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RESUMO

A colite ulcerativa (COU) é uma doenca inflamatoria intestinal (DIl) de carater
cronico, desencadeada por uma resposta imunolégica descontrolada. O seu
tratamento ainda é pouco discutido e os que sao aplicados apresentam resultados
ndo muito satisfatérios. Com isso, estudos para desenvolverem tratamentos
alternativos para os padrfes ja utilizados se fazem necessarios. Por apresentar
propriedades medicinais j& conhecidas, o bacupari (Garcinia brasiliensis), se
mostra um bom fitoterapico para tratar esse tipo de doenca, uma vez que possui
compostos pécticos, bioativos e metabdlitos secundarios com alta capacidade anti-
inflamatdria, com potencial para auxiliar no tratamento da DIl. No presente trabalho,
buscamos avaliar os efeitos do extrato da folha de G. brasiliensis em um modelo
de colite induzida por acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS). A partir do
extrato bruto (20g das folhas secas em 100 ml de etanol a 70%, por 24h) e apés
rotaevaporacao, foi obtida a fracdo acetato de etila (FAEB), que foi submetida a
analises cromatograficas e de citotoxicidade. Para os protocolos experimentais, 0s
animais foram divididos em quatro grupos: controle ndo induzido a colite (veiculo,
SHAM); induzido a colite sem tratamento (I+), induzido a colite e tratamento padréo
com mesalazina (1mg/g, TP) e induzido a colite e tratado com a fragéo do extrato
a 10% (FAEB). A colite foi induzida por TNBS, administrado por cateter via retal,
sob anestesia. Os tratamentos foram iniciados logo apés a inducéo e realizados por
gavagem 1x/dia, por 7 dias grupo. No oitavo dia apos a inducdo, os animais de
todos os grupos foram eutanasiados por dose excessiva de anestésico.
Fragmentos do colon foram coletados e processados para inclusdo em parafina
para analises histopatologicas e imuno-histoquimicas e outros fragmentos foram
macerados para obtencdo de sobrenadantes e analises de citocinas e fatores de
crescimento. Os resultados foram satisfatérios e mostraram que a FAEB bacupari
foi capaz de combater a inflamacéo e restaurar os tecidos lesionados, reduzindo os
niveis de mediadores pro-inflamatérios (COX-2, IL-1B, IL-6, TNF-a) e aumentando
a expressao de fatores de crescimento (EGF, VEGF) e da proteina anti-inflamatoria
AnxAl. Portando, os resultados indicam a potencialidade terapéutica da FAEB de
folnas de G. brasiliensis e estimulam o aprofundamento de estudos com o0s
compostos bioativos da Garcinia brasiliensis como alternativa terapéutica na colite
ulcerativa.

Palavras-chave: Doencas inflamatérias intestinais, citocinas, fitoterapicos, anexina
Al.



ABSTRACT

Ulcerative colitis (UC) is a chronic inflammatory bowel disease (IBD) triggered by
an uncontrolled immune response. Its treatment is still little discussed and those that
are applied show not very satisfactory results. Thus, studies to develop alternative
treatments for the patterns already used are necessary. Due to its already known
medicinal properties, bacupari (Garcinia brasiliensis) is a good herbal medicine to
treat this type of disease, since it has pectic, bioactive compounds and secondary
metabolites with high anti-inflammatory capacity, with the potential to assist in the
treatment. of DII. In the present work, we aimed to evaluate the effects of the leaf
extract of G. brasiliensis in a model of colitis induced by 2,4,6-trinitrobenzene
sulfonic acid (TNBS). From the crude extract (20g of the dried leaves in 100 ml of
70% ethanol for 24h) and after rotary evaporation, the ethyl acetate fraction (FAEB)
was obtained, which was subjected to chromatographic and cytotoxicity analyses.
For the experimental protocols, the animals were divided into four groups: control
not induced to colitis (vehicle, SHAM); induced colitis without treatment (I+), induced
colitis and standard treatment with mesalazine (1mg/g, TP) and induced colitis and
treated with the 10% extract fraction (FAEB). Colitis was induced by TNBS,
administered rectally via catheter, under anesthesia. Treatments were started soon
after induction and performed by gavage 1x/day for 7 days in the group. On the
eighth day after induction, animals from all groups were euthanized by an overdose
of anesthetic. Colon fragments were collected and processed for embedding in
paraffin for histopathological and immunohistochemical analysis and other
fragments were macerated to obtain supernatants and analysis of cytokines and
growth factors. The results were satisfactory and showed that FAEB bacupari was
able to fight inflammation and restore injured tissues, reducing the levels of pro-
inflammatory mediators (COX-2, IL-1pB, IL-6, TNF-a) and increasing the expression
of growth factors (EGF, VEGF) and the anti-inflammatory protein AnxAl. Therefore,
the results indicate the therapeutic potential of FAEB from leaves of G. brasiliensis
and stimulate further studies with the bioactive compounds of Garcinia brasiliensis
as a therapeutic alternative in ulcerative colitis.

