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RESUMO

A Doenca Inflamatéria Intestinal (DI1) € uma doenga crénica ndo transmissivel, sendo dividida
entre Doenca de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa (RCU), dependendo do quadro de
inflamacg&o do paciente. A etiologia DIl ndo estd claramente elucidada, mas envolve fatores
geneticos, estilo de vida, causas ambientais, desregulacdo da resposta imune, entre outras.
Entretanto, estudos prévios indicam que a inflamacéo intestinal estd diretamente relacionada
com o aumento do estresse oxidativo, resultado de quantidades excessivas de espécies reativas
a oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS), as quais induzem a degradacdo de
proteinas e membranas celulares que auxiliam a propagacdo e avanco da doenca. A 4-
metilesculetina (4-ME), um derivado cumarinico com atividade antioxidante e anti-inflamatéria
intestinal, agindo por diferentes mecanismos antioxidantes, especialmente sequestrando
espécies reativas de oxigénio, modulando o estresse oxidativo atraveés da diminuicdo da
deplecdo da glutationa e reducdo da mieloperoxidase. A piperina (PIP) é um alcaloide
piperinico que atua como agente anti-inflamatorio intestinal através da ativacdo de receptores
pregnano X e na modulacgdo do fator de transcricdo NF-«B e receptores tipo Toll (TLR4). Os
dados descritos previamente em diferentes modelos experimentais sinalizam que esses
compostos agem por diferentes mecanismos, indicando a possibilidade de que, quando
administrados em associacdo, seus efeitos podem ser potencializados via acdo sinérgica,
gerando um produto com potenciais aplicagdes na prevencdo e controle o avango da DII. Os
efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes intestinais da 4-metilesculetina e da piperina foram
confirmados através da reducdo da quantificacdo da MPO, que representa a reducdo do estresse
oxidativo, e a diminuicdo do escore do IAD, que sinaliza a reducdo dos sintomas clinicos da
doenca., quando comparado com o grupo controle. O grupo que associava ambos 0S compostos
ndo apresentaram um carater sinérgico, pois sua associacdo ndo potencializou os efeitos
apresentados isolados. Conclui-se assim que, tanto a 4-ME quanto a PIP, tem potencial
farmacologicos para um tratamento complementar para a DII, com o foco na reducdo da

inflamacdo e das espécies reativas de oxigénio.

Palavras-chave: cumarinas, 4ME, PIP, alcaloides, DII.



ABSTRACT

Inflammatory Bowel Disease (IBD) is a chronic non-communicable disease, divided into Crohn's
Disease (CD) and Ulcerative Colitis (UC), depending on the patient's inflammatory condition.
The etiology of IBD is not clearly elucidated, but involves genetic factors, lifestyle,
environmental causes, dysregulation of the immune response, among others. However, previous
studies indicate that intestinal inflammation is directly related to increased oxidative stress,
resulting from excessive amounts of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species
(RNS), which induce the degradation of proteins and cell membranes that aid the propagation
and progression of the disease. 4-methylesculetin (4-ME), a coumarin derivative with antioxidant
and intestinal anti-inflammatory activity, acts through different antioxidant mechanisms,
especially by scavenging reactive oxygen species, modulating oxidative stress by decreasing
glutathione depletion and reducing myeloperoxidase. Piperine (PIP) is a piperine alkaloid that
acts as an intestinal anti-inflammatory agent by activating pregnane X receptors and modulating
the transcription factor NF-«xB and Toll-like receptors (TLR4). Previously described data in
different experimental models indicate that these compounds act through different mechanisms,
indicating the possibility that, when administered in combination, their effects may be
potentiated via synergistic action, generating a product with potential applications in the
prevention and control of IBD progression. The intestinal anti-inflammatory and antioxidant
effects of 4-methylesculetin and piperine were confirmed by the reduction in MPO
quantification, which represents the reduction in oxidative stress, and the decrease in the DAI
score, which indicates the reduction in clinical symptoms of the disease, when compared to the
control group. The group that associated both compounds did not present a synergistic character,
since their association did not potentiate the effects presented alone. It is therefore concluded
that both 4-ME and PIP have pharmacological potential for complementary treatment of IBD,

with a focus on reducing inflammation and reactive oxygen species.

Keywords: coumarin, 4ME, PIP, alkalodids, IBD.
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INTRODUCAO

Doenca Inflamatoria Intestinal

A Doenca Inflamatéria Intestinal (DII) € uma doenca cronica ndo transmissivel
(DCNTSs) categorizada em Retocolite Ulcerativa (RCU) e Doenca de Crohn (DC) de acordo
com as caracteristicas fisiopatologicas e localizacdo da lesdo. A DC e RCU se caracterizam
como uma inflamacdo crénica do intestino, com periodos de exacerbacao seguidos de intervalos
prolongados de remissdo de sintomas, sendo também marcada pela ulceragdo e infiltracdo de
neutrofilos da mucosa, desconforto e dor abdominal com alteraces do habito intestinal, mas
com diferencas quanto as caracteristicas do processo inflamatorio (Ghosh e cols., 2014; Di Stasi
e cols., 2015; Di Stasi, 2021). Enquanto na DC h& um quadro transmural de inflamacéo,
afetando todo o 6rgéo de forma néo continua, na RCU ocorre um quadro de altera¢6es profundas
na mucosa, como abscessos, fistulas e ulceracdes, entretanto restrita na area do colon.(Zhang e
cols, 2014). Nestas doencas, os fatores ambientais associados a predisposi¢ao genéticainduzem
uma resposta imune exacerbada, assim como reducgéo da barreira intestinal associadaao estresse
oxidativo e disbiose (Ananthakrishan, 2015; Ananthakrishan e cols., 2018).

