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Lista de abreviaturas
ALT - alanina aminotransferase

FA - fosfatase alcalina

AST - aspartato aminotransferase
DC - doencga de Crohn

COX 1 e 2- cicloxigenase do tipo 1 e tipo 2
DTNB - 5”-ditio-bis (2-acido nitrobenzdico)
EDE - extrato metandlico dB. dlliptica
EDN - extrato metandlico dB. nitida
GPX - enzima glutationa peroxidase
GRed- enzima glutationa redutase
GSH - glutationa reduzida

GSSG- glutationa oxidada

GST - glutationa S-transferase
H.O,_peréxido de hidrogénio

DIl - doenca inflamatoria intestinal
IL-1 - interleucina do tipo 1

IL-12 - interleucina do tipo 12

IL-13 - interleucina do tipo 13

IL-17 - interleucina do tipo 17

IL-1Ra - antagonista receptor de IL-1
IL-1 B - interleucina B

IL-5 - interleucina do tipo 5

IL-6 - interleucina do tipo 6

IL-8 - interleucina do tipo 8

INF-vy - interferony

INOS - Oxido nitrico sintase induzivel
MPO - mieloperoxidase

RCU - retocolite ulcerativa

NFxB - fator nucleakB

Thl - célula T-helper 1

Th17 - célula T-helper 17

Th2 - célula T-helper 2

TNBS - 4cido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico



TNF-a - fator de ncreose tumoral-
TNF-a - fator de necrose tumoral-
v-GT - vy glutamiltransferase
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Resumo
A doenca inflamatéria intestinal (DIl) corresporadam conjunto de desordens cronicas
inflamatodrias intestinais, de etiologia ainda desawida, sendo a retocolite (RCU) e a
doencga de Crohn (DC) as duas doengas mais re@aggaste de maior importancia
clinica. Devido a pouca eficacia das terapias cotiv@ais, muitos pacientes recorrem
a métodos alternativos, como o uso de plantas meadic As espécieBavilla dliptica
St. Hil e Davilla nitida (Vahl) Kubitzki (familia Dilleniaceae) séo plantasbustivas
comumente encontradas no Cerrado brasil@r@liptica, conhecida como lixeirinha,
é utilizada na medicina popular para o tratamestafdccdes do trato gastrointestinal,
como Ulceras e gastrites, e também utilizado cominfiamatério.D. nitida (cipd de
fogo) apresenta um grande potencial para o tratamele doencas do trato
gastrointestinal, pois semelhante [B. e€lliptica, apresenta comprovada acéo
gastroprotetora e ambas possuem perfis fitoquimiseselhantes, compostos
basicamente de polifendis. Os objetivos deste ltiabdioram avaliar os efeitos
preventivos e/ou curativos dos extratos metanolimB. elliptica (EDE) eD. nitida
(EDN) em modelos experimentais de colite (agudaémico) induzidos pelo acido
trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em ratos e os passi mecanismos decorrentes
dessas acOes farmacologicas. A partir dos resaltadteriormente obtidos da acao
gastroprotetora de ambos os extratos, foram sekdas as doses empregadas nos
modelos experimentais de colite. Foi constatadoadfas doses (500 mg/kg) de EDE e
EDN administradas oralmente, promovem o agravamea® injurias no colon
(aumento de 47 e 21% das lesbes, respectivamPoi@mn, ao avaliar os efeitos agudos
de ambos os extratos no modelo de colite com dusesres (31.2, 62.5 e 125 mg/kg),
ocorreram reducdes significativas das areas (pal®s os extratos) e dos escores das
lesbes (somente de EDN) promovidas pelo TNBS. Asg@es das lesbes do colon dos
animais tratados com EDE e EDN nédo alteraram osnpstros de relacao
peso/comprimento do célon e consumo de racdo paranomais tratados com o0s
extratos que foram iguais aos dos animais tratadossalina. No experimento agudo,
ambos os extratos reduziram significativamente ivsis1 de mieloperoxidase (MPO),
interleucina B (IL-1B) e do fator de necrose tumoralTNF-o), enquanto os niveis de
glutationa ndo foram mantidos e de fosfatase al@glFA) ndo foram reduzidos em
relacdo ao grupo salina. No modelo experimentahico) a partir da inducdo da
inflamag&o no colon, os grupos foram tratados catose de 31.2 mg/kg dos extratos,
durante trés periodos distintos: 7, 14 e 21 diasmaAis com inflamac&o no célon e
tratados com EDE durante 7 dias ou EDN duranteiddg reeduziram os escores das
lesGes. Novamente, ambos os extratos nao alteraregtacdo peso/comprimento do
colon e o consumo de racdo dos animais, compagmgsupo salina. As analises da
evolucéo do peso corporal, das alteracdes dos ®(pago, coracao, figado, pulmdes e
rins) e dos parametros bioquimicos de toxicidad®T(AALT, y-GT, creatinina, uréia e
glicose), demonstram que as administracbes de EBEN ndo promoveram efeitos
téxicos aparentes nos diferentes periodos de anéls extratos ndao reduzem os niveis
de FA, mas EDN mantém elevado os niveis de gluatapds 14 e 21 dias. Semelhante
aos resultados obtidos no modelo agudo, os tratasyeom EDE e EDN reduziram os
niveis de MPO, IL-f e TNFa. A diminuicdo de MPO pela administracdo de EDE e
EDN indica uma reducao da infiltracdo de neutréfitm sitio de inflamacgé&o, devido a
inibicdo das citocinas pro-inflamatorias IB-& TNF, pois estas sdo responsaveis pela
ativacdo de proteinas de adesédo dos leucocitos elatos podem estar associados aos
polifendis presentes em ambos os extratos, pas esimpostos sdo caracterizados na
literatura como detentores de propriedades argtimdtorias. Como concluséo, pode-se
afrmar que EDE e EDN apresentam propriedade d#afimatéria em colite



experimental induzida por TNBS/etanol 50%, pelaugdéd de IL-1 e de TNFe, que
leva a diminuicao do influxo leucocitario no loca inflamacéo.

Palavras chave Davilla dlliptica, Davilla nitida, Dilleniaceae, doenca inflamatoria
intestinal, reto colite ulcerativa, TNBS.



Abstract
Inflammatory bowel disease (DIl) represents a grotighronic inflammatory bowel
disorders of unknown etiology, and ulcerative t®I{fRCU) and Crohn's disease (DC)
both diseases are most representative and impamaong the DIl clinic. Because the
conventional therapies ineffectiveness, many peisssort to alternative methods, such
as the use of medicinal plants. The speBiesilla elliptica St. Hil andDavilla nitida
(Vahl) Kubitzki (family Dilleniaceae) are shrubsmomonly found in the Brazilian
CerradoD. dliptica, known as “lixeirinha”, is used in folk medicineorf the
gastrointestinal disorders treatment such as tjaséimd ulcers and also used as anti-
inflammatory. D. nitida (“cip6 de fogo”) has great potential to treat gaisttestinal
diseases, thus similar . elliptica, has proven gastroprotective action and both have
similar phytochemical profiles, composed primardy polyphenols. Our objectives
were to evaluate the preventive and/or healingceffef theD. eliptica (EDE) and
D. nitida (EDN) methanolic extracts in the colite experinanhodels (acute and
chronic) induced by trinitrobenzenesulfonic acidNBS) in rats and possible
mechanisms resulting from these pharmacologicaratFrom the previous results of
gastroprotective action of both extracts, we selbdhe doses used in experimental
models of UC. It was found that high doses (500 imgg) of EDN and EDE
administered orally, promoted the colon injury ayagtion (lesion increasing of 47 and
21%, respectively). However, in assessing the aefigets of both extracts in the UC
model at lower doses (31.2, 62.5 and 125 mg/k@yethvere significant reductions in
areas (for both extracts) and scores of the irguiiEON only) promoted by TNBS. The
colonic lesions reduction in the animals treatethvidtDE and EDN did not alter the
weight/length parameter of colon and feed intak@nmmals treated with the extracts
were equal to those animals treated with salinghénacute experiment, both extracts
significantly reduced the levels of myeloperoxid@s#O), interleukin B (IL-1p) and
tumor necrosis factar- (TNF-o), while glutathione levels were not increased and
alkaline phosphatase (AP) were not reduced comparadline group. In the chronic
experiment, the colonic inflammation was inducedmpio the treatment with a dose of
31.2 mg/kg of the extracts along 7, 14 and 21 dals.lesion scores of colitic animals
were reduced by the treatment with EDE for 7 day&DN for 14 days. Again, the
extracts did not alter the weight/length ratio dedd intake of animals comparing to
saline group. The analysis of body weight evolutialiteration in organs (spleen, heart,
liver, lungs and kidneys) and in biochemical partrseof toxicity (AST, ALT,y-GT,
creatinine, urea and glucose), showed that admatish of EDE and EDN did not
occasioned apparent toxic effects in different qusiof analysis. The extracts did not
reduce the levels of AP, but EDN increases glubaihilevels after 14 and 21 days.
Similarly to results obtained in the acute mod&atment with EDN and EDE reduced
the levels of MPO, IL-f and TNFe.The decrease of MPO by the EDE and EDN
administration indicates a infiltration reductiohreeutrophils at the inflammatory site,
due to inhibition of pro-inflammatory cytokines I and TNFe, since cytokinesire
responsible for the activation of leukocyte andregpion of adhesion molecules. Such
effects may be related to the polyphenols presehobth extracts, since the polyphenols
present important anti-inflammatory propertiestas well-described in the literature. In
conclusion, we can say that EDE and EDN exhibii-iaflammatory properties in
experimental colitis induced by TNBS/ethanol 50%gucing IL-1 and TNF, which
leads to decreased leukocyte influx at the siteftdmmation.

Keywords: Davilla dliptica, Davilla nitida, Dilleniaceae, inflammatory bowel disease,
ulcerative colitis, TNBS



l. INTRODUCAO

A leséo tecidual ocasionada por um ferimento, noiganismo patogénico ou
substancia estranha ao organismo leva a uma coanpégpiéncia de eventos conhecida
como resposta inflamatéria. A resposta inflamat@iacaracterizada pela ativagéo
coordenada de varias vias de sinalizacdo que magalaxpressao tanto de mediadores
pré6- como antiinflamatérios em células residentes recidos e em leucdcitos
recrutados (Lawrence & Gilroy, 2007). Quando oeanm dano tissular ou infeccédo, a
resposta inflamatéria promove a protecdo primasiarganismo pela restricdo do local
lesionado, de maneira imediata. Porém, havendorsisfincia do antigeno ou do
estimulo inflamatério, ocorre o desenvolvimentoudea resposta cronica que contribui
para o dano tecidual, como no caso das doencamiatibrias intestinais em humanos.

A doenca inflamatéria intestinal (DIl) corresponale&im conjunto de desordens
cronicas inflamatorias intestinais, caracterizgaassangramento retal, dor abdominal,
febre, perda de peso, diarréia dentre outros sadpsendo a colite ulcerativa (RCU) e
a doenca de Crohn (DC) as doencas de maior impaatélinica (Machidat al., 2005;
Pavlick et al., 2002). As caracteristicas histologicas da Dtluem abcesso, perda e
distorcdo de criptas, infiltracdo de um grande mdmae neutrofilos, mondcitos e
linfocitos (Yanet al., 2009). Como descrito na tabela 1, a RCU afetaestero colon e
o reto, envolvendo basicamente a camada de rewsgtnou mucosa, manifestando-se
como areas continuas de inflamacéo e ulceracédo,ssgmentos de tecido normal,
deplecdo de mucina e dano glandular; enquanto a ab@nete todo o trato
gastrointestinal e as ulceragfes ultrapassam adesatrensmural da mucosa, podendo
ocorrer fibrose, ulceracdo linféide e formacédo danglomas em 60% dos casos

(Bossuyt, 2006).



