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RESUMO

ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA INTESTINAL DE Strychnos
pseudoquina ST. HIL (FALSA QUINA) EM MODELOS EXPERIMENTAIS DE

INFLAMACAO INTESTINAL. Oliveira, C. R. Dissertacdo submetida a coordenagio do
curso de Pos-Graduacdo em Ciéncias da Saude, do Departamento de Ciéncias Basicas em
Saide da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Federal de Mato Grosso, como
requisito parcial para a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias da Salde. Orientadora:
Regilane Matos da Silva.

Doenrca Inflamatéria Intestinal, como séo conhecidas a doenga de Crohn e a Colite
Ulcerativa, compartilham uma série de caracteristicas comuns, como por exemplo a
epidemiologia, as complicagbes, etc. A etiologia € desconhecida, provavelmente
multifatorial. Preconiza-se que individuos com predisposicdo genética, ao interagirem com
fatores ambientais desencadeiem uma resposta imunolégica descontrolada, originando um
processo inflamatério crénico intestinal. A alteracdo na sintese e liberacdo de mediadores
esta implicada na manutencdo e amplificagdo da resposta imune-inflamatéria. Tanto os
radicais livres como as enzimas proteoliticas ddo lugar a formacdo de mais mediadores
inflamatérios, aumentando a permeabilidade da mucosa, favorecendo a entrada de produtos
bacterianos prejudiciais, como os lipopolissacarideos estabelecendo-se um ciclo vicioso
responsavel pela instauracdo do prejuizo intestinal crénico que se traduz em um aumento no
estresse oxidativo acompanhado da diminuicdo nas defesas antioxidantes fisioldgicas, e
compreender estes processos tem sido importante tanto para entender 0S processos
inflamatoérios crénicos intestinais quanto para a possibilidade de intervencdo terapéutica.
Entre as plantas selecionadas no laboratério de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias
Meédicas da Universidade Federal de Mato Grosso - UFMT com atividade antiinflamatéria
e/ou antiulcerognica, apenas Croton urucurana, Srychnos pseudoquina, Smaba ferruginea
apresentaram resultados nas doses testadas para a diminui¢éo de edema tecidual, verificado
pel a razdo peso/comprimento do cdlon, a S. pseudoquina apresentou melhor resultado na
menor dose, também foram testados a fracdo acetato de etila e o isolado 3 metil o —
guercetina, que foram submetidas a outros modelos de inflamagéo intestinal em ratos, e os
resultados do pré-tratamento com estas substancias demonstram significativos resultados. A
injuria colénica dos animais foi caracterizada bioquimicamente, mediante dosagem dos
niveis de Glutationa (GSH), Mieloperoxidade (MPO) e Maonaldeido (MDA). O grupo
controle apresentou uma diminui¢cdo no conteldo de GSH e um aumento significante de
MPO colbnica assim como de MDA em relacdo ao grupo droga-padréo nos trés modelos
utilizados a saber: isquemialreperfusdo, colite induzida por &cido acético, colite induzida por
trinitrobenzenosulfonico (TNBS). Ao contré&rio, os grupos tratados com EMSp (20, 60 e
100mg/kg) e prednisona (1 mg/kg) mantiveramos nivels de GSH, reduzindo a sua deplecéo
de forma significativa (p<0,001 a p<0,05) quando comparados ao grupo controle, também
diminuiu a atividade da MPO inibindo a migracdo de neutréfilos para o loca das lesdes
diminuindo as lesdes de membrana celular verificadas pela baixa concentragdo de MDA
guando comparadas ao controle. Pelos resultados obtidos podemos sugerir que a S
pseudoquina é segura e possui propriedades antiinflamatérias intestinais e antioxidantes.

Palavras chave: 1. Srychnos pseudoquina. 2. Inflamagdo intestinal. 3. Experimental. 4.
Ratos.
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ABSTRACT

STUDY OF THE INTESTINAL ANTIINFLAMMATORY ACTIVITY OF Strychnos
pseudoquina ST. HIL (FALSE QUINO) IN INTESTINAL INFLAMMATION OF
EXPERIMENTAL MODELS. Oliveira, C. R. Dissertation Submitted to the Federa
University of Mato Grosso, Cuiaba. In Partial Fulfilment for the Award of Masters Degreein
Sciences of the Health. Guide: Regilane Matos da Silva.

Inflammatory bowel disease , are known as Crohn's disease and ulcerative colitis,
that share a series of common characteristics, such as epidemiology, pathogenesis theories,
complications, etc. The etiology is unknown, probably multifactor. It is profess that
individual with genetic predisposition, to interact with environmental factors start an
uncontrolled immune response, causing a chronic intestinal inflammatory process. The
change in the synthesis and release of inflammatory mediators is involved in the
maintenance and amplification of immune-inflammatory response. Both free radicals and
proteolytic enzymes give rise to formation of more inflammatory mediators, increasing the
mucosal permeability, favoring the entry of harmful bacterial prodwcts such as
lipopolysaccharide setting up a vicious cycle responsible for the establishment of chronic
intestinal injury these changes are reflected in an increase in oxidative stress accompanied by
a decrease in antioxidant defenses. Understanding these processes is important for both, for
understanding the chronic intestinal inflammatory processes and for the possibility of
therapeutic intervention. Among the plants selected, in the laboratory of Pharmacology,
Faculty of Medical Sciences, Federal University of Mato Grosso — UFMT, with
antiinflammatory activity and / or anti-ulcer, only Croton urucurana, Strychnos
pseudoquina, Smaba ferruginea performed at the doses tested for the reduction of tissue
edema, verified by wet weight per milligram of tissue, and the S. pseudoquina showed better
results in lower dose, was aso tested the ethyl acetate fraction and the isolated methyl 3 -
guercetin, which was subjected to other models of intestinal inflammation in rats, and results
of pre-treatment with these substances show significant results. The animals colonic injury
were biochemically characterized by determination of Glutathione (GSH), Mieloperoxidade
(MPO) and malonaldehyde (MDA) levels . The control group showed a decrease in the GSH
content and a significant increase in MPO and MDA colonic in the group on the standard
drug used in three models namely: ischemia / reperfusion, induced colitis by acetic acid, by
trinitrobenzenosulfonico colitis (TNBS). On the contrary, the treated groups with EMSp (20,
60 and 100mg/kg) and prednisone (1 mg / kg) maintained levels of GSH, reducing its
depletion significantly (p <0,001 p <0.05) when compared the control group. In addition to
the biochemical results obtained, its were aso able to reduce both colonic injury macro and
microscopically, and has no oral toxicity verified by lack of biochemical and hematological
changes, from which we can suggest that S pseudoquina is safe and intestinal anti-
inflammatory properties and antioxidant.

Keywords. 1. Srychnos pseudoquina. 2. Intestinal inflammation 3. Experimental. 4. Rats.
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INTRODUCAO

1. Doenca Inflamatoria I ntestinal

Doenca Inflamatéria Intestinai (DIl) é um termo geral para designar um grupo de
doencas inflamatdrias crénicas de causa desconhecida envolvendo o trato gastrointestinal.
Incluemse nesta denominacdo dois grupos principais. colite ulcerativa (CU) e doenca de
Crohn (DC) que compartilham caracteristicas comuns ou pelo menos semel hantes. (9

A DIl é um problema de salde publica em muitos paises. Sua prevaléncia
aumentou rapidamente nos paises industrializados na segunda metade do século XX,
tendendo a se estabilizar posteriormente. A incidéncia da DC nestes paises € de 5 a 8
casos/100 mil habitantes/ano nos Estados Unidos e Europa, com prevaléncia de 50 a 80/100
mil habitantes, enquanto na CU, esta é de 12/100 mil habitantes nos Estados Unidos.* "

Nos paises em desenvolvimento, nos quais o0 estilo de vida ocidenta vem
ocorrendo, tais taxas estdo em ascensdo e apontam para a influéncia ambiertal na génese das
DIl. As taxas de prevaléncia, incidéncia e mortalidade no Brasil ainda sGo desconhecidas,
apesar de relatos regionais, principalmente no Sul e Sudeste, descreverem um aumento no
nimero de casos novos de DC, se comparados ao de CU, possivelmente fruto de um modelo
econémico-industrial. &9

S80 mais frequientes em brancos que em negros ou orientais, sendo 0s grupos mais
afetados os anglos saxdes dos Estados Unidos e Inglaterra, assim como canadenses e europeus
do norte, em geral, com destague para 0s judeus, que apresentam maior prediSposicao,

sobretudo, se vivem nos paises mencionados. Quanto a fregiiéncia de apresentacdo por sexo

parece ser a mesma para os dois géneros. ©



Quanto a idade de apresentacdo da DI, esta pode ser vista em qualquer momento
da vida, porém, o pico de maior freqiiéncia se Situa entre a segunda e a terceira décadas de
vida, admitindo uma apresentacdo bi- modal, sobretudo na DC, com um segundo pico ha sexta
década. Em qualquer caso ndo € infreqlente ver pacientes menores de 10 e maiores de 70
anos, com uma primeira manifestacdo tanto de CU quanto da DC. Ha ainda um agrupamento
familiar da doenca, calculando-se que pelo menos 5% dos pacientes apresentam algum
familiar também afetado. 19

Os principais sintomas da DIl sdo dores abdominais, sangramento retal, diarréia
severa, febre e perda de peso, variando unicamente a aparicdo de uns ou outros com a
localizagdo do processo inflamatério no intestino delgado ou no cdlon, e dentro deste,
segundo qual seguimento esteja afetado V. A histologia revela presenca de elevado nlimero
de células polimorfonucleares (neutréfilos), mondcitos e linfocitos no intersticio delgado e
colonico, extensos dano na mucosa, incluindo edema, diminuicdo na producdo do muco,
hiperplasia das células da cripta, erosdes e ulceracdes. (11

Para se chegar a um diagnéstico de DI, a suspeita clinica ainda € o principal fator
diante de qualquer paciente apresentando diarréia, dor abdominal, febre, retorragia,
malnutricao, fistulas, etc. Este se apoiara em dois grandes pilares: a endoscopia e aradiologia,
com a colaboragdo da anatomia patol 6gica quando, no curso de uma intervencao cirdrgica ou
uma endoscopia, se hajam tomado amostras teciduais suficientes. A analise laboratorial, por
outro lado, oferece somente informac&o complementar, porém especifica, sobre a gravidade e
repercussdo da enfermidade naguele dado momento. 42

A inexisténcia de um exame Unico (padrdo ouro) torna necessario associar dados
clinicos, exames soroldgicos, radiol6gicos, endoscopicos e histolégicos para a realizagdo do

diagnostico. 1314



A etiologia da DI é desconhecida, provavelmente multifatorial. ©© Preconiza-se que
individuos com predisposicdo genética, a0 interagirem com fatores ambientais (provéaveis
gatilhos da doenga) desencadeiem uma resposta imunol6gica descontrolada, originando um

D Na progressio da doenca podem surgir

processo inflamatorio crénico intestinal.
perfuractes, obstrucdes e até tumores intestinais. As poucas modificaces evolutivas da DI
com o tratamento tende a provocar grande impacto na capacidade laboral, na qualidade de
vida e nos aspectos sicio-econdémicos dos pacientes e familiares (19

Os ultimos anos tém mostrado um imenso progresso na compreensdo geneética das
DII. As primeiras descric¢des incluiam observacdes de possivel fator familiar comum a doenca
(18 " de modo que 0 aumento de casos descritos em membros de uma mesma familia poderia
ser devido a um fator gerético ou entdo ao fato de compartilharem os mesmos fatores
ambientais © porque nd é incomum encontrar membros de uma familia que sdo
geneticamente independentes (especia mente conjuges) em que os dois apresentam DII. 17

Estudos epidemiologicos tém caracterizado um risco aumentado para parentes
consanguineos de pacientes com DIl, demorstrando que estes apresentam risco de oito a dez
vezes maior de desenvolver a doenca que o restante da populacdo 1®. Esta informacio é
consistente com a existéncia de genes de suscetibilidade especifica para DC e CU, assim
como de suscetibilidade comum a ambas. (& 1%20)

As coincidéncias genéticas assindadas poderiam ser simplesmente devidas as
exposicbes comuns a uma série de fatores ambientais ndo conhecidos, fortalecendo esta
hipétese, estaria a freqliéncia cada vez maior em certos paises que mudaram o modelo de
desenvolvimento, passando de um modelo rural a outro mais industrial e/ou urbano,
especialmente na segunda metade do século XX. 2V

Fatores ambientais que parecem estar envolvidos na patogénese das DI incluem: o

tabagismo, a dieta, a Stuacdo socia, 0 estresse, farmacos como antiinflamatérios néo-



esteroidais (AINES) e microorganismos, porém, até o momento nenhum agente infeccioso ou
fator ambiental isolados foram identificados (#%2%)

O melhor exemplo da influéncia do ambiente nas DIl € o tabagismo. Este apresenta
um efeito contrério na DC e na CU, apoiando a idéia de que mecanismos distintos estdo
implicados na patogénese em cada forma da DII. ®* O tabagismo é um importante fator de
risco para a DC, aumentando as recidivas e a necessidade de cirurgias, sendo que a
interrupcdo do seu consumo melhora o andamento da doenca ?®. Ao contrério, os pacientes
com CU tabagistas apresentam risco aumentado de agravo do seu quadro clinico quando
deixam de fumar, sugerindo o papel protetor do tabaco nesta doenca. (2% 25:29)

Os mecanismos deste efeito diferencial do tabaco na DC e na CU nédo sdo claros,
mas sabe-se gue o tabagismo afeta tanto aimunidade sistémica como a da mucosa intestinal,
alterando numerosas fungdes imunes tanto inatas como adquiridas. ?” Sendo provavel que a
nicotina seja 0 agente ativo mais importante entre os metabdlitos gerados pelo tabaco, estudos
mostraram que a nicotina transdérmica apresenta um efeito benéfico em pacientes com CU

28 ) Em distintos modelos experimentais de colite, observa-se que a

leve a moderada. ¢
administracdo de nicotina melhora a doenca, coincidindo com uma diminui¢cdo local da
concentracdo de vérias citocinas pré-inflamatérias. 0

Levando em consideracdo que a maior incidéncia das DIl pode ser associada a
mudanca nos hébitos de vida nos paises ocidentais e que o intestino € o alvo do processo
inflamat6rio, seria possivel que alguns nutrientes presentes na luz intestinal pudessem atuar
como antigenos, influenciando os mecanismos imunes e reparadores da mucosa intestinal. ¢V

O consumo de gordura saturada esta associado a uma piora na CU; por outro lado,
estudo realizado por Barbosa et al. (2003), 3 com 6leo de peixe rico em dmega-3, mostrou
efeito antiinflamatério em pacientes com CU. O consumo de frutas, vegetais e fibras parecem

reduzir o risco das DII. (3239



Outros fatores, como 0 uso dos anticoncepcionais orais e AINES, tém sido muito
estudados como fatores de risco para a DIl. Alstead (1999)* sugere que 0 uso concomitante
de anticoncepcionais orais com a DIl ativa pode agravar a evolugdo da doenca através do
risco de tromboembolismo, embora os mecanismos fisiopatol 6gicos sgam pouco conhecidos,
por outro lado, pacientes em remissao clinica podem sofrer recaidas ap6s a administracéo de
AINEs. 343

Diferentes observactes clinicas e estudos laboratoriais exibem evidéncias de que o
estresse pode modular o rumo da DIl provavelmente através de interagdes neuroimune. A
duracdo do estresse pode estar envolvida com a exacerbacéo da DIl, visto que somente o
estresse prolongado parece agravar adoenga. Embora os mecanismos especificos envolvidos
sgjam desconhecidos, varios fatores poderiam contribuir para a exacerbacéo, como o sistema
nervoso, enddcrino e imune. 384V

Outro fator ambiental que desde o principio se pensou estar associado a etiologia da
DIl sG0 os agentes infecciosns intestinais, especulando-se como causa diferentes
microorganismos dos géneros: Mycobacterium sp., Pseudomonas sp., Clostridium sp.,
Yersinia sp., e recentemente particulas virais, sem poder demonstrar hunca uma verdadeira
relacdo com nenhum destes pressupostos agentes. Porém, a maior incidénci da doenca se da
em paises desenvolvidos, onde a taxa de infecgdes intestinais € irrefutavelmente menor que
nos paises subdesenvolvidos. 42

Dentres todas as teoria etioldgicas, a imune € a mais aceita at€ 0 momento, 0
mecanismo imunoldgico ficou em evidéncia quando se comprovou a associacdo da DIl com
manifestacOes extra-intestinais, principamente artropatias e afetagcbes oculares e hepéticas,
interpretadas como fendmenos autoimunes, e que, ademais, respondiam terapeuticamente em

muitas ocasides a corticoides e imunossupressores, (43 40)



Diferentes estudos tém mostrado que as células T auxiliadoras tipo-1 (Thl) estédo
envolvidas na imunidade mediada por células contra alguns agentes infecciosos (bactérias,
fungos e protozoédrios), e este tipo de resposta imune envolve também a ativacdo de
macroéfagos e outros linfécitos para a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a,
IL-1R, IL-6, IL-8 e IL-12, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, tendo como resultado a
o recrutamento de célula fagociticas (macréfagos e neutréfilos) para o intestino, onde os
antigenos invasores sdo fagocitados e destruidos. Este € 0 mecanismo primério pelo qual o
[imen do intestino se protege dos patdgenos, sendo a falha deste mecanismo o evento chave

envolvido na patogénese das DI (Figura 1).4"%)
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Figura 1. Respostas imunes mediadas por células no cdlon. Células apresentadoras de antigenos (APCs) fazem
endocitose, processam e apresentam antigenos luminais que continuamente ganham acesso ao
intersticio da mucosa. A interagdo entre APCs e células-T (T cell) ativa estas a produzirem
Interleucina 2 (IL-2) e interferon-gama (IFN-g), os quais ativam macr6fagos teciduais a liberarem
uma variedade de citocinas proinflamatérias e mediadores incluindo TNFa, IL-1B3, IL-12, NO e
ROS. IL-12 retroalimenta as células T efetoras a induzir diferenciagc@o de células T auxiliadoras-1
(Th-1). Citocinas e mediadores derivados de Th-1 e macrofagos ativam o endotélio microvascular
para aumentar a expressao de moléculas de adesdo, desse modo promovendo o recrutamento de
leucocitos citotoxicos como polimorfonucleares. O resultado é a destruicéo de patdgenosinvasores. A
resposta imune da mucosa descontrol ada pode resultar em injuriatecidual (PAVLICK et al., 2002).



