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Resumo

Sob a denominacdo de Doencga Inflamatoéria Intestinal (DII) estdo englobadas: a Doenca
de Crohn e a retocolite ulcerativa, que se caracterizam por uma inflamagao cronica do
intestino, com periodos de exacerbagdo seguidos de intervalos de remissdo dos sintomas.
A terapéutica atualmente disponivel ndo representa a cura destas doencgas; apresenta-se
como tratamento sintomatico e paliativo, além de possuir sérios efeitos colaterais e alto
custo - aspectos que limitam sua utilizacdo. Apesar da etiologia das doencgas
inflamatorias intestinais ser pouco conhecida, sabe-se que os radicais livres
desempenham um papel chave em sua génese e manutencdo. Portanto, substancias
antioxidantes apresentam-se como uma nova estratégia terapéutica. As cumarinas
representam uma ampla classe de compostos fendlicos com inimeras propriedades
farmacologicas importantes para que um produto seja potencialmente ativo no
tratamento das DII. Dados preliminares obtidos em nosso laboratério demonstraram que
esculetina e 4-metilesculetina atuam como potentes agentes antioxidantes e apresentam
efeitos na fase aguda e crbénica do processo inflamatodrio intestinal induzido por TNBS
(acido trinitrobenzenosulfénico) em ratos. Considerando-se a relevancia dos resultados
observados, os objetivos do presente estudo foram comparar os efeitos de esculetina e
4-metilesculetina com dois farmacos de escolha no tratamento das DII em humanos, a
sulfassalazina e a prednisolona, enfocando o perfil de respostas farmacoldgicas destes
compostos nas fases aguda e crénica com recidiva do modelo experimental de doenca
inflamatoria intestinal induzida por TNBS em ratos; além de avaliar o perfil de efeitos
destes compostos sobre as metaloproteinases, como um marcador do processo
inflamatorio e padronizar o perfil de respostas da prednisolona neste modelo
experimental. Para tanto, foram avaliados os parametros clinicos gerais (consumo de
alimento, peso corporal, diarréia), parametros macroscopicos da lesdo (indice de lesao,
relacdo peso-comprimento coldnico, aderéncias do coélon e obstrucdo intestinal),
microscopicos (estudos histologicos, analise de lesdao e determinacdo do numero de
células epiteliais em apoptose) e bioquimicos (avaliacdo da mieloperoxidase (MPO),
fosfatase alcalina (FA), metaloproteinases (MMP), glutationa total (GSH),
malonildialdeido (MDA), IL-1B e TNF-a). Este estudo demonstrou que esculetina e 4-
metilesculetina, na dose de 5mg/Kg, apresentaram relevante atividade antiinflamatéria
no modelo de doenga inflamatdria intestinal induzida por TNBS em ratos. Essa atividade
estd relacionada com a reducdo dos niveis de IL-1B e TNF-a, inibicdo da atividade das
enzimas MPO, FA e MMP-9 e atividade antioxidante dos compostos, observada pela
diminuicdo nos niveis de MDA, por evitar a deplecdo de GSH e pela diminuicdo na
apoptose das células epiteliais. E possivel concluir que os mecanismos de acgdo de
esculetina e 4-metilesculetina sdo semelhantes, porém esculetina age reduzindo os niveis
de TNF-a e 4-metilesculetina ndo altera os niveis desta citocina. Prednisolona pode ser
usada preferencialmente como farmaco de referéncia neste modelo experimental e a
metaloproteinase 9 mostrou-se como um importante marcador desse processo
inflamatorio. O presente estudo demonstrou que esculetina e 4-metilesculetina
apresentam resultados superiores a sulfassalazina e semelhantes a prednisolona no
modelo experimental de DII, indicando que essas substancias sdo promissoras para o
tratamento desta grave e incuravel doencga.

Palavras-chaves: Esculetina, 4-metilesculetina, inflamacao intestinal,
metaloproteinases, prednisolona, sulfassalazina.



Abstract

The idiopathic inflammatory bowel diseases comprise two types of chronic intestinal
disorders: Crohn’s disease and ulcerative colitis that are characterized by a chronic
inflammation of the intestine, with periods of remission and reactivation of the
inflammatory process. The currently used therapy does not represent the cure of these
diseases, as it is only a symptomatic and palliative treatment, with the additional
problem of being expensive and not devoid of serious side effects — aspects that limit
their use. The etiology of inflammatory bowel disease has not yet been defined, but it is
known that reactive oxygen species can contribute to or even initiate an inflammatory
response. Thus, antioxidant compounds may be a new strategy for the treatment of the
inflammatory bowel disease. Coumarins comprise a broad class of phenolic compounds
that influences the formation and scavenging of reactive oxygen species and the
processes involving free radical-mediated injury. A study carried out in our laboratory
showed that esculetin and 4-methylesculetin may be effective for the treatment of the
inflammatory bowel disease. In light of this, the aim of present study was to compare the
effects of esculetin and 4-methylesculetin with two main drugs used for the treatment of
DII in humans, i.e. sulphasalazine and prednisolone. This comparison was performed by
evaluation of the pharmacological responses of these compounds in experimental models
of rat colitis induced by trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS) in the acute and chronic
with relapse phases. Additionally, we evaluated the effects of the coumarins,
sulphasalazine and prednisolone on the metalloproteinase activity, as it is a marker in
this experimental inflammatory process and the profile of pharmacological responses of
prednisolone in these experimental model. For this purpose, clinic parameters (food
intake, body weight, diarrhoea), macroscopic (extension of lesion, adherence, colonic
weight/length ratio, damage score), microscopic (histological studies, lesion analyses,
the number of apoptosis of crypt epithelial cells) and biochemical parameters
(myeloperoxidase (MPO), alkaline phosphatase (AP), matrix metalloproteinases (MMP)
activities and glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA), IL-1B and TNF-a levels) were
evaluated. Our results revealed that esculetin and 4-methylesculetin at the dose of 5
mg/Kg showed significant anti-inflammatory activities in the experimental model of rat
colitis induced by TNBS. This activity was related with the reduction in the levels of IL-1f
and TNF-a, as well as reduction in the MPO, AP and MMP-9 enzyme activities. Indeed, the
anti-inflammatory properties were related with the antioxidant activity of these
compounds as evidenced by the reduction in the levels of malondialdehyde,
counteraction of the glutathione depletion and reduction in the number of apoptotic
intestine epithelial cells. It is possible to conclude that esculetin and 4-methylesculetin
have similar mechanisms of action, differing only in the fact that esculetin reduces the
TNF-a level, whereas 4-methylesculetin do not alter the levels of this cytokine.
Prednisolone could be used as a preferential reference drug in these experimental models
and metalloproteinase 9 is an important marker of this inflammatory process. The
present study demonstrated that esculetin and 4-methylesculetin present better effects
than sulphasalazine and similar effects to prednisolone in experimental models of
inflammatory bowel disease, indicating that these are promising compounds for the
treatment of these serious and incurable diseases.

Keywords: Esculetin, 4-metilesculetin, inflammatory bowel disease, metalloproteinase,
prednisolone, sulphasalazine, TNBS.
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Introducdo

1. Doenca Inflamatoéria Intestinal

Sob a denominacdao de Doencga Inflamatdria Intestinal (DII) estdo englobadas,
fundamentalmente, duas doencas distintas: a Doenca de Crohn (DC) e a Retocolite
Ulcerativa (RCU). Ambas caracterizam-se por uma inflamagdo cronica do intestino, com
periodos de exacerbacdao seguidos de intervalos prolongados de remissdo dos sintomas
(Gitnick, 1996), sendo marcadas pela ulceracdo e infiltracdo de neutréfilos na mucosa,
desconforto ou dor abdominal com habitos intestinais alterados tais como diarréia e
constipacao (Singh et al., 2003).

As caracteristicas e distribuicdo do processo inflamatorio intestinal sdo distintas.
Histologicamente, a inflamagao na retocolite ulcerativa se restringe a camada mucosa
colonica, sendo caracterizada pela infiltracdo de linfécitos e granuldcitos e presenca de
abscessos das criptas com infiltracdo de neutréfilos. J4 a doenca de Crohn é
caracterizada por uma inflamacdo transmural, descontinua, que pode ocorrer em
qualquer parte do trato gastrintestinal, caracterizada pela infiltragdo de linfécitos,
formacao de granuloma e fibrose (Collins & Croitoru, 1994).

Clinicamente, a RCU é caracterizada pela ocorréncia de diarréia severa com
sangue, muco e pus, perda do peristaltismo e da rigidez da parede intestinal e
perfuracdo. Ja a doenca de Crohn é caracterizada por dor abdominal intensa, ocorréncia
de estreitamento do IGmen intestinal (estenoses) e desenvolvimento de fistulas (Bouma
& Strober, 2003).

As doencas inflamatorias intestinais sdao consideradas um dos grandes problemas
da populacdao moderna, uma vez que geram repercussdes importantes na qualidade de
vida de seus portadores, acarretando alteracdoes no ambito social, psicologico e

profissional (Carter et al., 2004).
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2. Epidemiologia

Estima-se que 1.4 milhdes de americanos apresentam a doenga (Abraham & Cho,
2009). Dados mundiais indicam que a prevaléncia estd em um range de 37-246 casos de
retocolite ulcerativa e 26-199 casos de doenga de Crohn para cada 100.000 habitantes,
variando de acordo com a regido demografica, sexo ou etnia (Loftus, 2004).

No Brasil sdo escassos os estudos relatando a incidéncia e prevaléncia das
doencas inflamatodrias intestinais, devido a existéncia de problemas nos sistemas de
informacdo de saude como, por exemplo, qualidade dos prontuarios, registros
constituidos apenas pelas redes publicas hospitalares e conveniadas, além da
caracteristica cronica da doenca seguida de periodos de exacerbacdo, fatores estes que
dificultam o registro dos casos. Porém, um estudo epidemioldgico realizado em um
hospital universitario do interior de Sdao Paulo revelou que ocorreu um aumentou nas
doencas inflamatdrias intestinais de 40 para 61 casos para cada 10.000 atendimentos
realizados, em um periodo de 5 anos (Souza et al., 2002). Victoria et al., (2009) em
estudo realizado no hospital da Universidade Estadual Paulista da cidade de Botucatu-SP,
o qual atende predominantemente pacientes da regidao centro-oeste paulista, demonstrou
que a ocorréncia das doencas inflamatdrias intestinais foi de 14,81 casos para a
retocolite ulcerativa e 5,65 casos de doenga de Crohn para cada 100.000 habitantes.
Apesar destes niumeros estarem abaixo da prevaléncia mundial, é relatado um aumento
consideravel no niumero de casos.

No Brasil e no mundo, em ambas as doengas, € observado um predominio de
casos em pessoas do sexo feminino, de cor branca, de estado civil casado, na faixa etaria
entre 20 e 50 anos, ndo-tabagistas e residentes na zona urbana (Souza et al., 2002;
Victoria et al., 2009; Loftus, 2004).

As doengas inflamatdrias intestinais ndo ocorrem em igual proporgao, sendo maior
a incidéncia de RCU do que de DC, sendo as mulheres mais predisposta a DC e nao
havendo distincdo entre os sexos para a RCU. Porém estudos pediatricos revelam um
aumento na incidéncia da DC em jovens nas Ultimas trés décadas (Declercq et al., 2009).

2
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3. Etiologia

A etiologia das doengas inflamatérias intestinais ainda ndo foi totalmente
elucidada, no entanto, sabe-se que interagGes entre os fatores genéticos, ambientais e
uma desregulacao do sistema imune refletem em seu desenvolvimento (Mayer, 2010).
Trata-se, portanto, de uma doencga multifatorial e varios fatores podem ser ressaltados
como, por exemplo, a alteragao na funcao epitelial e na microbiota intestinal (Su et al.,
2009).

Dentre os fatores ambientais podemos citar a dieta, alguns farmacos, o
tabagismo, fatores geograficos e sociais, fatores psicolégicos, entre outros (Danese et

al., 2004).

N\

Sistema
Imune

@ —

Figura 1: Interacdo entre os fatores ambientais, alteragdes genéticas e desregulacdo do
sistema imune que refletem no desenvolvimento das doengas inflamatdrias intestinais.
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3.1. Fatores Ambientais

3.1.1. Dieta

O meio que circunda a mucosa intestinal € uma mistura complexa de antigenos de
trés origens: da dieta, da flora bacteriana normal e de seus produtos, sendo que estes
ultimos podem representar patégenos potenciais. Por este motivo, é essencial que o
sistema imune da mucosa tenha a capacidade de discriminar os estimulos prejudiciais
dos inofensivos, prevenindo assim a entrada macica de patdégenos e ndo produzindo uma
resposta imune frente aos agentes inofensivos.

Sendo a DII uma condigdo entérica, € légico considerar a dieta como um possivel
fator etioldgico (Shanahan & Targan, 1994). Alguns alimentos especificos podem estar
relacionados com o desenvolvimento da inflamagdao intestinal, atuando como um
antigeno. Dentre estes podemos citar o aglcar refinado (Vind et al., 2008), o alcool, o
café (Boyko et al., 1989), o leite de vaca (Yamamoto et al/., 2009) e um aumento no
consumo de carboidratos (Martini & Brandes, 1976).

Por outro lado, existem alguns alimentos que sdo relatados como preventivos do
processo inflamatdrio intestinal, como por exemplo, produtos ricos em 6mega-3, que tem
demonstrado atividade antiinflamatéria (O'Morain et al., 1989), bem como uma dieta rica
em frutas, vegetais e fibras (Shanahan & Targan, 1994).

Os fatores da dieta sdo parametros dificeis de ser estudados, pois ndo atuam

sozinhos, mas juntamente com alteragdoes genéticas e no sistema imune.

3.1.2. Farmacos

Os contraceptivos orais e os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES) sdo duas
classes de farmacos que tém sido bastante estudados como fatores etioldégicos ou de

relacdo causa-efeito das doencas inflamatdrias intestinais.
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Diferentes estudos analisados por Cornish et al., (2008) evidenciaram a
associagdo dos contraceptivos orais e o desenvolvimento das doencgas inflamatdrias
intestinais. O mecanismo pelo qual essa classe de medicamentos atua ainda ndo esta
claro, mas atribui-se esta propriedade principalmente a sua atividade trombogénica.
Estudos morfoldgicos demonstram que o infarto multifocal microvascular do trato
gastrintestinal (TGI) pode estar envolvido com a doenca de Crohn (Wakefield et al.,
1989), além disso, essa propriedade trombogénica pode causar isquemia, o que pode
acarretar em alteragao na integridade da mucosa e consequentemente permitir a entrada
de antigenos no limen (Shanahan & Targan, 1994).

JA4 os AINES possuem como efeito colateral a injuria da mucosa do trato
gastrintestinal, principalmente no estobmago e no duodeno, porém seu efeito toxico se
estende ao cdlon e ao intestino grosso. Esse efeito colateral esta relacionado com o
aumento da permeabilidade vascular e lesdo local causada por essa classe de farmacos,
além de seu efeito sistémico sobre a sintese de prostaglandinas, o que diminui os fatores
de protecdo da mucosa do TGI (Shanahan & Targan, 1994), acarretando em alteracoes
na permeabilidade col6nica e consequentemente no desenvolvimento das doencas

inflamatodrias intestinais.

3.1.3. Tabagismo

O tabagismo é outro fator ambiental relacionado com a DII, sendo este um dos
mais faceis de ser estudado, pois é possivel distinguir o fumante do ndo fumante, além
de ser possivel estimar quanto tempo a pessoa esteve exposta a este agente etioldgico
(Shanahan & Targan, 1994).

O cigarro apresenta acOes antagOnicas nos dois diferentes tipos de DII. Na
retocolite ulcerativa o cigarro esta relacionado com menor risco de ocorréncia da doenga,
sendo esta incidéncia de apenas 40% em relagdo as pessoas ndao fumantes (Shanahan &
Targan, 1994). O mecanismo pelo qual o cigarro atua na retocolite ulcerativa ainda nao

estd esclarecido, porém pode estar relacionado com alteragdbes do muco colGnico
5
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(Shanahan & Targan, 1994). Cope et al., (1986) demonstraram que a produgao de muco
em pacientes fumantes com retocolite ulcerativa é semelhante ao de pessoas saudaveis.
Além disso, o cigarro promove uma reducao na permeabilidade do epitélio intestinal, o
que ocasiona uma diminuigdo na entrada de patdgenos e consequentemente uma menor
alteracao da resposta imune.

Diferentemente, o cigarro esta relacionado com o aumento do risco de ocorréncia
da doenca de Crohn, sendo os fumantes do sexo masculino duas e as do sexo feminino
quatro vezes mais susceptiveis a doenca, sendo a propriedade trombogénica do cigarro
associada a tal fato (Shanahan & Targan, 1994). Além disso, Logan & Kay, (1989)
propuseram que o cigarro pode converter a retocolite ulcerativa em doenca de Crohn,
por isso é observado uma maior incidéncia para a DC em pacientes fumantes, porém,
nada pode ser afirmado, pois as duas doencas afetam os mesmos grupos demograficos e
possuem sintomas semelhantes, e o cigarro é apenas um entre todos os outros fatores

etioldgicos das doencas inflamatorias intestinais.

3.1.4. Fatores geograficos e sociais

A DII é mais comumente observada em paises ocidentais do que orientais, e em
paises desenvolvidos do que em desenvolvimento (Bernstein et al., 2010), porém ha um
notavel aumento no nimero de casos no Japdo e em outros paises orientais, fato este
gue pode estar associado ao aumento no consumo de gorduras e proteinas de origem
animal, acidos graxos poliinsaturados e carboidratos, entre outros (Yamamoto et al.,
2009).

Além disso, a ocorréncia das doengas inflamatdrias intestinais € maior em grandes
areas urbanas do que na area rural e em pessoas de classes econ6micas mais altas. Para
este fato é levantada a “hipotese da higiene” que sugere que criancas menos expostas a
infeccdes ou condicbes ndo-sanitarias (“sujeira”) desenvolvem menos o sistema

regulatério das células-T e o sistema imune, fato este que pode estar associado a um
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aumento na incidéncia de doengas imunes crénicas, incluindo as doengas inflamatédrias
intestinais (Bernstein et al., 2010).

Essas doencas podem apresentar variacdes em suas manifestagdes
extraintestinais de acordo com a localizagdo geografica em que ocorre, por exemplo é
comum observar a ocorréncia de artralgia em pacientes do Paquistdo, porém a
ocorréncia de fistulas perianais € menor, sendo esta Ultima bastante comum em
pacientes da América do Norte, América do Sul, Europa, Australia e Nova Zelandia. Ja na
India, o pico de ocorréncia das doencas inflamatérias intestinais se d& por volta dos
quarenta anos, ou seja, dez anos mais tarde do na maioria dos paises citados acima
(Bernstein et al., 2010).

Essas variacdes geograficas na ocorréncia destas doencas podem ser reflexos da
variagdo na exposicdo aos diferentes fatores etioldgicos e/ou das variagdes soécio-

demogréficas da populagdo (Declercq et al., 2009).

3.1.5. Fatores Psicologicos

E descrito na literatura que fatores emocionais podem afetar o sistema imune e
alterar a susceptibilidade as doencas (Shanahan & Targan, 1994). Existem evidéncias
crescentes de que o estresse psicoldgico pode aumentar a inflamagdo da mucosa e piorar
o curso das doengas inflamatodrias intestinais (Wahed et al., 2009). Estudos revelam uma
forte relacdo entre fatores psicolégicos como depressdao, ansiedade, perda da
agressividade e imaturidade com a DC (Shanahan & Targan, 1994). Apesar de poucos
estudos comprovarem tal fato, o estresse psicolégico pode estar relacionado com a
exacerbacdo dos sintomas das doengas inflamatdrias intestinais, talvez pela ativacdo do
sistema nervoso entérico e da expressao das citocinas pro-inflamatérias (Brandi et al.,
2009).

Wahed et al., (2009) relatam que os pacientes com DII que foram acompanhados

por psicoterapia, apresentaram uma melhora na doenga, bem como uma reducdo na
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ocorréncia de recidiva, no uso de medicamentos e em atendimentos ambulatoriais, em
relagdo aos pacientes do grupo controle.

A resposta ao estresse envolve uma série de respostas cerebrais, principalmente
no hipotadlamo, amidala e hipocampo. Essa resposta pode estar relacionada com a
estimulagdo do eixo-HPA (hipotalamico-pituitaria-adrenal) e conseqiente agravamento

da doencga ativa e aumento dos casos de recidiva (Mawdsley & Rampton, 2005).