COLITE ULCERATIVA DOENCA DE CROHN

Acomete colon e/ou reto Pode acometer qualquecépordo
trato gastrointestinal (principalmente
o ileo)

Afeta a camada de revestimento ou Processo transmural (atinge todas as

mucosa camadas do intestino)

Area continua de inflamacdo e Distribuicdo descontinua

ulceracao

Diarréia liguida com muco, pus e Diarréia pastosa

sangue

Dano glandular e deple¢ao de mucina Fibrose, tarau e ulceragéo
linféide

Tabela 1.Caracteristicas distintivas entre RCU e DC

Existe uma alta incidéncia de DIl em individuos pkeses desenvolvidos e
industrializados do hemisfério norte, onde estimayse existam 396 casos para cada
grupo de 100 mil habitantes, sendo a maior preveéentre caucasianos e judeus
(Hanauer, 2006; Lakatos, 2006). Tradicionalmentdésgs da Europa Ocidental e da
Ameérica do Norte correspondem a areas de altaéncid de DII, porém o niumero de
casos se mantém estabilizado ou com baixo crestmmamyuanto regides consideradas
de baixa incidéncia como Europa Oriental, AmérioaSail, Asia e regido do Pacifico
apresentam casos crescentes de DIl (Lakatos, 2006)lapdo, o0 aumento do consumo
de carne vermelha, aglUcares e gorduras, ocorreemalejlamente acompanhado do
crescimento do numero de casos de RCU e DC (Sakastnalt, 2005; Kitahoreaet al.,
1995). Segundo Lakatos (2006), o crescente ninescasb de DIl na Asia e nos paises
subdesenvolvidos nos ultimos anos, acompanhou oegso de “ocidentalizacao”
ocorrido nessas areas.

O estilo de vida “ocidentalizado”, depressdo eesst (Daneset al., 2004;

Kurina et al., 2001) podem aumentar a incidéncia de DII. Osréat psicologicos



podem levar a uma crise aguda em pessoas que saleell, mas ndo séao
considerados como fatores responsaveis pela foomac@desenvolvimento crénico
dessas doencas (Hollander, 2003). Recentes esgidsmioldgicos em humanos e
genéticos em modelos experimentais com animaigenggue a combinacao de fatores
de susceptibilidade genética, resposta imune dHemm a microbiota do ambiente
entérico, contribuem com a iniciacdo e desenvolmimedo estado crénico dessas
doencas (Wirtzt al., 2007). Além desses, inUmeros outros fatores eptas relacéo
com a formacgdo e desenvolvimento de DII, tais cédamoo, idade, alcool, mutagdes,
farmacos, dentre outros (Bernsteinal., 2007;Jowettet al., 2004; Karlingeret al.,
2000). Porém a patogénese ainda é consideradantiesaia.

Dentre as descobertas associadas ao desenvolvideemd, estdo o aumento da
infiltracdo leRCUocitadria e de mediadores inflamiai® (citocinas, quimiocinas,
eicosanoides), sinais de estresse oxidativo, degardo ambiente colico, decréscimo
da oxidacdo dos &cidos graxos de cadeia curta,rdarda permeabilidade intestinal,
aumento da sintese de NO, que de maneira conpuitainam na destruicdo tecidual e
na manifestacé@o clinica das doencas (Jackson & P0&6; Head & Jurenka, 2003;
Podolski, 2002). Em condi¢cdes normais, existe utadesde homeostase mantido no
intestino pelo balango entre citocinas pro-inflainas e as antiinflamatoriamas em
paciente com DIl ocorre um desbalanco desses fatareaté mesmo uma regulagéo
para a persisténcia da inflamagéao intestinal (8a&RPapadakis, 2008).

As citocinas sdo proteinas secretadas por célulasisiema hematopoiético, e
responsaveis por mediar inimeras respostas biagidesempenhando um papel
critico em doencas infecciosas ou inflamatorias, teaidos adjacentes ou distantes
(Saruta & Papadakis, 2008). No caso da DII, cimsipro-inflamatoérias tais como

interleucinas dos tipos 1 e 8 (IL-1 e IL-8) e fattw necrose tumoral (TNF- a)



apresentam importancia na modulagéo da resposteeinagindo por diversos meios,
seja pela ativacdo quimiotatica de leucdcitos @@élds, macréfagos e linfocitos),
como na producao de outras citocinas ou de radieegs (Sarkaet al., 2004).

A geracao de radicais livres esta intimamente i@aca com a patogénese da
DIl. Lih-Brody et al. (1996) comprovaram, a partir de biopsias de mudosedlon de
humanos acometidos pela enfermidade, o estabelettinte alteracbes dos niveis
oxidativos. Este desequilibrio se traduz em umeimento no estresse oxidativo
acompanhado de uma diminuicdo nas defesas antmagldisiolégicas (Loguercio,
1996). Além disso, os danos aos acidos nucléicosadas pelas espécies reativas de
oxigénio e seu produtos podem originar uma sintes#éica defeituosa ou o
aparecimento de mutacdes no material genéticoacelabm conseqiente perigo de
desenvolvimento tumores. Este Ultimo poderia jigstifa maior incidéncia de cancer
colo-retal descrito em pacientes com colite uloeadiGitnick, 1996; Obrador, 1994).

Hoje, sabe-se que existe uma regulacao diferendiasliaélulas T em DC e RCU.
As alteragbes morfolégicas e inflamatorias de D@eesissociadas com as respostas
imunes das células T-helper 1 (Thl) e 17 (Th17¢,lguam ao aumento da secrec¢éo de
IL-12, TNF-a, IL-17 e de interferory (INF-y) (Anunziatoet al., 2007 ). Na RCU, as
alteracdes do ambiente colico estdo associadaspastas imunes atipicas das células
Th2 com aumento de IL-5 e de IL-13 (Fessl., 2004). A expressao diferenciada das
citocinas nas lesdes intestinais de DC e RCU ¢ iimp® ndo somente para o
entendimento da patogénese destas doencas, mantgmosibilita o direcionamento
de tratamentos que tenham como objetivo, atingin@®s de citocinas especificas
envolvidas em cada doenca (Saruta & Papadakis,)) 2008

O tratamento da DIl inicia-se a partir do diagima@sto tipo de enfermidade. O

diagnostico assim como diferenciacdo entre DC e ROUe ser feito de maneira



precisa na maioria dos pacientes, baseado no ibastdo paciente, exame fisico,
ileocolonoscopia, exame por enema de duplo-coetrdst bario, biopsia e analise
microbiolégica (Bossuyt, 2006). Dentre as substinainais empregadas em DI,
destacam-se 0s derivados do acido 5-aminosalicilicoorticosteroides,

imunossupressores e, mais recentemente, as chateeajaas bioldgicas, envolvendo o
uso de anticorpos para TNF{infliximab, adalimumab, certolizumab), bloqueie d
quimiocinas e moléculas de adeséo (natalizumal)icédo de IL-12 (usteknumab,
ABT-874) e de IL-6 (tocilizumab), para receptor sigperficies DC25 de células T
(basiliximab), dentre outros (Stallmaetal., 2010).

O tratamento convencional envolve uso de aminadisadis, corticosterdides e
imunossupressores, que demonstram eficacia naiedas vezes, mas nem todos os
pacientes podem fazer uso desses medicamentos nutenti@mente, sendo uma
alternativa o uso da terapia biolégica com os arpins (Stallmactet al., 2010). De
maneira geral, estes medicamentos apresentam alvefsitos colaterais, sdo de alto
custo, na maioria das vezes sdo ineficazes quangwegados isoladamente e a
administracdo concomitante pode elevar o numereefdios colaterais (infec¢des,
tumores), sem considerar que existe uma alta taxeeidcidéncia da doenca apés a
realizacdo do tratamento com tais farmacos (Stalrazal., 2010; Cacet al., 2005).

Como ainda néo existe cura para a DII, os alvosniEdicamentos existentes no
mercado envolvem a inducdo da remissdo e manutetgste estado, de maneira a
proporcionar a melhoria da qualidade de vida acepse (Xuet al., 2004). Diante deste
guadro, muitos pacientes fazem uso de terapias leameptares para o tratamento da
DIl. Em um estudo realizado na Frangca com pacenammmetidos pela DIl, foi
demonstrado que 21.2% dos pacientes fazem uso tdeeséalternativos (Bensonagh

al., 2006). Na Alemanha, 51.3% dos pacientes relataram ter fsio de alternativas



terapéuticas, sendo as plantas medicinais (43.6%)hemeopatia (52.9%) as mais
empregadas. No Canada, de um universo de 2.84&npaeicom DIl, 50% relataram
fazer uso de métodos complementares de maneiréngante as plantas medicinais
representam 41% do total desse uso (Langkbast, 2005).

Segundo Rahimit al. (2009), a falta de eficacia das terapias conveaisotorna
crescente 0 uso de plantas medicinais no tratantenill, e os resultados decorrentes
desse uso sédo promissores. Tais resultados dearonstna reducédo da atividade das
doencas, queda de sinais clinicos, remissado, rediggitaxas de reincidéncia, melhora
do sangramento retal e da consisténcia das fegesdd reduzir os danos histolégicos
em pacientes com DIl (Rahingt al., 2009). Em experimentos com animais, Varias
espécies apresentam atividade efetiva em diversesamsmos envolvidos na
patogénese da DII, como na regulacdo da resposiaeimatividade antioxidante,
inibicdo de leucotrieno B4 (LTB4), inibicao do fatte transcricdo nucleaB (NFxB),
inibicdo da atividade plaquetaria e inibicdo daimazoxido nitrico sintase induzivel
(INOS) (Rahimiet al., 2009). Este panorama revela um rumo inovadoedgéutica
para o tratamento da DI, porém, as plantas magiapresentam um atrativo a mais
como objeto de estudo, por representarem uma fongertante de novos compostos
ativos.

Plantas e seus derivados sédo as maiores fontas/ds firmacosEstima-se que a
comercializagdo mundial de farmacos derivados aetas, em 2005, tenha sido de pelo
menos de 18 bilhdes de délares (Saklani & Kutt@&0De acordo com Newmahal.
(2003), entre os anos de 1981 e 2002, de 877 mogkixulas introduzidas no mercado,
em torno de 49% eram substancias isoladas de psoddturais, semi-sintéticos,
derivados de produtos naturais ou entdo molécuitetigzadas tomando como modelos,

estruturas de origem natural. Além disso, dos faomalescobertos em estudos com



produtos naturais, 25% pertencem ao grupo dasaslanfperiores (Gurib-Fakim, 2006).
Segundo Rishton (2008), compostos descobertosti garestudos de etnobotanicos
podem tornar-se importantes medicamentos e sasmioderramentas farmacoldgicas
para elucidacéo de doencas e desenvolvimento des fi@dwmacos.