Um estudo funcional com macréfagos isolados de intestino normal revelou que estas
céulas estimulam ainda mais a producdo de IgG por células mononucleares, sugerindo a
existéncia de uma correlagdo entre os macréfagos e a exacerbacdo da resposta imune local,
pois durante uma reacdo inflamatdria os mondcitos do sangue periférico migram em grande
nlimero para os tecidos, ¢~

A adesdo de leucdcitos circulantes no endotélio intestinal é outro fator importante no
desenvolvimento de um processo inflamatério, e isto depende da expressdo coordenada de
moléculas de adesdo nas células endoteliais, incluindo a nolécula de adesdo intracelular
(ICAM-1) e selectina—E. ®°

ConcentracOes elevadas destas duas moléculas foram detectadas em bidpsias de
mucosas inflamadas de pacientes com DII, sugerindo alvos de agdo imunofarmacologica na
tentativa de conter o processo inflamatério. °©)

O fator de transcricdo nuclear NF-KB é outro alvo imunofarmacoldgico, por sua
capacidade de regular a expressdo de varios genes envolvidos na modulacdo da resposta
imunitéria intestinal através da regulacéo de genes de citocinas, aém de regular os genes que
codificam outros fatores de transcricdo e moléculas de adesdo. °2 E por ser encontrado em

niveis elevados no epitélio e nalamina prépria da mucosa inflamada de pacientes com DII. ¢7)

1.1. Doenca de Crohn (DC)

A doenca de Crohn pode afetar qualquer segmento do tubo digestivo, incluindo o
cOlon, podendo fazé-lo de forma simultinea em véarios deles, ainda que neste caso
praticamente nunca de forma continua. O processo inflamatério se estende por todas as
camadas da porcao intestinal afetada, inclusive a serosa, e em algumas ocasides os ganglios

regionais. ¥



Na DC, os linfocitos T auxiliadores ativados da mucosa intestina geram uma
resposta predominantemente do tipo Thl, manifestada pela producdo de IFN-?, ativacéo de
macrofagos e amplificagcdo da producgdo de citocinas pré-inflamatérias, favorecendo a resposta
de hipersensibilidade tardia.

M acroscopicamente 0 mais caracteristico € a possibilidade de comprometimento de
todo o tubo digestivo, desde a boca até o anus. ©®

Microscopicamente, 0 mais caracteristico da DC € o comprometimento de
praticamente todas as camadas do seguimento intestinal afetado, podendo comprometer o
mesentério e ganglios regionais, com um processo inflamatério pouco especifico, que ao
atingir toda a espessura da mucosa, provocalhe espessamento, estenosando-lhe a luz. A
mucosa perde suas pregas e aparecem ulceracOes, que nesta patologia costumam ser mais
irregulares, serpentiginosas, e que penetraram profundamente a parede intestinal, chegando a

perfuré-la, para produzir fistulas tipicas. (% 3°%60

1.2. Coliteulcerativa (CU)

A Caolite ulcerativa, como o préprio nome diz, afeta somente o intestino grosso,
sempre de forma confluente, indo do reto (proctites) nos casos menos graves, até toda
longitude do cdlon (pancolite ulcerativa) sendo que nesta doenga o processo inflamatorio se
limita & mucosa e em ocasi 6es especificas & submucosa. ®

Predomina a resposta do tipo Th2, producéo preferencial de IL-4 e IL-5, que favorece
a imunidade humoral, estimulando a diferenciacéo de linfécitos B e a producédo de anticorpos,
sendo que a secrecdo de IL-10 e IL-13 pelos linfocitos Th2 ainda pode exercer efeito

inibitério sobre a producao de citocinas pré-inflamatdrias pelos linfécitos Thl. 2%



A superficie comprometida pode apresentar-se ulcerada, hiperémica e habitualmente
hemorrégica, freqlientemente coberta de exsudato, friavel e sem areas de mucosa integras
entre as ulceradas. As lesdes costumam ser regulares com halo de eritema nas primeiras fases,
por vezes indistinguiveis de processos infecciosos. A medida que o paciente melhora,
observa-se a aparicdo de mudancas crbnicas, sobretudo em forma de pseudopdlipos
(verdadeiros pdlipos inflamatérios), que podem ser incontévels, assim como pontes mucosas
(expressdo da regeneracao da mucosa entre as ulceras) e processos de fibrose e retracéo. ¢V

O mais habitual na CU é a reagdo inflamatdria do epitélio superficial e das criptas,
com infiltragdo sobretudo de neutréfilos A reacdo inflamatdria na superficie da luz, a medida
gue progride, provoca erosdo e logo a Ulcera, podendo em algumas ocasides chegar a
submucosa e, muito raramente, penetrar até a serosa e perfurar o intestino. (6% )

Quando a doenca atinge o0 intestino grosso, 0S Sintomas que se apresentam
dependerdo fundamentalmente do segmento implicado, de forma praticamente indistinguivel
em ambas as patologias, pois ho caso da DC é comum denominar esta forma clinica de colite
granulomatosa. (6469

A retorragia € o sintoma mais freglente, apresentando grandes variacfes tanto no
aspecto do sangramento quanto em sua quantidade. A diarréia é o sintoma mais habitual da
inflamag&@o do célon apés a retorragia e ador pode apresentar-se com colicas caracteristicas,
localizada na metade inferior do abdémen ou periumbilical. Em alguns pacientes o principal
sintoma é o tenesmo retal, indicando comprometimento da porcao distal 7). Outros sintomas
gue podem aparecer sdo a febre, que raramente sera elevada (até 38°C); comprometimento do

estado geral do paciente, com anorexia, perda de peso, astenia, etc. dependendo sempre da

intensidade, durago e extens3o do processo inflamatorio. %



1.3. Mediadoresinflamatoriose a DI |

A dteracdo na sintese e liberacdo de mediadores inflamatorios esté4 implicada na
manutencdo e amplificagdo da resposta imune-inflamatoria.  Este pode ser desencadeado por
Varios mecanismos. apos a ativacdo dos macrofagos e dos granul ocitos, € liberada uma grande
variedade de mediadores inflamatérios, que terminaram por levar o dano tecidual direto de
diferentes maneiras. ®

Wallace (1994) ¢’ observou um grande aumento na sintese coldnica de Leucotrieno
B4 (LTB4) em pacientes com DIl. Sabe-se que o LTB4 é um agente pré-inflamatério com
capacidade quimiotética e ativadora de neutrofilos, sendo um mediador caracteristico nas
lesBes inflamatdrias agudas e possivel responsavel por grande parte da destruicdo celular e
necrose que caracterizam a doenca. ¢7: 69

O dano tecidua ocorre devido a secrecdo de distintas proteases e de mieloperoxidase,
assim como ageracdo de radicais livres derivados do oxigénio e do nitrogénio. Na DI, as
espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas em excesso pelos leucocitos ativados na
mucosa inflamada e desempenham um papel chave na génese e manutencéo da DII. (%™

As EROs sd0 geradas a partir da  reducéo parcial de oxigénio que ocorre nos
sistemas biol 6gicos e sdo potencialmente lesivas para proteinas, &cidos nucléicos e lipideos. O
peréxido de hidrogénio atravessa facilmente as membranas celulares e ao receber mais um
eléron (normalmente do ferro ou do cobre) origina o radical hidroxila, altamente lesivo e
capaz de reagir com quase todas as substancias organicas. (/479

O ataque dos radicais livres sobre os lipideos de membrana gera o0 processo de
peroxidacdo, dando lugar a uma reagdo em cadeia que perpetua o ciclo de formacdo destes

agentes agressores, a0 mesmo tempo em que origina uma desestruturacdo da membrana

celular com a consequente morte da célula. Os radicais livres também podem reagir com
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proteinas, dando lugar a alteragdes da funcionalidade normal da célula. Finalmente, quando os
acidos nucléicos sdo afetados pelos radicais livres, podemse originar mutacbes no material
genético celular, levando a uma sintese protéica defeituosa ou desenvolvimento de processos
do tipo tumoral. Este Ultimo poderia justificar a maior incidéncia de cancer colo-retal descrito
em pacientes com colite ulcerativa. (/%77

Embora sgja evidente que o 6xido nitrico (NO) € um mediador chave nos processos
de inflamac&o intestinal, ha atualmente uma enorme controvérsia em relacdo ao papel deste
mediador na fisiopatologia da inflamagéo intestinal. No entanto, tem-se observado que o
sistema enzimatico envolvido na sintese do NO € importante, mas depende também do estagio
(agudo ou crdnico) em que se encontra o processo inflamatdrio. (& 79

A inibicdo na sintese de NO em modelo experimental de colite revelou uma
diminuicdo significativa da lesdo tecidual. Estes agentes pro-inflamatérios promovem, em
primeiro lugar, a aderéncia dos fagocitos no endotélio vascular e 0 seu extravasamento para a
mucosa intestina e, em segundo lugar, a liberacéo de radicais livres, assim como de enzimas
proteoliticas no espaco intersticial. €82

Lih-Brody et a., (1996) ©® comprovaram a existéncia de alteragdes oxidativas em
biopsias de mucosa de colon procedentes de pacientes com DII. A inibicdo ou neutralizacdo
destes radicais livres, juntamente com ativacdo dos sistemas antioxidantes endégenos, tanto

enziméticos como ndo-enziméticos, poderia ser benéfico no tratamento da DII. 6 &)

1.3.1. Defesas antioxidantese a DI |

Os antioxidantes podem ser definidos como substéncias que, em baixas

concentragdes em relacdo ao substrato oxidével, retardam ou previnem a oxidacdo desse
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substrato. Deste modo, atuam como protetores contra a oxidacdo de biomoléculas por radicais
livres e impedem areacso em cadeia provocada pelos mesmos. &9

As principais defesas enziméticas antioxidantes sdo: a superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e Glutationa peroxidase (GPX); dém disso, antioxidantes ndo enzimaticos,
como a glutationa reduzida (GSH), tocoferol (vitamina E) e écido ascorbico (vitamina C),
entre outros, auxiliam no combate as EROs. Com excegcdo da vitamina E, que é um
antioxidante estrutural de membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes estd no meio
intracelular. 58"
Por isso aualmente firmacos que possuem atividade antioxidante sdo usados no
tratamento da DIl, tais como os derivados do &cido 5-aminosdicilico (5-ASA), cujas
propriedades antioxidantes contribuem para seus efeitos benéficos no processo inflamatorio
colbnico. Infelizmente, apesar de estes, representam a primeira opcdo terapéutica para o
tratamento da DIl ainda apresentam sérios efeitos colaterais, especialmente quando usados em
altas doses ou durante longos periodos de tratamento, aspecto que limita seu uso, visto que a

DIl é um processo cronico, (1189

1.4. Tratamento daDl |

Tratando-se de uma enfermidade de natureza crénica, com periodos de remisséo e
recidivas, é fundamental o controle periddico e o devido suporte emocional. Habitualmente
ndo h& necessidade de acompanhamento psiquiétrico e/ou psicolégico concomitantemente,
nem da utilizagdo de agentes antidepressivos e ansioliticos, porém, em certas situacoes,
algumas destas medidas podem ser indicadas ¥

MedicagBes antidiarréicas e anticolinérgicas devem ser administradas com cautela,

pois podem desencadear o megacolon toxico. Da mesma forma, o consumo de AINES,
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mesmo 0s mais modernos, deve ser evitado, pois podem exacerbar a doenca. Lembrar que, na
DC, o tabagismo, ao contrario da CU, piora a doenca e aumenta a fregtiéncia de recaidas pos
operatérias séo medidas gerais que devem ser observadas ¢

A sulfasalazina (SSZ) foi desenvolvida no final dos anos 30 para o tratamento da
artrite reumatéide e, casuamente, mostrouse eficaz na CU. Quando ingerida, a SSZ é
desdobrada, no colon, por acdo bacteriana, em sulfapiridina (grandemente absorvida) e acido
5-aminossalicilico (5-ASA) (pouco absorvido), sendo que este Ultimo € o principio ativo do
medicamento, agindo de forma tpica. Entre os varios mecanismos de agcdo do 5-ASA estdo a
inibicdo da producdo de leucotrienos e de anticorpos, e a capacidade de assimilacdo de
radicais livres, )

Efeitos colaterais com SSZ tém sido relatados em até 45% dos pacientes, geralmente
dose-dependentes e relacionados com altos niveis séricos de sulfapiridina e ocorrendo
principal mente em individuos com baixa capacidade genética de acetilacdo hepatica da droga.
Menos frequentemente, os efeitos colaterais do tratamento com SSZ podem ser por
hipersensibilidade: febre, rash, linfadenopatia, Sindrome de Stevens-Johnson, agranulocitose,
hepatite, pancreatite, exacerbacdo da diarréia etc. Assim, em virtude dos efeitos colaterais da

SSZ foram desenvolvidas estratégias farmacoldgicas para melhorar a liberacgo do 5-ASA. %

92)

Os corticoides também fazem parte deste arsenal terapéutico e constituem os
medicamentos de escolha para casos moderados e graves de DIl, porém apresentam uma
grande freguéncia de casos corticoide-resistentes e corticoide-dependentes, variando de 8 a
20% e de 15 a 36%, respectivamente. Na CU a frequiéncia de resisténcia ao corticoide (29%)
costuma ser maior que a da dependéncia (<10%). 3

Além de apresentarem resisténcia e dependencias em grande nimero dos pacientes,

seus efeitos colaterais, bastante conhecidos séo outro incoveniente, particularmente quando
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usados por tempo prolongado, terminam levando a aumento do apetite e do peso, edema,
insOnia, labilidade emocional, psicose, acne, Sindrome de Cushing, osteoporose,
osteonecrose, retardo do crescimento, supressdo do eixo hipotdamo-hipdfise-adrenal,
infeccbes, miopatias, cataratas, atrofia de pele, estria, equimose, diabetes, hipertensio,
glaucoma e pancreatite aguda. &

Por este motivo foram desenvolvidos novos corticoides, na tentativa de diminuir
estes efeitos. Dentre as novas opcoes terapéuticas, 0 mais estudado tem sido a budesonida,
gue é rapidamente metabolizada (cerca de 90%) em produtos inativos logo apds sua primeira
passagem pelo figado diminuindo os efeitos colaterais sendo na CU ativa, equivalente ao 5
ASA tépico e melhor que os corticéides tépicos tradicionais. ¥

Nos casos onde se encontra resisténcia ou dependéncia aos corticoides 0s
imunomoduladores, a azatioprina (AZA) e a 6-mercaptopurina (6-MP), a cloroquina, a
ciclosporina e 0 metotrexato, mais recentemente, tacrolimus e micofenolato mofetil tem sido
testados, facilitando a reducéo da dose do corticdide e sendo de grande utilidade para evitar
recaida pds-operatdrio na DC. 59,

Sem duavida, os imunomudoladores mais estudados e com os quais ha consideravel
experiércia acumulada séo AZA e a 6MP, sdo potentes imunossupressores, inibindo a
atividade de linfécitos T e B, além das células NK, inibindo, em altas doses, a sintese de
prostaglandinas. (%% 97