Keywords: Inflammatory bowel diseases, cytokines, herbal medicines, annexin Al.
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1. Introducéo

Doencas inflamatdrias intestinais (DII) sado caracterizadas por acometerem o
intestino e o evento principal é o processo inflamatorio crénico. Individuos com pré-
disposicdo genética associada aos fatores ambientais, como a inalacdo de ar
poluido (OPSTELTEN et al., 2016), habitos de tabagismo (MARTINMARTINS
JUNIOR, 1996), méa alimentacdo (SANTOS, 2021) e estresse (DE CASTRO PAIS,
2016) desenvolvem gatilhos da doenca que desencadeiam uma resposta
imunolégica descontrolada originando o processo inflamatério crénico intestinal.
Em um estagio avancado da doenca, podem surgir desde perfuracdes até tumores
intestinais (ZALTMAN, 2007).

A prevaléncia das DIl se deu nos paises industrializados na segunda metade
do século XX, depois estabilizou (ZALTMAN, 2007). No passado eram doencas
consideradas raras no Brasil, mas com a implementacdo de novos habitos
alimentares, a ocorréncia aumentou em todo o mundo. A regido sudeste brasileira,
area mais desenvolvida do pais, € o local com maiores registros de DIl (45,33%)
(DE BRITO et al., 2020), atingindo em maior parte mulheres jovens adultas. As
informacdes sobre os perfis da doenca no Brasil e no mundo ainda sado pouco
conhecidas, possivelmente, novos casos ndo sdo notificados, principalmente, em
regides mais carentes. Com o aumento e avanco de DIl, faz-se necessario a
experimentacdo por meio de estudos clinicos para implementar as melhores
medidas de profilaxia, tratando adequadamente o0s pacientes e evitando

complicacBes nos ja acometidos.

1.1 Colite ulcerativa (COU)

A colite ulcerativa (COU) € uma das principais DIl, caracterizada por
processo inflamatoério crénico e restringe-se as camadas mucosa e submucosa do
intestino grosso, iniciando no reto e podendo se estender cranialmente,
comprometendo todo o célon (FIGUEIREDO, 2004). A incidéncia da COU se deu
nos paises ocidentais desde a segunda guerra mundial e vem aumentando em

areas, previamente, de baixa incidéncia como Asia e paises em desenvolvimento.
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Dentre os sintomas mais comuns da COU estao: diarreia, dor abdominal, vémitos,
perda de peso, manifestacdes extra intestinais e febre (CAMBUI; NATALI, 2015).

Os tipos de tratamento ainda sao limitados e na maioria dos casos Ssao
utilizados acidos 5-aminosalicilicos, corticosteroides e imunossupressores,
principalmente, mas todos possuem pouca ou baixa eficacia (BOZZA, et al. 2020),
esses medicamentos promovem a remissao da doenga, mas néo a cura, podendo
levar o individuo a perda parcial do érgdo acometido. Sendo assim, evidencia-se a
importancia de estimular a busca por tratamentos menos invasivo possivel. Outras
abordagens terapéuticas para a COU envolvem reducdo do processo inflamatoério
e restauracdo da barreira intestinal por meio de compostos bioativos naturais
(FARZAEI et al., 2016; VARGAS-ROBLES et al., 2019). Estudos anteriores, em
modelo de colite ulcerativa induzida por éacido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico
(TNBS), mostraram efeitos benéficos da administracdo do extrato da casa de
Myrciaria jaboticaba, com modulacéo do processo inflamatério e da microbiota (DA
SILVA-MAIA et al., 2019), evidenciando o potencial de fitoterapicos para auxiliar no

tratamento e profilaxia de doencas inflamatérias intestinais.

