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Resumo-



A Doenga Inflamatoria Intestinal (DII) € uma doencga com etiologia desconhecida e
sem terapéutica curativa disponivel, englobando, fundamentalmente, duas doencas
distintas: a Doenca de Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativa (RCU), ambas
caracterizadas por uma inflamagdao crénica do intestino, com periodos de
exacerbacdo seguidos de intervalos prolongados com remissdo dos sintomas, cujo
tratamento com os farmacos disponiveis apresentam sérios efeitos colaterais.
Portanto, o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento que combinem
eficacia e seguranca é uma importante meta na terapia da DII. A espécie Baccharis
dracunculifolia DC (familia Asteraceae) é uma planta medicinal brasileira usada
popularmente contra Ulceras, inflamagdo e problemas hepaticos e tem sido
amplamente reconhecida como a principal fonte botdnica da resina e dos
constituintes quimicos da propolis brasileira (prépolis verde), a qual tem sido
incorporada em alimentos e bebidas para a melhora da saldde. Estudos mostram
que as inUmeras atividades biolégicas da propolis verde decorrem exclusivamente
dos constituintes presentes em Baccharis dracunculifolia, a qual possui varias
atividades bioldgicas, especialmente agindo como imunomoduladora, anti-
inflamatdéria e anti-inflamatdria intestinal, sequestradora de radicais livres,
antitlcera e analgésica. A atividade anti-inflamatdria intestinal estd associada a
presenca de diferentes acidos fendlicos presentes na espécie, tais como acidos
cafeico, p-cumarico, 3-prenil-p-cumarico (drupanina), 3,5-diprenil-p-cumarico
(artepilina C), bacarina e metil-éster de aromadendrina. Estes compostos possuem
intima associacdo biossintética com os derivados cumarinicos também ativos na
doenca inflamatéria intestinal, justamente por fazerem parte de sua rota
biossintética. Com base nestas informagdes, o objetivo do presente estudo foi
identificar os possiveis alvos farmacologicos da acdo anti-inflamatodria do extrato de
B.dracunculifolia sobre mediadores do processo inflamatério intestinal induzido por
TNBS em ratos. Nossos resultados mostraram que o extrato de B dracunculifolia
diminuiu a atividade da enzima mieloperoxidase, reduziu os niveis da citocina pro-
inflamatdéria TNF-a e aumentou os niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10, além
de evitar o aumento da expressao relativa da HSP 70 e, que sua atividade protetora
estd relacionada a reducdo do estresse oxidativo que se instala no processo

inflamatodrio intestinal.
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Abstract



The Inflammatory Bowel Disease (IBD) is a disease with unknown etiology and no
curative treatment available, encompassing essentially two distinct diseases:
Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis (UC), both characterized by chronic
inflammation of the intestine, with periods of exacerbation followed by long
intervals with symptom remission whose treatment with available drugs have
serious side effects. Therefore, the development of new treatment strategies that
combine effectiveness and safety is an important goal in the treatment of IBD. The
species Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae) is a Brazilian medicinal plant
popularly used against ulcers, inflammation and liver problems and has been widely
recognized as the main botanical source of the resin and the chemical constituents
of Brazilian propolis (green-propolis), which has been incorporated in foods and
beverages to improve health. Studies show that the numerous biological activities
of green propolis derived exclusively from the constituents present in Baccharis
dracunculifolia, which has several biological activities, especially acting as
immunomodulatory, anti-inflammatory and anti-inflammatory intestinal free radical
scavenging, antiulcer and analgesic. The intestinal anti-inflammatory activity is
associated with the presence of different phenolic acids in this specie, such as
caffeic acid, p-coumaric acid, 3-prenyl-p-coumaric (drupanina), 3,5-diprenyl-p-
coumaric acid (C artepilina ) bacarina and methyl ester aromadendrin. These
compounds have a close association with the biosynthetic coumarin derivatives also
active in inflammatory bowel disease, just by being part of their biosynthetic
pathway. Based on this information, the aim of this study was to identify potential
pharmacological targets of anti-inflammatory action of the extract under
B.dracunculifolia mediators of intestinal inflammation induced by TNBS in rats. Our
results showed that the extract of B dracunculifolia decreased activity of the
enzyme myeloperoxidase, reduced levels of pro-inflammatory cytokine such as
TNF-a and increased levels of anti-inflammatory cytokine IL-10, and avoid
increasing the relative expression of HSP 70 and that its protective activity is

related to the reduction of oxidative stress that installs in intestinal inflammation.
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Introducdo-



1. Doenca Inflamatoéria Intestinal

A Doenca Inflamatoria Intestinal (DII) engloba, fundamentalmente, duas
doencgas distintas: a Doenga de Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativa (RCU). Ambas
caracterizam-se por uma inflamagdo cronica do intestino, com periodos de
exacerbacdo seguidos de intervalos prolongados de remissao dos sintomas (Gitnick,
1996), sendo marcada pela ulceracdo e infiltracdo de neutréfilos na mucosa,
desconforto ou dor abdominal com habitos intestinais alterados tais como diarreia e
constipagao (Singh et al., 2003), no entanto, ocorrem algumas diferengas quanto
as caracteristicas e distribuicdo do processo inflamatorio.

A Doenca de Crohn é uma inflamagao transmural do trato gastrointestinal
(TGI) que pode afeta-lo por completo, desde a boca até o anus. Normalmente se
apresenta de forma descontinua em varias porgdes do TGI e pode promover
complicacdes como estenoses, abscessos ou fistulas. Esta doenca caracteriza-se
ainda pela infiltracdo de linfécitos, formacdo de granuloma e fibrose (Collins &
Croitoru, 1994; Baumgart & Sandborn, 2007).

Ja a Retocolite Ulcerativa é uma doencga inflamatdria intestinal restrita ao
colon e que dependendo da extensdo e localizacdo da inflamacdo pode ser
classificada em proctite (parte inferior do célon e reto), colite distal (célon sigmdide
com ou sem envolvimento do cdlon descendente) ou pancolite (envolvimento de
todo o cdélon) (Baumgart & Sandborn, 2007). Histologicamente, a inflamacdo na
retocolite ulcerativa se restringe a camada mucosa coldnica, sendo caracterizada
pela infiltracdo de linfocitos e granuldcitos e presenca de abscessos das criptas com
infiltragdo de neutrdfilos (Collins & Croitoru, 1994).

Clinicamente, a RCU é caracterizada pela ocorréncia de diarreia severa com
sangue, muco e pus, perda do peristaltismo e da rigidez da parede intestinal e

perfuracdo. Porém, na doenga de Crohn, a apresentacgdo clinica depende do local da



inflamacdo, podendo incluir dor abdominal intensa, diarreia, febre, ocorréncia de
estreitamento do liumen intestinal (estenoses), desenvolvimento de fistulas e até
mesmo sinais de obstrucdao intestinal (Bouma & Strober, 2003; Baumgart &
Sandborn, 2007).

As doengas inflamatdrias intestinais sdo consideradas um dos grandes
problemas da populacdao moderna, uma vez que geram repercussdes importantes
na qualidade de vida de seus portadores, acarretando alteracdes no ambito social,

psicoldgico e profissional (Carter et al., 2004).

2. Epidemiologia

A epidemiologia da Doencga Inflamatdria Intestinal estd sendo analisada em
diversos estudos e apesar das tendéncias para o aparecimento da DII estarem
mudando, certos padrBes demograficos parecem ser semelhantes. As taxas de
incidéncia sdo maiores em paises desenvolvidos e mais industrializados, como no
nordeste Europeu, Reino Unido e América do Norte, indicando a urbanizagdo como
um fator de risco (Lakatos, 2006). Porém, nos ultimos 20 anos, esse panorama
estd mudando e os paises em desenvolvimento estdo apresentando taxas de
incidéncia de DII cada vez maiores (Cosnes et al, 2011). Dados mundiais indicam
gue a prevaléncia estd em um range de 120-200 casos de RCU e 50-200 casos de
DC para cada 100.000 habitantes (Cosnes et al, 2011); nos Estados Unidos estima-
se que 1.4 milhdes de pessoas apresentem a doenca (Abraham & Cho, 2009).

No Brasil, poucos estudos analisam os aspectos epidemioldgicos da DII,
sendo que a maioria apenas descreve o0s aspectos clinicos e a frequéncia de
admissao em hospitais em funcao dessa enfermidade, sem qualquer tipo de
referéncia quanto a incidéncia ou prevaléncia na populagdo. Um estudo de Souza et
al. (2002) realizado em um hospital publico de Ribeirdo Preto, interior de Sé&o
Paulo, mostrou que a admissao em hospitais em funcdo da DII é mais frequente

para casos de DC e que ocorreu um aumento nas doengas inflamatorias intestinais



de 40 para 61 casos para cada 10.000 atendimentos realizados, em um periodo de
cinco anos.

Victoria et al. (2009) constataram no hospital da Universidade Estadual
Paulista — Botucatu -SP que a maioria dos pacientes atendidos era caucasiana e
morava em centros urbanos e que a incidéncia de RCU chegava a 65% dos
atendimentos enquanto que de DC era de aproximadamente 25%.

Apesar de no Brasil esses numeros serem menores do que a taxa mundial,
essa doenca vem se tornando cada vez mais importante no nosso sistema de salde
publica e privada.

A Doenga de Crohn se mostra mais presente em mulheres enquanto a
Retocolite Ulcerativa é mais comum em homens. Além disso, DC e RCU sdo mais
comuns em populagdes caucasianas do que em outras etnias (Thukkani et al.,

2010).