A DIl é uma doenca cronica que aumenta globalmente, afetando de 6 a 8 milhdes de
pessoas e apresentando uma taxa média de prevaléncia e 84.7 pessoas /100.000 habitantes,
sendo a América do Norte (422/100.000 habitantes) o pais com maior prevaléncia (GDB, 2017).
Embora apresente uma taxa de mortalidade de 0.51/100.000 individuos, a DII esté4 crescendo
exponencialmente, com altas prevaléncias em paises industrializados e baixas prevaléncias em
paises em desenvolvimento (GDB, 2017). O Brasil, segundo a Sociedade Brasileira de
Coloproctologia (SBCP), é considerado um pais com um grande indice de prevaléncia, em 2022
houve relato de 100 casos a cada 100 mil habitantes no sistema Unico de saude (SUS), tendo
suas maiores concentragdes no Sul e Sudeste (Brasilia, 2022). Portadores de RCU e DC vivem
diariamente com varios efeitos prejudiciais as suas atividades fisicas, sociais e profissionais,
visto que estas doengas produzem efeitos limitantes tais como alteragdes nos habitos intestinal
com sequentes evacuacdes, dor abdominal, diarreia, sangramentos, fistulas perianais e outras
manifestacdes extraintestinais (Ghosh e cols., 2014).

Os tratamentos atuais envolvem o controle de sintomas e uma tentativa de impedir o
avanco da doenga, sendo utilizado uma série de classes farmacologicas, tais como 0s
aminossalicilatos, glicocorticdides, imunossupressores e terapia bioldgica baseada em

anticorpos monoclonais, os quais além de ndo representar a cura definitiva, causam uma série



de efeitos colaterais, especialmente por serem usadas por longos periodos (Di Stasi e cols.,
2015; Di Stasi, 2023). Em adi¢do, a DI por ser de carater multifatorial e com inimeros fatores
ambientais envolvidos em sua etiologia e patogenicidade, a frequéncia de pacientes refratarios
a estas drogas € alta, indicando a necessidade de desenvolvimento de outras estratégias
terapéuticas (Ananthakrishan e cols., 2018; Ananthakrishan e cols., 2015).

Apesar da DIl ser objeto de pesquisa ha varias décadas, sua etiologia ainda é
desconhecida e um Unico agente ou mecanismo isolado ndo parece ser suficiente para produzir
ou desencadear a doenca. A etiologia da DIl é complexa, envolvendo a interacdo de fatores
genéticos e ambientais, os quais estdo diretamente relacionados tanto a sua ocorréncia como ao
seu desenvolvimento. Estes fatores em conjunto com a microbiota intestinal promovem um
mecanismo que ativa células de origem imune e ndo-imune que compdem o sistema de defesa
da mucosa intestinal, sendo assim uma doenca de origem multifatorial (Souza e Fiocchi, 2016;
Ananthakrishan e cols., 2018; Ananthakrishan e cols., 2015). Por meio de uma resposta imune
exagerada e inapropriada da mucosa a microbiota intestinal normal, a qual € facilitada por
alteracdes na barreira epitelial intestinal e mediada principalmente por células T, se desencadeia
uma intensa sintese e liberacao de diferentes mediadores pré-inflamatérios, incluindo espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, eicosandides, fator de agregacdo plaquetaria e inimeras
citocinas pré-inflamatoérias como o TNF-a, IL-1B e IL-12 (Souza e Fiocchi, 2016; Di Stasi,
2021). Ha evidéncias que fatores genéticos tornem o individuo suscetivel ao desenvolvimento
da doenca e que os fatores ambientais seriam responsaveis por seu desencadeamento e sua
modulacdo, dentre os quais se destacam a dieta, condi¢des de higiene e sanitarias e em especial
a composicdo da microbiota intestinal (Souza e Fiocchi, 2016; Ananthakrishan e cols., 2018;
Ananthakrishan e cols., 2015).

Inimeros fatores ambientais, tais como a perda de sono, deficiéncia de vitamina D,
inatividade fisica, alto consumo energético, estresse psicoldgico, radiacdo ultravioleta,
consumo de alcool, cafeina e tabaco induzem um estresse oxidativo crénico com consequente
dano celular sustentado e inflamagdo, os quais contribuem com o desenvolvimento e a
manutencéo da DIl (Seyedsadjadi e cols., 2020; Ananthakrishan e cols., 2015; Di Stasi, 2023).
Além destes fatores extrinsecos, a microbiota intestinal desempenha papel fundamental na
patogénese da DIl quando afetada de forma negativa, promovendo um processo denominado
de disbiose, diretamente imbricada com o estresse oxidativo (Di Stasi, 2023; Ghosh e cols.,
2014; Ghouri e cols., 2020; Tian e cols., 2017; Krystek-Korpacka e cols., 2020).
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O estresse oxidativo € representado essencialmente pelo desequilibrio entre espécies
reativas de oxigénio (radicais de hidroxila, peroxila, alcoxila e hidroperoxila &cido hipocloroso,
perdxido de hidrogénio e hidroperdxidos) e nitrogénio (6xido nitrico, nitrodioxido, peroxinitrila
e outros) com o sistema antioxidante endogeno, que envolve produtos como o sistema
glutationa (glutationa reduzida, glutationa S-transferase, glutationa redutase entre outros),
catalase, heme-oxigenase 1, superoxido dismutase e sistema tioredoxina entre outros (Di Stasi,
2023). O sistema antioxidante enddgeno é coordenado principalmente pelo fator de transcricéo
nrf-2 (nuclear fator erythroid 2-related fator 2) e suas integracdes com os fatores de transcri¢édo
NF-xB (nuclear factor kappa B) e PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptor
gamma), promovendo protecdo antioxidante celular, vesicular e molecular, reduzindo a agdo
prejudicial de espécies reativas na funcao de barreira, na estrutura de proteinas, lipideos e DNA
e, na producdo de citocinas pré-inflamatorias (Di Stasi, 2023; Seyedsadjadi e cols., 2020). Este
desequilibrio entre agentes oxidantes e o sistema antioxidante enddgeno é a base da persisténcia
do dano celular e um dos fatores de origem, desencadeamento e desenvolvimento de vérias
DCNTs, incluindo a DII, obesidade, diabetes, doencas cardiovasculares e respiratorias,
sindrome metabolica e doencas neurodegenerativas, entre outras (Di Stasi, 2021; Di Stasi, 2023;
Ghouri e cols., 2020; Tian e cols., 2017; Krystek-Korpacka e cols., 2020; Bourgonje e cols.,
2020; Crisostomo e cols., 2022).

