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Claudia Helena Pellizzon do Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias da
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selecionada, pois nao saberiamos quais componentes estariam presentes no extrato; fator que

impossibilitaria a produg¢ao de um extrato idéntico.
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(Spreng) Pedersen da familia Amaranthaceae ¢ sabidamente uma espécie cujas propriedades
denominadas adaptogenas assemelham-se as da Solanum paniculatum L., o que serviu de base
para substituir a planta originalmente proposta. A P. glomerata também foi escolhida devido
ao seu manejo e cultivo agricolas padronizados realizados pelo Centro Pluridisciplinar de

Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA).

As dificuldades na realizacdo do modelo experimental foram provenientes da
dificuldade em se encontrar animais de qualidade para a realizagdo do mesmo. Pois
verminoses, doencas concomitantes e estresse interferem no processo de inducdo da doenca
inflamatoria intestinal. Estes fatores causaram um atraso adicional de 7 meses no cronograma
proposto. Neste interim, colaborei na execugdo de diversos experimentos realizados pelos
pos-doutorandos Leonardo Noboru Seito, Celso Acacio Rodrigues de Almeida Costa, Juliana
Aparecida Severi e Aline Witaicenis Fantinati; pelos doutorandos Patricia Rodrigues Orsi,
Ana Elisa Valencise Quaglio e Adriano Cressoni Aratjo; pelos mestrandos Alexandre da
Silveira Chagas e Luiz Domingues de Almeida Junior, e pelas alunas de iniciacao cientifica
Laura Orsi, Juliana Rocha, Adriana Del Ben, Tainan Curimbaba, Camila Chiba e Fabiana
Masago. Os experimentos realizados pelas pessoas citadas acima se referem a ensaios
biologicos relacionados a obesidade, inflamagao, gastroprotecdo, cicatrizagdo gastrointestinal,
doengas inflamatodrias intestinais, toxicidade, citotoxicidade, atividade antioxidante, estresse,

analise histopatologica da pele, anti-histaminicos e coleta de plantas para analise fitoquimica.

Portanto, inegavelmente, o mestrado permitiu enriquecer meus conhecimentos

cientificos e técnicos.
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Resumo

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen (“ginseng brasileiro”) ¢ uma planta
medicinal que apresenta um amplo espectro de usos como tonico, antiestresse e afrodisiaco.
Esta espécie pertence ao complexo grupo de plantas medicinais conhecidas como “ginseng” e
compde um grupo especifico de plantas denominadas adaptogenas, definidas como produtos
capazes de aumentar a resisténcia ndo especifica do organismo frente a diferentes estimulos
estressores; considerando-se tal definicdo, ¢ previsivel que os compostos fitoquimicos
presentes na P. glomerata sejam uteis no controle e prevencao de doengas na qual o estresse ¢
fator etiologico, como ¢ o caso da Doenca Inflamatéria Intestinal (DII). Dessa forma, o
presente trabalho possui como objetivo avaliar a atividade anti-inflamatdria intestinal da
fragdo butanolica de P. glomerata (rica em saponinas), sobre o0 modelo de doen¢a inflamatoria
intestinal induzida por acido 2, 4, 6-trinitrobenzenosulfonico (TNBS) em ratos. Para tal,
foram estudados pardmetros macroscopicos (escore da lesdo, extensdo da lesdo, relacdo
peso/comprimento do cdlon, diarreia e aderéncia) e bioquimicos (atividade da
mieloperoxidase e da fosfatase alcalina e quantificacio da glutationa total) do processo
inflamatério intestinal. Andlises fitoquimicas mostraram principalmente a presenca de
triterpenos e saponinas, incluindo a ecdisterona, e indicios de compostos fendlicos. Os
tratamentos com a fragdo butandlica de P. glomerata nao foram capazes de impedir a
formacgdo lesdes induzidas pelo TNBS e nem de auxiliar na resolugdo de um quadro
inflamatério intestinal pré-existente, que também foi causado pelo TNBS. Com base nestes
dados, a hipdtese inicial de que um produto adaptoégeno modularia o sistema imune por meio

de sua agdo antiestresse foi rejeitada nas condigdes experimentais utilizadas.

Palavras-chave: Doenga inflamatdria intestinal; Ecdisterona; Ginseng brasileiro; Pfaffia glomerata;

TNBS.
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Abstract

Pfaffia glomerata (Spreng.) Perdersen, also called Brazilian ginseng, is a
medicinal plant which has a broad use as tonic, anti-stress, and aphrodisiac. This specie
belongs to the medicinal plants complex known as ginseng and it is part of a specific group of
plants called adaptogens, which are defined as products that are capable of increasing non-
specific body resistance against different stressors; considering the definition of adaptogens it
is possible to assume that phytochemical compounds present in P. glomerata are also useful
in controlling and preventing diseases in which stress is an etiological factor, such as
Inflammatory Bowel Disease (IBD). Thereby, this present work aims to study the intestinal
anti-inflammatory activity from the butanolic extract of P. glomerata (enriched in saponins)
in the TNBS-induced inflammatory bowel disease in rats. To this, macroscopic (score, lesion
extension, weight/length ratio, diarrhea and adherence) and biochemical (myeloperoxidase
and alkaline phosphatase activities and total glutathione content) parameters of the
inflammatory bowel disease were studied. Phytochemical analysis showed the presence of
triterpens and saponins, including ecdysterone, and signs of phenolic compounds. Treatments
with butanolic extract from P. glomerata were not able to prevent TNBS-induced lesions nor
were able to ameliorate in the resolution of the pre-existing intestinal inflammatory process
also caused by TNBS. According to these data, the initial hypothesis that an adaptogen
product would modulate the immune system by its anti-stress action was rejected in the

experimental conditions utilized.

Key words: Doenga inflamatéria intestinal; Ecdisterona; Ginseng brasileiro; Pfaffia glomerata;

TNBS.



xiil

Lista de figuras e tabelas

Figura 1: Prevaléncia e incidéncia combinadas de A. Doenga de Crohn e B. Retocolite
ulcerativa entre os anos de 1980 ¢ 2008 (MOLODECKY et al., 2012) ....ccccceevveeeveeennennns 4

Figura 2: Coleta de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen no CPQBA. A. Partes aéreas da

planta, B. Flores, C. Raizes. Fotografias tiradas por Costa e Tanimoto, 2011................... 9
Tabela 1: Critérios de avaliacao da severidade e da extensao de lesdes no colon. .................. 19
Tabela 2: Prospecc¢do fitoquimica qualitativa do EPg. .........cccooiiiiiiiiiiiieeeee 24

Figura 3: Andlise por CCD do EPG (G,) e FrButOH (G,). Silicagel (60 F254 ym, 0,22 pm).
Fase movel: n-BuOH:AcOEt:HAc:H,O - 4:1:0,6:0,5 v/v. Visualizagao: nebulizagdo com
anisaldeido/H2S04 seguido de aquecimento (100° C)......oeevveiiiiiiiiiieiiiieiieieeeeee 26

Tabela 3: Avaliacdo dos parametros macroscopicos dos efeitos da FrBuOH nas doses de 25,
50, 100, 200 ou 400 mg/Kg no modelo experimental preventivo de doenga inflamatoria
intestinal induzida por TNBS €m 1atos..........ccoceevviriiniiieniineeicecieeeseeeeeee e 28

Tabela 4: Avaliacdo dos parametros macroscopicos dos efeitos da FrBuOH nas doses de 25,
50, 100, 200 ou 400 mg/Kg no modelo experimental curative de doenga inflamatoria
intestinal induzida por TNBS €m 1atos.......c..ccoceeviriiniiiiniinieicecieectceeeee e 28

Figura 4: Avaliacdo do consumo de ra¢do por grupo, dos animais submetidos ao no modelo
experimental preventivo de doenca inflamatéria intestinal induzida por TNBS em ratos.
Dados expressos em (consumo de racao (g))/(nimero de animais do grupo) e analisados
pela andlise de variancia de duas vias, seguida pelo teste a posteriori de multiplas
comparagdes de Bonferroni. Todos os grupos foram comparados ao grupo controle com
significancia minima de P<0,05. .....ccoiiiiiiieiiieiee e e 29

Figura 5: Avaliagdo do consumo de racdo por grupo, dos animais submetidos ao no modelo
experimental curativo de doenga inflamatoéria intestinal induzida por TNBS em ratos.

Dados expressos em (consumo de racao (g))/(numero de animais do grupo) e analisados



X1v

pela andlise de variancia de duas vias, seguida pelo teste a posteriori de multiplas
comparagoes de Bonferroni. Todos os grupos foram comparados ao grupo controle com
significancia minima de p<0,05, onde ** para p<0,01.......cccoeeviiiriiieeiiienieecee e 30
Figura 6: Avaliagdo da evolugdo do peso corporal dos animais submetidos ao modelo
experimental preventivo de DII aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média
do (Pesoinicial — Pesofinal)x100/Pesoinicial + E.P.M. e analisados pela
analise de varidncia de duas vias, seguida pelo teste a posteriori de multiplas
comparagdes de Bonferroni. Todos os grupos foram comparados ao grupo controle com
significancia minima de p<0,05, onde *** para p<0,001.........ccccevviiriierieniinneeieeee 31
Figura 7: Avaliagdo da evolugdo do peso corporal dos animais submetidos ao modelo
experimental curativo de DII aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média do
(Pesoinicial — Pesofinal)x100/Pesoinicial = E.P.M. e analisados pela analise
de variancia de duas vias, seguida pelo teste a posteriori de multiplas comparagdes de
Bonferroni. Todos os grupos foram comparados ao grupo controle com significdncia
minima de p<0,05, onde ** para p<0,01 e *** para p<0,001. ......cc.coceerirrirriiniinerennn. 31
Figura 8: Avaliagdo da atividade da enzima mieloperoxidade (MPO) em animais submetidos
ao modelo experimental preventivo de DII induzida por TNBS. Dados expressos em
mMeédia £ E.P.M. #P<0,05. ..ottt 33
Figura 9: Avaliagdo da atividade da enzima mieloperoxidade (MPO) em animais submetidos
ao modelo experimental curativo de DII induzida por TNBS. Dados expressos em média
£ EP.IML EP<0,05. oottt st 34
Figura 10: Avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina (FA) em animais submetidos ao
modelo experimental preventivo de DII induzida por TNBS. Dados expressos em média

£ EP.M.AP<0,05 € FEEP<0,001. ..cooroeereeeerreeeeeeeeeeeseseeeeesessessseeesessessseeesesssessseeeesssenee 36



XV

Figura 11: Avaliagdo da atividade da fosfatase alcalina (FA) em animais submetidos ao
modelo experimental curativo de DII induzida por TNBS. Dados expressos em média +
L S\ Bk o 0 X1 PSR 36
Figura 12: Esquema que representa a formacao de radicais livres e a neutralizagao dos
mesmos pelo sistema antioxidante (ROBERTS; SINDHU, 2009).........ccccccveevveeecnveennen. 37
Figura 13: Avaliacdo dos niveis de glutationa colonica em animais submetidos ao modelo
experimental preventivo de DII induzida por TNBS. Dados expressos em média +
E.P.M. H¥% D<O,00 L. ..ottt sttt et eenaeeneeseenseenaenseenne e 38
Figura 14: Avaliacdo dos niveis de glutationa colonica em animais submetidos ao modelo
experimental curativo de DII induzida por TNBS. Dados expressos em média = E.P.M.