ApGs a absorcdo, a AZA é rapidamente convertida em 6-MP nas hemécias, havendo
gerac3o de metabolitos ativos. (%8 %)

Os efeitos colaterais da AZA e 6 MP ocorrem em torno de 15% e podem ser de
natureza alérgica, como febre, rash, ma estar, nauseas, vomitos, dor abdominal, diarréia,

hepatite e pancreatite ou ndo alérgica, como depressdo medular (pancitopenia), infeccoes,
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alteracdes de enzimas hepaticas e neoplasias. A leucopenia, segundo alguns autores, parece
ser benéfica no tratamento e deve ser monitorada. (0

A freqUéncia de infecgdes e de neoplasias € semel hante a esperada na popul agdo com
DIl sem uso de AZA e 6MP g, portanto 0 seu uso deve se contrapor as complicacoes,
limitacOes, incapacitacdes e efeitos deletérios da DIl em atividade. (10%102

O metotrexato (MTX), outro imunosupressor € um antagonista do folato e interfere
na sintese de DNA, agindo sobre a atividade de mediadores inflamatérios, blogueando a
ligag8o da IL-1 a0 seu receptor e reduzindo a sintese de IL-2, IL-6, IL-8, INF-? e LTB4. As
reacoes adversas ocorrem em 10 a 25% dos pacientes e incluem: nauseas, diarréia, estomatite,
leucopenia, alopecia, elevacdo de transaminases, pneumonia por hipersensibilidade, fibrose ou
cirrose hepética, sendo as duas Ultimas as mais temidas e graves. A administracdo
concomitante de acido félico gjuda na prevencéo da estomatite, diarréia e toxicidade medular.
O MTX é teratogénico e pode causar aborto sendo, portanto, contra-indicado em mulheres
que desejam engravidar. (19%1%)

Tacrolimus é um antibiético macrolideo com propriedades imunomoduladoras e
eficaz na prevencdo de rejeicdo pos-transplante. Age de forma semelhante a ciclosporina,
porém, sua ingestdo oral € seguida de melhor absor¢cdo, mesmo diante de mucosa lesada.
Diante de tantos agertes terapéuticos e uma diversidade de efeitos colaterais a terapia
biolégica constitui mais uma aternativa para este arsenal. (1%®

Uma outra linha de pesquisa para o tratamento da DII, que tem como principal
objetivo avaliar a eficacia do bloqueio seletivo de mediadores inflamatorios, bem como do
incremento da imunidade inata, € genericamente denominada de terapia biol6gica, uma vez

que age em mediadores e fendmenos naturais e fisioldgicos (17199
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Seguindo esta linha de pesquiza temos os prebidticos, probidticos e simbidticos que
modificam a microbiota intestinal e normalizam o contetido de Bifidobacteria e Lactobacilli,
ateracBes estas que acabam por reduzir o contingente antigénico imposto as células
imunolégicas da lamina propria intestinal. Além disso, estimulam a secrecéo de mucina e de
TGF- 3, melhorando a defesa do trato gastrointestinal. Os probiéticos também apresentam
acOes imunomoduladoras, pela capacidade de reduzir citocinas pro-infamatérias (p.ex.: IL-1,
IL-8, TNF-a etc.) e aumentar citocinas antiinflamatorias como a IL-10. Recentemente, 0
probidtico Lactococcus lactis, foi capacitado para secretar |L-10 e fator trefoil por engenharia
genética, fazendo com que aém dos beneficios inerentes ao probidtico se obtenha acéo direta
antiinflamatéria, imunomodul adora e reparadora sobre a mucosa inflamada. (11 111)

A administracdo do fator estimulador de col6nias de granul citos e macréfagos (GM-
CSF) é outra forma de melhorar a imunidade inata do organismo. Nos casos em que a
imunidade adquirida est& exacerbada, € possivel bloquear alL-12 (com o anti-IL-12 ou ABT-
874), alL-2 (com o anti-1L-2, daclizumabe e basiliximabe), o interferon-? (com o anti-INF- ?,
fontolizumabe ou HUZAF), os clones de células T CD4 positivas (com o anti-CD3,
visilizumabe ou HUM291), as moléculas de adesdo como a integrina a4, aintegrina a4 37 e a
molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM 1) e finamente, o fator de necrose tumoral (TNF-a)
através do infliximabe, diminuindo desta forma o processo inflamatério. (112

Muitas dessas terapias ainda estdo em fase experimental, entretanto, os resultados
preliminares sdo encorgjadores. A droga mais testada, e ja comercializada no Brasil, é o
infliximabe, com resultados favoraveis tanto na DC quanto na CU. (%119

Outros anticorpos anti-TNF-a tem sido desenvolvidos, na maioria de origem
humana, numa tentativa de reduzir os efeitos colaterais, tais como o certulizumabe e o

adalimumabe. Estes anticorpos estdo sendo testados, no que tange a sua capacidade de induzir

apoptose, permitindo que o anti- TNF-a sgja eficaz na DC. (119
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A terapia biol6gica tem constituido um importante avango no tratamento da Dll, e as
pesqguisas neste campo certamente continuardo na busca de medicamentos mais eficazes e de
fécil administracdo, com menos efeitos colaterais e com impacto sobre a histéria natural da
doenca. (116)

Aliada a esta linha de pesquiza caminha os estudos com plantas medicinais, que vem
sendo testadas ao redor do mundo, quanto suas inUmeras propriedades farmacoldgicas e

terapéuticas.

2. Plantas M edicinaise DI |

Numa busca incessante de aternativas terapéuticas para a DIl muitas plantas estdo
sendo testadas em diversos modelos animais de DI, algumas com excelentes resultados entre
elas estd 0 dleo-resina de Copaifera langsdorffii que demonstrou atenuar as injurias causadas
pela isqguemialreperfusdo intestinal induzida em ratos diminuindo as EROs , o dleo-resina
também apresentou bom resultados no modelo de colite induzida por &cido acético no qual
parémetros bioguimicos de avaliagdo da doenca diminuiréo significativamente comparadas ao
controle. (119120

Muitas outras substancias estdo sendo utilizadas ao redor do mundo no intuito de
produzir melhoras na clinica da DIl. Um estudo proveniente da Grécia cita varias destas
substancias: Mastic gum (produto obtido de uma arvore que cresce exclusivamente na
Grécia), Glabridin (componente funcional de um licor), extrato de Scutellariae radix, as
propriedades antioxidantes do extrato de Tormentil, Wormwood herb, Guggulsterone um
esterol de origem natural demonstrou possuir propriedades antiinflamatérias, melhorando a
gualidade de vida de pacientes com DIl, todas estas testadas em estudo duplo-cego com 40
pacientes Temos ainda o Crataegifructus, a Aloe vera e o Triticum aestivum, assm como 0S

polifenois da dieta, que sdo a maior fonte de antioxidantes consumida pelo ser humano. 2,
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El-Abhar et a (2008) 1?2 também puderam verificar que o extrato de gengibre
diminuia os danos intestinais causados pela colite induzida em modelos animais, nos quais
houve preservacdo tecidua e inibicdo na producdo de EROs, frente ao pré-tratamento com o
extrato de gengibre em diferentes concentracdes. (122

Neste sentido ao analisarmos a acéo de um fitofarmaco deve-se considerar que este €
composto por diversos congtituintes, dos quais os metabdlitos secundarios s80 0s mais
relevantes em termos de acdo farmacol 0gica, dentre os metabolitos secundérios podemos citar
os. acidos carboxilicos fendlicos, fendis simples, flavondides, taninos e derivados de
fenilpropanos, triterperos, esterdides e sesquiterpenos. ¥ Destes constituintes iremos nos

ater aos flavondides por ser o principal constituinte da Strychnos pseudoquina.

2.1. Flavandides derivados de plantas

Os flavondides sdo estruturas polifendlicas de baixo peso molecular encontradas
naturalmente nas plantas. Esses metabdlitos secundarios sdo de grande importancia na
manutenczo da salide de muitos animais herbivoros, incluindo o homem 23

Nos ultimos anos, o interesse pelas propriedades farmacolégicas e bioguimicas
destes compostos tem crescido bastante, principalmente pela sua atividade antiinflamatoria.
Para explicala temse estudado suas propriedades antioxidantes, tais como: sua ag&o
inibitoria de enzimas, sua excelente capacidade de quelar metais, como o ferro, e sua atuagdo
como sequiestrador de radicais de oxigénio (EROs), uma vez que a presenca destes tem sido
relacionada a evolucdo de doencas crénicas, torna 0 uso de antioxidantes uma promissora
alternativa terapéutica para enfermidades de evolucéo cronicas. (%)

Estudos demostraram que os flavondides inibem a liberagdo de histamina e o

aumento da permeabilidade capilar induzido por ela, assim como a anafilaxia observada em
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cobaias, sendo que os flavondides também atuam na inibicdo da enzima lipoxigenase que
converte o acido araquidénico em leucotrienos que sd0 mediadores da asma, aergia e
inflamaco, por apresentar todas essas propriedades € um promissor agente no tratamento de
doencas crénicas, como dito anteriormente. (124

Os flavandides mais eficientes na inibic&o dessas enzimas sdo a quercetina, a morina,
a hesperidina, a rutina, a cianidina e a miricetina. Alguns flavondides possuem efeitos
anticancerigenos. Uma das hipoteses que melhor explica essa fungéo € atividade antioxidante
destas substancias os quais inibirido os danos oxidativos a0 DNA evitando danos estruturais
a0 conteudo genético. Sabe-se também que os flavondides provenientes das plantas tém a
funcdo de protegé-las do atague de microorganismos, através da inibicdo da germinacéo do
esporo de patdégenos. Dessa forma a ingestdo dessas plantas est4 associada com uma
conseqliente protegdo contra esses microorganismos. 129

Além disso, a capacidade citoprotetora dos flavonoéides pode estar ligada com sua
habilidade em ativar moléculas como as quinases, fosfatases e promotores génicos, que

ativam uma série de outras moléculas (%%

Essas informagdes foram fundamentais para
despertar interesse quanto as suas potencialidades na DIl por ser também uma doenca cronica
e inflamatoria, alguns estudos tém sido conduzidos na tentativa de verificar seus potenciais

efeitos antiinflamatérios intestinais. (29

2.2. Strychnos pseudoquina St. Hil

A familia Loganiaceae pertence a ordem Gentianales congtituindo um grupo com

cerca de 30 géneros e 600 espécies, que se encontram distribuidas predominantemente nas

regides tropicais e subtropicais de todo o mundo. (126129
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Sendo muitas delas mnhecidas pelo seu potencia medicina e/ou toxico, a mais
conhecida destas substancia € a estricnina, um dos alcal 6ides inddlicos produzidos por plantas
deste género. A grande maioria destas espécies ocorre na forma de cip6s ou arbustos de
pequeno porte e podem ser encontradas nas Américas do Sul e Central, na Africa, na Asia e

na Australia, %813

2.2.1. Fitoquimica e Far macologia

As espécies Strychnos tém sido bastante estudadas durante as Ultimas décadas. Esses
grupos de plantas apresentam propriedades: curarizantes, tetanizantes, antiplasmodiais %>
19 citotéxicas (%% %9 antibacterianas 137, antiftingicas **® antidiarréicas (9 diuréticas
(140, espasmodicas 1Y, hipotensoras. (142 14%)

Phillip, (2004) % menciona que as espécies americanas produzem alcadides
derivados da estricnina e, por isso, causam efeitos tetanizantes; cita ainda que as espécies
asidticas produzem alcaldides que causam efeitos curarizantes. O curare € um veneno de
origem vegetal preparado por algumas tribos de indios que vivem nas regifes montanhosas e
cobertas de matas da América Equatorial, tendo aspecto de alcatrdo, e possuindo sabor muito
amargo. Pode ser produzido por dois grupos de plantas: as do género Chondrodendron
(familia Menispermaceae, C. tomentosum, C. toxicofera e C. candicans), cuja principal classe
de alcaldides € a dos isoquinolinicos, e aguelas do género Srychnos (Loganiaceae), que
produzem os acaléides inddlicos monoterpénicos. Por suas diversas propriedades toxicas, o
curare é usado pelos indios tanto na caca quanto na guerra, (128 144:145),

Varias especies de Srychnos com propriedades toxicas sdo usadas na elaboracdo do
curare, como por exemplo: S amazonica, S castelnaeana, S divaricans, S fendleri, S

froessi, S gardneri, S guianensis, S macrophylla, S. melinoniana, S. mitscherlichii var
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mitscherlichii, S. mitscherlichii var amapensis, S. panamensis, S. parvifolia, S. solimoesana,
S subcordata, S. tomentas, S. trinervis e S toxifera. Esta Gltima é a mais potente dentre elas.
(128

Apesar de a estricnina ser isolada apenas da S. panamensis outras espécies também
sdo téxicas para 0 sistema nervoso central muito embora vérias espécies venham sendo

utilizadas popularmente para o tratamento de diversas afecgdes. (146 147)

2.2.2. Strychnos pseudoquina . Hil ea DI |

A Srychnos pseudoquina St. Hil. (Figura 2), € uma espécie nativa da Américado Sul,
sendo uma arvore de médio porte, que pode alcancar de 3 a5m de altura. Tem a casca do
caule espessa, gretada e suberosa, de cor acinzentada, com a entrecasca mole, de cor
amarelada. E a Ginica arvore dentro do género Strychnos, pois as outras espéci es encontram-se

na forma de pequenos arbustos. (39

Figura 2. Arvore (A), folhas e frutos(B), S. pseudoquina.

Fotos cedidas por Marcondes A.B. Silva

21



A planta recebe diversas denominagbes populares. quina do mato grosso, quina
branca, quina cruzeiro, quina da chapada, quina de manda, quina do campo, quina do cerrado,
quina de periquito. Quanto a0 seu habitat, a espécie foi encontrada nas serras de Minas
Gerais, onde foi colhida pela primeira vez em 1816 pelo botanico francés St. Hilaire; no Rio
Doce (MG), foi colhidaem 1830 pelo botanico Frederico Sellow; em Goiés, na fazenda Santa
Maria, em 1818-20 pelo Dr.Jodo Baptista E. Pohl e em diversas regides de cerrado. (149

Apesar da S. pseudoguina ser uma espécie muito utilizada na medicina popular
brasileira, tem sido objeto de escassos estudos dentificos. Com apenas uma andise da
atividade gastroprotetora das folhas, andlise toxicologica aguda e levantamento
farmacogndstico também das folhas, e pesquisas feitas por Angenot et al. (1990) 9 Delle
Monache et al. (1969) 49 e Nicoletti et a. (1984) 9 citadas anteriormente, mais
recentemente a entrecasca da S. pseudoquina foi objeto de estudo da equipe de quimica de
produtos naturais da Faculdade de Quimica da UFMT, tendo este grupo identificado e isolado
diversos compostos secundérios oriundos deste material. (146: 149 150: 153)

De acordo com Angenot et al. (1990) 49 o cha das folhas ou casca do caule da S.
pseudoquina é utilizado na medicina popular como estimulante, ténico, regulador digestivo,
antipirético e antimal arico. (146: 47

Nos primeiros trabal hos realizados com S. pseudoquina Delle Monache et al. (1969)
(149 & Nicoletti et al. (1984) (™ isolaram os flavondides isorhamnetina e estricnobiflavona, e
os alcal ides bisnordiidrotoxiferina, diabolina e 11- metoxidiabolina, 14919

Estudos farmacoldgicos e fitoquimicos realizados recentemente com extratos das
folhas dessa espécie, demonstraram atividade antiulcerogénica e foram detectados, através de
fracionamentos cromatogréficos, os flavondides rutina, canferol-3-O-rutinosideo e quercetina,
e a mistura dos triterpenos aamirina, b-amirina e lupeol , assim como um alcal 6ide inddlico,

anordiidrofluorocurarina. (9
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Devido a0 uso de S. pseudoquina na medicina popular ea comprovada atividade
antiul cerogénica em sua constitui¢éo, foram realizados novos estudos para avaliar a seguranca
na utilizagdo desta espécie. Estes estudos avaliaram a atividade genotoxica dos extratos das
folhas e fragbes que contém acaldides ou flavondides em ensaios com Salmonella
typhimurium e em micronicleos em células de sangue periférico de camundongos Swiss
tratados in vivo. O extrato metandlico das folhas apresentou resultados positivos para os dois
testes, concluindo que os componentes desse extrato possuem propriedades mutagénicas. 1°?

O interesse em andlisar o potencia antiinflamatério de plantas do cerrado
matogrossense em diversos modelos animais de inflamac&o intestinal, e o fato de ndo haver
até o momento de inicio deste trabalho, nenhuma informacéo referente a utilizagdo da S

pseudoquina em DI, justifica o interesse nesta pesquisa.
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OBJETIVOS

1. Geral

Analisar o potencial antiinflamatorio e antioxidante da Strychnos pseudoquina em

diferentes modelos animais de inflamac&o intestinal.