Microbiota intestinal

A disbiose é caracterizada pelas alteracGes da diversidade, quantidade e razdo de
composicao entre micro-organismos benéficos e prejudiciais que compfem a microbiota
intestinal em contraposicdo a homeostasia estabelecida pelo processo simbi6tico entre estes
micro-organismos e o hospedeiro (Ananthakrishan e cols., 2015). A microbiota intestinal
consiste em uma variedade de micro-organismos, especialmente bactérias que habitam o trato
gastrointestinal, as quais vivem simbioticamente com o hospedeiro e desempenham papel
fundamental na manutencdo da integridade de barreira intestinal, na funcdo, metabolismo e
imunidade do intestino, na regulacdo parcial dos eixos intestino-cérebro e intestino-pele, entre
outros sistemas de interacdo (Polak e cols., 2021; Agusti e cols., 2018; Carabotti e cols., 2015;
Dalile e cols., 2019; O"Neill e cols., 2016).

Novas abordagens terapéuticas e a elaboracao de tratamentos complementares multialvo
sdo de grande importancia e tém sido estimuladas tendo em vista a prevencao, controle e o

aumento do tempo de remissdo de sintomas com consequente reducédo dos indices de
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prevaléncia e melhora na qualidade de vida dos pacientes (Di Stasi, 2023; Ghosh e cols., 2014).
Considerando-se ainda o caréter etioldgico multifatorial da DII, o uso de produtos que atuem
sobre mais de um dos fatores etioldgicos e com mecanismos de acao anti-inflamatdria distintos,
especialmente modulando o estresse oxidativo, a resposta imune e o processo de dishiose se
apresenta como uma abordagem promissora para 0 desenvolvimento de estratégias
complementares de prevengdo e aumento da remissdo dos sintomas da DII. Neste sentido, 0
presente projeto visa avaliar os efeitos da administracéo isolada e associada da 4-metilesculetina
e da piperina, dois compostos anti-inflamatdrios intestinais eficazes em diferentes modelos de
inflamacdo intestinal e que atuam por diferentes mecanismos de acdo e vias de sinalizacao,

conforme abaixo descrito.

Justificativas dos produtos testes

Os derivados cumarinicos sintéticos e de origem natural tém sido amplamente estudados
pelo grupo de pesquisa proponente deste projeto. Com o apoio da FAPESP, um estudo de
relacdo estrutura-atividade foi realizado com 14 derivados cumarinicos, dentre 0s quais se
destacaram por sua poténcia a esculetina, a dafnetina e a 4-metilesculetina (Witaicenis e cols.,
2010; Witaicenis e cols., 2012; Witaicenis e cols., 2014) A 4-metilesculetina (Figura 1) € um
derivado cumarinico que apresentou uma poténcia 10 vezes superior aquela promovida pela
administracao de sulfasalazina no modelo experimental de inflamacéo intestinal induzida por
acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em ratos (Witaicenis e cols., 2012) sendo também ativa
no modelo de inflamacdo intestinal induzida por sulfato sédico de dextrana (DSS) em
camundongos (Witaicenis e cols., 2018). Estudos realizados pelo grupo de pesquisa também
demonstraram que a 4-metilesculetina apresenta atividade anti-inflamatéria intestinal por
diferentes mecanismos, especialmente agindo como potente modulador do estresse oxidativo
via o controle do desequilibrio entre a mieloperoxidase (marcador de estresse oxidativo) e a
glutationa (principal antioxidante enddgeno), regulando a expressado da glutationa S-transferase
com consequente inativagdo de eletréfilos e aumentando a expressao e a atividade da glutationa
redutase (enzima responsavel pela producédo de glutationa), a disponibilidade de glutationa e a
expressdo de Nrf2, principal fator de transcricdo de marcadores antioxidantes enddgenos
(Tanimoto e cols., 2020). O grupo de pesquisa demonstrou ainda que estes efeitos foram
relacionados a capacidade da 4-metilesculetina interagir a nivel molecular com a enzima
glutationa redutase, estabilizando sua atividade enzimatica e aumentando a producdo de

glutationa, como descrito por estudos de docking, analises computacionais e espectroscopicas
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(Tanimoto e cols., 2020). Além de atuar modulando o estresse oxidativo, a 4-metilesculetina
também é capaz de reduzir os niveis de citocinas pro-inflamatdrias, tais como IL-6 no modelo
de inflamacdo intestinal induzida por DSS (Witaicenis e cols., 2018) e de IL-1B ¢ TNF-a no
modelo de TNBS (Witaicenis e cols., 2012), sendo considerado como um importante derivado
cumarinico atil como prot6tipo para o desenvolvimento de novas agentes anti-inflamatérios
intestinais com ag¢do moduladora do Nrf2 (Di Stasi, 2023). E importante salientar que além do
seu caracter antioxidante, a sinalizacdo de Nfr2 esta associada com a inibi¢édo da via do NF-kB,
logo, visto que uma regulacao positiva do Nfr2 resulta na diminui¢édo tanto do estresse oxidativo
como da producdo de citocinas pro-inflamatérias reguladas pelo NF-kB (Witaicenis e cols.,
2014; Di Stasi, 2021; Di Stasi, 2023).