HH 0,01 covveeeeeeereeseeeeesseeeesseeeeseseeeeeseeeees s e eee e s e et e s e e s e ee s e e e e e ee s e s e eee s 39



Xvi

Lista de abreviacoes

AcOEt Acetato de etila

ACTH Horménio adrenocorticotréfico
ANOVA Analise de variancia de uma via

ASRL Atividade sequestradora de radicais livres
CCD Cromatografia de camada delgada

CEs Concentragao eficiente

CPQBA Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas
DC Doenga de Crohn

DII Doenga inflamatoria intestinal

DPPH 2,2-difenil-1-picril-hidrazila

DTNB Acido ditiobisnitrobenzéico

E.P.M. Erro padrdao médio

EAG Equivalente de acido galico

ELL Extragdo liquido-liquido

EPg Extrato metanolico de Pfaffia glomerata
FA Fosfatase alcalina

FrAq Fragdo aquosa de Pfaffia glomerata
FrBuOH Fragdo butanolica de Pfaffia glomerata
FT Fenois totais

GPx Glutationa peroxidase

GSH Glutationa reduzida

GSSG Glutationa oxidada

H,O Agua

HAc Acido férmico

HHA Eixo hipotalamo-hipofise-adrenal

IL-12 Interleucina — 12

IL-1P Interleucina — 1 beta

LPS Lipopolissacarideos

MeOH Metanol

MPO Mieloperoxidase

NADPH Fosfato de dinucledtido de nicotinamida
n-BuOH n-butanol

P25 Pfaffia glomerata 25 mg/Kg

P50 Pfaffia glomerata 50 mg/Kg

P100 Pfaffia glomerata 100 mg/Kg

P200 Pfaffia glomerata 200 mg/Kg

P400 Pfaffia glomerata 400 mg/Kg

RCU Retocolite ulcerativa

TCA Acido tricloro acético

TNBS Acido 2, 4, 6-trinitrobenzenosulfonico
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1 Introducio

1.1 Doenca Inflamatoria Intestinal

As doencas conhecidas coletivamente como Doenca Inflamatéria Intestinal (DII) sao
representadas principalmente por duas condi¢des patologicas - a Doengca de Crohn (DC) e a
retocolite ulcerativa (RCU). Burrill Crohn, Gordon Oppenheimer ¢ Leon Ginzbur descreveram a
doenga de Crohn (DC) em 1932 e, Wilks e Moxon descreveram a retocolite ulcerativa (RCU) em
1875 (AMERICAN GASTROENTEROLOGICAL ASSOCIATION INSTITUTE, 2006). Ambas se
apresentam como processos inflamatorios idiopaticos, crénicos e recidivantes do trato
gastrointestinal; afetando, fisica e psicologicamente, a vida dos doentes prejudicando suas relagdes
familiares e sociais (BOUMA; STROBER, 2003; PEYRIN-BIROULET et al., 2011). Apesar de
possuirem muitas similaridades, importantes diferengas clinicas e patofisiologicas as distinguem

(BOUMA; STROBER, 2003).

A DC pode afetar qualquer por¢do do trato gastrointestinal, havendo maior prevaléncia
de casos no ileo terminal, ceco, colon e a regido perianal. Esta doenca ¢ descontinua, caracterizada
pela presenca de segmentos integros entre as regides lesionadas. Enquanto a RCU caracteriza-se por
um processo inflamatério que envolve, invariavelmente, o reto e estende-se em dire¢do ascendente,
de forma continua e restrita ao célon (BAUMGART; SANDBORN, 2007, BOUMA; STROBER,

2003).

A DC compromete toda a espessura da parede intestinal, da mucosa a serosa (lesdo
transmural). A infiltracdo de linfocitos e macrofagos constituem lesdes com presenga de granulomas
em mais de 60% dos pacientes, além de ulceracdes e fibroses na camada submucosa. Por sua vez, a
RCU ¢ representada por um processo inflamatdrio que acomete somente a camada mucosa do cdlon,

que apresenta infiltragdo de leucocitos e perda de células caliciformes. Adicionalmente, podem se
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formar abcessos nas criptas, com presenca de neutrofilos e ocorréncia de ulceracdes (BOUMA;

STROBER, 2003).

Apesar da DII ser objeto de pesquisa hd varias décadas, a sua etiologia ainda ¢
desconhecida e um Unico agente ou mecanismo isolado ndo parece ser suficiente para produzir ou
desencadear a doenga. A interagdo de fatores genéticos e ambientais (estresse, dieta, uso de farmacos
anticoncepcionais e anti-inflamatorios nao-esteroidais entre outros), juntamente 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, de modo que sua etiologia ¢ considerada multifatorial
(FIOCCHI, 1998). Por meio de uma resposta imune exagerada e inapropriada da mucosa a
microbiota normal, a qual é facilitada por alteragdes na barreira epitelial intestinal ¢ mediada
principalmente por células T da mucosa, desencadeia-se uma intensa sintese e liberagdo de diferentes
mediadores pré-inflamatérios, incluindo espécies reativas de oxigénio e nitrogé€nio, eicosanoides,
fator de agregacdo plaquetaria e inimeras citocinas como TNF-a, IL-1p e IL-12. Neste sentido, esta
descrito um grande aumento na sintese, no colon, de leucotrieno B4, o qual devido sua capacidade
quimiotatica e ativadora de neutrofilos pode ser o responsavel por grande parte da destrui¢do celular
e necrose que caracterizam a DII (SHARMA; MOHAMMED, 2006). A destruicao celular e necrose,
por sua vez, ocorrem devido a atividade da fosfatase alcalina e a atividade da mieloperoxidase, assim
como da geracao de radicais livres derivados do oxigénio e do nitrogénio, os quais tém sido
implicados em diferentes fases do processo inflamatorio (CHIVA-BLANCH; VISIOLI, 2012;

HALLIWELL, 1996; SANCHEZ DE MEDINA et al., 2004).

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 colon procedentes de pacientes com esta enfermidade (LIH-BRODY et al., 1996). Este

desequilibrio se traduz em um incremento no estresse oxidativo acompanhado de uma diminuicao
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nas defesas antioxidantes fisiologicas, especialmente dos niveis de glutationa total (SANCHEZ DE

MEDINA et al., 2004).

Para evitar o processo inflamatério causado pelos multiplos fatores descritos
anteriormente, as células linfoides e os nodulos presentes na ldmina propria e na submucosa sao
modulados para evitar a entrada de patdgenos e agentes nocivos e ndo reagirem frente as bactérias
comensais e antigenos provenientes da dieta, fendmeno denominado de tolerancia oral (ANDERSEN
et al., 2012; MUKHOPADHYA et al, 2012). Sabe-se que a perda da tolerdncia oral ¢ o
desenvolvimento de resposta imune contra as bactérias nao patogénicas sdo os pontos chave para o
desenvolvimento das doengas inflamatorias intestinais, porém o motivo pelo qual isso ocorre ainda

permanece desconhecido (BOUMA; STROBER, 2003; HOU; ABRAHAM; EL-SERAG, 2011).

1.1.1 Epidemiologia

Dados epidemioldgicos demonstram que a retocolite ulcerativa ¢ mais comum que a
Doenca de Crohn, sendo que a incidéncia e prevaléncia da DII variam amplamente devido as
diferentes metodologias de estudo utilizadas, mas a maioria destes estudos mostra que a RCU sao
mais frequentes que a DC (MARSHALL, 2008). O niimero de casos de DII estd aumentando com o
passar do tempo em diferentes regides do mundo todo, indicando sua emergéncia como doenca

global (MOLODECKY et al., 2012).

As maiores incidéncias de DII foram relatadas em regides desenvolvidas, como a Europa
e América do Norte (Figura 1), onde, respectivamente afetam 2,2 milhdes e 1,4 milhdes de pessoas
(PEYRIN-BIROULET et al., 2011). Porém, a RCU e DC comegaram a aumentar em paises em que
raramente haviam sido relatados anteriormente, como India e China (COSNES et al., 2011;
MOLODECKY et al., 2012). Dados sobre a prevaléncia da DII s3o escassos, contudo valiosos. A
razao entre prevaléncia e incidéncia varia entre 6,6 e 23. A prevaléncia de DC na América do Norte e

Europa varia de 44-201 e 8-214 casos para 100.000 habitantes, respectivamente. A prevaléncia de
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casos de RCU para 100.000 habitantes, por sua vez, ¢ de 37,5-238 na América do Norte e de 21-294

na Europa (COSNES et al., 2011).

No Brasil, apesar da inexisténcia de dados epidemiologicos oficiais, a incidéncia de RCU
e da DC tem aumentado nos ultimos anos e se aproxima de niveis de paises desenvolvidos, como os

Europeus (Figura 1) (MOLODECKY et al., 2012; VICTORIA; SASSAK; NUNES, 2009).

A.