3.1.6. Alteragcoes na microbiota intestinal

A microbiota bacteriana intestinal € um importante fator na etiologia das doencas
inflamatorias intestinais (Ott et al., 2004). Existe uma ampla evidéncia de que as
bactérias comensais entéricas e seus produtos estdo envolvidos com a iniciagdo e
perpetuacao destas doencas (Papadakis & Targan, 1999). Um fato que reforca esta
hipotese reside no fato de animais “germ-free” ndo desenvolvem a doenca, ja que a
auséncia de microorganismos na mucosa intestinal faria com que o sistema imune nao
fosse estimulado devido a auséncia de antigenos. Dados que corroboram a importancia
da microbiota intestinal consiste no fato de que em humanos com DII ha um aumento
nos niveis de anticorpos contra as bactérias intestinais (Hyun & Mayer, 2006).

O mecanismo pelo qual as bactérias podem levar a iniciacdo e ou perpetuacdo do
processo inflamatério intestinal estd relacionado principalmente com o aumento da
permeabilidade deste local (Chichlowski & Hale, 2008) e desencadeamento da resposta
imune.

Varios microorganismos estdo relacionados como potenciais agentes etioldgicos
para as doengas inflamatdrias intestinais, como por exemplo, Mycobacterium
paratuberculosis, Listeria monocytogenes, Chlamydia trachomatis, Escherichia coli,
Cytomegalovirus, Saccharomyces cerevisiae (Lakatos et al., 2006).

Por outro lado, existem as bactérias benéficas, como por exemplo, a
Bifidobacterium longum, B. infantis, B. breve, Lactobacillus acidophilus, L. casei, L.

delbrueckii spp. bulgaricus, L. plantarum, e Streptococcus salivarius spp. e Thermophilus.
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Um estudo realizado utilizando um produto contendo todas essas bactérias
benéficas como probidticos, demonstrou que elas podem normalizar a fungdo fisioldgica e
a integridade da barreira, reduzir os niveis de citocinas pro-inflamatérias e aumentar a
integridade das tight junctions entre as células epiteliais (Madsen et al., 2001).

Em adicdo, algumas bactérias sdo produtoras de butirato e outros acidos graxos
de cadeia curta, considerados como uma importante fonte de energia para as células
epiteliais col6nicas, além de ter efeito imunomodulador e antiinflamatorio (Chichlowski &
Hale, 2008).

O balanco entre as bactérias benéficas e as espécies patogénicas determina a
homeostase intestinal e esse balanco pode ser manipulado por antibidticos, probidticos e
prebidticos usados para o tratamento e para a prevencdao das recidivas das doencas

inflamatorias intestinais (Sartor, 2008).

3.1.7. Alteragdes na permeabilidade da mucosa

O epitélio intestinal consiste na maior e mais importante barreira do organismo
com o ambiente externo. A principal funcdo deste epitélio é oferecer ao organismo uma
barreira eficaz contra toxinas, antigenos e bactérias, bem como macromoléculas nocivas
e outros microorganismos, ao mesmo tempo em que deve ser permeavel aos nutrientes,
eletrdlitos e agua (Groschwitz & Hogan, 2009). A funcdo de barreira seletiva € mantida
pela formacdao de complexos que ligam uma célula a outra através de desmossomos,
juncdes de aderéncia e tight junctions. A integridade do epitélio intestinal é essencial
para o perfeito funcionamento do trato gastrintestinal (Chichlowski & Hale, 2008).
Alteragbes patoldgicas no intestino podem permitir a abertura destes complexos,
especialmente das tight junctions e permitir a passagem de grandes antigenos (Snoeck
et al., 2005).

E amplamente descrito na literatura que pacientes com DII possuem um aumento
na permeabilidade intestinal, que é conseqliéncia da ulceracédo da mucosa e de apoptose,

0 que acarreta em uma diminuicdo na funcdo de barreira deste epitélio (Edelblum &
9
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Turner, 2009). A disfuncdo da barreira epitelial e a inflamacdo sdo fatores que
contribuem com a patogénese das doencas inflamatdrias intestinais, permitindo maior
exposicdo aos antigenos com conseqiiente ativacdo do sistema imune (Hyun & Mayer,
2006) e das citocinas pré-inflamatdrias, sendo que estas por sua vez, sdao conhecidas por
induzir a disfuncao da barreira epitelial, especialmente por desregularem as tight
junctions, como é o caso do fator de necrose tumoral (Turner, 2006). Esse aumento na
permeabilidade do epitélio intestinal pode ser o fator etiolégico mais importante no

desenvolvimento, progressao e recidiva destas doencas (Secondulfo et al., 2001).

3.2. Sistema Imune Intestinal

O sistema imune intestinal é considerado o maior e mais complexo do organismo,
por estar constantemente exposto ao maior numero de antigenos e por ser capaz de
distinguir claramente entre agentes ndo-nocivos e nocivos. A resposta imune intestinal
protege o organismo da entrada de agentes patogénicos, sendo essencial para a
manutencdo da fisiologia e prevencao de infecgbes. Por outro lado, quando a imunidade
reage contra o material ndo-patogénico, como antigenos da dieta ou bactérias ndo-
patogénicas, podem ocorrer distlrbios inflamatérios como o desenvolvimento das
doencas inflamatodrias intestinais (Mowat, 2003).

Devido essa exposicdo constante e a capacidade de determinar o que é ou nao
nocivo, a mucosa intestinal dispdoem de um sistema de defesa especializado, que é
dividido em imune e ndo imune (Plevy, 2002).

No sistema de defesa ndo-imune, a especializacdo do proprio epitélio intestinal
funciona como uma barreira e sua formagdo, os tipos de transporte que por ele ocorre,
seja por endocitose (via transcelular) ou intercelulares (via paracelular), além dos
complexos que ligam uma célula a outra, reforcam o sistema de defesa, barrando a
entrada de toxinas, antigenos e bactérias. Outros componentes também auxiliam na
manutencdo da integridade da barreira intestinal, como o glicocélix e as defensinas. O

glicocalix consiste de uma barreira formada de acido mucopolissacarideo e glicoproteinas
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que recobre toda a superficie intestinal. J& as defensinas sdo moléculas com capacidade
de defesa, produzidas pelas células de Paneth, que se dirigem contra diferentes tipos de
microorganismos (Pardo, 2006).

O denominado sistema imune intestinal € um importante mecanismo de defesa
imunoldgico constituido por distintas células e moléculas, cuja fungdo é evitar a entrada
de agentes estranhos, sendo que a resposta desencadeada pelo sistema imune intestinal
pode ser do tipo inata ou adquirida (Plevy, 2002).

Os componentes celulares da imunidade inata compreendem as células
fagociticas, como os neutrofilos, macréfagos e células natural killer. J4 os componentes
celulares da resposta imune adquirida ou especifica sdao os linfécitos T, que sdo
estimulados por exposicdo a um antigeno especifico (Pardo, 2006). As citocinas
produzidas pelos linfocitos T, em resposta a uma infeccdo, organizam e direcionam a
resposta imune, que além de erradicar o agente infeccioso, controlam as células de
memoéria prevenindo doengas em caso de re-exposicdo ao mesmo agente infeccioso
(Mayer, 2010).

Disfungdes do sistema imune intestinal tém sido relatadas como o principal
mecanismo no desenvolvimento da inflamacgao intestinal. Durante a fase aguda da
doenca, é observada a presenca de infiltrado de células inflamatérias contendo
mastocitos, linfocitos, macréfagos e neutrofilos. Além disso, o dano da mucosa epitelial
tem sido relacionado com altas concentragdes de CD4+ e CD8+ citotdxico de células T
(Neuman, 2007).

Pacientes que apresentam alteragdo na imunidade inata tem maior incidéncia de
DII. Porém, o sistema imune adquirido, especialmente linfécitos T, tem sido mais
fortemente relacionado a patogénese dessas doencgas (Mayer, 2010).

Sabe-se, que os mecanismos imunes envolvidos na iniciacdo e perpetuacao da
RCU e da DC sao distintos. Na DC os niveis de fator de necrose tumoral (TNF-a), de
intérferon (INF-y), interleucinas (IL) IL-12 e IL-1 estdo aumentados, enquanto na RCU é

observado um aumento na secrecao de IL-5, IL-14, IL-10 e IL-13, sendo maior o
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desequilibrio da homeostasia no sistema imune na DC do que na RCU (Sventoraityté et
al., 2008).

Bouma e Strober (2003) demonstram através de diferentes modelos
experimentais e estudos em humanos, que a doenga de Crohn estd mais fortemente
relacionada com linféocito Thl e a retocolite ulcerativa com Th2, isso levando em
consideragao as diferentes citocinas que predominam em cada doenca.

Outro mecanismo da resposta imune envolvido na patogénese da doenca
inflamatoria intestinal é a atividade das metaloproteinases, que estdo relacionadas com a
ativacdo de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas e outras proteinas que regulam
varios processos inflamatérios e da imunidade (Parks et al., 2004). Atualmente se
reconhece que as metaloproteinases apresentam papel critico na resposta inflamatéria,
visto que influenciam a funcdo e a migracdo de células inflamatodrias, ulceracdo da
mucosa, assim como a deposicdao e degradacdo da matrix extracelular (Medina &
Radomski, 2006).

O sistema imune mucoso intestinal € muito bem coordenado para evitar a entrada
de patdgenos e agentes nocivos e ndo reagir frente as bactérias comensais e antigenos
provenientes da dieta, fendbmeno denominado de tolerdncia oral (Mowat, 2003). Sabe-se
gue a perda da tolerancia oral e o desenvolvimento de resposta imune contra as
bactérias ndo patogénicas sdao os pontos chave para o desenvolvimento das doencas
inflamatorias intestinais, porém o motivo pelo qual isso ocorre ainda permanece

desconhecido.

3.3. Fatores Genéticos

Existem evidéncias que indicam que o fator genético esta intimamente
relacionado com o desenvolvimento das doengas inflamatérias intestinais, especialmente
com a DC. Dentre estas podemos citar a ocorréncia da doenca em alguns grupos étnicos
€ em pessoas com grau de parentesco (Cavanaugh & Pavli, 1997). Especialmente para a

DC, foi observado que em gémeos idénticos, em mais de 58% de casos, ambos
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desenvolveram a doenca, sendo que nos casos de retocolite ulcerativa esta relagdo esta
em um range de 6-17% (Bouma & Strober, 2003).

Atualmente, o gene NOD2 (dominio de oligomerizagdo de nucleotideo) também
denominado CARD15 (dominio 15 de recrutamento de ativacdo de caspase) é descrito
como o gene relacionado com o desenvolvimento da DII, especialmente DC (Heli6 et al.,
2003).

Existe mais de 60 variagdes do gene NOD2/CARD15 com trés variantes principais
R702W, G908R e 1007fs. A fungdo exata desse gene ainda ndo é totalmente conhecida,
porém sabe-se que ele estd relacionado com o reconhecimento de lipopolissacarideos
(LPS) de membrana de bactérias Gram negativas e subseqliente ativacdo do NF-kB
(Ogura et al., 2001). Helio et al., (2003) descrevem que a variacdo 1007fs é a mais
observada em pacientes com DC e esta relacionada com a deficiéncia em induzir a
ativacdo do NF-kB mediada pelo LPS, o que aumenta o risco de DC na regido do ileo.
Esse risco é 17.1 vezes maior em pessoas que apresentam essa mutacdo e isto tem sido
relacionado ao fato de que o NOD2, assim como os receptores do tipo “toll-like” (TLRs)
sdo responsaveis pelo reconhecimento de patdégenos, com conseqliente ativacdo da
imunidade inata, induzindo portanto a expressdo da resposta imune de varios genes € a
ativacado de citocinas inflamatdrias (Ishirara et al., 2009).

E possivel que o gene NOD2 e os TLRs atuem sinergicamente participando do
reconhecimento de bactérias intestinais e na ativacdo da resposta da imunidade inata.
Assim sendo, uma diminuicdo na ativacao do NF-kB, devido a mutacao do NOD2 pode
resultar em um desbalango da homeostase, com o descontrole das bactérias patogénicas
intestinais, sendo necessaria outra via de ativacdo do sistema imune, ocasionando um
aumento na produgdo de outras citocinas pro-inflamatérias, o que pode culminar com o
desenvolvimento da DC (Ishirara et al., 2009).

Além disso, o polimorfismo de outro gene, o OCTN1/2 (transportador de cation
organico) também conhecido como SLC22A4/5, localizado no /locus IBD5, também tem
sido associado com a ocorréncia de DC (Peltekova et al., 2004; Waller et al., 2006; Vind

et al., 2008; Ishihara et al., 2009). Tem sido sugerido que sua mutacdo afeta a
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capacidade de transporte de xenobidticos e aminoacidos através das membranas
celulares (Peltekova et al., 2004).

Outro recente gene também associado principalmente a DC é o NLRP3 da familia
de receptores do tipo Nod (Ishihara et al., 2009), visto que sua expressdo esta
significantemente maior em animais submetidos ao modelo de colite induzida por TNBS,
tanto no modelo agudo como no crénico, e também em biopsias de pacientes com DC
(Villani et al., 2009). Sua funcdo também parece estar relacionada com o
reconhecimento de microorganismos patogénicos e ao desencadeamento da resposta
imune (Ishihara et al., 2009).

O estudo do fator genético na DII é um importante passo para o entendimento
dessa complexa doenca e a associagdao deste com a compreensao das alteracdes do
sistema imune intestinal sdo os pontos criticos para o entendimento de sua cronicidade e
patofisiologia, bem como uma das estratégias para o desenvolvimento de novos

medicamentos.

3.4. Radicais Livres

Outro fator etioldgico que tem sido alvo para a busca de novos tratamentos para
as doencas inflamatorias intestinais sdo os radicais livres. O estresse oxidativo &€ um
potencial fator etioldgico de ambas as doencgas, pois os efeitos nocivos das moléculas
reativas de oxigénio (EROS) ou nitrogénio (ERN) tém sido amplamente observados em
processos inflamatoérios.

Espécies reativas de oxigénio, formadas naturalmente por produto do
metabolismo do oxigénio, sdo moléculas altamente reativas, devido a presenga de um
elétron desemparelhado, porém essas moléculas sdo eliminadas por sistemas de defesa
antioxidantes. O desbalanco entre a producdo de radicais livres e sua remocdao por
agentes antioxidantes é denominado de estresse oxidativo (Rezaie et al., 2007).

Os principais radicais livres observados nas doengas inflamatorias intestinais sdo:

o oOxido nitrico (NO), o superdxido (O,), o perdxido de nitrito (ONOO,), o perdxido de
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hidrogénio (H,0,) e o hipoclorito (OCl,) (McKenzie et al., 1996), sendo os neutrdfilos na
RCU e os mondcitos na DC, a principal fonte para a produgdo destes radicais livres (Karp
& Koch et al., 2006), principalmente depois que a doenca ja estad instalada. Estudos
indicam que os radicais livres podem apresentar atividade imunomoduladora, como por
exemplo o O, tem sido relatado como mediador da infiltragdo e acumulo de neutroéfilos
no local da inflamacgdo, além de estar envolvido na mobilizagdo do acido araquidénico. O
H,O, parece estar relacionado com a quimioatracdo de neutrdéfilos, rolamento de
leucécitos, ativacdo de linfocitos T, indugcdo da angiogénese e na mobilizagdo do acido
araquidonico (Kruidenier & Verspaget, 2002).

O ataque dos radicais livres sobre os lipideos de membrana gera o processo de
peroxidacdo lipidica, dando lugar a uma reacdo em cadeia que perpetua o ciclo de
formagao destes agentes agressores, ao mesmo tempo em que origina uma
desestruturacdo da membrana e a conseqliente morte celular. Também os radicais livres
podem reagir com proteinas, dando lugar a alteracbes da funcionalidade normal da
célula. Finalmente, quando os acidos nucléicos sdao afetados pelos radicais livres, pode-se
originar uma sintese proteica defeituosa ou o aparecimento de mutagbes no material
genético celular, com conseqiiente perigo de desenvolvimento de processos do tipo
tumoral (Roessner et al., 2008). Este ultimo poderia justificar a maior incidéncia de
cancer colo-retal descrito em pacientes com retocolite ulcerativa (Gitnick 1996).

As doencas inflamatdrias intestinais sdo caracterizadas pela presenca de
neutréfilos e macréfagos, que quando ativados liberam radicais livres, estes causam
destruicdo de mucina o que permite a entrada de bactérias na lamina prépria intestinal.
Esse fato promove a migracdo de mais células fagociticas e consequentemente a
liberacdo de mais moléculas reativas de oxigénio, além da liberacdo de toxinas, que
juntos causam a degradacao da colagenase e do acido hialurénico. A degradacao destas
enzimas somada com a peroxidacdo lipidica, causada pelos radicais livres, atuam como
0s principais responsaveis pelo desenvolvimento da ulceracdo da mucosa intestinal (Dagli

et al., 1997).
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De fato, é incontestavel a forte relacdo existente entre o aumento nos niveis de
radicais livres na DII, seja esta experimental ou em humanos (Kruidenier & Verspaget,
2002). Em adicdo, estudos sugerem que o dano intestinal nestas doencas estd
relacionado com o aumento da producdo de radicais livres e diminuicdo das defesas
antioxidantes enddgenas (Koutroubakis et al., 2004). Wendland et al., (2001)
observaram uma correlacdo entre a severidade das doencas inflamatdrias intestinais e o
estresse oxidativo, enquanto Lih-Brody et al., (1996) comprovaram a existéncia de
alteracGes nos niveis oxidativos de biopsias de mucosas de coélon procedentes de

pacientes com esta enfermidade.

3.4.1. Antioxidantes

Com base no exposto acima, fica facil observar que a producdo excessiva ou o
descontrole na regulacdo dos radicais livres esta relacionado com doengas inflamatoérias.
Portanto, é essencial que as células e os tecidos possuam um sistema de defesa para
controlar os niveis de radicais livres e evitar esses processos inflamatdrios. Para isso as
células dispéem de um sistema de defesa antioxidante que pode classificado como
enzimatico ou ndo-enzimatico (Kruidenier & Verspaget, 2002).

Entre os antioxidantes ndo-enzimaticos estdo incluidos os compostos da dieta que
sao encontrados em frutas, vegetais e extratos de plantas, alguns minerais como zinco,
vitamina E, C e os flavondides. Adicionalmente, o organismo humano em especial o
intestino, produz ou ja contém uma variedade de antioxidantes ndo-enzimaticos dentre
0s quais podemos citar a glutationa, a metalotioneina, o acido Urico e algumas proteinas
do plasma como o a-tocoferol, a bilirrubina e o ubiquinol (Kruidenier & Verspaget, 2002).

O sistema de defesa enzimatico estd presente nas células de mamiferos e consiste
no mais importante componente de defesa contra radicais livres. Entre as principais
enzimas deste sistema estdo a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a

glutationa peroxidase (GPO) (Kruidenier & Verspaget, 2002).
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Em condicdes fisioldgicas a atividade destas enzimas antioxidantes € precisamente
balanceada para manter um baixo e controlado nivel de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. Qualquer desbalanco ou uma resposta ineficiente de antioxidantes enddgenos
na mucosa de pacientes com DII, podem contribuir para a patogénese e a perpetuagao
do processo inflamatorio (Kruidenier et al., 2003). De fato, esse mesmo estudo
demonstra que quantificagdes em mucosa de pacientes com DC e RCU apresentaram um
aumento na atividade de CAT e GPO e uma redugdo na concentracao de metalotioneina.
Buffintom & Doe (1995) também demonstraram uma reducdo nos niveis de urato,
glutationa reduzida e total e ubiquinol-10 em pacientes com DII.

Com base no exposto, a inibicao ou neutralizacao dos radicais livres, juntamente
com a ativacdo dos sistemas antioxidantes enddgenos, tanto enzimaticos como ndo
enzimaticos, pode ser benéfico no tratamento das doencas inflamatdrias intestinais
(Nielsen & Rask-Madsen, 1996), sendo esta uma importante abordagem para a pesquisa

de novos farmacos.

4. Principais tratamentos farmacolégicos disponiveis

A terapéutica atualmente utilizada para o tratamento das doencgas inflamatdrias
intestinais, inclui um grande numero de farmacos, dentre os quais estdo os
aminossalicilatos, os glicocorticéides, os imunossupressores, imunomoduladores
(Yamomoto-Furusho, 2007) e a terapia bioldgica (Morrison et al., 2009). Infelizmente, a
terapéutica disponivel ndo representa a cura da DII, sendo que os farmacos disponiveis
ou possuem sérios efeitos colaterais, como os corticosterdides, e/ou sdo de alto custo,
como por exemplo, o infliximabe, aspectos que limitam imensamente sua utilizacdo, além
de existirem pacientes que ndao respondem a nenhum dos farmacos existentes.

No Brasil, os medicamentos mais utilizados no tratamento destas doencas sao os
aminossalicilatos e os glicocorticoides, e menos frequentemente, os imunonomoduladores

ou a terapia bioldgica (Dewulf 2005; Biondo-Simoes et al., 2003; Souza et al., 2002).
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Os aminossalicilatos compreendem a classe dos derivados do acido 5-
aminosalicilico (5-ASA), que possuem como representantes principais a sulfassalazina,
balsalazina, olsalazina e mesalazina. Esses farmacos consistem na associacdo de
sulfapiridina com o acido 5-aminosalicilico unidos por uma ligacao do tipo azo.

