
evidéncias sugerem que a doenca esta relacionada ao desequilibrio entre bactérias
patogénicas e benéficas. Diversos estudos mostraram diferencas entre a microbiota de
pacientes portadores de DIl e os controles sadios; bidpsias retais de pacientes com DII
tem uma reducgéo de Lactobacillus sp e Bacterioides e um aumento na concentragdo
de Escherichia coli e Clostridium sp (CAMPIERI e GIONCHETTI, 2001; LINSKENS et
al., 2001; MYLONAKI et al., 2005). Esta constatacdo da reducdo do Lactobacillus sp
na microbiota intestinal dos portadores de DIl foi observada em estudos experimentais
e sugere um papel protetor destas bactérias para prevenir ou atenuar os sintomas da
doenca (MADSEN et al., 1999).

Os probidticos, definidos como microorganismos vivos, quando ingeridos em
quantidades adequadas, produzem efeitos benéficos para a saude e podem melhorar
tanto a DIl humana como a colite experimental (CAMPIERI e GIONCHETTI, 1999;
SARTOR, 2005). A administracdo da mistura de bifidobactérias e lactobacilos agem
prevenindo a colonizagdo do intestino por microorganismos patogénicos, prolongando
a remissdo da colite ulcerativa (SHIBA et al., 2003; SETOYAMA et al., 2003). Da
mesma forma, prebidticos como a lactulosa, um farmaco usado como laxante,
promove o crescimento de lactobacilos e bifidobactérias e, de acordo com
CAMUESCO et al. (2005), a lactulosa facilita a recuperagéo do tecido inflamado na
colite induzida por acido trinitrobenzenosulfénico em ratos cujo efeito foi associado a

uma atenuacao da resposta imune.

1.3.4. Sistema Imune

A imunorregulacdo no intestino é um processo muito complexo mediado por

uma variedade de células imunes que estdo constantemente protegendo o intestino
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dos antigenos presentes no limen. Existe uma comunicagcdo entre estas células e,
como resultados desta interagédo e de diferentes processos de sinalizacao intracelular,
ocorrem uma secrecdo de numerosos produtos como anticorpos, citocinas,
guimiocinas, fatores de crescimento, eicosanodides, espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, enzimas proteoliticas e neuropeptidios (Figura 3) (FIOCCHI, 1998).
Diferentes estudos tém mostrado que as células T auxiliadoras tipo-1 (Thl)
estdo envolvidas na imunidade mediada por células contra os agentes infecciosos
(bactérias, fungos e protozoarios). Esta resposta imune protetora envolve ndo somente
a ativacdo da célula Thl e a subsequente liberacdo de suas citocinas pro-
inflamatérias, mas também envolve a ativacdo de macréfagos e outros leucécitos para
a liberacédo adicional de citocinas pro-inflamatérias como, fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-0), IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-12 assim como espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. O resultado da ativacdo de células Th-1 e a ativagcdo da imunidade
mediada por células é o recrutamento de leucécitos fagociticos (macrofagos e
neutrdéfilos) para o intestino onde os antigenos invasores séo fagocitados e destruidos
(Figura 4). Este € o mecanismo primario pelo qual o limen do intestino se protege dos
patdégenos e a falha deste mecanismo € o evento chave envolvido na patogénese da

DIl (POWRIE, 1995; FIOCCHI, 1998).
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Figura 4. Respostas imunes mediadas por células no colon. Células apresentadoras
de antigenos (APCs) fazem endocitose, processam e apresentam
antigenos luminais que continuamente ganham acesso ao intersticio da
mucosa. A interacdo entre APCs e células-T (T cell) ativa estas a
produzirem Interleucina 2 (IL-2) e interferon-gama (IFN-y), os quais ativam
macrofagos teciduais (MO) a liberarem uma variedade de citocinas
proinflamatdrias e mediadores incluindo TNF-a, IL-1B, IL-12, NO e ROS.
IL-12 retroalimenta as células T efetoras a induzir diferenciacdo de células
T auxiliadoras-1 (Th-1). Citocinas e mediadores derivados de Th-1 e MO
ativam o endotélio microvascular para aumentar a expressédo de moléculas
de adesdo, desse modo promovendo o recrutamento de leucdcitos
fagociticos como polimorfonucleares. O resultado € a destruicdo de
patégenos invasores. A resposta imune da mucosa descontrolada pode
resultar em injuria tecidual (PAVLICK et al., 2002).

Assim, anormalidades da imunidade celular estdo diretamente relacionadas ao
processo de dano tecidual nas doencas inflamatorias intestinais devido ao grande
namero de linfocitos T encontrado no infiltrado inflamatério (ELIA e SOUZA, 2001). Na
DC, os linfécitos T auxiliadores ativados da mucosa intestinal geram uma resposta
predominantemente do tipo T auxiliadoras-1 (Th1), manifestada pela producéo de IFN-
gama, ativacdo de macréfagos e amplificagdo da produgdo de citocinas pro-
inflamatérias, favorecendo a resposta de hipersensibilidade tardia. Na CU, predomina

a resposta do tipo T auxiliadoras-2 (Th2), com producéo preferencial de IL-4 e IL-5 que

favorece a imunidade humoral, com estimulo & diferenciagdo de linfécitos B, e
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anticorpogénese acentuada. A producdo de IL-10 e IL-13 pelos linfocitos Th2 ainda
pode exercer efeito inibitério sobre os linfécitos Thl e sobre a producdo de citocinas
pré-inflamatorias (ELIA e SOUZA, 2001).

Ao contrario do observado na mucosa intestinal normal, em que existe um
predominio de linfécitos B contendo IgA (imunoglobulina A), nas DIl predominam os
linfécitos B, produtores de IgG (imunoglobulina G). A resposta imunitaria exacerbada,
caracterizada pela ativacdo de linfocitos T e B na mucosa intestinal, resulta em
aumento local da secrecdo espontdnea de imunoglobulinas, particularmente as
subclasses de 1gG, com aumento seletivo de IgG1 na CU e de 1gG2 na DC
(MACDERMOTT e NAHM, 1987).

Durante uma reacédo inflamatéria, mondcitos do sangue migram em grande
namero para os tecidos. Na DIl ocorre um aumento no niumero de macrofagos na
mucosa intestinal, provavelmente em consequéncia de uma demanda aumentada na
mucosa inflamada (ELIA e SOUZA, 2001). Um estudo funcional com macrofagos
isolados do intestino normal revelou que estas células podem influenciar na producao
de imunoglobulinas a partir de células mononucleares da mesma mucosa. Macréfagos
isolados da mucosa intestinal de pacientes com DIl sdo capazes de estimular ainda
mais a producdo de IgG, sugerindo a existéncia de uma correlacdo entre 0s
macroéfagos e a exacerbacéo da resposta imunitéria local (WU et al., 1990).

Mastocitos e eosindfilos constituem uma fonte importante de mediadores
inflamatorios tais como histamina, enzimas proteoliticas, proteinas catidnicas,
metabdlitos do acido araquiddnico e citocinas, e sdo encontrados em grande ndmero
na mucosa do tubo digestivo. No entanto, o papel dessas células na patogénese das
DIl € incerto, ja que os estudos sé@o ainda preliminares e seus resultados contraditorios
(ELIA e SOUZA, 2001).

A adesdo de leucdcitos circulantes no endotélio intestinal depende da
expressao coordenada de moléculas de adesdo nas células endoteliais, incluindo

ICAM-1 (moléculas de adesdo intracelular) (PANES e GRANGER, 1998).
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Concentracbes elevadas de ICAM-1 (moléculas de adesao intracelular) no sangue e
selectina E em bidpsias de mucosa inflamada foram detectadas em pacientes com DI|
(NIELSEN e RASK-MADSEN, 1996).

O fator de transcrigdo nuclear NF-Kappa B é uma peca chave na regulacdo da
expressao de varios genes envolvidos com a fungéo imunitaria no trato gastrintestinal,
e foi encontrado em niveis elevados no epitélio e na lamina propria da mucosa
inflamada de pacientes com DIl (ROGLER et al, 1998). Além de modular a resposta
imunitéria intestinal através da regulacdo de genes de citocinas, o NF-Kappa B é
capaz de regular os genes que codificam outros fatores de transcricdo e moléculas de

adesdo (ELIA e SOUZA, 2001).

1.3.4.1. Mediadores inflamatorios

A existéncia de diversas alteracdes na sintese e liberacdo de distintos e
variados mediadores estdo implicados na manutencdo e amplificacdo da resposta
imune-inflamatéria (NIELSEN e RASK-MADSEN, 1996). O estudo dos mediadores
inflamatorios tem sido importante tanto para a compreensdo dos processos
inflamatérios crénicos intestinais quanto para a possibilidade de intervencao
terapéutica. O processo inflamatério pode ser desencadeado por varios mecanismos.
Apbés a ativacdo dos macréfagos e dos granulocitos, uma variedade de mediadores
inflamatérios é liberada incluindo citocinas, leucotrienos, prostaglandinas,
tromboxanos, fator de ativacdo plaquetéria, radicais livres e proteases. A presenca
destes mediadores pode levar ao dano tecidual direto através de varios mecanismos.

Um grande aumento na sintese coldnica de Leucotrieno B-4 (LTB-4) em
pacientes com DII, foi observada por Wallace (1994). O LTB-4 € um agente pré-
inflamatorio devido a sua capacidade quimiotatica e ativadora de neutrdfilos, sendo um
mediador caracteristico nas lesdes inflamatoérias agudas e que pode ser o responsavel

por grande parte da destruicdo celular e necrose que caracterizam a DIl (NIELSEN et
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al., 1987). A destruicao celular e necrose, por sua vez, ocorrem devido a secre¢éo de
distintas proteases e de mieloperoxidase, assim como da geracdo de radicais livres
derivados do oxigénio e do nitrogénio (MIDDLETON et al., 1993; GRISHAM, 1994).

Na DII, as espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas em excesso
pela mucosa inflamada (BABBS,1992; SIMMONDS et al., 1992; GRISHAM,1994).
Estes radicais livres desempenham um papel chave na génese e manutencao da DII,
onde as fontes predominantes de EROs na mucosa inflamada séo provavelmente de
leucécitos ativados (REPINE et al., 1979).

O termo radical livre refere-se ao &tomo ou molécula altamente reativa, que
contém numero impar de elétrons em sua camada eletrbnica (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1990). E este ndo emparelhamento de elétrons da ultima camada que
confere alta reatividade a esses 4&tomos ou moléculas. O oxigénio normalmente aceita
quatro elétrons e é entdo convertido em agua. Porém a reducédo parcial de oxigénio
ocorre nos sistemas biolégicos gerando as espécies reativas de oxigénio (EROs), que
sdo potencialmente lesivas a proteinas, acidos nucléicos e lipideos. A reducado
sequencial do oxigénio até a formacdo de agua esta ilustrada no esquema abaixo

(ROVER JUNIOR et al., 2001).

Oxigénio (O ,) — Anion superéxido (O ,) —» Per6xido de hidrogénio (H ,0,) —»

Radical Hidroxila (OH) —»  Agua (H,0)

O peroxido de hidrogénio atravessa facilmente as membranas celulares e ao
receber mais um elétron normalmente do ferro ou cobre, origina o radical hidroxila,
altamente lesivo e capaz de reagir com quase todas as substancias organicas
(ROVER JUNIOR et al., 2001).

O ataque dos radicais livres sobre os lipideos de membrana gera o processo
de peroxidacao lipidica, dando lugar a uma reacdo em cadeia que perpetua o ciclo de

formacdo destes agentes agressores, a0 mesmo tempo em que origina uma
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desestruturacdo da membrana celular e a consequente morte da célula. Os radicais

livres também podem reagir com proteinas, dando lugar a alteracbes da
funcionalidade normal da célula. Finalmente, quando os acidos nucléicos sdo afetados
pelos radicais livres, pode-se originar uma sintese protéica defeituosa ou o
aparecimento de mutacdes no material genético celular, com risco de desenvolvimento
de processos do tipo tumoral. Este Ultimo poderia justificar a maior incidéncia de
cancer colo-retal descrito em pacientes com colite ulcerativa (OBRADOR, 1994;
GITNICK, 1996).

O perdéxido de hidrogénio também pode ser convertido, na presenca de cloro a
acido hipocloroso (HCIO) ou hipoclorito (OCI) (Figura 5), que sdo potentes agentes
oxidantes e contribuem com o mecanismo de defesa contra os agentes infecciosos,
mas que também podem atuar sobre as células, podendo causar muitos danos em
enfermidades inflamatérias (KETTLE e WINTERBOURN , 1994). Esta conversao €
realizada pela enzima mieloperoxidase (Figura 5), uma enzima amplamente distribuida
no organismo, encontrada no interior de neutréfilos e em menores concentracdes, em

mondacitos e macréfagos (MATHESON et al., 1981).

Mieloperoxidase
H202 _ OCI- + HZO

Cl-

Figura 5: Conversdo do peréxido de hidrogénio a hipoclorito na presenca de cloro,
pela enzima mieloperoxidase.