Figura 1: Prevaléncia e incidéncia combinadas de A. Doenga de Crohn e B. Retocolite ulcerativa entre os anos de 1980
¢ 2008 (MOLODECKY et al., 2012)
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Independentemente dos dados epidemioldgicos, outros aspectos importantes estdo
associados a estas doencas e seu impacto sobre a populagdo e os sistemas publicos de saude. Um
deles se baseia no alto custo envolvido no tratamento da RCU e da DC, estimado, nos Estados
Unidos, respectivamente em US$ 8.265,00 ¢ US$ 5.066,00, perfazendo um total anual aproximado
de US$ 137 milhdes (BENCHIMOL et al., 2012; KAPPELMAN; RIFAS-SHIMAN, 2008). Um
segundo fator, ¢ a caracteristica incapacitante destas doencas, que restringem os pacientes no
desenvolvimento de suas atividades didrias, como estudar e trabalhar (PEYRIN-BIROULET et al.,
2010, 2011). Terceiro, a RCU e a DC, sdo indiscutivelmente o principal fator de risco para o
aparecimento de cancer colo-retal, sendo 19 vezes maior quando comparado com a populacdo em
geral (ONKEN, 2008). A informagdes apresentadas ressaltam, por um lado, a necessidade de busca
de novas alternativas de tratamento e, por outro, a importancia da realiza¢ao de estudos tendo-se em
vista o maior entendimento da fisiopatologia da DII e a pesquisa de novos alvos farmacoldgicos com

consequente ampliagdo das possibilidades de estabelecimento de novas estratégias terapéuticas.

1.1.2 Terapéutica atual

A terapéutica atualmente utilizada para o tratamento da doenca inflamatoria intestinai inclui
um grande numero de farmacos, dentre os quais estdo os aminossalicilatos (sulfassalzina),
glicocorticoides (prednisolona) e imunossupressores (azatioprina) (YAMAMOTO-FURUSHO, 2007)
e a terapia bioldgica, tais como anticorpos monoclonais anti-TNFa (infliximab) (MORRISON, 2009;
PLEVY; TARGAN, 2011). Infelizmente, a terapéutica disponivel ndo representa a cura para a DII,
sendo que os farmacos disponiveis ou possuem sérios efeitos colaterais, como os corticosteroides,
e/ou sdo de alto custo, como por exemplo, o infliximab. Tais fatores limitam imensamente sua
utilizagdo, além de existirem pacientes que ndo respondem a nenhum dos farmacos existentes

(BENCHIMOL et al., 2012).
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No Brasil, os medicamentos mais utilizados no tratamento destas doencas s3o os
aminossalicilatos e os glicocorticoides, ¢ menos frequentemente, os imunonossupressores ou a

terapia biologica (BIONDO-SIMOES et al., 2003; VICTORIA; SASSAK; NUNES, 2009).

Os elementos citados acima indicam que a necessidade da pesquisa de novos compostos que
possam potencializar o efeito dos farmacos, diminuir a dose administrada e consequentemente o
risco da ocorréncia de efeitos colaterais. Tal pesquisa deve ser conduzida por analises macroscopicas

e bioquimicas, tais como determinagdo de fatores inflamatorios e antioxidantes.

Além disso, a pesquisa de novos produtos ativos na DII vem sendo realizada por meio de
diferentes estratégias, principalmente pela avaliagao de produtos naturais com atividade antioxidante
e anti-inflamatoria (LUCHINI et al., 2008; ROMIER et al., 2009; WITAICENIS; SEITO; DI STASI,
2010; WITAICENIS et al., 2012), assim como produtos prebidticos e/ou probidticos (FRUET et al.,
2012; HOU; ABRAHAM; EL-SERAG, 2011; SCARMINIO et al., 2012). Portanto, a terapéutica
atual associada a boa alimentacdo também pode ser um ponto crucial para a recuperacdo ou para a
formacao do processo inflamatério intestinal, pois alimentos podem auxiliar na patogénese da DII
(ANDERSEN et al., 2012; FERGUSON et al., 2007), como também podem auxiliar em sua remissao

(FRUET et al., 2012; ROMIER et al., 2009; SCARMINIO et al., 2012; WITAICENIS et al., 2010).

Como ja foi descrito, radicais livres causam dano tecidual em pacientes com DII; de fato,
foi demonstrado que os corticoides e a sulfassalazina possuem efeito anti-inflamatério intestinal e
também inibem a formagdo de espécies reativas de oxigénio, contudo ambos causam inumeros
efeitos colaterais (CRONSTEIN; KIMMEL, 1992; MIYACHI et al., 1987). No entanto, inimeras
substancias provenientes de plantas medicinais possuem atividade anti-inflamatoria intestinal e
atividade antioxidante sem evidéncia de toxicidade, auxiliando na prevencdo e cicatrizacdo do
processo inflamatorio intestinal. Dentre elas podem ser destacados os flavonoides e seus derivados,
como a quercetina (MEDINA et al.,, 1996) e a epicatequina (VASCONCELOS et al., 2012);

cumarinas e seus derivados, como a 4-metil-hidroxicumarina, 4-meil-esculetina, esculetina
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(LUCHINI et al., 2008; WITAICENIS; SEITO; DI STASI, 2010; WITAICENIS et al., 2012) ¢ a

pepalantina (DI STASI et al., 2004).

Outra estratégia terapéutica € a associagdo de alimentos que modulam o sistema imune e
a microbiota intestinal, como probidticos e prebidticos (FRUET et al., 2012; SCARMINIO et al.,
2012). Os prebioticos, resistentes a digestdo no trato gastrointestinal, sd3o substratos para a
fermentagdo anaerdbica da microbiota intestinal, processo que gera a producgdo de acidos graxos de
cadeia curta, os quais podemos citar o acetato, propionato e butirato. O butirato ¢ um importante
fator para a manutencdo do funcionamento saudavel da mucosa coldnica, pois ¢ a maior fonte

energética dos colonocitos (FRUET et al., 2012).

A DII também pode ser influenciada por estresse psicologico, pois o estresse afeta o
sistema imune, aumentando o risco de DII. Devido a essas caracteristicas, plantas denominadas
adaptogenas sdo possiveis candidatas para a prevengdo e cura da DII, visto que os adaptdogenos
aumentam a capacidade do organismo de se adaptar contra fatores estressantes, prevenindo assim

danos ao individuo (PANOSSIAN; WIKMAN; WAGNER, 1999).

Os adaptdégenos representam uma fonte em potencial de novos produtos
farmacologicamente ativos para terapéutica da DII, pois seu mecanismo de agdo € parcialmente
associado com o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA), cuja hiperativagdo resulta em varios
estados fisiopatologicos, incluindo a DII (CAPURON; MILLER, 2011). De fato, o eixo HHA
associado ao eixo simpatico-adrenal medular modula os fatores de secrecdo, absor¢ao e defesa do
intestino e este complexo sistema transmite sinais ambientais que sdo produzidos pelo estresse ao
intestino, tendo, portanto, importante papel na DII. Apesar da relagdo entre estresse e DII ser ainda
limitada, reconhece-se que o estresse afeta o sistema imune, o sistema neuroendocrino e o epitélio
intestinal, liberando citocinas préinflamatorias e neuropeptidios, os quais alteram o epitélio intestinal

induzindo a recidiva da DII (NIESS et al., 2002).
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Com base nestas informagdes e por ser considerada no Brasil a sucedanea do Panax
ginseng (ginseng) que ¢ provavelmente a mais popular ¢ bem conhecida planta medicinal
documentada até hoje e considerada umas das mais importantes espécies adaptdogenas utilizadas

(RATES; GOSMANN, 2002), a espécie Pfaffia glomerata foi selecionada para o presente estudo.

1.2 Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen

O termo ginseng pode se referir a diversas plantas diferentes. O ginseng da Coreia,
Panax ginseng C.A. Meyer, ¢ considerada a espécie tipica; entretanto outras espécies correlatas
podem ser chamadas por ginseng, seja por pertencer ao mesmo género, ou ter caracteristicas
morfologicas e quimicas semelhantes, ou ainda possuir semelhantes efeitos biologicos (RATES;

GOSMANN, 2002).

As espécies conhecidas como ginseng sdo usadas hd milhares de anos na medicina
tradicional chinesa como revigorantes, imunorreguladoras, anti-estresse e anti-idade (BLOCK;
MEAD, 2003; WANG; YUAN, 2008 apud LEMMON et al., 2012). O ginseng ¢ utilizado para
aumentar a resisténcia contra o estresse fisico, quimico e/ou bioldgico, proporcionando maior

longevidade ao individuo (CHRISTENSEN, 2009).

O ginseng pode ser nativo da Coreia ou China (Panax ginseng), do Himalaia (Panax
pseudo-ginseng), do Vietnam (Panax vietnamensis), do Japao (Panax japonicus), ou da América do
Norte (Panax quinquefolium ou Panax quinquefolius)(KITTS; HU, 2000). No Brasil, a Paffia
paniculata ¢ o substituto verdadeiro do ginseng, contudo ¢ comum a comercializagdo da Pfaffia
glomerata como sua adulterante; tal fato ocorre devido as semelhangas morfologicas entre as plantas
(GOSMANN et al., 2003; RATES; GOSMANN, 2002; VIGO et al., 2004). A diferenciagao entre as
espécies torna-se importante, pois as diferengas na composi¢do quimica conferem efeitos

farmacoldgicos e toxicoldgicos distintos entre as duas espécies (RATES; GOSMANN, 2002).
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Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen ¢ uma planta medicinal pertencente a familia
Amaranthaceae, que ¢ conhecida como “para tudo”, “fafia”, “suma” ou “corango”. Esta espécie pode
se apresentar como um arbusto ereto, com ramos esguios € pouco ramificados, ou ainda podem
apresentar-se mais robustas ¢ com muitas folhas, caso tenham sido cultivadas apropriadamente
(Figura 2). A raiz tem espessura e comprimento que variam de acordo com a idade da planta, seu
formato também varia de formas encurvadas, torcidas e espiraladas até a tipica forma humanoide, de
forma similar ao Panax ginseng (VIGO et al., 2004). Foram descritas aproximadamente 90 espécies
do género Pfaffia na América Central e do Sul, das quais 27 estdo distribuidas pelo Brasil
(TANIGUCHI et al., 1997). Dentre todas as espécies citadas, a P. glomerata, P. paniculata e P.
iresinoides sdo usadas em substituicdo do Panax ginseng e¢ sdo chamados “ginseng brasileiro”

(SHIOBARA et al., 1992).