3. Etiologia

Apesar da DII ser objeto de pesquisa ha varias décadas, a sua etiologia
ainda é desconhecida e um Unico agente ou mecanismo isolado ndo parecem ser
suficientes para produzir ou desencadear a doenca. A interagdao de fatores genéticos
e ambientais (dieta, farmacos, tabagismo e fatores psicoldgicos), em combinagdo
com a microbiota intestinal, dispara um mecanismo que ativa células de origem
imune e nao-imune que compdem o sistema de defesa da mucosa intestinal, deste
modo, sua etiologia é considerada multifatorial (Su et al., 2009). Por meio de uma
resposta imune exagerada e inapropriada da mucosa a flora intestinal normal, a
qual é facilitada por alteragbes na barreira epitelial intestinal e mediada
principalmente por células T da mucosa, se desencadeia uma intensa sintese e
liberacdo de diferentes mediadores pro-inflamatoérios, incluindo espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, eicosanodides, fator de agregacdo plaquetaria e inumeras

citocinas como TNF-a, IL-1B e IL-12. Neste sentido, esta descrito um grande



aumento na sintese coldnica de leucotrieno B, (Wallace, 1994), o qual devido sua
capacidade quimiotatica e ativadora de neutréfilos pode ser o responsavel por
grande parte da destruicdo celular e necrose que caracterizam a DII. A destruicao
celular e necrose, por sua vez, ocorrem devido a secrecdo de mieloperoxidase e
distintas proteases, especialmente das metaloproteinases, assim como da geracdo
de radicais livres derivados do oxigénio e do nitrogénio, os quais tem sido implicado
em diferentes fases do processo inflamatério (Miller e Grisham, 1995; Kubes e
Wallace, 1995).

Os radicais livres desempenham um papel chave na génese e manutencao
da DII, sendo que alguns estudos comprovam a existéncia de alteragdes nos niveis
oxidativos em biopsias de mucosas de célon procedentes de pacientes com esta
enfermidade (Lih-Brody et al., 1996). Este desequilibrio se traduz em um
incremento no estresse oxidativo acompanhado de uma diminuicdo nas defesas
antioxidantes fisioldgicas (Loguercio, 1996), especialmente dos niveis de glutationa
total. O ataque dos radicais livres sobre os lipideos de membrana gera o processo
de peroxidacgao lipidica, dando lugar a uma reacao em cadeia que perpetua o ciclo
de formacao destes agentes agressores, ao mesmo tempo em que origina uma

desestruturacédo da membrana celular e a consequente morte da célula.

4. Principais farmacos utilizados na Doenc¢a Inflamatdria

Intestinal

A terapéutica atualmente utilizada para o tratamento das doengas
inflamatorias intestinais inclui um grande numero de farmacos, dentre os quais
estdo os aminossalicilatos, os glicocorticdides, os imunossupressores (Yamomoto-
Furusho, 2007) e a terapia bioldgica (Morrison et al., 2009). Infelizmente, a
terapéutica disponivel ndo representa a cura da DII e os farmacos disponiveis ou

possuem sérios efeitos colaterais, como os corticosterdides, e/ou sdo de alto custo,



como por exemplo, o infliximabe, aspectos que Ilimitam imensamente sua
utilizagdo, além de existirem pacientes que ndo respondem a nenhum dos farmacos

existentes.

4.1.Glicocorticoides

Os glicocorticdides tais como prednisolona, prednisona e outros sdo
utilizados na terapia primaria para DII moderada a severa, no entanto a
dependéncia e os efeitos colaterais causados com o uso destes compostos
influenciam diretamente a segurancga e a tolerabilidade desses agentes (Navarro &
Hanauer, 2003).

Jani et al. (2002) mostraram que a taxa de remissdao em pacientes com RCU
chegou a 75% para casos mais moderados e em casos mais severos a apenas 31%
de remissdo, porém a manutencdo da remissdo ndo é efetiva. Diversos estudos
mostram que apds um ano de tratamento, 50% a 60% dos pacientes mantidos com
glicocorticdides voltaram a apresentar a doenca.

Em adigdo, varios efeitos colaterais de curto e longo prazo surgem, como
por exemplo, retengdo de liquidos, ganho de peso, instabilidade emocional e visdo
turva. Efeitos a longo prazo mais sérios, que podem se desenvolver em funcdo da
administracdo repetida ou prolongada, incluem catarata, osteoporose e miopatias
(Jani et al., 2002; Navarro & Hanauer, 2003).

O mecanismo geral de acdo destes farmacos consiste na ligagao da molécula
dos glicocorticéides com os receptores intracelulares que controlam a transcricdo
génica. O complexo receptor-glicocorticéide promove a formagdo de dimeros que
migram para o nucleo da célula e ligam-se ao DNA, modificando a transcrigdo
génica, induzindo a sintese de algumas proteinas, como por exemplo, a lipocortina-
1, e inibindo a sintese de outras, como da AP-1 e do NF-kB (Marx, 1995). Devido a

este mecanismo, os glicocorticéides afetam a funcao de vérias células envolvidas no



processo inflamatdério e consequentemente a expressdo de varias citocinas,
quimiocinas, cininas, diminuicdo das moléculas de adesdo, do 6xido nitrico sintetase
induzivel (iNOS) e da ciclooxigenase (COX-2) (Rogler, 2010).

Sabe-se também que a administracdo de glicocorticoides reduz de maneira
significativa a incidéncia de diarréia, provavelmente devido a capacidade de
melhorar a absorgao de sédio e de agua no cdlon de pacientes coliticos (Sandle et

al., 1986).

4.2.Aminossalicilatos

Os aminossalicilatos (5-ASA), sulfassalazina, olsalazina e mesalazina
representam a primeira terapia de escolha no tratamento da doenga inflamatoéria
intestinal leve a moderada, assim como para a manutencao da remissao na RCU.
Os derivados do 5-ASA sdao menos efetivos em manter a remissao em pacientes
com DC e por isto menos utilizados nesses casos (Duricova et al., 2010). A
sulfassalazina é amplamente prescrita em funcdo de seu baixo custo, eficacia
comprovada e boa tolerabilidade deste agente e assim como de outros derivados do
grupo, seu efeito depende principalmente da concentragdo do agente no lumen
intestinal (Ryan et al., 2003).

Apesar desta classe de medicamentos ser considerada o tratamento de
primeira escolha, estas preparagdes tém o potencial de causar efeitos adversos em
todo o organismo. Os efeitos mais comuns, que chegam a levar a intolerancia,
incluem dores de cabeca, dispepsia, nauseas, vomitos, anorexia e fadiga em até
45% dos pacientes. Estas ocorréncias parecem estar relacionadas com a dose
administrada e com predisposicdes genéticas e os efeitos adversos podem ser
diminuidos pela administragdo da medicagdo com alimento, pela redugdo

temporaria da dose e reintroducdo gradual de doses maiores, ou ainda pela



substituicdo por outros tipos de formulagdes farmacéuticas (Navarro & Hanauer,
2003).

Sulfassalazina é um pro-fdrmaco que contem o acido 5-aminosalicilico (5-
ASA) ligado a uma sulfapiridina por meio de uma ligagdo azo chegando intacta ao
intestino. No célon, a ligacdo azo é quebrada por bactérias azo-redutases liberando
sulfapiridina e o 5-ASA. A sulfapiridina é absorvida sistemicamente e é a principal
responsavel pela toxicidade e efeitos colaterais apresentados pelo farmaco. O 5-
ASA é o composto antiinflamatdrio ativo (Jani et al., 2002).

Os derivados do 5-ASA sdo compostos anti-inflamatoérios que agem inibindo
as vias da ciclooxigenase e da b5-lipoxigenase do metabolismo do &cido
araquidonico, resultando em reducdo nos niveis de leucotrieno B4 e prostaglandinas
(Jani et al., 2002; Whittle et al., 2010).

Apesar de se ndao saber o mecanismo preciso pelo qual os aminossalicilatos
agem na inflamacdo intestinal, acredita-se que possam apresentar também alguns
efeitos imunomodulatoérios. Estudos mostram que podem agir inibindo a producédo
de imunoglobulinas, IL-1, IL-2 e NF-kB, além de prejudicarem a fungao de linfécitos
e mondcitos e agirem como sequestradores de radicais livres (Jani et al., 2002;

Ryan et al., 2003; Whittle et al., 2010).

4.3.Imunossupressores

A eficacia dos analogos de purina Azatioprina e 6-mercaptopurina ja estd
bem estabelecida na DII. A azatioprina é uma pré-droga rapidamente clivada a 6-
mercaptopurina, apds exposicao com nucledfilos como a glutationa. Como produto
resultante, a 6-mercaptopurina age como um antagonista de purinas, inibindo a
sintese de proteinas, RNA e DNA, dessa forma inibindo o crescimento celular

(Ardizzone & Porro, 2002).



Cuffari et al., (2001) demonstram que o tratamento com Azatioprina ou 6-
mercaptopurina € eficaz em manter a remissdao em 70% dos pacientes de DC
dependentes de corticdides e é capaz de eliminar a necessidade de glicorticéides
em aproximadamente 75% dos pacientes. Quando em combinacdao com
prednisolona, é capaz de induzir a remissdo, mais rapida e mais frequentemente,
utilizando-se doses muito menores do glicocorticdide. Seus efeitos
imunossupressores melhoram a qualidade de vida de pacientes com DC através da
diminuicao das complicacOes perianais (Cuffari et al., 1996; Derijks et al., 2006).