Desse modo, a pesquisa com plantas medicinais teeariescoberta de novos
compostos ativos. Compostos oriundos do metabolsgaandarios das plantas, como
os polifendis, apresentam diversas atividades Qicdé reconhecidas (antiinflamatéria,
antiviral, antibacteriana, anticancer, dentre ®)texsdo alvos de varios estudos para
caracterizagdo de novas estruturas e de efeitamadatdgicos sobre o trato
gastrointestinal (Drydeat al., 2006). Os polifendis compdem um grupo de sub&anc
majoritarias dos extratos de duas espécies brasieipertencentes a familia
DilleniaceaeDavilla dlliptica St. Hil. eDavilla nitida (Vahl) Kubitzki (Kushimaet al.,
20009).

A espécieDavilla dliptica € uma planta arbustiva de até trés metros deaaltur
encontrada frequentemente no Cerrado, Campo Cer@gloaddo e Campo Cerrado
sobre encosta (Silvat al., 2001). Conhecida popularmente como sambaibinha,
muricizinho, lixeirinha, lixeira e lixinha, é utdlada para diversos fins medicinais, tais
como no tratamento de hematomas, hemorroidas, ofnitaxativos, hérnias,
anticoncepcional, diarréia, Ulceras gastricasatisfo, inchacgfes e orquites (Rodrigues
& Carvalho, 2001; Silvaet al., 2001; Pott & Pott, 1994). Trabalhos recentes
demonstram queD. dliptica possui atividade gastroprotetora, antimicrobiana,
antinociceptiva, antiinflamatéria, antitumoral, igmemorragica e imunomoduladora,
comprovadas através de experimentos realizadaso ein vitro, a partir de diferentes
preparacOes da planta (Edringral., 2009; Kushimaet al., 2009; Nishijimaet al.,

2009; Carliet al., 2009; Lopest al., 2007; Azevedeat al., 2007).



Existem poucos dados na literatura a respeitDalélla nitida, que é conhecida
popularmente como sambaibinha, cipd-de-fogo erliteh de rama. E um arbusto de
habito trepador, também encontrado no Cerrado e ptidgir até quatro metros de
altura. A espécie nado apresenta dados etnofarngacosddescritos na literatura, porém
em um estudo realizado por Kushietal. (2009), foi avaliado efeito antiulcerogénico
dos extratos metandlicos d& €lliptica e D. nitida, e os resultados revelaram que
ambas as espécies apresentam atividade gastropaptetndo a atividade @k nitida
mais proeminente em relaca®aelliptica. Apesar desta diferenca, o perfil fitoquimico
qualitativo € muito semelhante entre as duas espécomo pode ser observado na
figura 1. Ambas as espécies sao constituidas Ipasita por polifendis como

flavondides, taninos condensados e derivados do éndlico (Acido galico).
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Figura 1. Perfil fitoquimico obtido em HPLC dos extratos argilico deD. dliptica (A) e D. nitida(B)
(Kushimaet al., 2009).



Os flavondides correspondem aos constituintes ohaeysificados encontrados
nos extratos metanodlicos d& eliptica e D. nitida. Foram detectados 18 picos de
flavondides, sendo possivel de identificar 12 déstse (figura 2). A miricetina-33-a-
L-rhamnopiranosideo corresponde ao principal fléwd® de ambos os extratos, e os
taninos condensados correspondem a classe de dosuEs secundarios em maior

abundancia (Kushimet al, 2009).
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Figura 2. Perfil fitoquimico obtido em HPLC da composi¢é@avfinoidica dos extratos metandlicos de
A) D. dliptica (EDE) e B) D. nitida (EDN). Pico de identificacdoi+2 miricetina-30-p-D-
galactopiranosideo and miricetina@Bp-D-glucopiranosideo;3, miricetina-30-(2"-O-galoil)-p-D-
galactopiranosideos, nao identificado,5, rutina; 6, miricetina-30-a-L-rhamnopiranosideo;?,
quercetina-3-f-D-galactopiranosided, ndo identificado9, n&o identificadol0, quercetina-33-a-
L-arabinopiranosideo; 11, nao identificado; 12, quercetina-3-a-L-rhamnopiranosideo; 3l
miricetina; 14, miricetina-30-(2"-O-galoil)-a-L-rhamnopiranosideo; 15, miricetina-30-(3"-0O-
galloyl)-o-L-rhamnopiranosideal 6, ndo identificadol7, ndo identificadol8, quercetina (Kushima
et al., 2009).



Com base no conhecimento popular e os resultadesitds em diferentes artigos
cientificos sobre a atividade de farmacoldgicaDdeglliptica, o potencial uso dessa
espécie para o tratamento da DIl torna-se impartalidnte da inexisténcia de cura para
esse grupo de doencgas. Associado a esse fator dpemdstirem poucas informacdes a
seu respeitd). nitida também apresenta uma possivel indicacdo paraiDH,vez que
possui atividade farmacolégica sobre o trato gasastinal e por apresentar
composicao fitoquimica semelhante ad>delliptica.

Diante dos fatos expostos, o estudo da atividatimffamatoria deD. elliptica e
D. nitida, como possiveis agentes capazes de promover remissdnll, torna-se
importante devido ao niumero crescente de individuwasnetidos e a falta de terapias
eficazes para o tratamento dessas doencas (quea@ntnuam sem cura). A busca de
novas alternativas para melhoria desse quadro, g descoberta de compostos
inéditos bioativos ou pela introdugdo de novosatr&ntos que auxiliem ou substituam

0s métodos alopaticos atuais, sao essenciais pgac@®ntes acometidos pela DII.
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ll. OBJETIVOS

Caracterizar os efeitos preventivos e/ou curatilasextratos metandlicos fe
elliptica (EDE) e D. nitida (EDN) em modelos experimentais de inducédo de ecolit

ulcerativa nos modelos agudo e crénico.
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IILMATERIAL E METODOS

1. 1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos, proveniertesBiotério Central da
UNESP-Botucatu, aclimatados as condi¢cdes do bootgtorial por pelo menos sete
dias antes da manipulacdo, sob temperatura (8) e ciclo claro-escuro de 12 horas
controlado. Os animais foram alimentados com rdginnd” e aguaad libitum. Os
experimentos obedeceram aos protocolos experirseapabvados, previamente pela
Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal, datinstde Biociéncias da UNESP —
Botucatu.

[1l.2. PLANTAS UTILIZADAS

As folhas deDavilla elliptica e Davilla nitida foram coletadas, respectivamente,
em Monte do Carmo e Palmas, estado do TocantifesPpefa. Dra. Clélia A. Hiruma-
Lima, da UNESP, Campus de Botucatu - SP. A ideatifio botanica foi realizada pela
Profa. Solange Fatima Lolis e as exsicatas deplasitao Herbario da Universidade
Federal do Tocantins sob 0s numeros 4583(iptica) e 3849 D. nitida).

As folhas deD. dliptica e D. nitida foram devidamente secas e trituradas em
moinho de faca. Os extratos de ambas espécies fobdithos a partir do seguinte

esquema de extracao (figura 3).

Folhas (500 mg)

Trituracdo e adicdo de 2 L de
CHCI,/CH,Clypor 7dias (3 vezes)

Extrato Apolar

Maceracdo com 2 L de
metanol por 7dias (3 vezes)

Extrato Polar

Figura 3 — Figura esquematica da técnica de extracdo paeagin dos extratos davilla dliptica e
Davilla nitida
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Os solventes utilizados na extracdo, assim comoeemdimentos dos extratos e

fracbes podem ser evidenciados na tabela 2.

Davilla elliptica Davilla nitida

Solventes Rendimentos dos Solventes Rendimentos dos

extratos extratos
MeOH 18,69% MeOH 11,7%
CHCl, 1,80% CHG 1,11%

Tabela 2 - Rendimento dos extratos obtidos das folha® ddliptica e D. nitida como uso de
metanol e cloroformio

O procedimento de extracdo realizado pelos possdantos Dr. Clenilson
Martins Rodrigues e Dr. Daniel Rinaldo do Institute Quimica Orgéanica, UNESP,
Campus de Araraquara-SP, teve por finalidade anogéite de extratos, cujos 0s
constituintes majoritarios sdo compostos de baixdarplade (extracdo com o
cloroférmio) e de alta polaridade (extracdo comamel). Esse procedimento facilita a
analise fitoquimica dos extratos, pois, por exemploso somente do metanol promove
a extracdo de diversos compostos das folhas peds, o que leva a obtencdo de um
extrato com compostos de baixa polaridade e al@igade. Tais compostos ndo sao
separados pelas colunas cromatograficas, poiscegiroento de separacao se baseia no
tamanho das particulas e ndo em sua polaridadage dogna inviavel a obtencédo de
substancias puras. Dessa maneira, procedeu-se I &ac¢dxt inicial com o
cloroférmio/diclorometano (solvente apolar) no sdmtde se retirar oS compostos
apolares, para em seguida proceder com a extragdgutistancias de alta polaridade.

Os extratos apolares de ambas as espécies fordizadats em testes

preliminares de gastroprotecéo, porém os resultamtam pouco conclusivos devido a
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grande variacédo dos dados obtidos. Um dos problemamntrados foi a dificuldade de
solubilizagéo dos extratos, que mesmo em solucdwekn 80 a 8%/12% n&o formam
uma mistura homogénea nas doses de 250 e 500 migfiguanto os extratos
metanolicos, além de serem faceis de solubilizgpresentar atividade gastroprotetora
comprovada, apresentam o perfil fitoquimico semthao do extrato obtido do infuso
das folhas (procedimento utilizado popularmentejeoas substancias predominante
oriundos dessa extragcdo sdo compostos polaresltad da evidéncias da atividade
biolégica e a dificuldade de solubilizacdo detemrmn a exclusdo dos extratos
apolares dé. dlliptica e D. nitida dos experimentos de atividade antiinflamatéria em

colite experimental.

[.3. INDUQAO DE COLITE POR TNBS

O protocolo geral de indugdo de colite consisteadministracdo intra-colica
(através de um cateter) de 10 mg de acido 2,hidrtdbenzenosulfénico (TNBS)
dissolvido em 0,25 mL de etanol/agua 50%, que pvemon processo inflamatorio no
intestino grosso do rato (Morrgsal., 1989).

Os tratamentos com EDE e EDN foram administraddes yia oral nas doses de
31.2, 62.5, 125, 250 e 500 mg/kg a fim de se almteat da curva dose-efeito. Em cada
experimento foi utilizado um grupo controle negatigalina 0.9%, 10 mL/Kg), um
controle positivo (prednisolona 2 mg/kg), brancbafa, sem indugéo da inflamacéo,
nao recebendo qualquer tratamento oral) e os grtugaslos com EDE e EDN em suas
respectivas doses. A partir deste protocolo gésedm adotadas duas formas distintas
de tratamentos para a avaliagéo dos efeitos dee€EBEN, sobre a colite experimental

induzida por solucdo de TNBS/etanol 50%: o agud@enico.
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[11.3.1. Modelo de colite aguda

Como descrito na figura 4, cada grupo de ratoshecseu respectivo tratamento
oral trés dias antes da inducao da colite comwg8ol TNBS/etanol 50%, assim como 2
e 24 horas apés essa inducdo. Decorridas 48 haraplitacdo da solugcdo contendo
TNBS, os animais foram mortos, em camara de,Qfara a retirada do coléon e
posterior andlise das lesdes e de parametros biaops e inflamatérios, que serao

descritos a sequir.