A sulfassalazina é o farmaco de primeira escolha nos casos leves ou moderados
de retocolite ulcerativa, na prevencdo da ocorréncia de recidiva (Morrison et al., 2009) e
nos casos leves de DC (Navarro & Hanauer, 2003). O seu mecanismo de acdo esta
relacionado a atividade antiinflamatdria, promovida pela inibicdo da sintese de
prostaglandinas, bem como a sua propriedade antioxidante (Peppercorn, 1994).

Apesar da sulfassalazina ser amplamente utilizada para o tratamento da retocolite
ulcerativa, seu uso é limitado devido ao grande numero de efeitos colaterais que
apresenta. Estes efeitos compreendem desde dores de cabega, nauseas e anorexia, 0s
quais estdo relacionados aos niveis séricos de sulfapiridina, até dispepsia, reacles
alérgicas, febre, hemdlise, neutropenia e anemia (Ransford & Langman, 2002), sendo
gue grande parte destes efeitos podem ser revertidos com a diminuicdo da dose de
sulfassalazina, o que também diminui sua eficacia. Existe também uma variedade de
reacoes de hipersensibilidade, que incluem hepatite, pancreatite, pneumonia, pericardites
e neuropatia periférica que acarretam na descontinuacdo do uso deste farmaco
(Peppercorn, 1994). Em adicdo, efeitos hepato- e nefrotoxico (Linares et al., 2009) e de
promocao de infertilidade masculina (Alonso et al., 2009) estdo associados ao uso deste
farmaco.

Os glicocorticoides ou corticosterdides sao farmacos com efeito antiinflamatoério
utilizados no tratamento dos casos severos de retocolite ulcerativa e nos casos
moderados e severos de doenca de Crohn (Navarro & Hanauer, 2003), sendo a
prednisolona e a prednisona os farmacos mais utilizados desta classe. O mecanismo geral
de acdo destes farmacos consiste na ligagdo da molécula do esterdides com os
receptores intracelulares que controlam a transcricdo génica. O complexo receptor-
esterdide promove a formacdo de dimeros que migram para o nucleo da célula e ligam-

se ao DNA, modificando a transcricdo génica, induzindo a sintese de algumas proteinas,
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como por exemplo, a lipocortina-1, e inibindo a sintese de outras, como da AP-1 e do
NFkB (Marx, 1995). Devido a esse mecanismo, os glicocorticoides afetam a funcdo de
varias células envolvidas no processo inflamatério, como a expressdo de varias citocinas,
quimiocinas, cininas e seus respectivos receptores, diminuicdo das moléculas de adesao,
do 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS) e da ciclooxigenase (COX-2) (Rogler, 2010).
Sua atividade antiinflamatdria se caracteriza pela inibicdo dos primeiros eventos da
inflamagdo, como a migragdo de mediadores inflamatoérios, vasodilatacao,
permeabilidade vascular e infiltracdo de leucécitos (Andus & Targan, 1994). Estes
farmacos ainda agem diminuindo o recrutamento de macrofagos para a area inflamada,
inibindo a producao de IL-1 por mondcitos, de IL-2 e TNF-a por linfocitos, a fosfolipase
A2 e as prostaglandinas e leucotrienos (Schimmer & Parker, 1996).

Devido ao fato dos receptores para os glicocorticdides estarem presentes em
praticamente todos os tecidos, o seu uso prolongado e em altas doses, posologia
necessaria no tratamento da DII, acarreta no desenvolvimento de graves efeitos
colaterais, que sao decorrentes principalmente da supressdo do eixo HPA (Rogler, 2010).
Dentre os principais efeitos colaterais descritos podemos observar o desbalanco
eletrolitico e de fluidos corpdreos, distlrbios acido-base, anormalidades metabdlicas,
alteracdes nos sistemas hepatico, cardiovascular, mental e musculo-esquelético,
hiperglicemia, aumento do risco de diabetes, desenvolvimento de hipertensdo arterial e
edema, que sdo conseqliéncias da retencdo de sdédio promovida por esses farmacos.
Foram relatados também risco de sangramento na parte superior do TGI e
desenvolvimento de Ulceras pépticas, além de alteragdes na distribuicdo da gordura
corporea, susceptibilidade a infeccbes e estenose hepatica (Navarro & Hanauer, 2003).
Além dos efeitos colaterais observados, esta classe de medicamentos tem sido
insuficiente para um grande niumero de pacientes, o que reforca a necessidade da busca
de uma nova terapéutica mais especifica e eficaz (Shanahan, 2002).

A budesonida outro glicocorticéide tem demonstrado atividade na DII, com menos
efeitos colaterais, porém tem sido usada sob a forma de enemas, com bons resultados

apenas para o tratamento de retocolite distal (Biondo-Simdes et al., 2003).
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Os imunossupressores como azatioprina e 6-mercaptopurina também tém sido
utilizados no tratamento da DII, apresentando efeitos na doenca ativa, bem como na
manutencdo da remissdo tanto da DC como da RCU (Rogler, 2010). A mercaptopurina,
que é o metabolito ativo, possui acdo citotdxica, pois atua como analogo da purina e
promove inibicdo da sintese de DNA. Portanto, as reagdes imunes mediadas por células e
por anticorpos sdao deprimidas por esses farmacos (Rang et al., 2001). Apesar do
importante efeito imunossupressor, essa classe de medicamentos possui como principal
efeito colateral a toxicidade da medula dssea, desenvolvimento de leucopenia e
trombocitopenia, além de estarem amplamente associados com o desenvolvimento de
linfomas (Navarro & Hanauer, 2003).

O metotrexato, outro imunossupressor usado para tratamento da artrite
reumatodide, também tem sido introduzido no tratamento da DII. O metotrexato age
inibindo a diidrofolato redutase, impedindo a producdo de tetraidrofolato, que é
necessario para a sintese de DNA, promovendo assim a formacao de um DNA defeituoso,
0 que resulta em apoptose, principalmente das células T. Dentre os efeitos colaterais
podemos destacar a ocorréncia de mielossupressdo, hepato e nefrotoxicidade e fibrose
pulmonar (Rogler, 2010).

Os agentes anti-TNF, também denominados de terapia biolégica compreendem
outra classe de farmacos, atualmente utilizadas para o tratamento da DC. Dentre os mais
utilizados estao o infliximab, adalimumab e o certolizumab (Yun & Hanauer, 2009). Esses
farmacos sao anticorpos monoclonais quiméricos, anti-TNF que tem demonstrado eficacia
na inducdo e manutencdo da remissdo da DC, bem como no tratamento das fistulas
(Navarro & Hanauer, 2003). O mecanismo de agao inclui a neutralizacdo do TNF, lise das
células imunes ativadas e inducdao de apoptose de células T e macrofagos ativados
(Probert et al., 2003). Os principais efeitos colaterais consistem em desenvolvimento de
autoimunidade, aumento do risco de infecgdes, ocorréncia de tuberculose e reacles
durante a infusdo que podem ser desde dores no peito, falta de ar, dispnéia, dores de
cabeca e febre, até reacdes anafilaticas (Navarro & Hanauer, 2003). Além dos efeitos

colaterais, existem pacientes que ndo respondem, param de responder ou desenvolvem
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intolerancia a essa terapia bioldgica (Yun & Hanauer, 2009), sem contar o alto custo
desses medicamentos, o0 que inviabiliza o seu uso pela maioria dos pacientes da
populagdo brasileira.

Apesar dos derivados do 5-ASA, corticdides, imunomoduladores e da terapia
biolégica apresentarem beneficios no tratamento das doencas inflamatdrias intestinais,
tais farmacos apresentam riscos para os pacientes (Navarro & Hanauer, 2003), ndo
representam a cura definitiva da doenga e consistem apenas em tratamentos
sintomaticos e paliativos, e sdo incapazes ainda de manter a remissdo do processo
inflamatorio colonico por longos periodos de tempo (Yamamoto-Furusho, 2007), o que
faz necessario a busca por novos produtos com atividade antiinflamatoria intestinal e

potencialmente (teis para o tratamento, cura e/ou prevengao dessas graves doencgas.

5. A busca de novos compostos para o tratamento das Doencas Inflamatérias

Intestinais

De acordo com as informacdes apresentadas, novos compostos com atividade
antioxidante representam uma importante estratégia de obtencdo de novos farmacos
ativos para a DII. De fato, inUmeros estudos demonstram os efeitos benéficos de
diferentes compostos com propriedades antioxidantes em modelos experimentais de
colite, incluindo flavonodides como a quercetrina (Sanchez de Medina et al., 1996;
Sanchez de Medina et al., 2002), rutosideo (Galvez et al., 1997), silimarina (Cruz et al.,
2001), morina (Ocete et al., 1998; Galvez et al., 2001), diosmina (Crespo et al., 1999) e
hesperidina (Crespo et al., 1999), além da vitamina E (Gonzalez et al., 2001) e do
tempol (Cuzzocrea et al., 2000).

Os flavondides constituem um importante grupo de compostos polifendlicos de
baixo peso molecular, amplamente distribuidos na natureza e que manifestam uma
importante atividade antioxidante (Cook & Saman, 1995; Formica & Regelson, 1994),
além de terem a capacidade de inibir algumas enzimas cuja atividade se encontra

aumentada em processos inflamatérios, assim como modular a atividade de células do
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sistema imune (Middleton & Kandaswami, 1993). Em definitivo, os flavonoides sdo
capazes de afetar trés dos fatores chaves do processo de inflamagdo intestinal: geragdo
de radicais livres, metabolismo de eicosandides e o sistema imune intestinal.

Considerando-se a atividade antioxidante e as similaridades quimicas com os
flavondides, especialmente quanto ao padrdo de substituicido de hidroxilas em seus
distintos anéis e as atividades farmacoldgicas relatadas, as cumarinas foram selecionadas
para estudo por nosso laboratério como potenciais compostos para o tratamento das
doencas inflamatorias intestinais.

As cumarinas compreendem uma grande classe de compostos fendlicos
encontrados principalmente em plantas, mas com ocorréncia em fungos e bactérias.
Também denominadas de benzopironas, as cumarinas sdo lactonas do acido o-hidroxi-
cinamico, sendo o principal representante a 1,2-benzopirona, denominada simplesmente
de cumarina. Estes constituintes vegetais sao derivados do metabolismo da fenilalanina,
tendo como precursores iniciais os acidos cinamico e p-hidrdxi-cinamico, a partir dos
guais as cumarinas e seus derivados sao biossintetizados por diferentes vias (Hoult &
Paya, 1996).

Assim como os flavondides, as cumarinas sdo extremamente varidveis em sua
estrutura, e os diferentes substituintes na molécula basica, podem influenciar a sua
atividade bioldgica. Algumas cumarinas ja foram estudadas e demonstraram importantes
atividades farmacoldgicas, como por exemplo, a escoparona que possui descrita
atividade imunosupressora, hipolipidémica, hipotensora e relaxante vascular (Hoult &
Paya, 1996). Além disso, é descrito que cumarinas contendo grupos di-hidroxilados em
posicdo orto como a fraxetina (7,8-di-hidréxi-6-metoxi-cumarina), esculetina (6,7-di-
hidréoxi-cumarina) e 4-metilesculetina (6,7-di-hidréxi-4-metilcumarina) sdo poderosos
inibidores da peroxidacdo lipidica, além de eliminarem o anion radical superdxido e
quelarem ions ferro (Kuster & Rocha, 2000). Varios derivados cumarinicos sdo descritos
por sua atividade anticoagulante, antitumoral, antiviral, antiinflamatéria e antioxidante,
bem como por sua atividade antimicrobiana e de inibicdo enzimatica (Riviero et al.,

2010).
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Um estudo realizado por Di Stasi et al., (2002, 2004) caracterizou a atividade
antiulcerogénica e antiinflamatéria da paepalantina, uma isocumarina isolada da espécie
Paepalanthus bromelioides (Familia Euriocaulaceae). Nestes estudos, observou-se uma
potente atividade antiulcerogénica, especialmente contra ulceras induzidas por etanol e
etanol-acido cloridrico (Di Stasi et al., 2002), assim como um importante efeito
preventivo da colite experimental aguda e crbonica induzida por &cido
trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em ratos (Di Stasi et al., 2004).

Com base no exposto, iniciou-se em nosso laboratério um estudo para avaliar a
atividade antioxidante de 14 cumarinas no modelo de peroxidacdo lipidica induzida por
ferro-acido ascérbico em membranas de cérebro de ratos (tabela 13 do anexo). Esse
estudo demonstrou que esculetina e 4-metilesculetina possuem um dos menores valores
de concentracdo inibitdria de 50% (ICs,) da peroxidagdo lipidica, com valores de 36,85 e
16,07uM respectivamente (Witaicenis et al., 2010).

De fato, esculetina e 4-metilesculetina sdo dois derivados cumarinicos descritos
como os compostos com melhor atividade antioxidante (Paya et al., 1992, Sharma et al.,
2005), além de possuirem descrita atividade antiinflamatoria por inibirem a via da
lipooxigenase e ciclooxigenase por um mecanismo nao-competitivo (Sekiva et al., 1982).
Essas substdncias, especialmente esculetina, possuem varias propriedades
farmacologicas descritas, ressaltando a atividade antioxidante por diferentes mecanismos
e envolvendo varios radicais livres, conforme demonstrado por diversos estudos.

Esculetina possui a propriedade de diminuir a formacdo de MDA (malonildialdeido)
induzida por t-butil-hidroperéxido (t-BHP), eliminar o radical livre DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrilhidrazil) (Lin et al., 2000), proteger o DNA contra o estresse oxidativo (Kaneko et
al., 2003), inibir o radical hidroxila e os radicais livres intracelulares promovendo a
protecao do DNA contra a acao do H,0, (Kim et al., 2008), inibir a xantina oxidase e os
radicais livres (Lin et al., 2008). Além destas atividades, esculetina protege os animais de
hepatotoxicidade causada por t-BHP, por diminuir a infiltracdo de neutréfilos e manter os
niveis de glutationa (Lin et al., 2000); inibe a sintese de tromboxano B, de anion

superdxido dependente de neutrdfilos (Egan et al.,1990), a agregagdo plaquetaria
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(Okada et al.,1995), a atividade das metaloproteinases (Watanabe et al., 1999). Possui
ainda efeitos como: imunomodulador em macroéfagos e linfocitos murinos in vitro e in
vivo (Leung et al., 2005), inibidor de crescimento (Wang et al., 2002) e indutor de
apoptose (Park et al., 2009) de células leucémicas humanas e de células adiposas (Yang
et al., 2006), inibidor da morte de neuronios motores in vitro (Barber et al., 2009) e do
crescimento de células SAS de cancer oral (Kok et al.,, 2009), redutor da fibrose
subepitelial e dos niveis de TGF-B1 no pulmdo (Mabalirajan et al., 2009) e de inibir a
expressao de NF-kB e a ativacdo de proteina-1 (AP-1) (Pan et al., 2003).

4-metilesculetina possui a atividade de inibir a proliferacdo de tumores
subcuténeos e a sintese de acido hialurénico em camundongos com cancer pancreatico
(Hajime et al., 2007), promover o relaxamento de musculo liso, efeito este tanto
mediado por prostaciclina (Bettini et al., 1985) como por prostaglandina (Bettini et al.,
1983).

Com base nas atividades antioxidante e outras descritas, esculetina e 4-
metilesculetina foram selecionadas para avaliagdo da atividade antiinflamatéria no
modelo de colite experimental. Nosso estudo preliminar avaliou a atividade destes dois
derivados cumarinicos em diferentes doses no modelo experimental de doenca
inflamatoria intestinal induzida por acido trinitrobenzenosulfonico (TNBS) em ratos, nas
fases aguda e cronica. Esse estudo demonstrou que essas substancias, nas doses de 10 e
5mg/Kg, apresentaram atividade antiinflamatdria neste modelo experimental e tal
atividade esta relacionada com a propriedade antioxidante e antiinflamatoria destas
substancias (Witaicenis et al., 2010/ anexo).

Esses importantes resultados nos impulsionaram na continuacdao deste estudo,
para comprovar a atividade antiinflamatéria destes compostos, para tentar elucidar o
mecanismo pelo qual elas estao agindo, além de comparar a eficacia e a poténcia destes
dois derivados cumarinicos, com os dois farmacos de referéncia mais utilizados na DII
em humanos, a sulfassalazina e a prednisolona, enfocando o perfil de respostas
farmacoldgicas destes farmacos no modelo de doencga inflamatoéria intestinal induzida por

TNBS em ratos.
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6. O modelo experimental de doenga inflamatéria intestinal induzida pelo acido
trinitrobenzenosulféonico (TNBS)

Esse modelo experimental consiste na indugdo da inflamacgdo intestinal por um
processo quimico. A idéia inicial deste modelo baseou-se na hipdtese de que na DII
ocorre um aumento na permeabilidade da mucosa, que facilita a entrada de um antigeno
luminal na lamina prépria, o qual ndo é adequadamente eliminado pelo sistema
imunologico.

O método se baseia no uso de uma solugdo de TNBS em etanol 50%, na qual o
etanol agiria como um “rompedor de barreira”, enquanto que o acido TNBS, atuaria com
um hapteno, que ao associar-se com substancias de alto peso molecular, como as
proteinas teciduais, seria capaz de desencadear uma resposta imunoldgica (Gongalves et
al., 2008). O TNBS associado ao etanol promove o desenvolvimento de uma inflamagao
severa, transmural e granulomatosa no célon distal, sendo um modelo Gtil tanto para o
estudo da etiopatogénese da inflamacgao intestinal, como para o estudo de novas drogas
para o tratamento dessas doencgas.

Esse modelo experimental é considerado o mais adequado para o estudo de novos
compostos ativos na doenga inflamatoéria intestinal, sendo a técnica mais adequada por
simular de forma muito parecida o que ocorre com a DII em humanos (Jurjus et al.,
2004).

Histologicamente, a inflamacdo produzida pelo TNBS é caracterizada pela
presenca de Ulceras focais, distorcdo das criptas, deplecdo das células caliciformes,
presenca de granulomas (Foligné et al., 2006), espessamento da parede intestinal,
edema, infiltragdo de células inflamatdrias e necrose. Bioquimicamente, é observado um
aumento da atividade de enzimas como a mieloperoxidase (Sanches-Hidalgo et al.,
2007) e a fosfatase alcalina (Sanchez de Medina, 2004), além do aumento da expressao
de citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a (Sanches-Hidalgo et al., 2007) e de

interleucinas, bem como alteragdes nos sistemas antioxidantes da mucosa intestinal.
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Segundo Strober et al., (1998), apds ser administrada, a solucdo de TNBS/etanol
€ apresentada para as células T pelas células apresentadoras de antigeno da ldamina
propria. A presenga e o reconhecimento do TNBS promove a secrecao de IL-12 e indugdo
da resposta das células Th1, que produz principalmente INF-y, este por sua vez age nos
macrdfagos induzindo a producdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-1B e IL-
6, que desencadeiam imediatamente o processo inflamatério (Figura 2). Além destes,
varios mediadores inflamatdrios estdao envolvidos nesta resposta como prostaglandinas
E2, tromboxano B2, leucotrieno B4 e C4 e outras interleucinas (Zheng et al., 2000).

A colite induzida pelo TNBS é um importante modelo experimental de inflamacédo
da mucosa intestinal, porque permite o estudo dos eventos iniciais da inflamagcao e a
analise da resposta imune da mucosa desencadeada por um antigeno especifico (Strober
et al., 2002), possibilitando a avaliacdo de novos compostos, Uteis tanto para o
tratamento da DC como da retocolite ulcerativa, permitindo avaliar diversos mediadores

envolvidos na resposta inflamatoria.
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Figura 2. Mecanismo de indugdo da doencga inflamatéria intestinal pelo TNBS.