HO O OH ||
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Figura 1 - Estruturas quimicas da 4-metilesculetina (derivado cumarinico) e piperina (alcoléide piperinico).

A piperina (Figura 1) é um alcal6ide piperinico obtido dos frutos de Piper nigrum L.
(pimenta-do-reino) e de outras espécies da familia Piperaceae amplamente utilizadas em
culinaria e como fonte de compostos anti-inflamatorios e antioxidantes, (Gupta e cols., 2015).
A piperina reduziu a inflamacdo induzida por acidos graxos livres mediada por receptores TLR4
(tool-like 4) assim como apresentou atividade anti-inflamatéria intestinal, inibindo a secrecédo
de marcadores pro-inflamatorios, tais como 6xido nitrico e a citocina TNF-a (Gupta e cols.,
2015). No modelo de inflamacédo intestinal induzida por DSS, a piperina reduziu diferentes
mediadores da resposta inflamatdria tais como IL-1pB, IL-6, 0xido nitrico sintase, TNF-o e
moléculas de adesédo, agindo como um agonista de receptores pregnano X, o qual esta envolvido
na metabolizacdo de farmacos (Hu e cols., 2015). Recentemente, a piperina atuando como
agente inibidor da via de sinalizacdo do NF-«xB e indutor da produ¢do de proteinas de jungao,
tais como claudina-1, ocludina e zona occludens-1, apresentou atividade anti-inflamatéria
intestinal no modelo de TNBS em ratos via aumento a funcdo de barreira intestinal (Guo e cols.,
2020). Estes efeitos foram associados a uma reducdo significativa do estresse induzido por
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, assim como pela reducdo da expressdo de TNF-a,

IL-1B, IL-6, INF-y e ciclo-oxigenase 2 (Guo e cols., 2020). Diferente da 4-metilesculetina, a
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pimenta-do-reino, assim como a piperina, atua como um agente prebiotico responsavel pela
modulacdo da microbiota intestinal em diferentes situagdes experimentais. Extrato aquoso de
Piper nigrum aumentou o crescimento de Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. e Firmuctes
spp., assim como exibiram efeito inibitério sobre popula¢bes de Ruminococcus e outros
bacteroides, efeitos associados a presenca de piperina no extrato (Lu e cols., 2017; Kondapalli
e cols., 2022). Um suplemento alimentar contendo piperina induziu a reducgéo de diferentes
espécies de Campilobacter com tendéncia a reducdo de diferentes espécies de Escherichia e
Shigella, produzindo varios beneficios sobre a fisiologia do intestino em porcos (Silva Junior e
cols., 2020). Piperina purificada também foi descrita como um inibidor do crescimento in vitro
de Clostridium (Lakes e cols., 2020).

Estudos recentes demonstram que a piperina potencializa a acdo de outros produtos.
Quando co-administrada com a curcumina, a piperina aumenta a biodisponibilidade da
curcumina, potencializando seus efeitos antioxidante, hipoglicemiante e anti-inflamatério,
assim como reduzindo o estresse oxidativo em doencas cronicas neurodegenerativas e doencas
respiratorias (Heidari e cols., 2023; Hewlings e Kalman, 2017). A administracdo de piperina
também aumentou a atividade anti-inflamatdria intestinal da curcumina no modelo de
inflamacdo intestinal induzida por DSS em camundongos, por facilitar a absorcdo e a
biodisponibilidade da curcumina (Li e cols., 2015). Efeitos similares foram demonstrados
quando a piperina também aumentou a biodisponibilidade do extrato de raizes de Amaranthus
roxburghianus, melhorando sua atividade anti-inflamatéria intestinal no modelo de inflamacéo
intestinal induzida por acido acético em camundongos (Nirmal e cols., 2013).

Estes dados sugerem que a piperina, além de apresentar atividade anti-inflamatdria
intestinal, antioxidante e moduladora da microbiota intestinal, € um alcal6ide que pode
aumentar a disponibilidade de outros constituintes quimicos, indicando um potencial efeito

sinérgico com a 4-metilesculetina quando administrados em associacao.

OBJETIVOS

Com base nestas informacoes, o presente estudo teve como objetivos:

1 - Avaliar se a 4-metilesculetina e a piperina administradas isoladamente modulam o estresse
oxidativo e a microbiota intestinal dos animais no modelo de inflamagé&o intestinal induzida por
DSS em camundongos;

2 - Avaliar se a administracdo conjunta de 4-metilesculetina e a piperina potencializa a atividade
antioxidante e moduladora da microbiota intestinal no modelo de inflamacéo intestinal induzida
por DSS em camundongos;

14



METODOLOGIA

Drogas e animais de experimentacao

Foi utilizado a cumarina 4-metilesculetina (Sigma-Aldrich) e piperina (Sigma-Aldrich),
com grau de pureza 100%. Os experimentos foram realizados em camundongos machos
C57BL/6 provenientes da AniLab (Animais de Laboratorio), Paulinia, SP.

Avaliacao da atividade anti-inflamatoria intestinal

Camundongos C57BL/6 (25-35g) foram alojados em condi¢des ambientais controladas
de temperatura e umidade (21 £2°C, 60-70% de umidade) com ciclo de claro / escuro controlado
de 12h e filtragdo de ar. Os animais tiveram livre acesso a agua e alimento (Nuvilab) até o inicio
do protocolo experimental. Os protocolos experimentais foram conduzidos de acordo com as
“Diretrizes de Experimentacdo Animal” e aprovadas pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal, Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista, UNESP
(Comité de Etica Protocolo 4825070623).