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais € regulamentada pela Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (ANVISA 5813/16) e pela Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) do Sistema Unico de
Saude (SUS). A publicacdo destas politicas no pais tem fomentado iniciativas
académicas e governamentais a favor de um reconhecimento e fortalecimento
dessas terapias como forma cientifica e segura de tratamento, da mesma forma
como ja sdo vistas em diversos paises (DE MORAES MELLO BOCCOLINI,
SIQUEIRA BOCCOLINI, 2020). Nesse cenario, uma planta nativa do Brasil com

grande potencial medicinal é a Garcinia brasiliensis.

1.2 Garcinia brasiliensis

Conhecida popularmente como bacupari, a Garcinia brasiliensis € uma
arvore de origem amazodnica encontrada em diversos biomas tropicais, da familia
Clusiaceae, usada na medicina popular como anti-inflamatério do trato urinario e
antinociceptivo, isto €, atua anulando ou reduzindo a percepc¢ao e transmissao de

estimulos que causam dor. J&4 na medicina tradicional, o extrato dessa planta é
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utilizado para tratamentos de inflamacdes, Ulceras, diarreias e doencas do trato
digestivo (RIBEIRO, 2017).

A G. brasiliensis é uma planta que apresenta grande quantidade de
substancias bioativas (ARWA, 2013), compostos pécticos (PAIVA et al., 2014) e
metabdlitos secundarios (RIBEIRO, 2017). Dentre os metabdlitos, destaca-se o
Garcinol que apresenta propriedades anti-inflamatérias (LIAO et al., 2004),
antibidticas (LINUMA et al., 1996), antioxidantes e antitumorais (YAMAGUCHI et
al., 2000), além de atuar na supressao de ulceras (YAMAGUCHI et al., 2000) e
deformac@es das criptas do colon (TANAKA et al., 2000).

Portanto, a G. brasiliensis pode produzir resultados satisfatérios se manipulada
e administrada de forma correta. Nesse sentido, estudos com experimentacao
animal séo uteis para avaliar o potencial anti-inflamatorio de extratos obtidos das
folhas de G. brasiliensis na COU, como possivel ampliacdo de opc¢des terapéuticas
nas doencas inflamatorias intestinais que emergem de maneira gradativa no nosso

pais.

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da administracdo da fracdo acetato de etila das folhas de
Garcinia brasiliensis no modelo de colite induzida por acido 2,4,6-trinitrobenzeno
sulfénico (TNBS).

2.2 Objetivo especifico

Em animais induzidos, tratados ou n&do com o extrato, verificar:

e As caracteristicas histopatoldgicas do colon,

e A expressdo das proteinas Anexina Al (AnxAl) e Ciclo-oxigenase 2
(COX 2),

e No sobrenadante do macerado intestinal as citocinas pro-inflamatoérias
interleucina (IL)-18 e (IL)-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
citocina anti-inflamatdria interleucina (IL)-10 e os fatores de crescimento

epidérmicos (EGF) e endoteliais vasculares (VEGF).
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3. Material e Métodos

3.1 Preparacao do extrato e selecdo de dosagem

Para a obtencdo do extrato bruto, 20g das folhas secas da G. brasiliensis
(exsicata depositada no herbério Irina Delanova Gemtchujnicov - BOTU n°33511),
foram infundidas por 24 horas em 100 ml de etanol a 70% (Figura 1A). Apés, 0
material foi filtrado e condensado no rotaevaporador (Figura 1B), sendo a porcéo
etandlica eliminada. A seguir, a solucdo extrativa concentrada foi fracionada por
particdo liquido/liquido (Figura 1C), ao ser misturada em igual propor¢cdo com
acetato de etila por mais 24 horas. Apos, o solvente foi eliminado da porgéo
organica e esta foi reeluida em agua e filtrada, para obtencédo da fracdo acetato de
etila do extrato do bacupari (FAEB) (Figura 1D).