Embora seja evidente que o oOxido nitrico (NO) é um mediador chave nos
processos de inflamacéo intestinal, hd atualmente uma enorme controvérsia em
relacdo ao papel deste mediador na fisiopatologia da inflamacéo intestinal. No entanto,

tem-se observado que o sistema enzimético envolvido na sintese do NO parece ser
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importante, mas depende do estagio, agudo ou crdnico, em que se encontra o
processo inflamatério (MILLER e GRISHAN, 1995; KUBES e WALLACE, 1995). A
inibicdo na sintese de éxido nitrico (NO), em modelo experimental de colite, revelou
uma diminuicéo significativa da lesdo tecidual (RACHMILEWITZ et al., 1995).

Estes agentes pré-inflamatérios promovem, em primeiro lugar, a aderéncia dos
fagécitos no endotélio vascular e extravasamento destas células para a mucosa
intestinal e, em segundo lugar, a ativacdo destes fagocitos origina a liberacdo de
radicais livres, assim como de enzimas proteoliticas no espaco intersticial intestinal.
Tanto os radicais livres como as enzimas proteoliticas ddo lugar a formacdo de mais
mediadores inflamatdérios, incrementando a permeabilidade da mucosa e, em Ultima
instancia, favorecendo a entrada de produtos bacterianos prejudiciais, tais como o
lipopolissacarideo (LPS). A introducdo destes produtos promove o recrutamento e
ativacdo adicional de leucdcitos do intestino, estabelecendo-se um circulo vicioso
responséavel pela instauragédo do prejuizo intestinal cronico (SHANAHAN e TARGAN,
1994).

Alteracdes nos niveis oxidativos de biopsias de mucosas de célon procedentes
de pacientes com DIl foram comprovadas por Lih-Brody et al., (1996), e este
desequilibrio se traduz em um incremento no estresse oxidativo acompanhado de uma
diminuicdo nas defesas antioxidantes fisioldgicas (LOGUERCIO, 1996). A inibicdo ou
neutralizacdo destes radicais livres, juntamente com ativacdo dos sistemas
antioxidantes endogenos, tanto enzimaticos como nao-enzimdticos, poderia ser

benéfico no tratamento da DIl (NIELSEN e RASK-MADSEN, 1996).

1.4. Defesas antioxidantes

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que, em baixas
concentracdes em relagdo ao substrato oxidavel, retardam ou previnem a oxidacdo

desse substrato. Deste modo, 0s antioxidantes atuam como protetores da oxidacao de
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biomoléculas por radicais livies e impedem a propagacdo da reacdo em cadeia
provocada pelos mesmos (FANG et al., 2002).

As principais defesas enzimaticas antioxidantes sdo a superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e Glutationa peroxidase (GPX). Além disso, antioxidantes ndo-
enzimaticos, como a glutationa reduzida (GSH), tocoferol (vitamina E) e acido
ascorbico (vitamina C), entre outros, auxiliam no combate as Espécies reativas de
oxigénio (EROs) (GUTTERIDGE, 1995; KAYATEKIN et al., 2002). Com excecao da
vitamina E, que € um antioxidante estrutural de membrana, a maior parte dos agentes
antioxidantes est4 no meio intracelular (HEBBEL, 1986).

A glutationa € um tripeptideo sintetizado a partir dos aminoacidos precursores:
glicina, cisteina e glutamato. Ela esta presente na maioria das células nas formas
reduzidas (GSH) e oxidadas (GSSG) (SIDO et al., 1998; ROVER JUNIOR et al., 2001),
como componente principal do estoque endogeno de grupos sulfidrilicos ndo protéicos
(SH-NP) (BOYD et al.,1979). Sua capacidade redutora € determinada pelo grupo
sulfidrila (-SH) presente na cisteina. Em estudos anteriores foi demonstrado que
radicais livres citotoxicos e niveis baixos de compostos sulfidrilicos estdo associados
com danos teciduais géastricos (MILLER et al., 1985; PARMAR et al.,1988)

A GPX é uma enzima selénio-dependente que catalisa a reducdo do peroxido
de hidrogénio e hidroperéxidos organicos para agua e alcool, através da converséo da
glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG), usando a GSH como doadora
de elétrons (BENZI, 1993) (Figura 6). A recuperacdo da GSH a GSSG é feita pela
enzima glutationa redutase (GR), uma etapa essencial para manter integro o sistema
de protecdo celular (GILBERT e MC LEAN, 1990). A GR nédo age na remocao de
espécies radicalares, porém, é responsavel pela regeneracdo da GSH reduzida na
presenca de NADPH, tendo como objetivo impedir a paralisacdo do ciclo metabdlico

da GSH (MEISTER e ANDERSON, 1983).
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2 GSH +H,0, —°"X . GssG +2 H,0

Figura 6 . Conversao da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG) apés
a exposicao ao agente oxidante.

Farmacos que possuem atividade antioxidante sdo usadas correntemente no
tratamento da DI, tais como os derivados do &cido 5-aminosalicilico (5-ASA), cujas
propriedades antioxidantes contribuem para seus efeitos benéficos no processo
inflamatério coldénico (PAVLICK et al.,, 2002). Infelizmente, a sulfassalazina e os
derivados do 5-ASA, que representam a primeira opgao terapéutica para o tratamento
da DIl, apresentam sérios efeitos colaterais, especialmente quando usados em altas
doses ou durante longos periodos de tratamento, aspecto que limita seu uso visto que
a DIl é um processo cronico que requer tratamento prolongado (RANSFORD e

LANGMAN, 2002).

1.5 - Tratamentos farmacologicos

Um grande numero de farmacos que atuam na DIl tém sido empregados;
porém, consegue-se a remissdo das crises, mas ndo a cura da doenca. Ha& muitos
anos os farmacos mais utilizados para o tratamento da colite ulcerativa leve e
moderada sdo os aminosalicilatos, em especial a sulfassalazina que é utilizada na
dose de dois a quatro gramas diarias na manutencéo terapéutica de pacientes com DII
(AZAD KHAN et al., 1980).

A sulfassalazina € um pro-farmaco, produto inativo que in vivo € convertido em
sua forma farmacologicamente ativa, o acido 5-aminosalicilico (5-ASA), o qual é
efetivo no controle do processo inflamatério (MIYACHI et al., 1987; DALLEGRI et al,

1990; PEARSON et al.,, 1996; CORMAN, 2005). Entretanto, esta conversdo da
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sulfassalazina por bactérias intestinais produz também a sulfapiridina que serve para
transportar o 5-ASA, sendo toxica e responsavel pelos efeitos colaterais (AZAD KHAN
et al., 1977), principalmente anemia hemolitica, agranulocitose, reacfes na pele,
hepatite, artrite, pericardite, pancreatite, pleurite, febre, pancitopenia, infertilidade
masculina reversivel, intolerdncia gastrica e cefaléia (RANSFORD e LANGMAN,
2002).

Os corticosterdides como a predinisolona tém sido empregados quando o 5-
ASA se mostra ineficiente. Sao efetivos no tratamento da DIl aguda e sdo também
utilizados no tratamento da DIl moderada e severa (ONUMA e DAS, 1998). Entretanto,
ndo existem evidéncias de que os corticosterdides sejam efetivos na remissdo da
doenca (ONUMA e DAS, 1998).

Os agentes imunossupressores como azatioprina, methotrexato e ciclosporina
sdo farmacos aceitos como apropriados para o manejo por longo tempo em pacientes
com DIl. Seu uso racional é baseado na observacdo de mecanismos imunes
envolvidos na patogénese da doenca. O tempo necessario para o medicamento
tornar-se efetivo € em torno de trés meses, tornando-se contra indicados no
tratamento agudo. A ciclosporina € mais potente e tem inicio de agdo mais imediato,
porém com mais efeitos colaterais (disfuncdo renal, neurotoxicidade e infeccBes
oportunistas), sendo reservada para o tratamento da doenca severa, refrataria e com
contra-indicac@es para tratamento cirdrgico (CORMAN 2005).

Sabe-se que a microbiota bacteriana desempenha importante papel na
patogénese da DII. Antibioticos como o metronidazol e ciprofloxacina, sdo utilizados no
tratamento da DC com presenca de fistulas. O mecanismo de a¢édo dos antibiéticos no
tratamento da DIl ainda ndo é conhecido, contudo pode envolver a modulagdo da
resposta imune através de suas propriedades antibacterianas (ONUMA e DAS, 1998).

Recentemente, o uso de agentes anti-TNF-a (anti-fator de necrose tumoral
alfa) tem demonstrado efetividade em casos de Doenca de Crohn em pacientes

corticoide-dependentes ou pacientes intrataveis, bem como aqueles com fistulas
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crbnicas. O TNF-a estd associado com injaria tecidual associada a endotoxemia,
estimula o crescimento de fibroblastos humanos, ativa neutréfilos e osteoclastos, e é
responsavel pela inducdo de IL-1 (interleucina-1) e PGE, (Prostaglandina E,)
(WALLACE et al., 1992; CORMAN, 2005).

O infliximab é um anticorpo monoclonal 1gG (imunoglobulina G) quimérico
humano-murino que se liga especificamente ao fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a),
e esta licenciado para uso em doenca de Crohn resistente ou complicada e seu uso
para colite ulcerativa permanece incerto (BIONDO-SIMOES et al,.2003). O infliximab
melhora os sintomas e a qualidade de vida em 65% de pacientes refratarios para os
farmacos aminosalicicatos (5-ASA), imunosupressores ou corticosteréides (VAN
DULLEMEN et al., 1995).

Outros agentes e medidas utilizadas no tratamento das DIl incluem enema de
sucralfato, enema de butirato, probioticos, nicotina, agentes antidiarréicos, medidas
dietéticas e psicoterapia (CORMAN, 2005).

As terapias convencionais utilizadas nas DIl nem sempre resultam em sucesso
na busca da remissdo da sintomatologia ou na preven¢do da reincidéncia desta, e
podem causar sérios efeitos colaterais. Por estes motivos cerca de 50% dos pacientes
procuram opcdes alternativas de tratamento (HILSDEN et al., 1998; HILSDEN et al.,
1999).

Assim, a avaliagdo de novos compostos com atividade antioxidante é
importante para o desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento de DII, o
que € comprovado por iniameros estudos que mostram os efeitos benéficos de
diferentes compostos com propriedades antioxidantes em modelos experimentais de
colite ulcerativa, incluindo flavonéides como a quercetrina (SANCHEZ DE MEDINA et
al., 1996), rutosideo (GALVEZ et al., 1997), silimarina (CRUZ et al., 2001), morina
(OCETE et al., 1998, GALVEZ et al., 2001), diosmina (CRESPO et al., 1999),
hesperidina (CRESPO et al., 1999), vitamina E (GONZALEZ et al., 2001) e tempol

(CUZZOCREA et al., 2000).
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A garantia do efeito antiinflamatério de farmacos como a sulfassalazina
(farmaco de primeira opcdo terapéutica) deve ser compensada por procedimentos
terapéuticos complementares que garantam a eficacia destes compostos em doses
menores. Isto pode ser obtido pela utilizacdo de outros compostos que em
combinacdo possam produzir efeitos sinérgicos, garantindo a eficacia do tratamento
com consequente reducdo dos efeitos colaterais do farmaco de escolha para o
tratamento. Considerando-se ainda que a sulfassalazina e os derivados 5-ASA nédo
tém sido efetivos no controle da recidiva do processo inflamatério colénico (SELLIN e
PARISHA, 2006), o uso combinado de outros compostos ativos na DIl pode ser uma
importante alternativa no controle dos sintomas da recidiva, assim como na prevenc¢ao

do processo inflamatodrio intestinal em pacientes com esta doenca.

2. Paepalanthus bromelioides Silveira (Eriocaulaceae)

A familia Eriocaulaceae € uma familia de monocotileddneas existente
principalmente no Brasil, e compreende cerca de 1200 espécies (GIULIETTI e
HENSOLD, 1990). Paepalanthus é um género que compreende cerca de 500
espécies, concentrados principalmente na América do Sul, com poucas espécies na
América Central e duas na Africa (GIULIETTI et al., 1988; GIULIETTI e HENSOLD,
1990). Paepalanthus bromelioides (Figura 7), € uma das espécies que tem como
caracteristica o desenvolvimento de capitulos com pequeninas flores agrupadas
(GIULIETTI e HENSOLD, 1990). Varias espécies da familia Eriocaulaceae, inclusive
Paepalanthus bromelioides, sdo conhecidas popularmente, como “sempre-vivas”
porgue, mesmo apds o corte, conservam cor e forma por varios anos (GIULIETTI et
al., 1988). Dos capitulos de Paepalanthus bromelioides (VILEGAS et al., 1990) e
Paepalanthus vellozioides (VARANDA et al.,1997) foi isolada uma isocumarina

denominada de paepalantina, objeto de estudo do presente trabalho.
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Figura 7: Paepalanthus bromelioides Silveira. A-associada ao cupinzeiro; B-
inflorescéncias (capitulos) (A e B-FIGUEIRA e VASCONCELLOS NETO,
1991); C-vista superior (Prof. Dr WAGNER VILEGAS).