APC = célula apresentadora de antigeno; PP = Placa de Peyer; T = células T; MAC= macrofago.
(adaptada de Strober et al., 1998)
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Objetivos

Com base no exposto os objetivos do presente trabalho foram:

1. Avaliar os efeitos antiinflamatérios intestinais de dois derivados
cumarinicos (esculetina e 4-metilesculetina), tendo em vista determinar a
potencialidade de uso dos mesmos na prevencao e tratamento das doengas
inflamatorias intestinais;

2. Comparar os resultados destes derivados cumarinicos (eficacia e
poténcia) com os efeitos de dois farmacos de referéncia mais utilizados na DII em
humanos, a sulfassalazina e a prednisolona, enfocando o perfil de respostas
farmacoldgicas destes compostos nas fases aguda, cronica e na recidiva da colite
induzida por TNBS, visto que para o segundo farmaco estes dados ainda ndao foram
padronizados;

3. Avaliar comparativamente os efeitos destes 4 compostos sobre os
parametros clinicos, macroscopicos, microscopicos e bioquimicos envolvidos no
processo inflamatorio colonico, com énfase nos efeitos de importantes mediadores
deste processo;

4. Avaliar o perfil de efeitos destes compostos sobre as metaloproteinases,
como um marcador do processo inflamatério, ainda pouco estudado neste modelo

experimental.
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Material e Métodos

1. Animais

Ratos machos albinos da Cepa Wistar de 180 a 220g de peso, oriundos do Biotério
Central da Unesp, Campus de Botucatu, Sao Paulo foram utilizados para os testes de
atividade antiinflamatéria intestinal. Os animais foram mantidos no biotério do
Departamento de Farmacologia, Instituto de Biociéncias, Unesp, durante pelo menos 5
dias antes do inicio dos experimentos. Este biotério possui uma temperatura ambiente
controlada de 21 + 2°C e um ciclo de claro-escuro de 12 horas. Os ratos ficaram alojados
em caixas, separados por grupo, com no maximo 6 animais por caixa e foram
alimentados com ragdo de manutengdo PanLab S.I. e dgua corrente ad libitum. O estudo
foi realizado de acordo com o protocolo experimental aprovado pela Comissdo de Etica

em Experimentacdo Animal deste Instituto (Protocolo n. 42/04 - CEEA).

2. Substancias testes e desenho experimental

Esculetina (6,7-dihidroxi-cumarina), 4-metilesculetina (6,7-dihidroxi-4-metil-
cumarina), prednisolona e sulfassalazina, ilustradas na Figura 3, foram obtidas da Sigma,
solubilizadas em metilcelulose 1%, preparadas diariamente e usadas neste estudo

conforme protocolo experimental descrito abaixo.
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Figura 3. Estrutura quimica das substancias testes.

Esculetina 4-Metilesculetina

OH

Sulfassalazina Prednisolona

2.1. Avaliacao da atividade de esculetina, 4-metilesculetina, prednisolona e
sulfassalazina na fase aguda do processo inflamatorio intestinal.

Na fase aguda os estudos foram realizados com o0s seguintes grupos

experimentais:

A.

B.

Grupo branco: animais sem colite e sem tratamento
Grupo controle: animais com colite e sem tratamento
Grupos com os compostos-testes:

C1. Animais tratados com esculetina 5mg/Kg

C2. Animais tratados com 4-metilesculetina 5mg/Kg
Grupo com os farmacos:

D1. Animais tratados com prednisolona 2mg/Kg

D2. Animais tratados com sulfassalazina 50mg/Kg
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A indugdo do processo inflamatdrio foi realizada pelo método descrito por Morris
et al., (1989), com pequenas modificacées. Os animais foram submetidos a um periodo
de jejum de 24 horas e posteriormente anestesiados em cédmara de gas CO, para
sacrificio de roedores.

Em seguida, foi realizada a administragdo retal (intracolonica) de 0,25ml de uma
solucdo de 10mg de acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfonico (TNBS) em etanol a 50% v/v. A
administracdo foi realizada com a ajuda de um catéter (diametro de 2mm), o qual foi
introduzido pelo anus do animal até uma distancia de 8cm. Os animais foram mantidos
de cabeca para baixo desde o momento da instilacdo do hapteno até a recuperacdo da
anestesia. Os animais do grupo branco foram submetidos ao mesmo procedimento, mas
com administracao de solugao salina em substituicao ao TNBS.

Os tratamentos foram administrados por via oral utilizando-se uma sonda
esofagica, e foram realizados as 96, 72, 48, 24 e 2 horas antes da indugdo da colite. Os
animais dos grupos controle e branco receberam metilcelulose 1% por via oral. Todos os

animais foram mortos 48 horas apds a indugdo do processo inflamatorio.
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2.2. Avaliacdao da atividade antiinflamatéria de esculetina, 4-metilesculetina,
prednisolona e sulfassalazina na fase cronica com recidiva do processo
inflamatorio intestinal.

Os compostos foram testados de acordo com o protocolo experimental cronico de

colite com recidiva conforme esquema abaixo (Figura 4).

1semana 2 semana 3 semana
| | | J

—— T ——T ——=TR

C

Vv ‘ VC<:CR

Figura 4. Desenho experimental. B (grupo branco; ratos ndo coliticos); (grupo

controle; ratos coliticos); (grupo controle com recidiva; ratos coliticos que

receberdo uma segunda administracdo de TNBS); T (grupo tratado; ratos coliticos
tratados com esculetina, 4-metilesculetina, prednisolona ou sulfassalazina); TR

(grupo tratado e com recidiva; ratos coliticos que receberdo uma segunda

administragdao de TNBS).

Na fase cronica com recidiva, os tratamentos (todos por via oral) foram iniciados 2
horas apds a primeira administracdo de TNBS e continuaram até o dia da morte dos
animais. Foram avaliados no experimento cronico, um grupo branco (nao-colitico), um
grupo controle (colitico), 4 grupos coliticos tratados com esculetina (5mg/kg), 4-
metilesculetina (5mg/kg), prednisolona (2mg/Kg) ou sulfassalazina (50mg/Kg). Seis
animais de cada grupo colitico e seis do grupo branco foram mortos apds 7, 14 e 21 dias
a partir da primeira inducdo da colite, enquanto todos os animais do grupo colitico sem
recidiva foram mortos apenas apds 21 dias. A segunda administracdo de TNBS (recidiva)

foi realizada no 14° dia apdés a primeira administragdo, nos animais que foram

sacrificados no 21° dia, excetuando-se o grupo branco e o grupo controle sem recidiva.
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3. Avaliacao do processo inflamatorio intestinal

Ao final de cada periodo de tratamento, os animais foram mortos, os cdélons
extraidos e analisados quanto aos prejuizos intestinais considerando-se parametros

macroscdpicos, microscopicos e bioquimicos.

3.1. Avaliacdo macroscoépica

Durante o desenvolvimento dos experimentos, os animais foram avaliados em
diferentes parametros de carater geral tais como: consumo de alimento, peso corporal e
aparecimento de fezes diarréicas. Na analise macroscépica foram avaliados o peso e o
comprimento do cdlon, a existéncia de aderéncias entre o intestino e 6rgdos adjacentes e
a anadlise da severidade e extensdo do prejuizo intestinal, de acordo com uma escala

descrita previamente por Bell et al., 1995.

Tabela 1. Critério de avaliagdo da severidade e extensdo da lesdo coloOnica.

Escore Critério
0 Sem prejuizo
1 Hiperemia, sem Ulceras
2 Ulcera linear sem inflamag&o significante
3 Ulcera linear com inflamagdo em um sitio
4 Dois ou mais sitios de ulceragdo/inflamacgdo
5 Dois ou mais sitios de ulceracdo e inflamacdo ou um sitio de inflamacao
maior que 1 cm ao longo da extensao do célon
6-10 |Se o prejuizo cobrir mais que 2 cm ao longo da extensdo do cdlon (o
escore € aumentado em 1 ponto para cada centimetro adicional)

ApOs a analise macroscopica, o cdlon foi dividido em 7 fragmentos longitudinais,

seis deles foram congelados a -80°C para determinagdo de proteinas e a atividade da
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fosfatase alcalina, metaloproteinase, mieloperoxidase, TNF-a, IL-1B e conteludo de
malonildialdeido col6nico, enquanto um fragmento foi processado para determinacdo dos

niveis de glutationa total.

3.2. Avaliacao microscopica de amostras de célon

Imediatamente apds a avaliacgdo macroscépica do processo inflamatério colénico,
amostras de tecido (0,5mm) adjacentes a darea de lesdo foram coletadas para
processamento histoldgico. Essas amostras foram fixadas em formalina 4% por 24 horas,
lavadas em agua corrente por igual periodo, 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 micrometros
de espessura, foram desparafinizados e reidratados utilizando série alcodlica etilica
decrescente.

A seguir, as amostras foram submetidas a coloracdo em eosina-hematoxilina para
a anadlise morfologica das lesbes e determinagdo do indice de lesdo microscépica de
acordo com método descrito por Stucchi et al., (2000). As Idaminas histolégicas foram
observadas no microscdpio 6ptico e microfotografadas com microscépio éptico Leica Qwin

Plus versao 3.3 e 3.40, no aumento 20X.
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Tabela 2. Critério de avaliacdo microscopico da lesdo coldnica.

Local do Dano Critérios para Avaliacao

Mucosa 1. Ulceragao: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)

2. Atividade Mitdtica: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)
Criptas
3. Deplecao de Muco: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)

4. Infiltrado Mononuclear: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)
Lamina Proépria | 5. Infiltrado Granulocitico: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)
6. Vascularidade: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)

7. Infiltrado Mononuclear: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)

Submucosa 8. Infiltrado Granulocitico: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)

9. Edema: (0) Nenhum; Suave (1); Moderado (2); Severo (3)

Escore Maximo: 27, modificado de Stucchi et al., 2000.

3.2.1. Determinacdo do nimero de células apoptéticas das criptas

O numero de células epiteliais em apoptose foi determinado de acordo com o
método de Feulgen (Feulgen & Rossenbeck, 1924). Amostras de tecido preparadas para
o processamento histoldgico, conforme descrito anteriormente, foram cortadas com 6
micrometros de espessura, desparafinizadas e reidratadas utilizando série alcodlica etilica
decrescente. A seguir, as amostras foram lavadas com agua destilada e colocadas em
estufa a 60°C e imersas em solucdo de HClI 1N também a 60°C, por 15 minutos. Apds
isto as amostras foram novamente lavadas e deixadas em agua corrente por 10 minutos.
Apds este procedimento as amostras foram cobertas com reativo de Schift, e foram
mantidas em geladeira por 45 minutos. Decorrido este periodo, as amostras foram
lavadas com agua corrente durante 10 minutos. Para auxiliar na analise, as amostras
foram contracoradas com reativo verde luz 1%, durante 5 minutos. O material
histologico foi novamente lavado e desidratado utilizando série alcodlica etilica crescente.
A andlise do numero de células epiteliais em apoptose foi realizada em microscépico

optico no aumento de 40X, onde foram contados 10 campos de cada corte histoldgico de
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todos os animais experimentais, com auxilio de objetiva com gradicula. Foram contados
em cada campo o numero total de criptas e o numero de células epiteliais em apoptose.
Foram consideradas células apoptéticas aquelas que apresentavam cromatina
condensada, ou seja, com nucleos picndticos e localizavam-se préximas a base da cripta,
conforme destacado na figura 5. Os resultados foram expressos em média por grupo do

numero total de células apoptoéticas dividido pelo nimero total de criptas.

Figura 5: Fotomicrografia da mucosa de célon de rato do grupo controle do modelo experimental
de colite de fase aguda. Corte corado de acordo com a técnica de Feulgen para determinacdo da
apoptose. As células apoptoticas estdo indicadas em destaque. Corte microfotografado com
microscépio éptico Leica Qwin Plus versao 3.40, no aumento 40X.
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3.3. Determinagoes bioquimicas

Todas as determinagdes bioquimicas foram realizadas em homogeneizados de
mucosa intestinal col6nica, sendo estes realizados a frio durante aproximadamente 45
segundos, com ajuda de um homogeneizador automatico, provido de um pistilo de teflén

e um recipiente de vidro de 10ml de capacidade.

A. Determinacao da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A determinacdo da atividade da mieloperoxidase em fragmentos de cdlon de rato
foi realizada pelo método de Krawisz et al., (1984) e os resultados expressos como
unidades de mieloperoxidase por grama de tecido, onde 1 unidade de atividade de MPO é
definida como aquela que degrada 1 umol de peroxido de hidrogénio por minuto a 25°C.
A atividade da mieloperoxidase se utiliza como marcador da infiltracdo de neutrdfilos,

mesmo que esta enzima ndo seja especifica deste tipo celular.

B. Determinacgao do contetido de glutationa total

A determinacdo do conteldo de glutationa total foi realizada de acordo com o
método descrito por Anderson (1985), que esta baseado na oxidacdo total da glutationa
reduzida (GSH) presente em uma amostra a sua forma oxidada (GSSG), mediante a
incubacdo da amostra com o acido ditiobisnitrobenzdico (DTNB). O DTNB reduzido
adquire uma coloragao amarelada, que pode ser determinada espectrofotometricamente.
O GSSG gerado é reduzido por acdo da enzima glutationa redutase na presenca de
NADPH. O GSH formado se oxida novamente, gerando um ciclo continuo, no qual a
velocidade de reducdo do DTNB (com o seu conseqliente incremento de absorbéancia a
412nm) é proporcional a quantidade total de glutationa (GSH+GSSG). Os resultados

foram expressos em nanomoles por grama de tecido.
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C. Determinacgdo de proteinas totais e da atividade da fosfatase alcalina

A determinagdo do conteldo de proteinas totais e da atividade da fosfatase
alcalina foi realizada pelos métodos classicos descritos por Smith et al., (1985) e Bessey

et al., (1946), respectivamente.

D. Determinacdo do contelido de malonildialdeido (MDA) col6énico

A determinacdo do conteudo de malonildialdeido col6nico foi realizada de acordo
com o método descrito por Zingarelli et al., (1999), seguindo algumas modificagdes.

As amostras de tecido foram homogenizadas em solucao de KCl 1.15% na
proporcao de 1:5. O homogenato foi centrifugado a 9000 rpm durante 10 minutos a 4°C.
Foram utilizados 400ul do sobrenadante, que foi adicionado em tubo de vidro com tampa
de rosca, onde também foram adicionados 200 pl de lauril sulfato de sédio 8.1%, 1500 pl
de acido acético 20%, pH 3.5, 1500 ul de &acido tiobarbitlrico 0.8% diluido em acido
acético e 400 ul de agua destilada. Para curva padrdo, foram utilizados 100 ul de
diferentes concentragdoes de malonildialdeido, 700ul de agua destilada e os demais
reagentes.

Os frascos contendo essa mistura foram colocados em banho-maria a 95°C
durante uma hora. Apds isso as amostras foram transferidas para ependorfs e
centrifugadas a 4000 rpm durante 10 minutos. 200 pl do sobrenadante foram colocados
em placa de 96 pogos e a leitura foi realizada em espectrofotémetro a 532nm. O valor da
concentracdao de MDA foi multiplicado por 50 e os resultados foram expressos em

nanomoles/grama de tecido.
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E. Determinacao das metaloproteinases

A atividade gelatinolitica das metaloproteinases (MMPs) -2 e -9 presentes no
colon de rato dos diferentes grupos experimentais foi analisada por zimografia em gel de
poliacrilamida contendo gelatina. Para a extracao das enzimas, uma proporcao de 30mg
de tecido para cada 0,1ml de uma solucdo de tampao Tris-HCI 50mM, pH 7.5, contendo
0,25% de Triton X-100 e 10mM CaCl, foi triturada em um homogeneizador do tipo
Politron por trés ciclos de 5 segundos cada um. O homogeneizado foi incubado com
agitagdo por 2 horas a 4° C para aumentar a eficiéncia da extragdo. Apds este periodo, o
homogeneizado foi centrifugado a 12.000 RPM por 15 minutos a 4° C. O sobrenadante foi
removido e o conteddo de proteinas foi quantificado pelo método descrito por Bradford
(1976). Amostras da extracdo (20ug de proteinas) foram submetidas a eletroforese, sob
condicdes ndo-redutoras, em gel de poliacrilamida a 8% copolimerizado com 0.1% de
gelatina. Depois da eletroforese, os géis foram lavados duas vezes por 15 minutos em
uma solucdo de 2.5% de Triton X-100 para remover o dodecil sulfato de sddio (SDS),
seguido por duas lavagens de 5 minutos em solucdao tampao tris-HCI 50 mM, pH 8.0,
contendo 5 mM CaCl, e 1 mM ZnCl,. Posteriormente, os géis foram incubados por 20-24
horas na mesma solugdo a 37° C, sob agitacdo. Ao final, os géis foram corados com
Coomassie Brilliant Blue R-250. O peso molecular relativo das bandas foi determinado de
acordo com o padrdao de peso molecular das enzimas comerciais utilizadas na
eletroforese. Analises semiquantitativas por densitometria (densidade ética integrada -
I0OD) das bandas obtidas na zimografia foram realizadas utilizando-se Image Master VDS
versdo 3.0 acoplado ao aparelho Image Master VDS (Pharmacia Biotech). Os resultados

foram expressos em I0D.

F. Determinacgdo dos niveis de TNF-a e IL-1

Os niveis de TNF-a e IL-1B foram determinados a partir de amostras de célon

coletadas, pesadas e homogeneizadas em solugdo de PBS (tampdo fosfato sédico), pH
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7.2, na proporgao de (1:5) peso/volume a 4°C. Apds homogeneizagdo as amostras foram
agitadas em banho-maria a 37°C durante 20 minutos e apos isso foram centrifugadas a
10.000 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e armazenado em freezer
-80°C até a realizacdo da dosagem. Os niveis de TNF-a e IL-1B foram determinados por
kit de imunoensaio (ELISA), e os valores obtidos foram expressos em pg/mg de proteina

(Rodriguez-Cabezas et al., 2002).

4. Avaliacao da atividade de Esculetina e 4-metilesculetina sobre a secrecao de

citocinas pro-inflamatérias in vitro

Para avaliacdo dos efeitos de esculetina e 4-metilesculetina, sobre a secregao de
citocinas proé-inflamatérias in vitro, foram utilizados trés tipos de linhagens celulares:
célula tumoral de intestino humano (Caco-2), macréfagos de camundongo (RAW 264.7)
e células de cultivo primario, obtidas de linfécitos de baco de camundongo Balb "c.

A célula tumoral (Caco-2), que é uma linhagem de células de adenocarcinoma
humano, e a linhagem celular RAW 264.7 foram obtidas no Servigo de Cultivos Celulares
da Universidade de Granada-Espanha. Estas células foram mantidas a 37° C, com 5 % de
CO, atmosférico e cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco 's modified Eagle’s
medium) suplementado, com L-glutamina (2Mm), penicilina/estreptomicina (50000 U/L),
anfotericina B (2,5 mg/L) e 10% de soro fetal bovino inativado (40 minutos, 56° C), essa
solucao foi denominada DMEN completo.

As células de cultivo primario foram obtidas de linfécitos de camundongos Balb ¢
segundo protocolo a seguir. Apdés a morte dos animais, o bago foi removido
cuidadosamente para evitar remogao da membrana externa. Em condigOes estéreis, o
orgao foi colocado em uma placa de cultivo de 10 cm com 5 ml de meio DMEM
suplementado com 1% da mistura de antibiéticos (penicilina/estreptomicina). Com ajuda
de pingas, o baco foi pressionado na placa até ficar transparente e todas as células
estarem dissolvidas no meio. Em sequida, esta solugdo (meio+células) foi

homogeneizada com a ajuda de uma seringa com agulha e colocada em um tubo de 15
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ml, o qual foi centrifugado durante 5 minutos a 1500 rpm. O precipitado resultante foi
ressuspendido em 5 ml de tampao (NH4 CI 1,7 mol/L, KHCOs 0,12mol/L, etilenediamina-
tetracético 9mmol/L) por 30 minutos a 4° C, com o objetivo de lisar os eritrécitos. Apods
isso, a suspensao, que contém principalmente linfocitos e macréfagos (esplendcitos), foi
centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos e em seguida foi adicionado a esse precipitado 5

ml de DMEM completo.

A. Determinacao da Secregdo de Citocinas Pré-Inflamatdrias

As citocinas analisadas neste teste foram IL-8, IL-1B, IFN-y e IL-2, para tanto,
esculetina e 4-metilesculetina foram testadas nas concentracdoes de 1uM, 10uM, 50uM e
100puM.

Para determinacdo da secrecdo de IL-8 foram utilizadas as células do tipo Caco-2.
Estas células foram incubadas, por um periodo de 24 horas, com esculetina ou 4-
metilesculetina nas concentragbes descritas acima. Apds este periodo as células foram
estimuladas com IL-1B (1 ng/ml) por um periodo de 20 horas. Decorrido isto, o
sobrenadante foi coletado e centrifugado a 7000 rpm por 10 minutos. Em seguida, as
amostras foram acondicionadas em freezer -80° C para determinacdo dos niveis de IL-8
por Elisa (Biosource International, Nivilles, Belgium). Os resultados foram expressos em
concentracdo de IL-8 (pg/ml).

Para determinagdo da secrecdo de IL-1B foram utilizadas células de RAW (1 x 10°
células). Estas células foram cultivadas em placas de 24 pocos e colocadas na presenca
ou auséncia das diferentes concentragées dos derivados cumarinicos, 30 minutos antes
de serem estimuladas com LPS (50 ng/ml). Apds 36 horas, o sobrenadante foi coletado e
mantido a -80°C até o momento da realizagao do teste. Para determinacao dos niveis de
IL-1B foi utilizado Kit de Elisa murino (Biosource). Os resultados foram expressos em
concentragao de IL-1B (pg/ml).