Para selecdo da dosagem a ser usada no modelo animal de COU, foi
realizado teste de citotoxicidade in vitro, para o qual foram misturadas diferentes
porcentagens da FAEB (2-10%) em solucéo glicosilada (5%) de sangue humano
(4%) para avaliacdo da hemdlise. Para os controles negativo e positivo foram
utilizados, respectivamente, solucédo salina e 0,1% de Triton. As amostras e 0s
controles foram levados ao banho-maria a 37° C por 15 minutos. centrifugados a
2.000 RPM por 10 min e, posteriormente, levados para leitura no espectrofotbmetro

a 540 nm, apos zerar-se o aparelho com a solucao glicosilada.
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Figura 1: A- Percolador com etanol e as folhas trituradas. B- rotaevaporador. C- Solucdo extrativa
concentrada. D- Fragdo FAEB a 10%.

3.2 Analise de cromatografia (HPTLC)

A cromatografia de camada delgada de alta performance (HTPLC, high-
performance thin layer chromatography) foi realizada com o aplicador automatico
CAMAG Linomat 5 (Lab. Multidisciplinar 1I/UNIFIPA), com gas N (60 psi) e em
placas delgadas (0,2 mm) de silica 4X10 cm (LXA) (Ref. 818333 - Macherey-
Nagel/Alemanha - ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254). O método de aplicacéo foi feito
utilizando seringa Hamilton de 100 pL, velocidade da dosagem 50 nL/s, pré-
dosagem de descarte de 0,2 pL, bandas feitas com aplicacdo de 10 pL e tamanho
de 8 mm e distancia entre bandas de 5 mm.

O padrao de comparacéo utilizado foi o Garcinol (CS-T-79265, Clearsynth®)
(100ug/mL de Etanol), com eluente Toluelo/Acetato de Etila/Acido Fdrmico
(6:2:0,5).

3.3 Animais

Ratos da linhagem Wistar (n=13) foram obtidos da Unidade Didatica e de
Pesquisa Experimental (UDPE) do Centro Universitario Padre Albino (UNIFIPA) de
Catanduva-SP. Os animais ficaram mantidos em gaiolas, em um ambiente com
temperatura controlada (22 a 25°C) com agua e racao ad libitum. Os procedimentos
experimentais foram realizados nos Laboratorios Multidisciplinares, UNIFIPA, com
acompanhamento de médico veterinario. Todos os experimentos foram conduzidos
de acordo com as normas da Comissdo de Etica para o Uso de Animais (CEUA

UNIFIPA), com o numero de aprovacao 07/20.

3.4 Instilacao retal de acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfonico (TNBS) e
protocolo de tratamento

Para os protocolos experimentais, os animais foram divididos em quatro
grupos: grupo controle ndo induzido a colite, no qual o animal passou pelo mesmo
método de inducdo, mas apenas o soro fisiolégico foi administrado (SHAM n=1
animal); grupo induzido a colite com tratamento padrdo com mesalazina (TP, n=5

animais), grupo induzido a colite e tratado com a fracdo de acetato de etila do
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bacupari (FAEB, n=5 animais) e o grupo induzido a colite sem tratamento (I+, n=2
animais).

Para a inducdo, os animais, ficaram mantidos em jejum por 24 horas, com
dgua ad libitum. Apds foram anestesiados intraperitonealmente (i.p) com
0,2ml/100g de ketamina e 0,05ml/100g de xilasina e submetidos a uma Unica
instilacéo retal de 0,2 ml de 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) a 5% em etanol
a 50%, (190 ul de etanol a 50% e 10 pl de TNBS), com uso de um cateter de puncéo
arterial de 6 centimetros (Intra Special Catheter®, REF305063), a fim de provocar
0 processo inflamatério caracteristico da colite (DO NASCIMENTO et al., 2021).
Apés a introducdo do cateter e da droga, os animais ficaram 2 minutos com o
cateter ainda inserido no reto e depois mais 5 minutos suspensos pela cauda, com
0 intuito de impedir o retorno do liquido.

Em um dos grupos de animais induzidos, a fim de avaliar a eficacia do extrato
na protecdo contra 0os processos inflamatorios, foi administrada 1 ml da fracao
acetato de etila da G. brasiliensis por gavagem, 1x/dia, por sete dias, na
concentracao de 10% (previamente selecionada no teste de citotoxicidade). Ja para
0s animais do grupo de tratamento padrdo, foi feita uma diluicdo do farmaco
mesalazina® com concentracdo de 400 mg em 4ml de agua destilada e 300 ul do
produto final da diluicdo foi ministrado por gavagem 1x/dia por sete dias. Ao final
do experimento, no oitavo dia apds a inducao, os animais de todos os grupos foram

eutanasiados por dose excessiva de anestésico (Isoflurano®).