2.1. Paepalantina

A isocumarina, 9,10-dihidroxi-5,7-dimetoxi-1H-nafto (2,3c) pirano-1-ona,
denominada paepalantina (Figura 8), foi obtida do extrato diclorometano de P.
bromelioides (VILEGAS et al., 1990). A partir da paepalantina, VILEGAS et al., (1990)
semi-sintetizaram varias isocumarinas através de substituicbes do H das hidroxilas da
posicao 9 e/ou 10 por grupamentos metil e acetil. AlteragBes na estrutura quimica da

paepalantina podem mudar suas propriedades biolégicas (VARANDA et al.,, 1997;

TAVARES et al., 1999).
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Figura 8: Estrutura quimica da paepalantina isolada de capitulos florais de
Paepalanthus bromelioides.

Isocumarinas sdo polifendis derivados da via do acetato e estruturalmente
semelhantes a cumarinas, possuindo como diferenca um anel lactdénico invertido.
Poucos estudos de atividade biolégica foram realizados com estes compostos, sendo
gue algumas isocumarinas foram avaliadas quanto ao potencial citotdxico,
mutagénico, clastogénico e antimicrobiano (VARANDA et al., 1997; TAVARES et
al.,1999; COELHO et al., 2000; DEVIENNE et al., 2002; VARANDA et al., 2004). Os
efeitos citotoxicos e mutagénicos da paepalantina podem estar relacionados entre si,
podendo a citotoxicidade ser conseqiiéncia da interacdo desta isocumarina com 0
DNA (VARANDA et al.,1997). Interessantemente, farmacos que interagem com acidos
nucléicos estdo entre 0s agentes quimioterapicos mais utilizados no tratamento
antineoplasico (BURRES et al., 1992).

A presenca de dois grupos de hidroxilas nos C9 e C10 da molécula da
paepalantina é similar ao arranjo catecolico encontrado em muitos flavondides e que
permite a estes compostos atuarem como seqlestradores de espécies reativas de
oxigénio (KITAGAWA et al.,2003) O potencial antioxidante desta isocumarina foi
avaliado por Leitdo et al. (2002), que demonstraram a capacidade antioxidante por
técnicas  espectrofotométricas, empregando DPPH. Através de testes
guimiluminescentes e espectofotométrico, Kitagawa et al. (2003) demonstraram que a

paepalantina captura &cido hipocloroso (HOCL) e inibe a mieloperoxidase, enzima
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que, na presenca de ions cloreto, participa da producdo de HOCL e em ensaios
dependentes de lucigenina, a paepalantina atuou no sequestro de radical &nion
superoéxido.

A atividade antiinflamatéria da paepalantina sobre a colite ulcerativa foi
demonstrada por Di Stasi et al., (2004), onde a dose de 5 mg/Kg de paepalantina (5
vezes menor que a dose efetiva de sulfassalazina), atenua de forma significativa as
lesbes induzidas por &cido trinitrobenzenosulfénico em ratos, como evidenciado tanto
por estudos histolégicos como bioquimicos. Este efeito benéfico da paepalantina foi
associado a uma defesa antioxidante, visto que o composto preveniu a reducédo da
glutationa que ocorre em consequUéncia da inflamacdo colénica. Adicionalmente, o
efeito antiinflamatério intestinal da paepalantina foi relacionado com a inibicdo da
atividade enzimética da fosfatase alcalina, mieloperoxidase e éxido nitrico sintetase
colonicas. De acordo com esses autores, a paepalantina atua de forma benéfica
principalmente na prevencao da recidiva do processo inflamatério intestinal.

Desta forma, avaliar os efeitos sinérgicos da paepalantina sobre a atividade
antiinflamatéria intestinal da sulfassalazina e verificar se esta associacdo pode
representar uma nova abordagem de tratamento para a Doenca Inflamatéria Intestinal,
€ de grande importancia, especialmente considerando-se que o farmaco ideal para o

tratamento desta doencga ainda ndo esta disponivel.
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Considerando que a paepalantina apresenta atividade antioxidante e
antiinflamatéria intestinal e que a sulfassalazina, farmaco de escolha no tratamento da
Colite Ulcerativa em humanos apresenta sérios efeitos colaterais, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a presenca de possiveis efeitos sinérgicos da
paepalantina sobre a atividade antiinflamatéria intestinal da sulfassalazina, utilizando-

se 0 modelo de colite induzida por TNBS em ratos em duas situacfes experimentais:

» Fase aguda de colite experimental — quando a mucosa colénica esta
intacta, tendo em vista a avaliacdo do efeito preventivo;

» Fase cronica de colite experimental — quando a mucosa colbnica esta
afetada por um processo inflamatorio intestinal, tendo em vista a
avaliagcdo do efeito curativo assim como preventivo da recidiva do
processo inflamatdrio, similar ao que ocorre com a colite ulcerativa em

humanos.
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1. Substancias teste

A espécie Paepalanthus bromelioides Silveira foi coletada na Serra do Cipo,
Minas Gerais, Brasil. A Paepalantina (9,10-dihidroxi-5,7-dimetoxi-1H-nafto (2,3c)
pirano-1-ona) (Figura 8), isolada a partir dos capitulos florais de Paepalanthus
bromelioides, foi fornecida pelo Professor Dr. Wagner Vilegas do laboratério de
quimica da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP,
Campus de Araraquara. A Paepalantina foi isolada de acordo com a metodologia de
Vilegas et al., (1990), e identificada por dados espectrofotométricos de Ressonancia
Magnética Nuclear de prétons (*H NMR), de carbono (**C NMR) e infravermelho (IR).

A paepalantina foi utilizada na dose de 5 mg/Kg, conforme estabelecido por Di
Stasi et al., (2004). Sulfassalazina (Sigma S-0883) foi utilizada nas doses de 5, 15 e 25

mg/Kg.

2. Ensaio in vitro

2.1. Peroxidacao lipidica com membrana de cérebro de rato

A atividade antioxidante da paepalantina foi avaliada através do modelo de
inibicdo da lipoperoxidacao induzida por solucéo de sullfato férrico e acido ascorbico
(100 uM) em membranas de cérebro de rato, adaptado a partir de Stocks et al. (1974)
e Fee e Teitelbaum (1972). Curvas de concentracdo-resposta da paepalantina foram
determinadas e os resultados comparados com a quercetina (flavonéide usado como
referéncia).

A técnica se baseia na producédo de malonildialdeido (MDA) como indicativo de
lipoperoxidacdo. Utilizou-se &cido tricloroacético (TCA) para precipitar proteinas da

amostra de membranas e o reativo tiobarbitarico (TBARS) que reage com o
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malonildialdeido (MDA) gerando coloracdo cuja intensidade € determinada por
espectrofotometria, mediante curva-padrao.

Nestes experimentos, foram utilizados cérebros de ratos normais. Os cérebros
foram pesados e triturados com homogeneizador automatico, em gelo, com tampao
PBS na proporc¢ao 1:4 (p/v) (solugdo A - NaH,PO, 10 mM, e solucdo B- Na,HPO, 10
mM, pH 7). O homogenato foi submetido a centrifugagéo a 3000 rpm, por 15 minutos a
4°C. O sobrenadante foi recolhido e estocado a -80°C em aliquotas de 1 mL. Para a
realizacdo do ensaio, o homogenato estocado foi descongelado em temperatura
ambiente e diluido em PBS na proporcdo 1:10 (v/v). A reacdo de lipoperoxidacao foi
realizada em tubos eppendorf de 2 mL. Os grupos testes foram: Branco com
incubacédo, branco sem incubacéo, controle incubado (DMSO 20%, solvente usado
para solubilizar a paepalantina), controle ndo incubado, controle maximo (tecido,
sulfato férrico e acido ascérbico) e tubos testes (com as concentracdes de 4,33; 8,66;
17,32; 34,64; 69,27 e 138,55 uM de paepalantina em solu¢des de reacdo e quercetina
com concentracdes de 0,34; 0,67; 1,34; 2,69 e 5,37 yM em soluc¢des de reagao). Para
cada amostra, exceto nos brancos, foi adicionado 50uL da solucdo de sulfato ferroso
(SO4Fe'H,O) e acido ascérbico, ambos para provocar a lipoperoxidacdo. Os
ependorffs com as solugbes foram incubados & 37°C por 12 minutos em banho-maria,
sob agitacdo constante. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL do TBARS 0,5% em TCA
20%. Os tubos foram fechados e colocados novamente sob aquecimento em banho-
maria a 100°C por 10 minutos, sem agitacdo. Aliquotas de 1 mL foram colocados em
ependorff de 1,5 mL e centrifugados a 3000rpm, por 15 minutos a 4°C. Foi retirado
200puL do sobrenadante da amostra e colocado em placa de 96 pocos para realizacdo
de leitura em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 532nm. O calculo da
porcentagem de inibicdo da producdo de MDA foi calculado em relagcdo aos valores
obtidos com as amostras de lipoperoxidagcdo méxima (cérebro, ferro e acido ascorbico
a 100uM) e a ICsp (concentracao inibitoria de 50% da lipoperoxidacdo) determinada por

regressao.

27



Matevial e Métodes

3. Ensaios in vivo

3.1. Animais de experimentacdo

Ratos machos albinos da Cepa Wistar, com 21 dias (recém-desmamados),
oriundos do Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu, foram mantidos no
Biotério do Departamento de Farmacologia, Instituto de Biociéncias, Campus de
Botucatu, Sao Paulo, até atingirem 200120 g de peso, para o inicio dos experimentos.
Este Biotério possui temperatura ambiental controlada (21,0+2,0°C) e ciclo de claro-
escuro de 12 horas. Os ratos foram alojados em caixas, separadas por grupo, com no
maximo seis animais por caixa, sendo alimentados com ragdo Nuvital e agua filtrada
ad libitum. O estudo foi realizado de acordo com o protocolo experimental aprovado

pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal deste Instituto.

3.2. Inducéo de colite

A inducao da colite foi realizada pelo método descrito por Morris et al., (1989),
com pequenas modificagbes. Os animais foram submetidos a um periodo de jejum de
24 horas e, posteriormente, anestesiados com éter. O 4acido 2,4,6-
trinitrobenzenosulfénico (TNBS) foi preparado a partir de um liofilizado obtido da
solugdo aquosa comercial de origem a 5% (p/v), onde 0,25 mL de uma solugéo de 10
mg de TNBS em etanol a 50% (v/v), foi administrado via retal (intracoldénica) com a
ajuda de um catéter de teflon (didmetro de 2 mm), o qual foi introduzido pelo anus do
animal até uma distancia de 8 cm. Os animais foram mantidos em posicao vertical (de
cabeca para baixo) desde o momento da instilacdo do hapteno até a recuperagéo da
anestesia. Os animais do grupo branco foram submetidos ao mesmo procedimento,

mas com administracdo de solucao salina em substituicdo ao TNBS.
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3.3. Desenho experimental
3.3.1. Colite aguda

Conforme estabelecido por Slinker (1998), o sinergismo entre drogas devera
incluir no minimo 4 grupos experimentais (controle, grupo com um farmaco, grupo com
um segundo farmaco, grupo com os farmacos associados). O desenho experimental
de colite na fase aguda est& esquematizado na figura 9.

-Branco (B): grupo de animais nao-coliticos;

-Controle (C): grupo de animais coliticos e ndo-tratados;

-Paepalantina (P): grupo de animais coliticos e tratados com paepalantina 5 mg/Kg;
-Paepalantina + sulfassalazina (P+S): grupo de animais coliticos tratados com:
paepalantina 5 mg/Kg + sulfassalazina 5 mg/Kg (P5+S5), paepalantina 5 mg/Kg +
sulfassalazina 15 mg/Kg (P5+S15), paepalantina 5 mg/Kg + sulfassalazina 25 mg/Kg
(P5+S25);

-Sulfassalazina (S): grupo de animais coliticos tratados com sulfassalazina 25 mg/Kg.
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Figura 9. Desenho experimental da fase aguda de colite. B (grupo branco; ratos néo-
coliticos); C (grupo controle; ratos coliticos); P (grupo colitico tratado com
paepalantina); P+S (grupos coliticos tratados com diferentes combinag6es
de paepalantina e sulfassalazina); S (grupo de referéncia; ratos coliticos
tratados com sulfassalazina).