A. B. C.

Figura 2: Coleta de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen no CPQBA. A. Partes aéreas da planta, B. Flores, C. Raizes.
Fotografias tiradas por Costa e Tanimoto, 2011.

Raizes de P. glomerata sdo utilizadas para tratamento de diabetes e como tdnicas pela
medicina popular brasileira (NAKAMURA et al., 2010). Extratos hidroalcodlicos das raizes foram
descritos como gastroprotetor (FREITAS et al., 2004), antioxidante (DE SOUZA DANIEL et al.,
2005), anti-edematogénico (TEIXEIRA et al., 2006), anti-nociceptivo (FREITAS et al., 2009), anti-
inflamatorio, analgésico (NETO et al., 2005), além de melhorar o processo de aprendizagem e
memoria de camundongos idosos apds tratamento cronico (MARQUES et al., 2004). MENDES e

CARLINI (2007) destacaram que a P. glomerata e P. paniculata estdo entre as plantas mais
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utilizadas, popularmente, como tonicas e afrodisiacas e possuem grande potencial adaptogénico, mas

apesar disso sdo pouco descritas na literatura.

Até onde se conhece, as raizes possuem em sua constituicdo fitoquimica os seguintes
compostos: acido famérico, acido glomérico, acido oleanodlico, ecdisterona, rubrosterona, -D-
glicopiranosil-oleanolato, fafianol A, fafiaglicosideo e seus derivados (NAKAMURA et al., 2010;
SHIOBARA et al., 1993), sendo que a ecdisterona ¢ um importante marcador na diferenciagao
interespecifica entre a P. glomerata ¢ a P. paniculata, pois este composto esta presente somente na P.

glomerata (SHIOBARA et al., 1993).

Em vista das indicagdes de uso popular de P. glomerata, das propriedades
farmacoldgicas ja descritas e a caréncia de informagdes na literatura, estudos adicionais com esta
espécie, no campo de pesquisa da DII, tornam-se de grande relevancia na busca por novos produtos

farmacologicamente ativos.
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2 Objetivos
Avaliar a atividade anti-inflamatoria intestinal da fragdo butandlica de Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen, sobre o modelo de doenca inflamatdria intestinal induzida por acido 2,4,6-

trinitrobenzenosulfonico (TNBS) em ratos.
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3 Material e métodos

3.1 Obten¢io da planta

A coleta das raizes da Pfaffia glomerata foi realizada no Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) em Campinas-SP, no dia 23 de setembro de
2011 sob a supervisao do Dr. Ilio Montanari Junior. Uma exsicata da planta ¢ mantida no herbario da

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), cujo nimero do voucher ¢ CPQBA 0238.

Apds coleta, o manejo do material vegetal foi realizado no Laboratorio de
Fitomedicamentos do Departamento de Farmacologia da UNESP/IB-Botucatu. As raizes (4,75 Kg)
de P. glomerata foram lavadas sob agua corrente, trituradas grosseiramente com o auxilio de um
liquidificador industrial e secas em estufa com circulagdo de ar (45 °C, por 4 dias). Apos a secagem,
as raizes foram trituradas em moinho de facas, sendo que o po6 resultante (1,801 Kg) foi

acondicionado em embalagem de papel e armazenado ao abrigo da luz e umidade.

3.2 Obtencao do extrato vegetal

As raizes secas e trituradas foram submetidas a extracdo por maceragao utilizando
metanol 70% como liquido extrator. Onde as mesmas foram previamente intumescidas com metanol
70% e mantidas em maceracao por 48h (1:4, Kg/L). O material resultante foi filtrado em papel de
filtro com auxilio de vacuo e o processo de maceragao repetido por mais trés vezes, em ciclos de 24h.
As solugdes resultantes foram rotaevaporadas em pressdao reduzida (45 °C) e o residuo aquoso
liofilizado. O po resultante da liofilizacdo (EPg) foi pulverizado em almofariz, transferido para vidro

tarado e adequadamente armazenado ao abrigo da luz e umidade.

Uma aliquota do EPg (200,0 g) foi solubilizada em 500 mL de agua. Em seguida,
realizaram-se partigdes sucessivas (Extracdo Liquido-Liquido - ELL) com n-BuOH (1:1 v/v, 2x),

obtendo-se duas fragdes com polaridades distintas: fracdo butanolica (FrBuOH) e fragdo aquosa
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(FrAq). Cada uma destas fracdes foi concentrada em rotaevaporador e liofilizada para completa
remocao do solvente. Os pds resultantes foram transferidos para recipientes de vidro pesados e

igualmente armazenados ao abrigo de luz e umidade.

3.3 Caracterizacao fitoquimica qualitativa

O EPg foi submetido a prospecgdo fitoquimica qualitativa, a fim de obter informacgdes
preliminares acerca dos principais grupos de metabdlitos secundérios presentes. Esta abordagem tem
por base a observacao de reacdes quimicas que resultam no desenvolvimento de coloragdo e/ou
precipitado caracteristicos para algumas classes de substincias. Dessa maneira, os testes visaram a
verificacdo da presenca — ou auséncia — de compostos fendlicos, flavonoides, antocianinas, taninos,
quinonas, cumarinas, terpenoides, glicosideos cardiotonicos, alcaloides, saponinas e glicosideos

cianogénicos (MATOS, 2009; WAGNER et al., 1984).

3.4 Identificacio de ecdisterona por cromatografia de camada delgada

Complementarmente, o EPg e a FrBuOH foram caracterizados por Cromatografia em
Camada Delgada. Para isso, cerca de 15 mg das amostras foram dissolvidos em 1 mL de MeOH 70%
e estas aplicadas com auxilio de capilar em cromatoplacas de aluminio recobertas por silica gel 60
(0,22 u, de espessura, Fysq). A fim de evidenciar a presenga de ecdisterona foi realizada uma CCD
(n-BuOH:AcOEt:HAc:H,0 - 4:1:0,6:0,5, v/v) seguindo as condigdes descritas por FLORES et al.
(2009). A visualizagdo da placa foi realizada por nebulizacao de anisaldeido/H,SO4 e observagao sob

luz UV-Vis ap6s aquecimento.

3.5 Determinac¢io da atividade sequestradora de radicais livres

A atividade sequestradora de radicais livres foi avaliada segundo as metodologias de BLOIS



Material e métodos

(1958) e BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET (1995), com adaptagdes para microplaca de
96 pogos. O procedimento consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-
1-picril-hidrazila (DPPHe¢), de coloracdo purpura, que absorve a 517 nm. Por acdo de uma substancia
antioxidante ou outra espécie radicalar, o DPPHe ¢ reduzido, formando difenil-picril-hidrazina, de
coloragdo amarela, com consequente desaparecimento da absor¢ao. O monitoramento do decréscimo
da absorvancia apos a reagdo fornece a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de
radicais livres (ou a porcentagem de DPPHe remanescente no meio reacional).

As medidas foram feitas em espectrofotometro UV-Vis (Power wave 340, Bio-TEK) no
comprimento de onda 517 nm. Solugdes aquosas do EPg foram preparadas nas concentragdes de
0-900 pg/mL. Em cada cavidade da microplaca adicionou-se 100 puL das amostras-testes, 200 uL. da
solucdo de DPPH (40 pg/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 que o acido gélico foi usado como padrao positivo (0—3 pg/mL) para fins de comparacao.
Decorrido o periodo de incubagdo, realizou-se a leitura espectrofotométrica em 517 nm. Os testes
foram realizados em triplicata. O percentual de atividade sequestradora de radicais livres (ASRL) ¢
entdo determinado com base no decaimento da absorvancia das amostras e do controle, segundo a

equacao:

Aamostra

ASRL = Ac — x100

onde:
Ac = M¢édia da absorvancia do controle (DPPH + 4gua)

Aamostra = Média da absorvancia da amostra (ou padrao) analisada

Em seguida, os dados encontrados foram expressos na forma de Concentragdao Eficiente

(CEsp), ou seja, quantidade necessaria para reduzir a concentragdo de DPPH em 50%. Para isso, foi
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registrada a curva exponencial de primeira ordem, plotando-se na abscissa as concentragcdes da

amostra (ug/mL) e na ordenada a ASRL.

3.5.1 Determinacao do teor de fenois totais

O doseamento de compostos fenolicos totais no EPg foi realizado empregando-se o método
com o reagente de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999),
adaptado para microplaca de 96 pocos. O reagente ¢ constituido por uma mistura dos 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 oxidagdao média destes metais fica entre 5-6, adquirindo coloragdo 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. Solucdes aquosas do EPg foram preparadas nas concentragdes de
0-10.000 pg/mL. Em cada cavidade da microplaca adicionou-se 50 puL de agua, 12,5 pL 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 incubagdo, adicionou-se 125 pL. de Na,COs 7% e uma
incubagdo adicional de 1,5 h ao abrigo da luz. Em seguida, realizou-se a leitura em 750 nm. O
composto acido gélico foi usado como controle (0-3 pg/mL). Os testes foram realizados em
triplicata. O teor de fenois totais (FT) é determinado por interpolagdo da absorvancia da amostra-
teste contra a curva de calibragdo construida com 4cido galico e expresso como mg de EAG

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

[F]x1000
[4]

onde:

FT: teor de fenois totais
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[F]: concentracdo de fendis da amostra-teste (pg/mL), obtida pela leitura da absorvancia
da amostra e posterior interpolagdo da [ | pela curva de calibragdo do padrao

[A]: concentracdo da amostra-teste (pg/mL)

3.6 Animais

Ratos Wistar machos (180 a 220g, n = 7) provenientes da ANILAB Animais de
Laboratorio Criagcdo e Comércio LTDA, aclimatados as condi¢des do biotério do Laboratorio de
Fitomedicamentos do Departamento de Farmacologia por pelo menos cinco dias antes dos
procedimentos experimentais, sob temperatura (21 = 2 °C) e ciclo claro-escuro (12 horas)
controlados. Os animais foram pesados diariamente e alimentados com rag¢io Presence® peletizada
com controle diario e agua ad libitum. Todos os experimentos obedeceram aos protocolos
experimentais n° 42/04-CEEA submetidos e aprovados pela Comissio de Etica em Experimentacio

Animal, do Instituto de Biociéncias da UNESP - Botucatu.