Apesar desse importante efeito imunossupressor, aproximadamente 20%
dos pacientes tratados com os analogos das purinas tém que interromper o
tratamento em funcgdo da ocorréncia de efeitos adversos (Derijks et al., 2006), tais
como reacodes alérgicas, infeccdes, hepatites, supressdo medular e pancreatites

(Cuffari et al., 1996).

4.4.Terapia Bioldgica

Os agentes anti-TNF, também denominados de terapia bioldgica
compreendem outra classe de farmacos, atualmente utilizadas para o tratamento
da DC. Dentre os mais utilizados estdao o infliximab, adalimumab e o certolizumab
(Yun & Hanauer, 2009). Esses farmacos sdao anticorpos monoclonais quiméricos,
anti-TNF que tem demonstrado eficacia na indugdo e manutencdo da remissao da
DC, bem como no tratamento das fistulas (Navarro & Hanauer, 2003). O
mecanismo de acdo inclui a neutralizagdo do TNF, lise das células imunes ativadas e
inducdo de apoptose de células T e macréfagos ativados (Probert et al., 2003). Os
principais efeitos colaterais consistem em desenvolvimento de autoimunidade,
aumento do risco de infecgdes, ocorréncia de tuberculose e reacbes durante a
infusdo que podem ser desde dores no peito, falta de ar, dispnéia, dores de cabega
e febre, até reacOes anafilaticas (Navarro & Hanauer, 2003). Além dos efeitos
colaterais, existem pacientes que nao respondem, param de responder ou

desenvolvem intolerancia a essa terapia bioldogica (Yun & Hanauer, 2009), sem
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contar o alto custo desses medicamentos, o que inviabiliza o seu uso pela maioria

dos pacientes da populagao brasileira.

5. Busca por novos compostos para o tratamento da Doenca

Inflamatoria Intestinal

Infelizmente, a terapéutica disponivel ndo representa a cura da DII, sendo
que os farmacos disponiveis ou possuem sérios efeitos colaterais e/ou sdo de alto
custo e em varios casos os pacientes ndao respondem a nenhum dos tratamentos.

Recentemente, novos procedimentos terapéuticos tém sido propostos,
especialmente com produtos naturais com atividade antioxidante e/ou
imunomoduladora e de produtos reconhecidos como prebidticos, capazes de
melhorar a resposta das células col6nicas ao processo inflamatdrio que se instala.
De fato, ha ainda a necessidade de estudos para a obtencdo de novas estratégias
terapéuticas que maximizam a eficacia dos farmacos, enquanto minimizam sua
toxicidade (Scribano, 2008).

Esta claramente reconhecido que a inibicdo ou neutralizacdo de radicais
livres, juntamente com uma ativagcdo dos sistemas antioxidantes enddgenos, tanto
enzimaticos como ndo enzimaticos, poderia ser benéfico no tratamento da DII e na
diarreia. De fato, intensos esforcos na descoberta de novos antioxidantes como
candidatos Uteis para o combate e tratamento destas doencas tém sido realizados.
Nestas pesquisas, constituintes minoritarios, especialmente alimentos baseados em
espécies vegetais, sdo importantes candidatos, especialmente aquelas espécies
ricas em compostos polifendlicos com comprovada atividade anti-inflamatoéria
intestinal, entre os quais se destacam os flavondides como a quercetina,
guercitrina, morina, hesperidina e rutina (Sanchez de Medina et al., 1996; Sanchez
de Medina et al., 2002; Galvez et al., 2001; Galvez et al., 1995) entre outros,
vitamina E (Abad-Lacruz et al., 1988; Fernandez-Bafiares e Gassull, 1994) e as

cumarinas (Di Stasi et al., 2004; Luchini et al., 2008, Witaicenis et al., 2010).
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Com base no exposto extratos de plantas que apresentem atividade
antiinflamatéria e/ou antioxidante demonstram-se como potenciais para o
tratamento da DII, por isso a espécie Baccharis dracunculifolia DC foi selecionada

para o presente estudo.

5.1.Baccharis dracunculifolia De Candole (Asteraceae)

O grupo sistematico mais numeroso dentro das Angiospermas € a familia
Asteraceae, possuindo cerca de 1100 géneros e 25000 espécies. Sdo plantas de
aspecto variado, incluindo principalmente pequenas ervas ou arbustos e,
raramente, arvores (Heywood, 1993). Aproximadamente 98% dos géneros sdo
constituidos por plantas de pequeno porte, sendo encontradas em varios tipos de
habitat, especialmente nas regides tropicais montanhosas da America do Sul
(Joly,1967).

O género Baccharis esta representado por mais de 500 espécies distribuidas
em &reas tropicais da America do Sul, como Brasil, Argentina, Colémbia e Chile
(Malagarriga Heras, 1976). No Brasil estdo descritas pelo menos 120 espécies de
Baccharis, em sua maioria no sudeste do pais (Verdi et a/, 2005).

A espécie Baccharis dracunculifolia, conhecida popularmente como alecrim-
do-campo, é um arbusto que cresce espontaneamente no cerrado brasileiro. A
infusdo de suas folhas é utilizada na medicina tradicional como um anti-inflamatoério
para o tratamento de doencas gastrintestinais, Ulceras estomacais, para combater o
cansaco fisico, inapeténcia, febre, debilidade organica e desordens do figado
(Menezes, 2005; Mors et al., 2000; Silva Junior, 1997; Queiroga et al.,1990).

Essa espécie tem sido amplamente reconhecida como a principal fonte
botdnica da resina e dos constituintes quimicos da proépolis brasileira (prépolis
verde), a qual tem sido incorporada em alimentos e bebidas para a melhora da
saude (Bankova et al., 2000; Kumazawa et al., 2003; Park et al., 2004). Estudos
mostram que as inUmeras atividades bioldgicas da prépolis verde decorrem

exclusivamente dos constituintes presentes em B. dracunculifolia, a qual possui
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varias atividades bioldgicas, especialmente agindo como imunomoduladora, anti-
inflamatoria, sequestradora de radicais livres, anti-Ulcera e analgésica (Lemos et
al., 2007; Missima et al., 2007; Paulino et al., 2008; Nakanishi et al., 2003). Tais
efeitos estdo associados aos diferentes acidos fendlicos presentes na espécie, os
quais possuem intima associacdo biossintética com os derivados cumarinicos
também ativos, justamente por fazerem parte de sua rota biossintética.

De fato, estudos preliminares realizados por nosso grupo de pesquisa com a
espécie Baccharis dracunculifolia DC demonstraram que o extrato acetato de etila
de partes aéreas padronizado em acidos fendlicos, como Aacidos cafeico, p-
cumarico, 3-prenil-p-cumarico (drupanina), 3,5-diprenil-p-cumarico (artepilina) e
bacarina apresentaram uma importante atividade anti-inflamatéria intestinal devido
sua capacidade de inibir a atividade da fosfatase alcalina e mieloperoxidase, com
isto reduzindo a infiltracdo de neutrdéfilos, além de atuar inibindo a peroxidacdao
lipidica e impedir a redugdo de glutationa, um sequestrador enddégeno de radicais
livres (Cestari et al., 2011).

Devido a isto, optou-se em continuar os estudos com esta espécie, tendo em
vista aprofundar os conhecimentos sobre seu mecanismo de agao, visto que tal
produto poder ser incorporado na dieta e potencialmente produzir efeitos benéficos

e complementares no controle da DII.

6. 0 modelo experimental de doenca inflamatdria intestinal

induzida pelo acido 2,4,6 trinitrobenzenosulfonico (TNBS)

Esse modelo experimental consiste na inducdo da inflamacao intestinal por
um processo quimico. A ideia inicial deste modelo baseou-se na hipotese 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 imunoldgico.
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O método se baseia no uso de uma solucdo 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 inflamagdo severa, transmural e granulomatosa no célon
distal, sendo um modelo util tanto para o estudo da etiopatogénese da inflamacgao
intestinal, como para o estudo de novas drogas para o tratamento dessas doencas.

Esse modelo experimental é considerado o mais adequado para o estudo de
novos compostos ativos na doenga inflamatoria 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 inflamagao produzida pelo TNBS é caracterizada pela
presenga de Ulceras focais, distorcdo das criptas, deplecdo das células caliciformes,
presencga de granulomas (Foligné et al., 2006), espessamento da parede intestinal,
edema, infiltracdo de células inflamatdorias e necrose. Bioguimicamente, &
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 expressdo de citocinas proé-inflamatdrias como o TNF-a (Sanches-
Hidalgo et al., 2007) e de interleucinas, bem como alteracdes nos sistemas
antioxidantes da mucosa intestinal.

Segundo Strober et al., (1998), apds ser administrada, a solugcdo de
TNBS/etanol é apresentada para as células T pelas células apresentadoras de
antigeno da lamina propria. A presenca e o reconhecimento do TNBS promovem a
secrecdo de IL-12 e indugdo da resposta das células Thl, que produz
principalmente INF-y, este por sua vez age nos macrofagos induzindo a producgdo
de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-1B e IL-6, que desencadeiam

imediatamente o processo inflamatério (Figura 2). Além destes, varios mediadores
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inflamatdérios estdo 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
inflamagao da mucosa intestinal, porque permite o estudo dos eventos iniciais da
inflamagcdo e a analise da resposta imune da mucosa desencadeada por um
antigeno especifico (Strober et al., 2002), possibilitando a avaliagdo de novos
compostos, Uteis tanto para o tratamento da DC como da retocolite ulcerativa,

permitindo avaliar diversos mediadores envolvidos na resposta inflamatoéria.
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Objetivo-



Com base nestas informacgdes o objetivo do presente trabalho é:
Estudar os efeitos do extrato de B.dracunculifolia sobre diferentes mediadores

do processo inflamatério  colbnico, induzido por TNBS em ratos
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Material e Métodos



1. Animais

Ratos machos albinos da Cepa Wistar de 180 a 220 g de peso, oriundos do
biotério Anilab animais de laboratério, Paulinia, Sdo Paulo foram usados para os
testes de atividade anti-inflamatdria intestinal. Os animais foram mantidos no
biotério do Departamento de Farmacologia, Instituto de Biociéncias, Unesp, durante
pelo menos cinco 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 foram alojados em caixas, separadas por grupo, com no maximo
sete animais por caixa e alimentados com racdo de manutencdo PanlLab S.I. e agua
corrente ad libitum. O estudo foi realizado de acordo com o protocolo experimental
aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal deste Instituto 42/04-

CEEA

2. Farmaco e Produto Vegetal

Os compostos azatioprina, obtido da Sigma, e tween 80 (1%) obtido da
Veltec foram utilizados nos experimentos. Agua desmineralizada foi obtida no local,
em deionizador de agua Acdo Cientifica.