Os ratos receberam, via oral, 5 mg/Kg de Paepalantina (P5), 25 mg/Kg de
sulfassalazina (S25) e as combinagbes (P5+S5), (P5+S15) e (P5+S25), utilizando-se
sonda esofagica em volume fixo de 1 mL de solucéo dissolvida em metilcelulose 1%. A
paepalantina e a sulfassalazina foram dissolvidas na metilcelulose conjuntamente para
administracdo das combinacdes. Os tratamentos foram realizados as 72, 48, 24 e 2
horas antes da inducdo de colite, assim como 24 horas ap6s. Como padrdo de
comparacao utilizou-se o grupo controle, ao qual se induziu colite, mas sem
tratamento farmacoldgico e um grupo branco, ao qual ndo se induziu colite. Os

animais dos grupos controle e branco receberam 1 mL de metilcelulose 1% por via

oral. Todos os animais foram sacrificados 48 horas apds a indugéo da colite.
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3.3.2. Colite crébnica com recidiva

Neste protocolo, a colite foi primeiramente induzida com 10 mg de TNBS em
50% de etanol, como descrito anteriormente, e apés 14 dias os animais receberam
uma segunda dose de 10 mg de TNBS em uma tentativa de mimetizar as recidivas
que ocorrem na DIl humana. Os grupos experimentais utilizados neste protocolo
foram: branco (ndo-colitico), controle (receberam duas doses de TNBS), controle sem
recidiva (receberam uma dose de TNBS), grupos coliticos tratados com paepalantina 5
mg/Kg, com a sulfassalazina 25 mg/Kg e com as combinac¢des (paepalantina 5 mg/kg
+ sulfassalazina 5 mg/Kg e paepalantina 5 mg/kg + sulfassalazina 25 mg/Kg). Para a
preparacdo dos agentes isolados e combinados a paepalantina e a sulfassalazina,
foram dissolvidas em metilcelulose 1%. As combinacfes foram administradas com um
intervalo de 1 hora, sendo primeiro a sulfassalazina e, em seguida, a paepalantina,
sendo este intervalo estabelecido de acordo com o tempo de meia vida da
sulfassalazina (CHUNGI et al.,1989). Os tratamentos foram iniciados 2 horas apés a
inducéo da colite e prosseguiram até um dia antes dos animais serem mortos. Seis
animais de cada grupo foram mortos depois de 1, 2 e 3 semanas da inducdo da colite,
exceto o grupo colitico sem recidiva (CSR), que foram mortos apds 3 semanas (Figura
10). As combinacdes escolhidas para o experimento crbnico com recidiva foram as

gue obtiveram melhores resultados na fase aguda da colite.
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CR
PR

P+SR

SR

Figura 10. Desenho experimental da fase cronica de colite com recidiva. B (grupo
branco; ratos n&o-coliticos); C (grupo controle; ratos coliticos sem
recidiva); CR (grupo controle com recidiva; ratos coliticos que receberam
segunda administracdo de TNBS); P e PR (grupos coliticos tratados com
paepalantina sem e com recidiva, respectivamente); P+S e P+S R (grupos
coliticos tratados com as combinag¢des paepalantina e sulfassalazina sem
e com recidiva, respectivamente); S e SR (grupo referéncia; ratos coliticos
tratados com sulfassalazina sem e com recidiva, respectivamente).

3.4. Avaliacado macroscoépica do processo inflamatorio intestinal

Durante o desenvolvimento do experimento, os animais foram avaliados em
diferentes parametros como variacdes de peso corporal, consumo alimentar, diarréia e

lesdo no célon.

Aos animais foram oferecidos 300 gramas de racdo diariamente, sendo a
avaliacdo do consumo alimentar diaria. Os animais foram pesados todos os dias da
experimentacdo e seus pesos registrados em tabelas, para avaliagcdo do peso apds
inducdo da colite. O peso dos animais utilizados para fazer os calculos e plotar o
gréfico foi 0 peso inicial e peso do final do experimento. As fezes dos animais também
foram observadas para verificar presenca ou auséncia de diarréia, visto que esta € um
dos sintomas da doenca. Ao final do tratamento, os animais foram anestesiados com

éter e mortos por deslocamento cervical, o célon foi retirado e eventuais ocorréncias
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de adesdes entre o célon e 6rgdos adjacentes foram anotadas. O co6lon foi colocado
sobre uma placa de Petri com gelo, onde foi feita a limpeza de restos de gorduras e
adesdes mesentéricas; em seguida, foram determinados o peso (mg) e o comprimento
do cdlon (cm). O célon foi aberto longitudinalmente e a lesdo macroscépica recebeu
escore atravées de uma escala de 0-10, de acordo com uma escala descrita
previamente por Bell et al., (1995) (Tabela 1), que determina tanto a gravidade como

extensao da lesao intestinal.

Apos a andlise da lesdo macroscopica, o colon foi subsequentemente dividido
em cinco fragmentos longitudinais, os quais foram pesados e congelados a —30°C
para determinacdo de proteinas, fosfatase alcalina (FA), mieloperoxidase (MPO) e
para determinacdo dos niveis de glutationa total (GSH). O fragmento para determinar
os niveis de GSH foi congelado em 1 mL de &cido tricloroacético (TCA) 5% (p/v), com
0 objetivo de inibir sua degradacdo pela gama-glutamiltranspeptidase (Anderson,

1985).

TABELA 1 : Critério de determinacéo de escore de lesédo colbnica (BELL et al., 1995).

Escore Critério para avaliacdo dos danos macroscépicos colénicos

Sem prejuizo;

Hiperemia, sem Ulceras;

Ulcera linear sem inflamac&o significante;
Ulcera linear com inflamacéo em um sitio;

Dois ou mais sitios de ulceragéo/inflamacao;

a b W N B O

Dois ou mais sitios de ulceragéo e inflamacdo ou um sitio de inflamacéo
maior que 1 cm ao longo da extensao do colon;

6-10 Se 0 prejuizo cobrir mais que 2 cm ao longo da extensao do célon (o

escore é aumentado em 1 ponto para cada centimetro adicional);
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3.5. Avaliacdo microscopica da lesdo do cdélon

Imediatamente apds a avaliagdo macroscépica do processo inflamatorio
coldnico, amostras de tecido (0,5 mm) foram coletadas 2 cm acima da lesdo no co6lon
e guardadas em cassete para processamento histologico. Essas amostras foram
fixadas em Alfac (90 mL de &lcool 80% + 5 mL de &cido acético + 10 mL de
formaldeido), por 24 horas. Apos este periodo, foram desidratadas em série alcodlica
etilica crescente, diafanizadas em xilol e, posteriormente, incluidas em parafina
Histosec-Pastilhas (Merck-11609) e preparadas para a microtomia. Os cortes, com 6
micrémetros de espessura, foram desparafinizados e reidratados, utilizando série
alcoolica etilica decrescente. A seguir, as amostras foram submetidas a coloracdo em
Hematoxilina-Eosina (HE) para a analise morfolégica das lesbes. As laminas
histolégicas foram observadas no microscépio éptico e as microfotografias tiradas com

microscopio Leica Qwin Plus versédo 3.3 e 3.40.

3.6. Determinac@es bioguimicas

3.6.1. Determinacédo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A determinacdo da atividade da mieloperoxidase em fragmentos de célon de
rato foi realizada pelo método de Krawisz et al., (1984). A atividade da MPO se utiliza
como marcador da infiltracdo de neutréfilos, mesmo que esta enzima nao seja
especifica deste tipo celular.

A determinacéo foi realizada em fragmentos de célon (150-300 mg), os quais
apos descongelamento, foram colocados sobre uma placa de Petri com gelo e picados
com tesouras durante 15 segundos. As amostras foram homogeneizadas em
homogeneizador automatico em tampdo de brometo de hexadeciltrimetilaménio

(HTAB) (Sigma H-5882) a 0,5% (p/v) com tampéao fosfato sédico (50 mM, pH 6,0) na
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proporcdo 1:20 (p/v), até obter um aspecto uniforme. O tamp&o HTAB funciona como
um detergente facilitando a liberacdo da enzima MPO dos gréanulos azurdfilos dos
neutrofilos. O homogenato foi sonicado (sonicador ultra cleaner 1420) por 10
segundos e submetido a um triplo processo de congelamento-descongelamento, o que
facilita a ruptura das estruturas celulares, favorecendo também a liberacédo da enzima.
ApOs o ultimo descongelamento, a aliquota foi centrifugada a 8300 rpm, por 5 minutos
a 4°C e foi realizada a determinacdo da atividade da MPO seguindo a cinética da
reacdo frente a agua oxigenada. Em uma placa de microtitulagdo de 96 pocos, foram
adicionados 50 pL do sobrenadante de cada amostra em pocos distintos e 150 pL do
reativo de coloracdo preparado na hora do uso e composto por cloridrato de orto-
dianisidina (0,167 mg/mL) (Sigma D-3252) e peréxido de hidrogénio (H,O,) 0,0005%
(p/v) em tampédo fosfato (50 mM, pH 6,0) a 37°C. Em seguida, foi determinado o
incremento de absorbancia a 450 nm usando espectrofotbmetro. A atividade da
enzima MPO foi calculada por interpolagdo em curva padrdo, realizada com
peroxidase de rdbano (Sigma P 8250). Uma unidade de mieloperoxidase (U) se
considera como aquela que degrada 1 pmol/min de peréxido de hidrogénio a 25°C. Os

resultados foram expressos como U/g de tecido.

3.6.2. Determinacédo do conteudo de glutationa total (GSH)

A determinacdo do contetdo de glutationa total foi realizada de acordo com o
método descrito por Anderson (1985), que se baseia na oxidacao total da glutationa na
forma reduzida (GSH) presente na amostra em sua forma oxidada (GSSG), mediante
a incubacdo da amostra com o &cido ditiobisnitrobenzdico (DTNB). O DTNB reduzido
adquire coloracdo amarelada, que pode ser determinada espectrofotometricamente. A
GSSG gerada € reduzida por agdo da enzima glutationa redutase na presenca de

NADPH. A GSH formada se oxida novamente, gerando um ciclo continuo (Figura 11),
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no qual a velocidade de reducdo do DTNB (com o seu conseqiiente incremento de

absorbéancia a 412 nm) é proporcional a quantidade total de glutationa (GSH).

Dﬁ JB reduzido

GSH > GSSG

@SG m

NADP* NADPH

Figura 11 . Esquema das reacdes que ocorrem na determinacao do conteudo de glutationa

total nas amostras de colon.

Para efetuar a determinacdo, foram utlizados os fragmentos de célon
congelados com acido tricloroacético (TCA). As amostras, ap0s descongelamento,
foram picadas com tesouras durante 15 segundos aproximadamente, sobre uma placa
de Petri com gelo e, posteriormente, homogeneizadas com uma solucado de TCA 5%
em uma proporcéo final de 1:20 (p/v), usando homogeneizador automatico. Apos a
homogeneizacdo, o material foi centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C. Com o
sobrenadante recolhido executou-se nova centrifugacdo a 10000 rpm por 5 minutos a
4°C. Para a determinacado da glutationa total utilizou-se 20 uL do sobrenadante, o qual
foi colocado em uma placa de 96 pocos, onde se adicionou 140 puL de NADPH (Sigma
N-7505) 298uM (0, 248 mg em 1 mL de PBS), 5 pl de tampéo fosfato sédico (PBS)
com acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (PBS-EDTA, solugdo aquosa de fosfato
sédico 143 mM e EDTA 6,3 mM, pH 7,5) e 20 uL DTNB (Sigma D-8130) 6mM (23,778
mg em 10 mL de PBS), respectivamente. A placa foi colocada no leitor de placas do
espectrofotdbmetro, onde permaneceu incubada por 5 minutos em uma temperatura de
30°C. Apds este periodo, adicionou-se 15uL de glutationa redutase (Sigma G- 3664)
256 Ul/mL (45 pL de glutationa redutase em 2, 955 mL de PBS) e registrou-se o

incremento de absorbancia a 412 nm, durante 3 a 5 minutos, no espectrofotbmetro. A
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concentracdo de glutationa foi calculada a partir da pendente da curva obtida por
interpolagdo em curva padrdo realizada com glutationa, sendo os resultados

expressos como nmol/g de tecido.

3.6.3. Determinacdo do conteudo de proteinas: método do acido

bicinchénico (BCA)

A determinacdo do conteudo total de proteinas foi realizada pela técnica
descrita por Smith et al. (1985). Este método é utilizado quando no tampé&o de
homogeneizacao pode haver detergentes ou outro tipo que apresentam interferéncias
com o reativo azul de Coomassie do método convencional de Bradford. O fundamento
da técnica se baseia na capacidade das proteinas reduzirem o Cu®* a Cu®*, de forma
que o Cu'" reage com o BCA formando um complexo purpura com absorbancia
maxima de 562 nm.

Neste método se emprega um corante que se obtém misturando dois reativos
A e B na proporcéo 50:1 (v/v). O reativo A consiste em uma dissolucdo aquosa de
BCA (25,8 mM) na forma de sal sédico (acido 4,4 -dicarboxi-2,2"-biquinolinico),
Na,COs*H,O (0,16 M), tartrato sddico-potassico (5,7 mM), NaOH (0,1 M) e NaHCO;
(0,11 M) (pH 11,25). O reativo B é uma dissolucado aquosa a 40% de CuSOQO4*5H,0.
Ambos reativos séo estaveis a temperatura ambiente de forma indefinida.

As amostras de cdélon foram picadas e homogeneizadas em homogeneizador
automético com tampéo glicina (50 mM e pH 10,5 com 0,5 mM de MgCl,) na
proporcéo 1:10 (p/v). Apos a homogeneizacdo, o material foi centrifugado a 3000 rpm
por 5 minutos a 4°C. Do sobrenadante das amostras utilizou-se 4 yL que foi colocado
em uma placa de 96 pocos, adicionando-se 200 pL do reativo do BCA. A placa foi
colocada no leitor de placas do espectrofotdbmetro, onde permaneceu incubada por 25

minutos em temperatura de 37°C. A leitura da placa foi realizada a 562 nm. O calculo
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do conteudo de produtos foi feito por interpolagdo em curva padréo de albumina sérica

bovina e os resultados foram expressos em pg/pl de proteina.