3.7 Processo inflamatdrio intestinal induzido por TNBS em ratos

Os estudos foram feitos com os seguintes grupos experimentais:

e Grupo branco: animais sem indu¢do do processo inflamatério Intestinal e sem
tratamento

e Grupo controle: animais com indu¢do do processo inflamatdrio intestinal e sem
tratamento

e QGrupos experimentais: animais com indugdo do processo inflamatorio intestinal e
tratados com fragao butanoélica de Pfaffia glomerata nas doses de 25 mg/Kg (P25), 50

mg/Kg (P50), 100 mg/Kg (P100), 200 mg/Kg (P200) ou 400 mg/Kg (P400).
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3.7.1 Atividade anti-inflamatoria preventiva da Pfaffia glomerata

A indugdo do processo inflamatério foi realizada pelo método descrito por MORRIS et al.
(1989), com as seguintes modificagdes. Os animais foram tratados de acordo com as doses dos
grupos experimentais descritos anteriormente (P25 a P400, grupo controle negativo recebeu salina
(veiculo)) 96, 72, 48, 24 e 2 h antes da inducdo do processo inflamatério intestinal. Os animais foram
submetidos a um periodo de jejum de 24 h e anestesiados com halotano imediatamente antes da

indugao.

Em seguida, foi realizada a administragdo intracolonica de 0,25 mL de uma solugdo de
10 mg de acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfonico (TNBS) em etanol a 50% (v/v). A administracdo foi
realizada com a ajuda de um cateter de 2 mm de diametro, que foi introduzido pelo anus até uma
distancia de 8 cm. Os animais foram mantidos de cabega para baixo desde 0 momento da instilagio
da solucdo até a recuperagao da anestesia. Os animais do grupo branco foram submetidos a0 mesmo
procedimento, mas com a administracdo de solug¢do salina em substituigdo ao TNBS. Todos os
animais foram mortos 48 horas apos a inducao do processo inflamatorio, de acordo com o seguinte

esquema:
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3.7.2 Atividade anti-inflamatoria curativa da Pfaffia glomerata

A indugdo do processo inflamatdrio também foi realizada através do método descrito por
MORRIS et al. (1989) seguindo as mesmas especificagdes do modelo anterior com as seguintes
modificagdes: os animais receberam sete tratamentos de acordo com as doses dos grupos
experimentais descritos anteriormente (P25 a P400, grupo controle negativo recebeu salina (veiculo));
sendo que o primeiro tratamento foi realizado 2 h ap6s da inducao do processo inflamatério intestinal

e os demais em intervalos de 24 h.

Apds 24 h do ultimo tratamento, todos os animais foram mortos para a avaliacdo do

processo inflamatorio intestinal, de acordo com o esquema:

3.7.3 Avaliacio do processo inflamatorio intestinal
Durante o periodo de manipulag¢do, os animais foram avaliados quanto ao consumo de

ragdo, evolucao do peso corporeo e presenga de diarreia.

Apds a morte dos animais, os colons foram extraidos e analisados quanto aos danos

intestinais, considerando-se pardmetros macroscopicos e bioquimicos.

3.7.4 Avaliacio macroscopica
Na andlise macroscopica foram avaliados: a relagdo entre o peso e o comprimento do

colon, a existéncia de aderéncias entre o intestino e 6rgdos adjacentes e a andlise da severidade,
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extensdo e caracteristicas do dano intestinal, de acordo com uma escala descrita previamente por
BELL; GALL; WALLACE (1995)(Tabela 1). Apos a analise macroscopica, o colon foi dividido em

fragmentos longitudinais para analises bioquimicas.

Tabela 1: Critérios de avaliagao da severidade e da extensdo de lesdes no colon.

Escala Critério

Sem danos

Hiperemia, sem ulceras.

Ulcera linear sem inflamagéo significante

Ulcera linear com inflamagdo em um sitio

Dois ou mais sitios de ulceracdo/inflamacgéo

Dois ou mais sitios de ulceracdo e inflamag@o ou um sitio de inflamag@o maior que 1 cm ao longo
da extensao do co6lon

6-10 Se o dano cobrir mais que 2 cm ao longo da extensdo do célon (a escala é aumentada em 1 ponto
para cada centimetro adicional)

DN AW —=O

3.8 Analises bioquimicas

3.8.1 Atividade da mieloperoxidase

A determinagdo da atividade da enzima mieloperoxidase em amostras de colon de ratos
apos a avaliagdo do processo inflamatorio intestinal induzido por TNBS foi realizada pelo método de
KRAWISZ; SHARON; STENSON (1984). Os resultados foram expressos em média = E.P.M. de
unidades de mieloperoxidase por grama de tecido (U/g de tecido), onde 1 unidade de MPO ¢ definida
como aquela que degrada 1 umol de peroxido de hidrogénio por minuto a 25 °C. A atividade da

mieloperoxidase ¢ utilizada como marcador de infiltragdo neutrofilica.

3.8.2 Determinacio do conteudo de glutationa total

A quantificacdo de glutationa total em amostras de colon coletadas apds a morte dos
animais que foram imediatamente armazenadas em 1 mL de &cido tricloro acético (TCA) foi
realizada pelo método descrito por ANDERSON (1985). O protocolo ¢ baseado na oxidacao da

glutationa reduzida (GSH) presente em uma amostra para a sua forma oxidada (GSSG), através da
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incubagdo da amostra com o acido ditiobisnitrobenzoico (DTNB). O DTNB reduzido adquire uma
colora¢do amarelada, que pode ser determinada por espectrofotometro em comprimento de onda de
412 nm. A GSSG gerada ¢ reduzida por acdo da enzima glutationa redutase na presenca de NADPH.
A GSH formada se oxida novamente, gerando assim, um ciclo, no qual a velocidade de reducao do
DTNB ¢ proporcional a quantidade total de glutationa (GSH + GSSG). Os resultados foram
expressos em média = E.P.M. de nmoles de glutationa total por grama de tecido (nmoles de

glutationa/g de tecido).

3.8.3 Determinacio de proteinas totais e da atividade da fosfatase alcalina

A determinagao do contetido de proteinas totais e da atividade da fosfatase alcalina foi
realizada pelos métodos cléassicos descritos por SMITH; HARRIS; PETERS (1984) e BESSEY;
LOWRY; BROOK (1946), respectivamente. @A  determinacdo de  proteinas foi
espectrofometricamente determinada a 562 nm e foi realizada pela reagdo de acido bicinchoninico e
sulfato de cobre que forma coloragdo roxa ap6s incubacdo a 37 °C por 25 minutos. A determinacao
de fosfatase alcalina foi realizada através do uso de p-nitrofenilfosfato dissddico como substrato na
presenca de tampdo glicina 50 mM (pH 10,5) com 0,5 mM de MgCl, que adquire coloragdo
amarelada ap6s incubacdo a 37 °C por 25 minutos, que ¢ detectada a 405 nm. O calculo da fosfatase

alcalina ¢ baseada na quantidade de proteinas totais e expressa em mU/ mg de proteina.

3.9 Analise estatistica

Dados paramétricos estdo expressos na forma de média = erro padrdo da média e foram
submetidos a analise de varidncia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste a posteriori de multiplas
comparagdes de Dunnett ou a analise de variancia de duas vias, seguida pelo teste a posteriori de
multiplas comparagdes de Bonferroni. Dados nao paramétricos estao expressos na forma de mediana

(range) ¢ submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste a posteriori de Dunn. As
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propor¢des foram comparadas pelo teste exato de Fisher. Todas as andlises foram feitas pelo
software GraphPad Prism® com nivel de significAncia minimo de p < 0,05 comparados ao grupo

controle.
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4 Resultados e discussio

A etiopatologia da DII ndo estd totalmente elucidada, além da interacdo entre fatores
genéticos e ambientais, juntamente com a microbiota intestinal e a presenca de radicais livres
(BOUMA; STROBER, 2003; FIOCCHI, 1998), ha evidéncias crescentes do envolvimento do
estresse psicologico e doengas relacionadas aos fatores psicologicos, tais como depressdo e
ansiedade, na DII. Tais evidéncias justificam-se, pois fatores emocionais podem afetar o sistema
imune e alterar a susceptibilidade as doencas. Devido a essas caracteristicas, plantas denominadas
adaptogenas sdo possiveis candidatas para a prevengao e cura da DII. Os adaptégenos aumentam a
capacidade do organismo de se adaptar contra fatores estressantes, prevenindo assim danos ao

individuo (PANOSSIAN; WIKMAN; WAGNER, 1999).

O Brasil possui uma vasta gama de plantas com propriedades adaptogenas (MENDES;
CARLINI, 2007), dentre elas pode-se citar a Pfaffia glomerata, popularmente conhecida como

“ginseng-brasileiro” ou ainda “para-tudo” (RATES; GOSMANN, 2002).

A coleta de Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen forneceu 4,75 Kg de material fresco,
que apos secagem em estufa de circulagdo de ar resultou em 1,801 Kg. Um quilograma de planta foi
utilizado para preparo de extrato hidroalcoodlico por maceracdo, o que resultou em 316,269 g

(31,63 %) de extrato liofilizado.

Os liquidos extratores mais utilizados para preparo de extrato de Pfaffia sp sdo solugdes
hidroalcoolicas, principalmente metanol e etanol misturados a agua. O percentual de alcool:agua (v:v)
varia de 60 % (DE-PARIS et al., 2000; GOSMANN et al., 2003) até uso de alcool puro (BOUZADA
et al., 2009). Pode-se observar na literatura que os maiores rendimentos foram obtidos com alcool 70%
(FREITAS et al., 2009), contudo seu rendimento ainda apresenta variacdo importante, sendo esta de
19 a 64,1 % do peso da planta seca (FREITAS et al., 2009; NETO et al., 2005). Apesar de tal
variacdo, foi utilizado uma solu¢do de metanol:agua (7:3, v:v) para preparo de EPg, de onde foi

obtido um rendimento total de 31,63 % do peso da planta seca.
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Ap6s o preparo do EPg, foi realizada uma prospecgao fitoquimica qualitativa do extrato.
Os resultados obtidos demonstraram que o EPg contém essencialmente triterpenos € saponinas, €
indicios da presenca de compostos fendlicos, flavonoides e alcaloides, o que esta em concordancia
com os dados da literatura (FLORES et al., 2009; NAKAMURA et al., 2010; SHIOBARA et al.,

1993). As demais classes de substancias investigadas ndo foram detectadas (Tabela 2).