A espécie vegetal selecionada para a obtengdo do extrato bruto foi fornecida
pelo prof. Dr. Jairo Kennup Bastos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP-
RP e a exsicata foi depositada no Herbario do departamento de biologia da
universidade de Sdo Paulo (FFCLRP) em Ribeirdo Preto-SP, Brasil, sob o nimero
(SPFR 06143). Apds a coleta do material vegetal, este foi seco e estabilizado em
estufa de ar quente e circulante a 40°C e submetido a moagem em moinho de facas
previamente limpo. O material vegetal seco e pulverizado foi submetido a extracdo
por maceracao utilizando-se 300 mL de acetato de etila PA por 24 horas a
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temperatura ambiente. A solucdo extrativa foi concentrada por evaporagao a
pressdo reduzida e levada a secagem completa em capela de exaustdo. O extrato
bruto resultante foi caracterizado quimicamente e padronizado em termos de

compostos fendlicos, conforme procedimento descrito por Cestari et al., 2011

3. Delineamento experimental

Os experimentos foram realizados de acordo com o método descrito por
Morris et al., 1989, com pequenas modificacbes. Antes da indugdao, os animais
foram submetidos a um periodo de jejum de 24 horas e, posteriormente,
anestesiados com halotano. O &cido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS) foi
preparado a partir de um liofilizado obtido da solugdo aquosa comercial de origem a
5% (p/v), onde 0,25 mL de uma solucao de 10 mg de TNBS em etanol a 50%
(v/v). O TNBS foi administrado via retal (intracolénica) com a ajuda de um catéter
de teflon (didmetro de 2 mm), o qual foi introduzido pelo anus do animal até uma
distancia de 8 cm. Os animais foram mantidos em posigao vertical (de cabega para
baixo) desde o momento da instilacdo do hapteno até a recuperacdo da anestesia,
quando devolvidos as caixas de manutengdo. Os animais do grupo branco foram
submetidos ao mesmo procedimento, mas com administracdo de salina em
substituicdo ao TNBS.

Nos estudos de fase aguda do processo inflamatdério intestinal, todos os
animais foram previamente tratados. Os tratamento com farmaco (azatioprina
2mg/Kg) e o extrato de B.dracunculifolia na dose de 5 e 50 mg/Kg foram
realizados por via oral utilizando-se uma sonda esofagica. Os tratamentos foram
realizados as 96, 72, 48, 24 e 2 horas antes da indugdo da colite. Como padrdo de
comparacdo foi utilizado o grupo controle (com colite e sem tratamento
farmacoldgico) e o grupo Branco (sem colite e sem tratamento farmacoldgico). Os

animais dos grupos controle e branco receberam por via oral Twen 80 (1%)
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utilizado também na dissolucdo dos produtos testes. Todos os animais foram
mortos 48 horas apos a indugdo da colite. Neste protocolo foram analisados os
efeitos preventivos dos diferentes produtos teste.
Na fase aguda os estudos foram realizados com o0s seguintes grupos
experimentais (n=7):
1. Animais Nao Coliticos:
Branco: animais sem tratamento
2. Animais Coliticos:
Controle-TNBS: animais sem tratamento
azatioprina: animais tratados com 2 mg/Kg
B. dracunculifolia: animais tratados com 5 mg/Kg

B. dracunculifolia: animais tratados com 50 mg/Kg

4. Determinacdo da atividade sequestradora de radicais livres in
vitro pelo reagente DPPH

A determinacgdo da atividade sequestradora de radicais livres do extrato de
B.dracunculifolia foi realizada pelo método descrito por Blois (1958) e Brand-
Willians (1995), que esta baseado no sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil; PM: 394,32 g/mol).

As medidas foram feitas em espectrofotdmetro UV-Vis (Power wave 340,
Bio-TEK) no comprimento de onda 517 nm. Solugdes metandlicas do extrato foram
preparadas nas concentracdes de 0-100 pg/mL. Em cada cavidade da microplaca
adicionou-se 100 pL das amostras-testes, 200 pL da solugdo de DPPH (40 ug/mL) e
as misturas reacionais foram mantidas ao abrigo da luz por 30 minutos. A mistura
de agua (100 pL) com DPPH (200 pL) foi utilizada como controle (Ac), enquanto
gue o acido galico foi usado como padrao positivo (0-3 pg/mL) para fins de

comparacdo. Decorrido o periodo de incubagdo, realizou-se a leitura
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espectrofotométrica em 517 nm. Os testes foram realizados em triplicata. O
percentual de atividade sequestradora de radicais livres (ASRL) ¢é entdo
determinado com base no decaimento da absorvancia das amostras e do controle,

segundo a equacgdo:

% = [(Ac- Aamostra ou padréo)/AC 1x 100
Onde:

Ac = Média da absorbancia do DPPH + Metanol € A amostra ou padrio = Média da

absorbancia da amostra analisada.

A apresentacao dos resultados foi na forma de grafico de dispersdo, onde no
eixo das coordenadas (y) consta a porcentagem de atividade antioxidante e no eixo
das abscissas (x) a concentracdo da amostra ou padrao. A partir da curva
exponencial de primeira ordem (%DPHH versus concentracdo) de cada
amostra/padrao, também foi calculado o EC5y (Concentragao Eficiente), refere-se a

guantidade necessaria para reduzir a concentracao inicial de DPPH em 50%.

5. Doseamento de compostos fenolicos no extrato vegetal

O doseamento de compostos fendlicos totais no ST foi realizado
empregando-se o método com o reagente de Folin-Ciocalteu (Singleton e
Lamuela-Raventos, 1999), adaptado para microplaca de 96 pogos. O reagente é
constituido por uma mistura os acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico. Nesta
solugdo o molibdénio e o tungsténio encontram-se em estado de oxidagdo 6+.
Na presenca de certos agentes redutores, como substancias fendlicas, o estado
de oxidacdo média destes metais fica entre 5-6, adquirindo coloracdo azul, que
pode ser monitorada em 750 nm.

As medidas foram feitas em espectrofotometro UV-Vis (Power wave 340,

Bio-TEK) no comprimento de onda 750 nm. Solugdes aquosas do extrato foram
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preparadas nas concentracdoes de 0-800 pg/mL. Em cada cavidade da

microplaca adicionou-se 50 pL de agua, 12,5 yL das amostras-testes, 12,5 pL

do reagente Folin (2N) e as misturas reacionais foram mantidas ao abrigo da luz

por 5 minutos. Decorrido o periodo de incubacdo, adicionou-se 125 pL de

Na,COs; 7% e uma incubacdo adicional de 1,5h ao abrigo da luz. Em seguida,

realizou-se a leitura em 750 nm. O composto acido galico foi usado como

controle (0-3 pg/mL). Os testes foram realizados em triplicata. O teor de fendis

totais (FT) é determinado por interpolacdo da absorvancia da amostra-teste

contra a curva de calibragdo construida com &acido galico e expresso como mg

de EAG (equivalente de acido galico) por g de extrato, segundo a equacao:

FT = [F] x1000
[A]

onde:

FT: teor de fendis totais

[F]: concentracdo de fendis da amostra-teste (ug/mL), obtida pela leitura da
absorvancia da amostra e posterior interpolagdo da [ ] pela curva de calibragéo do
padrao

[A]: concentracdao da amostra-teste (ug/mL)
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6. Avaliacao da atividade anti-inflamatdria intestinal in vivo

6.1.Avaliacao macroscopica

Durante o desenvolvimento dos distintos experimentos, os animais foram
avaliados em diferentes parémetros de carater geral tais como: consumo de
alimento, peso corporal e aparecimento de fezes diarréicas. Ao final dos
experimentos os animais foram mortos, os cdlons extraidos e analisados quanto
a0s prejuizos intestinais considerando-se parametros macroscopicos e bioquimicos.

Na analise macroscopica foram avaliados peso e comprimento do célon,
existéncia de aderéncias entre o intestino e 0drgaos adjacentes e anadlise da
severidade e extensdo do prejuizo intestinal de acordo com uma escala descrita

previamente por Bell et al., 1995 (Tabela 1).