3.6.4. Determinacédo da atividade da fosfatase alcalina (FA)

A determinacao da atividade da FA foi realizada pelo método classico descrito
por Bessey et al. (1946). A FA presente na amostra catalisa a hidrélise do grupo
fosfato de um reativo colorido, o nitrofenilfosfato soédico em tamp&o glicina, que
incorpora MgCl,, dando lugar a p-nitrofenol, molécula que apresenta absor¢do maxima
de 405 nm. Para a avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina, foram colocados 5 pL
de amostra do homogenato anterior (para determinagdo do contetdo de proteinas) em
placa de 96 pocos, sendo adicionados 25 pL de 4gua seguido de 50 pL do reativo de
coloracdo, que €& composto de 2,2957 gramas do sal p-nitrofenilfosfato bis
ciclohexilamdnio, (Sigma N 3129-5), a 5,5 mM em tampéao glicina a 50 mM com 0,5
mM de MgCl, (pH 10,5). A placa foi colocada no leitor de placas do espectrofotémetro,
onde permaneceu incubada por 25 minutos em temperatura de 37°C. Em seguida, foi
adicionado 120 pL NaOH 2N (10 gramas de NaOH em 125 mL de agua), para
interromper a reacdo. A leitura da placa foi realizada a 405 nm e a atividade da

fosfatase alcalina calculada em mU/mg de proteina.

4. Analise estatistica

Todos 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 n&o paramétricos (escores) foram expressos em
mediana (intervalo) e analisados pelo Teste Kruskal-Wallis. A evolucdo do peso
corporal dos animais foi expressa em porcentagem, mas transformada em arcosseno
para a analise estatistica. Diferencas entre propor¢des foram analisadas com o Teste

Exato de Fisher. A significAncia estatistica foi considerada para valores de P<0,05.
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1. Atividade antioxidante

A paepalantina apresentou atividade antioxidante no modelo de Peroxidacéo
lipidica com membrana de cérebro de rato induzida por ferro e acido ascorbico onde a
ICso (concentracao inibitoria de 50% da peroxidacao lipidica) da paepalantina foi de
27,54 + 0,17 pM (Figura 12A), resultado este semelhante ao descrito por Di Stasi et al.
(2004) em modelo de lipoperoxidagcdo em membranas de hepatdcitos. No mesmo
teste, a quercetina, flavondide antioxidante usado como referéncia, apresentou uma IC

sode 3,50 £ 0,07 uM (Figura 12B).
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Figura 12A: Avaliacdo da atividade antioxidante da paepalantina em membranas de
cérebro de rato, pelo modelo de peroxidacao lipidica induzida com sulfato
ferroso e acido ascorbico (STOCKS et al., 1974; FEE e TEITELBAUM,
1972, com modificacdes).
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Figura 12B : Avaliacdo da atividade antioxidante da quercetina em membranas de
cérebro de rato, pelo modelo de peroxidagdo lipidica induzida com
sulfato ferroso e acido ascorbico (STOCKS et al.,1974; FEE e
TEITELBAUM, 1972, com modificacdes).

2. Efeito dos tratamentos combinados paepalantina + sulfassalazina (P+S) na

Colite aguda

2.1. Avaliacdo Macroscépica da lesdo

A administracdo de TNBS/etanol nos animais via intracol6nica, promoveu
inflamacdo no célon em todos os grupos experimentais, a qual foi evidenciada 48
horas ap6s a inducdo da colite, sendo caracterizada por danos na mucosa que
variaram de 3,0 a 5,9 cm ao longo do célon, aos quais foram atribuidos um escore
macroscépico, de acordo com Bell et al., (1995) (Tabela 1).

O pré-tratamento oral com a combinagdo paepalantina 5 + sulfassalazina 5

mg/Kg (P5+S5), assim como a administracao isolada de paepalantina 5 mg/Kg (P5) e

40



Resultadas

sulfassalazina 25 mg/Kg (S25) promoveram, de forma significativa, efeitos benéficos
aos danos causados no tecido, quando comparados ao grupo controle, fato este

observado através do escore atribuido a leséo (Tabela 2).

2.2. Razéo Peso/ comprimento do colon (P/C)

O processo inflamatério, responsavel pela lesdo colénica, também foi
associado a um aumento na razdo peso-comprimento (mg/cm) do célon. Nenhuma
modificacdo significativa foi observada em relagdo ao P/C (mg/cm) do célon, entre os
grupos controle e tratados. Todos os tratamentos produziram aumento significativo na

razdo P/C do cdlon, comparados ao grupo ndo-colitico (Tabela 2).

2.3. Incidéncia de diarréia e aderéncias

A diarréia, decorrente do processo inflamatério induzido pelo TNBS/etanol,
ocorreu no grupo controle e em todos os grupos tratados (Tabela 2). Apos a inducéo
de colite por TNBS/etanol nos animais, via intracoldénica, o processo inflamatério
intestinal pode também desencadear a aderéncia do intestino com o0s 0rgaos
adjacentes. Estes sinais da inflamacéo ocorreram em todos 0s grupos experimentais

(Tabela 2).
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TABELA 2 - Efeito da paepalantina (5mg/Kg) (P5), das combinacdes paepalantina 5
mg/Kg+sulfassalazina 5 mg/Kg (P5+S5), paepalantina 5 mg/Kg+sulfassalazina
15 mg/Kg (P5+S15), paepalantina 5 mg/Kg+sulfassalazina 25 mg/Kg (P5+S25) e
da sulfassalazina (25mg/Kg) (S25) no escore de lesdo, mudangas no peso e
comprimento colénico, incidéncia de diarréia e aderéncia, na fase aguda da
colite induzida por TNBS em ratos.

Grupo Escore ? P/C coldnico ° Diarréia Aderéncia
(0-10) (mg/cm) (%) (%)

Branco 0 (0-0)™ 82,30+3,85" 0* 0*
Controle 8,5(7-9) ™ 146,98+8,77"" 75,0" 62,5
P5 6,0(2-9) ** 126,83+13,03*" 80,0" 80,0"
P5+S5 6,0(3-7) ** 123,16+7,23* 40,0 80,0"
P5+S15 9,0(5-9) *** 128,66+7,66™ 100,0°" 80,0"
P5+S25 7,0(6-9) 7 135,72+6,03"" 20,0 100,0"
S 25 6,0 (2-8)* 125,64+11,62"" 20,0 40,0

a Dados de escore expressos em mediana (intervalo), b razdo peso-comprimento colénico
expressos em meédia + E.P.M. * P< 0,05, ** P< 0,01, ***P< 0,001 comparados ao grupo
controle e * P< 0,05, ""P< 0,01, """P< 0,001 comparados ao grupo branco.

2.4. Consumo alimentar e Peso corporal

No quarto dia experimental, os animais foram mantidos em jejum alimentar por
24 horas para posterior inducdo de colite no quinto dia. Apés a inducéo de colite por
TNBS/etanol, somente os animais ndo-coliticos (branco) restabeleceram seu consumo
e, conseglientemente, seu peso corporal no quinto e sexto dias (Figuras 13 e 14).

A instalacdo do processo inflamatdrio intestinal estd associada a uma reducgéo
no consumo alimentar e no peso corpéreo do animal. O consumo alimentar foi
reduzido nos grupos coliticos em 54,3% no grupo controle, 66,4% no grupo P5, 56,7%
no grupo P5+S5, 79,6% no grupo P5+S15, 71,3% no grupo P5+S25 e 49,6% no grupo
S25. Os animais do grupo nao-colitico (branco) aumentaram seu consumo em 5%.

Similarmente, uma reducdo estatisticamente significativa do peso (g) foi observada
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nos animais controle, os quais perderam 10,23+1,24% do seu peso (g), quando
comparados ao grupo nao-colitico (branco), que ganharam em média 3,73+0,39% de

peso (g) (Figura 14).
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Figura 13 : Consumo médio diario de racéo dos animais em cada grupo. No quarto dia
0s animais foram mantidos em jejum por 24 horas para indugédo de colite

por TNBS no quinto dia.
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Figura 14: Média do peso corporal dos animais apés 6 dias de experimento,
constando de 5 dias de tratamento. Peso corporal foi expresso em média
+ E.P.M. ** P< 0,01 comparados ao grupo controle.
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2.5. Avaliacdo Microscopica da leséo

Na avaliacdo histoldgica, a mucosa e submucosa do célon dos animais nao-
coliticos (branco) apresentaram estrutura do colon normal (Figura 15A). O grupo
controle revelou ulceracdo moderada na mucosa do colon e inflamacédo envolvendo as
camadas da mucosa e submucosa. Nas criptas houve deplecdo moderada de muco e
na lamina propria observou-se a presenca de infiltragdo moderada de mondcitos e
granuldcitos; na submucosa foi observada presenca marcante de mondcitos e
granulécitos, e edema severo (Figura 15B).

A paepalantina (P5) administrada isoladamente, assim como a combinacéo
P5+S5 apresentaram suave ulceracdo na mucosa do epitélio e suave deplecdo de
muco nas criptas, mostrando melhora do processo inflamatério, que foi acompanhada
de reducédo de infiltrado inflamatério. Entretanto, as células caliciformes foram mais
preservadas com o tratamento da P5+S5 do que com a P5 (Figura 15C e 15D).

A combinacdo P5+S15 também apresentou ulceracdo na mucosa epitelial e
suave deplegdo de muco nas criptas, sendo observada pequena infiltragdo de
monacitos e granulécitos na mucosa e submucosa com presenca moderada de edema
nesta ultima camada (Figura 15E).

Na combinacdo P5+S25 foi verificada leve ulceracdo na mucosa, deplegéo
moderada de muco nas criptas, suave infiltracdo de mondcitos e granulécitos na
lamina propria, com presenga moderada destas células inflamatoérias na submucosa, e
edema moderado (Figura 15F).

No grupo tratado com S25, a ulceracdo na superficie da mucosa, a deplecao
de muco nas criptas, a presencga das células inflamatorias na lamina propria e na

submucosa, e 0 edema na submucosa foram suaves (Figura 15G).
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Figura 15: Fotomicrografias da mucosa do cdélon de ratos na fase aguda da doenca,
apos inducao de colite por TNBS/etanol. Os cortes foram corados com
Hematoxilina e Eosina (HE). (A) grupo ndo-colitico (branco), mostrando a
histologia do colon do rato normal; (B) grupo controle, com ulceracéo
moderada (seta preta) e infiltracdo severa de células inflamatérias na
lamina propria e na submucosa (seta branca); (C) e (D) grupos tratados
com paepalantina (P5) e com a combinagdo P5+S5 respectivamente; (E)
grupo tratado com P5+S15, infiltracdo suave de células inflamatorias na
submucosa (seta), promovendo edema moderado nesta camada; (F)
grupo tratado com P5+S25, com infiltracdo de células inflamatorias na
lamina propria (mucosa) (seta); (G) grupo tratado com S25. (material
objetivado em objetiva de 20x).
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2.6. Avaliacdo dos parametros bioquimicos

Os danos do colon dos animais também foram caracterizados
bioquimicamente, onde foram avaliados os conteudos de Glutationa (GSH), atividade
da Mieloperoxidade (MPO) e atividade da Fosfatase alcalina (FA) (Tabela 3).

O dano colbnico foi caracterizado bioquimicamente no grupo controle por um
aumento de 8 vezes na atividade da enzima MPO colbnica e por um aumento de duas
vezes na atividade da enzima FA e significante deplecdo de GSH em relacdo ao grupo
ndo- colitico (Tabela 3).

Apés a inducdo da colite pelo TNBS/etanol, a GSH foi depletada como
consequéncia do estresse oxidativo no local da inflamagédo, como verificado nos
animais do grupo controle, ao contrario do grupo néo-colitico que manteve os niveis de
GSH (Tabela 3). Os pré-tratamentos com as combinagdes P5+S5 e P5+S25, assim
como com os agentes P5 e S25 impediram a deplec¢éo do contetdo de GSH de forma
significativa, quando comparados ao grupo controle (Tabela 3).

A infiltracdo de neutrdfilos para o local da inflamacao intestinal foi avaliada
através da atividade da enzima MPO, a qual foi significantemente aumentada, apos a
inducdo de colite por TNBS/etanol, no grupo controle em relacdo ao grupo nao-colitico
(branco) (Tabela 3). Os grupos pré-tratados com P5 e com a combinagdo P5+S5
reduziram de forma significativa a atividade da MPO no célon dos animais, quando
comparados ao grupo controle (Tabela 3).

Somente 0s grupos pré-tratados com P5 e S25 foram capazes de reduzir
significativamente a atividade da FA, quando comparados ao grupo controle (Tabela
3).

A combinacdo P+S promoveu efeito benéfico na fase aguda da colite como
evidenciado pela inibicdo da deplecdo dos niveis de GSH pela P5+S5 e P5+S25 e

reducdo na atividade da MPO com a combinacdo P5+S5 (Tabela 3). Estes resultados
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foram usados para selecionar as combinacfes a serem testadas na fase cronica da

colite com recidiva.