Tabela 2: Prospecg¢ao fitoquimica qualitativa do EPg.
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Classe de compostos Ensaio Tipo de observacao EPg
Compostos fenolicos
FeCl; 5% Precipitado ¢/ coloragdo variavel entre azul +
e verde
Flavonoides
AlCl; 5% Intensificacdo de fluorescéncia e cor +
verde-amarelada
Taubock Fluorescéncia amarela- esverdeada +
Shinoda Colorag¢ao roseo-avermelhada +
Pew Coloracao vermelha-violeta -
Pacheco Coloragao avermelhada +
Taninos
Gelatina 2% Precipitado floculoso -
FeCl3 5% Coloragdo azul (taninos hidrolisaveis) ou -
coloracdo verde (taninos condensados)
Pb(AcO), Precipitado esbranquicado -
Cu(AcO), -
Antraquinonas
Borntriger Coloragao réseo-avermelhada na fase -
inferior
Cumarinas
KOH 10% Fluorescéncia azul-esverdeada em -
exposi¢do a luz UV (360 nm)
Terpenoides
Liebermann-Buchard  Anel azul-esverdeado (esteroide) ou roseo  +++
(triterpeno) (triterpeno)
Saponinas
Agitacdo Espuma persistente e resistente a adigdo de +++
acido
Alcaloides
Hager Precipitado caracteristico +
Mayer Precipitado caracteristico -
Bertrand Precipitado caracteristico -
Dragendorff Precipitado caracteristico -
Bouchardat/Wagner  Precipitado caracteristico -
Sonnenschein Precipitado caracteristico -
Murexida Precipitado caracteristico -
Glicosideos cianogénicos
Guignard Coloragao rosa do papel -

Os sinais (1) e (-) indicam, respectivamente, a presenga ou auséncia do grupo de substancia investigada.
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E importante destacar a presenga de outros compostos secundarios como flavonoides e
compostos fendlicos, pois estes apresentam importantes agdes bioldgicas. Todavia, estudos na
literatura realizados com espécies de Pfaffia dao destaque as saponinas, aos fitoesterois e
triterpenoides; como descrito por autores que apontam as saponinas como compostos ativos do
ginseng (RATES; GOSMANN, 2002). Até onde se sabe, os trabalhos mostram que as raizes
possuem em sua constitui¢ao fitoquimica os seguintes compostos: acido famérico, acido glomérico,
acido oleandlico, ecdisterona, rubrosterona, -D-glicopiranosil-oleanolato, fafianol A, fafiaglicosideo

e seus derivados (NAKAMURA et al., 2010; SHIOBARA et al., 1993).

Tendo em vista a relevancia destes constituintes nos efeitos terapéuticos observados nos
extratos de ginseng brasileiro, foi realizado o fracionamento por particdo do EPg a fim de ser obtida
uma frag¢do enriquecida em saponinas ¢ terpenoides de Pfaffia. Para isso, uma aliquota de 200 g do
EPg foi submetida ao fracionamento por extragdo liquido-liquido (particionamento) com n-butanol e
agua. As fracdes resultantes butanodlica (FrBuOH) e aquosa (FrAq), renderam 16,18 g (8,09 %) e
183,82 g (91,91 %), respectivamente. FREIRE et al. (2005) realizaram processo de particionamento
semelhante ao utilizado neste trabalho e obtiveram um rendimento da fragdo butandlica de seu

extrato de 5,4 %; neste estudo, entretanto houve um rendimento total de 8,09 % de fra¢ao butanolica.

Observa-se que na fragdo FrBuOH proveniente da extracao liquido-liquido houve a
concentracao de saponinas e terpenoides, conforme esperado. Além disso, dentre as bandas reveladas,
a de Rf = 0,78 ¢ caracteristica da observada por FLORES et al. (2009) e VIGO et al. (2004) para a

presenca da ecdisterona no EPg (G) e FrButOH (G) (Figura 3).
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0,78

Figura 3: Anadlise por CCD do EPG (G;) e FrButOH (G,). Silicagel (60 F254 nm, 0,22 pum). Fase movel: n-
BuOH:AcOEt:HAc:H,O - 4:1:0,6:0,5 v/v. Visualizac¢do: nebulizagdo com anisaldeido/H2SO4 seguido de aquecimento (100° C).

A ecdisterona, também chamada de ecdisona, ¢ um importante marcador na
diferenciagdo entre a P. glomerata e P. paniculata, pois este composto esta presente somente na P.
glomerata (SHIOBARA et al., 1993; VIGO et al., 2004). A identificagdo deste composto ¢ utilizada
como controle de qualidade de comercializagdo de P. glomerata, tendo em vista que esta ¢
comercializada como P. paniculata ou ambas sdo vendidas em conjunto, caracterizando uma fraude
(VIGO et al., 2004). Dessa forma, a identificacdo de ecdisterona ¢ de grande relevancia para
confirmacdo da identidade da espécie, bem como para a caracterizacdo do extrato vegetal obtido. A
ecdisterona também ¢ descrita por possui acdo sequestradora de radicais livres (DE SOUZA

DANIEL et al., 2005).

E amplamente descrito que os radicais livres exercem efeitos deletérios por oxidagdo de
moléculas essenciais ao organismo, tais como lipidios, proteinas, carboidratos ¢ DNA (EVANS;
HALLIWELL, 2007). Os radicais livres podem também induzir dano oxidativo em membranas
celulares, tecidos e enzimas, o que pode levar a diversas doengas, como aterosclerose, doengas
neuroldgicas, cancer e outras (NIKI, 2012). Portanto, a investigacdo da avaliagdo sequestradora de
radicais livres de plantas medicinais torna-se de extrema importancia. No entanto, avaliar tal
atividade torna-se dificil se se considerar a falta de um bom biomarcador in vivo (CHIVA-BLANCH;

VISIOLI, 2012); devido a isto neste estudo foi avaliada a atividade sequestradora de radicais livres
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de EPg e a quantificagdo de fendis totais presentes no EPg e na FrBuOH in vitro para auxiliar na

elucidagdo dos resultados obtidos nos experimentos de DII.

A FrBuOH mostrou fraca atividade sequestradora de radicais livres (ECsy = 6,88 mg/mL)

em comparagdo ao controle acido gélico (ECso = 1,89 pg/mL).

Outra maneira de diminuir a formagdo de radicais livres ou neutralizar seus efeitos
deletérios em processos fisiopatoldgicos, como na inflamag¢do (FERRER; MORENO, 2010), ¢
através da ingestdo de substancias com potente acdo antioxidante (LUCHINI et al., 2008), como os

polifenois (CHIVA-BLANCH; VISIOLI, 2012).

Os polifendis também sdo anti-inflamatérios; estimulam vias de sinalizacdo celulares
relacionados ao estresse, que por sua vez aumentam a expressdo de genes que codificam genes
citoprotetores, ativando por fim enzimas de fase II; ¢ modulam a microbiota intestinal (CHIVA-
BLANCH; VISIOLI, 2012). Os doseamentos de fenois totais realizados com o EPg e a FrBuOH
demonstraram teores de 3,19 mg de equivalente de acido gélico (EAG)/g de extrato e 1,85 mg de

EAG/g de fracdo, respectivamente.

Quanto a avaliagdo da atividade anti-inflamatoria da FrBuOH, a administragcao
intracolonica de TNBS resultou em inflamagdo no epitélio colonico, que pode ser evidenciada apds
48 horas como uma lesdo necrdtica na camada mucosa, que se estendeu de 2,7 a 4,6 cm ao longo do
colon, e promoveu a ocorréncia de espessamento e hiperemia na parede intestinal. Esses parametros
foram analisados e expressos na forma de escore e relagdo peso/comprimento. O processo

inflamatoério intestinal também causa aderéncia entre os 6rgaos adjacentes ao colon e diarreia.

Dois dias ap6s a indugdo da inflamagdo intestinal, os animais foram mortos e os colons
foram retirados. As avaliagdes dos fatores macroscopicos demonstraram que o tratamento com a
FrBuOH nas doses de 25 (P25), 50 (P50), 100 (P100) ou 200 (P200) mg/Kg ndo foram capazes de

diminuir o escore macroscopico, extensdo da lesdo, relacdo peso/comprimento e nem a diarreia. A
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unica dose capaz de diminuir a aderéncia entre os orgdos adjacentes ao colon foi a dose de 400

mg/Kg (P400), as demais ndo diminuiram a aderéncia e nem a diarreia (Tabela 3).

Tabela 3: Avaliagdo dos parametros macroscopicos dos efeitos da FrBuOH nas doses de 25, 50, 100, 200 ou 400
mg/Kg no modelo experimental preventivo de doenca inflamatoria intestinal induzida por TNBS em ratos.

Escore Extensao da Relacio . . .
.. - . Diarreia Aderéncia
Grupo  Macroscopico Lesao Peso/comprimento o/ ¢ o/ \C
(0-10 (range))* (cm)® (mg/cm)® (%) (%)
Branco 0 * 0 ** 91,545+4,70 ** 0 e 0
Controle 8 (6-9) 3,07+0,34 162,88+8,08 100,00 100,00
P25 10 (9-10) 3,95+0,29 156,60+8,54 100,00 71,43
P50 8 (7-10) 4,15+0,45 157,44+3,50 100,00 57,14
P100 8(7-9) 3,93+0,33 149,52+4,57 100,00 85,71
P200 8(7-9) 3,96+0,42 148,16+11,13 100,00 100,00
P400 10 (7-10) 4,04+0,33 174,8043,15 100,00 28,57 *

* Os valores de escore estdo expressos em mediana (range) e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguida
pelo teste a posteriori de Dunn. ® a extensdo da lesdo e a relagio peso (mg)/comprimento (cm) estdo expressos em média = E.P.M. e
foram analisados pela analise de variancia de uma via (ANOV A), seguida pelo teste a posteriori de multiplas comparagdes de Dunnett.
¢ os valores de diarreia e aderéncia estdo expressos em frequéncia (%) e foram analisados pelo teste exato de Fisher. Todos os grupos
foram comparados ao grupo controle com significancia minima de p<0,05, onde * para p<0,05, ** para p<0,01 e *** para p<0,001.
Todos os grupos diferem de forma significativa do grupo branco com p<0,01 (significancia ndo demonstrada na tabela)

Os sete dias de tratamento com FrBuOH apds a inducdo do processo inflamatdrio
também ndo foram capazes de diminuir nenhum dos pardmetros macroscopicos avaliados no modelo

experimental curativo de DIL

Tabela 4: Avaliacdo dos parametros macroscopicos dos efeitos da FrBuOH nas doses de 25, 50, 100, 200 ou 400
mg/Kg no modelo experimental curativo de doenca inflamatdria intestinal induzida por TNBS em ratos.