4° dia
19 dia 2% dia 3% dia Trat. oral e 5° dia 6° dia
Trat. oral Trat. oral Trat. oral induc&o da Trat. oral Morte
L | | [ | COJite [ | [ |
| | | | | | | |
% Salina
e
___ = Prednisolona 2 mg/kg =
EDE 31.2, 62.5,125, 250 e ThEs
500 mg/kg
e EDN 31.2,62.5,125, 250 e
' 500 mg/kg
~—ss< Sham

Figura 4: Esquema do procedimento experimental de trataneemtducédo de colite aguda nos

animais tratados com os extratos de metanolicdx diiptica e D. nitida

Este modelo serviu como triagem para caracterizdgaividade antiinflamatoria

dos extratos, sendo esta uma abordagem preveatis@lite experimental.
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[11.3.2. Modelo de colite cronica com recidiva
Seguindo o esquema da figura 5, o processo inftainafoi induzido com a

solucdo de TNBS/etanol 50% no inicio do procedimes®perimental. A partir da
inducdo da inflamacéo, os grupos foram tratadoardertrés periodos distintos: 7, 14 e
21 dias. Cada periodo de tratamento apresentos m&lgrupos experimentais (sham,
salina, prednisolona, EDE e EDN), sendo que ad firacada periodo os grupos de
animais foram mortos para possibilitar a analise efeitos advindos da administracéo
dos extratos ddavilla éliptica e D. nitida em diferentes periodos do processo de
inflamatorio. A morte por guilhotinamento foi nesé@ga para a obtencdo de amostras
séricas no intuito de caracterizar possiveis efeftixicos dos extratos através de
quantificacdes de parametros que serdo descritdsrde. A recidiva foi somente
induzida nos animais tratados até 21 dias, exat@men14° dia de tratamento com a
aplicacao de outra dose do agente indutor para tmenes recidivas, recorrentes nas
doencas inflamatérias intestinais em humanos. Tagosnimais mortos tiveram o
coélon retirado para a andlise de parametros maipasss, bioquimicos e inflamatorios

dos animais, como descrito a seguir.
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1° periodo (7 dias)

1° dia 6 dia 7° dia
Morte

Trat. orale e trat.
ind. da colite A

— . Galina
Prednisolona
2 mg/kg

EDE 31.2 mg/kg
= EDN 31.2mglkg

Coleta de sangue

—2< Sham
2° periodo (14 dias)
13 dias
trat. oral 14° dia
— A — Morte

.2 Salina
Prednisolona
2 mg/kg

Coleta de sangue

EDE 31.2 mg/kg
—~ . EDN 31.2 mg/kg

—.2 Sham
3° periodo (21 dias)
20 dias
trat. oral 21° dia
A Morte
IIIIIIIIIIIIII_””'\LI
14° dia B
— = Salina recidiva o
Prednisolona = =
7 2mglkg 3
TNBS Coleta de sangue
EDE 31.2 mg/kg
~— > EDN 31.2 mg/kg . O
—i %< Sham ~ recidiva

Figura 5: Esquema do procedimento experimental de inducamolite crénica com recidiva
nos animais tratados, em 3 periodos diferentes,asoextratos de metandlicos eelliptica e
D. nitida
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[11.3.3. Avaliagéo do processo inflamatorio intestal

No decorrer de todos os experimentos, foram avadialiferentes parametros de
carater geral, tais como: consumo de alimento kie&o do peso corporal.

Ao final de cada experimento, o célon retirado dmémais passou por uma
analise macroscoépica inicial, sendo avaliados oo,pe®mprimento, analise da
severidade e extensdo do prejuizo intestinal dedacocom uma escala descrita
previamente por Belkt al., 1995 (Tabela 3). ApOs essa avaliacdo inicialc@sns
foram escaneados para posterior analise das lespasgir do analisador de imagens
AVSoft Bioview ®, em seguida foram seccionados em tiras delgadasapanalise de

parametros bioquimicos e inflamatérios.

Escore Critério

0 Sem prejuizo

Hiperemia, sem Ulceras

Ulcera linear sem inflamac&o significante
Ulcera linear com inflamag&o em um sitio

Dois ou mais sitios de ulceragéo/inflamacéao

a b~ W N

Dois ou mais sitios de ulceracao e inflamacé&o oustitim de inflamacéo mai
que 1 cm ao longo da extensao do célon
6-10 |Se o prejuizo cobrir mais que 2 cm ao longo da eg@erdo colon (0 escorg

aumentado em 1 ponto para cada centimetro aditional

Tabela 3.Critério de determinacao de escore de leséo célica
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[11.3.4. Avaliagcéo da atividade toxica cronica doextratos

Como parametros adicionais de atividade biolodmam avaliados os possiveis
efeitos toxicos da administracdo cronica de EDE [BNEnos trés periodos
experimentais: 7,14 e 21 dias. Esses parametradvenam a analise da evolug¢édo do
peso corporal e quantificacdo dos niveis séricgssdguintes parametros bioquimicos e
enziméticos: y-GT (gama glutamiltransferase), uréia, creatinide§T (aspartato
aminotransferase), ALT (alanina aminotransferasglia®se, quantificados utilizando-
se 0 analisador bioquimico automatico SBA-200 & kinéticos e colorimétricos
CELM®, Brasil. Para o periodo de 21 dias, foram coletao® 6rgdos, tais como:
coracdo, pulmdes, figado, baco e rins, a fim deves#ficar possiveis alteracdes
macroscopicas.

[11.3.5. Avaliacdo dos Parametros Bioquimicos e Inhmatorios
a) Atividade da mieloperoxidase

Porcdoes de toda extensdo do colon foram armazermdasquantificacdo da
atividade da mieloperoxidase. As amostras foramdgeneizadas em tampéao fosfato
com brometo hexadeciltrimetilamonia e sua atividaelida através da reacdo entre a
mieloperoxidase e o peréxido de hidrogéniedk), sendo revelado pela o-dianisidina e
quantificado em leitor de placa de ELISA pelo comento de onda de 450 nm
(Krawiszet al., 1984).

b) Atividade da fosfatase alcalina (Bessegt al., 1946)

Neste modelo a fosfatase alcalina promove a hgirotle p-nitrofenilfosfato
sodico (5,5 mM) em tampéo glicina (50 mM, pH =10&)e ao incorporar Mggl
forma o p-nitrofenol. Esta molécula foi determiaadravés de espectrofotometria em
um comprimento de onda de 405 nm, o que fornegcealeira indireta a concentracao

da fosfatase alcalina. Os resultados foram expsesso mU/mg de proteina. A
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quantificacdo das proteinas totais foi realizad@ peetodo do &cido bicinchoninico
(Smithet al., 1985).
c) Conteudo de glutationa total (Anderson, 1985)

O conteudo de glutationa total do célon foi deteado utilizando-se a substancia
5,5 -ditio-bis (2-acido nitrobenzéico) (DTNB). Aagdo enzimatica tem inicio com a
oxidag&o da glutationa presente na amostra emtoacden o DTNB. Em seguida, ao se
adicionar a enzima glutationa redutase, juntameome NADPH, ocorre a reducéo da
do conteudo de glutationa, cuja concentracdo érdetada pela velocidade reducdo do
DTNB, mensurado em espectrofotometro em comprimagatonda de 412 nm.
d) Quantificacdo de IL-1 e TNF-a

As tiras de célon foram devidamente homogeneizadatampao fosfato de pH

7,2-7,4 na proporcao 1:5. Foram utilizados kits R&D systems (Duoset Elisa
Development System) para dosagem de L(DY501) e TNFe (DY510), especificos
para dosagem em ratos. Os dados de concentracéwodasas foram relacionados com
a quantidade de proteina total quantificada peltodoéacido bicinchoninico (Smitt

al., 1985).

l1l.4. ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram expressos na forma de mediro padrdo da média
(e.p.m.) ou mediana e valores minimo-maximo do&matros avaliados. Os valores
obtidos foram submetidos a anélise de varianciarda via (ANOVA), seguida pelo
teste dea posteriori de Dunnet ou Kruskal-Wallis e teste @@osteriori de Dunn. As
analises estatisticas utilizadas obedeceram aifcdagdo como paramétricos ou néo-
paramétrico, de acordo com cada experimento examutade a significancia minima

considerada foi de p < 0.05.
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V. RESULTADOS

IV.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA DOS
EXTRATOS METANOLICOS DE Davilla eliptica (EDE) E Davilla nitida (EDN)

EM COLITE ULCERATIVA AGUDA INDUZIDA POR TNBS

IV.1.1. Avaliacdo dos parametros macroscopicos do colon, gumo alimentar e
evolugéo do peso corporal

Inicialmente foi realizado um experimento pilotont o objetivo de se avaliar
uma possivel acdo antiinflamatéria no modelo caliperimental com as doses de 250
e 500 mg/kg dos extratos de EDE de EDN. Ao obseavfggura 6, € possivel verificar
uma tendéncia de reducdo das lesdes promovidasppmtesso inflamatério, com a
administracdo menores doses de ambos o0s extrata®€mp sem alteracdes

estatisticamente significativas entre os grupos.

800+

e -47%

£ 600

g El Salina

1§ 4004 B8l Prednisolona 2 mg/kg
o B3 EDE 250 mg/kg

3 Bl EDE 500 mg/kg

g 2009 @ EDN 250 mg/kg
\< -

EDN 500 mg/kg

O

Grupos experimentais

Figura 6. Efeito da administracdo dos extratos metandlieoBalilla elliptica (EDE) eD.
nitida (EDN) sobre a area de lesdo do célon em ratos aulite experimental aguda
induzida por TNBS. Resultados expressos em média + e. p. m. de tes&olon (n=7). ANOVA
seguida de testa posteriori de Dunnet, comparado ao grupo salina. Resultagoseptiuais de
reducdo das lesdes em relacdo aos animais tratadosalina.
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A partir dos resultados da figura 6, foram seleatdas doses menores de 31.2,
62,5 e 125 mg/kg de EDE e EDN potencialmente capdeepromover a reducdo da
colite experimental. Com a administracdo de EDEDNEessas diferentes doses,
durante 5 dias, néo foi possivel observar altesag@esvolucao do peso corporal (figura

7).

300
=~ Sham
—~ 280 -~ Salina
? =+~ Prednisolona 2 mg/kg
S
s 260 == EDE 31.2 mg/kg
= -e= EDE 62.5 mg/kg
3 240
5 -0~ EDE 125 mg/kg
0
[ -0- EDN 31.2 mg/kg
a 220 —
—_ - EDN 62.5 mg/kg
200+ Y ' ' ' y =¥ EDN 125 mg/kg
1 2 3 4 5 6

Dias de tratamento

Figura 7. Evolucé@o do peso corporal de ratos tratados comtestmetanolicos deavilla
eliptica (EDE) eD. nitida (EDN) em modelo de colite experimental aguda ingdazior
TNBS Resultados expressos em média de peso corpoisiraglgs diariamente (n=6-7). ANOVA
seguida de teseeposteriori de Dunnet, comparado ao grupo salina e sham.
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Os resultados demonstrados na tabela 4 indicamotente efeito redutor da area
de lesdo nos animais tratados com EDN nas trésedifss doses. EDE também foi
capaz de reduzir a area de necrose, nas dosesade 82.5 mg/kg. Porém, ndo houve
uma correspondéncia direta entre a reducdo dadédasdo de EDE e o escore de
severidade. Somente 0s grupos tratados com préaimsse EDN, em todas as doses
foram capazes de reduzir os escores da inflamacéao.