2. Especificos

» Redizar aandlise fitoguimicada S. pseudoquina.

> Redlizar estudos de toxicidade pré-clinicada S. pseudoquina.

» Avalar o efeito da S pseudoquina em modelos experimentais de inflamacéo
intestinal.

» Avdiar o extrato metanolico a fracao acetado de etila e a quercetina 3-o0 metil éer nos
modelos de inflamacdo intestinal induzida por é&cido acético, TNBS e isquemia —
reperfusdo intestinal;

» Avadliar o efeito da S pseudoquina sobre os grupos sulfidrilicos ndo protéicos (NP-
SH), malonaldeido (MDA) e mieloperoxidase (MPO) da mucosa intestinal;

» Avadliar a presenca de sinergismo entre a mesalazina e a S. pseudoquina na colite
induzida por TNBS,

» Redlizar o estudo histopatol 6gico da mucosa intestinal dos aminais submetidos a colite

por TNBS.
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MATERIAIS

1. Material biologico

1.1.Animais

Para os ensaios farmacolégicos foram utilizados camundongos albinos, variedade
Swiss, de ambos os sexos, pesando entre 25 e 30 g e ratos Wistar, albinos, machos, com pesos
variando de 180-230 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Mato
Grosso. Os animais selecionados ficaram aojados em gaiolas de polipropileno, com livre
acesso a &gua e ragdo Purina® (Labinae) e mantidos em condicdes controladas de temperatura
(25 £ 1 °C) eciclos luz/escuro de 12 hpara ambientag&o.

Todos os animais da presente pesquisa foram cuidados segundo as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e legisacdo naciona para vivis seccéo
animal em vigor (Lel Arouca 11.794, de 8 de outubro de 2008), tendo sido o projeto da
pesquisa aprovado pelo Comité de Etica na Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal

de Mato Grosso - UFMT sob o nimero 23108.004075/08-9 (Anexo 1).

1.2. Artemia salina L each

Para o bioensaio de toxicidade foram utilizadas Artemia salina Leach em fase

de néuplio.
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2. Material botanico

A partir de andlise de dissertacdes provenientes do Laboratério de Farmacologia da

Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Federal de Mato Grosso, foram selecionadas

plantas medicinais com atividade antiiflamatoria e ou antiulcerogénica comprovada. As

plantas selecionadas no levantamento bibliogréafico foram: Lafoensia pacari St Hill (exsicata

n° 20.549), Smaba Ferruginea St. Hill (excicata n° 21.883), Calophyllum brasiliense Camb.

(excicata rn° 3767), Hyptis crenata Pohl ex Benth Croton urucurana Baillon (excicata n°

21.881), Echinodorus macrophyllus Kunth (excicata n°® 30486) e Strychnos pseudoquina St

Hil (excicata n® 21.882). (1541

Planta Parte utilizada Solubilidade Peso seco % I dentificador
C. brasiliense Casca caule Tween803% | 70,78 Cambess

C. urucurana Cascacaule Agua 94,73 Bailon

E. macrofphyllus Folhas/raizes Agua 90,60 Kunth

H. crenata Plantainteira Agua 89,36 Pohl

L. pacari Cascacaule Agua 99,00 Saint-Hilaire
S ferruginea Raizes Agua 76,6 Bhrenb

S. pseudoquina Entrecasca Agua 94,73 Saint-Hilaire
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3. Drogas e reagentes

As drogas e reagentes utilizados durante a realizacdo dos ensaios farmacol 6gicos

estdo relacionados na Tabela 1.

Tabela 1. Relagéo das drogas e reagentes utilizados.

Drogas/ Reagentes/ Corantes Marca
Acido 5,5 -Ditio-bis-2-nitrobenzéico — DTNB SIGMA®
Acido acético glacia P.A. SYNTH®
Acido tricloroacético P.A. VETEC®
Acido trinitrobenzeno (TAB) SIGMA®
Acido Trinitrobenzeno Sulnico — TNBS FLUCA®
Brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) SIGMA®
Cetamina SIGMA®
Cloreto de potéssio VETEC®
Cloreto de sodio P.A. INDEX®
Cloridrato de o-dianisidina SIGMA®
Dextrana SYNTH®
Eosina VETEC®
Etanol absoluto P.A. F. MAIA®
Eter etilico PRO ANALYSIS®
Formol RIOQUIMICA®
Glutationa reduzido SIGMA®
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Glutationa

Hematoxilina

Hidrato de cloral

Lauril Sulfato de Sodio (LSS)
Mesacol®

Mieloperoxidase

NaHPO4.H,0

NaHPO4.H,O

Peroxido de hidrogénio

Reagente de Griess

Sulfato de atropina

Tampéo fosfato

Tampao tris (Trizma®)
Tetracetato de etilenodiamina dissodico — EDTA
Trinitrobenzeno sulfénico — TNB
Tween 80

Tiopental sddico (Tiopentax®)

SIGMA®

REAGEN®

SIGMA®
RIOQUIMICA®
ALTANA®

SIGMA®

RIOQUIMICA®
RIOQUIMICA®

GLAXO SMITH KLINE®
SIGMA®

SIGMA®

SIGMA®

SIGMA®

SIGMA®

SIGMA®

GLAXO SMITH KLINE®

CRISTALIA
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4. Equipamentos

Os equipamentos e materiais permanentes utilizados durante a realizag&o dos ensaios
farmacol 6gicos estéo relacionados na Tabela 2.

Tabela 2. Relagéo dos equipamentos e materiais permanentes a serem utilizados

M ateriais Per manentes e Equipamentos Marca
Balanca analitica FANEM®
Balanca el etronica de precisdo modelo WA-205 CHYO
Banho-maria com prato de aluminio FANEM®
Camera fotogréfica digital SONY®
Centrifuga Excelsa 2 FANEN
Centrifuga refrigerada ALC®
Destilador Q341-25 QUIMIS®
Espectrofotdmetro UV-visivel Génesys 5 MILTON ROY
Estufa de secagem MA-037 FANEM®
Gaiolas metabolicas TECNIPLAST
Geladeira vertical CONSUL®
Homogeneizador automatico MA-102 MARCONI

L upa esterioscopica CHYO®
Microcomputador Pentium 400M hz TCE®
Phmetro digital B-474 MICRONAL®
Vortex PHOENIX®
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL

olite por

Artemia

Histol6gico

Figura 3. Fluxograma de desenvolvimento da pesquisa.
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METODOS

2. Triagem de plantas medicinaiscom atividade antiinflamatoria intestinal

As espécies anteriormente citadas no material botanico foram testadas nas doses de 20,
100 e 500 mg/kg (dos respectivos extratos metandlicos) por via oral no modelo de colite

induzida por acido acético em ratos que sera detalhada no item 1.5.1 deste capitulo.

2. Abordagem fitoquimica do extrato metandlico da entrecasca da S. pseudoquina

A andlise fitoquimica foi realizada por via Umida, para o extrato metandlico da
entrecasca da Strychnos pseudoquina. A abordagem do EM S foi realizada nos Laboratorios
de Farmacognosia e Farmacologia da Faculdade de Farmacia da Universidade de Cuiaba -
UNIC, sob a supervisio da Profa. Ms. Angela Mércia Selhorst e Silva Beserra, de acordo com
o decrito por Matos et al. (1988). 153 O isolamento dos constituintes quimicos da entrecasca
do caule da Srychnos pseudoquina, a identificacdo da substancia Z1, substancia esta inédita
neste género, e o ensaio da atividade antioxidante da mesma, posteriormente identificada
como 5,7,3 4 -tetraidroxi-3-metoxiflavona (quercetina 3-O-metil éter) (Figura 4) foi
realizada pelo aluno de graduacdo em quimicaJosé Luiz Rodrigues sob a orientacéo da Profa.
Dra. Virginia Claudia da Silva no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais, Faculdade de

Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas e da Terra da Universidade Federal de Mato Grosso.

(153)

A identificacdo da substancia 5,7,3 4’ -tetraidroxi- 3- metoxiflavona encontrasse em

anexo. (anexo 2)
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71

Figura4. Estruturaquimicade Z1: 5,7,3 ,4'-tetraidroxi- 3- metoxiflavona

3. Avaliacdo Toxicol6gica

3.1. Teste Hipocratico

Foram utilizados 3 camundongos por grupo, tratados via oral (v.0.) com doses
crescentes (100, 250, 500, 1000, 3000, 5000 mg/kg) do extrato metandlico da enrecasca
Srycnhnos pseudoquina St Hill. (EM Sp). Um animal controle foi utilizado para cada dose,
recebendo veiculo (@gua destilada 10 mL/kg, v.0.). Todos os animais foram observados
individua mente em campo aberto, apos a administracdo do extrato, nos tempos 0 (antes), 15 e
30 min.,1, 2, 4 e 8 h e, uma vez, a cada dia, durante quatorze dias. Os resultados das
observagOes comportamentais gerais foram anotados em tabela adaptada do trabalho de

Malone (1983). (1%
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3.2. Toxicidade para Artemia salina L each

A toxicidade foi avaliada conforme a técnica modificada descrita por Meyer et al.
(1982). 1) Os cistos de Artemia salina Leach foram acondicionados em um recipiente
contendo &gua marinha artificial (sal marinho 3%), mantidos abrigados da luz a temperatura
de 25 a 30 °C e com aeracdo continua, por meio de uma bomba de ar de aguéario. Decorridos
48 h, as larvas em estégio de nauplio, foram separadas dos cistos que ndo eclodiram,
colocando-se em recipiente préximo a uma fonte de luz, e com a gjuda de pipeta automatica
de 10 ni, retirou-se aguelas larvas com bastante movimento, depositando-as em tubos de

ensaio (10 larvas/tubo). %9

Foram preparados tubos de ensaio em triplicata, com concentragdes crescentes do
EMSp (1, 10, 50, 100 e 1000 nmg/mL), usando-se como padrdo positivo o sulfato de quinidina
(1, 10, 50, 100 e 1000 ng/mL) e o sal marinho (3 %) como controle negativo. Apds 24 h, com
auxilio de uma lupa estereoscopica, foi realizada a contagem das larvas mortas (sem
movimento) e vivas (com movimento), para o calculo da porcentagem de mortalidade das
larvas, usando a médiade cada triplicata e assim obtendo-se a Concentracéo Letal 50 - CLgQ

Miller & Tainter, (1944). (16D

3.3. Toxicidade Subcronica

A toxicidade subcrbnica foi determinada em ratos machos 6 animais por grupo
através da administracdo oral, Unica e diaria de trés doses (20, 60 e 100 mg/kg) do extrato

EMSp ou veiculo(dgua destilada) por um periodo de 30 dias, conforme proposto por Chan et
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d. (1982). Doses determinadas ap0s triagem em modelo de colite por acido acético no qual o
melhor resultado para esta planta se deu na dose de 20 mg/kg e a dose de 500 mg/kg néo
apresentou resultado. 1 O peso corporal, os consumos de &gua e ragdo, o volume de urina e
a excrecdo feca foram determinados a cada 3 dias, assim como a presenca de sinais e
sintomas de toxicidade, compreendendo alteraces na pele, pélos, mucosas, olhos, sistemas
circulatério, gastrintestinal, respiratério, nervoso central e periférico. Cada um destes
parametros foi anotado a cada trés dias, mas para as andlises estatisticas foram agrupados de 6

em 6 dias e expressos como Dy, Dg, D12, D1g, D24 € Dp.

Ao final do periodo, os animais foram anestesiados com éter etilico, coletado o sangue
através da veia cava posterior, para a avaliacdo dos parametros hematolgicos e de dosagens
sorolégicas (glicose, uréia, creatining, transaminases oxalacética e piravica, colesterol total,
triglicerideos, fosfatase alcalina e proteinas totais). Em seguida, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical, e o figado, coragdo, pulm&o, rins e bago, retirados, autopsiados e
pesados para determinacdo do peso relativo [(peso do 6rgdo/peso corporal) x 100] e

acondicionados em formol 10% para uma posterior andlise histol 6gica.

4. Avaliacdo Antiinflamatorial ntestinal

4.1. ColiteInduzida por Acido Acético (M cPhersson & Pfeiffer, 1976) (*59

Apbs um periodo de cinco dias para ambientagdo ao laboratdrio os animais (ratos 8
animais por grupo) pesando entre 180 a200 g foram submetidos aum periodo de jejum de 24
h e foram pré-tratados via oral com veiculo, EMSp nas doses de 20, 60 e 100 mg/kg ou

Prednisona 1 mg/kg via ora sendo a primeira dose 24 e a segunda 2h antes da inducdo da
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colite. Posteriormente, anestesiados com éter, o &cido acético 4% foi administrado via retal
(intracol6nica) com a gjuda de um catéter de teflon (diametro de 2 mm), o qual foi introduzido
pelo énus do animal até uma distncia de 8 cm. Os animais foram mantidos em posi¢éo
vertica (de cabeca para baixo) desde o momento da instilacdo do é&cido acético até a
recuperacdo da anestesa. Apds 24h os aminiais foram anestesiados com éter etilico,
sacrificado por deslocamento cervical e o intestino grosso retirado para analises macroscopica

e bioguimica. Os animais foram divididos em:
-Controle Calite (CC): animais coliticos que ndo receberam tratamento;
-EM Sp (Sp): animais coliticos que foram tratados com EM Sp 20, 60 e 100 mg/kg;

-Prednisona (P): animais caliticos que foram tratados com prednisona 1 mg/kg

4.2. Dano Intestinal Induzido por IsquemiaReperfusdo (Kimuraet al, 1998) *°

Neste modelo os animais (ratos 8 animais por gupo) pesando 150 a 180 g foram
submetidos a jejum de 24 horas, divididos em grupos e tratados por via oral com veiculo ou
EM Sp nas doses de 20, 60 e 100 mg/kg, durante o periodo de 18 e 2 horas antes da indugdo da
isgquemia.

Os animais foramanestesiados com tiopental 50 mg/kg + hidrato de cloral 300 mg/kg
via subcuténea, foi realizada a laparotomia e clampeada a artéria mesentérica inferior por 45
min, apds este periodo retirou-se o clampe e liberou-se a reperfusdo por uma hora. Os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical, ainda sob o efeito dos anestésicos. Apds o
sacrificio o intestino delgado foi retirado, lavado em solugdo salina gelada e o jejuno médio

foi fracionado para as andlises bioquimicas. Os animais foram dividos em:

35



-Controleisquemico (Cl): animais isguemicos que ndo receberam tratamento;
-EM Sp (Sp): animais iquemicos que foram tratados com EM Sp 20, 60 e 100 mg/kg;

- Branco (B): animais ndo isguemicos sem tratamento.

4.3. Colite Induzia por Acido Trinitrobenzeno Sulfonico (TNBS) (Morriset al .,

A inducdo da colite foi realizada pelo método descrito por Morris et al., (1989) (169
com pequenas modificagbes. Os animais foram submetidos a um periodo de jgum de 24 he,
posteriormente, anestesiados com éter. O acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS) foi
preparado a partir de um liofilizado obtido da solucéo aquosa comercial de origem a 1M, onde
0,25 mL de uma solucdo de 20 mg de TNBS em etanol a 50% (v/v), foi administrado viaretal
(intracol6nica) com a gjuda de um catéter de teflon (didmetro de 2 mm), o qual foi introduzido
pelo anus do animal até uma distancia de 8 cm. Os animais foram mantidos em posi¢éo
vertical (de cabeca para baixo) desde o momento da instilacdo do hapteno até a recuperacao
da anestesia. Os animais do grupo branco foram submetidos ab mesmo procedimento, mas
com administragdo de solugdo salina em substituicdo ao TNBS. Os animais foram divididos
em:

-Branco (B): animais ndo-caliticos;

-Controle Calitico (CC): animais coliticos e ndo-tratados;

-EM Sp (Sp): animais coliticos e tratados com EM Sp 60 mg/kg

-Fracédo (Fr): animais coliticos e tratados com Fracdo rica em flavandides 10 mg/kg;
-Quer cetina 3-0 (Q-3): animais coliticos e tratados com quercetina 1 mg/kg;

-Mesalazina (M z): animais coliticos tratados com mesalazina 20 mg/kg.
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-Mesalazina + EM Sp (Mz + Sp): animais coliticos e tratados com EM Sy 60 mg/kg +
mesalazina 20 mg/kg;
-Mesalazina + Fracgéo (M z + Fr): animais coliticos e tratados com Mesalazina 20 mg/kg +
Fracdo 10 mg/kg;
-Mesalazina + Quercetina 3-0 (Mz + Q): animais coliticos e tratados com Mesalazina 20
mg/kg + Quercetina 1 mg/kg;

Os ratos receberam, via oral, 1mg/kg de Quercetina 3-0 (Q1), 20mg/kg de mesalazina
(M20), 60 mg/kg de EM S (Sp60), as combinagdes (Q1+M20), (Sp60 + M20) ou veiculo (V
= agua + Tween 80 a 2%), utilizando-se sonda esofégica. Os tratamentos foram realizados as
24 e 2 h antes da induc&o de colite, continuando o tratamento com duas administracées diérias
por sete dias apds a inducéo da colite. Como padrdo de comparacdo utilizou-se o0 grupo
controle, ao qual se induziu colite, mas sem tratamento farmacol6gico e um grupo branco, ao
qual ndo se induziu colite. Todos os animais foram sacrificados sete dias apds a indugdo da
colite. Os animais foram anestesiados com éter etilico e sacrificados por deslocamento
cervical, e uma porcéo de 8 cm do intestino grosso foi retirado a partir do anus para andlise

macroscopica, bioquimica e histol 6gica.