3.5 Analise de conteudo fecal

O conteudo fecal foi removido e mantido de forma refrigerada. Este material
foi devidamente diluido em agua peptonada e espalhado em placas de agar com
0s meios de Salmonella S., MacConkey, EMB e Nutriente, apropriados para o
crescimento de Salmonella, E. coli., bactérias gram negativas e positivas,
Enterobactérias e bactérias aerdbias totais. As placas foram entdo incubadas por

24—48hrs para analisar os tipos de bactérias que cresceram em cada meio.

3.6 Analises histopatoldgicas e imuno-histoquimicas
Fragmentos do célon foram retirados, fixados em formol a 4% e processados

para inclusdo em parafina. Seccbes de 5um foram usadas para andlises
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histopatologicas e imuno-histoquimicas no microscépio Leica (DM500) do
Laboratério Multidisciplinar, UNIFIPA. Para as analises histopatoldgicas, os
fragmentos de colon foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) para avaliagfes
gerais e pelo Azul de Toluidina para quantificacdo dos mastacitos.

Nos estudos imuno-histoquimicos foram avaliadas as expressdes da
proteina anti-inflamatéria AnxAl e da enzima pré-inflamatoria COX-2. Para avaliar
a expressao dessas proteinas as sec¢fes foram processadas para recuperacao
antigénica com tampao citrato pH 6,0 e bloqueio da atividade da peroxidase
endogena e incubadas com os anticorpos primarios policlonais rabbit: anti ANXAL
(1:1000) (Zymed Laboratories, Cambridge, UK) e anti- COX-2 (1:500) (Abcam,
Cambrigde, UK) overnight. A seguir, incubadas com o anticorpo secundario
biotinlado e imersas em complexo estreptavidina peroxidase conjugada. O
substrato diaminobenzidina (DAB) foi usado para revelacéo (Kit DAB, Invitrogen) e,
apos, as secgdes foram contra coradas com Hematoxilina. As proteinas foram
quantificadas por densitometria (unidades arbitrarias de 0 a 255) no analisador de

imagens (software Leica Image Analysis).

3.7 Analise de Citocinas

Os niveis de TNF-q, IL-1pB, IL-6, IL-10, EGF e VEGF foram analisados no
sobrenadante do macerado intestinal com o kit Rat Cytokine/Chemokine Magnetic
Bead (Merck/EUA; Cat. n® RECYTMAG-65k) e todas as instructes do fabricante
foram seguidas. ApOs adicdo das beads magnéticas que se conectam aos analitos
por meio de anticorpos especificos, das amostras e de incubacdo pelo tempo
indicado, foi adicionado o anticorpo biotinilado de deteccdo e depois o complexo
estraptavidina-ficoeritrina. A analise foi realizada por meio da tecnologia de leitura
Luminex XxMAP, que se baseia em fluxo de laser duplo, sendo um desses especifico
a bead e identifica o analito em analise, e 0 outro capaz de determinar a magnitude
do sinal emitido pela ficoeritrina ligada ao imunocomplexo formado na reacdo. A
leitura foi comparada com curva de concentracéo de padrbes fornecidos pelo kit e

os resultados foram expressos em pg/mL.
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3.8 Anédlises Estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos & analise descritiva e determinagéo
da normalidade. Para as amostras com distribuicdo normal, foi utilizado o software
GraphPad Prism verséo 5.0, a Analise de Variancia (ANOVA) - one way, seguida
do teste de Bonferroni. Todos os valores obtidos foram expressos como média +
S.E.M. e os valores de P menores que 0,05 serdo considerados estatisticamente

significantes.

4. Resultados

4.1 Andlises de citotoxicidade e cromatografica do extrato e do
conteudo fecal na colite induzida por TNBS

O teste de citotoxidade in vitro, com avaliacdo qualitativa da hemodlise
provocada por diferentes concentracdes das amostras, indicou que nenhuma das
amostras apresenta alta citotoxidade nas concentragdes testadas (Figura 2).

s ‘

FIGURA 2: Exempﬁficagéo do teste de citotoxicidade da fracdo acetato de etila em 10%.

A analise cromatografica (HPTLC) evidenciou a presenca do Garcinol (Figura

3), composto que apresenta diversas propriedades, como a anti-inflamatéria.