Os experimentos realizados tiveram de acordo com metodologia descrita por Camuesco
e cols., 2005 com algumas modificacGes, incluindo um grupo branco (animais saudaveis) e um
grupo controle (animais com processo inflamatdrio intestinal). O processo inflamatério
intestinal foi induzido por adi¢do de DSS 3% (PM 36-50Kd) durante 7 dias na agua de beber
fornecida aos animais. Os grupos tratados receberam 6 doses por via oral através da técnica de
gavagem nas seguintes doses: 5mg/Kg de 4-metilesculetina (Tratado 1), 25 mg/Kg piperina
(Tratado 2) e 5mg/Kg de 4-metilesculetina + 25 mg/Kg piperina (Tratado 3). Apos este periodo,
0s animais foram mortos para obtencdo das amostras de material bioldgico (sangue e célon) a
serem estudadas. O colon foi dividido longitudinalmente em tiras para serem usados nas
analises bioguimicas. No dia zero e no dia sete do experimento ocorreu a coleta das fezes das
caixas dos animais para ser realizada analises de acidos graxos de cadeia curta AGCC para a

quantificacéo.

Avaliacdo da clinica dos animais e macroscopicas da lesdo

Durante o desenvolvimento dos experimentos, os animais foram avaliados diariamente
guanto ao consumo de alimento, peso corporal, aparecimento de fezes diarreicas e presenca de
sangramento retal, parametros utilizados para elaboracdo do indice de Atividade da Doenca

(IAD) (Camuesco e cols., 2006). Apds a morte dos animais os colons foram retirados e
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analisados quanto aos prejuizos intestinais através das andlises bioquimicas, peso e
comprimento do colon e relagdo peso/comprimento célico. Adicionalmente, retiramos e
pesamos o0 bago dos animais de todos 0s grupos.

Nos setes dias foram registados o consumo de racdo, tal como a variacdo de peso dos
animais e o Indice da Atividade da Doenca (IAD) através da pontuagio mostrada na Tabela 1,

0 que resultou em um escore da doenca de cada animal/dia.

Perda de pesc (%) Pontuagdo Consisténcia das fezes Pontuagdo Sangramento retal Pontuagdo
nenhum a normal 4] nenhum a
1-5% 1 pastosa’solta 1 sangramento leve 1
5-10% 2 diarreia leve 2 sangramento intenso 2
10-20% 3 diarreia intensa 3
=20% 4

O valor total & a somatéria da pontuacdo da perda de peso, consisténcia das fezes e sangramento retal, variando de 0 a 9.

Tabela 1 - Escore do IAD (Iindice de Atividade da Doenca)

Anélises bioguimicas

Em amostras de célon dos animais de todos os grupos, foi avaliado os niveis colicos de
glutationa (GSH) total de acordo com o previamente descrito por Anderson, 1995 como
marcador enddgenos antioxidante e da atividade da mieloperoxidase (MPO) de acordo com o
protocolo experimental descrito por Krawisz e cols,1984. Em adicional, foi realizado a
quantificacdo de fosfatase alcalina, enzima presente em abundancia em casos de inflamacéo

intestinal, sequindo o protocolo de Smith e cols., (1985) e Bessey e cols., (1946).

Quantificacéo de Acidos Graxos de Cadeia Curta

A coleta de fezes doa animais tratados com os compostos foi realizada no dia 0 e dia 7
do experimento, estas amostras foram processadas para a determinacdo dos &cidos graxos de
cadeia curta (AGCCs) de acordo com o protocolo adaptado por Almeida-Junior e cols. (2017).
As analises foram realizadas em um cromatégrafo gasoso acoplado a espectrometria de massa
(GC-MS Thermo Scientific, modelo FOCUS ISQ 230ST, com injetor automatico triplus DUO
e biblioteca NIST 2008). Os valores obtidos da concentracdo de AGCCs sdo expressos em

mg/ml que, posteriormente, foram convertidos em uMol/g.

Analises Estatisticas

Todos os dados foram expressos com a média + erro padrdo da média (EPM), sendo a
significancia estatistica considerada para valores de p < 0,05. Dados ndo paramétricos foram
analisados por Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn e dados paramétricos foi utilizado

Analise de Variancia (ANOVA) seguida de teste de Dunnut.
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RESULTADOS

O projeto foi iniciado em janeiro de 2024 com a experimentacdo animal contendo um n
inicial variado seguindo a necessidade de cada grupo, como mostrado na Tabela 2. Durante a
experimentacdo, nenhum animal entrou em 6bito em decorréncia da inducédo da doenca ou da
manipulacdo humana. No entanto, um animal do grupo 4-ME+PIP apresentou hiper
crescimento dentario associado a ma oclusdo bocal, doenca comum em roedores que nao
conseguem gerar um desgaste adequado da arcada dentéria e consequente crescimento continuo

dos dentes (Kutsumoto, 2023) e foi retirado do experimento.

N® Inicial N? Final
Branco 10 10
Controle 12 12
4-metilesculetina a a8
Fiperina 9 9
4-ME + Piperina a ™

Tabela 2 — Numero final de animais utilizados em cada grupo experimental.

Na Figura 2 constam os dados de IAD (indice de Atividade da Doenca) dos diferentes
grupos experimentais ao longo dos dias de experimentacdo. Nesta figura se observa que nédo
houve diferenca significativa entre os grupos até o dia 3 de experimentacao. No dia 4 se detectou
uma diferenca significativa entre o grupo controle com o grupo branco, indicando a instalacéo
do processo inflamatdrio intestinal, cujo pico dos sintomas ocorre no dia 5 (Figura 2). A partir
do dia 5, os tratamentos reduziram significativamente o IAD de forma diferencial, sendo que
4-ME e PIP reduziram de forma significativa o IAD no dia 5 de experimentacdo, enquanto o
grupo 4-ME+PIP apenas no dia 6 (Figura 2). E interessante notar que os efeitos de 4-ME, mas

ndo de PIP, permanecem significativos no dia 6.
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Evolugao do IAD

Branco
Controle
4-ME

PIP
4-ME+PIP

escore

Dia1 Dia2 Dia3 Dia4d Dia5 Dia6

Figura 2 - Escore do IAD (Indice de Atividade da Doenga) nos dias de experimentagdo. Dados expressos em média + E.P.M.