4.3.1. Avaliacdo macr oscopica do processo inflamatoriointestinal

Durante o desenvolvimento do experimento, os animais foram avaliados em diferentes
parémetros como variagdes de peso corporal, consumo alimentar, diarréia e lesdo no colon.
Aos animais foram oferecidos 300 gramas de racéo diariamente, sendo avaliado de consumo
alimentar diario. Os animais foram pesados todos os dias da experimentacdo e seus pesos
registrados em tabelas, para avaliacdo do peso apo6s inducdo da colite. O peso dos animais

utilizados para fazer os célculos e plotar o gréfico foi o peso inicial e peso do final do

37



experimento. As fezes dos animais também foram observadas para verificar presenca ou
ausénciade diarréia. Ao final do tratamento, os animais foram anestesiados com éter e mortos
por deslocamento cervical, o célon foi retirado, e eventual ocorréncias de adesdes entre o
colon e 6rgédos adjacentes foram anotadas. O colon foi colocado sobre uma placa de Petri com
gelo, onde foi feita a limpeza de restos de gorduras e adesbes mesentéricas e em seguida,
foram determinados o peso (mg) e o comprimento do célon (cm).

O colon foi aberto longitudinalmente e a lesdo macroscopica recebeuescore atraves de
uma escala de 0-10, de acordo com uma escala descrita previamente por Bell et al., (1995)

(167 (Tabela 3), que determina tanto a gravidade como extensio da les3o intestinal.

Tabela 3. Critério de determinacéo de escore de lesdo coldnica (Bell et d., 1995).

Escore Critério para avaliacdo dos danos macroscopicos col dnicos

0 Sem prejuizo;

1 Hiperemia, sem Ulceras;

2 Ulceralinear sem inflamag&o significante;

3 Ulceralinear com inflamac&o em um sitio;

4 Dois ou mais sitios de ul ceracdo/inflamagéo;

5 Dois ou mais sitios de ulceracdo e inflamag&o ou um sitio de inflamagdo maior que

1 cm ao longo da extensdo do colon;
6-10 Se 0 prejuizo cobrir mais que 2 cm ao longo da extensdo do célon (o

escore é aumentado em 1 ponto para cada centimetro adicional);
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4.3.2. Avaliacéo dos parametros bioquimicos

Apobs a andlise da lesdo macroscépica, o colon foi subsequentemente dividido em
cinco fragmentos longitudinais, os quais foram pesados e congelados a —20°C para
determinacdo de, mieloperoxidase (MPO) glutationa total (GSH) e malonaldeido (MDA). O
fragmento para determinar os niveis de GSH foi congelado em 1 nL de acido tricloroacético
(TCA) 5% (p/v), com o objetivo de inibir sua degradacdo pela gama-glutamiltranspeptidase,

conforme descrito por Anderson (1985). °®

4.3.2.1. Determinacdo de Malonaldeido (MDA)

O teor de TBARS (mmol MDA/g de tecido) foi quantificado pelo método de Zingarelli
et d. (1999) %9 para estimativa da peroxidagdo lipidica. O célon foi removido, pesado,
picado com tesoura e homogeneizado com KCl frio 1,15% em uma proporcdo 1.5 (p/v) em
homogeneizador automatico.O homogenato foi entdo centrifugado a 9000 g a 4°C durante 10
minutos. Em um tubo de vidro com tampa se adicionou 100 pyL de uma solucdo de lauril
sulfato de sédio a 8,1%, 1,5 mL de acido acético a 20% (pH 3,5), 1,5 mL de solugdo de &cido
tiobarbiturico (TAB) a 0,8% em &acido acético a 20% e 700 yL de &gua destilada. Incubouse
durante uma hora a 95°C e centrifugouse a 3000 g a 4°C durante 10 min. A absorbéancia do
sobrenadante foi medida espectrofotometricamente a 532 nm. O calculo do conteido de
malonaldeido da amostra foi realizada por interpolacdo das absorbancias na curva padréo. Os

resultados s&0 expressos em e pmol MDA/g tecidos fresco. (%%
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4.3.2.2. Deter minacao de Mieloper oxidase (M PO)

Amostras de tecido de (100 mg) foram apos descongelamento, picadas com tesoura
por 15 seg, homogeneizadas em uma solucéo de brometo de haxadeciltrimetilaménio 0,5%
(HTAB) em tampdo fosfato 50 mM (HTAB, pH 6,0, 1 ml por 50 mg de tecido). O
homogenato foi submetido a trés ciclos de congelamento (-70°C) e descongelamento (4gua a
37°C), apods este ciclo & amostras foram entdo centrifugadas (4000 g, 15 min., 4C) para
remover o material insolivel. A MPO contida no sobrenadante (0,1 nlL) foi analisada em
espectrofotdmetro apds a adicdo de 2,90 ni de tampéo fosfato (50 mM, pH 6,0) contendo
0,167 mg/mL de hidrocloreto de o-dianisidine e 0,0005% de peréxido de hidrogénio. A
absorbancia foi medida em 460 nm. Os resultados sdo expressos por Umol MPO/g de tecido

Krawisz et al., (1984) 79:

4.3.5. Determinacao dos Grupos Sulfidrilas ndo Protéicos (NP-SH)

A quantificacdo dos grupos aulfidrilas ndo proteicos (NP-SH) foi realizada segundo o
método de Sedlack e Lindsay (1968). ™) A amostra de intestino, apds descongelamento foi
homogeneizada com EDTA 0,02 M gelado, para preparar um homogenato a 10%. Uma
aliquota de 4 mL de cada amostra foi retirada e adicionado 3,2 mL de &gua destilada e 0,8
mL de écido tricloroacético - TCA 50% em solugdo aquosa. Os tubos de ensaio contendo a
mistura foram centrifugados a 3000 g por 15 min. Um volume de 2 mL foi retirado do
sobrenadante e adicionado 4 mL de Tris 0,4 M, pH 8,9 e 0,1 mL de DTNB 0,01 M. A

absorbancia deve ser medida dentro de 5 minutos a 412 nm. A concentracdo de GSH foi
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calculada através de uma curva padrdo de glutationa reduzida (GSH) e os resultados expressos

em ng de GSH/g de tecido.

5. Avaliacdo histopatoldgica

Com o objetivo de verificar alteracbes teciduais microscopicas do colon, foram
realizados cortes histopatolégicos de todos os grupos tratados. O tecido foi fixado em
formaldeido tamponado a 10% e incluidos em parafina, os cortes foram obtidos de
micrétomo, corados em laminas com hematoxilina-eosina e examinados a microscopia 6tica,

segundo método proposto por Millar et al. (1996). (172

6. Andlise Estatistica

Os dados experimentais obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média
(E.P.M.). As médias experimentais foram comparadas utilizando a andlise de variancia
(ANOVA) e asignificancia entre os grupos foi estabel ecida pel o teste de multipla comparacéo
de Student Newman Keul e quando os dados assim exigisseem o teste de Kruskal Wallis. Para
os dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Dunn. A significancia minima foi aceita
guando p < 0,05. Pararealizacéo das andlises foram utilizados os programas Microsoft Office
Excel 2003 e o pacote estatistico INSTAT. Os resultados com significancia p<0,05, p<0,005 e

p<0,001.
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RESULTADOS

1. Triagem de plantas medicinais com atividade antiinflamatoéria i ntestinal

Entre as plantas selecionadas no laboratério de Farmacologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Federa de Mato Grosso - UFMT com atividade
antiinflamatéria e/ou antiulcerogenicas, apenas Croton urucurana, Srychnos pseudoquina,
Smaba ferruginea apresentaram resultados nas doses testadas para a diminuicéo de edema
tecidual, verificado pelo peso Umido por miligrama de tecido, sendo que a S. pseudoquina

obteve seu melhor resultado na menor dose (Tabela 4 e 5).

Tabela 4. Efeito dos extratos brutos das plantas sobre o peso umido de intestino com

colite induzida por acido acético.

Peso imido tecido (mg/cm)

Tratamento Dose dos extratos (mg/kg, v.0.)

20 100 500

Controle veiculo 160,0 + 0,004

C. urucurana 104,0 £ 0,004***  108,0 £ 0,004***  114,0 + 0,004***
S. pseudoquina 121,0£ 0,005*** 1350+ 0,005**  140,0 + 0,003
S. ferruginea 127,0 £ 0,050***  138,0 + 0,080* 116,0 £ 0,030***
L. pacari 140,0 £ 0,070 140,0 £ 0,070 147,0 £ 0,080
E. macrofphyllus 107,0 £ 0,060***  146,0 £ 0,030 106,0 £ 0,060* **
C. brasiliense 174,7 £ 0,025 139,4 + 0,006 124,6 + 0,004*
H. crenata 147,8 £ 0,006 134,6 £ 0,002**  140,1 + 0,005*
Prednisona

113,0 £ 0,003***
(Img/kg)

Os valores representam a média = E.P.M para 10 animais. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle

veiculo. Teste de Student.
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Tabela 5. Efeito dos extratos brutos das plantas nas lesdes macroscopicas induzidas por

acido acético.
Analise macr oscopica por escore
Tratamento Dose dos extratos (mg/kg, v.0.)
20 100 500
Controle veiculo 4,80+ 0,49
C. urucurana 2,10 £ 0,54* 1,50+ 0,18** 3,60+ 0,59
S pseudoquina 1,50 + 0,32*** 3,50 £ 0,56 4,75+ 0,16
S. ferruginea 3,25+ 0,61 1,66 + 0,42* 1,44 + 0,44***
L. pacari 1,75+ 0,49** 2,71+ 0,71 4,28 + 0,68
E. macrophyllus 2,10 £ 0,56* 3,10+ 0,79 2,50+ 0,61
C. brasiliense 5,12 + 0,66 5,11+ 0,65 2,44 £ 0,58
H. crenata 4,90+ 0,79 4,30+ 0,21 2,90 £ 0,65

Prednisona (Img/kg) 1,20 £ 0,13***
Os valores representam a média + E.P.M para 10 animais. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle

veiculo. Teste de Student.
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2. Abordagem fitoquimica

A andlise fitoquimica preliminar por via Umida do Extrato metandlico de Strychnos
pseudoquina St Hill, de acordo com a marcha descrita por Matos et al. (1988), 1%® revelou a

presenca de alguns metabdlitos secundarios os quais estdo representados na Tabela 11.

Tabela 6. Fitoquimica do extrato metandlico da entrecasca da Strychnos

pseudoguina

Substancia Presente Ausente
Saponinas +
Esteroides livres +

Taninos +

Compostos fendlicos +

Flavandides +

Flavanonas +

Catequinas +

Alcal6ides +

Antraguinonas +

3. Avaliacdo Toxicologica

3.1. Teste hipocratico

A administracdo oral do EMSp nas doses de 100 a 5000 mg/kg ndo produziu
alteragbes comportamentais em camundongos. Os animais tratados com 3000 e 5000 mg/kg

apresentaram diarréia. Nao ocorreram mortes em nenhuma das doses testadas (T abela 7).



Tabela 7. Resultados da toxicidade aguda da Strychnos pseudoquina.

Planta pose Efeitoscomportamentais  Mortes
(mg/kg)

100 Sem dlteracéo 0/3

250 Sem alteracio o3

Strychnos 500 Sem dlteracio 03
pseudoguina 1000 Sem alteracio 0/3
3000 Diarréia (3/3) 0/3

5000 Diarréia (3/3) 0/3

2.2. Toxicidade paraArtemia salina L each

Através da utilizacdo do método dos probitos determinou-se a CLsp (concentragéo
letal para 50% das larvas) do EMSp que foi de 1525,00 + 155,5 ng/mL, sendo assim menos
toxico do que o sulfato de quinidina (163,5 = 12,5 ng/mL), conhecida substancia téxica para a

Artemia salina utilizada como controle positivo.

2.3. Toxicidade subcrobnica

O efeito do tratamento di&rio com veiculo ou EM Sp (20, 60, 100 mg/kg, v.0) durante
30 dias, em ratos, sobre o peso corpora e ganho de peso acumulado, consumo de ragéo e

agua, e excrecdo de fezes e urina esta apresentado na Tabela 8.

Houve diferenca significativa no ganho de peso acumulado (g) no periodo de Dy a

D1g nos animais tratados com EM Sp nas trés doses e de Dy a D4 apenas nas doses de 20 e 60

mg/kg.
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Houve significativo aumento no consumo de dgua (mL/animal) no periodo de Dy a D12
na dose de 20 mg/kg (64,30 + 3,06 mL; p<0,05) e em Dyg nas doses de 20 mg/kg (66,00 +
2,93** mL; p<0,01), 60mg/kg (70,70 + 2,92*** mL; p<0,001), comparado ao veiculo (52,60
+ 3,80 mL) coincidindo com o periodo de ganho de peso.

O consumo de racédo (g/animal) foi aterado pela administracdo de EM Sp nas doses de
20 mg/kg (44,10 + 1,35** g p<0,01), 60 mg/kg45,10 + 1,18** g; p<0,01) e 100 mg/kg
(44,40 + 1,28** g; p<0,01) comparado ao veiculo (34,70 + 1,19 g), também em D1g. Neste dia
gpenas os animais tratados com a dose 100 mg/kg apresentaram aumento na eliminagdo de
fezes (g/animal) (20,20+ 0,68** g, p<0,01) em comparacdo ao veiculo (16,00 £ 4,06 g). A
eliminacdo de urina (mL/animal) elevou-se apenas em Dyp e somente na dose de 20 mg/kg

(30,60 + 2,81* mL; p<0,05) comparado ao veiculo (21,70 £ 1,53 mL).
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Tabela 8. Efeito da administragéo oral subcronica do Extrato metandlico da entrecasca da Strychnos pseudoquina sobre diversos parametros

(peso corporal; consumo de agua e racdo; eliminacao de fezes e urina).

Parametro Analisado

Periodo de Tratamento (dias)

Do Ds D12 Dig D24 Dso
Controle (Veiculo)
Peso Corporal (g) 109,6 + 2,05 150,4 + 3,53 189,4 + 4,89 2171+ 2,96 2383+ 4,21 265,8 + 4,00
Consumo Agua (mL) 53,8+ 2,77 52,8+ 2,80 52,6 + 3,80 62,8 + 2,40 60,0 + 3,08
Consumo Ragdo (g) 39,4+ 1,17 350+ 1,78 34,7+ 1,19 39,8+ 2,05 37,1+1,88
Fezes () 20,7+ 1,10 22,3+ 4,06 16,0 + 4,06 16,8+ 1,43 19,1+1,03
Urina(mL) 12,0+ 1,36 11,6 £ 0,75 17,7+ 1,28 194+ 0,84 21,7+1,53
Sp 20 mg/kg
Peso Corporal (g) 1118+ 1,53 152,3 + 2,19 1981+ 1,81 232,6 + 0,61** 253,4 + 357* 273,3+ 4,65
Consumo Agua (mL) 57,8+ 1,48 64,3 + 3,06* * 66,0+ 2,93** 64,1+ 2,40 69,3 + 4,68
Consumo Ragéo (g) 41,8+ 0,67 37,0+ 0,78 44,1+ 1,35** 44,8 + 2,52 444+ 1,11
Fezes () 25,1 + 0,88* 21,1+1,07 19,8+ 1,83* 19,7+ 1,83 22,7+ 1,44
Urina(mL) 14,6 £ 0,84 154+ 0,94 20,6 + 3,48 23,7+1,01 30,6 + 2,81*
Sp 60 mg/kg
Peso Corporal (g) 115+ 1,39 1581 + 1,62 199,5 + 4,24 237,0 + 4,29** 260,0 £ 2,86 ** 2785+ 4,16
Consumo Agua (mL) 60,0 + 1,09 68,8 + 3,10 70,7 £ 2,92¢** 62,8 + 2,64 68,6 + 2,47
Consumo Ragdo (g) 39,7 £ 0,60 40,1 + 1,42 451 +1,18** 451+ 1,22 43,7+ 4,10
Fezes (g) 244 +141 194+121 195+141 18,6 + 1,47 166+ 1,21
Urina (mL) 16,0+ 1,44 15,7+ 1,76 233+1,35 230+ 1,20 26,8+ 2,14
Sp 100 mg/kg
Peso Corpgral (9) 112,1 + 0,88 1530 + 1,06 198,6 + 2,25 233,1 + 2,61** 2494 + 451 2784 + 323
Consumo Agua (mL) 51,7 + 2,23 55,0+ 1,41 64,3+ 2,29 53,0+ 7,72 61,1+ 3,10
Consumo Ragéo (g) 39,0 + 1,27 355+1,19 44,4 +1,28** 40,3+32 38,4+ 4,76
Fezes (g) ---- 27’1 + 1719** 19,0 + 1,06 20,2 + 0,68* 20,1 + 2,24 22,1 + 0,91
Urina(mL) --—-- 137+ 1,19 14,3 + 0,52 19,7 £ 091 19,4 + 2,08 224+ 1,85

Osvalores representam a Média+ E.P.M para 7 animais. ANOVA uma via, seguida do teste de Studant Newman Keul. * p<0,05; ** p<0,01;

**%*n<0,001 vs controle.
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Nenhuma ateracdo macroscopica foi observada no coragdo, pulmédo, figado,
estbmago, baco e rins. Nado houve diferenca significativa nos indices de peso relativo (%)
desses 6rgdos nos animais tratados com EM S nas doses de 20, 60 e 100 mg/kg no periodo

de 30 dias/(Tabela 9).