FIGURA 3: HTPLC da FAEB confirmando a presenca de garcinol no extrato da folha a 10%.



XVl

Do conteudo fecal semeado nas placas com os diferentes meios foi

observado crescimento apenas de E. coli (Figura 5).

=® ‘\__/'
FIGURA 4: A- Meio agar nutriente, B- Meio agar Salmonella S., C- Meio agar Macconkey e D- Meio
agar EMB. Todos evidenciando o crescimento da bactéria E. cali.

4.2 Estudos morfolégicos e histopatolégicos

Nas analises morfolégicas, macroscopicamente, foi possivel evidenciar
grande disparidade entre os grupos, principalmente, pela reversao do processo
inflamatério observada no grupo tratado com a fracdo acetato de etila (FAEB)
guando comparado ao induzido sem tratamento (I+) e ao tratado com medicamento
padrao (TP) (Figura 5A-G). Os animais tratados com FAEB apresentam processo
de cicatrizacdo do 6rgao, com aparéncia muito proxima a de um animal saudavel,
representado pelo SHAM. Tanto os animais TP como os induzidos a colite sem
tratamento (I+), apresentam constricbes pelo célon, o que bloqueou a passagem

de fezes desses animais.

Os grupos I+ e TP apresentam grandes sinais de inflamacéo e fibrose, além
da presenca de pus e descontinuidade das camadas do 6rgéo, dificultando a
visualizacdo e classificacdo de cada camada da parede intestinal, o que foi
corroborado pelas andlises histopatolégicas. Ja no grupo tratado com FAEB é
possivel observar sinais de cicatrizacao, permitindo delimitar as camadas do 6rgéo.
Visivelmente, o tratamento com FAEB mostrou eficacia, comparado aos grupos I+

e TP, onde a integridade do 6rgéo nao foi mantida (Figura 5H-K).
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Induzido Tratamento padrao (TP)

Tratamen

Iy
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Figura 5: Andlises MacroscoOpicas e Histopatoldgicas A- Fragmento de intestino grosso,
exemplificando o grupo I+, que apresenta constricdo (seta) na por¢do mais cranial, B- Fragmento
de intestino grosso, exemplificando o grupo TP, com constricdo na por¢cdo mais cranial, C-
Fragmento de intestino grosso, exemplificando o grupo FAEB, com a auséncia de constri¢ao,
aparéncia muito semelhante a de um érgéo normal, D- Seccéo longitudinal do intestino grosso do
animal SHAM, E- Seccéo longitudinal do intestino grosso, do grupo I+ com a presenca de necrose
e pus, F- Seccéo longitudinal do intestino grosso, do grupo TP com a presenca de necrose e pus,
G- Seccéo longitudinal do intestino grosso, do grupo FAEB com a presenca de sinais de cicatrizacao,
H- visdo microscopica do colon de animal SHAM, com todas as estruturas preservadas, |- visao
microscopica do grupo I+, com a desorganizagao tecidual impossibilitando a classificagdo de cada
camada do intestino, J- visdo microscépica exemplificando o grupo TP, com algumas estruturas
preservadas, mas grande desorganizacgao tecidual e K- visdo macroscopica exemplificando o grupo
FAEB, com as estruturas preservadas e certa descontinuidade causada pela cicatrizagao do 6rgéo.
Barra de 50um.

4.3 Avaliacdes imuno-histoquimicas

Pelas andlises de imuno-histoquimica foi observada modulacdo nas
expressbes da AnxAl e COX-2 (Figura 6A-l), confirmadas pelas analises
densitométricas (Figura 6K, J). Os animais dos grupos I+ e TP mostraram pouca
expressdo de AnxAl e expressao aumentada de COX-2. De maneira interessante,
o tratamento com a FAEB aumentou a expressao da proteina AnxAl e reduziu a
imunorreatividade da COX-2 em comparacdo com o0s grupos I+ e TP. As
expressdes de AnxAl e COX-2 no grupo FAEB foram similares as observadas no
SHAM.
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FIGURA 6: Expresséo de AnxAl e COX-2 A- forte expressdo AnxAl no animal SHAM, B- reducéo
da expressdo da AnxAl no grupo I+, C- reducdo da expressao da AnxAl no grupo TP, D- elevada
expressdo da AnxAl no grupo FAEB, E- forte imunorreatividade para COX-2 no animal SHAM, F-
expressédo aumentada da COX-2 no grupo I+, G- alta expressdo da COX-2no grupo TP, H- reducéo
da imunorreatividade para COX-2no grupo FAEB, I- Auséncia de imunorreatividade no controle da
reacdo. Barras de 50 ym. J- gréfico da analise de densitometria para AnxAl,. K- grafico da analise
de densitometria para COX-2. *** p<0,001 vs SHAM; ### p<0,001 e ## p<0,01 vs I+; aaa p<0,001

e aa p<001 vs TP.