Para determinacdo da secrecao de IFN-y e IL-2 foram utilizados esplendcitos (1,5

milhdes de células por ml) cultivados em placas de 24 pocos. Uma hora antes de serem
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estimuladas com concanavalina A (5ug/ml), as células foram colocadas na presenga ou
auséncia das diferentes concentragdes das substdncias em teste. Apos 48 horas, o
sobrenadante foi coletado e mantido a -80° C até o momento da determinagdo dos niveis
de IFN-y e IL-2 por Kit de Elisa murino (Biosource). Os resultados foram expressos em

concentragao de IFN-y e IL-2 (pg/ml).

B. Viabilidade Celular

Para avaliar o potencial téxico das substdncias em teste, foi realizado o teste de
viabilidade sobre os diferentes tipos de células utilizadas no estudo in vitro.

A viabilidade das células Caco-2 e RAW 264.7 foi testada pela técnica de coloragdo
com cristal violeta, segundo metodologia descrita por Xaus et al., (2001), com algumas
modificagGes. As células foram coradas e fixadas com cristal violeta (0.2%) em etanol
(2%) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Apds 4 lavagens com PBS, as células
foram desprendidas com dodecil sulfato de sédio (SDS 1%) durante 30 minutos.
Posteriormente, as células foram coletadas e centrifugadas a 3000 rpm durante 5
minutos. Em seguida, a intensidade da cor foi quantificada por ELISA a 540 nm. As
células ndo vidveis ndao sdo capazes de incorporar o corante em suas membranas
(Ishiyama et al., 1996). Os resultados foram expressos em % de viabilidade celular.

A viabilidade dos esplendcitos foi determinada utilizando o Reagente WST-1
(Roche Diagnostics). Esta técnica consiste em uma determinacdo colorimétrica da
atividade metabdlica e da proliferacdo celular. O sal solavel (WST-1) em contato com as
células, forma a partir da desidrogenase mitocondrial vidavel, uma coloragdo. Quanto
maior a proliferacdo, maior a atividade mitocondrial, o que implica em uma maior
hidrélise do reativo WST-1, resultando em uma maior coloracdo, que é detectada a
450nm.

As células derivadas de baco (esplendcitos) foram cultivadas em placas de 24
pocos (1,5 x 10° célula/pogo) em 0,5 ml de células, e foram estimuladas com

concanavalina A (Con A) (5ug/ml) durante 48 horas. Transcorrido este tempo foi
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adicionado 5ul/pogo do reativo WST-1 (Roche) durante 2 horas a 370 C. Em seguida a
placa foi agitada por 1 minuto e a intensidade da cor foi quantificada por ELISA a 540

nm. Os resultados foram expressos em % de viabilidade celular dos esplendcitos.

5. Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média * erro padrao da média
(E.P.M.). Diferencas entre as médias foram testadas por Anadlise de Variancia (ANOVA)
seguida por testes de significancia. Dados ndo paramétricos (escores) foram expressos
como mediana e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn.
Dados descontinuos foram analisados pelo teste X?. A significAncia estatistica foi

considerada para valores de p < 0,05.
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1. Resultados modelo experimental de fase aguda

1.1. Avaliacdao Macroscopica

A administracdo intracolonica de TNBS resulta em inflamagdo no epitélio
colonico, que pode ser evidenciada apds 48 horas com uma necrose na camada
mucosa, essa lesdo estende-se por 3.8 - 5.8 cm ao longo do célon, e promove a
ocorréncia de espessamento e hiperemia na parede intestinal. Esses parametros
foram analisados e expressos em forma de escore, e os resultados podem ser
observados na tabela 3.

Os animais tratados com prednisolona apresentaram o menor escore
macroscopico quando comparados com os animais do grupo controle (6 vs. 8
respectivamente, com p<0,05). Os animais tratados com sulfassalazina, 4-
metilesculetina e esculetina também apresentaram um escore inferior ao grupo
controle (tabela 3), porém nenhuma diferenga estatistica foi observada.

Analisando a extensdo da lesdo, o grupo controle apresentou uma extensao
média de 4,63+0,46cm, apesar dos animais tratados com as substadncias testes
apresentarem uma extensdo de lesdo inferior, nenhuma diferenca estatistica foi
observada.

Avaliando-se a relacdo peso/comprimento col6nico (mg/cm), os animais do
grupo controle apresentaram uma relacao de 144,65+14,04 grupo controle vs.
80,23+12,17 grupo branco (ndo colitico), com diferenca estatistica de p<0.01,
porém nenhum tratamento promoveu alteracdo neste parametro.

Os animais do grupo controle apresentaram 100% de diarréia, enquanto que
0s animais tratados com esculetina e prednisolona apresentaram uma ocorréncia de
diarréia de 33,3%. Quanto a incidéncia de aderéncia, esta foi observada em 83,3%
dos animais do grupo controle, em somente 33,3% dos animais tratados com
esculetina, 4-metilesculetina e sulfassalazina, e em nenhum animal tratado com

prednisolona (tabela 3).

43



144

‘(ejagey eu epedjsuowap oeu epuedyubis)
10’0 > d wod oouedq odnub op eaAnediubis ewdo) ap wadayp sodnub so sopo] ‘9joJjuod odnub oe sopeledwod 1000
> d wxx 1100 > d «x 500 > d & 9puo 2X 9359} o|od sopesijeue we.oy eppuIspe 3 elRIeIp 4 |N'd'I F BIpW W sossaldxd
0B1S® 001UQ|0d OjudwWiidwod-0sad oeSe|al ‘0BS3| Bp 0BSUSIXS , ‘(0[eAIIUI) BURIPAW WD SOSSDIAXS 0B)SS 2100SS dp S3.0[RA SO e

ce'ee 99’99 Z¢S'eeFe8zeT €G'0FS8’'E (8-£)s’9 (P1-TT) 0'CT euizejessej|ns

x0 xEE'EE 86'CCF86'8ET 16'0FS0°'E x(8-1)0’9 x(91-8) 6’6 euojosiupaid
ce'ee €e'es LT1'CCFS0'8ET G/'0F08'¢c (£-€)0'¢ x(¥1-£) 0'0T eunandsajndw-4
ce'ee x€€'€e 8G'STFTC'0ET 0S'0F20'v (8-9)S'/ (0z-8) 0°¢T eua|Nds3y
€e'es 00°00T PO'PTFSO VT 9Ot 0FE9'V (0T-£)0’8 (zz-€1) 9’91 9]043u0)

*x0 *x0 «+x/T'¢T1FEC'08 *x0 *xx0 xxx(£-2) §'€ ooue.g

AO\OV AO\OV q AEU\WEV q AEUV e AOchv e ANNlOV
9 2 ojudwiidwod /osad oesajep odidodsosdew  021d0odSso.DIW odnuap

eIDURIDPY elddueiq d -
v ’ oe5e|oy oesudlxy 9102S3 9402S3

'sojed wa sgN.L Jod epiznpul

[eullsalul euoleweul eSusop ap opnbe |euswadxs ojppow ou (b)/6wg) euizejesseyns o (6y/bwyg) euojosiupald ‘(by/6wg)
eunsNds9iIdwW- ‘(6)/6wg) eunsndss sp S039)9 sop sodidodsosdew © sodidodsoadiw sodpuweded sop oedejleAy "€ ejaqel

sopejnsay



Média de consumo de ragao por

Resultados

Apo6s a administracdo do TNBS, o consumo de alimento fica reduzido, sendo que
0s animais do grupo branco (ndo colitico) restabelecem normalmente o consumo apds o
jejum e diferem estatisticamente na quantidade de alimento ingerida quando
comparados aos animais do grupo controle. Os animais tratados com 4-metilesculetina e
prednisolona restabeleceram o consumo de alimento mesmo apds a inducdo do processo

inflamatorio colénico (p< 0.05, diferenga estatistica ndo demonstrada na tabela) (Figura

6).
25 —&—Branco
—#— Controle
20 Esculetina (5mg/Kg)
_ 4-Metilesculetina (5mg/Kg)
2151 =¥ Prednisolona (2mg/Kg)
©
E —8— Sulfassalazina (50mg/Kg)
510
5 4
0 ‘

2 3 4 5 6 7 Dias

Figura 6: Avaliacdo do consumo de ragdo por grupo, dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em consumo/ numero de
animais.

A redugdo no consumo de alimento reflete na redugdo do peso corpdreo, os
animais do grupo branco restabelecem o ganho de peso de antes do jejum. Os animais
tratados com 4-metilesculetina, prednisolona e sulfassalazina restabeleceram o ganho de

peso corpéreo mesmo apos a administracdo do TNBS (Figura 7).

14 -

)
)

iy
o N O OO
1 1 1 1 1

Dias

Delta Peso dos animais (%

Figura 7: Avaliagdo da evolugdo do peso corporal dos animais submetidos ao modelo experimental
de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média do (Peso final - peso inicial) X
100/peso inicial) £ E.P.M. com *p<0,05 e ** p<0,01 comparados com o grupo controle TNBS.
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Resultados

1.2. Avaliagdo microscépica

A analise histoldgica demonstrou que os animais do grupo controle apresentaram
uma ulceragao severa ou moderada na camada mucosa, presenca de vascularizacao,
deplecao moderada de muco, presenca de edema (severo a moderado) e presenca de
infiltrado inflamatério bastante acentuado na Idamina propria (severo) e um pouco menos
acentuado na camada submucosa (moderado), sendo este infiltrado tanto do tipo
mononuclear como granulocitico, que sdo caracteristicas deste tipo de processo
inflamatorio.

Os animais tratados com esculetina apresentaram um edema moderado e uma
menor vascularizagdo na lamina prépria, quando comparados ao grupo controle. Os
animais tratados com 4-metilesculetina, prednisolona e sulfassalazina apresentaram uma
ulceragdo variando de nenhuma a suave, edema suave ou moderado, menor deplecdo de
muco e infiltrado mononuclear e granulocitico na camada submucosa, sendo que 4-
metilesculetina também promoveu menor presenca de infiltrado na lamina prépria (figura
8). Estes resultados foram avaliados segundo metodologia descrita por Stucchi et al.,
(2000) e expressos na forma de escore microscopico, sendo que 4-metilesculetina e
prednisolona diminuiram significativamente o escore microscopico em relacdo ao grupo

controle e esculetina apresentou resultados semelhantes a sulfassalazina (tabela 3).
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100um Branco ||100pm .~ @ controle
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100um Esculetina || 1°0+™ @ 4-metilesculetina
@
pal
100pm Prednisolona 100pm /(d) Sulfassalazina
s

Figura 8: Fotomicrografias da mucosa de cdlon de ratos dos diferentes grupos experimentais dois
dias apds a administragdo de TNBS. Cortes corados com hematoxilina e eosina (HE).
Microfotografadas com microscopio optico Leica Qwin Plus versdo 3.40, no aumento 5X. Grupo
controle com ulceracdao severa, presenca de edema severo; Grupos tratados esculetina, 4-
metilesculetina, prednisolona e sulfassalazina com menos edema, menor ulceracao e infiltrado na
camada submucosa. As setas indicam: (a) ulceracdo severa, (b) edema e infiltrado de células

inflamatoérias na camada submucosa,
restauracdo da citoarquitetura epitelial.

(c) desorganizagao da citoarquitetura epitelial, (d)
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Resultados

1.2.1. Determinacdo das células apoptoticas

A determinacdo do numero de células epiteliais em apoptose em relacdo ao
numero de criptas demonstrou que os animais do grupo controle apresentaram um maior
numero de células apoptoéticas em relagdo aos animais do grupo branco. Dos quatro
tratamentos avaliados somente esculetina diminuiu o nimero de células epiteliais em

apoptose em relagdo ao grupo controle (Figura 9).

0,16 - OBranco
B Controle

0,14 -
g -|- O Esculetina (5mg/Kg)
20,12
° 0O 4-metilesculetina (5mg/Kg)
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z 0.11 * J_ T B Prednisolona (2mg/Kg)
S
5 0,08 - s I J. O Sulfassalazina (50mg/Kg)
o
2 0,06 - T
8
3 0,04 -
‘@
(&)

0,02 -

0

Figura 9: Avaliacdo do niumero de células epiteliais em apoptose por cripta de animais submetidos
ao modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média + E.P.M.

com * p<0.05 e ** p<0.01 comparados ao grupo controle.

48



Resultados

1.3. Avaliag6es Bioquimicas

Bioguimicamente, os mediadores inflamatodrios estdo em intensa atividade apds a
administracdo de TNBS, dados que podem ser observados pela atividade da MPO (Figura
11), fostatase alcalina (Figura 12) e metaloproteinase 9 (Figura 17), além do aumento
nos niveis de citocinas como o TNF-a (Figura 14) e a IL-1B (Figura 15), quando
comparados os animais do grupo controle e os animais ndo coliticos (branco). Estes
resultados sdao acompanhados por uma significante reducdo no conteddo de glutationa
colonica (Figura 10) e no aumento do conteldo de malonildialdeido (MDA) (Figura 13),
como conseqliéncia do estresse oxidativo ao qual o célon lesado estd submetido.

O pré-tratamento dos animais com esculetina, 4-metilesculetina, prednisolona e
sulfassalazina evitou a deplecdo nos niveis de glutationa col6nica, quando comparados ao
grupo controle (Figura 10). Apesar dos tratamentos promoverem uma manutencdao no
contelido de GSH, nenhuma diferenga estatistica foi observada nos animais tratados com
as substancias testes ou com os farmacos de referéncia, em relacdo ao conteddo de MDA
(Figura 13).

Os animais pré-tratados com 4-metilesculetina, prednisolona e sulfassalazina
promoveram uma redugdao na atividade da fosfatase alcalina quando comparados ao
grupo controle (Figura 12), no entanto, nenhum tratamento foi capaz de diminuir a
atividade da enzima mieloperoxidase (Figura 11). Quanto aos niveis de TNF-a, os
tratamentos com esculetina e prednisolona reduziram os niveis desta citocina em 45%
(Figura 14), no entanto, nenhum tratamento promoveu diminuicdo significativa nos
niveis de IL-1B (Figura 15).

A determinacao da atividade da enzima metaloproteinase (MMP) demonstrou que
a atividade da MMP-9 fica aumentada durante o processo inflamatério colonico de fase
aguda e a atividade da MMP-2 permanece inalterada, quando comparados os animais do
grupo branco e controle. Os tratamentos ndao foram capazes de inibir a atividade da
MMP-9 e também nd&o alteraram a atividade da MMP-2 neste protocolo experimental
(Figura 17).
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Figura 10: Avaliacdo dos niveis de glutationa colénica (GSH) em animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média + E.P.M. com **

p<0.01 comparados ao grupo controle.
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Figura 11: Avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidade (MPO) em animais submetidos ao
modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média + E.P.M com

* p<0.05 comparados ao grupo controle.
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Figura 12: Avaliagdo da atividade da fosfatase alcalina (FA) em animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média = E.P.M. com *

p<0.05 e ** p<0.01, comparados ao grupo controle.
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Figura 13: Avaliacdo dos niveis de malonildialdeido (MDA) em animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média + E.P.M. com *

p<0.05, comparados ao grupo controle.
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Figura 14: Avaliagdo dos niveis de TNF-a em animais submetidos ao modelo experimental de
colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média = E.P.M. com * p<0.05 e **p< 0.01,

comparados ao grupo controle.
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Figura 15: Avaliagdo dos niveis de IL-1B em animais submetidos ao modelo experimental de colite
aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média + E.P.M. com *p<0.05 e **p<0.01,

comparados ao grupo controle.
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A B C D E F MMP-9 Pré
MMP-9 Ativa

MMP-2 Pré
MMP-2 Intermediaria

MMP-2 Ativa

Figura 16: Atividade gelatinolitica da MMP-9 e da MMP-2 determinada por zimografia.
Gel fotografado em Image Master VDS (Pharmacia Biotech). A=Branco; B=controle;

C=Esculetina; D=4-metilesculetina, E=Prednisolona e F=Sulfassalazina.
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Figura 17: Andlise densitométrica da atividade gelatinolitica da metaloproteinase (MMP) -9 e da
MMP-2 por zimografia, em animais submetidos ao modelo experimental de colite aguda induzida
por TNBS. Dados expressos em média = E.P.M. da intensidade de densidade 6tica (IOD), onde **

p<0.01 comparados ao grupo controle.
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2. Resultados do modelo experimental de doencga inflamatéria intestinal de

fase cronica com recidiva

2.1. Avaliacdao Macroscopica

Assim como no modelo experimental de fase aguda, o modelo cronico se
caracteriza pela inflamacdo no epitélio colénico com a presenca de necrose na camada
mucosa. A ulceragdo e a inflamagdo no célon do rato sdo caracterizadas pela doenca na
parede colbnica, infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares, (observados
histologicamente e pela atividade da mieloperoxidase) e formacao de granulomas. Esta
lesdo é maxima 48 horas apds a administracdo do TNBS como observado no modelo
agudo, e reduz com o tempo, ocorrendo uma restauragdo do epitélio intestinal. Apés uma
semana, a lesdo apresenta um escore menor do que o observado no experimento de fase
aguda, e diminuiu ao longo da segunda semana apos a primeira administracdo do TNBS
(Tabela 4).

No modelo experimental de doencga inflamatoéria intestinal de fase cronica, quanto
aos parametros macroscépicos, foi possivel observar que os animais tratados com 4-
metilesculetina apresentaram uma diminuicdo no escore macroscoépico, na incidéncia de
aderéncia, na primeira semana apo6s a indugdo da colite. Os animais tratados com
prednisolona apresentaram resultados semelhantes, além de uma diminuigdo significativa
da extensao da lesdo e na incidéncia de diarréia (Tabela 4). Na segunda semana apos a
administracdo do TNBS, foi possivel observar nos animais tratados com prednisolona
uma diminuicdo na extensdo da lesdo e o tratamento com 4-metilesculetina promoveu
uma diminuicdo na relagdo peso/comprimento colonico quando comparados aos animais
do grupo controle. Na terceira semana apds a recidiva, os animais tratados com
esculetina, 4-metilesculetina, assim como o controle sem recidiva apresentaram uma
reducdo na extensdo da lesdo quando comparados aos animais do grupo controle,
diferentemente dos farmacos de referéncia que ndo promoveram nenhuma melhora
significativa nos parametros macroscépicos avaliados, apdés a recidiva do processo

inflamatorio (Tabela 4).
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Resultados

Na avaliacao do consumo de racao, foi observada uma reducao no consumo
pelos animais do grupo controle quando comparado aos animais do grupo branco
(ndo-colitico), principalmente apds a primeira semana da administracdo do TNBS,
sendo que essa diferenca diminuiu ao longo da segunda e terceira semanas (Figura
18). Todos os tratamentos promoveram um maior consumo em relagdo ao grupo
controle, na primeira semana apds a indugdo do processo inflamatério. Os
derivados cumarinicos e a sulfassalazina tiveram um maior consumo na segunda
semana, e na terceira semana o consumo foi restabelecido, ndo havendo diferenca
estatistica entre os grupos estudados.

Os animais do grupo controle tiveram um ganho de peso menor do que os
animais do grupo branco (ndo-colitico) na primeira, segunda e terceira semana de
tratamento. Os animais tratados com esculetina e 4-metilesculetina tiveram um
ganho de peso superior aos animais tratados com os farmacos de referéncia, o que
pode ser observado na figura 19. Os animais tratados com prednisolona e
sulfassalazina, em alguns dias de experimentacdo, especialmente apds a recidiva,
apresentaram um ganho de peso estatisticamente inferior (p<0,05) aos animais do
grupo controle. O grupo tratado com prednisolona diferiu do grupo controle nos
dias 5, 7, 9, 12, 14 e 19. E os animais que receberam sulfassalazina diferiram do
grupo controle nos dias 12, 14 e 16 (diferenca estatistica ndo demonstrada na

figura 19).
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Figura 18: Avaliacdo do consumo médio de ragdo dos animais submetidos ao modelo experimental de inflamacgao
intestinal cronica, na primeira, segunda e terceira semanas apds a administracdo do TNBS. Dados expressos em
média de consumo por animal, em gramas. Dia 1 primeira administracdo de TNBS e 14° dia inducdo da recidiva

(jejum), nos animais mortos na terceira semana.
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Figura 19: Avaliacdo da evolugao do peso corporal dos animais submetidos ao modelo experimental de
inflamacdo intestinal cronica com recidiva induzida por TNBS. Dia 1 primeira administracdo de TNBS e 14° dia
indugdo da recidiva, nos animais mortos na terceira semana. Dados expressos em média (Peso final - Peso

inicial) X 100/ Peso inicial) £ E.P.M. com ** p<0.01 comparados ao grupo controle TNBS.
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2.2. Avaliacdo Microscépica

Na primeira semana apds a inducdao da colite, os animais do grupo controle
apresentaram ulceragcao moderada em diversos pontos e na camada mucosa foi
possivel observar uma acentuada migracdo de células inflamatdrias, mononuclear e
granulocitica, sendo as primeiras presentes em maior quantidade, além de uma
acentuada deplegao de muco e pouca vascularidade. Na camada submucosa
também foi possivel observar a presenca de um grande infiltrado de células
inflamatodrias sendo também a maioria do tipo mononuclear e a presenca de um
edema acentuado (Figura 20).