Tabela 9. Efeito da administragéo oral subcrénicado extrato metanolico da Strychnos

pseudoquina sobre o peso relativo® (%) de alguns 6rg&os vitais no final de

30dias.
Orgaos Veiculo Strychnos pseudoquina (mg/kg)
20 60 100
Coragdo 0,450+ 0,001 0,390+0,004 0,410+0,004 0,380+ 0,001
Pulméo 0,530+ 0,010 0,550+ 0,007 0,500+ 0,002 0,520+ 0,003
Figado 3,400+ 0,030 3,530+0,039 3,040+0,016 3,270+ 0,035
Estémago 0,590+ 0,003 0,610+0,004 0,600+ 0,008 0,510+ 0,003
Baco 0,230+ 0,001 0,250+ 0,003 0,220+0,001 0,230+ 0,001
Rim D 0,390+ 0,003 0,400+ 0,004 0,380+0,014 0,380+ 0,002
Rim E 0,370+ 0,002 0,380+0,004 0,380+0,001 0,380+ 0,001

Peso relativo (peso orgao/peso corporal x 100). Os valores representam a Média + E.P.M.

ANOVA umavia, seguida do teste de Dunn.

A Tabela 10 mostra a comparacdo entre 0S grupos quanto a Varios parametros
bioquimicos no plasma sanguineo. O EM Sp nas doses de 20, 60 e 100 mg/kg ndo aterou os
niveis plasméticos de glicose, uréia, creatinina, transaminase oxalacética (TGO),
transaminase pirtvica (TGP), fosfatase acalina, triglicérides, proteinas totais e dbumina. Os
niveis plasméaticos de acido Urico foram significantemente menores nas doses de 60 e 100

mg/kg (4,28 = 0,21 mg/dL; p<0,01 e 4,67 = 0,54 mg/dL; p<0,05, respectivamente) em
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comparagdo ao grupo veiculo 6,35 + 0,46 mg/dL). Na dose de 20 mg/kg o0 EM S néo alterou
significantemente os nivels de acido arico (5,75 + 0,18 mg/dL). Ja os niveis de colesterol
total foram significativamente maiores nas doses de 20, 60 e 100 mg/kg (153,00 + 4,64,
mg/dL (p<0,05), 172,00 + 11,13; mg/dL (p<0,01), 160,00 + 7,67: mg/dL (p<0,01),

respectivamente, comparado ao veiculo (121,00 + 8,37 mg/dL).

Tabela 10. Efeito da administracdo oral subcronica do extrato metandlico da
entrecasca da Strychnos pseudoquina (EMSp) por 30 dias sobre alguns

parametros bioquimicos.

Strichnos pseudoquina (mg/kg)

Parametro Veiculo
20 60 100
Glicose (mg/dL) 105,7 £ 2,72 111,8+ 4,20 93,2+ 5,74 92,9+ 5,38
Uréia(mg/ dL) 338+221 252+2,04 30,7+4,33 26,8+4.24
Creatinina (mg/ dL) 0,85+ 0,06 0,93+ 0,06 0,86 + 0,08 0,93+ 0,08
Ac.Urico (mg/ dL) 6,35 + 0,46 5,75 +0,18 428+ 0,21** 4,67+ 0,54*
TGO (IU/L) 18,28+ 1,91 23,28 £ 3,22 20,14+ 1,20 21,57+1,70
TGP (1U/L) 13,41+ 1,46 16,14 + 2,36 17,00 £ 2,20 18,85+ 2,36
Fosf. Alcalina (I1U/L) 133,6 £ 14,5 115,6 £ 8,86 116,8 £ 6,15 152,1 £ 7,62
Colesterol Tot.(mg/ dL) 121 + 8,37 153 + 4,64* 172+ 11,13** 160 + 7,67**
Triglicérides (mg/ dL) 185 + 26,3 186 + 10,8 200+ 145 177,0 £ 8,62
Proteinas Tot. (mg/ dL) 7,05+ 0,25 7,14+ 0,38 7,47 £ 0,25 7,00+ 0,34
Albumina (g/ dL) 4,68 +0,18 4,85+ 0,28 4,55+ 0,32 4,51 £ 0,30

Os valores representam a Médiat E.P.M. ANOVA uma via, seguida do teste de Dunn.

***n<0,001 vs veiculo.

A Tabela 11 apresenta o efeito do veiculo edo EMSp 20, 60, 100 mg/kg sobre
hemograma e leucograma. Nenhum dos pardmetros hematolégicos observados foi

significantemente diferente (p>0,05) do grupo veiculo.
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Tabela 11. Efeito da administracBo oral subcrénica do extrato metandlico da

entrecascaf da Strychnos pseudoquina 30 dias sobre alguns parametros

hematol 6gicos.

Strychnos pseudoquina (mg/kg)

Parametro Veiculo
20 60 100

Heméceas (10%/mn) 727017 727+017  7,04+010  7,02+0,16
Hemoglobina (g/dl) 137+014 13,7+014  139+015  138%0,11
Hematocrito (%) 41+142  41+042 43+ 0,53 43+0,29
VCM (fl) 57+152  57+152 61+ 0,89 62 + 1,42
CHCM (%) 32+029  33%0,15 32+0,36 31+0,22
Plaguetas (10°/mm®) 580+ 237 572+246 490 + 23,6 491 + 29,4
Leucocito tot. (103/mn?) 105+055 86+0,91 8,8+0,73 8,0+ 0,67
Segmentado

Relativo (%) 23+198 194243 16 + 0,52 18 + 2,40

Absoluto (103 /mn) 248+019 168+032 146+013  144+0,15
Linfécito

Relativo (%) 72+£282  77+221 81+ 1,05 79 + 3,42

Absoluto (10*/mn?) 776+052 7,76+052  7,12+057  6,28+0,66
Eosindfilo

Relativo (%) 3+0,33 3+0,33 2+043 2+0,40

Absoluto (103 /mn) 027+048 028+048 017+044  0,18+0,48

Osvalores representam a Médiat E.P.M. ANOVA uma via, seguida do teste de Dunn.

2.3.1. Andlise histopatologica da toxicidade subcr 6nica

A administracdo oral por 30 do EM S nas tres doses avaiddas ndo causou danos
observaveis histoldgicamente, nenhum dos diferentes 6érgdo submetidos a andlise apresentou

diferenca siguificativa quando comparados ao grupo controle (imagens ndo apresentadas).
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4. Avaliagdo Antiinflamatoria I ntestinal

4.1. Colite Ulcerativa I nduzida por Acido Acético (M cPhersson & Pfeiffer, 1976)

4.1.1. Avaliag&o M acr oscopica da Colite induzida por Acido Acético

Obteve-se indice 5 (4-6) de Ulcera produzida pela administragdo intracolénica de
acido acético 4% no grupo veiculo (controle). A administracdo do EMSp aterou este indice
nas doses de 20 e 60mg/kg, diminuindo em 80 e 60%, respectivamente. Os animais tratados
com prednisona (1 mg/kg) apresentaram um indice de lesdo 60% (p<0,05) menor que o

grupo veiculo (Figurab5).

A raz&o peso/comprimento do célon aumentou menos Nos grupos pré-tratados com
EMSp nas trés doses, porém a prednisona protegeu do edema mais significantemente, a

diminuicéo do edemafoi menos intenso que nos demais parametros (Figur a 6).
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Figura 5. Efeito do Extrato Metandlico da Strychnos pseudoquina (EM Sp) nas
lesbes intestinaisinduzidas por acido acético 4% em ratos. Os animais foram
tratados via oral com veiculo (agua destilada, 10mL/kg), EMSp (20, 60 e 100 mg/kQ)
ou Prednisona (1mg/kg) 24 e 2 hora antes da administragcao da soluc&o de acido
acetico 4% (intracolonica). Apés 24 horas da aplicacéo do agente lesivo, 0s animais
foram sacrificados para inspecéo das lesdes. Os valores representam a Mediana
(Q1;Q3), onde Q, e Qz referem-se ao 1° e 3° quartis para 10 animais. ANOVA Teste

de Kruskal Wallis seguida do teste de Dunn. **p<0,01; * p<0,05 vs Veiculo.
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Figura 6. Efeito do Extrato Metandlico da Strychnos pseudoquina (EM Sp) no
edema intestinal induzido por acido acético 4% em ratos. Os animais
foram tratados via oral com veiculo (agua destilada, 10 mL/kg), EMSp (20,
60 e 100 mg/kg) ou Prednisona (1mg/kg) 24 e 2 h antes da administracéo da
solucdo de acido acético 4% (intracol6nica). Apos 24 horas da aplicacdo do
agente lesivo, os animais foram sacrificados para verificagdo do processo
inflamatorio. Os valores representam a Média £ E.P.M. para 10 animais.
ANOVA uma via, seguida do teste de Studant-Newman-Keul. ***p<0,001;

*p<0,05 vs. Veiculo.
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4.1.2. Avaliagao dos par ametr os bioquimicos

Os grupos tratados com EMSp (20, 60 e 100mg/kg) e prednisona (1 mg/kg)
mantiveram os niveis de GSH, reduzindo a sua deplecdo de forma significativa (320,84 +
22,35 nmol p<0,001; 260,15 + 32,13 nmol p<0,001; 229,02 + 17,79 nmol p<0,01 e 359,99 +
13,08 nmol p<0,001) nmol respectivamente quando comparados ao grupo controle (92,548 +

24,97 nmol (Figura 7).

A infiltracdo de neutrofilos para o local da inflamagéo intestinal foi avaliada mediante
a dosagem de MPO, a qual foi significantemente aumentada, apds a indugdo de colite por
acido acético 4%, no grupo controle em relacdo ao grupo droga-padrdo (Figura 8). Os grupos
pré-tratados com EM Sp e prednisona mostraram reduzida atividade da M PO colénica (652,70
+ 90,15 Umol p<0,05; 416,68 70,95 Umol p<0,001; 70162 + 95,35 Umol p<0,05 e 102,00 +
17,00 Umol p<0,001) respectivamente, quando comparados ao grupo controle ©85,12 +

86,17 Umal).

O pré-tratamento com prednisona foi capaz de reduzir significativamente os niveis de
MDA (20,67« 2,87 nmol p<0,01) quando comparados ao grupo controle (37,62 £ 3,72 nmol)
(Figura 9). O EM S diminuiu os niveis de MDA com menor intensidade que a prednisona,

porém de maneira estatisticamente significativa.
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Figura 7. Efeito do Extrato metandlico da Strychnos pseudoquina (EM Sp) sobre
os niveis de glutationa intestinal reduzida (GSH) na colite por acido
acético 4% em ratos. Os niveis de glutationa intestinal reduzida (GSH)
foram analisados 24 h apds a administracéo intracolénica de acido acético
4%. O veiculo (&gua destilada, 10 mL/kg, v.0), EMSp (20, 60 e 100 mg/kg,
v.0) e prednisona (1 mg/kg, v.o) foram administrados 24 e 2 horas antes da
inducdo. Cada coluna representa a Média+ E.P.M de 10 animais. ANOVA
seguida do teste Student-Newman-Keul . ***p<0,001; **p<0,01 vs. Veiculo.
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Figura 8. Efeito do Extrato metandlico da Strychnos pseudoquina (EM Sp) sobre a
atividade da mieloperoxidase (MPO) intestinal na colite por acido
acético 4% em ratos. Os niveis de MPO foram analisados 24 h apds a
administracdo intracoldnica de acido acético 4%. O veiculo (agua destilada,
10 mL/kg, v.0), EMSp (20, 60 e 100 mg/kg, v.0) e prednisona (1 mg/kg,
v.0) foram administrados 24 e 2 horas antes da indugdo. Cada coluna
representa a Média + E.P.M de 10 animais. ANOVA seguida do teste

Student-Newman-Keul. ***p<0,001; **p<0,01 vs. Veiculo.
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Figura 9. Efeito do Extrato metandlico da Strychnos pseudoquina (EM Sp) sobre
o malonaldeido intestinal na colite por acido acético 4% em ratos. Os
niveis de MDA foram analisados 24 horas apdés a administracdo
intracolénica de acido acético 4%. O veiculo (dgua destilada, 10 mL/kg,
v.0), EMSp (20, 60 e 100 mg/kg, v.0) e prednisona (1 mg/kg, v.o) foram
administrados 24 e 2 horas antes da indugdo. Cada coluna representa a
Médiat E.P.M de 10 animais. ANOV A segui da do teste Student-Newman-
Keul. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 vs. Veiculo.
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4.2. Injrialntestinal Induzido por IsquemiaReperfusio (Kimuraet al, 1998).

4.2.1. Avaliacao dos par ametr os bioquimicos

No modelo de isquemia- reperfusdo intestinal em ratas, o pré tratamento com EM Sp
demonstrou protecdo diante do estresse oxidativo nas trés doses administradas. Os valores de
GSH nos grupos tratados (291,81 + 12,77; 296,65 + 26,76 e 222,85 + 23,04 nmol GSH/g tec)
nas dose de 20, 60 e 100 mg/kg respectivamente, aumentaram de modo significativo (p<

0,001) quando comparados ao grupo veiculo (104,66 £17,69 nmols/g. tec) (Figura 10).

A migragdo leucocitaria avaliada indiretamente pela medida da atividade da enzima
MPO, foi inibida significativamente apenas na dose de 60 mg/kg de EMSp (282,61 + 36,67
Umol, p<0,01) comparado ao grupo controle (553,00 + 86,82 Umol), sendo que 0 grupo
Sham representou os valores médios em animais fisiol 6gicos (139,02 + 32,07 Umol) (Figura

11).

Figura 12. Observou-se uma leve protecdo contra a peroxidacdo lipidica de
membrana celular, verificada mediante significativa diminuicdo das substancias reativas ao
TBARS nas trés doses (41,92 £ 4,55 nmols, p<0,05; 38,19 + 3,61 nmols, p<0,05; 40,12 +

3,74 nmols, p<0,05) comparados ao veiculo (54,96 £ 7,70 nmols).
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Figura 10. Efeito do Extrato Metandlico da Strychnos pseudoguina (EM Sp) sobre
os niveis de glutationa (GSH) nas lesdes celulares induzidas por
isquemia -reperfusdo em ratas. Os animais foram tratados por via oral com
veiculo (&gua destilada, 10 mL/kg), EMSp (20, 60 e 100 mg/kg) 18 e 2nh
antes da indugdo da isquemia por clampeamento da artéria mesenterica
inferior por 30min e 1h reperfusdo. Os dados estéo expressos como Média+
E.P.M. para 10 animais. ANOVA uma via, seguida do teste de Student-

Newman-Keul. ***p<0,001 vs. veiculo.
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Figura 11. Efeito do Extrato Metandlico da Strychnos pseudoquina (EM Sp) sobre
a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) nas lesdes celulares
induzidas por isquemia - reperfusido intestinal em ratas. Os animais
foram tratados por via oral com veiculo (agua destilada, 10 mL/kg), EMSp
(20, 60 e 100 mg/kg) 18 e 2 h antes da inducdo da isquemia por
clampeamento da artéria mesenterica inferior por 30min. A atividade da
mieloperoxidase esta expressa como Meédia £ E.P.M. para 10 animais.
ANOVA uma via, seguida do teste de Studant-Newman-Keul. ***p<0,001

vs. veiculo.
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Figura 12. Efeito do Extrato Metandlico da Strychnos pseudoquina (EM Sp) sobre
o malonaldeido (MDA) nas lesdes celulares induzidas por isquemia -
reperfusdo em ratas. Os animais foram tratados por via oral com veiculo
(agua destilada, 10 mL/kg), EMSp (20, 60 e 100 mg/kg) 18 e 2 h antes da
inducdo da isquemia por clampeamento da artéria mesenterica inferior por
30min e 1h de reperfusdo. Os niveis de GSH estdo expressos como Média+
E.P.M. para 10 animais. ANOVA uma via, seguida do teste de Student-

Newman-Keul. ***p<0,001; *p<0,05 vs. veiculo.
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4.3. Colite Agudainduzida por Acido Trinitrobenzeno Sulfénico (TNBS)

4.3.1.Consumo alimentar e Peso cor poral

Apbs ainducdo de colite por TNBS/etanol, somente o0s animais ndo-coliticos (branco)
restabeleceram seu consumo, apresentando aumento No Seu peso corporal no quinto e sexto

dias (Figuras 13 e 14).