Durante o tratamento com EDE e EDN, ndo foram ebsks alteracdes no
consumo de alimentar em relacdo aos animais dgmgroontrole salina (tabela 4).
Apo6s a morte dos animais foi possivel observar umeato significativo da relacéo

peso/comprimento do célon do grupo sham quando amdps ao grupo salina (tabela

4).
Grupos Dose Area de lesdo Percentual de Escore Peso/comprimento  Consumo de
experimentais  (mg/kg) (mm?) reducao da do célon racao
area de leséo (mg/cm) dirio/animal
_ ()]
Sham 105.8 +6.9 25.5+1.0
Salina 606.2 +55.9 6.0 (6.0-7.0) 169.5 + 9.6 1204.9
Prednisolona 2 126.1 + 4774 79% 4.0 (1.0-5.0) 150.2 +10.3 21.8+24
31.2 264.9+ 5171 56% 5.0 (4.0-6.0) 163.4+6.4 18.9+3.8
D. eliptica 62.5 276.2 + 1035 54% 5.0 (4.0-7.0) 156.8 + 4.5 21.5+4.2
125 409.8 £ 62.0 32% 5.0 (5.0-6.0) 185.6 + 8.1 0235.9
31.2 120.5 + 50.4 80% 4.0 (1.0-5.0) 166.2 + 6.5 19.7 +3.8
D. nitida 62.5 238.0 + 61.4 61% 4.0 (4.0-5.0) 182.4+7.8 22.4+35
125 219.0+ 7371 64% 4.5 (4.0-6.0) 168.9 + 6.9 24.7+3.2

Tabela 4 - Efeito da administracdo dos extratos metanélieBalilla €liptica (EDE)eD.
nitida (EDN) sobre parametros macroscopicos do célonrsuwno alimentar de ratos com
colite experimental aguda induzida por TNBRsultados expressos em média + e. p. m ou em
mediana e (minimo-méaximo) dos parametros analisgdd® 7). Para os dados paramétricos foi utilizado
(média + e.p.m.) ANOVA e testa posteriori de Dunnet, para os dados nao paramétricos (mediana

minimo-méaximo) Krukall Walis e testeposteriori de Dunn, parap < 0.05,” p<0.01 €~ p < 0.001,
comparado ao grupo salina.
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IV.1.2. Quantificacdo dos parametros bioquimicos dprocesso inflamatorio

A partir das amostras de coélon coletadas no expetmagudo de inducdo de
colite foram realizadas diferentes analises biogq#sn com a finalidade de se
caracterizar possiveis mecanismos de acdo de EMDM. Ao se quantificar a
concentracdo de glutationa total colico (figuraf@)possivel observar a manutengéo
dos niveis normais de glutationa somente nos agitraiados com prednisolona. Nos
grupos tratados com EDE e EDN existe tendéncia mautencdo dos niveis de
glutationa, principalmente na dose de 31.2 mg/kgémp sem diferenca estatistica em

relacéo ao grupo controle salina.

2500 o 3 Sham
= 2000+ El Salina
s 2 Bl Prednisolona 2 mg/kg

S S 1500+ [ EDE 31.2 mg/kg
8 S Bl EDE 62.5 mg/kg
3 21009 Bl EDE 125 mglkg
g 500 [CJ EDN 31.2 mg/kg
= 3 EDN 62.5 mg/kg
0 Bl EDN 125 mg/kg

Grupos experimentais

Figura 8. Efeito da administracdo dos extratos metandliedSalilla eliptica (EDE) eD.
nitida (EDN) sobre os niveis de glutationa total em ratos colite experimental aguda
induzida por TNBSRe§uItados expressos em média + e. p. m (N=6NPVA seguida de testa
posteriori de Dunnet, parap < 0.05 e p <0.01, comparado ao grupo salina.
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Ao se medir a concentracdo de fosfatase alcalir@lom dos animais, observa-se
uma tendéncia de aumento progressivo dessa comc&mtcom a administracdo de
EDE, de maneira dose-dependente. Enquanto a athagdis de EDN promoveu

aumento significativo desse parametro nas menargssdem relacdo, ao grupo salina

(figura 9).
20' *kk

3 Sham

s S Bl Salina

c £ 15+ .

= % Bl Prednisolona 2 mg/kg

& 1 EDE 31.2 mg/kg
v g 109 B EDE 62.5 mg/kg
g > Bl EDE 125 mg/kg
35 5 [ EDN 31.2 mg/kg
E 1 EDN 62.5 mg/kg
0 Bl EDN 125 mg/kg

Grupos experimentais

Figura 9. Efeito da administracéo dos extratos metanolied3avilla elliptica (EDE)eD. nitida
(EDN) sobre os niveis de fosfatase alcalina ensradm colite experimental aguda induzida por
TNBS. Resultados expressos em média + e. p. m (n=BNDVA seguida de testa posteriori de
Dunnet, para p <0.01 e~ p < 0.001, comparado ao grupo salina.
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Os tratamentos orais de EDE (62,5 mg/kg) e de Eidtaé as doses) reduziram
de maneira significativa os niveis de mieloperos@adlica, em relacdo ao grupo que

recebeu somente salina (figura 10).

4000+
[CJ Sham
— Bl Salina
S‘Uﬁ _-8 30001 Bl Prednisolona 2 mg/kg

28 - 3 EDE 31.2 mglkg
%% 20001 B8 EDE 62.5 mg/kg
°3 Bl EDE 125 mg/kg
S E 1000- [ EDN 31.2 mg/kg
- B3 EDN 62.5 mg/kg
0+ Bl EDN 125 mg/kg

Grupos experimentais

Figura 10. Efeito da administracdo dos extratos metandlico®alilla elliptica (EDE) eD.
nitida (EDN) sobre os niveis de mieloperoxidase em ratms colite experimental aguda
induzida por TNBSRe*suItados expressos em meédia + e. p. m (n=6NPVAA seguida de testa
posteriori de Dunnet, parap < 0.05, p<0.01e p <0.001, comparado ao grupo salina.
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IV.1.3. Quantificagéo de IL-1p e TNF-u

Ao quantificar a citocina pro inflamatéria TNE-observa-se a reducdo de sua
concentracdo, promovida pela administracao de EIRE (ng/kg) e EDN (em todas as
doses, de maneira dose-dependente), quando cor@ragtupo controle tratado com

salina (figura 11).

Sham

Salina

Prednisolona 2 mg/kg
EDE 31.2 mg/kg
EDE 62.5 mg/kg
EDE 125 mg/kg

EDN 31.2 mg/kg
EDN 62.5 mg/kg
EDN 125 mg/kg

*%*

*%

= N W 5 a1
o o o o o
o o o o o
1 1 1 1 ]

TNF-a
(pg/mg de proteina)

BO0ROOANO

(@)
1

Grupos experimentais

Figura 11. Efeito da administracdo dos extratos metandlieBalilla dliptica (EDE) eD.
nitida (EDN) sobre os niveis de TNE-em ratos com colite experimental aguda induziafa p
TNBS. Resultados expressos em média £ e. p. m (n=6MDA seguida de testa posteriori de
Dunnet, parap < 0.05, p<0.01€e” p < 0.001, comparado ao grupo salina.
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Resultado semelhante ocorre com a quantificacdbldef, pois EDE, nas doses
de 62,5 e 125 mg/kg, e EDN, em todas as dosesnfoapazes de reduzir de maneira

dose-dependente a concentracéo deflierh relagdo ao grupo salina (figura 12).

6000
O Sham

7 90007 Bl Salina

C .

s Bl Prednisolona 2 mg/kg
ag * . 1 EDE 31.2 mg/kg
42 ok B3 EDE 62.5 mg/kg

o .. HE EDE 125 mg/kg

= 3 EDN 31.2 mg/kg

~ 3 EDN 62.5 mg/kg
Bl EDN 125 mglkg

Grupos experimentais

Figura 12. Efeito da administracdo dos extratos metandliecoBalilla eliptica (EDE) eD.
nitida (EDN) os sobre niveis de ILBlem ratos com colite experimental aguda induzida po
TNBS. Resultados expressos em média + e. p. m (n=BN{DVA seguida de testa posteriori de
Dunnet, parap < 0.05,” p<0.01 €~ p < 0.001 comparado ao grupo salina.
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IV.2. AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA DOS

EXTRATOS METANOLICOS DE Davilla éliptica (EDE) e Davilla nitida (EDN)
EM COLITE CRONICA COM RECIDIVA, INDUZIDA POR TNBS
IV.2.1. Avaliacdo dos parametros macroscopicos do célon, gumo alimentar e
evolugéo do peso corporal

Foram realizadas as avalia¢cdes da atividade dedeBEN durante os 3 periodos
de tratamento (7, 14 e 21 dias), com a finalidagleatacterizar as agcdes dos extratos
sobre a evolugcdo do processo inflamatério crébnios animais. Para tanto, foi
selecionada a menor dose efetiva (31.2 mg/kg) cdpameduzir a area de lesdo no
experimento agudo de colite.

Como um dos parametros de toxicidade, foi avaleadaolucéo do peso corporal
dos animais durante os tratamentos nos 3 periodés. se observa diferenca
significativa na evolucdo do peso corporal entramsais tratados com os extratos e

os controles salina e sham (figura 13).