*p<0,05, **p<0,01 comparado com o Controle.

Na Figura 3 € apresentado a diferenca de peso (Delta peso) da média de cada
animal/grupo durante o experimento, o qual foi calculado pela diferenca da massa corporal entre
0 Ultimo e o dia 0 de experimentacdo. Como mostrado abaixo, é evidente que 0s animaisdo
grupo controle perderam mais peso que outros grupos, enquanto nos animais do grupo branco
este parametro se manteve estavel.

Delta Peso

3-
— Branco
[e)] - T
“5‘ 2 mm Controle
§ 1- mm 4-ME
g 0 Bl Piperina
) mm 4-ME+PIP
o -1=
o
S 27

|| I I | | || 1
Dia1 Dia2 Dia3 Diad4 Dia5 Dia6
Figura 3 - Delta Peso de cada animal/grupo. Dados expressos em média * E.P.M. com * p<0,05, comparado com o Controle.
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Nos animais dos grupos tratados, ocorreu variagdes referente ao ganho e perda de peso.
Na Tabela 3 temos a quantificacdo da perda percentual de peso dos animais atraves da
porcentagem da média de variacdo do delta peso de cada animal/grupo. Os animais do grupo
controle tiveram uma perda expressiva de peso, enquanto os animais do grupo branco foram os
Unicos a ganharem peso durante os sete dias de experimentacdo. Os grupos tratados tiveram

uma perda de peso, porém amena quando comparado ao grupo controle.

Branco Controle 4-metilesculetina Piperina 4-ME + PIP
Peso Inicial (g) 2467+1,34 25,830,686 26,33+1,11 27,18+0,70 26,33+0,72
Peso final (g) 2495+1,10 23,720,686 25,81+1,09 26,62+0,70 25,85+0,64
APeso(g) 0,31+0,36 -1,39+0,39 -0,52+0,18 -0,563 £ 0,23 -048+0,11
APeso (%) 1,25% -9,38% -1,99% -2,07% -1,83%

Tabela 3 - Percentual de perda de peso através do Delta peso. Dados expressos em média + E.P.M.

Na Figura 4 se observa os niveis de glutationa total (GSH) nos grupos experimentais.
Nesta figura os animais do grupo Branco apresentaram os niveis de glutationa elevados em
relacdo aos animais do grupo Controle, tendo uma diferenca estatistica. A reducdo dos niveis
de GSH total mostradas pelos grupos que receberam o DSS, indicam uma maior deplecédo da
glutationa nestes grupos, o que se refere ha um ambiente oxidativo e inflamatério. Nenhum
tratamento (4-ME, PIP e 4-ME+PIP) conseguiu evitar a deplecdo da glutationa em relacéo ao

grupo controle durante os sete dias de experimentacao.

GSH
1500
gt
o)
=] 1000
3]
2
)
o°
o 500
2
0_
2
&L F 4 & xQ\Q
,:b (\\\ | _QQJ &
¥ P <t bﬁ‘

Figura 4 - Quantifica¢do da Glutationa Total. Dados expressos em média * E.P.M, com ** p<0,01, comparado com o

Controle, em Unidade de GSH por grama de tecido.
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Na Figura 5 temos a representacdo da atividade da mieloperoxidase nos diferentes

grupos experimentais, a qual esta significativamente aumentada nos animais do grupo controle

quando comparada aos animais do grupo branco. Neste parametro, todos os tratamentos

diminuiram significativamente a atividade da MPO em relagdo ao grupo controle, sendo que 0

grupo PIP apresentou um p < 0,01.

150+

U/g de tecido

100+

50

MPO

Figura 5 - Quantificagdo de Mieloperoxidase. Dados expressos em média * E.P.M, com * p<0,05 e ** p<0,01, comparado com

o Controle,

em Unidade de MPO por grama de tecido.

Na Figura 6 se observa os efeitos dos diferentes tratamentos sobre a atividade da

fosfatase alcalina intestinal (FAI),

onde ndo ocorreu nenhuma diferenca estatistica entre o0s

grupos tratados e saudavel em relacdo ao grupo controle.

Fosfatase Alcalina
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Figura 6 - Quantificagdo da Fosfatase Alcalina Intestinal. Dados expressos em média + E.P.M, em mili Unidade de FAI por mg

de proteina.
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Os acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) sdo os produtos de maior abundancia
produzidos pelas bactérias da microbiota intestinal, humana e animal. Os AGCCs de maior
importancia sdo o acetato, propionato e o butirato, sendo que juntos eles compdem mais de 98%
de todos os AGCCs produzidos (Sun e cols, 2017). No Figura 7, 8 e 9 é apresentado a
quantificacdo dos AGCCs em pMol/g de fezes dos camundongos, sendo elas coletadas no dia
0 (animais saudaveis) e no dia 7 do experimento. Os resultados indicam que nenhum dos

tratamentos modulou a producéo de acetato, propionato e butirato.

Acetato
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Figura 8 - Quantificagdo dos AGCC - Propionato em uMol/g. Dados expressos em média + E.P.M, com * p<0,05 comparado
com o Controle.
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Propionato

Figura 7 - Quantifica¢éo dos AGCC - Acetato em uMol/g. Dados expressos em média + E.P.M, com * p<0,05 comparado com
o Controle.