Tabela 1 Critério de avaliacdo da severidade e extensdo da lesdo colbnica
Escore Critério

0 Sem prejuizo

1 Hiperemia, sem Ulceras

2 Ulcera linear sem inflamag&o significante

3 Ulcera linear com inflamacdo em um sitio

4 Dois ou mais sitios de ulceracdo/inflamacao

5 Dois ou mais sitios de ulceracdo e inflamagdo ou um sitio de inflamagao
maior que 1 cm ao longo da extensdo do coélon

6-10 |Se o prejuizo cobrir mais que 2 cm ao longo da extensdao do colon (o

escore € aumentado em 1 ponto para cada centimetro adicional)

Apds a anadlise macroscépica, o colon foi dividido em sete fragmentos
longitudinais, trés deles foram congelados a —-80°C para determinacdo de proteinas

e atividade da fosfatase alcalina, avaliacdo da atividade da mieloperoxidase e
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determinacdo dos niveis de glutationa total. Este ultimo fragmento foi pesado e
congelado em 1 ml de acido tricloroacético (TCA) 5% (p/v) com o objetivo de inibir
sua degradacdao pela gama-glutamiltranspeptidase (Anderson, 1985). Os
fragmentos restantes foram armazenados a -80°C para determinacao dos niveis de
TNF-a, INF-y, IL-1B e IL-10; além de um fragmento transversal, com 200 ul de

Trizol - Invitrogen® armazenado a -80°C para as analises moleculares.

6.2.Determinag¢des bioquimicas

Todas as determinagdes bioquimicas foram realizadas em homogeneizados
de mucosa intestinal colénica, sendo que a homogeneizacdo foi realizada a frio
durante aproximadamente 45 segundos, com ajuda de um homogeneizador
automatico, provido de um pistilo de teflon e um recipiente de vidro de 10 ml de

capacidade.

6.2.1. Determinacao da atividade da mieloperoxidase

A determinacdo da atividade da mieloperoxidase em fragmentos de célon de
rato foi realizada pelo método de Krawisz et al., 1984. A atividade da
mieloperoxidase se utiliza como marcador da infiltracdo de neutrdéfilos, mesmo que
esta enzima ndo seja especifica deste tipo celular. A determinagdo foi realizada em
fragmentos de cdélon (150-300 mg), os quais apos descongelamento, foram
colocados sobre uma placa de Petri com gelo e picados com tesouras e com 1ml de
tampao HTAB (brometo de hexadeciltrimetilamonio), durante 15 segundos. O
tampdo HTAB, ao funcionar como um detergente facilita a liberacdo da enzima
mieloperoxidase dos granulos intracelulares dos neutrofilos, nos quais esta

armazenada. Em seguida o material picado foi transferido para um tubo de vidro,
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adicionando-se o restante de tampdao, de modo a se obter uma proporcao 1:20
(p/v), homogeneizando-se durante 45 segundos a frio, usando o homogeneizador
Heidoph. O homogeneizado resultante foi dividido em duas aliquotas de 1,0ml,
armazenadas em eppendorff. O material foi sonicado por 10 segundos e submetido
a um triplo processo de congelamento-descongelamento durante 1-2 dias. Apos o
ultimo descongelamento, a aliquota foi centrifugada a 7000G por 5 minutos a 4°C.
Em uma placa de 96 canais, foi adicionado 100ul do sobrenadante de cada amostra
em pocilhos distintos, 150ul do tampdo de reagdo (cloridrato de orto-dianisidina).
Em seguida, se determinou o incremento de absorbancia a 450nm usando um
espectrofotometro. A atividade da enzima mieloperoxidase foi calculada por
interpolagdo em uma curva padrdo, realizada com MPO procedente de neutréfilos
humanos. Uma unidade de mieloperoxidase (U) foi considerada como aquela que
degrada 1nmol/min de perdxido de hidrogénio a 25°C. Os resultados foram

expressos em U/g de tecido.

6.2.2. Determinacao do contetdo de glutationa total.

A determinacgdo do conteldo de glutationa total foi realizada de acordo com
o método descrito por Anderson (1985) que esta baseado na oxidagao total do
glutation reduzido (GSH) presente em uma amostra a sua forma oxidada (GSSG),
mediante a incubacdo da amostra com o acido ditiobisnitrobenzoéico (DTNB). O
DTNB reduzido adquire uma coloracdao amarelada, que pode ser determinada
espectrofotometricamente. O GSSG gerado é reduzido por agdo da enzima glutation
redutase na presenca de NADPH. O GSH formado se oxida novamente, gerando um
ciclo continuo, no qual a velocidade de reducao do DTNB (com o seu consequente
incremento de absorbancia a 412 nm) é proporcional a quantidade total de
glutationa (GSH+GSSG).

Para efetuar a determinagcdo do conteldo de glutationa total, foram

utilizados os fragmentos de célon congelados com &cido tricloroacético (TCA). As
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amostras, apos descongelamento, foram picadas com tesouras durante 15
segundos aproximadamente, sobre uma placa de Petri com gelo e, posteriormente
homogeneizadas com uma solucao de TCA 5% em uma proporcdo final de 1:20
(p/v), usando um homogeneizador Heidoph. Apds a homogeneizagao, o material foi
centrifugado a 2000G por 5 minutos a 4°C. Do sobrenadante se utilizou 20ul que foi
colocado em uma placa de 96 canais, onde se adicionou 140ul de NADPH, 5ul de
PBS e 20ul DTNB. A placa foi colocada no leitor de placas do espectrofotémetro,
onde permaneceu incubada por 5 minutos em uma temperatura de 30°C. Apds este
periodo adicionou-se 15ul de glutation redutase e registrou-se o incremento de
absorbancia a 412nm no espectrofotdbmetro. A concentracdo de glutation foi
calculada a partir da pendente da curva obtida por interpolagdo em uma curva
padrao realizada com Glutationa (GSH) e os resultados foram expressos como

nmol/g de tecido.

6.2.3. Determinacao de proteinas totais e da atividade da fosfatase

alcalina.

A determinacdo do conteldo de proteinas totais e da atividade da fosfatase
alcalina foram realizadas pelos métodos classicos descritos por Smith et al., (1984)

e Bessey et al., (1946).

6.2.4. Determinacao dos niveis de TNF-«, INF-y, IL-1f e IL-10

Os niveis de TNF-a, INF-y, IL-1B e IL-10 foram determinados a partir de
amostras de célon coletadas, pesadas e homogeneizadas em solucdo de PBS
(tampado fosfato sodico), pH 7.2, na proporcdo de (1:5) peso/volume a 4°C. Apds
homogeneizacdao 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
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sobrenadante foi recolhido e armazenado em freezer -80°C até a realizacdo da
dosagem. Os niveis de TNF-a, INF-y, IL-1B e IL-10 foram determinados por kit de
imunoensaio (ELISA), e os valores obtidos foram expressos em pg/mg de proteina

(Rodriguez-Cabezas et al., 2002).

6.3.Extracao de RNA (Protocolo Trizol - Invitrogen®) e reacdo de

transcrigao reversa (Protocolo Superscript III - Invitrogen ®)

A extracdo de RNA foi realizada segundo o protocolo Trizol Invitrogen®. Ao
final da extracdao, as amostras de RNA total foram solubilizadas em agua destilada e
autoclavada. As concentracbes das amostras de RNA total foram mensuradas por
espectrofotometria (ND-1000, NANODROP).

A fim de evitar que uma eventual contaminacdo por DNA gendmico
interferisse nos resultados, todas as amostras de RNA total foram tratadas com
DNAse antes de serem submetidas ao RT-PCR. Conforme as instrugdes do protocolo
DNAse I - Amplification Grade (Invitrogen®), o volume da solucdo de RNA total
tratado com DNAse foi calculado a fim de conter 1ug de RNA total. A este volume,
foi adicionado 1ul de tampao DNAse, 1ul de DNAse I (1unidade/ul) e dgua “RNAse
free” suficiente para completar 10ul. Essa solugdo permaneceu a temperatura
ambiente durante 15 minutos e, em seguida, foi acrescida de 1yl de EDTA (25 mM)
e incubada a 65°C por 10 minutos para inativagdo da enzima. Apos esse
procedimento, as amostras foram armazenadas em gelo até serem submetidas a
reacao de transcricdo reversa.

Para a reacao de transcrigao reversa (RT), foi utilizado o “kit" SuperScript III
(Invitrogen®), cujo protocolo inicia-se pela adicdo em tubo estéril de 8ul da solugdo
de RNA total tratada com DNAse, 1ul de oligonucleotideo iniciador Oligo dt
(500ug/ml), 1pl de ANTP Mix (10nM) e 3 ul de agua estéril. Essa solugdo foi

incubada a 65° C por 5 minutos e, em seguida, sofreu uma segunda incubacdo em
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gelo por 1,5 minutos. Apds essas etapas, foi adicionado a solucdo 4ul de tampdo
“First Strand” 5X, 1yl de DTT (0,1M) e 1pl de "“RNAse OUT Inhibitor”
(40unidades/ul). Na sequéncia, foi acrescido 1ul (200 U) de SuperScript III
(transcriptase reversa) e se iniciou a incubacdo, primeiramente a 50° C por 50
minutos, depois a 70° C por 15 minutos e, finalmente, em gelo por 2 minutos. As

amostras foram mantidas a -20° C para utilizagao no PCR.

6.4.Investigacdo da expressao génica por PCR em tempo real

Para a amplificacdo dos genes alvos foi utilizado o sistema Power
Sybr®Green PCR Master Mix (Applied Biosystem) no ABI Prism 7500 Sequence
Detection System (Applied Biosystem), juntamente com os oligonucleotideos
iniciadores murino-especificos correspondentes (Tabela 2).

A analise dos dados foi feita pela estimativa da eficiéncia de amplificagdo de
cada amostra em questdao utilizando o software “LinRegPCR” (Ramakers et al.,
2003) que considera a eficiéncia com base na curva de amplificacdo individual de
cada tubo. No minimo quatro pontos de cada curva de amplificacdo na fase
exponencial foram delimitados e a média desses valores determinou o Threshold
para cada gene. A eficiéncia de cada gene foi calculada pela média das eficiéncias
individuais de cada amostra analisada (tabela 3).