2801

260

o= >
= = 2401
S -~ Sham S Sham
= - Salina o201 Salina
i =~ Prednisolona 2 mg/kg & 200 Prednisolona 2 mg/kg
§ -~ EDE 31.2 mg/kg P 180 EDE 31.2 mg/kg
== EDN 31.2 mglkg EDN 31.2 mg/kg

I L) L) L) L) L) L) L) L)
12345678 91011121314
Dias de tratamento Dias de tratamento
350+
3004
B 504 o> -~ Sham
© -8~ Salina
5 2004
2 =& Salina sem recidiva
3 1504 .
° == Prednisolona 2 mg/kg
g 1004 -~ EDE 31.2 mg/kg
50 == EDN 31.2 mg/kg
O

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
Dias de tratamento

Figura 13. Evolucdo do peso corporal de ratos tratados comatest metandlicos dBavilla
dliptica (EDE) eD. nitida (EDN) apos 7, 14 e 21 dias de tratamento em moctélioico de
colite com recidiva induzida por TNB&esultados expressos em média de peso corpaizdas
diariamente (n=6-7). ANOVA seguida de testgosteriori de Dunnet, comparado ao grupo salina e
sham.
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Na tabela 5, a comparagdo entre os resultados asegehs dos parametros
bioguimicos de toxicidade entre o grupo salina &l Eindicam a reducéo dos niveis de
AST, ALT, y-GT e uréia nos animais tratados por 7 dias com .EBMretanto o
tratamento com prednisolona demonstrou um aumeataotcentracdo da glicose
sérica. Aos 14 dias, os niveis geGT foram reduzidos com a administracdo de
prednisolona, EDE e EDN em comparacdo ao grupossalom 21 de tratamento,
prednisolona reduziu os niveis @& T, enquanto as administragcbes de EDE e EDN

promoveram o aumento de glicose em relagéo ao gralpa.
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Grupos Dose AST ALT v-GT Creatinina Uréia Glicose
experimentais (mg/kg) U/L U/L U/L mg/dL mg/dL U/L
o 2
75; o Salina 176.4 £ 8.9 456 + 3.2 12.8+1.9 0.30Q00. 30.6 2.2 110.2 £6.5
._g % Prednisolona 2 150.7 + 7.2 40.6 £3.5 8.9+20 34@&0.02 42,7 +3.8 142.9 + 15.0*
~ & EDE 31.2 151.1+5.1 404 +1.3 9.2+15 0.36G20. 38.0+2.0 132.9+4.3
= EDN 31.2 137.7 £ 7.3** 35.8 £+ 0.9* 4.2 +0.5* 0.340.03 447 £ 5.5* 1246 +4.5
Le
o O Salina 190.0+11.8 446 +1.6 6.9+0.8 0.36020. 46.8 +1.7 1154 +6.1
-.‘55 % Prednisolona 2 200.4 +13.4 455+ 3.0 3.5+0.6"* 0.40 +0.05 458+1.1 116.0 + 4.7
< © EDE 31.2 182.7 +11.7 48.7 + 3.6 2.2 £0.3%** 08D.02 491+1.7 124.0 £ 5.3
= EDN 31.2 1725+4.0 46.3+3.1 2.1 + 0.4%** 0.3®H2 447 +£2.8 126.6 +4.5
% o Salina 151.8+11.6 41.1+1.8 44+1.0 0.37030. 55.6+1.2 107.9 +2.3
n & Salina sem 189.8 +18.7 46.2+0.9 2.1+0.2 0.34 £0.02 5507 107.3+3.9
S E  recidiva
N © Prednisolona 2 160.9 + 23.7 51.3+7.5 1.9+0.2% .37 0.03 47.7+3.6 131.3+10.6
= EDE 31.2 188.5 + 20.9 46.3+1.5 4.0+0.9 0.40G600 45.3+0.6 134.3 +5.3*
EDN 31.2 207.7 £20.5 53.2+4.6 3.0+04 0.40630 48.1+2.7 138.7 + 8.3*

Tabela 5— Efeito da administracdo dos extratos metanélied3avilla elliptica (EDE) eD. nitida (EDN) sobre parametros de toxicidade bioquimiazsah 14 e
21 dias de tratamento em ratos com colite cromidazida por TNBS. Resultados expressos em médigm ¢n=6-7). ANOVA seguida de testgosteriori de
Dunnet, para * p < 0.05, ** p < 0.01 e *** p < 0.00comparado ao grupo salivalores de referéncia: AST=129-138 U/L; ALT = 11962U/L;y-GT = 4-12 U/L;
Creatinina = 0.3-0.6 mg/dL; Uréia = 41-45 mg/dLioBke = 150-207 U/L (USP, 2008; Shamrtsal., 2006).
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No grupo dos animais tratados durante 21 diasjfoaaalisados os pesos de
orgéos (baco, coracgédo, figado, pulmdes e rinsgsw ple cada 6rgéo foi relacionado
com a massa corporea de cada animal. Somentedeivatla alteracdo dessa relacéo no

baco dos animais tratados com prednisolona, quemaparado ao grupo salina (tabela

6).
Tratamentos Doses Baco Coracao Figado Pulmbes Rins
(mg/kg)
Salina 3.17 £0.19 3.38+0.08 11.59+0.19 4.ZB26 5.00*0.07
Salina sem 2.74+£0.04 343+0.08 11.26+0.30 4.12+0.10.954 0.06
recidiva
Prednisolona 2 3.03+0.09* 3.35+0.07 11.52#0 4.48+0.30 4.92+0.08
EDE 31.2 3.20 £ 0.05 350+£0.05 11.39+0.09 4823 4.85+0.05
EDN 31.2 2.95+0.04 3.39+0.05 11.74+0.17 41620 4.81 +£0.07

Tabela 6 —Efeito da administrac@o dos extratos metanolieoBalilla elliptica (EDE) eD.
nitida (EDN) sobre parametros toxicidade macroscépicos @p14 e 21 dias de tratamento em
colite crénica induzida por TNBS em rat@gsultados expressos em média + e. p. m. do aasen
relacdo dos pesos do 6rgdo/corpdreo (n=6-7). ANG¥guida de testposteriori de Dunnet, para ** p

< 0.01, comparado ao grupo salina.
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A avaliagdo dos escores de lesdo do colon demonstma recuperacdo dos
animais tratados com EDE apds 7 dias de tratam&mb| reduziu a severidade das
lesbes do colon apods 14 dias de tratamento emarelags animais do grupo salina.
Apoés 21 dias de tratamento com EDE e EDN, ndo eramr alterac6es do escore leséo,
somente prednisolona foi capaz de reduzir as le@eslon. Nenhum dos tratamentos
alterou a relacdo peso/comprimento nos 3 perioglaBados e a administracdo de
prednisolona durante os 21 dias fez com que a nuieconsumo de alimentar fosse

reduzida em relacéo ao controle salina (tabela 7).

Grupos Dose Escore Peso/comprimento  Consumo de
experimentais (mg/kg) do célorjﬂ racdo/animal
9 g Sham 96.5+5.1 23.9£0.58
0 @ Salina 6.0 (5.0-7.0) 148.2 +6.3 17.3+1.7
.g % Prednisolona 2 4.0 (1.0-5.0) 166.9 £ 11.3 18.5+£0.9
~ EDE 31.2  2.0(2.0-6.0) 158.9 + 11.7 19.5+2.7
= EDN 31.2 4.0 (2.0-5.0) 153.0+12.4 18.4+3.3
28 Sham 96.1 + 34 21.6+0.5
0 O Salina 4.0 (2.0-4.0) 171.0 +10.8 21.5+1.0
.g % Prednisolona 2 2.0 (0.0-4.0) 157.5+£9.9 22.2+19
s © EDE 31.2 2.0 (1.0-3.0) 165.8 +13.6 229+1.0
= EDN 31.2 2.0 (0.0-4.0) 151.6 +£11.9 24.1+1.2
Sham 109.8 + 10.0 24.6£0.2
o8 Salina 5.0 (1.0-7.0) 180.7 £10.9 226+1.1
n @ Salinasem 2.0 (1.0-3.0) 145.4+6.1 2435+ 15
S E  recidiva N
< © Prednisolona 2 5.0 (4.0-6.0) 177.5+£13.0 18.86&71.2
= EDE 31.2 4.0 (3.0-4.0) 179.0 + 3.7 225+ 1.4
EDN 31.2 4.0 (4.0-6.0) 181.2+4.9 228+ 15

Tabela 7 Avaliacdo dos parametros macroscoépicos e alimestde ratos submetidos ao modelo
cronico de colite induzida por TNBS e tratados dte&, 14 e 21 dias com extratos metandlicos de
Davilla élliptica (EDE) eDavilla nitida (EDN). Resultados expressos em média + e. p. m ou erianaed

e (minimo-maximo) dos parametros analisados (n=€daha os dados paramétricos (média + e.p.m.) ANOVA
e testea posteriori de Dunnet, para os dados ndo paramétricos (medrdnano-maximo) Krukall Walis e
testea posteriori de Dunn, parap < 0.05,” p<0.01 e~ p < 0.001 comparado ao grupo salina.
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IV.2.2. Quantificacdo dos parametros bioquimicos dprocesso inflamatorio

A quantificacdo dos niveis colicos de glutatiomendnstra que os tratamentos

nao foram capazes de promover um aumento sigivicag concentracao deste fator

antioxidativo, apos 7 dias de administracdo em ewagio ao grupo salina. Com 14 e

21 dias de tratamento, somente o tratamento com eDdhpaz de elevar os niveis de

glutationa em relacdo ao grupo tratado com safigaré 14).
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14 dias

21 dias

3 Sham

El Salina

(3 Salina sem recidiva
Bl Prednisolona 2 mg/kg
(3 EDE 31.2 mg/kg

3 EDN 31.2 mg/kg

Figura 14. Efeito da administracdo dos extratos metanodliedsavilla elliptica (EDE) eD.
nitida (EDN) sobre niveis de glutationa apds 7, 14 e 2ttatamento em modelo crénico de
colite induzida por TNBS em ratos. Resultadggressos em média + e.p.m. (n=6-7). ANOVA
seguida de testae posteriori de Dunnet, parap < 0.05,” p < 0.01 e~ p < 0.001, comparado ao

grupo salina.
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A figura 15 refere-se aos dados obtidos da dosaderfosfatase alcalina em
por¢cBes de colon dos diferentes grupos experimemgiesar de promover a reducdo
dos niveis de fosfatase, os grupos de animaigitateom EDE e EDN nao apresentam
reducao significativa deste parametro quando coadpaao grupo tratado com salina

em nenhum dos periodos avaliados.

2519

T 20-
g \% 20
8 § 154 [CJ Sham
< S .
i <) El Salina
8 o 10 " B Salina sem recidiva
:g £ - o - @@ Prednisolona 2 mg/kg
L2 5 3 EDE 31.2 mglkg

= 3 EDN 31.2 mg/kg

7 dias 14 dias 21 dias

Figura 15. Efeito da administracdo dos extratos metandlicd3aléla eliptica (EDE) eD.
nitida (EDN) sobre os niveis de fosfatase alcalina apdd € 21 de tratamento em modelo
cronico de colite induzida por TNBS em ratResultados expressos em média + e.p.m. (n=6-7).

ANOVA seguida de teste posteriori de Dunnet, parap < 0.05,” p<0.01 €~ p <0.001,
comparado ao grupo salina.
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A administragdo de EDN reduziu de maneira sigrifteaas concentragdes de
mieloperoxidase nos 3 periodos de tratamentossadals. EDE, apesar de manter
niveis baixos em todos o0s periodos, apresentou ¢dedusignificativa de

mieloperoxidase somente com 7 dias de tratamentmemparacao a salina (figura 16).

6001
Qo
é % [ Sham
S o B Salina
g o - .. EB Salina sem recidiva
= B8 Prednisolona 2 mg/kg
S £ 3 EDE 31.2 mg/kg
[ EDN 31.2 mg/kg

7 dias 14 dias 21 dias

Figura 16. Efeito da administracdo dos extratos metandliedSavilla elliptica e D. nitida
sobre niveis de mieloperoxidase apos 7, 14 e 2fatlenento em modelo cronico de colite
induzida por TNBS em ratos. Resultadapressos em média + e.p.m. (n=6-7). ANOVA seguida
de testea posteriori de Dunnet, parap <0.05 ¢ p < 0.01, comparado ao grupo salina.
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IV.2.3. Quantificacdo de TNFe e IL1-p

Com a determinacdo da concentracdo de &aN&nitido a atividade de EDE e
EDN na reducdo dessa citocina, ap6s 7 e 14 didmtienento comparado ao grupo
salina (figura 17), porém ambas perdem sua cap#eidati-TNF na reincidéncia da

colite devido a aplicagédo de TNBS, nos animaisdti@s com os extratos por 21 dias.