Butirato

rMol/g

Figura 9 - Quantificacdo dos AGCC - Butirato em uMol/g. Dados expressos em média + E.P.M, com * p<0,05 comparado com
o Controle.
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DISCUSSAO

O Indice de Atividade da Doenga (IAD), descrito por Camuesco em 2006, € uma forma de
analisar o desenvolvimento clinico da inflamacgdo intestinal induzida por DSS, contendo
variacdes. O indice consiste em pontuacdes atribuidas em relagédo a reducédo percentual de peso,
consisténcia das fezes e aparecimento de sangramento retal. Através do escore do IAD ¢é
possivel ter um parametro dos sintomas clinicos dos animais em experimentacdo, uma vez que
esses dados séo obtidos de cada animal separadamente. Neste sentido, os dados demonstram
que 4-metilesculetina, piperina e a associacao de 4-metilesculetina com piperina foram capazes
de reduzir o IAD de forma diferencial, sendo que os efeitos de 4-metilesculetina foram mantidos
a partir do dia 5 de experimentacdo. Na literatura ndo se tem relatos do IAD com o tratamento
de 4-ME ou PIP no modelo de inflamacéo intestinal induzida por DSS, entretanto em dados
descritos no modelo de TNBS por Witaicenis e cols., 2010, o tratamento de 4-ME na dose de 5
mg/kg apresenta diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle em reducdo da perda
percentual de peso, consisténcia das fezes e sangramento retal, os mesmos parametros utilizados
no IAD. Gupta e cols., 2015 descrevem que a PIP na dosagem de 10 mg/kg reduziu os
parametros clinicos da doenca. No entanto, estes resultados foram observados no modelo de
inducdo da inflamac&o por acido acético. O grupo do sinergismo (4-ME+PIP) apresentou uma
reducdo do IAD no dia final de coleta de dados, dia 6, apresentando média igual ao grupo da 4-
ME isolada. Isso reforca que ndo foi possivel observar efeito sinérgico em relacéo aos efeitos
clinicos mensurados pelo escore do IAD, entretanto demonstra também que a 4-ME, quando
associada a PIP, conseguiu manter reduzido os sintomas clinicos da doenca, mesmo ocorrendo
uma tendencia ao aumento, uma vez que o grupo PIP isolado teve um agravamento dos sintomas

no 6° dia.

A quantificacdo da glutationa total é um teste bioquimico realizado para analisar a
intensidade do estresse oxidativo, pois a glutationa é o principal antioxidante enddgeno do
organismo. E possivel utilizar a deplecdo do GSH como um marcador do estresse oxidativo,
pois sua deplecdo ocorre a partir da oxidacdo do GSH na presenca de espécies reativas a
oxigénio e nitrogénio (Circu e cols., 2012). Na Figura 3 é possivel observar que nenhum
tratamento evitou a deplecgdo de glutationa observada nos animais do grupo controle. Witaicenis
e cols., 2018 demonstraram que 5 mg/kg de 4-ME também néo evitou a deple¢do de GSH no
modelo de DSS 5% por 5 dias. Em um estudo sobre hepatoxicidade e neurotoxicidade, a PIP
na dosagem de 25 mg/kg foi capaz de reduzir a deplecdo de GSH em um tratamento de 21 dias

na inducdo de inflamagao por microcystin-LR (Abdel-Daim e cols, 2019).
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A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima caracterizada como marcador do processo
inflamatorio e do estresse oxidativo, uma vez que é produzida pelos neutrofilos na fase inicial
da inflamacao e € responsavel por catalisar a producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
como o acido hipocloroso, sendo assim crucial na via bioquimica dos EROs (Davies, 2011). Os
resultados apresentados na Figura 5 demonstram que o melhor tratamento para a reducdo da
producdo da MPO foi a PIP, entretanto todos os tratamentos conseguiram reduzir de maneira
significativa os indices de mieloperoxidase, indicando uma acdo anti-inflamatoria e
antioxidante para os produtos testados. Em trabalhos com inducéo da doenca através do modelo
de TNBS em ratos, a 4-ME (5 mg/kg) néo foi capaz de reduzir os niveis de MPO (Witaicenis e
cols, 2014; Witaicenis e cols, 2011). Entretanto, em estudo publicado por Tanimoto e cols.,
2020, a 4-ME na dose de 5 mg/kg reduziu de forma significativa os indices de MPO no modelo
de TNBS. Na analise da atividade da mieloperoxidase também ndo se observa um efeito

sinérgico da associacdo de 4-metilesculetina com a piperina.

As fosfatases alcalinas (FA) sdo enzimas metabolizadoras expressas nas membranas
plasmaéticas celulares de diversos tecidos, estando presente em diferentes formas de vida. Em
humanos, as fosfatases alcalinas estdo associadas a diversos processos celulares e apresentam
classes subdivididas em relacdo ao tecido de ocorréncia, tendo a fosfate alcalina placentaria, a
fosfatase alcalina de células germinativas, fosfatase alcalina inespecifica de tecido e a fosfatase
alcalina intestinal (Zaher e cols, 2020). A fosfatase alcalina intestinal (FAI), ou coélica, esta
presente principalmente no duodeno, mas pode ser encontrada em niveis mais baixos por todo
trato gastrointestinal (TGI). No intestino esta enzima desempenha func¢des protetoras no TGl
com a reducdo da inflamacdo atraveés da modulacdo da microbiota intestinal (Singh e cols.,
2021). Estudos relatam que decréscimos nos niveis de FAI aumentam a suscetibilidade de
inflamagdes como a DII, onde ocorre uma reducdo da sintese da FAI correlacionada com
aumento da permeabilidade intestinal, aumento da endotoxemia e alteracdes na microbiota
intestinal (Singh e cols., 2021). No experimento realizado se observou uma grande variabilidade
na quantificacdo da FAI no tecido do célon dos camundongos, de forma que ndo foi possivel
observar diferenca estatistica entre nenhum grupo (saudavel ou tratado) em relacdo ao grupo

controle.