Diferencas na taxa de expressdao dos genes foram normalizadas pela
frequéncia de expressao daquele que foi considerado o melhor controle endégeno
(GAPDH, HPRT ou pB-actina). A expressdao relativa dos genes analisados foi

determinada pelo método de Pfaffl (Pfaffl, 2001).
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Tabela 2 Oligonucleotideos iniciadores murino-especificos utilizados para a amplifica¢do dos genes

alvos.

Gene

Seqiiéncia

Temperatura de Concentracao

GAPDH

B-actina

HPRT

HSP70

Heparanase

NF-«kB

F TGACTCTACCCACGGCAAGTTCAA

R ACGACATACTCAGCACCAGCATCA

F TTGCTGACAGGATGCAGAAGGAGA

R ACTCCTGCTTGCTGATCCACATCT

F AGGGAAGTGACAATCTACCTGACG

R GAAATGTCTGTTGCTGCGTCCCTT

F ACTCCTTCGTTCGGTCTGCAATCA

R CTGGGAATGCAAAGCACACGTGAA

F TGTCAAGAGTGAAAGGCCCAGACA

R GCAGCTTCAAGTGCTTGGTGACAT

F AAACCAAAGCCCTGAAAGGCCATC

R TCGGAAGGCCTCGAATGACATCAA

anelamento de oligo (nM)
(°C)

60 200

60 100

60 100

60 200

60 200

60 200
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Tabela 3 Média das eficiéncias de amplificacdo individuais de cada amostra analisada
Eficiéncia dos genes alvos

Genes Eficiéncia (%)
GAPDH 99
B-actina 100

HPRT 97
Heparanase 99
HSP70 98
NF-kB 97

7. Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + desvio padrao da
média. Diferencas entre as médias foram testadas por Andlise de Varidncia
(ANOVA) seguida por testes de significancia. Dados ndo paramétricos (escores)
foram expressos como mediana e analisados pelo teste de Kruscal-Wallis. Dados
descontinuos foram analisados pelo teste X?. SignificAncia estatistica foi

considerada para valores de p < 0,05. Software GraphPad Prism 5.
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Resultados e Discussio



1. Determinacao da atividade antioxidante in vitro pelo reagente
DPPH

A producdo das espécies reativas de oxigénio & essencial para a manutencdo
da homeostasia, no entanto, a produgdo excessiva de ROS esta relacionada com a
patologia de varias doengas, dentre estas a DII. O organismo €& protegido do
estresse oxidativo, induzido pelas ROS, por sistemas de defesas antioxidantes
endogenos, como a glutationa peroxidase (GPx), catalase e superdxido dismutase.
Dentre as varias funcOes destes sdo destacadas: a reducdo do perdxido de
hidrogénio bem como o sequestro de radicais livres e o reparo do dano celular
(Nikis, 2011).

Em nossos estudos, a atividade sequestradora de radicais livres pelo uso do
DPPH mostrou que o extrato de B. dracunculifolia apresentou ECsy 63,5 ug/mL vs
1,89 ug/mL do padrdo de acido galico, sugerindo ser uma fonte de compostos com
atividade antioxidante.

Segundo Cestari et al, 2011 o extrato acetato de etila de B.dracunculifolia
também apresenta atividade antioxidante no modelo de peroxidacao lipidica
induzida por sulfato ferroso e acido ascorbico em membrana de cérebro de ratos,
com valores de IC50 de 26,33 pug/mL vs 1,51 pg/mL de quercetina. Ambos estudos

demonstram a importante atividade antioxidante do extrato de B. dracunculifolia.

2. Doseamento de compostos fendlicos no extrato vegetal

O teor de compostos fendlicos no extrato acetato de etila de
B.dracunculifolia foi de 161,23 mg de EAG/g de amostra, mostrando que o
extrato é rico em fendis, dado que foi semelhante ao trabalho de Guimarées et

al, 2012. Alguns alimentos da nossa dieta, como vegetais e frutas, sdo ricos em
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compostos fenodlicos; estes sdao produtos do metabolismo secundario das plantas
e a literatura mostra que compostos fendlicos exibem diversas atividades
bioldgicas, principalmente em doencas relacionadas com o aumento exacerbado

das espécies reativas do oxigénio, como a DII. (Blanch and Visioli, 2012; Hur,

2012). Essa abundancia de compostos fendlicos pode estar relacionada com a
atividade anti-inflamatodria intestinal do extrato de B.dracunculifolia no modelo

de colite induzido por TNBS.

3. Avalia¢coes Macroscopicas

A administracdo intracolénica de TNBS resulta em inflamacdo no epitélio
colénico que pode ser evidenciada apos 48 horas pelo aparecimento de necrose na
camada mucosa onde essa lesdo estende-se por 2,8 - 3,6 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 4. Somente os animais do grupo branco tiveram o
escore, extensdao da lesdo e relagao peso/comprimento significativamente
diferentes dos animais do grupo controle, os tratamentos ndo foram capazes de
promover melhora significativa nos parametros macroscoépicos, tal fato pode ser
explicado pela severidade da lesdo induzida pelo TNBS apds 48 horas. Cestari et al,
2011, estudando o mesmo extrato padronizado observou que ambas as doses

diminuiu significantemente o parametro escore.
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Tabela 4 Avaliacao dos paréametros macroscopicos dos efeitos do extrato de B. dracunculifolia nas
doses de 5mg/kg e 50mg/kg e azatioprina 2mg/kg no modelo experimental agudo da doenca
inflamatdria intestinal induzida por TNBS em ratos.

Escore Extensdo lesdo(cm) Peso/comprimento Diarréia  Aderéncia

(0-10) (mg/cm) (%) (%)
Nao colitico o** 0** 83,8312.7** 0 0
Controle-TNBS 7,5 (5-10) 3,5+0.21 146,813.5 88,8 57,14
Azatioprina 8,0(5-9) 3,1+0.28 143,5+6.7 100 57,14
Baccharis 5 mg/kg 8,0(5-9) 2,810.33 156,0+9.3 100 42,8
Baccharis50 mg/kg 8,0(6-8) 3,1+£0.25 156,0+£8.4 85,7 57,14

O escore é expresso como mediana (range). Extensdo da lesdo e relacdo peso/comprimento
sdo expressos como media = EPM. **p<0,01

Apds a administracdo do TNBS, o consumo de alimento ficou reduzido,
sendo que os animais do grupo branco reestabeleceram o consumo apds o jejum e
diferiram na quantidade de alimento ingerida quando comparados aos animais do
grupo controle.

Os animais tratados com B.dracunculifolia, nas doses de 5mg/kg e 50mg/kg,
e com azatioprina aumentaram o consumo de alimento ao longo dos dias, porém

nao diferiram do grupo controle. (Figura 1).
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Figural. Avaliagdo 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.

Apds a inducdo do processo inflamatdrio de maneira geral, ocorre perda de
peso corporeo. Nossos resultados mostraram que os animais ganharam peso até o
dia anterior a inducdo de colite, mas perderam peso apds a indugdo do processo
inflamatoério. Houve, conforme esperado, o restabelecimento do peso corpdreo dos
animais saudaveis (Figura 2). O tratamento com o extrato de B. dracunculifolia e
azatioprina ndo se mostrou efetivo na recuperacdo do peso corporal dos animais.

Ainda, vale ressaltar que, os animais tratados com o extrato de B.
dracunculifolia na dose de 50mg/kg tiveram um delta peso positivo no ultimo dia,

porém ndo significativamente diferente dos demais grupos (Figura 2).
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Figura 2. Avaliagdo da evolugdo do peso corporal dos animais submetidos ao modelo experimental
de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em A peso corporal.

4. Avaliacdes Bioquimicas

Os mediadores inflamatérios estdo em maior atividade apds a administragdo
do TNBS nos animais do grupo controle, dados que podem ser observados pelo
aumento na atividade das enzimas MPO (figura 3) e fosfatase alcalina (FA) (figura
5), além do aumento nos niveis de citocinas pré-inflamatdrias como TNF-a (figura
6), INF-y (figura 7) e IL-1B (figura 8), quando comparados aos animais do grupo
branco. Estes resultados sdao acompanhados por uma significante redugdo no
conteldo de glutationa col6nica (figura 4) como consequéncia do estresse oxidativo
ao qual o colon esta submetido.

A enzima mieloperoxidase é produzida e armazenada principalmente pelos
granulos azurdfilos dos neutrdéfilos, sendo considerada um importante marcador
bioquimico que caracteriza a infiltracdo desse tipo celular assim como a inflamagao
tecidual (Navab, 2004). Esta enzima também é responsavel pela produgdo de acido
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hipocloroso, uma espécie reativa que induz o desacoplamento da oéxido nitrico
sintetase col6nica, gerando o radical livre superdxido, cuja funcdo € essencial na
fisiopatologia da DII (Karakas e Koenig, 2012). A reducdo da atividade da MPO
pode ser interpretada tanto como uma propriedade anti-inflamatéria de um
determinado composto, por gerar uma diminuicdo da infiltragdo de neutréfilos para
a area inflamada, assim como pela reducdo do estresse oxidativo tecidual (Krawisz
et al.,, 1984, Karakas e Koenig, 2012). Nossos resultados sugerem que a
administracdo do extrato de B. dracunculifolia nas doses de 5mg/kg ou 50mg/kg,
foi capaz de diminuir a atividade dessa enzima, revertendo as alteragdes induzidas
pelo TNBS e essa diminuicdo mostrou-se semelhante aquela promovida pelo

tratamento com azatioprina (figura 3).
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Figura 3 .Avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) em animais submetidos ao
modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média + E.P.M.
**p<0,01; *** p<0,001, comparados ao grupo Controle-TNBS.