300
g
Ug 200 « 3 Sham
Lo El Salina
s B Salina sem recidiva
g 100 Bl Prednisolona 2 mg/kg
g 3 EDE 31.2 mg/kg
[ EDN 31.2 mg/kg

7 dias 14 dias 21 dias

Figura 17. Efeito da administracéo dos extratos metandlicdSaldla elliptica (EDE) eD.
nitida (EDN) sobre os niveis de TNEF-apos 7, 14 e 21 dias de tratamento em modelo
cronico de colite induzida por TNBS em ratBssultados expressos em média + e.p.m. (n=6-7).
ANOVA seguida de teste posteriori de Dunnet, parap < 0.05, p < 0.001 comparado ao grupo
salina.
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Pela quantificacdo de ILBlnota-se que EDN promoveu reducdo de maneira
significativa em todos os periodos analisados. &pés também baixar os niveis dessa
citocina em todos os periodos, EDE reduziu sigaifiramente os niveis de I31

somente com 14 dias de tratamento, quando compacagupo salina (figura 18).

25001
© 2000
k=
]
m.§ 15004 3 Sham
o2 El Salina
= S 1000 x N B BB salina sem recidiva
g o . Bl Prednisolona 2 mg/kg
D 500 3 EDE 31.2 mg/kg
= [ EDN 31.2 mg/kg
0
7 dias 14 dias 21 dias

Figura 18. Efeito da administracdo dos extratos metanolieoBavilla dliptica e D. nitida
sobre niveis de ILfA apdés 7, 14 e 21 dias de tratamento em modelocaréé colite
ulcerativa por TNBS em ratoResultados expressos em média + e.p.m. (n=6-7).\AA€&eguida
de testea posteriori de Dunnet, parap < 0.05,” p <0.01 €~ p < 0.001, comparado ao grupo
salina.
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V. DISCUSSAO E CONCLUSAO

A administracdo combinada de TNBS e etanol reswtalesenvolvimento de
um processo inflamatorio severo, transmural e dgoamatoso no célon, e a ulceracéo
persiste por até 8 semanas. O TNBS age como urarttagtie ao se ligar as moléculas
de alto peso molecular, como proteinas, adquirapaadade de induzir o processo
inflamatorio. Porém, neste modelo experimentalah@ecessidade de se administrar a
solucdo TNBS com etanol, pois o etanol promovepura da barreira protetora de
muco intestinal, levando a penetracdo do TNBS, igokado ndo promove 0 mesmo
efeito inflamatdrio nos animais (Morrgsal., 1989).

Ao realizar o experimento piloto, somente com ased de melhor atividade
antiulcerogénica, como descritos no trabalho dehkuset al. (2009), foi verificado
que além de néo reduzir as les6es no colon, a &tragio da maior dose de EDE e
EDN (500 mg/kg) provocou um aumento respectivo s € 21% das areas de lesdes
necrozantes promovidas pelo TNBS. Este efeitomstéavelmente relacionado ao fato
de haver uma grande quantidade de polifendis nastitmigdo dos extratos,
principalmente de taninos condensados e flavondidesperimentos recentes,
principalmentein vitro, demonstram que diversos fatores como concentragio
polifendis, baixos niveis de antioxidantes nos metelulares, presenca de ions
metalicos, temperatura e pH interferem na estauiéddas moléculas dos polifendis,
levando a formacdo de quinonas, semiquinonas, sisaperdxidos e peroxido de
hidrogénio, que promovem efeitos pré-oxidativos nesidos (Sanget al., 2007;
Lambertet al., 2007; Sangt al., 2005; Awackt al., 2001).

Apesar de faltarem elementos que comprovem defimitente a
responsabilidade dos polifendis presentes em EBEBEN pelo aumento das lesdes dos

animais tratados com a dose de 500 mg/kg, € inegawe ambos os extratos
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promoveram um agravamento dessas lesdes. Sendwent@cdo dos polifendis um

dos fatores relacionados a indugéo de danos oxidate visto que a dose de 250 mg/kg
dos extratos apresentou menores areas de lesdelagdor a dose 500 mg/kg, a
utilizacdo de doses menores dos extratos podeoomionar a reducdo o processo
inflamatdrio induzido pelo TNBS. Dessa forma, fealizado um experimento agudo
com as doses de 31.2., 62.5 e 125 mg/kg de amlmgrasos.

Ao analisar os resultados de area de lesdo no im@dp agudo com a
administragcdo das menores dose de ambos o0s extpatds-se notar uma reducdo
significativa das areas de lesdo, sendo que EDNmfis eficaz nessa reducdo em
relacio a EDE. A andlise dos escores também indizea maior atividade
antiinflamatéria por parte de EDN, pois todas assedo deste extrato foram
significativamente menores em relagdo ao grupmaaénquanto EDE ndo promoveu
alteracdo desse parametro. Esses resultados deanorgte as altas doses dos extratos
utilizadas inicialmente, estavam relacionadas com aaséncia de atividade
farmacoldgica na prevencao da colite ulcerativazidh por TNBS/etanol.

A relacdo peso/comprimento € um indicador de indigdio (Taleraet al., 2008)
na RCU experimental. EDE e EDN nao foram capazesedazir essa relacdo no
experimento agudo, devido a severidade do procagkomatorio provocado pelo
TNBS. Outro parametro avaliado foi ingestao a afitae pois em pacientes com DI,
ocorrem problemas de desnutricdo relacionadosipalmente a redugdo do consumo
de alimento (Campost al., 2002), mas a administracdo dos extratos nao premo
alteragdes no consumo alimentar em relagéo aosaaniratados com salina.

Com base nos resultados de reducao das lesbesidaxeela administracao de
EDE e EDN no experimento agudo, foram realizados)qserimentos cronicos de

colite, utilizando-se a dose 31.2 mg/kg (a mensedsetiva).
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A anadlise das lesbes, no modelo crénico de indwigocolite, levou em
consideragdo somente o escore das lesbes (pardmeetrcaracterizado na literatura).
Outra tentativa de andlise das &areas lesadasppsjoama Bioview AVSoff’, ndo se
mostrou viavel devido a dificuldade de padronizagddeitura dessas areas. Os escores
demonstram uma variagcdo nas agbes de EDN e EDE.refEiu a severidade das
lesbes somente no 7° dia, enquanto EDN no 14Adesar de ndo ser significativo em
termos estatisticos, ambos os extratos foram capdeereduzir as lesdes nos 2
primeiros periodos, de maneira a apresentar umépail resposta semelhante. Vale
salientar que os animais tratados com os extratlmspgeriodo de 21 dias, receberam a
recidiva da colite com a administracdo de TNBS@tao 14° dia, o que dificulta a
reducdo da inflamacéo. Além disso, assim como mperéxento agudo, EDE e EDN
nao promoveram alteracdo no consumo alimentaraenfancapazes de alterar a relagao
peso/comprimento do colon, em nenhum dos period@diados. O parametro
peso/comprimento regride naturalmente apds 3 send@manducdo da inflamacéo por
TNBS, como demonstrado pelos resultados do grupwassem recidiva.

A confirmagdo dos efeitos preventivos e curatidesEDE e EDN levou a
realizagcdo de novas analises para avaliar os @issivecanismos de acdo desses
extratos. Para tanto, foram utilizados parametrisqudmicos e imunoldgicos
intimamente associados com o desenvolvimento doepso lesivo promovido pelas
DIl. Dentre os parametros bioquimicos destacamsealteracdes dos niveis de
glutationa total, da atividade da mieloperoxidadP Q) e da fosfatase alcalina (FA).

Glutationa é um importante fator antioxidante réaimatico que esta presente
em todas as células. Este componente na sua fauwzida (GSH) pode se ligar a
compostos toxicos, como os radicais livres, emdesclependentes ou ndo de enzimas

(Li et al., 2009). A GSH é utilizada como substrato pelasinesiz da familia da
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glutationa S-transferase (GST) e da glutationa yi@ase (GPx). As enzimas GST
apresentam a capacidade de conjugar GSH as maé&beildrogas, peréxidos e outros
produtos do processo oxidativo para detoxicacaolarelenquanto GPx compdem o
grupo de enzimas capazes de reduzir uma variedadaddoperéxidos orgéanicos e
inorganicos utilizando GSH como molécula redut@akleyet al., 2005; Massellat

al., 2005). ApGs ser oxidada, a glutationa pode soifre novo processo de redugdo por
meio da enzima glutationa redutase (GRed), retoimanseu estado de GSH. Havendo
um desequilibrio entre a GSH e sua forma oxidaddS(& ou conjugada, as células
secretam o excesso da porgéo oxidada o que paaledaleplecdo dos niveis de GSH.
Porém existem mecanismos de retroalimentacdo patesede novo e redugdo da
forma oxidada (Massell al., 2005).

No modelo de indugéo de colite por TNBS/etanolificarse a redugéo dos niveis
de glutationa total no colon dos animais, devido estabelecimento do processo
inflamatorio (Luchiniet al., 2008; Camuescet al., 2005). A administracdo de EDE e
EDN no modelo agudo, ndo promoveram aumento ou t@agd@o dos niveis basais de
glutationa total nos trés niveis de doses admauss em relacdo ao controle salina. Ja
no modelo crénico, com 14 e 21 dias de tratamdtiddy foi capaz de manter elevados
os niveis de glutationa total. Estes dados indiogam expressiva melhora dos animais
tratados com EDN no modelo crénico por, pelo mesrmogarte, reduzir o processo de
estresse oxidativo, promovendo a manutencéo dessrde glutationa total préximo do
normal. Apesar do tratamento com EDE manter osisde glutationa discretamente
elevados apés 7 e 21 dias de administracdo, estegepiesenta um mecanismo de
grande relevancia para sua atividade farmacolégica.

De acordo com o trabalho de Sanchez de Medinal. (2004), a analise da

atividade da FA serve como um marcador sensiv@ifianacéo intestinal no modelo
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de colite induzida porTNBS/etanol em ratos. Tomesl. (2007) realizaram analises
histoquimicas de amostras intestinais de paciemtel@ll, e concluem que a expressao
da atividade da FA é superior em paciente com DCetagdo aqueles acometidos por
RCU. Tanto os resultados obtidos em experimentagéoal quanto em testes clinicos,
nao revelam os mecanismos de acdao da FA envoluwdosdesenvolvimento e
manutencdo das DIl, mas sabe-se que a sua ativéau#iscutivelmente aumentada
nessas doencas. EDE e EDN n&o reduziram os nigefsAd quando comparados ao
grupo salina, no experimento de agudo de colitemdelo cronico, ambos o0s extratos
tendem a reduzir os niveis de FA em relacdo aoralensalina, de maneira nao
significativa. Por esses resultados fica evidente gs acOes dos extratos ndo estao
diretamente relacionadas com a inibicdo desse pairdma colite experimental.

Outro parametro bioquimico analisado neste trab#dihca MPO, que é uma
enzima encontrada nos granulos azurdfilos de rfdasdextensamente utilizada como
marcador bioquimico de infiltracdo desses leucécipmr isso sua quantificacdo esta
linearmente relacionada com a presenca dessass@los diferentes tecidos, inclusive
no trato gastrointestinal (Yaet al., 2009; Nakhaiet al., 2006; Souzeet al., 2004;
Carlsonet al., 2002). Os neutréfilos apresentam papel efetavdefesa contra bactérias,
mas também estdo associados a processos de mj@rsgntomas de uma variedade de
processos inflamatorios, por ter a capacidade slenar tecidos e células. Ao serem
estimulados, os neutréfilos liberam grande quadadie espécies reativas de oxigénio e
uma variedade de granulos de proteinas. Sugengesiaftuxo de neutrdéfilos ativos nos
sitios de inflamacgéo governa o processo inflamatde diversas doencas (Carlsgin
al., 2002).