O consumo aimentar foi reduzido nos grupos coliticos tratados em torno de 40%, e
em torno de 58% no grupo controle colitico. Porém, durante os Ultimos quatro dias do
experimento, todos os animais aumentaram o consumo alimentar em 85%, embora o grupo
colite controle continuasse perdendo peso.

Todos os grupos tratados com as associagdes terapéuticas ganharam peso, sendo que
Mz20+Sp60 foi a associacdo que apresentou maior percentual de ganho (60%), bastante
similar ao grupo ndo-colitico (branco). Dos animais tratados com terapéutica Unica apenas o
grupo que recebeu a quercetina 3-O-metil éer ndo apresentou alteracdo no padrdo corpéreo.

Os animais do grupo colitico controle, que receberam apenas agua destilada, teveram

seu peso corporal reduzido em aproximadamente 60% (Figura 14).
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Figura 13. Consumo de racdo dos animais apoOs colite induzida por
acidotrinitrobenzeno sulfonico. Os valores representam a media +
E.P.M. para 7-8 animais. Controle (Veiculo), Sp (EMSp 60 mg/kg), FR
(Fracdo acetato de etila 20 mg/gk), Qrc (quercetina 3-0-metil éter 1
mg/kg), Mz (Mesalazina 20 mg/kg) Mz+Sp (mesalizana 20 +EMSp60),
Mz+Fr (mesalazina20 + Fracdo 20 mg/kg), Mz + Qrc (mesalizana20 +
Quercetina 1 mg/kg)
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Figura 14. Acdo da colite induzida por Acidotrinitrobenzeno sulfénico sobre
0 ganho peso dos animais Média do peso corporal dos animais apoés 7
dias de experimento. Cada coluna representa a Médiat+ E.P.M de 7-8
animais. Controle (Veiculo), branco, Sp (EMSp 60 mg/kg), FR (Fracéo
acetato de etila 20 mg/gk), Qrc (quercetina 3-0-metil éter 1 mg/kg), Mz
(Mesalazina 20 mg/kg) Mz+Sp (mesalizana 20 +EMSp60), Mz+Fr
(mesalazina20 + Fragdo 20 mg/kg), Mz + Qrc (mesalizana20 +
Quercetina 1 mg/kg). Teste de Student.



4.3.2. Razao peso/ Comprimento do célon (P/C)

O processo inflamatério, responsavel pela lesdo colbnica, esta associado a um
aumento na razdo peso-comprimento (mg/cm) do colon. Dentre todos os tratamentos, apenas
0s grupos tratados com a fragdo acetato de etila e quercetina 3-O-metil éter foram capazes de
produzir uma diminui¢do significativa na razéo P/C do célon (180,47 + 10,71mg/cm p<0,01,
175,47 £ 10,51 mg/cm p<0,01) respectivamente, comparados ao grupo controle colitico

(276,31 = 31,61 mg/cm) (Tabela 12).

4.3.3. Incidénciadediarréia eaderéncias

A diarréia, decorrente do processo inflamatorio induzido pelo TNBS/etanol, ocorreu
no grupo controle e em todos os grupos tratados (Tabela 12). O processo inflamatorio
intestinal, produzido pela administracdo intracoldnica TNBS/etanol, pode desencadear a
aderéncia do intestino com os 6rgdos adjacentes. O grupo controle-colite (&gua destilada)
apresentou diarréia e aderéncia em 100% dos animais, sendo que o grupo branco (ndo
colitico) ndo apresentou nenhum sina de inflamacdo. Todos os grupos com tratamento
diminuiram os sinais de diarréia e aderéncia, com destaque para 0 grupo tratado com
Mz20+Qrcl que reduziu estes sinais em 71 e 58% respectivamente, quando comparados ao

grupo controle.

A mucosa intestinal também foi avaliada macroscopicamente segundo os critérios
estabelecidos por Bell et al (1995) 1¢7): o grupo branco ndo apresentou alteracdes na mucosa
recebendo indice O; j& o grupo controle colitico obteve indice 7 (6,5 — 8). Quando este

parametro foi comparado entre os grupos pdde demonstrar-se que apenas 0s grupos Qrcl
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(2[2-3,5] p<0,05) e Mz20 + Qrcl (1]1-2] p<0,001) reduziram seus indices significativamente
guando comparados ao grupo controle (Tabela 12).

Tabela 12. Efeito dos Tratamentos com Extrato Metandlico da Strychnos pseudoquina
(EM ), Fracdo Acetato de Etila (Fr), quercetina 3-O-metil éter (Qrc), Mesalazina
(M2), Mz+ EM S, Mz + Fr, Mz + Qrc no indice de lesdo, razéo peso/comprimento
colbnico, incidéncia de diarréia e aderéncia, na fase crénica da colite induzida por

TNBS em ratos.
Grupo Escore 2 P/C coldnico ° Diarréa'  Aderéncia’
(0-10) (mg/c) (%) (%)
Branco 0(0-0)*** 105,76 + 4,02*** 0 0
controle 7(6,5-8) 276,31 + 31,61 100 100
Sp60 4(2-6)* 228,16 + 32,06™ 86 86
Fr20 4(3-4,5) 180,47 + 10,71** * 75 62
Qrcl 2(2-3,5)* 175,47 + 10,51** # 50 38
M z20 5(4-6) ** 239,54 + 19,78 57 57
M z20+Sp60 3(3-5) 238,68 + 31,17 58 58
M z20+Fr 20 5(2-6) 228,28 + 20,88" 42 57
M z20+Qrcl 1(1-2)*** 202,21 + 14,417 29 42

a escores representam a Mediana (Q;; Qs), onde Q; e Q3 referem-se a0 1° e 3° quartis para 8 animais, b
razéo peso-comprimento coldnico expressos em Médiat E.P.M. ANOVA seguida do teste
Studant-Newman-Keuls. * p< 0,05, ** p< 0,01, ***p< 0,001 vs controle; # P< 0,05, P<
0,01, P<0,001 comparado ao grupo branco. ! percentua de incidéncia. Controle (Veiculo),
branco, Sp (EMSp 60 mg/kg), FR (Fragdo acetato de etila 20 mg/kg), Qrc (quercetina 3-0-
metil éer 1 mg/kg), Mz (Mesalazina 20 mg/kg) Mz+Sp (mesalizana 20 +EM Sp60), Mz+Fr
(mesalazina20 + Fragdo 20 mg/kg), Mz + Qrc (mesalizana20 + Quercetina 1 mg/kg)

4.3.4. Avaliagdo Microscopica do tecido

A administracdo intracolénica de TNBS causou danos extensivos na superficie do

epitélio da mucosa, variando a severidade entre os grupos tratados. Na avaliacéo histol6gica,
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a mucosa e submucosa do célon dos animais branco (ndo- coliticos) apresentaram estrutura do
colon normal, onde se podem observar a mucosa, com as glandulas tubulares retas com
células califormes e Iamina prépria ndo edemaciada e, a submucosa com tecido conjuntivo
frouxo e também ndo edemaciada (Figura 15A). O grupo controle apresentou ulceracdo no
epitélio da mucosa do célon (Figura 15B) e os danos da mucosa foram acompanhados pela
presenca de células inflamatdrias (mondcitos e granuldcitos) na lamina prépria e na
submucosa atingindo a serosa. Os ratos tratados com Mesalazina 20 mg/kg mostraram a
mucosa menos ulcerada e com menor infiltragdo de céulas inflamatérias (Figura 15C). O
grupo EMSp 60 mg/kg apresentou a mucosa recuperada com leve infiltracdo celular na
submucosa ap6és inducéo da colite (Figura 15D). O grupo tratado com Facdo acetato de etila
20 mg/kg apresentou leve destruicdo no epitélio da mucosa durante o0 experimento e
moderada infiltracdo celular (Figura 15E), ja o grupo Quercetina 1 mg/kg apresentou apenas
leve infiltrato de células inflamatérias na lamina propria (Figura 15F). Os animais tratados
com o farmaco de referéncia usada no estudo associado a0 EM S 60 (Mesalazina 20+
EM S060 mg/kg) (Figura 15G) apresentaram ulceracdo no epitélio da mucosa com infiltracdo
de células inflamatorias semel hantes ao grupo (Mz20) (Figura 15B), ap6s ainducéo da colite
no grupo Mesalazina 20 + Fracdo 20 mg/kg também houve ulceracéo eptelial com infiltracéo
de submucosa (Figura 15H) .O processo inflamatorio nos animais coliticos também foi
associado a hiperplasia e dilatacdo das criptas, com moderada deplecdo nas células
caliciformes com aparente reducéo na producéo de muco (Figura 15B, 15C, 15D, 15F, 15G
e 15H). A deplecéo de cdulas caliciformes foi menos severa no grupo tratado com Mesazina
20+Quercetina 1 mg/kg (Figura 151) onde se observa o eptélio preservado e as demais

camadas.
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Figura 15: Fotomicrografias da mucosa do colon de ratos apds indugdo de colite por
TNBS/etanol. (A) grupo ndo-colitico (branco), mostrando a histologia do célon
normal; (B) grupo controle, com ulceragdo severa, com destruicdo da camada epitelial
e intenso infiltrado inflamatério da submucosa até a serosa; (C) grupo M z20 ulceragdo
moderada comprometendo apenas epitélio e lamina prépria (Seta); (D) grupo Sp 60
intenso infiltrado inflamatdrio na submucosa promovendo edema moderado nesta
camada (setd); (E) grupo Fr 20 desestruturagdo da camada epitelia com infiltracdo de
células inflamat6rias na lamina prépria (mucosd) (seta); (F) grupo Qrc 1, leve
infiltrac&o celular na mucosa (setd); (G) grupo Mz20+Sp60, ulceracdo moderada com
infiltragdo celular da camada mucosa (seta); (H) grupo Mz20+Fr20, ulceracdo
moderada com leve infiltragdo celular da mucosa; (1) grupo Mz20+Qrcl. (Barra= 10
pm).
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4.3.5. Avaliacéo dos parametr os bioquimicos

A progressdo do processo inflamatorio no grypo controle também foi observada
bioquimicamente mediante a dosagem da MPO, que se mostrou aumentada sete dias apos a
ingtilacéo de TNBS quando comparada aquela dos animais néo coliticos (branco). Os niveis
de GSH também se mostraram reduzidos significativamente (T abela 13).

O tratamento combinado Mz20 + Qrcl manteve os niveis de GSH colbnicos
obtendo melhores resultados que a Mz20 quando testada isoladamente. Estes niveis também
foram mantidos mediante tratamento com Qrcl, Fr20 e Mz20 + Sp60 (Tabela 13). Ja os
niveis de MPO foram reduzidos em todos os tratamentos quando comparados a0 grupo

controle colitico.
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Tabela 13. Efeito dos Tratamentos com Extrato Metandlico da Strychnos pseudoquina
(EMSp), Fracdo Acetato de Etila (Fr), quercetina 3-O-metil éter (Qrc),
Mesdlazina (Mz), Mz+ EMSp, Mz + Fr, Mz + Qrc no conteldo de

Glutationa (GSH) e Mieloperoxidase (MPO).

Grupo GSH M PO
(nmol/g tecido) (U/g tecido)

Branco 1312,2 + 44,10*** 89,72 +527 "
Controle 703,49 + 51,77 643,27 + 32,22™"
Sp60 814,03 + 73,31 404,70 + 30,04 11
Frao 10100+ 22,441 234,67+ 2311 1
Qrcl 1154,3+37,90"" 182,81 + 10,96 11t
Mz20 849,26 + 36,55'"" 326,52+ 22,071
M z20+Sp60 964,00 + 34,65 270,37 + 28,06 1t
Mz20+Fr 20 1021,0+ 45,09 " 24014 + 39,02 T
M z20+Qrcl 1115,4 + 47,38 " 136,62 + 13,41

Os niveis de GSH e MDA foram analisados 7 dias apds a administragdo intracolénica de
TNBS/etanol O veiculo (agua destilada, 10 mL/kg v.0), e todos os tratamentos foram
administrados v.o diariamente por 7 dias. Os valores representam a Média £+ E.P.M de 7-8
animais. ANOVA seguida do teste Studant-NewmanKeuls. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05
vs. Controle e "p<0,001; Mp<0,01; 'p<0,05 vs. Branco. Controle (Veiculo), branco, Sp
(EMSp 60 mg/kg), FR (Fracdo acetato de etila 20 mg/kg), Qrc (quercetina 3-0-metil éter 1
ma/kg), Mz (Mesalazina 20 mg/kg) Mz+Sp (mesalizana 20 +EM Sp60), Mz+Fr (mesal azina20
+ Fracdo 20 mg/kg), Mz + Qrc (mesalizana20 + Quercetina 1 mg/kg)
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DISCUSSAO

A Colite ulcerativae a Doenca de Crohn, constituem um processo inflamatério
crénico do trato gastrointestinal de etiologia desconhecida e, até o momento, sem terapia
efetiva em longo prazo. Apesar de ndo conhecermos a etiologia, teorias sugerem que a DIl
desenvolva-se a partir de uma resposta imunolégica inapropriada ou exacerbada contra a
microbiota de um individuo geneticamente susceptivel *™); defeitos na funcéo de barreira do
epitélio intestinal e o sistemaimune de mucosa contribuem para a patogénese da doenca 7.
Sabemos ainda que a infiltracdo de leucdcitos no local da inflamacéo leva a elevacdo da
sintese local de mediadores inflamat6rios ndo-especificos, tais como citocinas, eicosandides,
oxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (EROs), que aumentam a destruicéo

tecidual e levam a manifestagies clinicas da doenca (¥

. Apesar de todos estes
conhecimentos, na atualidade dispde-se apenas de agentes que simplesmente melhoram os
sintomas e ndo tratam a causa. E ainda, devido ao longo periodo de tratamento, apresentam
efeitos colaterais na maioria dos casos 174,

Neste sentido, para o desenvolvimento de aproximadamente 50% de todos os
produtos farmacéuticos introduzidos no mercado nos ultimos 20 anos, tém sido utilizadas
substancias presentes habitualmente na natureza ", O desenvolvimento do &cido acetil
sdlicilico ou Aspirina® é um exemplo tipico e bem sucedido desta estratégia. Outros
importantes medicamentos que tiveram a sua origem de fontes naturais sdo a sinvastatina, o
enal april, a ciprofloxacina, aciclosporing, eo taxol entreoutros. O uso de terapia
complementar entre pacientes com DII, particularmente a fitoterapia, é bastante difundido
tanto no mundo ocidental como em muitos paises asiéticos, incluindo a China e aindia 2.

Temse notado que o uso desta forma de terapia vem aumentando nos Ultimos anos, a

despeito do pequeno nimero ke estudos controlados delineando a seguranca e a eficécia
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destes produtos ™. Contudo, tém surgido evidencias de que muitas destas substancias
apresentem propriedades antiinflamatérias e moduladoras do sistema imune, através de uma
variedade de mecanismos: efeitos antioxidantes, alteracdo da via de sinalizag&o celular (em
particular a via do fator nuclear Kappa B), expressdo de citocinas e mol éculas de adesdo, etc.
(178 E importante enfatizar que as terapias “naturais’ nem sempre so seguras, e que podem
apresentar perigos potenciais, como problemas renais ou hepéticos, ou até interacbes com
drogas da terapia convencional ™.

O nosso interesse em verificar a seguranca e a eficicia da Sychnos pseudoquina
para o tratamento da DI | parte do pré-suposto de que sga necessario primeiramente verificar
Sua seguranca para sO entdo testarmos sua eficacia. Esta planta pertence a um género ja
bastante estudado, mas, que conta com poucos dados referentes especificamente a €la na
literatura.