Tabela 3: Efeito da paepalantina (5mg/Kg) (P5), das combinacdes paepalantina 5
mg/Kg+sulfassalazina 5 mg/Kg (P5+S5), paepalantina 5 mg/Kg+sulfassalazina
15 mg/Kg (P5+S15), paepalantina 5 mg/Kg+sulfassalazina 25 mg/Kg (P5+S25) e
da sulfassalazina (25mg/Kg) (S25) no contetdo de glutationa (GSH), atividade
da mieloperoxidase (MPO) e atividade da Fosfatase alcalina (FA) na fase aguda
da colite induzida por TNBS em ratos.
Grupo GSH MPO FA
(nmol/g de tecido) (U/g de tecido) (mU/mg proteina)
Branco 1357,49+86,54** 84,17+8,73* 6,24+0,35**
Controle 777,01£32,62" 688,61+64,47"" 14,37+1,16"
P5 909,08+28,46*"" 334,63+86,47* 9,91+0,97*
P5+S5 1044,02+119,69*" 355,04+108,70* 11,74+1,46"
P5+S15 857,42+57,28™ 514,33+49.75" 11,95+1,08™
P5+S25 926,26+35,53*"* 674,00£233,26" 11,67+1,04™
S25 1047,94+90,64*" 433,88+110,72 9,4240,77**

Os valores sdo expressos em média £ EPM, * P<0, 05, ** P<0, 01, comparado ao grupo
controle (colitico) e * P<0, 05, " P<0, 01, comparado ao grupo branco (ndo-colitico).
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3. Efeito dos tratamentos combinados paepalantina + sulfassalazina (P+S) na

Colite Crbnica com recidiva

3.1. Avaliacdo Macroscdpica da lesédo

Apb6s a inducado de colite, o grupo controle apresentou dano colénico maximo
na primeira semana de experimento e diminuiu gradativamente nas duas semanas
seguintes, sugerindo melhora gradual da mucosa intestinal inflamada. Entretanto,
hiperemia, Ulceras e inflamag¢éo no célon e aumento na sua razdo peso comprimento
ainda foram observados.

A recidiva do processo inflamatorio intestinal foi induzida com uma segunda
dose de 10 mg de TNBS em etanol 50% administrada intracolonicamente duas
semanas ap0s a primeira administracdo. Uma semana apos a segunda instilacdo de
TNBS, a reativagédo do processo inflamatério coldnico foi observada no grupo controle,
como evidenciada por um aumento no escore macroscopico e na razdo entre peso e
comprimento coldnico (Tabela 4). Nos animais que ndo receberam a segunda
administracdo de TNBS (controle sem recidiva, CSR) o dano colbnico seguiu a
evolucdo normal de recuperacao, sendo que estes animais tiveram um menor escore
comparado ao grupo controle que sofreu a recidiva (Tabela 4).

A administracdo da combinacdo P5+S25 aos animais coliticos, preveniu o
impacto da colite com recidiva, evidenciado macroscopicamente por reducdo dos
danos da mucosa coldnica, comparados ao grupo controle (Tabela 4). Em adi¢&o, as
injarias  macroscépicas observadas com a combinacdo P5+S25 foram
significativamente menor que com P5 e S25 (Tabela 4).

O tratamento dos animais com o0s agentes administrados isoladamente
produziu efeito preventivo na primeira semana do processo inflamatério coldnico,
evidenciado por reducdo no escore de leséo pela P5 e na razdo entre peso e

comprimento colénico da P5 e S25 (Tabela 4).
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A incidéncia de diarréia foi freqliente nos animais do grupo controle ao final da
1° semana, mas foi diminuida depois de 14 dias da indug&o do processo inflamatoério
e, voltou a ser frequente na 3° semana apds a 2° administracdo de TNBS. Os animais
do grupo CSR nao apresentaram diarréia ao final do experimento. A combinagéo
P5+S5 reduziu a incidéncia de diarréia no impacto da colite com recidiva, onde os
animais deste grupo ndo apresentaram diarréia, em comparacdo ao grupo controle
(50,0%) e ao grupo S25 (66,0%) que apresentaram incidéncia de diarréia, embora néo
diferiram estatisticamente. Na ocorréncia de diarréia entre os animais tratados com
paepalantina e sulfassalazina isoladamente, P5 promoveu baixa incidéncia de diarréia
durante todo o experimento crénico, porém nao foi estatisticamente diferente do grupo
controle. Com S25 a incidéncia de diarréia foi estatisticamente reduzida em
comparacdo ao grupo controle na primeira semana, no entanto, na ultima semana de
tratamento, apos segunda administracdo de TNBS, 0s animais apresentaram
incidéncia de diarréia (Tabela 4).

A aderéncia do colon aos 6rgaos adjacentes foi observada ao final de cada
experimento no grupo controle com recidiva e também nos animais do grupo CSR
(Tabela 4). Os animais tratados com a combinagdo P5+S25 ndo apresentaram
aderéncia do célon aos 6rgdos na segunda e terceira semana de experimento (Tabela
4). A aderéncia aos 6rgaos também foi prevenida pela combinacdo P5+S5 na segunda
semana (Tabela 4). A P5 isolada também preveniu o colon da aderéncia aos érgaos

nas duas semanas que antecederam a recidiva (Tabela 4).
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Tabela 4. Efeito dos tratamentos com paepalantina (5mg/Kg) (P5), sulfassalazina (25 mg/Kg) (S25) e
das combinacdes paepalantina 5mg/Kg+sulfassalazina 5mg/Kg (P5+S5), paepalantina
5mg/Kg+sulfassalazina 25mg/Kg (P5+S25) no escore de lesdo, mudancas do peso-
comprimento col6nico, incidéncia de diarréia e aderéncia, na fase cronica da colite
induzida por TNBS em ratos.

Grupo Escore @ P/C colénico ° Diarréia Aderéncia
(mg/cm) (%) (%)

1 semana
Branco (535 100,56+8,01** 0** 0**
Controle 8(7-9) " 276,05+31,17"" 83,3 83,3"
PS5 1,5(0-2) ** 149,61+7,66* 16,6 0**
P5+S5 5(1-7) ™ 201,38+46,24 16,6 50,0
P5+S25 2(2-3) " 187,20+52,41 50,0 25,0
S25 3,5(2-7) " 143,23+20,57* O** 50,0
2 semanas
Branco 0* 86,52+ 3,58** 0 0***
Controle 2,5(2-3)" 185,40+22,21"" 16,6 100,0"**
PS5 0,5(0-3) 148,90+11,91"" 0 O***
P5+S5 4(0-5)" 142,90+10,92" 20,0 20,0**
P5+S25 2(0-3) 145,62+12,06" 20,0 QFx*
S25 4(1-6)™" 137,95+10,73" 0 33.3
3 semanas
Branco 0** 88,91+4,57* * 0 0
controle 5(4-5)"" 145,26+7,27 ** 50,0 66,6
CSR 2,5(0-4) 149,35+13,09"" 0 33,3
PS5 5(4-6) " 158,28+9,81"" 16.6 66,6
P5+S5 2,5(0-6) " 136,88+5,60"" 0 33,3
P5+S25 0(0-1) * & 131,08+10,21"" 20,0 0
S25 4,5(3-7)"" 158,28+9,82™ 66,6 16,6

a escore s&0 expressos em mediana (intervalo), ° raz&o peso-comprimento colénico expressos em média
+ E.P.M. * P< 0,05, ** P< 0,01, **P< 0,001 comparado ao grupo controle; * P< 0,05, ™ P< 0,01, "™ P<
0,001 comparado ao grupo branco; * P< 0,01 comparado ao grupo controle sem recidiva (CSR); ** P<
0,01 comparado a S25 isolada; 4 p< 0,01 comparado a P5 isolada.
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3.2. Consumo alimentar e Peso corporal

A queda do consumo alimentar e conseqiilentemente a reducdo do peso
corporal esta diretamente relacionado com o processo inflamatério intestinal. Apés a
administragdo do TNBS na primeira e terceira (recidiva) semanas, os animais coliticos
tiveram seu consumo alimentar reduzido, mas restabeleceram seu consumo no final
de cada semana de tratamento (Figura 16A, 16B e16C). Os grupos tratados com P5 e
S25 tiveram evolucdo de peso corporal na primeira semana, estatisticamente diferente
do grupo controle (Figura 17A). Na segunda semana, 0S grupos tratados com a
combinagéo P5+S25 e P5 restabeleceram seu peso corporal diferindo estatisticamente
do grupo controle (Figura 17B). Na terceira semana todos os grupos tiveram evolucao

de peso ndo diferindo estatisticamente do grupo controle (Figural7C).
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Figura 16A: Consumo médio diario de racdo por animal em cada grupo, durante a
primeira semana de tratamento. A inducéo de colite com TNBS/etanol
foi realizada no dia 1.
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Consumo de ragao/ animal (g)
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Figura 16B: Consumo médio diério de ragéo por animal em cada grupo, durante 14
dias de tratamento. A inducdo de colite com TNBS/etanol foi realizada
no dia 1.
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Figura 16C: Consumo médio diario de racdo por animal em cada grupo, durante 21

dias de tratamento. A indugéo de colite com TNBS/etanol foi realizada no
dia 1 e uma 2° dose foi administrada no 15° dia (dia 15 jejum).
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Figura 17A: Média do peso corporal dos animais em cada grupo durante a primeira
semana de tratamento. Peso corporal é expresso em média + E.P.M. * P
< 0,05; ** P < 0,01 comparados ao grupo controle.
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Figura 17B : Média do peso corporal dos animais em cada grupo durante 14 dias de

tratamento. Peso corporal € expresso em média = E.P.M. * P < 0,05; ** P
<0,01.
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Figura 17C : Média da evolucao do peso corporal dos animais em cada grupo durante
21 dias de tratamento, a inducdo de colite com TNBS/etanol foi realizada
no dia 1 e uma 2% dose (recidiva) foi administrada no 15° dia. Peso
corporal é expresso em média + E.P.M.

3.3. Avaliacdo Microscopica da lesao

A administracéo intracolénica de TNBS causou danos extensivos na superficie
do epitélio da mucosa, variando a severidade entre os grupos tratados. Na avaliacdo
histolégica, a mucosa e submucosa do co6lon dos animais branco (n&do-coliticos)
apresentaram estrutura do célon normal, onde pode-se observar a mucosa, com as
glandulas tubulares retas com células califormes e lamina prépria ndo edemaciada e, a
submucosa com tecido conjuntivo levemente denso e também ndo edemaciado
(Figura.18A, 19A e 20A). O grupo controle apresentou ulceracdo no epitélio da
mucosa do colon durante as 3 semanas de experimento (Figura 18B, 19B e 20B). Os
danos da mucosa foram acompanhados pela presenca de células inflamatorias
(mondcitos e granulécitos) na lamina prépria e na submucosa. Os ratos tratados com
P5+S5 durante as 3 semanas de experimento, mostraram a mucosa recuperada sem

ulceracdo e infiltracdo de células inflamatérias (Figura 18D, 19D e 20E), com
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caracteristicas semelhantes aos ratos do grupo branco (ndo-colitico) (Figura 18A, 19A
e 20A). A combinagao P5+S25 apresentou a mucosa recuperada somente na segunda
semana de experimento (Figura 19 E). Os grupos tratados com P5 ndo apresentaram
ulceracao no epitélio da mucosa durante as 3 semanas de experimento (Figura 18C,
19C e 20 D); porém, ap0s a primeira semana de inducéo da colite a inflamacao foi
detectada pela presenca de infiltrado de células inflamatérias (Figura 18C). Os animais
tratados com o farmaco de referéncia usada no estudo (S25) apresentaram ulceragéo
no epitélio da mucosa com infiltracdo de células inflamatérias na primeira semana
apo6s a inducéo da colite (Figura 18 F).

O processo inflamatério nos animais coliticos também foi associado a
hiperplasia e dilatacdo das criptas, com moderada deple¢éo nas células caliciformes
com aparente reducéo na producdo de muco (Figura 18B, 19B e 20B). A deplecéo de
células caliciformes foi menos severa no grupo tratado com S25 (Figura 18 F) na
primeira semana e, apoés a recidiva (32 semana), nos grupos tratados com P5 (Figura
20D), P5+S5 (Figura 20E) e S25 (Figura 19G).

As amostras colbnicas foram caracterizadas pela presenca de edema na
submucosa na primeira semana apo6s a inducéo de colite; entretanto, no grupo tratado
com a combinacdo P5+S5 nenhum edema foi observado (Figura 18D). Com 14 dias
de tratamento com P5, P5+S5 e P5+S25 a submucosa do célon ndo apresentou
edema (Figura 19C, 19D e 19E), embora o grupo tratado com S25 apresentou edema
leve (Figura 19F).