Os AGCCs séo produzidos como resultado da fermentacdo de diferentes produtos,
principalmente, fibras, via a agdo de bactérias da microbiota intestinal. Os AGCCs podem ser
produzidos em toda extensdo do trato gastrointestinal, porém a maior parte € produzida e

absorvida no cdélon, onde sua principal atuacdo é auxiliando a resposta imune. Dentro de um
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quatro de DII, a quantidade expressiva de AGCCs auxilia na redu¢éo da inflamac&o através da
manutencdo da barreira epitelial intestinal e regulacdo da resposta imune (Sun e cols, 2017).
Como apresentado no grafico 7 a 9, o tratamento de 4-ME, PIP e 4-ME+PIP néo foi capaz de
alterar a producao dos AGCCs (acetato, propionato e butirato) quando comparado com o grupo
Saudavel. Estudo publicado em 2019 por Vergas e cols, cita que as alteragdes que a inflamacédo
causa na microbiota intestinal altera diretamente a producéo dos AGCCs, principalmente por
conta da perda da quantidade de diversas cepas de bactérias responsavel pela producdo dos
acidos. O mecanismo de producdo dos AGCCs envolve diferentes fatores, como alteracdes na
microbiota, o substrato para a fermentacao (alimentacao) e a presenca de inflamacao. A relagéo
entre 0s AGCCs e a DIl é inegavel, porém extremamente complexa, visto que 0s mecanismos
de producéo e absorcdo dos AGCCs estdo relacionados diretamente com a salde do epitélio
intestinal e da microbiota (Shin et al, 2023). Quando ocorre um aumento de mobilidade do bolo
fecal, como em casos de diarreia, pode ocorrer uma queda na producdo dos AGCCs em
decorréncia da reducdo da fermentacdo das fibras alimentares, além disto, a reducdo da
integridade da barreira intestinal causada pela inflamacao pode prejudicar a absorcao dos acidos
(Shin et al, 2023). Estudo sobre a producdo de AGCCs com ratos Wistar com inflamacéo
intestinal induzida por DSS demonstram a reducdo da producdo dos acidos graxos de cadeia
curta, média e longa em casos de inflamacdo intestinal, além de demonstrar alta variabilidade
da producéo dos AGCCs em situacdes inflamatdrias (Shagaleeva et al, 2024). Esta reducdo na
producdo de acetato, propionato e butirato nos animais controle também foi detectada no

presente estudo.

A doenca inflamatdria intestinal, por ser caracterizada como uma doenca crénica nao
transmissivel, estd em uma classe de doencas que ndo apresenta cura. Desta forma, pacientes
diagnosticados com DIl tendem a passar o resto da vida necessitando de tratamento constante
para controle de sintomas e controle do avango da doenca. Atualmente tem-se diferentes classes
farmacologicas utilizadas no tratamento de DII, como aminossalicilatos, glicocorticoides e
imunossupressores, entretanto o uso prolongado desses medicamentos promove muitos efeitos
colaterais para 0s pacientes, aléem de que, por ser uma doenca de etiologia variada, muitos
pacientes ndo respondem adequadamente ao tratamento inicial. E de extrema importancia que
pesquisas busquem novos tratamentos e tratamentos complementares que apresentem menos
efeitos adversos para os pacientes, sendo uma alternativa viavel, a procura de classes de

substancias vegetais que tenham como o foco a reducdo do estresse oxidativo e da inflamacéo
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e na melhora da microbiota intestinal, uma vez que a DII est intimamente ligada com esses

parametros

Dentro da metodologia utilizada nesse projeto, foi possivel observar que tanto a 4-
metilesculetina (5 mg/kg) quanto a piperina (25 mg/kg) e sua associacao (5 mg/kg 4-ME + 25
mg/kg PIP) foram capazes de reduzir a atividade de mieloperoxidase (MPO), enzima marcadora
do estresse oxidativo. Isto confirma a hipotese que essas substancias tém poder antioxidante e
anti-inflamatorio pela reducdo da quantidade de EROs. Além disto, a reducdo dos sintomas
clinicos da doenca, avaliados pelo IAD, indica que pacientes com DIl tenderiam a ter uma
melhora do quadro clinico da doenga com um tratamento complementar com essas substancias

de origem vegetal, em especial a 4-ME.

A DIl ¢ resultado e sintoma de diferentes alteracfes nas popula¢fes de microrganismos
no nosso intestino, que esta relacionado com muitas fungdes bioldgicas de homeostase,
regulacdo da inflamacdo entre outros. Nosso estudo até o presente momento se limitou na
avaliacdo das fezes dos animais que receberam 0s compostos, e apesar dos tratamentos
utilizados ndo terem apresentado uma alteracdo na producdo dos acidos graxos de cadeia curta
(AGCCs), é de extrema importancia que mais estudos sejam realizados visando analisar a

atividade destes e outros compostos na microbiota intestinal.

CONCLUSAO
Com base nos resultados obtidos, é possivel concluir que:

A 4-metilesculetina e a piperina, quando administradas isoladamente, apresentaram um carater
anti-inflamatorio intestinal através da modulacgdo do estresse oxidativo, demonstrado através da
reducdo da MPO e do escore do IAD, porem sem modular a microbiota. JA& o grupo da
associacdo da 4-ME+PIP, apesar de apresentar também uma atividade anti-inflamatoria e
antioxidante através da reducdo do MPO e do IAD e uma ndo modula¢do da microbiota, ndo
foi possivel observar em nenhuma das analises um sinergismo ou potencializacdo do efeito

farmacoldgico pela associacdo dos compostos.
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