37



Outro pardmetro avaliado neste estudo foram os niveis de glutationa total. O
GSH é um tripeptideo linear constituido por glutamato, cisteina e glicina; é
considerada a primeira defesa antioxidante intracelular do organismo contra os
produtos toxicos do oxigénio gerados pelo estresse oxidativo, os quais induzem
oxidacdo de lipideos, proteinas e DNA, o que resulta na perda de funcdo das
membranas bioldgicas. Apds a exposicao da GSH em sua forma reduzida ao agente
oxidante (ROS) ocorre sua oxidacdo a sua forma oxidada (GSSG), catalisada pela
enzima glutationa peroxidase (GPx). A recuperagdo da GSSG é feita pela enzima
glutationa redutase (GSHred), na presenca de NADPH, constituindo assim um ciclo
redox essencial para a manutencdao da integridade do sistema protetor celular.
Quando o sistema de oOxido-reducdo esta integro ha recuperacdo de GSH, porém
sob o0 excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor, ocorre
desequilibrio entre o consumo de GSH e producdo de GSSG. Assim, a intensidade
do estresse oxidativo pode ser monitorada pela glutationa total (GSH+GSSG) (Da
Costa et al, 2012; Nikki, 2011).

Como pode-se observar na figura 4, nenhum dos tratamentos utilizados,
seja com o extrato ou com o farmaco de referéncia, mostrou-se efetivo na
manutencdo dos niveis de glutationa total, demonstrando que apds 48 horas da
inducdo do processo inflamatério os tratamentos ndo foram capazes de impedir a

deplecao de GSH observada por Cestari et al., 2011.
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Figura 4 .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. *** p<0,001,
comparados ao grupo Controle-TNBS.

A fosfatase alcalina é uma glicoproteina de membrana ligada ao
fosfatidilinositol e compreende uma familia de enzimas que quelam radicais fosfato
em pH alcalino. Essa enzima pode ser encontrada em diferentes tipos celulares,
incluindo os neutrofilos (Karlsson et al., 1995) e leucdcitos (Smith et al., 1984).
Sua funcgdo fisioldgica 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., 2004). Desta forma, a redugao na
atividade da fosfatase alcalina pode ser interpretada como uma manifestacdo da
atividade anti-inflamatoria das substancias em estudo (Sanchez de Medina et al.,
2004). Os tratamentos com as doses de 5mg/kg ou 50mg/kg do extrato ou com o
farmaco de referéncia ndo diminuiram a atividade da fosfatase alcalina apds a

administracdo do TNBS (figura 5).
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Figura 5. Avaliacdo 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. *** p<0,001,
comparados ao grupo Controle-TNBS.

Citocinas sao moléculas do sistema imune indispensaveis para a manutencao
da homeostase intestinal. O desequilibrio entre citocinas pré-inflamatdérias, como
TNF-a, IL-1B e INF-y, e citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e IL-4, é visto
como o mecanismo central na modulacdo e mediacdo do processo inflamatério
intestinal em resposta a exposicao aos diversos patdégenos presentes no intestino. A
DC apresenta um perfil de resposta inflamatoria mediada por citocinas produzidas
por linfécitos T-helper 1, enquanto a RCU apresenta um perfil de resposta T-helper-
2 (Hur, 2012).

O fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) é uma citocina pertencente a
superfamilia de proteinas TNF, que consiste de 18 membros e que pode se ligar a
receptores de membrana bem como aos seus receptores solUveis. Agonistas de
receptores de TNF desencadeiam vias intracelulares que sao diretamente
envolvidas na proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia de alguns tipos celulares,

como macrofagos e células dendriticas (Mlzes, G. et al, 2012). O TNF-a é uma das
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citocinas proé-inflamatérias mais importantes na DII, capaz de influenciar
diretamente o tecido epitelial intestinal e sua secregao promove o rompimento da
barreira epitelial, inducdo da apoptose e secrecdo de quimiocinas por outras células
do sistema imune intestinal (Hur, 2012). Liu e Wang, 2008 mostraram que o TNF-a
liberado dos macréfagos durante a resposta inflamatéria inicial possui um papel
importante no modelo de DII induzida por TNBS. Como pode-se notar na figura 7, o
tratamento com a dose de 50mg/kg do extrato de B. dracunculifolia foi capaz de
reduzir significantemente os niveis de TNF-a quando comparados ao grupo
Controle-TNBS, demonstrando que o extrato possui uma atividade anti-inflamatoria
intestinal por modulacdo dos niveis de TNF-a (figura 6). De fato, um dos mais
recentes tratamentos utilizado na DII, consiste de um anti-anticorpo monoclonal
anti-TNF-a, como por exemplo o infliximab, e que tem demonstrado importante

melhora nos sintomas da doenga (Navarro & Hanauer, 2003).
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Figura 6 .Avaliacdo dos niveis de TNF-o em animais submetidos ao modelo experimental de colite
aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média £ E.P.M. * p<0,05; *** p<0,001, comparados
ao grupo Controle-TNBS.
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Ja os interferons sao citocinas que desempenham um papel central e
complexo na resisténcia a patdégenos nos mamiferos. Os interferons do tipo I (INF-a
e INF-B) sdo secretados por células infectadas por virus, enquanto os inteferons do
tipo II (INF-y) sdo secretados por células T-helper-1 e células natural killer. O INF-y
regula varios aspectos do sistema imune intestinal, incluindo a estimulagdo da
fagocitose pelos macrofagos, apresentacdo de antigenos pelo complexo de
histocompatibilidade maior I e II (MHC I e MHC II), interacdao de células T com o
endotélio, regula efeitos na proliferagdo celular e apoptose, além do aumento da
expressao de genes relacionados a resposta inflamatoéria intestinal, como o gene da
STAT 1 (Boehm, 1997). Os tratamentos com as diferentes doses do extrato
tratamento ndo foram capazes de diminuir os niveis de INF-y, indicando que a
atividade anti-inflamatdria intestinal do extrato de B.dracunculifolia e da azatioprina

nao esta relacionada com as vias mediadas pelo INF-y (figura 7).
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Figura 7. Avaliacdo dos niveis de INF-y em animais submetidos ao modelo experimental de colite
aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média + E.P.M. * p<0,05, comparados ao grupo
Controle-TNBS.
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As citocinas da familia IL-1 desempenham um importante papel na DII, e
sao representadas por duas formas distintas de citocinas, a IL-1a e a IL-1B, cujas
propriedades mais importantes sdo a ativacdao de COX-2, éxido nitrico sintetase
induzivel e de fosfolipase A-2, produzidas por diferentes tipos celulares (Mizes, G.
et al, 2012). O antagonista enddégeno do receptor de IL-1 (IL-1Ra) regula a
homeostase do intestino de modo que se pode fazer um paralelo entre o0 aumento
da relagdao IL-1/IL-1Ra e a atividade da colite, enquanto, no tecido normal essa
relacdo se mantém constante. Os macrofagos e os mondcitos sdo os principais tipos
celulares que produzem IL-1. A IL-1B também esta relacionada com a infiltracdo de
células inflamatdrias na mucosa intestinal, com o aumento da atividade de MPO, e
com a necrose tecidual (M(izes, G. et al, 2012), caracteristicas do modelo e
verificadas no presente estudo. Os tratamentos com as diferentes doses do extrato
de B. dracunculifolia nao foram capazes de diminuir os niveis desta citocina,
sugerindo que o extrato nao exerce efeito modulador sobre IL-1B, pelo menos
nesse modelo e nestas condigdes experimentais. Em contraste o tratamento com o

farmaco de referencia diminuiu os niveis dessa citocina (figura 8).
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Figura 8 Avaliacdo dos niveis de IL-1f em animais submetidos a0 modelo experimental de colite
aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média £ E.P.M. *** p<0,001; **p<0,01,
comparados ao grupo Controle-TNBS.
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A interleucina 10 (IL-10) é considerada a citocina anti-inflamatéria mais
importante do sistema imune. Ela inibe a apresentacdo de antigenos pelas células
apresentadoras de antigenos e inibe a secrecdo de citocinas pré-inflamatoérias,
atenuando assim o processo inflamatério na mucosa intestinal. A IL-10 se liga aos
receptores toll-like sendo os macrdfagos e as células dendriticas as principais fontes
de IL-10. O papel principal da IL-10 no sistema imune intestinal foi bastante
estudado em camundongos knockout para esta citocina. Na RCU a expressao do
RNAm de IL-10 estd aumentada nas células T e também nas células T regulatdrias,
atuando na patogénese da DII (Mlzes, G. et al, 2012;Hur,2012). Com relagdo a IL-
10 (figura 10), o tratamento com o extrato de B.dracunculifolia na dose de 5mg/kg
aumentou de forma significante os niveis desta citocina, quando comparados ao
grupo controle-TNBS (figura 9), indicando que o extrato estimula a producao de

uma citocina anti-inflamatoéria, o que auxilia a reversao do processo inflamatério

intestinal.
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Figura 9 Avaliacéo dos niveis de IL-10 em animais submetidos ao modelo experimental de colite
aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média + E.P.M. * p<0,05, comparados ao grupo
Controle-TNBS.
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De forma resumida, podemos verificar que os efeitos protetores produzidos
pelo extrato de B. dracunculifolia na lesdo intestinal promovida por TNBS esta
relacionado a reducdo do estresse oxidativo via atividade sequestradora de radicais
livres, diminuicdo da atividade enzimatica da mieloperoxidase com consequente
inibicdo da produgdo de acido hipocloroso e inibicdo da peroxidacdo lipidica,
conforme descrito por Cestari et al., 2011, acompanhado de efeitos inibitdrios sobre

a producao de TNF-a e aumento de IL-10.