Apbés a recidiva o processo inflamatério foi reinstalado, danos estes
constatados através da visivel deplecdo de células caliciformes e presenca de
infiltrado celular mononuclear e granulécitico no grupo controle (Figura 20B), além da
presenca de edema severo na submucosa dos grupos P5+S25 e S25 que receberam
a 22 dose de TNBS (Figura 20F e 20G), comparados ao grupo controle sem recidiva
que recuperaram a estrutura coldnica (Figura 20C). O grupo tratado com P5+S5 néo

apresentou edema na submucosa apés a recidiva (Figura 20E).
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Os estudos histolégicos confirmam o efeito benéfico da combinacdo P5+S5
(Figura 18D, 19D e 20E). Os animais tratados com P5+S5 mostraram completa
recuperacdo na estrutura das células do célon, caracterizada pela restauracdo da
camada epitelial da mucosa, acompanhada pela presenca de células caliciformes com
a producdo de muco. Foi observado também reducao no infiltrado celular mononuclear
e granulocitico na lamina propria e submucosa, € nenhum edema visivel na

submucosa.
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Figura 18 : Fotomicrografias da mucosa do cdélon de ratos na fase crénica da doenca,
durante a primeira semana de tratamento. A inducdo de colite com
TNBS/etanol foi realizada no dia 1. Os cortes foram corados com
Hematoxilina e Eosina (HE). (A) grupo nao-colitico (branco), mostrando a
histologia do cdélon do rato normal; (B) grupo controle, com ulceracao (seta
preta) e infiltracdo severa de células inflamatdrias na submucosa (seta
branca); (C) grupo tratado com paepalantina (P5) apresentando infiltracéo
de células inflamatérias na submucosa (seta branca); (D) Combinacgdo
P5+S5; (E) grupo tratado com P5+S25, com area de ulceracéo (seta); (F)
grupo tratado com S25 com ulceracdo (seta preta) e infiltracdo de células
inflamatorias (seta branca). (material objetivado em objetiva de 4X)
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Figura 19 : Fotomicrografias da mucosa do colon de ratos na fase crénica da doenca,
durante 14 dias de tratamento. A indugc&do de colite com TNBS/etanol foi
realizada no dia 1. Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina
(HE). (A) grupo nao-colitico (branco), mostrando a histologia do célon do rato
normal; (B) grupo controle, com ulceracdo (seta preta) destacando a
diminuicdo da espessura da mucosa nesse material; (C) grupo tratado com
paepalantina (P5); (D) Combinacdo P5+S5; (E) grupo tratado com P5+S25;
(G) grupo tratado com S25. (material objetivado em objetiva de 4X em A, C,
D E e F e objetiva de 10X em B)
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Figura 20 : Fotomicrografias da mucosa do célon de ratos na fase cronica da doenca,
durante 21 dias de tratamento. A inducdo de colite com TNBS/etanol foi
realizada no dia 1 e uma 2% dose (recidiva) foi administrada no 15° dia. Os
cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE). (A) grupo n&o-colitico
(branco), mostrando a histologia do célon do rato normal; (B) grupo controle,
com ulceracdo (seta preta); (C) controle sem recidiva (CSR) com ulceracao
no epitélio da mucosa (seta); (D) grupo tratado com paepalantina (P5); (E)
Combinagéo P5+S5; (F) grupo tratado com P5+S25 apresentando ulceragao
na mucosa (seta preta) e infiltrado de células inflamatérias (seta branca); (G)
grupo tratado com S25. (material objetivado em objetiva de 4X em A, B, D, E
e G em objetivade 10 Xem Ce F)
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3.4. Avaliacd@o dos parametros bioquimicos

O progresso do processo inflamatoério no grupo controle também foi observado
biogquimicamente através das atividades enzimaticas da MPO e FA que foram
maximamente aumentadas sete dias ap0s a primeira instilacdo de TNBS quando
comparadas aos niveis enzimaticos dos animais ndo coliticos (Tabela 5). Esses
resultados também foram associados a reducgdo significante no conteudo de GSH
(Tabela 5).

A combinacdo P5+S5 preveniu o impacto das lesbes causadas pela indugéo da
colite nas duas primeiras semanas de experimento através da manutencdo dos niveis
de GSH colbnicos e reducao da atividade enzimética da MPO e FA (Tabela 5). Em
adicdo, este tratamento combinado foi melhor que a S25 testada isoladamente na
segunda semana na manutencdo dos niveis de GSH. Entretanto a GSH também foi
mantida e as atividades enziméticas da MPO e FA foram reduzidas pelo tratamento
com P5 (Tabela 5).

Apos a segunda administracdo de TNBS, a reativagcdo do processo inflamatorio
colénico néo foi observada na GSH e na MPO. Isto foi evidenciado porque nenhuma
diferenca estatisticamente significante foi encontrada nestes parametros bioquimicos
analisados (Tabela 5). Entretanto, o célon dos animais tratados com a combinagéo
P5+S25 reduziu a atividade da FA, comparadas ao grupo controle e aos respectivos

tratamentos P5 e S25 (Tabela 5).
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Tabela 5. Efeito dos tratamentos com paepalantina (5mg/Kg) (P5), sulfassalazina (25
mg/Kg) (S25) e das combinacdes paepalantina 5mg/Kg+sulfassalazina
5mg/Kg (P5+S5), paepalantina 5mg/Kg+sulfassalazina 25mg/Kg (P5+S25)

(GSH), na atividade das enzimas

mieloperoxidase (MPO) e fosfatase alcalina (FA) na fase crénica da colite

com recidiva induzida por TNBS em ratos.

no conteudo de glutationa total

Grupo

1 semana

Branco
Controle
PS5
P5+S5
P5+S25
S25

2 semanas

Branco
Controle
P5
P5+S5
P5+S25
S25

3 semanas

Branco
Controle
CSR

P5

P5+S5

P5+S25
S25

GSH

(nmol/g de tecido)

2385,75+294,48*
1590,06+53,57"
2359,05+227,36*
2571,86+173,51**
2091,9+175,74
2386,00+177,05*

2266,04+169,80
1881,33+359,64
2383,19+114,01*
2689,82+161,17*+ *
2103,06269,22
1776,58+63,50"

1976,16+150,56
1702,07+161,98
1823,10+127,71
1923,81+89,95

1975,66+129,78

2117,32+68,75
1765,20+£120,79

MPO

(U/g de tecido)

127,59+14,52**
1038,76+225,94™"

264,86+94,13*
292,17+77,43*

326,47+104,50
950,97+327.99"

115,86+12,91
220,60+42,94
135,48+16,61
165,46+11,96
219,41+48,48
262,39+59,42"

90,92+6,73
132,35+18,51
96,65+13,83
214,23+41,83"

146,55+37,23

166,66+24,16
173,90+24,32

FA
(mU/ mg de

proteina)

4,20+ 0,36**
19,15+4,37"
6,77+0,92**
7,36+1,13**
21,69+3,90™
7,45+ 0,91**

5,79+0,69**
13,31+1,65™
6,07+0,42**
8,02+1,44*
11,22+0,84"
11,19+1,28™

3,83+0,24* *
6,86+0,43"
7,06+0,43™
9,58+0,39* **

7,57+1,28""

3,94+0,30* XX &&#
7,35+0,89**

Os dados sao expressos como médiat E.P. M; * P< 0,05, ** P< 0,01 comparados ao grupo
controle; * P< 0,05, * * P< 0,01 comparados ao grupo branco; * P< 0,05, ** P< 0,01 comparados
ao grupo controle sem recidiva (CSR); ** P< 0,01 comparados ao grupo S25; % P< 0,01
comparados ao grupo P5.
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A doenca inflamatéria intestinal (DII) € uma condicdo que afeta o trato
gastrintestinal e é compreendida, fundamentalmente, por duas doencas distintas: a
Doenca de Crohn (DC) e Colite Ulcerativa (CU), ambas com etiologia desconhecida e
varios mecanismos fisiopatolégicos envolvidos, como predisposi¢cdo genética, acdo de
diversos fatores ambientais e resposta imune anormal (PODOLSKY, 2002). Durante
0s Ultimos anos tem ocorrido um aumento gradual na incidéncia destas doencas
intestinais (LOFTUS, 2000), o que justifica o importante esforco que vem sendo
realizado por pesquisadores na busca de novos farmacos eficazes no tratamento da
DIl e na prevencao das recidivas que a caracterizam.

Provavelmente, a dificuldade em encontrar um farmaco realmente eficaz resida
no entendimento incompleto da patogénese desta doencga, onde inumeros fatores
estdo implicados, como infiltracdo neutrofilica e producdo elevada de mediadores
inflamatérios, responséaveis por producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
que ocasiona ou perpetua o processo do dano tecidual (PEARSON et al.,, 1996;
YAVUZ et al., 1999; PRAVDA, 2005).

Considerando-se que a paepalantina, uma isocumarina isolada dos capitulos
florais de Paepalanthus bromelioides apresenta atividade antioxidante e
antiinflamatéria intestinal comprovada (DI STASI et al. 2004) e, que a sulfassalazina
(farmaco de escolha para o tratamento da Doenca Inflamatéria Intestinal em humanos)
possui sérios efeitos colaterais, especialmente quando usada em altas doses ou em
longos periodos de tratamento, a combinagéo da paepalantina com a sulfassalazina foi
alvo de estudo do presente projeto, com o objetivo de avaliar se a paepalantina pode
produzir efeitos preventivos e curativos associada a doses menores de sulfassalazina
que as comumente utilizadas e, desta forma produzir efeitos protetores com menor
incidéncia de efeitos colaterais e adversos decorrentes da administracdo da
sulfassalazina.

Para testar as combinacdes nos animais, a escolha do modelo experimental é

fundamental e deve-se levar em consideracao aquilo que se propde o estudo. Assim, a
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utilizacdo do modelo de indugéo de colite por acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS)
combinada ao etanol (50%), esta justificada em funcao de reproduzir o que ocorre na
doenca em humanos, especialmente considerando-se suas caracteristicas
histopatologicas e clinicas, como ulceragéo, perda de apetite e peso corporal. Neste
modelo, a instilagdo de uma solucédo alcodlica (etanol 50%) quebra a barreira intestinal
e 0 TNBS age como um hapteno, evocando uma resposta imunoldgica. A
administragcdo separada do hapteno e do etanol (50%) nédo produz inflamacgéo crénica.

O presente estudo mostra o efeito exercido por diferentes combinagcfes de
paepalantina e sulfassalazina na melhora do insulto provocado pela instilacdo
intracolénica de TNBS/etanol em ratos em duas condi¢cdes experimentais: aguda e
cronica com recidiva.

A colite induzida pelo TNBS/etanol via intracoldnica, promoveu leséo no célon
dos animais na fase aguda da doenca. O pré-tratamento oral com a combinacdo
P5+S5 e com os agentes P5 e S25 promoveram efeitos benéficos nos danos
causados no tecido, reduzindo o escore de lesdo do célon, comparados ao grupo
controle. Embora n&o tenha ocorrido diferenca estatistica com esta combinacéo e os
agentes isolados, a dose de sulfassalazina utilizada na combinacdo foi cinco vezes
menor que o farmaco de referéncia sulfassalazina (S25).

Entretanto, na fase crbnica com recidiva (terceira semana), a combinagao
P5+S25 foi significativamente melhor que os agentes testados isoladamente nas
doses de 5 mg/Kg de paepalantina e de 25 mg/Kg de sulfassalazina na protegéo da
mucosa colbnica causada pelo dano induzido pelo TNBS. Este efeito foi acompanhado
pela reducédo da atividade da FA.

O aumento do peso do tecido do célon inflamado também é considerado um
indicador da severidade e extensdo da resposta inflamatéria (RACHMILEWITZ et al.,
1989). Os resultados do presente estudo demonstraram aumento na relacdo
peso/comprimento do célon nos grupos tratados com os agentes combinados (P5+S5,

P5+S15 e P5+S25) e isolados (P5 e S25) na fase aguda. Somente na primeira
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semana da fase crbnica os tratamentos com P5 e S25 protegeram o colon do
processo inflamatério, em relacdo ao grupo controle. Este parametro, razdo
peso/comprimento colénico, é de dificil recuperacdo como visto por outros autores
(OCETE et al.,1998), e pode ser explicado pela severa e extensiva leséo induzida no
cblon pelo TNBS/etanol, o qual é dificil ser superado por tratamentos farmacoldgicos
(VELJACA et al.,1995; VILLEGAS et al.,2003).

A presenca de aderéncias entre o célon e os 6rgdos adjacentes resulta da
inflamacdo transmural, caracteristica comum da Doenca de Crohn em humanos
(LEVINE, 1994) e da colite experimental induzida por TNBS (YAMADA et al., 1992;
BELL et al., 1995). No presente estudo, apos a inducao de colite por TNBS/etanol, a
incidéncia de aderéncias entre o intestino e os 6rgéos adjacentes ocorreu em todos 0s
grupos tratados na fase aguda, devido a severidade do processo inflamatério agudo.
Na fase cronica, os sinais de aderéncia foram observados com menor incidéncia apés
a segunda semana. Na terceira semana a incidéncia de aderéncias apresentou-se
ausente nos animais tratados com a combinacdo P5+S25, sugerindo um efeito
protetor da combinagédo, no processo inflamatario.

De acordo com Musch et al., (1982), o processo inflamatério instalado pela
infiltracdo de neutrdéfilos leva ao desencadeamento da cascata dos metabdlitos do
acido araquidénico, com formacdo do &cido 5-hidroxieicosatetraendico (5-HETE), que
pode ser um dos fatores responsaveis pela diarréia observada na DII. A incidéncia de
diarréia nos animais foi observada nos grupos controle e tratados, nos dois diferentes
protocolos experimentais, fase aguda e crbnica. Entretanto, a diarréia ndo foi
observada apés a recidiva (32 semana) no grupo que recebeu a combinacdo P5+S5.
Estes dados indicam que a combinacdo P5+S5 foi eficaz na prote¢cdo dos danos
causados pelo TNBS, protegendo o célon da diarréia apos a recidiva.