Os animais tratados com esculetina apresentaram menor infiltrado de
células inflamatdrias na camada mucosa e lamina propria, em relagdo ao grupo
controle. Nos animais tratados com 4-metilesculetina, foi possivel observar uma
melhora em diversos parametros analisados, como menor ulceragdo, deplecao de
muco, edema e presenca de infiltrado inflamatorio, resultados estes demonstrados
por uma diminuicdo de 46,5% no escore microscopico quando comparados aos
animais do grupo controle, porém nenhuma diferenca estatistica foi observada. Os
animais tratados com prednisolona apresentaram menor ulceracao e presenga de
infiltrado inflamatorio, principalmente na camada submucosa e menor edema. Nos
cortes histolégicos dos animais tratados com sulfassalazina foi possivel observar
uma menor ulceracdao em relacdo aos animais do grupo controle (Figura 20/Tabela
4).

Na segunda semana apdés a administracdo do TNBS, os animais do grupo
controle apresentaram ulceragdo menos severa e menor deplecdao de muco quando
comparados aos animais do grupo controle da primeira semana apds a
administracdo do TNBS; porém apresentaram infiltrado inflamatério granulocitico e
mononuclear, sendo mais acentuado na camada mucosa e presenga de
vascularidade variando de suave a moderada. Os animais tratados com esculetina

demonstraram auséncia de edema, ulceracdo bem menos intensa do que os
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animais do grupo controle, bem como menor infiltrado na camada mucosa. 4-
metilesculetina promoveu menor deplecdo de muco, infiltrado inflamatério e
edema. Prednisolona promoveu uma menor deplegao de muco, pouco infiltrado
inflamatorio na camada mucosa e quase ausente na camada submucosa, além de
uma menor ulceracao. Sulfassalazina apresentou pouca presenca de infiltrado
inflamatorio e deplecdo de muco e menor ulceragdo, cujos resultados refletiram na
diminuicdo significativa do escore microscépico em relagdo ao grupo controle
(Figura 21/Tabela 4).

Na terceira semana, apos a recidiva, o grupo controle apresentou
vascularidade severa, ulceracdo, deplecdao de muco e edema moderados, presenca
de infiltrado mononuclear e granulocitico severo na lamina prépria e moderado na
camada submucosa. Os animais do grupo controle sem recidiva, ou seja, que nao
receberam a segunda administracdo de TNBS, apresentaram menor ulceragao do
que o controle com recidiva, presenca de infiltrado inflamatério principalmente na
ldamina prépria, pouca vascularidade e edema moderado. Os animais que receberam
esculetina apresentaram menor ulceragdo, deplegcao de muco, vascularidade e
edema, bem como menor infiltrado mononuclear e granulocitico, tanto na camada
mucosa quanto na submucosa. Histologicamente, os animais que receberam 4-
metilesculetina apresentaram resultados melhores do que esculetina, prednisolona
e sulfassalazina, diferindo estatisticamente do grupo controle, melhorando todos os
parametros avaliados. Os tratamentos com prednisolona e sulfassalazina
promoveram diminuicdo da ulceracdo, da presenca de infiltrado inflamatério na
camada mucosa e submucosa, na presenca de vascularidade e no edema em

relacdo ao grupo controle (Figura 22 e 23/Tabela 4).
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12 Semana
Branco Controle
(a)
e
Esculetina 4-Metilesculetina

Prednisolona Sulfassalazina

Figura 20: Fotomicrografias da mucosa de célon de ratos dos diferentes grupos experimentais uma semana
apés a administracdo do TNBS. Cortes corados com hematoxilina e eosina (HE). Microfotografadas com
microscépio o6ptico Leica Qwin Plus versdao 3.40, no aumento 20X. Grupo controle com ulceragcdo severa ou
moderada e presenga de infiltrado inflamatdério na camada mucosa e submucosa. Grupos tratados com
esculetina, prednisolona e sulfassalazina com menor ulceragdo e infiltrado na camada mucosa e submucosa.
Animais tratados com 4-metilesculetina apresentaram caracteristicas semelhantes ao grupo branco. (a)
Ulceracdo e (b) infiltrado de células inflamatorias.
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22 Semana
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Figura 21: Fotomicrografias da mucosa de cdlon de ratos dos diferentes grupos experimentais duas
semana apdés a administragdo de TNBS. Cortes corados com hematoxilina e eosina (HE) e
microfotografados com microscopio Optico Leica Qwin Plus versdao 3.40, no aumento 20X. Grupo
controle com pouca ulceracdo e presenca de infiltrado inflamatoério na camada mucosa e submucosa
(a). Grupos tratados com menor ulceragdo e infiltrado de células inflamatdrias na camada mucosa (b)
e submucosa (c), controle com restauracdo da mucosa colbnica, 14 dias apds a instilacdo do TNBS.
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o ®
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Figura 22: Fotomicrografias da mucosa de coélon de ratos dos diferentes grupos experimentais uma
semana apds a recidiva. Cortes corados com hematoxilina e eosina (HE), microfotografados com
microscopio éptico Leica Qwin Plus versdo 3.40, no aumento 20X. Grupo tratado com esculetina com
menor ulceracdo e infiltrado na camada mucosa e submucosa. Animais do grupo controle com (a)
presenca de vascularizacdo, (b) infiltrado de células inflamatorias, (c) perda de citoarquitetura
intestinal. Controle sem recidiva com restauracdo da citoarquitetura intestinal(d).
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32 Semana

4-Metilesculetina

Prednisolona Sulfassalazina

o 4+ (b)
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() =—p

Figura 23: Fotomicrografias da mucosa de célon de ratos dos diferentes grupos experimentais
uma semana apos a recidiva. Cortes corados com hematoxilina e eosina (HE) e
microfotografados com microscopio Optico Leica Qwin Plus versdo 3.40, no aumento 20X.
Grupo tratado com 4-metilesculetina semelhante ao grupo branco. Grupo tratado com
prednisolona com (a) presenca de vascularizagdo e (b) infiltrado de células inflamatérias. Grupo
tratado com sulfassalazina com menor ulceracao e infiltrado na camada mucosa e submucosa
auando combarados ao arubo controle.
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2.2.1. Determinacao das células apoptéticas

A avaliagdo histolégica demonstrou que o grupo controle apresenta um

maior nimero de células apoptoticas na primeira, segunda e terceira semanas do

processo inflamatorio de fase crénica, sendo esse nimero um pouco maior do que o

observado no experimento de fase aguda. Todos os tratamentos promoveram uma

diminuicdo significativa no nimero de células epiteliais em apoptose em todas as

semanas avaliadas (Figura 24).
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Figura 24: Avaliacdo do niumero de células epiteliais em apoptose por cripta,
ao modelo experimental de colite crénica com recidiva induzida por TNBS em
em média £ E.P.M. com * p,0,05 e ** p<0,01 comparados ao grupo controle.

de animais submetidos
ratos. Dados expressos
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2.3. Determinacdes Bioquimicas

Nos parametros bioquimicos avaliados, na primeira semana apos a
administracdo do TNBS, os tratamentos com esculetina e 4-metilesculetina
promoveram inibicdo na atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) (Figura 26)
e fosfatase alcalina (FA) (Figura 27) e reduziram os niveis de malonildialdeido
(MDA) (Figura 28), assim como o tratamento com prednisolona que além de
melhorar esses parametros, também evitou a deplecdo dos niveis de glutationa
(GSH) (Figura 25). O tratamento com sulfassalazina evitou a deplecdo dos niveis de
GSH (Figura 25) e inibiu a atividade das enzimas MPO e FA (figuras 26 e 27),
porém nao reduziu os niveis de MDA (Figura 28).

Quanto a avaliacdo das citocinas proé-inflamatérias colonicas, os tratamentos
com esculetina, assim como com prednisolona reduziram os niveis de TNF-a e IL-1B
(Figuras 29 e 30), enquanto que o tratamento com 4-metilesculetina diminuiu os
niveis de IL-1B. O tratamento com sulfassalazina ndo promoveu nenhuma alteragao
significante  nestes parametros. Na determinacdo da atividade das
metaloproteinases, o0s animais tratados com 4-metilesculetina, prednisolona e
sulfassalazina apresentaram uma diminuicdo na atividade da MMP-9, e nenhum
tratamento promoveu alteracdo na MMP-2 (Figura 31).

Na segunda semana apdés a administracdo do TNBS, os derivados
cumarinicos e os farmacos de referéncia promoveram apenas inibicdo na atividade
da enzima FA (Figura 27).

Apds a recidiva, o tratamento com esculetina evitou a deplecdo de GSH e
inibiu a atividade das enzimas MPO e FA (Figura 26 e 27), enquanto que o
tratamento com 4-metilesculetina inibiu a atividade da FA (Figura 27). O
tratamento com prednisolona evitou a deplecdo dos niveis de GSH (Figura 25),
assim como o tratamento com sulfassalazina, que além disso, também inibiu a

atividade da FA (Figura 27).
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Figura 25: Avaliagdo dos niveis de glutationa col6nica (GSH) em animais submetidos ao
modelo experimental de colite créonica com recidiva induzida por TNBS, na primeira,
segunda e terceira semanas de tratamento. Dados expressos em média £ E.P.M. com *
p<0,05 e ** p<0,01 comparados ao grupo controle.
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Figura 26: Avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidade (MPO) em animais submetidos ao

modelo experimental de colite crénica induzida por TNBS, na primeira, segunda e terceira semanas de
tratamento. Dados expressos em média + E.P.M. com * p<0,05 e ** p<0,01 comparados ao grupo

controle.
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Figura 27: Avaliagdo da atividade da fosfatase alcalina (FA) em animais submetidos ao
modelo experimental de colite crénica com recidiva induzida por TNBS, na primeira, segunda
e terceira semanas de tratamento. Dados expressos em média £ E.P.M. com * p<0,05 e **
p<0,01, comparados ao grupo controle.
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Figura 28: Avaliacdo dos niveis de malonildialdeido (MDA) em animais submetidos ao

modelo experimental de colite cronica com recidiva induzida por TNBS, na primeira, segunda

e terceira semanas de tratamento. Dados expressos em média £ E.P.M. com * p<0.05 e **

p<0.01, comparados com o grupo controle.
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Figura 29: Avaliagdo dos niveis de TNF-a em animais submetidos ao modelo experimental

de colite crénica com recidiva induzida por TNBS, na primeira, segunda e terceira semanas

de tratamento. Dados expressos em média = E.P.M. com * p<0.05 e **p<0.01, comparados

ao grupo controle.
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Figura 30: Avaliacdo dos niveis de IL-1B em animais submetidos ao modelo experimental de

colite cronica induzida por TNBS, na primeira, segunda e terceira semanas de tratamento.

Dados expressos em média = E.P.M. com * p<0.05 e **p<0.01, comparados ao grupo

controle.
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Figura 31: Andlise densitométrica da atividade gelatinolitica da metaloproteinase (MMP) -9 e da MMP-2 por

zimografia, em animais submetidos ao modelo experimental de colite crénica com recidiva induzida por TNBS.

Dados expressos em média + E.P.M. da intensidade de densidade 6tica (IOD) com * p<0.05 e ** p<0.01

comparados ao grupo controle.
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Figura 32: Efeito de esculetina e 4-metilesculetina sobre a secrecdo de IL-1B pelas células RAW 264.7
estimuladas com LPS (50 ng/ml) durante 36 horas. Os dados estdo expressos em média + E.P.M. com

Resultados

3. Avaliagdo da atividade de Esculetina e 4-metilesculetina sobre a

secrecdo de citocinas proé-inflamatérias in vitro

Nos testes para avaliar a inibicdo da secrecdao das citocinas pro-
inflamatorias, foi possivel observar que esculetina na concentragdo de 100uM inibiu
a secrecdo de IL-2 e IFN-y (Figuras 33 e 34) e inibiu também a secrecdo de IL-1B
(Figura 32), porém esta concentracdao também promoveu a morte de 75,34% das
células de RAW (Figura 37). 4-metilesculetina na concentracao de 50uM inibiu a
secrecdo de IL-1B, IL-2, IFN-y e IL-8 (Figuras 32, 33, 34 e 35). No teste de
viabilidade esta concentracdo promoveu a morte de 25% das células de RAW
(Figura 37). Na concentracdo de 100uM 4-metilesculetina inibiu a secrecdao de IL-
1B, IL-2 (Figuras 32 e 33) e em 100% a secrecao de IFN-y (Figura 34), no teste de
viabilidade esta concentracdo promoveu a morte de 35% das células de RAW
(Figura 37). Esculetina e 4-metilesculetina ndo promoveram alteracdo na

viabilidade dos esplendcitos e das células Caco-2 (Figuras 36 e 38).
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*p<0,05 comparado ao grupo controle LPS+DMSO.
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Figura 33: Efeito de esculetina e 4-metilesculetina sobre a secrecdo de IL-2 pelos esplendcitos

estimulados com concanavalina A (5ug/ml) durante 48 horas. Os dados estdao expressos em média +

E.P.M. com **p<0,01 comparado ao grupo controle Concanavalina+DMSO.
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Figura 34: Efeito de esculetina e 4-metilesculetina sobre a secrecao de IFN-y pelos esplendcitos estimulados

com concanavalina A (5ug/ml) durante 48 horas. Os dados estdo expressos em média £ E.P.M. com

**p<0,01 comparado ao grupo controle concanavalina+DMSO.
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Figura 35: Efeito de esculetina e 4-metilesculetina sobre a secregdo de IL-8 pelas células Caco-2

estimulada com IL-1B (1 ng/ml) durante 20 horas. Os dados estdo expressos em média + E.P.M., onde

*p<0,05 comparado ao grupo controle DMSO+IL-1.
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Discussao

O processo inflamatério intestinal envolve uma série de eventos celulares e
moleculares que resultam no aumento do fluxo sanguineo local e da permeabilidade
capilar. Esse fato promove o extravasamento de granulécitos, especialmente leucécitos
polimorfonucleares. A migragdo e ativagdo de mediadores quimicos inflamatérios, como
metabolitos do acido araquidonico, bradicinina e as citocinas presentes em macréfagos,
linfocitos, e outros tipo de células, servem para iniciar, coordenar e amplificar o processo
inflamatorio. Esses agentes pro-inflamatérios promovem a aderéncia dos fagocitos no
endotélio vascular e o extravasamento destas células para a mucosa intestinal e,
posteriormente, a ativacdo destes fagdcitos origina a liberagdo de radicais livres.

Os radicais livres oriundos do processo inflamatério apresentam um papel chave
na regulacdo da inflamacdo intestinal e na auséncia de mecanismos de defesa
antioxidantes, promovem um aumento da lesdo, deplecdo dos niveis de glutationa, das
enzimas de detoxificacdo, bem como a ativacdo do NF-kB, além de estarem relacionados
com a ocorréncia de diarréia (Dryden et al., 2005).

O estresse oxidativo € um potencial mecanismo de lesdo tecidual que contribui
para a patogénese das doencas inflamatdrias intestinais, o que reforca a pesquisa de
novos compostos com atividade antioxidante como novas terapias para o tratamento
destas doencas (McKenzie et al., 1996), portanto estratégia para inibir os radicais livres,
seja na producdo de enzimas que agem diretamente na producdao destes, ou
seqliestrando os que ja foram produzidos, ou ainda aumentando a produgdo de
compostos antioxidantes pelas células intestinais (Dryden et al., 2005), sdo um
importante ponto de partida na busca de novos medicamentos para o tratamento das
doencas inflamatorias intestinais.

No tecido col6nico de pacientes com essas doencas, o estresse oxidativo é
caracterizado pelo aumento nos niveis de malonildialdeido (MDA) e do 4-hidroxinonenal
(Kruidenier et al., 2003; Dagli et al., 1997; Lih-Brody et al., 1996). O MDA é um
dialdeido formado como um produto secundario durante a oxidacdo de acidos graxos
poliinsaturados com mais de duas duplas ligacGes, tais como acido linoléico, araquid6nico

e docosaexaendico. O 4-hidroxinonenal é o produto majoritario da oxidacdo de acidos
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graxos polinsaturados e consiste em um aldeido insaturado, sendo um produto
quantitativamente mais importante da degradacdo peroxidativa de acidos graxos omega-
6 (Lima & Abdalla, 2001). O MDA é freqientemente avaliado como indicador da
peroxidacdo lipidica e do estresse oxidativo in vivo, pois seu potencial deletério consiste
em sua habilidade de reagir com grupos amino de proteinas, o que causa modificagdo
estrutural, cross-linking e geragdo de epitopos, que podem desencadear a resposta
imunoldgica (Requena et al., 1997).

Assim como observado na DII em humanos, o modelo experimental de colite
induzida pelo TNBS promove um aumento da peroxidacao lipidica, como observado neste
estudo e em outros (Loguercio et al., 2003) e confirmado pelo aumento dos niveis de
MDA col6nico tanto no modelo experimental de fase aguda, como crénica com recidiva. O
tratamento com esculetina e 4-metilesculetina, assim como com prednisolona, o farmaco
de referéncia, foi capaz de diminuir o estresse oxidativo colonico, no modelo
experimental de fase cronica na primeira semana apdés a administracdo do TNBS,
demonstrado pela diminuicdo no conteddo de malonildialdeido (Figura 28).

Outro fator que confirma a presenca de estresse oxidativo na mucosa col6nica no
processo inflamatorio intestinal é a deplecdo dos niveis de glutationa, como observado
em humanos (Sido et al., 1998; Lauterburg et al., 1988) e em modelos experimentais
(Pavlick et al., 2002; Galvez et al., 1997; Sanchez de Medina et al., 1996; Loguercio et
al., 1996; Buffinton & Doe, 1995). A glutationa (GSH) é um tripeptideo constituido de
glutamato, cisteina e glicina sendo um dos mais abundantes agentes antioxidantes
bioldgicos e que serve de substrato para a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa S-
transferase. A GSH em sua forma reduzida possui um grupo sulfidrila, que pode atuar
seqliestrando radicais livres como o 0,7, peroxinitrito e hidroperdxidos lipidicos, além
disso, esta relacionada diretamente com o processo de reparacdo da lesdo oxidativa no
DNA e protecdo contra moléculas reativas de oxigénio e citocinas que induzem a
apoptose (Kruidenier & Verspaget, 2002). A GSH é predominantemente a primeira defesa
antioxidante intracelular contra os produtos toxicos de oxigénio, particularmente na

mitocondria, local onde ocorre a maior sintese desses radicais (Deleve & Kaplowitz,
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1991). Apods a exposicao da GSH em sua forma reduzida ao agente oxidante, como as
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, ocorre sua oxidacdo a sua forma oxidada
(GSSG), cuja reacdo é catalisada pela glutationa peroxidase (GPx). A recuperacdao da
GSSG ¢é feita pela enzima glutationa redutase (GSHred), na presenca de NADPH,
constituindo um ciclo redox essencial para manutencdao da integridade do sistema
protetor celular (Wang & Ballatori, 1998). O nivel intracelular de GSH é regulado pelo
equilibrio entre sua utilizagdo e sintese (Halliwell & Gutteridge, 1984). Sob condicoes
fisiolégicas, a GSHred mantém mais de 98% da GSH intracelular na forma reduzida
(Wang & Ballatori, 1998). Em situac6es em que o sistema de 6xido-reducdo esta integro,
ha recuperagdo da GSH, entretanto, sob condicbes de excesso de agentes oxidantes e/ou
deficiéncia do sistema protetor, ocorre desequilibrio entre o consumo de GSH e a
producdo de GSSG, o que acarreta em estresse oxidativo (Shan et al., 1990; Gilbert,
1990; Halliwel, 1993). Assim, a intensidade do estresse oxidativo pode ser monitorada
pela glutationa total (GSH+GSSG).

Estudos demonstram que os niveis de GSH colb6nica sdo significativamente
depletados na retocolite ulcerativa e na doenca de Crohn, quando comparados com o
grupo controle de pacientes normais ou com essas doencas em fase inativa (Karp &
Koch, 2006). Outros estudos também confirmam a diminuicdo nos niveis de GSH em sua
forma reduzida na DII (Holmes et al., 1998) e o0 aumento da GSH em sua forma oxidada
em pacientes com retocolite ulcerativa ativa (Sido et al., 1998). E relatado que o nivel de
GSH reduzida na mucosa de pacientes com DII é 27% menor do que de pessoas
saudaveis (Buffinton & Doe, 1995). A potencial importancia da glutationa na doenca
inflamatoria intestinal tem sido demonstrada em modelos animais, que sugerem que a
deplecdo de GSH altera a funcdo das células T e dos macrofagos (Karp & Koch, 2006).
Além disso, existem outras evidéncias de que a GSH e enzimas associadas atuam na
imunidade celular. Por exemplo, niveis de GSH e células apresentadoras de antigeno
determinam se a resposta imune predominante é do tipo Thl ou Th2, porém as bases

moleculares desta diferenciacdo ainda ndo sdo conhecidas (Townsend et al., 2003).
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Os resultados obtidos neste estudo demonstram que os tratamentos com
esculetina, 4-metilesculetina, assim como com prednisolona e sulfassalazina, evitaram a
deplecdo dos niveis de glutationa total, no modelo experimental de DII induzida pelo
TNBS em ratos, na fase aguda. No protocolo experimental de fase crénica com recidiva,
os tratamentos com prednisolona e sulfassalazina promoveram tal atividade na primeira
semana apos a administracdo do TNBS, e a administracdo de esculetina, prednisolona e
sulfassalazina foi capaz de manter os niveis de GSH mesmo apds a recidiva.