No caso das doencas inflamatorias intestinaisyel die infiltracdo de neutrofilos

estd aumentado, o que eleva a quantidade de MP&@gdo inflamado em humanos
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(Nakhai et al., 2006). Segundo Yoshiyawe al. (2008), a infiltracdo de neutrofilos,

associada a liberacdo de radicais livres, levamamogl teciduais no colon. Nos
tratamentos agudos, EDE, na dose de 62.5 mg/kgziteds niveis de MPO, EDN

promoveu reducdo nas 3 doses administradas, delootama atividade superior de
inibicdo da infiltragdo dos neutrofilos. No model@nico, ambos os extratos também
reduziram os niveis de MPO, e mais uma vez, EDNesamtou um efeito mais

persistente ao promover a manutencdo dos nivaigitex de MPO nos 3 periodos de
andlise. Tais resultados mostram ser esse um iamertmecanismo de acdo dos
extratos, principalmente de EDN. O tratamento agadorbnico com o0s extratos
reduziram a infiltracdo de neutrdéfilos, demonstmedu papel primordial na atividade
antiinflamatéria no modelo de colite experimental.

Apos a caracterizacdo dos parametros bioquimiaoatimidade farmacolégica
dos extratos, procedeu-se a quantificacdo de do#setros imunoldgicos, as citocinas
IL-1B e TNF«. Na DIl, evidéncias da literatura demonstram oxiste um desbalango
entre citocinas pro-inflamatérias e antiinflamaéri As citocinas sédo pequenos
peptideos, produzidos por células do sistema indgied, que facilitam a comunicacao
entre células, estimulam a proliferacdo de célefatoras antigeno-especificas, e séo
responsaveis por mediar a inflamacao local e sisggde maneira autdcrina, paracrina
e enddcrina nos tecidos (Papadakis, 2004). As ie#sc pro-inflamatorias séo
responsaveis por determinar a natureza da respostde na DIl por sintetizar e
secretar rapidamente mediadores inflamatoérios casnespécies reativas de oxigénio,
oxido nitrico, leucotrienos, fator de agregacaajpddaria e prostaglandinas (Neuman,
2007). Na DIl, ocorre um aumento dos niveis derledeina 1 (IL-1) do fator de
necrose tumorab (TNF- a), IL-6, IL-8, além de outras citocinas pro-inflatb@as,

secretadas por macrofagos, linfocitos e neutrgfitoga sintese é induzida pelo H;
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um fator de transcricdo envolvido na regulacdoat@s genes associados a inflamacao
(Rogler & Andus, 1998).

A IL1-B pertence a uma familia de citocinas pro-inflamagdprimordiais que
possuem a habilidade de estimular a expresséo riss gessociados a inflamacéao e as
doencgas autoimunes. As acdes de maior importaadia-3, juntamente com a IL-ol
envolvem a ativacdo da ciclooxigenase tipo 2 (CQXea fosfolipase tipo 2 e da
isoforma induzivel INOS (Dinarello, 2002). Resutiadexperimentais obtidos em
diferentes espécies animais indicam que as ac¢@et-dasdo reguladas pela relacdo de
quantidade entre o antagonista enddégeno do recegttir-1 (IL-1Ra)/IL-1 produzida.
As alteracOes dessa relagcdo podem apresentar uortami@ papel na instalagéo e
progressao da DIl em humanos (Ashwaaidal.,, 2004; Dionneset al., 1998). No
experimento agudo realizado neste trabalho, canieritos com EDE e EDN reduziram
significativamente os niveis de IlB3,1sendo os resultados obtidos por EDN, novamente,
mais expressivos que EDE. No experimento cronico E®N, o extrato manteve 0s
niveis de IL-B reduzidos em todos os periodos, enquanto EDE premmeducdo de
IL-1B ap6s 14 dias, quando comparado ao controle salsaresultados obtidos
demonstram uma grande atividade antiinflamatériacgralmente por parte de EDN,
por promover a reducdo dos niveis de fLiios diferentes modelos e periodos de
andlise. Provavelmente, por uma questdo de dos& BED apresentou reducdo
significativa do parametro em todos os periodogr@aamento cronico, pois no modelo
agudo as maiores doses do extrato foram efetivastu@o, pode-se concluir que ambos
0s extratos apresentam uma efetiva acdo antiinf@armapor reduzir os niveis da
citocina pro-inflamatoria IL-B.

Muitas evidéncias estabelecem que a citocina rdtéanatoria TNFe

desempenha um papel central na patogénese DC e RE€kpressdo de mRNA e da
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proteina de TNFr sdo significativamente altos em paciente com Btug¢chiet al.,
2006). TNF € o componente chave da regulacdo dasoditocinas pré-inflamatérias,
incluindo IL13, IL-6 e IL-8. Em condicbes normais, os baixos isivde TNFe
conferem ao organismo protecéo contra agentescioas, tumores, danos teciduais e
desempenham um importante papel na resposta imumeral, porém sua producao
exacerbada pode levar a autoimunidade ou a do@rft@matorias e imunopatologicas
(Reguial & Grange, 2007). A administragdo de EDMuréu de maneira dose-
dependente os niveis de TN experimento agudo de RCU, enquanto EDE produziu
efeito significativo de redugédo somente com a adnatdo da maior dose. No modelo
cronico, EDE e EDN reduziram de maneira signifiatbs niveis de TNk-nos 7 e 14
dias de tratamento, porém foram incapazes de premavmesma atividade apos
recidiva com TNBS. Os resultados demonstram qudivedade farmacoldgica de
ambos os extratos est4 relacionada a reducéo\kis dé TNFe, levando a reducéo do
processo inflamatério ocasionado pelo TNBS.

Os extratos desempenharam uma efetiva atividaddiinflEamatéria,
principalmente, por reduzirem as lesfes (pela smale area e escore), a infiltracdo
leucocitaria (reducdo de MPO) e pela reducéo dasicas pro-inflamatorias TNE-e
IL-13. EDE e EDN possuem composicao fitoquimica muitmedbante, compostos
basicamente por polifendis, sendo reconhecidasses$ principais desses metabdlitos
secundarios: derivados do acido fendlico, flavoesieg taninos condensados. Em
termos quantitativos os taninos condensados ocap@uaior percentual na composicao
de EDE (41.2%) e EDN (17.3%), ja os flavondidesespondem a 5.12% e 4.48% dos
extratos, respectivamente (Kushistal., 2009).

Os polifendis apresentam uma infinidade de acGesafeologicas descritas para

a classe, como agentes antioxidantes, anti-apopsotianti-envelhecimento, anti-
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carcinogénico, antiinflamatorio, anti-angiogénicocemo anti-proliferativo celular
(Romier et al., 2009). Os efeitos farmacolégicos de ambos osaerpodem estar
relacionados com a¢des dos polifendis, que ao etz infiltracdo de neutrofilos,
reduzem a liberagéo e formagdo de mais radicaissligue ocasionam danos ao colon.
Sugere-se que citocinas pro-inflamatorias comoflle TNFeo induzem a producgéo de
quimiocinas responsaveis pela ativacdo de pratelaaadesdo do endotélio (Marin
al., 2006). Dessa maneira, pode-se dizer que a reddgs niveis dessas citocinas,
esteja relacionada, pelo menos em parte, com adiigdio da infiltragcdo de neutrdfilos.
A reducdo de TNF: e IL-18 também promove a diminuicdo da liberagdo de outras
citocinas pré-inflamatérias, da inducdo de COX,fdlyases, iINOS, e de outros
mediadores, de maneira a proporciona a regressi@flalaacao instituida pela solucéo
TNBS/etanol 50%.

Além da caracterizacdo das ag¢bes antiinflamatodesEDE e EDN, no
experimento cronico, foram realizados estudos ddcittade dos extratos. Os
tratamentos com EDE e EDN ndo demonstraram eféxad aparente, pois nao
ocorreram alteracdes significativas na evolucd@eko corporal nos trés periodos de
analise. Adicionalmente, foram realizados testeguimicos complementares para a
analise toxicoldgica dos seguintes parametros: @&licador de lesdo hepatica aguda),
ALT (indicador de lesédo hepatica cronicg)GT (indicador de lesdo do canal biliar),
creatinina e uréia (indicadores de leséo renaljy(€uwal., 2005) e glicose (indicativo de
alteracédo pancreatica).

A administracdo de EDN durante 7 dias, mantevedsaps niveis de AST, ALT
ey-GT. Apesar de ser indicativo de um possivel efeg@patoprotetor, apos 14 e 21 dias
de tratamento com EDN, n&o ocorre 0 mesmo efert@ A&T e ALT. O mesmo pode

se dizer da reducao dos niveisyd8T, apos 14 dias de tratamento com EDE e EDN,
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pois estes ndo garantiram os mesmos efeitos noasisipariodos de analis®©s niveis
de glicémicos dos animais tratados cronicamentfarerificados a fim de se constatar
um possivel efeito dos extratos sobre o pancregads 21 dias de tratamento com EDE
ou EDN, ambos promovem aumento dos niveis de gliems relacdo aos animais
tratados com salina, porém, mesmo com o aumemntaloges estdo dentro do previsto
pela literatura. Outro parédmetro utilizado foi ospede 6rgdos vitais dos animais
tratados por 21 dias com os extratos. Nessa anatiseente prednisolona apresentou
uma reducdo significativa do baco, porém tal radolté previsto na literatura em
experimentos crénicos com camundongos (Shéickk, 2003). De forma geral, ambos
0s extratos ndo possuem efeito téxico evidente @iddias de tratamentos, porém
existe a necessidade da execucdo de experimentoslw@cdo superior e de outros
modelos experimentais para comprovar a baixa weag dos extratos.

A realizacdo de novos estudos dos mecanismos @edmEEextratos torna-se
interessante ao comparar os resultados obtidoEpP& e EDN com prednisolona. A
reducdo do processo inflamatério, principalment& mEministracdo de EDN, foi
significativa e consistente na maioria dos paréosetanalisados nos diferentes
experimentos, cujos dados sdo mais expressivosaqueles obtidos com o uso de
prednisolona. A elucida¢éo dos mecanismos de ag&D& e EDN é fundamental para
a caracterizacdo dos extratos como agentes aamiatbrios, uma vez que os dados
obtidos s&o promissores.

Como concluséo final, pode-se afirmar que os eodratetandlicos dB®avilla
elliptica e D. nitida apresentam efeitos antiinflamatérios, preventivoueativo, nos
experimentos de inducdo de colite por TNBS. Ta@esglevem estar associadas as
atividades farmacoldgicas dos polifenbis presentes extratos, que promoveram a

remissdo do processo inflamatério pela reducaondless das citocinas inflamatorias
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TNF-a e IL-1B3, que além de reduzir a liberacdo de varios medéadmflamatorios,

levam a reducéo da infiltragdo dos neutrofilos.
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