Entre os sintomas da DIl esta a reducao do peso corporal, que ocorre devido a
reducdo no consumo alimentar, resultado de dor abdominal e diarréia durante a fase

ativa da doenca (CAMPOS et al., 2002). Uma reducao no consumo alimentar, seguido
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pela perda de peso corporal dos animais, apds a inducdo da colite, foi verificado em
todos os grupos controle e tratados na fase aguda da doenca. Ao contrério do que foi
observado na fase aguda, na fase cronica os animais foram restabelecendo seu
consumo alimentar e, consequentemente, seu peso corporal. De acordo com Morris et
al., (1989), o modelo TNBS produz uma inflamacgéo severa no célon, mas ndo afeta
significantemente o ganho de peso pelos animais, a longo prazo. Assim, é necessario
um periodo de recuperacdo para que 0s animais restabelecam seu consumo e,
consequentemente, seu peso corporal.

A ocorréncia da inflamacao intestinal na colite ulcerativa é caracterizada pela
infiltracdo de numerosos linfécitos e granuldcitos na mucosa e submucosa e por
deplecéo de células caliciformes no colon, em casos moderados a graves da doenca
(ASAKURA et al., 2007). Através das andlises histoldgicas do célon dos animais
submetidos ao procedimento experimental da fase aguda e crbénica, pdde-se constatar
um processo inflamatorio intestinal visivel no grupo controle, com a infiltracdo de
células inflamatorias nas camadas do colon. O aumento de células inflamatorias na
mucosa e submucosa na DIl promove a sintese e liberacdo de uma série de diferentes
mediadores proé-inflamatdrios, incluindo eicosandides, citocinas e metabdlitos reativos
de oxigénio e nitrogénio, 0s quais sdo responsaveis pela perpetuacdo da resposta
inflamatoria (PAVLICK et al., 2002). O processo antiinflamatério foi observado nos
grupos tratados com a combinacdo P5+S5 , assim como com P5, nas duas fases
experimentais, nos quais a proliferacdo de células inflamatérias na mucosa e
submucosa do colon foi menor. Os neutréfilos e monécitos de pacientes com DIl ativa
produzem altas concentracfes de espécies reativas de oxigénio, comparados a
pacientes sadios (D'ORICO, 2000). Segundo McKenzie (1996), h4 uma elevacdo das
espécies reativas de oxigénio na inflamac&do da mucosa do colon na colite ulcerativa, o
gue pode causar danos diretos na célula epitelial.

No processo inflamatério, um aumento na producdo das espécies reativas de

oxigénio debilita as defesas antioxidantes, como a glutationa. A GSH é essencial para
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a integridade da funcéo e estrutura do intestino; ratos deficientes em GSH mostraram
severa degeneragdo do jejuno e mucosa colbnica e apresentaram perda de peso e
diarréia (MARTENSSON et al.,1990). A reducéo nos niveis de glutationa foi detectada
em humanos (LAUTERBURG et al., 1988) e na inflamacdo colbnica experimental
(PEH et al., 1989). Através do modelo de inducdo de colite por TNBS, Grisham et al.,
(1990) e Barret (1990), observaram uma reducdo marcante nos niveis de GSH. Nieto
et al., (2000) também observaram que ha uma reducdo de GSH no tecido de animais
com colite induzida por TNBS. Considerando-se que a administracdo de um
blogqueador de radicais sulfidrila em ratos promove inflamacé&o col6énica (LOGUERCIO
et al., 2003) e que a suplementacdo com GSH melhora o dano colénico em colite
experimental (ARDITE et al., 2000), novos compostos que impedem a reducdo dos
niveis deste tripeptideo caracterizam-se como potenciais no tratamento da DII.

A eficicia da paepalantina (5 mg/Kg), na contencdo dos niveis de GSH, ja foi
observada anteriormente, por Di Stasi et al., (2004), a qual atenuou de forma
significativa as lesdes induzidas pelo acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em ratos.
No presente trabalho, a deplecdo nos niveis de GSH foi observada nos animais
submetidos a indugéo de colite por TNBS/etanol na fase aguda e crénica com recidiva.

O pré-tratamento realizado na fase aguda com os agentes combinados P5+S5
e P5+S25 impediram a deplegdo do conteudo de GSH, mas ndo foram diferentes
significativamente dos grupos tratados com P5 e S25, os quais também impediram de
forma significativa & deple¢do do conteiudo de GSH, em relagcdo ao grupo controle. A
combinacdo P5+S5 também impediu a deplecdo da GSH na primeira e segunda
semana da colite crbnica. Sendo que na segunda semana foi melhor que a S25
testada isoladamente. Esta combinacédo, também reduziu a atividade da MPO, na fase
aguda e na primeira semana da colite crbnica. A inibicdo da MPO aumenta as defesas
antioxidantes no célon inflamado (GALVEZ et al., 2006).

A MPO é uma enzima presente nos granulos azuréfilos dos neutréfilos e, em

pequena quantidade, em mondécitos e macrofagos. A reducdo da atividade desta
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enzima pode ser interpretada como manifestacdo da propriedade antiinflamatéria de
um dado composto (VELJACA et al., 1995). A combinagdo P5+S5 no pré-tratamento e
pés-tratamento reduziu a atividade da MPO, resultados estes comprovados pelos
dados microscépicos, onde ocorreu atenuacao dos danos da mucosa e da submucosa
com reducdo da infiltracéo de neutrdéfilos, promovendo uma atividade antiinflamatoria.

A paepalantina é eficaz em interferir nos sistemas MPO/ H,0, e MPO/ H,0,/Cl-,
esta interferéncia foi relacionada a inibicdo da mieloperoxidase e pelo efeito de
sequestrar acido hipocloroso (HOCL) (KITAGAWA et al., 2003). A presenca dos
grupos OH no C9 e C10 na molécula paepalantina pode permitir a atividade
antioxidante desta isocumarina como detectado pelo sistema MPO/H,0,/Cl
(KITAGAWA et al., 2003). De acordo com Wasil et al., (1988), sequestradores de
HOCL podem inibir danos potenciais aos tecidos inflamatdrios.

Kettle et al. (1991), verificaram que a sulfassalazina também é um farmaco
anti-inflamatorio efetivo em inibir a enzima MPO para converter o H,O, em &cido
hipocloroso (HOCL). Entretanto, no presente estudo tanto na fase aguda quanto na
fase crbnica, a sulfassalazina na dose de 25 mg/Kg né&o inibiu a atividade da MPO, em
relacdo ao grupo controle, mas foi eficaz nesta inibicho quando combinada com a
paepalantina na dose de 5 mg/Kg. Cruz et al. (2001), verificaram que a sulfassalazina
na dose de 100mg/Kg (4 vezes maior que a dose testada no presente estudo) inibiu a
atividade da MPO. Woodruff et al. (2005), também observaram que o tratamento com
a sulfassalazina na dose de 100mg/Kg, na fase aguda da doenca reduziu os niveis de
MPO no colon de ratos coliticos. Desta forma, doses baixas de sulfassalazina, como
utilizada no presente trabalho, podem interferir com a eficicia da sulfassalazina em
inibir os niveis de MPO no cdlon inflamado. Este fato sugere que a paepalantina seria
0 composto responsavel por esta inibicdo na fase aguda e na primeira semana da fase
cronica da doenca.

Andlises bioquimicas e imunohistoquimicas indicam que a infiltracdo de

leucécitos (macréfagos e neutrdéfilos) é responsavel pelo aumento da fosfatase alcalina
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(FA) no célon inflamado (SANCHEZ DE MEDINA et al., 2004). Isto ocorre porque a FA
esta localizada em granulos especificos de neutrofilos (BORREGAARD et al., 1987;
KOBAYASHI e ROBINSON, 1991). A FA participa na absor¢cdo de nutrientes no
intestino (SANCHEZ DE MEDINA et al., 2004) e na manutencdo e ou funcdo de
algumas estruturas intestinais (SHAO et al.,, 2000), embora seu papel fisiolégico
especifico seja desconhecido. Entretanto, numerosos estudos sugerem que a FA,
presente nas microvilosidades intestinais, tem importante papel no mecanismo de
defesa contra alguns patégenos (POESLTRA et al.,1997).

A atividade da fosfatase alcalina pode ser considerada como um marcador
sensivel a inflamacdo do intestino, uma vez que a atividade desta enzima esta
aumentada nos experimentos de colite (SANCHEZ DE MEDINA et al., 1996). A
atividade da FA também estava aumentada no célon dos animais coliticos tanto na
fase aguda como crénica no presente estudo, devido ao processo inflamatério ocorrido
pelo TNBS.

Nenhuma das combinacdes reduziu a atividade da FA na fase aguda, no
entanto, a atividade desta enzima foi reduzida na primeira e segunda semana do
experimento cronico pela combinacdo P5+S5 e pelos grupos isolados P5 e S25, em
relacdo ao grupo controle. Entretanto, apds a recidiva, a atividade inibitéria desta
enzima foi significativamente maior quando os animais foram tratados com P5+S25.

De acordo com Levine (2008), o sinergismo indica um efeito conseguido por
uma combinacdo de agentes terapéuticos, onde o efeito qualitativo e ou quantitativo €
maior que o efeito dos agentes administrados isoladamente. Outros autores também
estudaram a estratégia terapéutica de combinar a sulfassalazina ou seu metabdlito
ativo 5-ASA, com compostos com atividade na colite ulcerativa. Pacientes com colite
ulcerativa tratados com a combinacdo de 5-ASA (2g/d) e rosiglitazone (4mg/d) tiveram
melhores efeitos terapéuticos do que pacientes tratados somente com 5-ASA (LIANG
E OUYANG, 2008). Barbosa et al. (2003) concluiram que o estresse oxidativo no

plasma de pacientes com colite ulcerativa diminuiu com 0 uso combinado de
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sulfassalazina e 6leo de peixe rico em 6mega-3, devido a reducdo na producdo de
radicais livres. Estudos preliminares também tém investigado a combinacao
terapéutica do 5-ASA com probidticos na colite ulcerativa (GUSLANDI et al.,2003).
Van Assche et al. (2002) verificaram que a combinacdo do 5-ASA com esterdides
apresentou efeito sinérgico; entretanto, os autores sugerem que este efeito precisa ser
melhor elucidado para ensaios clinicos. Em ensaios experimentais, o 5-ASA foi
administrado em combinacdo com a N-acetilcisteina (NAC) em ratos coliticos
induzidos por TNBS, e verificou-se que o tratamento combinado apresentou
sinergismo frente aos agentes isolados, promovendo reparo na mucosa inflamada
(SIDDIQUII et al., 2006).

Apesar da combinacdo P5+S5 ter apresentado atividade antiinflamatoria
intestinal com uma dose de sulfassalazina 5 vezes menor que a dose de
sulfassalazina testada isoladamente, nos parametros bioquimicos avaliados nos dois
experimentos (fase aguda e crbnica), ndo é possivel afirmar a presenca de sinergismo,
visto que a paepalantina produziu efeitos semelhantes a esta combinacdo, nos
mesmos parametros estudados. Este fato pode ser parcialmente explicado pela
capacidade antioxidante da paepalantina, observada no presente estudo pela redugéo
da peroxidacéo lipidica induzida em membranas de cérebro por sulfato ferroso e acido
ascorbico e por sua atividade antiinflamatéria (DI STASI et al.,, 2004). Apesar da
auséncia de efeitos sinérgicos da paepalantina sobre a atividade antinflamatéria da
sulfassalazina, a associagao de paepalantina (5 mg/Kg) com sulfassalazina (5 mg/Kg)
promoveu efeitos protetores usando dose 5 vezes menor do farmaco de referéncia,
indicando que esta combinacdo pode ser usada com menores efeitos adversos e

colaterais relacionados a sulfassalazina.
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Em concluséo, os resultados apresentados mostram que o tratamento com a
combinacdo paepalantina e sulfassalazina (P5+S5), promoveu efeito preventivo e
curativo na mucosa coldnica afetada pelo TNBS/etanol, facilitando a recuperagéo do
tecido inflamado, um efeito que estd associado por impedir a deplecdo da glutationa
(GSH) e reduzir as atividades das enzimas mieloperoxidase (MPO) e fosfatase alcalina
(FA). Contudo, estes efeitos foram semelhantes aos agentes testados isoladamente
(P5 e S25) na fase aguda e na primeira semana da fase cronica. No entanto, esta
combinacdo obteve estes resultados com uma dose de sulfassalazina cinco vezes
menor que a dose de sulfassalazina testada isoladamente. Esta combinag&o, na
segunda semana da fase crénica, obteve melhores resultados do que S25 na protecéo
do cdlon, impedindo a deplecdo de GSH; entretanto, ndo é possivel afirmar a presenca
de sinergismo, visto que a paepalantina testada isoladamente apresentou resultados

semelhantes a combinacéo.
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