4.4 Dosagem de citocinas e fatores de crescimento

As citocinas pré inflamatérias, IL-1B, IL-6 e TNF-a, mostraram niveis
aumentados nos animais dos grupos I+ e TP comparados aos animais tratados com
a FAEB. (Figura 7A-C). Niveis elevados de IL-10 foram observados nos trés grupos
avaliados (Figura 7D). Os fatores de crescimento, EGF e VEGF, relacionados com
0 processo de cicatrizacdo, mostraram niveis altos nos animais tratados com a

FAEB, comparado aos demais grupos (Figura 7E, F).


about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank

XXI

@A) ®) ©)

~ L1 IL-6 -
B TNF-a —
8000- 1500- 500- o=
= Em FAEB
6000- 4004 #
=z 10004 e #
- 3004 -T—
§ w0001 | T #in
aa 2 kidid 2004 pem
5004
= m- B
@0\ F=ny P
2) IL-10 €) EGF & VEGF
oo
800 4000 prow 2000+ o
##
600 ) # ## 3000- 1500
o
o e
A 2000 —_ 1000- I
2 sE
2004 PR 1000 FEO% 5004 pe
i : e
o o 2
0 0- 0-

FIGURA 7: Dosagem de citocinas e fatores de crescimento no macerado intestinal. A- IL-13, I+
(7056+116), TP (3503+915,85),. B- IL-6, |+ em relagio ao FAEB (465,38+31,2) ,TP (674,67+110,7)
C- TNF-q, I+ em relagdo ao FAEB (188,92+15,06) ,TP (279,25+25,44). D- IL-10, |+ em relagdo ao
FAEB (472,78+46,2) , TP (49448,2) E- EGF; I+ em relacdo ao FAEB (3121+272,27). F- VEGF; I+
em relacdo ao FAEB (1364+122,38). ### p<0,001, ## p<0,01 e # p<0,05 vs |+; aa p<0,01 e a p<005
vs TP.

5. Discusséo

A colite ulcerativa é uma doenca inflamatoria intestinal que vém afetando de
maneira gradual jovens adultos brasileiros (DE BRITO et al., 2020), o que estimula
a busca por opc¢Oes terapéuticas, entre elas os bioativos naturais de G. brasiliensis.
As propriedades terapéuticas do género Garcinia e o seu potencial medicinal pelo
uso de extratos obtidos especialmente da casca dos frutos desta arvore foram
demonstradas em varios trabalhos (LIAO et al., 2004; NALDONI et al., 2009;
SANTA-CECILIA et al., 2011; ARWA et al., 2015; ZAN et al., 2018; ESPIRITO
SANTO et al.,, 2020). Nesta investigacdo mostramos importantes efeitos anti-
inflamatorios pela administracdo de extrato obtido das folhas de G. brasiliensis em

modelo de colite ulcerativa.

Para a presenca apenas de E. coli como resultado encontrado nas placas
semeadas com as fezes dos animais, evidencia-se um padrdo em todos 0S grupos,
0 que ndo destoa do normal, uma vez que embora seja patogénica, essa bactéria
ocorre no intestino em condi¢cdes homeostaticas (KAPER et al., 2004). Pelas
analises morfologicas e histopatologicas, o tratamento com a fracdo acetato de etila
do extrato de folhas de G. brasiliensis mostrou reversédo do processo inflamatorio,

com reestruturacédo tecidual das camadas do intestino. Esse efeito anti-inflamatoério
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pode ser relacionado ao Garcinol, uma benzofenona identificada pela anélise
cromatografica da fracdo do extrato nesta investigacdo. O Garcinol é conhecido por
sua acao anti-inflamatoria via inibicdo do fator nuclear (NF)-kB (LIAO et al., 2004).
O bioativo isolado mostrou efeitos na reducéo das criptas do célon (TANAKA et al.,
2000), inibicdo da expresséo da proteina COX-2 e IL-1B8 (SAMAD et al., 2001) e da
ativacdo do NF-kB, atuando concomitantemente, com outras modulacdes
metabdlicas que podem diminuir ou inibir ativacdo das vias JAK-STAT
(HEMSHEKHAR et al., 2011).