Escore Extensao da Relacao . . ..
L. - . Diarreia Aderéncia
Grupo  Macroscopico Lesao Peso/comprimento o/ \C o/ ¢
(0-10 (range))* (cm)® (mg/cm)’ (%) (%)
Branco 0 ** 0 kx* 104,6+£3,64 * 0w 0 kx*
Controle 8(7-9) 2,62+0,32 193,4+ 9,82 85,71 100,00
P25 6 (1-9) 1,66+0,36 178,3+20,64 71,43 71,43
P50 8 (59 2,47+0,28 253,5+£26,13 42,86 100,00
P100 7 (4-9) 2,93+0,38 207,1£25,70 42,86 100,00
P200 8 (4-9) 2,39+0,31 176,1£18,13 71,43 42,86
P400 8 (4-9) 2,37+0,35 186,1+£25,39 28,57 * 85,71

* Os valores de escore estdo expressos em mediana (range) e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguida
pelo teste a posteriori de Dunn. ® a extensdo da lesdo e a relacio peso (mg)/comprimento (cm) estdo expressos em média + E.P.M. e
foram analisados pela analise de variancia de uma via (ANOV A), seguida pelo teste a posteriori de multiplas comparagdes de Dunnett.
¢ os valores de diarreia e aderéncia estdo expressos em frequéncia (%) e foram analisados pelo teste exato de Fisher. Todos os grupos
foram comparados ao grupo controle com significancia minima de p<0,05, onde * para p<0,05, ** para p<0,01 e *** para p<0,001.
Todos os grupos diferem de forma significativa do grupo branco com p<0,01 (significancia ndo demonstrada na tabela)
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O tratamento com FrBuOH sobre a DII induzida por TNBS, mostrou que o tratamento
com as fragdes ndo alterou significativamente o consumo de ra¢do (Figura 4 e Figura 5). Apesar
disto, ¢ importante observar que apds a indu¢do da DII, o consumo de racdo diminuiu e que o0s
animais nao reestabeleceram totalmente o consumo anterior a inducdo da DII comparados ao grupo
Branco (Figura 4). J4 no modelo experimental curativo da doenca, os animais voltaram a consumir a
mesma quantidade de ragdo que o grupo branco apos 2 dias da indugdo do processo inflamatorio

(Figura 5).
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Figura 4: Avaliagdo do consumo de ragdo por grupo, dos animais submetidos a0 no modelo experimental preventivo
de doenca inflamatoria intestinal induzida por TNBS em ratos. Dados expressos em (consumo de ragdo (g))/(nimero de animais do
grupo) e analisados pela analise de varidncia de duas vias, seguida pelo teste a posteriori de multiplas comparagdes de Bonferroni.
Todos os grupos foram comparados ao grupo controle com significancia minima de p<0,05.
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Figura 5: Avaliacdo do consumo de racdo por grupo, dos animais submetidos ao no modelo experimental curativo de
doengca inflamatoria intestinal induzida por TNBS em ratos. Dados expressos em (consumo de ragao (g))/(niimero de animais do grupo)
e analisados pela analise de variancia de duas vias, seguida pelo teste a posteriori de multiplas comparagdes de Bonferroni. Todos os
grupos foram comparados ao grupo controle com significancia minima de p<0,05, onde ** para p<0,01

A diminui¢do do consumo de racdo e a frequéncia de diarreia ap6s a indu¢do da DII ¢

refletida na variacdo de massa corpdrea dos animais (Figura 7). Na Figura 6, pode-se observar queda

de peso corporal apos o jejum (dia 5) e queda significativa apds a administracdo de TNBS (dias 6 e

7), a queda de peso apds a administracdo do TNBS também pode ser observada na Figura 7.
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Figura 6: Avaliagdo da evolugao do peso corporal dos animais submetidos ao modelo experimental preventivo de DII
(Pesainiciul’Pesofinul)X100

aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média do + E.P.M. e analisados pela andalise de variancia de

Pesoinicial
duas vias, seguida pelo teste a posteriori de multiplas compara¢des de Bonferroni. Todos os grupos foram comparados ao grupo
controle com significancia minima de p<0,05, onde *** para p<0,001.
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Figura 7: Avaliag@o da evolugdo do peso corporal dos animais submetidos ao modelo experimental curativo de DII
(Pesojnicial—Pesofina1)x100

aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média do + E.P.M. e analisados pela analise de variancia de

Pesojnjcial
duas vias, seguida pelo teste a posteriori de multiplas comparagdes de Bonferroni. Todos os grupos foram comparados ao grupo
controle com significancia minima de p<0,05, onde ** para p<0,01 e *** para p<0,001.

O processo inflamatorio intestinal induzido por TNBS caracteriza-se por danos na
mucosa do colon, apos a administragdo de TNBS ha uma lesdo intensa do célon, que chegou a 4,6

r

cm (Tabela 3); tal les@o ¢, histologicamente, caracterizada por infiltragdo de polimorfonucleados,
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macrofagos e mastdcitos na mucosa e submucosa do coélon (FIORUCCI; WALLACE, 2004;
HOFFMANN et al., 2001). Devido a esta infiltragdo, h4 um aumento de mieloperoxidase (MPO)
(SANCHEZ-FIDALGO et al., 2007) ¢ ha um aumento na fostase alcalina (FA)(SANCHEZ DE
MEDINA et al., 2004), causando uma produgdo de radicais livres que causam uma diminui¢do de

glutationa.

A MPO ¢ uma enzima presente nos granulos primarios (azuro6filos) dos neutrdfilos
(NAKAMUTA et al., 1993; OBERG et al., 1983) e nos mondcitos circulantes (BOS; WEVER;
ROOQOS, 1978), sendo que mais de 95 % da MPO esta localizada nos neutrofilos (BOS; WEVER;

ROOS, 1978).

Esta enzima ¢ liberada apos estimulagdo por imunocomplexos, catecolaminas ou morte
celular (BOS; WEVER; ROOS, 1978). Esta enzima constitui o sistema antimicrobiano mais
importante e mais eficiente dos granulos azurdfilos dos neutrdfilos, atuando como catalizador da

oxidacdo de substancias na presenga de perdxido de hidrogénio (H,O;) e um halogénio: H,0, +

MPO
Cl~+ H" — HOCI + H,0 (KATO et al., 2003), que resulta na ligacio H,O,-halogénio-MPO, um

sistema altamente toxico para microrganismos (OBERG et al., 1983; PEDRO et al., 2003).

Apesar da importante capacidade antimicrobiana da MPO, a ativacdo do sistema imune
em excesso causa dano tecidual pela producao dos radicais livres formados (BOS; WEVER; ROOS,
1978; OBERG et al., 1983; PEDRO et al., 2003), além disso, o aumento da liberacdo de MPO pode
formar radicais tirosil, que por sua vez podem causar peroxidacao lipidica, tirosilagdo de HDL (high
density lipoproteins) e reacdo cruzada com outras proteinas (KATO et al., 2003). A correlagdo entre
atividade de MPO e doengas inflamatérias ja ¢ constatada (KATO et al., 2003) e a inibi¢dao desta
atividade de MPO proveniente do excesso de neutréfilos ativados durante a inflamacao cronica e

aguda pode prevenir danos teciduais.
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A atividade de MPO esté significativamente elevada em diversos modelos experimentais

de DII (SANCHEZ DE MEDINA et al., 2004), portanto ¢ um marcador interessante para este estudo.

Os tratamentos com FrBuOH nd3o diminuiram a atividade da MPO nem no modelo
preventivo (Figura 8) e nem no cicatrizante (Figura 9). Resultados que corroboram com os dados

macroscopicos encontrados (Tabela 3 e Tabela 4).

Sabe-se que o extrato hidroalcoolico de P. glomerata possui efeitos anti-inflamatorio,
anti-edematogénico e analgésico periférico semelhante a indometacina (anti-inflamatério nao
esteroidal) (NETO et al, 2005). Porém esta planta ndo inibiu a migragdo de células
polimorfonucleadas (NETO et al., 2005), justificando os resultados obtidos na anélise da atividade de

MPO (Tabela 3 e Tabela 4).

NETO et al. (2005) sugerem que o mecanismo de acdo do extrato estudado inibe a
sintese de prostaglandinas E, e F;, porém nao inibe a formacao de leucotrieno B4 que € um potente
agente quimiotatico de células porlimorfonucleadas e também ¢ um importante alvo para doengas

inflamatoérias como a DII (SHARMA; MOHAMMED, 2006).
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Figura 8: Avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidade (MPO) em animais submetidos ao modelo experimental
preventivo de DII induzida por TNBS. Dados expressos em média + E.P.M. *p<0,05.



Resultados e discussao

1000~

© . 8004

g3

X g  600-

2

= 400-

=D

=~ 2001
0

Figura 9: Avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidade (MPO) em animais submetidos ao modelo experimental
curativo de DII induzida por TNBS. Dados expressos em média + E.P.M. *p<0,05.

Outro mediador inflamatoério importante da DII ¢ a fosfatase alcalina (FA), que ¢ uma
enzima de distribuicdo ubiqua nos tecidos do organismo (BOL-SCHOENMAKERS et al., 2010;
MOSS, 1982); em pH alcalino, sua fun¢do ¢ clivar fosfatos (SANCHEZ DE MEDINA et al., 2004).
Existem inimeras isoformas desta enzima, as quais sdo classificadas em duas subfamilias, as de
“tecido inespecifico” e “tecido especifico” (fosfatase alcalina intestinal, hepatica, renal, placentaria,
Ossea, etc.). Todas as isoformas sdo glicoproteinas que diferem em seu residuo glicidico e também no

seu acoplamento proteico (VAN HOOF; DE BROE, 1994).