5. Avaliacoes Moleculares

A expressao relativa de alguns genes que regulam a producdao de
importantes mediadores associados ao processo inflamatodrio intestinal (HSP 70,
heparanase, HPRT e NF-kB) também foi avaliada no presente estudo. Estudos
preliminares realizados por nosso grupo de pesquisa (dados ndo publicados)
demonstraram a participagdo destes genes no modelo experimental de DII induzida
por TNBS em ratos, portanto tais genes foram selecionados para o presente estudo.

As heat shock proteins (HSPs) sdo proteinas altamente conservadas em
quase todos os seres vivos, e estdo relacionadas com diversas fungdes bioldgicas.
As HSPs sdo divididas em duas categorias principais: as HSPs constituitivas e as
HSPs induziveis. As HSPs induziveis, como a HSP 70, sao sintetizadas a partir de
condicOes de estresse, conferindo assim protecdo celular por sua habilidade de
estabilizar determinadas proteinas em situagdo critica, prevenindo sua
desnaturacao e preservando suas fungoes.

A expressdo colénica de HSP 70 é importante para a manutengdo da
homeostase intestinal, tornando as células da mucosa menos suscetivel a injaria
promovida pelo estresse externo causado por agentes quimicos, infecgoes,
inflamagdo e hipdxia, preservando assim as fungdes da mucosa intestinal (Hu,

2009).
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Estudos demonstraram que a expressdo do gene de HSP 70 estd aumentada
em pacientes com DC e RCU (Ludwig et al., 1999; O Petrof et al., 2004). Além
disso, modelos experimentais de colite induzida por DSS mostraram que a sintese e
a expressao do gene de HSP 70 estdo maiores em relagdo aos animais nao-coliticos
(Tanaka et al., 2007). Por outro lado, as células intestinais sdo mais resistentes ao
estresse quando ocorre uma indugao primaria das heat shock proteins,
comprovando assim sua fungdo protetora, visto que a produgdao de HSP 70 recupera
prontamente as proteinas danificadas pelo estresse, protegendo o tecido intestinal
de maiores danos (Hu, 2009).

Em nosso estudo, similar ao observado por Tanaka et al., 2007 no modelo
de DSS, verificamos um aumento da expressao relativa do gene da HSP70 apds a
administracdo do TNBS. O pré-tratamento com azatioprina e com o extrato de
B.dracunculifolia nas doses de 5 e 50mg/kg evitou o aumento da expressao deste
gene provocado pelo TNBS, em relagdao aos animais do grupo controle-TNBS (figura
10), mostrando que a atividade anti-inflamatéria do extrato pode estar envolvida

com a regulacao da expressao relativa do gene de HSP 70.

HSP70

HSP70/GAPDH

Figura 10 Avaliacdo da expressdo relativa de HSP70 em animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em media + E.P.M. * p<0,05
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Outro gene analisado foi o gene da Hipoxantina Fosforribosiltransferase
(HPRT) que é uma transferase que cataliza a reagcdao de conversdo de hipoxantina e
guanina a inosina-monofosfato e guanosina-monofosfato, respectivamente.

Em seres humanos a deficiéncia ou alteracdo funcional desta enzima esta
relacionada com a génese de diferentes fisiopatologias observadas no sistema
urinario, como a sindrome de Kelley-Seegmiller, e também com doencas do trato
gastrintestinal. A literatura relata que o mau funcionamento da HPRT esta
intimamente relacionado com hiperuricemia, retardamento mental, coreoatose e
um comportamento compulsivo de auto-mutilagao (Ding et a/, 2012).

Por outro lado, o bom funcionamento desta enzima garante o metabolismo
saudavel das tiopurinas, bem como a conversdo de 6-mercaptopurina (6-MP) em
seus metabdlitos ativos (TGNs), garantindo assim a producdo e reciclagem de
bases purinicas auxiliando no metabolismo de células T, que por sua vez produzem
citocinas proé-inflamatorias importantes para a manutencdo da inflamagdo colonica
(Ding et al, 2012). Apo6s a administragdo do TNBS houve aumento significativo em
relacdo a expressao relativa do gene da HPRT, demonstrando que o processo
inflamatodrio intestinal induzido por TNBS envolve a expressao deste gene, cuja
expressao, apesar de reduzida, nao foi afetada de forma significativa por nenhum

dos tratamentos utilizados (figura 11).
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Figura 11 Avaliacdo da expressdo relativa de HPRT em animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média = E.P.M. * p<0,05.

A Heparanase ¢ uma endo-p-glucuronidase capaz de clivar cadeias laterais
de heparan-sulfato de proteoglicanos presentes na matriz extracelular e nas
superficies das células, apresentando um importante papel na estrutura celular, na
neurovascularizagdao e processo de autoimunidade (Watermann et al., 2007).

Segundo Zhang et al., 2010 esta enzima é capaz de ativar fatores de
crescimento que promovem a proliferagao celular e a angiogénese. Estudos clinicos
mostraram que a expressdo da heparanase esta aumentada em tecidos danificados
por Retocolite Ulcerativa e Doenca de Crohn (Watermann et al., 2007).

Varios autores tém sugerido que a heparanase pode representar um
importante alvo terapéutico para novos farmacos, especialmente em doencas
cronicas e/ou autoimunes como a DII, outros processos inflamatorios e no céncer
(Nasser, 2007; McKenzie, 2007). Apesar disso, nosso estudo ndo detectou
nenhuma diferencga significativa entre nenhum dos grupos analisados nesta fase do

processo inflamatorio intestinal (figura 12).
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Figura 12 Avaliacdo da expressdo relativa de Heparanase em animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média = E.P.M.

O fator nuclear kappa B (NF-kB) faz parte de uma importante via
sinalizadora com um papel crucial na regulacdo de um vasto nimero de genes
envolvidos na resposta inflamatéria e na sobrevivéncia celular, incluindo a sintese
de citocinas pro-inflamatorias, apoptose, moléculas de adesdo intercelular (ICAM,
VCAM), COX-2 e NO (Hur et al, 2012). A ativagao deste fator ocorre principalmente
por duas vias de sinalizacdo conhecidas como via classica e via alternativa, essas
vias sdo ativadas por citocinas pro-inflamatérias, fatores de crescimento,
hormoénios, estresse oxidativo e infecgbes virais. A primeira via afeta primariamente
diversos dimeros do NF-kB, dos quais o mais comum é o heterodimero RelA(p65)-
p50, por meio de fosforilacdo induzida por protedlise de quinases responsaveis pela
ativacdo do NF-kB, chamadas de quinases Ik-B (IKK), enquanto que a segunda via
afeta somente a ativacdo do dimero RelB-p52, por meio da fosforilagdo induzida
por proteinas precursoras (Karin, 2005). Evidéncias sugerem que a via classica é a
mais importante para a iniciacdo e propagacdo da resposta inflamatéria (Senftleben

et al., 2001), enquanto a segunda é mais importante para o desenvolvimento de
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orgdos linfoides secundarios e imunidade adaptativa (Bonizzi & Karin, 2004). Tem
sido considerado improvavel que a simples ativagdo da via classica seja suficiente
para a iniciacdo da resposta inflamatdria, visto que muitos dos promotores
estudados, tais como o INF-y, necessitam da assisténcia de outros fatores (Karin,
2004). No modelo de colite induzida por TNBS a expressao deste fator de
transcricdo esta elevada (Ouyang et al, 2012).

Uma estratégia terapéutica para o tratamento da DII seria atenuar a via do
NF-kB durante a cascada inflamatoria por bloquear simultaneamente a expressao
de varios genes de mediadores inflamatérios. Mesmo considerando a participagao
deste fator no processo inflamatoério intestinal, nossos resultados demonstram que
ndo houve diferenca significativa entre os grupos experimentais em relagdo a
expressdo relativa de NF-kB. E importante considerar que apesar da expressdo do
gene deste fator ndo ter sido afetada, ndo se pode afirmar que o mesmo nao esteja
envolvido na resposta inflamatdria, visto que o estresse oxidativo promovido
especialmente por perdxido de hidrogénio é capaz de ativar o fator de transcrigcdo
NF-kB (Bowie e O’Neill, 2000). No presente estudo foi avaliada apenas a expressao

deste gene e ndo os niveis deste fator de transcricdo (figura 13).
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Figura 13 Avaliacdo da expressdo relativa de NF-kB em animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média = E.P.M.

Desta forma, se verificou que o tratamento com o extrato padronizado de B

dracunculifolia interferiu apenas na expressao do gene da HSP70.
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Conclusdo



Com base no objetivo proposto e nos resultados e discussoes

apresentadas, foi possivel concluir que:

1. A atividade anti-inflamatéria intestinal do extrato de
B.dracunculifolia esta relacionada com a reducao da atividade
da enzima mieloperoxidase, reducdo nos niveis de TNF-aq,
aumento nos niveis da citocina anti-inflamatoéria IL-10 e por
evitar o aumento da expressao relativa do gene da HSP 70;

2. O efeito protetivo observado também estd associado com a
atividade sequestradora de radicais livres avaliada pelo
método de DPPH e pela reducdo da atividade da

mieloperoxidase.
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