Estudos demonstram que a suplementacdo com glutationa diminui o dano
colonico, promovendo restauragdo nos niveis de GSH e cisteina e diminuindo a
peroxidacdo lipidica em ratos, no modelo experimental de colite induzida por TNBS
(Loguercio et al., 2003). Outros estudos experimentais também associam a atividade
antiinflamatoria de seus compostos com a propriedade destes em evitarem a deplegdo
nos niveis de GSH colbnica (Galvez et al., 2006; Di Stasi et al., 2004; Gonzalez et al.,
2001; Cruz et al.,, 1998; Ocete et al., 1998; Sanchez de Medina et al., 1996). A
administracdo de N-acetilcisteina, no modelo experimental de colite induzida por TNBS,
promove melhora nos parametros avaliados, sugerindo que o precursor da GSH pode ser
benéfico para evitar o estresse oxidativo do processo inflamatdrio intestinal (Ardite et al.,
2000).

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que esculetina, 4-metilesculetina,
assim como sulfassalazina e prednisolona diminuem o estresse oxidativo no modelo
experimental de colite induzida por TNBS, evidenciados pela reducdao nos niveis de MDA e
por evitarem a deplecdo nos niveis de GSH.

Além das caracteristicas descritas acima, a glutationa é descrita como o principal
antioxidante para o acido hipocloroso, produzido pelos neutréfilos por acdo da enzima
mieloperoxidase  (Winterbourn & Brennan, 1997), a qual ¢é encontrada
predominantemente nos granulos azurdfilos dos neutrofilos, sendo um importante
marcador bioquimico que caracteriza a infiltracdo desse tipo celular e a inflamagdo
tecidual. A MPO catalisa a conversdo do anion cloro (Cl") e perdxido de hidrogénio em

acido hipocloroso (HCIO) que é secretado durante condicGes inflamatodrias (Loria et al.,
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2008). Esse acido é uma poderosa molécula reativa de oxigénio, conhecida por suas
propriedades de inativar inibidores das proteases, promovendo um distlurbio do balanco
protease-antiprotease com conseqiiente degradacao da matrix extracelular e dano da
mucosa tecidual (Kruidenier & Vespaget, 1998), portanto a MPO esta associada a uma
atividade pro-oxidativa e pro-inflamatoria (Loria et al., 2008). A reducdo na atividade da
enzima mieloperoxidase pode ser interpretada como uma propriedade antiinflamatoria
dos compostos em teste (Krawisz et al., 1984), indicando uma diminuicdo na migracao
de neutréfilos para a area inflamada.

Os neutroéfilos sdo considerados os maiores responsaveis pela lesdo tecidual que
ocorre nas doencas inflamatdrias, pelo fato de que quando ativados produzem radicais
livres e o &cido hipocloroso, que estdo relacionados com os danos em importantes
estruturas bioldgicas como proteinas, carboidratos, lipidios e acidos nucléicos, além de
estarem associados com o aumento da resposta inflamatéria (Dhiman et al., 2009).

Nossos resultados demonstram que no modelo experimental de colite de fase
aguda, os tratamentos com esculetina, 4-metilesculetina, prednisolona e sulfassalazina,
nao foram capazes de inibir a atividade da enzima MPO (Figura 11), o que pode ser
devido ao processo inflamatorio estar em plena atividade 48 horas apds a administracao
do TNBS. Na fase cronica com recidiva deste modelo experimental, os tratamentos com
esculetina, 4-metilesculetina, prednisolona e sulfassalazina promoveram inibicdo na
atividade da enzima MPO na primeira semana apo6s a administracéo do TNBS, sendo que
apos a recidiva somente esculetina promoveu tal atividade (Figura 26). Esses resultados
corroboram com a analise histolégica que demonstrou menor infiltrado de células
inflamatorias nos grupos tratados na primeira semana apdés a indugdo do processo
inflamatorio. O fato dos animais tratados com esculetina, 4-metilesculetina, prednisolona
e sulfassalazina terem inibido a atividade da enzima mieloperoxidase, indica que os
compostos em teste apresentam importante atividade antiinflamatéria.

Além deste, outro resultado reforca a atividade antiinflamatéria das substancias
testes, a inibicido da atividade da fosfatase alcalina. A Fosfatase alcalina é uma

glicoproteina de membrana ligada ao fosfatidilinositol e compreende uma familia de
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enzimas que quelam radicais fosfato em pH alcalino. Essa enzima pode ser encontrada
em diferentes tipos celulares, incluindo os neutrdfilos (Karlsson et al., 1995). No intestino
estd localizada na membrana com borda em escova e participa do processo de absorcdo
de nutrientes (Sanchez de Medina et al., 2004). A atividade da fosfatase alcalina
intestinal ndo é exclusiva dos enterdcitos, mas esta presente também nas células da
lamina propria, incluindo neutrdéfilos e outros leucdcitos (Smith et al., 1984). Sua fungdo
fisiologica é ainda desconhecida, mas sabe-se que esta enzima fica aumentada no
processo inflamatério intestinal (Sanchez de Medina et al., 1996; Gonzalez et al., 2001;
Sanchez de Medina et al., 2002). Dentre as funcgdes conhecidas, ha evidéncias de
participar do processo de calcificagdo Ossea, transporte de imunoglobulinas através da
placenta, transporte de fosfato nas células do epitélio intestinal (Karlsson et al., 1995),
podendo ainda estar relacionada com a detoxificacdo de lipopolissacaridios (Tuin et al.,
2009). Desta forma, a reducao na atividade da fosfatase alcalina pode ser interpretada
como uma manifestacdo da atividade antiinflamatéria das substancias em estudo
(Sanchez de Medina et al., 2004).

Na fase aguda do modelo experimental estudado, os tratamentos com 4-
metilesculetina, prednisolona e sulfassalazina inibiram a atividade da fosfatase alcalina.
Na fase crbnica com recidiva, os tratamentos com esculetina, 4-metilesculetina e
sulfassalazina inibiram a atividade desta enzima na primeira, segunda e terceira
semanas, e a administracdo de prednisolona também promoveu tal atividade, exceto na
terceira semana. Esses resultados corroboram com o observado na analise histoldgica,
pela diminuicdo do infiltrado de células inflamatérias e reforcam a atividade
antiinflamatéria de esculetina e 4-metilesculetina.

Sendo as doencgas inflamatdrias intestinais relacionadas com a destruicao tecidual,
outro parametro avaliado no presente estudo, foi a atividade das metaloproteinases no
colon inflamado. As metaloproteinases (MMPs), compreendem uma familia de proteases
zinco-dependentes, que participam da degradacdao e remodelagem da matriz
extracelular. Estas enzimas sdo secretadas como zimdgenos inativos por varios tipos de

células, como por exemplo, as mesenquimais, células T, mondcitos, macréfagos,
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neutrofilos, queratinocitos e células tumorais (Pender & MacDonald, 2004). As MMPs
estdo envolvidas no processo de infiltragcdo celular, ativagdao de citocinas, migracao
celular, lesdao, remodelagem e reparagao tecidual (Pallavi et al., 2009). Estao divididas
estruturalmente em subclasses de acordo com o tipo de especificidade com o substrato
primario, dentre essas podemos citar as colagenases (MMP-1, -8, -13 e -18), gelatinases
(MMP-2 e -9), estromelisinas (MMP-3, -7, -10 e -11), elastases (MMP- 12), tipos de
membrana (MMP-14, -15, -16, -17, -24 e -25) entre outras (MMP-19, -20, -23, -26, -27
e -28) (Pender & MacDonald, 2004).

Em condigdes normais, as MMPs estdo presentes em baixos niveis, geralmente
sob a forma latente e a sua regulacdo pode ocorrer ao nivel da transcricdo, no ponto de
ativacdo do precursor dos zimdgenos, pela interacdo com componentes especificos da
matriz extracelular ou serem inibidas pelas TIMPs (metaloproteinases inibidoras de
tecido) (Pender & MacDonald, 2004).

A atividade proteolitica das MMPs é precisamente regulada pelo balanco entre a
sua ativagdo e inibicdo (Gao et al., 2005). Durante os processos patoldgicos, ocorre um
aumento na atividade das MMPs que ndo consegue ser regulada pelas TIMPs, resultando
em degradacdo da matriz extracelular e lesdo tecidual (Medina & Radomski, 2006). Além
disso, algumas MMPs estdo relacionadas com a ativacdo de citocinas pro-inflamatérias,
quimiocinas e outras proteinas que regulam varios processos inflamatorios e da
imunidade (Parks et al., 2004) e estao relacionadas com a patofisiologia das doencas
inflamatorias intestinais. De fato, tem sido observado um aumento das MMPs -1, -3 e -9,
em homogenatos de tecidos de pacientes com DII e em modelos experimentais,
sugerindo que o aumento destas enzimas proteoliticas estd associado com
desenvolvimento de ulceragdo, inflamacdo e formagao de fistulas. Em adigdo, as MMPs
podem estar envolvidas no recrutamento de células inflamatérias e na transmigragao de
linfocitos através das vénulas endoteliais (Medina & Radomski, 2006).

As metaloproteinases do tipo gelatinases, MMP-2 e MMP-9, sao descritas por suas
funcdes antagobnicas no processo inflamatorio intestinal (Pallavi et al., 2009). A MMP-2 é

mais comumente expressa em tecido normal adulto e principalmente por células do
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estroma, enquanto que a MMP-9 é principalmente sintetizada pelas células inflamatorias,
especialmente por leucdcitos polimorfonucleares (Gao et al., 2005). Essa protease esta
ainda associada a migracao de neutroéfilos, sendo sugerido que esteja ativa durante todo
o processo de transmigracdo (Medina & Radomski, 2006). A MMP-9 é um importante
mediador da lesdo tecidual na retocolite, ao passo que a MMP-2 exerce atividade
protetora contra o dano tecidual, assim como de manter a funcao de barreira do intestino
(Pallavi et al., 2009).

Em geral, estudos demonstram que a MMP-9 participa ativamente do processo
que ocorre nas doengas inflamatdrias intestinas, especialmente na fase aguda (Gao et
al., 2005). De fato, essa MMP tem sido amplamente associada a DII, sendo que a
auséncia na producao desta protease tem sido significativamente relacionada a menor
severidade da doenca (Baxter et al., 2008), portanto, compostos que promovam o
bloqueio da atividade da MMP-9 intestinal pode ser uma estratégia benéfica para o
tratamento destas enfermidades (Pallavi et al., 2009).

Nossos resultados demonstram que as substdncias em teste e os farmacos de
referéncia ndo foram capazes de promover inibicdo na atividade da MMP-9 na fase
aguda. Porém, na primeira semana no modelo experimental de fase crbénica alguns
destes tratamentos promoveram diminuicdo na atividade desta metaloproteinase,
particularmente a 4-metilesculetina, prednisolona e sulfassalazina que promoveram
inibicdo na atividade desta enzima em 61,22%, 84,86% e 54,84%, respectivamente, em
relacdo ao grupo controle. Apesar dos animais tratados com esculetina ndo ter diferido
estatisticamente do grupo controle, essa substancia promoveu uma inibicdo na atividade
desta enzima de 37,41%. Vale ressaltar que o tratamento com 4-metilesculetina
promoveu uma inibicdo superior ao tratamento com sulfassalazina em uma dose dez
vezes menor (Figura 31).

A anadlise zimografica deste estudo demonstrou que ndo houve diferenga
estatistica na atividade da MMP-2 entre os animais do grupo branco e os animais do
grupo controle, bem como nos animais tratados com as substancias testes ou os

farmacos de referéncia. Medina et al., (2003) também relatam que ndo houve diferenga
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estatistica na atividade da MMP-2 entre os grupos branco e colitico, no modelo
experimental de colite induzida por dextran sulfato de sédio (DSS).

A inibicdo da MMP-9 pode ser benéfica no tratamento das doencas inflamatorias
intestinais, mesmo que as substancias testadas promovam diminuicdo na MMP-2, ja que
sao estruturalmente muito parecidas (Pallavi et al., 2009). No entanto, nossos resultados
demonstram que os tratamentos com 4-metilesculetina, assim como com prednisolona e
sulfassalazina promoveram inibicao da MMP-9 sem interferir com a atividade da MMP-2,
indicando que além de inibirem a MMP-9 que é responsavel pela injuria, ndo inibiram a
atividade protetora da MMP-2.

A atividade promovida por esculetina e 4-metilesculetina, assim como por
sulfassalazina e prednisolona pode ser devida a atividade antioxidante destes compostos,
pois é descrito que os radicais livres induzem a MMP-9 e substéancias antioxidantes
podem limitar a acdo desta protease (Bogani et al., 2007). Em adicdo, € amplamente
descrito que a expressdao das MMPs bem como das TIMPs é controlada pelas citocinas
pro-inflamatoérias, principalmente pelo TNF-a e IL-1B (Sternlicht & Werb, 2001; Louis et
al., 2000; Sarén et al., 1996), sendo o TNF-a um dos mais importantes indutores da
producdao de MMPs (Gan et al., 2001; Nee et al., 2004), principalmente da MMP-9 dos
neutréfilos (Chakrabarti et al., 2006).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é uma citocina pré-inflamatoria,
multifuncional produzida por mondcitos e macréfagos ativados, sendo crucial para a
iniciacdo e continuacdo do processo inflamatério (Rojas-Cartagena et al., 2005). A
liberacdo do TNF-a por mondcitos e linfocitos T é mediada por uma metaloproteinase
especifica, a TNF-a convertase (TACE). Se a TACE for inativada, o TNF-a ndo pode ser
secretado e permanece inativo (Baert & Rutgeerts, 1999). Quando ativado o TNF-a
possui como principais fungdes a ativacao de outros macréfagos, aumento da resposta
das células T, da expressdo das moléculas de adesdao do endotélio vascular, do
recrutamento de neutrofilos para o local da inflamacdo, estimulacdo de edema,
inativacao da coagulacdo e inducdo na formacao de granulomas. O TNF-a também regula

a atividade de outras citocinas pré-inflamatérias como por exemplo, a IL-6 e a IL-1PB
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(Sands & Kaplan, 2007), assim como esta relacionado com a liberacdo da MMP-9 dos
neutroéfilos, como descrito anteriormente.

O TNF-a é uma das mais importantes citocinas envolvidas na patogénese da
doenca inflamatdria intestinal. O fato de anticorpos monoclonais anti-TNF-alfa
produzirem respostas benéficas em pacientes com doenga de Crohn e em varios modelos
experimentais reforcam esta hipétese (Rojas-Cartagena et al., 2005). Alguns farmacos
tém demonstrado atividade na DII por inibirem o TNF-a, como por exemplo a talidomida,
que age aumentando a degradacdo do mRNA para TNF (Baert & Rutgeerts, 1999), além
do infliximab, um anti-TNF-alfa quimérico que tem promovido a inducdo da remissdo em
mais de 50% dos pacientes com DC (Rojas-Cartagena et al., 2005). Portanto,
substancias que promovam inibicdo nos niveis de TNF-a, apresentam-se como uma
importante estratégia no tratamento das doengas inflamatdrias intestinais.

Os tratamentos com esculetina e prednisolona, reduziram os niveis de TNF-a
tanto no modelo experimental de fase aguda, como na primeira semana de tratamento
do experimento crénico. O tratamento com esculetina também promoveu tal atividade
apos a recidiva do processo inflamatério. Esse resultado promovido por esculetina pode
constituir um mecanismo importante em seu efeito antiinflamatoério intestinal, dada a
relevancia desta citocina pré-inflamatdria na DII, caracterizando uma diferenga marcante
no mecanismo de acao de esculetina e 4-metilesculetina.

Apesar de

O tratamento com esculetina ter promovido uma importante reducdo nos niveis de
TNF-a, nao inibiu a atividade da MMP-9 em relagdao ao grupo controle. De fato, somente o
tratamento com prednisolona promoveu reducdo nos niveis de TNF-a e na atividade da
MMP-9. Por outro lado, 4-metilesculetina inibiu a atividade da MMP-9 sem reduzir os
niveis de TNF-a e tal efeito pode estar relacionado a sua atividade antioxidante, pois é
relatado que os radicais livres induzem a MMP-9 e substédncias antioxidantes podem
limitar a acdo destas proteases (Bogani et al., 2007). Em adicdo, o tratamento com 4-
metilesculetina reduziu os niveis de IL-1B, uma citocina também envolvida na liberacao

das MMPs (Louis et al., 2000).
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A interleucina-1B (IL-1B) é uma citocina pré-inflamatéria produzida por varios
tipos de células como os mondcitos, macréfagos, neutrdfilos, células endoteliais e células
do musculo liso (Ohama et al., 2003). A IL-1 é dividida em dois tipos a IL-1a e a IL-1B,
diferindo em alguns aspectos como por exemplo, a IL-1a esta associada as membranas
de algumas células e possui agdo local, enquanto que a IL-1B é secretada e circula
sistemicamente. O controle dos niveis de ambas as IL-1 é fortemente regulado pelo seu
antagonista o IL-1Ra (Sims & Smith, 2010).

Quanto as funcbes, a IL-1B esta relacionada com a ativagdo de varias células do
processo inflamatorio, com o aumento na expressdo das moléculas de aderéncia (Panja
et al., 1998), com a liberacdao do 6xido nitrico, da prostaciclina e do fator de agregacao
plaquetaria, além do recrutamento de outras células inflamatdrias e de fibroblasto
intestinal para a sintese de matriz metaloproteinase (Fina & Pallone, 2008). Outra fungdo
da IL-1B quando associada ao TNF-a é desencadear a febre e induzir a sintese hepatica
de proteinas plasmaticas da inflamagdo aguda (Camuesco, 2006). Ambas citocinas
também promovem alteragdes nas tight junctions e na permeabilidade intestinal (Bauer
et al., 2010).

Na DII, o aumento nos niveis de IL-1B é observado em biopsias humanas e em
modelos experimentais (Ligumsky et al., 1990), sendo que tanto a expressao da IL-1a
como da IL-1B estd aumentada em pacientes com essas doencas, e a inibigdo
principalmente da IL-1B pode ser benéfica para o tratamento desta grave doencga (Sims
& Smith, 2010).

Nossos resultados demonstram que os tratamentos com esculetina, 4-
metilesculetina e prednisolona reduziram os niveis de IL-1B na primeira semana do
modelo experimental de fase crénica, em 58,6%, 53,43% e 65,18%, respectivamente.
Vale ressaltar que a reducdo promovida pelos derivados cumarinicos foi semelhante a
promovida por prednisolona e muito superior a sulfassalazina (Figura 30). Apds a recidiva
esculetina e 4-metilesculetina ndo promoveram redugdo nos niveis de IL-1B, porém os

farmacos de referéncia promoveram um aumento nos niveis desta citocina.
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O fato do tratamento com prednisolona ter promovido um aumento nos niveis de
IL-1B, pode estar associado ao desenvolvimento da sensibilidade ao corticéide. E descrito
que a resposta aos glicocorticéides pode diminuir em alguns pacientes, sugerindo
diferencas na sensibilidade dos individuos. Esse fato € observado principalmente no
tratamento das recidivas de varias doengas autoimunes como na artrite reumatdide, na
asma, bem como na retocolite ulcerativa e na doenca de Crohn (van Winsen et al.,
2005). Essa diminuicdo na resposta aos glicocorticdides, estd diretamente relacionada
com favorecimento no desenvolvimento das recidivas (Franchimont et al., 1999). Além
disso, a prednisolona apresenta maior atividade em inibir a liberagao de IL-1 do que em
promover reducdo desta citocina no tecido inflamado, demonstrando que os esterdides
possuem uma caracteristica dual sobre a atividade desta citocina (Ligumsky et al.,
1990).

Quanto ao fato do tratamento com sulfassalazina também promover aumento dos
niveis de IL-1B e ndo apresentar atividade apds a recidiva, é descrito por diversos
estudos que os aminosalicilatos induzem e mantém a remissdo da retocolite ulcerativa
(Sutherland & MacDonald, 2003), porém ndo exerce tal atividade na DC. Talvez esse fato
seja devido a intensidade e as caracteristicas do processo inflamatério desenvolvido
neste modelo experimental, que se assemelham mais a DC do que a RCU.