Na continuidade do trabalho avaliamos a expressdao de mediadores
inflamatérios. As andlises de imuno-histoquimica mostraram que o tratamento com
a FAEB aumenta a expressdo da proteina anti-inflamatoria AnxAl e,
concomitantemente, reduz a expresséo da enzima pro-inflamatoria COX-2. Esses
resultados séo similares aos encontrados para o tratamento com Camellia simensis
(cha verde) em células de cancer pulmonar (LU et al., 2012). A expressao
aumentada da AnxAl no epitélio intestinal comprometido com colite ulcerativa, foi
relacionada ao fechamento da lesdo e a adesédo da matriz celular (LEONI et al.,
2012). Em modelo de doenca de Crohn, animais com os niveis reduzidos de AnxAl
apresentaram resolucdo incompleta do quadro inflamatorio, correlacionado ao
aumento dos niveis de TNF-a (SENA et al., 2013). A AnxAl esta relacionada ao
processo de reparacédo e cicatrizacao da inflamacédo (LEONI et al., 2015), sendo
um mediador pro-resolutivo, na promoc¢ao da homeostase entre os mediadores pro-
inflamatorios e anti-inflamatorios (GOBBETTI et al., 2016).

Aléem disso a AnxAl esta relacionada a atividades antifibroticas
(NEYMEYER et al., 2015; TRENTIN et al., 2015). No nosso estudo a fibrose e
constricao do tubo intestinal foram observadas nos animais induzidos a colite e ndo
tratados e nagueles tratados com mesalazina, mas essas caracteristicas nao
estiveram presentes nos animais tratados com a FAEB, correlacionado a altos
niveis de AnxAl. Dessa forma o aumento na expressao da AnxAl e reducdo da
COX-2 causado pelo tratamento com a FAEB sustentam sua potencialidade anti-

inflamatoria e promotora de cicatrizagao.

Além disso, o tratamento com a FAEB reduziu as citocinas pro-inflamatérias

TNF-q, IL-1B e IL-6. TNF-a e IL-18, mediadores que atuam de maneira sinérgica,
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de forma que a perpetuacdo da expressao de um confere na perpetuagdo da
expressao do outro, amplificando entdo o sinal da inflamagéao (BARRIENTOS et al.,
2008), e promovendo a inflamacgao croénica, o que foi revertido pela administracao
da FAEB.

O TNF-a atua ainda como principal estimulador da angiogénese, o que
resulta na migracdo das células endoteliais e na formacdo dos capilares,
essencialmente importantes para o processo de cicatrizacdo (CAMPOS et al.,
2007), essas acoes sao mediadas por fatores de crescimento que irdo reparar o
tecido lesionado. No presente trabalho foram verificados os efeitos de dois fatores
de crescimento que atuam no processo de cicatrizacao, os fatores de crescimento
epidérmico (EGF) e derivados do endotélio vascular (VEGF). O primeiro produzido
por plaguetas, células epiteliais e macrofagos, ja o segundo € produzido e
secretado por fibroblastos e macréfagos (TRAVI-CARNEIRO et al. 2013). O grupo
FAEB apresentou valores mais elevados para esses fatores de crescimento e

também resultados mais satisfatorios quanto a cicatrizacao tecidual.

6. Concluséo

No conjunto, nossos dados indicam a presenca de Garcinol na fragéo acetato
de etila do extrato de folhas da G. brasiliensis e os efeitos benéficos promovidos
pela administracdo desta fracdo do extrato em modelo de colite ulcerativa. O
tratamento com a FAEB reduziu os niveis de mediadores pro-inflamatorios e
aumentou a expressao de fatores de crescimento e da proteina anti-inflamatoria
AnxAl. Esses resultados estimulam o aprofundamento de estudos com compostos

bioativos de G. brasiliensis como alternativa terapéutica na colite ulcerativa.
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