A funcao fisiologica da FA ainda ndo esta totalmente elucidada, sabe-se que a FA-Ossea
tem importante papel na assimilagio do fosfato nos ossos (NARISAWA; FROHLANDER; MILLAN,
1997; ZURUTUZA et al., 1999); a FA-intestinal estd localizada nas microvilosidades do intestino e
em células residentes da ldmina propria como neutréfilos e outros leucocitos (SMITH; HARRIS;
PETERS, 1984; SANCHEZ DE MEDINA et al., 2004). Acredita-se que a FA-intestinal participa na
absor¢ao de nutrientes (YOUNG et al., 1981); BOL-SCHOENMAKERS et al. (2010) e TUIN et al.

(2009) sugeriram que a FA-intestinal desfosforila fosfatos de lipopolissacarideos (LPS) provenientes
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de bactérias entéricas e que a administragdo de FA-intestinal pode contribuir para a melhora do

quadro de inflamacao intestinal.

SANCHEZ DE MEDINA et al. (2004) demonstraram que ha um aumento significativo
da atividade de FA nos modelos de DII induzidos por TNBS, sulfato de dextrano, acido acético,
iodoacetamida e HLA-B27 (colite espontanea). Tais resultados corroboram com os dados obtidos
neste estudo, onde houve um significativo aumento de FA nos colons ap6és a administragdo de TNBS

(Figura 10 e Figura 11).

Somente os tratamentos de FrBuOH na dose de 400 mg/Kg antes da inducdo da colite
foram capazes de diminuir a atividade de FA (Figura 10), apesar disso ndo houve melhora nos

parametros macroscopicos avaliados (Tabela 3).

O estudo da fungdo fisiopatologica da FA ¢ dificil, pois as inimeras isoformas podem
estar presentes num Unico tecido, o intestino, por exemplo, pode expressar a FA-inespecifica, FA-

intestinal, FA-renal e FA-6ssea (SANCHEZ DE MEDINA et al., 2004).

Ha uma expressdo de FA-hepatica em colons de ratos sadios e de FA-renal em condic¢oes
inflamatérias (SANCHEZ DE MEDINA et al., 2004) e o aumento de FA-intestinal é benéfico em
situagdes de danos teciduais intestinais (BOL-SCHOENMAKERS et al., 2010). A administracao de
inibidores de FA diminui significativamente a atividade de MPO, contudo ndo ha melhora nos
pardmetros macroscopicos (SANCHEZ DE MEDINA et al., 2004). Considerando tais informagdes, a

diminui¢do de FA por si s6 ndo € capaz de reverter ou prevenir o quadro de inflamagao intestinal.
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Figura 10: Avaliagdo da atividade da fosfatase alcalina (FA) em animais submetidos ao modelo experimental
preventivo de DII induzida por TNBS. Dados expressos em média + E.P.M.*p<0,05 e ***p<0,001.
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Figura 11: Avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina (FA) em animais submetidos ao modelo experimental curativo
de DII induzida por TNBS. Dados expressos em média + E.P.M.**p<0,01.

Como dito anteriormente, a aumento da atividade de MPO e FA causa aumento dos
radicais livres e para neutralizar estes radicais formados, o organismo contém um sistema
antioxidante nato que ¢ constituido por diversas enzimas antioxidantes € numerosos compostos

endogenos (glutationa) e outros antioxidantes provenientes da dieta (HUBER; ALMEIDA; FATIMA,
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2008; ROBERTS; SINDHU, 2009). As enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa
peroxidase (GPx) e muitas outras constituem a defesa antioxidante enzimatica primaria do organismo;
enquanto o acido ascérbico, o tocoferol, B-caroteno, glutationa e numerosas substancias quimicas

ingeridas fazem parte da defesa antioxidante ndo-enzimatica do organismo (ROBERTS; SINDHU,

2009).

Radicais livres por sua vez podem ser originados da respiragdo celular, inatividade fisica,
alimentagcdo inadequada, tabagismo entre outros. Eles originam o radical superoxido que ¢
metabolizado pela SOD, que da origem ao peroxido de hidrogénio (H,O,) que pode ser transformado
em agua e oxigénio pela catalase, ou transformado em agua pela GPx na presenca de glutationa
(GSH), ou ainda originar o radical hidroxila (OH’) que causa dano ao DNA, peroxidagdo lipidica e
dano proteico. Portanto, se este sistema enzimatico exceder sua capacidade, a presenca de
substancias antioxidantes ndo enzimaticas enddgenas ou exogenas para neutralizarem os radicais

livres torna-se necessaria (Figura 12) (ROBERTS; SINDHU, 2009).

Figura 12: Esquema que representa a formacgdo de radicais livres e a neutralizacdo dos mesmos pelo sistema
antioxidante (ROBERTS; SINDHU, 2009).

A L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina ou glutationa ¢ um tripeptideo ubiquo de baixo peso

molecular, que ¢ biologicamente ativo em sua forma reduzida (CIRCU; AW, 2012). A reagdo entre
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radicais livres e glutationa reduzida resulta na neutralizagdo dos radicais livres e aumento da forma
oxidada da glutationa no citoplasma; a glutationa oxidada, por difusdo, sai da célula com mais
facilidade, portanto quadros patoldgicos que produzem grandes quantidades de radicais livres, como

a DII, podem esgotar a glutationa intracelular (KARP; KOCH, 2006; WHITE, 1994).

A indugdo de DII por TNBS diminui significativamente os niveis de glutationa no colon
(CHOUCHANA et al., 2012; KARP; KOCH, 2006; SANCHEZ DE MEDINA et al., 2004), como
também observado em nosso estudo (Figura 13 e Figura 14). Contudo substancias com alto potencial
antioxidante podem evitar a deple¢do de glutationa (LUCHINI et al., 2008; WITAICENIS et al.,

2012).

Apesar do potencial antioxidante da fragdo butandlica de P. glomerata descrito por DE
SOUZA DANIEL et al. (2005) as doses testadas ndo foram capazes de manter os niveis normais de
glutationa em nenhum dos modelos pesquisados (Figura 13 e Figura 14). Tais resultados podem ser
explicados pela fraca atividade sequestradora de radicais livres da FrBuOH (ECsy = 6,88 mg/mL) em

comparagao ao controle acido galico (ECso = 1,89 ng/mL).
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Figura 13: Avaliacdo dos niveis de glutationa colonica em animais submetidos ao modelo experimental preventivo de
DII induzida por TNBS. Dados expressos em média + E.P.M. *** p<(0,001.
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Figura 14: Avaliacdo dos niveis de glutationa colonica em animais submetidos ao modelo experimental curativo de
DII induzida por TNBS. Dados expressos em média + E.P.M. ** p<0,01.

Finalmente, a soma dos resultados apresentados demonstra que a hipotese da Pfaffia
glomerata por ser considerada uma espécie adaptogena ¢ consequentemente com potencial de atuar
na inflamag¢do intestinal ndo se sustenta para as doses e condigdes experimentais propostas, pois
apesar da atividade gastroprotetora (FREITAS et al., 2004), antioxidante (DE SOUZA DANIEL et
al., 2005), anti-edematogénica (TEIXEIRA et al., 2006), anti-nociceptiva (FREITAS et al., 2009),
anti-inflamatoria e analgésica (NETO et al., 2005), a espécie ndo preveniu e nem auxiliou na
resolucao do processo inflamatorio intestinal previamente instalado. Tais resultados permitiriam o
questionamento da utilizagdo da espécie P. glomerata como adulterante comercializado no lugar da
P. paniculata, no entanto ainda é necessaria a realizagdo de estudos para avaliar se a P. glomerata é

mesmo uma planta adaptogena.

Para verificar se Pfaffia glomerata apresenta efeitos que a caracterizem como um produto
adaptogeno experimentos estdo em andamento. Dentre eles podemos citar: tempo de exaustdo no
nado forcado e avaliagdo do estresse fisico e psicogénico por meio da quantificacdo de lesdes

gastricas, dosagens de ACTH e corticosterona (HEINRICHS; KOOB, 2005; PANOSSIAN;
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WIKMAN; WAGNER, 1999). Complementarmente, estudos comportamentais (testes da caixa
claro/escuro, suspensao pela cauda e barra giratdria) e de toxicidade (avaliagdo dos principais 6rgaos
e dosagens bioquimicas de aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase,
ureia, albumina, creatinina, proteinas totais, colesterol total e triglicérides) também estdo sendo

realizados.

No mais, este trabalho também contribuiu para o desenvolvimento e a implantagdo de um
modelo diferente de indu¢do de DII. Para melhor avaliar plantas com perfil adaptdégeno, em
procedimentos experimentais que envolvam processos inflamatdrios, em especial a DII, um novo
protocolo de indugio de colite por estresse esta em processo de padronizagio (COLON et al., 2004).
Assim que o modelo estiver padronizado para as condigdes experimentais do laboratério, novos

testes poderdo ser realizados com o extrato de P. glomerata.
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5 Conclusao

Com base nos objetivos propostos, foi possivel concluir que o extrato metandlico de P.
glomerata ¢é constituido essencialmente por triterpenos e saponinas, incluindo a ecdisterona, os quais
foram concentrados na fragdo butanoélica de P. glomerata, que por sua vez foi avaliada no processo
de inflamacdo intestinal induzida por TNBS. Tratamentos prévios com a fragdo butanolica de P.
glomerata nao foram capazes de impedir a formacdo de lesdes, ndo mantiveram os niveis de
glutationa total e nenhuma delas foi capaz de reduzir a atividade de mieloperoxidase e fosfatase
alcalina exceto a dose de 400 mg/Kg que diminuiu a atividade de fosfatase alcalina. Os tratamentos
também ndo auxiliaram a resolu¢do de um quadro inflamatorio ja instalado, pois ndo houve melhora
nos parametros macroscopicos ¢ bioquimicos avaliados. Ou seja, para as condigcdes experimentais
avaliadas, a hipotese inicial de que um produto adaptégeno modularia o sistema imune por meio de
sua acdo antiestresse foi rejeitada, em vista da ndo atividade do extrato no modelo e nas doses

propostas.
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