Assim como observado nos experimentos realizados in vivo, esculetina e 4-
metilesculetina também promoveram a inibicdo dos niveis de IL-1B in vitro. Esculetina
promoveu inibicdo de 77,7% na concentracdao de 100uM e 4-metilesculetina promoveu
inibicdo de 83,6% e 87,48%, nas concentracdes de 50 e 100 UM, respectivamente. A
inibicdo da IL-1B por esculetina in vitro poderia estar associada ao efeito citotoxico, pois
este composto promoveu a morte de 75% das células de Raw, de modo que estudos de
toxicidade precisam ser realizados com este composto.

Além da inibicdo da IL-1B, 4-metilesculetina também inibiu a secrecao de outras
citocinas como IL-2, IL-8 e IFN-y, promovendo a inibicdo de 100% na secrecdo de IFN-y,
na concentracdo de 100 pM. 4-metilesculetina alterou a viabilidade das células de Raw,

porém ndo alterou as demais células, como relatado por Galkin et al., (2009) que
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também ndo observaram reducdo na viabilidade das células tipo Caco2, por essa
substancia.

Quanto as funcbes destas citocinas no processo inflamatério, ha evidéncias de que
o IFN-y estd relacionado com a alteragdo da permeabilidade das ‘tight junctions’
facilitando a transmigracdo de neutréfilos (Panja et al., 1998). A IL-2 induz a proliferagdo
das células T, sendo este um efeito autdcrino, ou seja, sobre as mesmas células que as
produzem, mas também exercem efeitos sobre outras células (Rogler & Andus, 1998). A
IL-8 é secretada por macrofagos e células endoteliais, sendo um poderoso quimioatrator
e ativador de neutroéfilos e seus niveis estdo correlacionados com a intensidade da lesao,
especialmente em pacientes com RCU (Rogler & Andus, 1998).

Assim como o observado em nossos estudos, algumas moléculas com atividade
antioxidante, tém demonstrado inibicdo na producdo de citocinas pro-inflamatdrias em
linhagens celulares humanas e animais (Reimund et al., 1998). Recentes estratégias para
o tratamento das doengas inflamatdrias intestinais tém priorizado a inibicdo de TNF-a e
IL-1B, e o estimulo da IL-10 que é uma citocina antiinflamatéria, porém outras citocinas
também devem ser consideradas (Rogler & Andus, 1998).

Estes resultados sugerem que além do TNF-a e da IL-1B, sendo esta Ultima
reduzida in vivo e in vitro, que a atividade de esculetina e 4-metilesculetina possa estar
relacionada com a inibicdo de outras citocinas pré-inflamatdrias, conforme sugerido pelos
resultados in vitro. De fato, a reducdo destas duas importantes citocinas proé-
inflamatorias, TNF-a e IL-1B, reforcam ainda mais a atencdo para esses dois compostos,
para o tratamento das doengas inflamatdrias intestinais.

Quanto aos parametros macroscopicos, o processo inflamatoério col6nico esta
associado a um aumento da relacao peso/comprimento deste tecido, além da ocorréncia
de diarréia, aderéncia, reducdo no consumo de alimento e conseqliente reducdo no peso
corporeo.

O modelo de doenga inflamatdria intestinal induzida por TNBS, promove a perda
de 8 a 10% do peso corpdéreo observado principalmente apdés uma semana da

administracdo do TNBS (Morris et al., 1989), isso esta relacionado com a redugdo no
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consumo alimentar que é uma conseqliéncia da dor abdominal e da diarréia durante a
fase ativa da doenca (Campos et al., 2002), sendo necessario um periodo de recuperacgdo
para que os animais restabelecam o consumo de alimento e o peso corporal (Morris et
al., 1989).

Em nossos estudos, a diferenca estatistica no ganho de peso entre os grupos
branco e controle foi observada nos dois protocolos experimentais, durante todos os dias.
Quanto aos tratamentos, no modelo agudo, os animais que receberam 4-metilesculetina
e prednisolona restabeleceram o consumo de alimento e o ganho de peso corpéreo
mesmo apds a administragcdo do TNBS. No modelo experimental de fase cronica, os
animais tratados com esculetina e 4-metilesculetina tiveram um ganho de peso superior
aos animais tratados com os farmacos de referéncia na primeira, segunda e terceira
semanas de tratamento (figura 19). Todos os tratamentos promoveram um maior
consumo de racdo em relagdo ao grupo controle, na primeira semana apos a indugdo do
processo inflamatdrio. Os derivados cumarinicos e a sulfassalazina promoveram um
maior consumo na segunda semana, e na terceira semana o consumo foi restabelecido,
nao havendo diferenca estatistica entre os grupos estudados (Figura 18).

A diarréia € um importante sintoma da doenca tanto nos animais como em
humanos, e indica uma perda da capacidade absortiva do célon, que fica bastante
prejudicada durante o processo inflamatério col6nico (Sanchez de Medina et al., 2002).
Além disso, ocorre a aderéncia do cdlon a o6rgdos adjacentes que é o resultado da
inflamacdo transmural, caracteristica comum a doencga de Crohn (Levine, 1994). Nossos
resultados demonstram que no modelo experimental de fase aguda, somente o
tratamento com prednisolona foi capaz de diminuir a incidéncia de aderéncia. No
entanto, no modelo experimental de fase cronica com recidiva, na primeira semana,
tanto os tratamentos com prednisolona e como com esculetina promoveram diminuicao
na ocorréncia de diarréia e os animais que receberam 4-metilesculetina e prednisolona
apresentaram diminuicdo na incidéncia de aderéncia.

De fato, os glicorcorticdides sdo descritos por sua habilidade em reduzir a diarréia

na retocolite ulcerativa em humanos, devido aos efeitos diretos no colén distal
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promovendo o aumento na absorgdo de sddio e de agua, consequéncia das propriedades
antiinflamatoérias desta classe de medicamentos (Sandle et al., 1986). Esse resultado
demonstra que esculetina também apresenta esta habilidade e confirma sua importante
atividade antiinflamatoria.

O aumento do peso do tecido inflamado indica a severidade e extensao da lesao
inflamatoria (Rachmilewitz et al., 1989), portanto a relagdo peso/comprimento colGnico
fica aumentada nos animais que recebem TNBS. Somente o tratamento com 4-
metilesculetina, na segunda semana do experimento de fase crbnica, foi capaz de
diminuir a relagdo peso /comprimento colonico (tabela 3). De fato este parametro ¢é dificil
de ser revertido por tratamento farmacoldgico, pois a lesdo deste modelo experimental é
severa e extensa (Veljaca et al., 1995), conseqiientemente, isto também ocorre com os
parametros de escore macroscopico e extensdo da lesdo.

De fato, poucas diferencas estatisticas foram observadas nestes parametros,
porém é possivel observar que as substancias em estudo foram capazes de promover
uma melhora consideravel, apesar de somente o tratamento com prednisolona diferir
estatisticamente do grupo controle quanto ao escore macroscopico, na fase experimental
aguda. No experimento de fase cronica, na primeira semana, apesar de ndo haver
diferenca estatistica, os tratamentos com esculetina e 4-metilesculetina promoveram
uma inibicdo no escore macroscopico superior ao promovido por sulfassalazina. Apds a
recidiva do processo inflamatdrio, o tratamento com 4-metilesculetina promoveu uma
inibicdo de 37,5% no escore macroscopico e de 49% na extensdo da lesdo, enquanto que
0s animais que receberam esculetina apresentaram uma inibicdo de 75% no escore
macroscopico e de 70% na extensdo da lesdo, sendo esses valores superiores a inibigdo
promovida por prednisolona e sulfassalazina (Tabela 10 anexo).

Interessantes estratégias terapéuticas para a DII sdao aquelas que restauram a
integridade e a fungdo do epitélio intestinal ou atenuam a inflamagdo da mucosa
(Kruidenier & Vespaget, 1998). Nossos resultados confirmam novamente que os

derivados cumarinicos testados podem ser potencialmente Uteis para esta finalidade.
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Histologicamente, a doenga inflamatodria intestinal é caracterizada pela infiltragdo
de um grande numero de células como neutrofilos, eosindfilos, monodcitos e macrofagos
na camada mucosa e lamina propria. O infiltrado inflamatério é acompanhado de lesdo
na mucosa, aumento da permeabilidade vascular, rompimento da matriz extracelular,
edema, dano nas células epiteliais e ulceragdo (Yamada & Grisham, 1994). De modo
geral, os animais tratados com 4-metilesculetina e prednisolona apresentaram um menor
dano tecidual com menor presencga de infiltrado inflamatério na fase aguda, o que pode
ser observado pela diminuicdo do escore microscépico de 39 e 42%, respectivamente
(tabela 10 anexo). Na fase cronica na primeira semana, 4-metilesculetina promoveu uma
diminuicdo no escore microscopico de 46%, sendo esta superior a diminuicdo promovida
pela prednisolona que foi de 28%. Os tratamentos com esculetina e sulfassalazina
promoveram menor ulceracdo e infiltrado inflamatério em relagdo ao grupo controle,
sendo essa inibicdo semelhante as duas substancias. Na terceira semana apds a recidiva,
o tratamento com 4-metilesculetina promoveu melhora em quase todos os parametros
avaliados, sendo superior aos resultados promovidos pela administracdo de esculetina,
prednisolona e sulfassalazina, o que pode ser observado pela reducdo de 52,7% no
escore microscopico em relacdao ao grupo controle.

A melhora nos parametros microscopicos, como menor infiltrado inflamatoério e
ulceragdo nos grupos tratados com os derivados cumarinicos, reforga a atividade
antiinflamatoria observada também bioquimicamente, pela diminuicdo da FA, MPO e
reducdo nos niveis das citocinas avaliadas.

Outro parametro avaliado microscopicamente, foi a ocorréncia de apoptose das
células epiteliais das criptas col6nica. A apoptose é a execucdo programada da morte
celular, processo essencial para o desenvolvimento e manutencdo da homeostase. E
caracterizado por diversas alteracdoes morfoldgicas, fenotipicas e bioquimicas, que
incluem diminuigdo no tamanho da célula, condensacdo da cromatina, fragmentacao do
nucleo, ativacdo da caspase e formacgdo de corpos apoptoticos (Sturm, 2008).

A apoptose pode ser controlada por diferentes vias, como por exemplo, pela

cascata da caspase, pelas proteinas da familia do gene bcl-2, onde bcl-2 e bcl-xl sdo
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potentes inibidoras da apoptose, e bax e bcl-xs sdo importantes moléculas pro-
apoptoticas (Ruemmele et al., 2002). Existem também os genes que codificam as
proteinas inibidoras da apoptose (IAPs), cujo principal mecanismo estad na inibicdo das
caspases (Levine, 2000). Outro fator associado a inducdo da apoptose das células
epiteliais intestinais sdao as citocinas TNF-a e o INF-y. Estudos demonstram que estas
citocinas especialmente em associacao, possuem atividade de induzir a apoptose em
células epiteliais humanas e de ratos, sendo a cascata da caspase diretamente ativada
em resposta ao TNF-a (Ruemmele et al., 2002). Além disso, o TNF possui a atividade de
aumentar a producdo de INF-y e de recrutar as células inflamatodrias para o local da
inflamagao intestinal. Esse fato induz ao estresse oxidativo, ao dano no DNA e
consequentemente a apoptose das células epiteliais (Cliffe et al., 2007).

Na retocolite ulcerativa a apoptose das células epiteliais € mediada principalmente
pelo sistema imune. E observado nesta doenga um grande néimero de células apoptéticas
na parte superior das vilosidades e das criptas. A ocorréncia de apoptose nas células
prematuras, causa a proliferacdo de células imaturas na cripta, o que acarreta em perda
da funcionalidade do epitélio intestinal, sendo esse fato responsavel pela ma absorcéo,
ocorréncia de diarréia, dor e distensdo abdominal (Ruemmele et al., 2002), portanto, a
apoptose das células epiteliais das criptas esta diretamente relacionada com a perda do
epitélio colonico na RCU ativa (Iwamoto et al., 1996).

Na DC, a freqliéncia da apoptose das células epiteliais estd fortemente associada
com a expressdao da xantina oxidase, que pode estar relacionada com o excesso de
producdo de superoxido (Kruidenier et al., 2003). Além disso, nos pacientes com DC é
observada uma regulacdo defeituosa da apoptose das células T. Os linfocitos da lamina
propria dos pacientes com essa doenga apresentam bcl-2 e bcl-xl, que protegem essas
células da apoptose. Essa resisténcia a apoptose dos linfocitos T na DC tem sido
relacionada com a via de sinalizagdo da interlucina-6 e estudos relatam que o bloqueio
desta via em modelos experimentais de DII, tem demonstrado uma redugdo no processo

inflamatorio (Ruemmele et al., 2002).
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Existe ampla evidéncia da associacdo da apoptose com diversos processos de
estresse oxidativo. A exposicdo da célula a baixas doses de espécies reativas de oxigénio
ou a deplecdo dos antioxidantes celulares tem sido associada a ocorréncia de apoptose.
Outro fator que reforca essa hipdtese é o fato da apoptose poder ser bloqueada por
compostos antioxidantes (kruidenier et al., 2003).

A inibicdo da apoptose patoldgica das células epiteliais intestinais, pode ser uma
importante estratégia no tratamento sintomatico da severa diarréia que ocorre nos
pacientes com RCU (Ruemmele et al., 2002), além de evitar a destruigdo tecidual e a
atrofia das vilosidades que estdo relacionadas com a patologia das doengas inflamatdrias
intestinais (Edelblum et al., 2006).

Nossos resultados demonstram que 0s animais do grupo controle, em todos os
protocolos experimentais, apresentaram um numero maior de células apoptoticas quando
comparados aos animais do grupo branco (ndo-colitico), demonstrando que neste modelo
experimental de DII induzida pelo TNBS, ocorre um aumento da apoptose das células
epiteliais da cripta intestinal.

Quanto aos tratamentos, no modelo experimental de fase aguda, somente
esculetina foi capaz de diminuir o nUmero de células apoptéticas em relagdo ao grupo
controle. Porém, no experimento de fase crOGnica com recidiva, os tratamentos com
esculetina, 4-metilesculetina, assim como com prednisolona e sulfassalazina promoveram
diminuicdo significativa no niumero de células epiteliais apoptoéticas em relagdo ao grupo
controle, nas trés semanas avaliadas.

Estudos demonstram que o tratamento com anti-TNF também reduz a apoptose
de células epiteliais (Edelblum et al., 2006). De fato, como descrito anteriormente, o
TNF-a esta relacionado com a inducdo da apoptose destas células, porém nossos
resultados indicam que somente esculetina inibiu os niveis de TNF-a e a apoptose, no
experimento de fase aguda. Os resultados obtidos neste estudo indicam que a atividade
inibitoria da apoptose das células epiteliais deve estar associada principalmente a
propriedade antioxidante dos compostos testados, principalmente para esculetina, 4-

metilesculetina e sulfassalazina. Porém, no caso da prednisolona essa atividade pode
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estar relacionada com a atividade antioxidante e com a inibicao do NF-kB, conforme
demonstrado por Goke et al., (2002).

Com base em um resumo geral de todos os resultados obtidos (tabela 12 do
anexo), € possivel fazer algumas consideragdes importantes.

As novas substdncias em teste assim como os farmacos de referéncia mais
utilizados na clinica, prednisolona e sulfassalazina nao foram capazes de alterar todos os
parametros avaliados neste estudo. De fato, ndo existe até o momento nenhuma droga
capaz de alterar todas as etapas do processo inflamatério nos modelos experimentais de
DII (Ballester et al., 2005).

Dos diversos parametros avaliados pelas substancias testes e pelos farmacos de
referéncia, foi possivel observar que poucos diferiram estatisticamente do grupo controle
na segunda semana apods a primeira administracdo do TNBS, no modelo experimental de
fase cronica. Isso se deve ao fato de que esse modelo experimental é caracterizado por
uma recuperacao natural da inflamagcdo e da injdria com o passar das semanas,
conforme também observado por outros estudos (Appleyard & Wallace, 1995; Di Stasi et
al., 2004; Videla et al., 1998).

No presente estudo, foi possivel observar que o tratamento com prednisolona
promoveu resultados muito superiores a sulfassalazina, nos dois protocolos
experimentais, demonstrando que este farmaco pode ser preferencialmente usado como
droga de referéncia para este modelo experimental.

A importante atividade promovida por esculetina e 4-metilesculetina foi muito
superior a promovida por sulfassalazina e semelhante de prednisolona. Vale ressaltar a
importancia destes resultados, ja que esses derivados cumarinicos foram utilizados na
dose de 5mg/Kg e sulfassalazina na dose de 50mg/Kg, ou seja uma dose 10 vezes
menor. Apds a recidiva, esculetina promoveu resultados superiores a 4-metilesculetina,
prednisolona e sulfassalazina, pois foi a Unica substancia que reduziu os niveis de TNF-a
e de IL-1B, além de manter superiores os niveis GSH e a maior redugcdo nos niveis de

MPO e FA.
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Diferentemente do observado em nosso estudo anterior (Witaicenis et
al.,2010/anexo), no presente estudo ndo foi possivel observar a superioridade de
atividade de 4-metilesculetina em relagao a esculetina. Vale ressaltar que neste estudo,
foram incluidos varios outros parametros para avaliacgdo do processo inflamatério
intestinal, e com base em todos estes, ndo foi possivel observar diferenca na atividade
antiinflamatoéria promovida por esses derivados cumarinicos, exceto apods a recidiva,
onde esculetina apresentou atividade superior. Isso indica que essas substancias podem
ter um mecanismo de agdao semelhante, demonstrando que ambas sao promissoras para
continuacdo dos estudos para o tratamento das doengas inflamatdrias intestinais.

O processo inflamatério intestinal € uma cascata complexa que acarreta no
desenvolvimento das lesGes (Louis et al., 2000), portanto ndo é possivel descrever a
ordem dos eventos, e o0 mecanismo de acdo pelo qual esculetina e 4-metilesculetina
estdo agindo, mas é possivel fazer algumas consideragdes.

E possivel inferir que esculetina e 4-metilesculetina agem de modo semelhante,
porém a diferenca marcante observada foi que esculetina reduz os niveis de TNF-a e 4-
metilesculetina ndo altera este parametro. A importante atividade antiinflamatoéria pode
estar relacionada com a modulacdo do sistema imune, principalmente com a inibicao das
citocinas proé-inflamatorias, demonstradas no estudo in vivo e sugerida nos estudos in
vitro. Essa inibicdo pode ser responsavel pela diminuicdo do infiltrado inflamatorio,
observada histologicamente e confirmada pela diminuicdo na atividade das enzimas MPO,
FA e MMP-9, o que acarreta consequentemente em menor estresse oxidativo,
demonstrado pela diminuicdo nos niveis de MDA e na ocorréncia de apoptose das células
epiteliais.

Além disso, a atividade antiinflamatéria demonstrada por esculetina e 4-
metilesculetina pode estar relacionada com a atividade antioxidante destes compostos.
De fato, esses derivados cumarinicos estdo descritos como uma das mais potentes
cumarinas antioxidantes (Paya et al., 1992), assim também como confirmado em nosso

estudo anterior (Witaicenis et al., 2010).
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Provavelmente os efeitos produzidos por esculetina e 4-metilesculetina decorrem
de varios processos simultaneos que culminam com a atividade antiinflamatoria em uma
dose t3ao baixa, o que nos impulsiona a continuacdo do estudo com essas duas

promissoras substancias para o tratamento desta grave e incuravel doenca.
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Conclusao

Com base nos objetivos propostos, nos resultados e discussodes

apresentadas, foi possivel concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Esculetina e 4-metilesculetina, na dose de 5mg/Kg, apresentam
importante atividade antiinflamatéria no modelo de doencga inflamatoria
induzida por TNBS em ratos.

A atividade antiinflamatéria observada se deve principalmente, a inibicdo
de IL-1B por ambas as substancias e de TNF-a por esculetina,
confirmada histologicamente e pela reducao na atividade das enzimas
MPO, FA e MMP-9.

A atividade antiinflamatoria também deve estar relacionada a atividade
antioxidante dos compostos, observada pela diminuicdo nos niveis de
MDA, por evitar a deplecao de GSH e pela diminuicao na apoptose das
células epiteliais.

O mecanismo de acao de esculetina e 4-metilesculetina sao semelhantes,
porém esculetina age inibindo o TNF-a e 4-metilesculetina ndo altera os
niveis desta citocina.

Prednisolona pode ser usada preferencialmente como melhor farmaco de
referéncia neste modelo experimental.

A metaloproteinase 9 ¢é um importante marcador do processo
inflamatoério no modelo de doenca inflamatéria induzida por TNBS em
ratos

Os resultados observados por esse estudo demonstram que esculetina e
4-metilesculetina apresentaram resultados superiores a sulfassalazina e

semelhantes a prednisolona no modelo experimental de DII.
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