A avaliacdo da toxicidade de um produto natural, mesmo quando este ja € utilizado
largamente por uma determinada populacdo, € o primeiro procedimento a ser adotado
guando se inicia um processo de validagdo cientifica. Sendo assim, testamos primeiro sua
seguranca através de estudos de toxicidade aguda, nos quais 0 EM S se mostrou seguro nas
doses administradas por via ora. Esta foi escolhida por ser a via de utilizagdo consagrada
pelo uso popular, segundo levantamentos etnobotanicos *Y. Silva et a. (2005) ™V
obteveram resultados semelhantes quando avaliou a toxicidade aguda do extrato metandlico
das folhas da S. pseudoquina nas doses de 250 e 1000 mg/kg Y.

Porém, estudos para avaliacdo de atividade genotdxica do extrato metandlico das
folhas, concluiram a partir de ensaios com Salmonella typhimurium em microntcleos de
células de sangue periférico de camundongos Swiss tratados in vivo, que 0os componentes
desse extrato posstem propriedades mutagénicas °?. E importante ressatar que esta

investigacdo foi realizada com a entrecasca (e néo as folhas) da mesma planta, ndo podendo,
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portanto, afirmar que a mesma também sgja mutagénica, 0 que torna necessarios estudos
complementares neste sentido.

Apbés andlise da toxicidade aguda, foi testada a seguranca sub-cronica
demonstrando-se que o extrato aumentou significantemente os niveis de colesterol
sanguineo, especialmente nas doses mais elevadas. Alguns dos constituintes do EM Sp (entre
eles flavondides, esterdides livres, alcadides entre outros) em conjunto poderiam estar
contribuindo para este achado. (11®).

O que nos faz questionar este resultado € o fato de os flavondides estarem presente
em maior percentagem neste extrato e sabermos que muitos deles apresentam propriedades
antiinflamatérias e protetoras diante de radicais livres e capacidade de reduzir a
hiperlipidemia 1®, pois os flavondides das raizes de Glycyrrhiza glabra (alcaguz), eles sdo
utilizados clinicamente no tratamento de hiperlipidemia e ateriosclerose. O seu mecanismo
de acdo é explicado pela regulacéo dos receptores de LDL, pelo aumento do turnover da
apolipotreina B, pela diminuicdo do LDL e pela estabilizacdo da membrana tecidual. (18 17®);
e € esta agdo que seria a esperada no EMSp, pois seu congtituinte majoritario € um
flavonoide.

Porém, na literatura cientifica aparecem muitos medicamentos utilizados para fins
especificos e que apresentam a dislipidemia como efeito colateral. Estas substancias tém
seus mecanismos de acdo completamente estabel ecidos, porém, desconhece-se 0 mecanismo
gue estaria conduzindo a didlipidemia como efeito secundario, especialmente apds seu uso
prolongado. Podemos citar como exemplos os diuréticos, os antiretrovirais, o propanolol e
(os mais classicos dentre eles) os corticoides. E neste caso devemos remarcar o fato do
EMSp apresentar também em sua congtituicdo esterdides livres, como possiveis agentes

indutores da dislipidemia verificada nesta andlise (7.
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Apesar do aumento de colesterol total, andlises provenientes da mesma amostra
mostraram niveis diminuidos de acido Urico, possivelmente pela acéo inibidora da xantina-
oxidase pertinente aos flavondides 18,

Apobs a andlise toxicoldgica, e verificada a seguranca da utilizacdo desta planta, foram
realizados testes para avaliar a eficicia na DIl a partir de diferentes modelos de lesdo
intestinal buscando-se desta maneira um provavel mecanismo de acdo, o EM S foi testado
entdo quanto a sua capacidade antioxidante e anti-radicais livre pelo modelo de isquemia e
reperfusdo intestinal, considerado idea neste estudo, pelo fato de diversos mecanismos
estarem envolvidos na producdo de lesdes intestinais ). Durante a fase isquémica ocorre
diminuicdo do aporte de oxigénio para o tecido, levando a inibicdo da fosforilacdo
oxidadtiva mitocondrial e a queda da producdo e estoque de adenosina trifosfato (ATP). No
entanto, o estoque de ATP continua a ser consumido e degradado a adenosina difosfato
(ADP) e a adenosina monofosfato (AMP) e, posteriormente, em adenosina, inosina e
hipoxantina &)

Pela acdo de uma protease citosolica, a xantina desidrogenase (XD) é convertida a
xantina oxidase que diferentemente da XD, precisa de oxigénio para redlizar a conversao da
hipoxantina em xantina. Portanto, na fase isquémica ocorreria 0 acUmulo dessas duas
substancias. '8V, Com a reperfus3o, a hipoxantina é entéo oxidada a xantina, e esta, a &cido
urico, tendo como subproduto um anion superdxido instével, que se converte em peréxido de
hidrogénio, e este em &gua por acdo da catalase e da glutationa peroxidase.

Devido ao acumulo de hipoxantina e xantina oxidase durante a isquemia, a producéo
de radicais livres na reperfusdo termina sobrepujando a capacidade neutralizante dos
antioxidantes endogenos, e esse excesso de radicais livres podem lesar o sistema de

homeostase celular, provocando oxidacdo de membranas e liberagdo de acido aracdénico,

que é metabolizado pelas cicloxigenases e lipoxigenases em mediadores inflamatorios.
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Promovem lipoperoxidacdo adicional, retirando um hidrogénio do acido graxo, dando
origem a uma reacdo em cadeia, cujo produto final € o malonaldeido (MDA), cuja dosagem
é utilizada como marcador de lesdo de membrana celular (18% 182,

Os radicais livres, adém de oxidarem os sistemas e membranas celulares, também
atuam como fatores quimiotaticos, atraindo e ativando neutrdfilos. Estes secretam enzimas
proteoliticas (mieloperoxidases, elatases, proteases, etc.), sintetizam prostaglandinas e
liberam mais radicais livres criando um ciclo vicioso 89,

Pelos valores obtidos nas andlises bioquimicas podemos confirmar as propriedades
antiinflamatorias da S. pseudoquina, que ja havia sido testada em nosso laboratério em
pesquisas anteriores por Jesus et a (2007) %9, o que se verificou agora foi sua capacidade
de proteger contra um estresse oxidativo pela isqguemia do intestino delgado, onde os niveis
de glutationa foram preservados como consequiéncia do pré-tratamento com o EM Sp. O fato
de a glutationa estar em niveis proximos aos dos animais ndo submetidos ao estresse (0
EMSs estaria aumentando os niveis de GSH, ou teria ele mesmo a capacidade antioxidante),
colaborou para a neutralizagdo dos radicais livres gerados pela isqguemia no momento da
reperfusdo, consequentemente temse menos fatores quimiotaicos sendo liberados na micro
circulagdo por conseguinte menos neutrofilos migrando para o local dainjuria; o que diminui
aliberagdo de EROs e formagao de radicais livres lesando menos o tecido comprometido.

O menor nimero de neutréfilos locais € verificado de forma indireta pela medida da
atividade da enzima MPO, que se encontrou diminuida ndo s6 no modelo de isquemia e
reperfusdo, como nos demais modelos. Um fato curioso (e que pode ser explicado pela
guimica de produtos naturais), € que a diminuicéo da atividade da MPO n&o se deu de forma

dose-dependente, obtendo-se melhor resultado na dose de 60 mg/kg, provavelmente por ser

nesta dose que os flavondides estariam em sua concentracéo 6tima de trabalho. Pois apesar
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de serem habeis antioxidantes, reduzindo radicais livres altamente oxidados, os flavonoides
possuem o indesejavel efeito pré-oxidante quando em altas concentracdes (119,

Resultados semelhantes foram encontrados por outros pesquisadores quando
avaliaram a capacidade antiinflamatoria de véarios flavonoides como diosmina e hesperidina
189 quercitrina % e silimarina *®, e para a pagpalantina ¥, em baixas doses esses
compostos se comportam como antioxidantes e antiinflamatorios e em altas doses, como
pro-oxidantes e pré-inflamatérios.

Estes resultados foram semelhantes nos trés modelos experimentais de inflamagdo
intestinal, com ligeiras variagbes nos niveis das substancias analisadas e estas variagoes
dependem principalmente da via de desenvolvimento da fisiopatologia em cada modelo.
Porém os resultados do modelo de colite por TNBS seréo discutidos separadamente por
possuirem um desenho experimental diferente, voltado para elucidagéo das propriedades do
principal constituinte da S. pesudoquia.

Uma vez diminuida a atividade de MPO e com niveis de GSH preservados, a
peroxidacdo de lipidios de membrana oriundos da lesfio celular também se encontrou
reduzida, revelando niveis significativamente baixos de MDA em relacdo ao controle
veiculo. EIl-Abhar et al. (2008) (188 obtiveram resultados semelhantes ao analisar o extrato de
Zingiber officinales Roscoe em colite induzida por &cido acético em ratos. Paiva et a (2004)
(132139 também observaram a diminuicd nos niveis de MDA quando experimentaram o
Oleo-resina de Copaifera langsdorffii contra colite por &cido acético e na isquemia e
reperfusdo, resultados que determinaram o menor dano da mucosa colénica.

Neste trabalho, ao avaliar macroscopicamente a mucosa intestinal dos ratos apés
colite por &cido acético podemos constatar que 0s animais pré-tratados com EM S
apresentaram menos dano de mucosa e estes resultados se aproximaram aos resultados

obtidos pelo pré-tratamento com prednisona um potente antiinflamatorio esteroidal que atua
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diminuindo a migracdo e ativacdo de neutréfilos e macrofagos devido a reducdo da
transcricdo de genes responsavels pela producdo de fatores de adesdo e citocinas pro-
inflamatorias, também reduz a expressdo de cicloxigenase-2 (COX-2) com conseqiiente
reducdo de prostandides ¥ | o que sugere que além da propriedades antioxidantes do EM $p
estaria presente outras propriedades mais complexas, ou ainda uma soma de mecanismos de
acao que daria a este extrato capacidade antiinflamatéria.

A diminuicdo do edema verificado neste modelo € mais uma propriedade deste
extrato no qual catequinas estdo presentes. JA foi demonstrado que estas sdo capazes de
diminuir o edema por carragenina (que desencadeia 0 processo inflamatério por
prostaglandina), por dextrana (que desencadeia 0 processo por liberacdo de serotonina e
histamina) e por formalina 9.

A colite induzida por TNBS em animais se assemelha a DC tanto no aspecto clinico
guanto no histolégico de forma que os resultados obtidos neste desenho experimental gjude
na compreensdo da DIl em humanos, sendo que aém do EM S, também foram testados a
frac8o acetato de etila, o isolado 5,7,3',4'-tetraidroxi- 3- metoxiflavona (quercetina 3-O-metil
éter) e a mesalazina um metabdlito ativo da sulfassalazina que esta classificada como
farmaco antireomatdide modificador da doenca (ARMD), farmaco este que apresenta
intmeros efeitos colaterais e um elevado custo no tratamento da DIl (199,

Conforme estabelecido por Slinker (1998) 1®U o sinergismo entre drogas devera
incluir no minimo 4 grupos experimentais (controle, grupo com um farmaco, grupo com um
segundo farmaco, grupo com os farmacos associados). Como neste modelo foram testadas
mais de duas drogas, considerou-se pertinente avaliar a existéncia de sinergismo entre elas.

A sulfassalazina é o farmaco de primeira escolha no Reino Unido para o tratamento

desta doenca, ndo tem seu mecanismo de acdo completamente elucidado, porém estudos

sugerem que o acido 5-aminossalicilico ga blogueando a cicloxigenase diminuindo a
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producdo de prostaglandinas e removendo os metabdlitos téxicos oriundos do processo
inflamatério 192,

Estas substancias, testadas em associacao e i soladamente diminuiram a perda de peso
corporal observada neste modelo como conseqiéncia principalmente dos atos niveis
plasmaticos de TNF-a. Estes sdo produzidos apds o enema de TNBS/etanol que lesa a
barreira epitelial expondo a mucosa intestinal a estes haptenos que estimuldo uma resposta
inflamatéria imunogénica com perfil predominantemente Th1 (%9,

O TNF-a é produzido principalmente por macréfagos, mas também por uma ampla

variedade de outras células, incluindo células linféide, mastécitos, células endoteliais,

miocitos cardiacos, tecido adiposo, fibroblastos, e tecido neuronal. Grandes quantidades

de TNF sdo liberadas em resposta ao lipopolissacaridio, produtos bacterianos e Interleucina-

1 (IL-1), e age em vé&rios sistemas organicos, em geral juntamente com a lL-1 e Interleucina-
6 (IL-6) (199,

Dentre as acOes desenvolvidas pelo TNF-a a que mais interessa neste caso € o efeito
sobre o hipotdlamo onde esta citocina estimula o eixo hipotdlamo-pituitaria-adrena a liberar
o horménio liberador de corticotropina, suprime o apetite e provoca febre, levando a quadro
de caguexia quando em niveis elevados ou mesmos niveis baixos por longo periodo, o que
explicaria a perca de peso nestes animais. Além disso, o TNF-a promove a resposta
inflamatéria induzindo a migracdo celular que amplifica este processo inflamatério
transmural atingindo em aguns casos 0 mesenté&io levando a aderéncia dos 6rgaos
adjacentes ao intestino (1% 1%),

Aderéncias foram verificadas em todos os grupos coliticos com maior ou menor
intensidade sendo que o 0s grupos que receberam a quercetina 3-O-metil éer isolada ou em
associacdo com mesalazina foram 0s que apresentaram menor porcentagem de aderéncia

entre os 0rgaos.
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Quanto a perca de peso corporal podemos verificar que o EM S preservou melhor
este parametro que a quercetina 3O-metil éter. A avaliacdo dos parametros bioguimicos
neste modelo ndo diferiu em termos gerais (aumento da protecéo e diminuicdo do fator
agressor) dos resultados obtidos nos modelos de inflamacdo intestinal discutidos
anteriormente, 0 que vale ressaltar quando avaliamos a estes mesmos parametros neste
desenho experimental € a possibilidade de sinergismos ou néo entre as drogas testas, ja que
na colite por TNBS elas foram testadas também em associagOes.

Como dito anteriormente a sulfasalazina e seu metabdlito ativo a mesalazina atuam
como antiinflamatério e antioxidante, e espera-se deste farmaco a capacidade de preservar a
GSH e/ou diminuir a atividade da MPO, capacidade que foi demonstrada apds os resultados
obtidos nas dosagens bioquimicas destas substancias (GSH e MPO).

Como a capacidade anti-oxidante do EM Sp, fracdo acetado de etila e quercetina 3 —
O metil éter também foi avaliada, nds podemos comparar estes resultados quando testados
isolados e quando testados em associacdo, e os resultados ndo mostraram haver sinergismos
estatisticamente significativo (a pezar de apresentarem resultados superior quando testados
em associagao) entre a droga comerciamente estabelecida e as partes testadas da Strychnos
pseudoquina. Reifen et a (2003) *°") obteveram resultados similares quando avaliou a
capacidade terapéutica do 5ASA associada ao licopeno, nos quais estas substancia juntas
apresentavam resultados superiores aos resultados das substancias isoladas (1°7.

Ali Siddiqui et al (2005) % também verificaram melhores resultados nos tratamento
da colite por TNBS em ratos, com diminuic¢éo do escore macroscopicos e microscopicos das
lesbes da mucosa colénica e menor atividade da MPO, quando associava N-Acetilcisteina

com mesalaming®. (199)
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Estes resultados confirmam a capacidade antioxidante dos flavonéides e capacidade
antiinflamatoria e neutralizadora de radicais livres atravez da diminuicdo de edemas e leséo
tecidual das mucosas analisadas.

Posteriormente outros estudos devem complementar essas descobertas, atravez de
analizes moleculares da producdo de algumas citocinas presentes no processo inflamatorio e

gue podem indicar a direcéo do mecanismo de acdo destas substancias.
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CONCLUSAO

Com base na andlise dos resultados obtidos e fundamentagdo tedrica podemos

concluir que:

> Dentre as plantas selicionadas a Strychnos pseudoquina apresentou melhor atividade
antiinflamatoria intestinal determinada apods triagem utilizando o modelo de colite
por &cido acético;

» Apos andlise da toxicidade aguda e subcrénica, a Strychnos pseudoquina (EM Sp),
ndo exibiu alteragcbes nos parametros bioquimicos, histologicos e fisiologicos

analisados;

» O EMSp apresentou atividade antiinfamatéria intestinal nos diferentes modelos
experimentais de inflamacéo intestinal;

> A fragdo acetato de etila deste extrato e a Quercetina 3-0-metil éter, no modelo de
colite por TNBS apresentam maior potencial antiinflamatorio que o EM Sp;

> Tanto 0 EMSp, Fracdo aceto de etila quanto a Quercetina 3-o-metil éter aumentam
grupos sulfidrilicos ndo protéicos (NP-SH), o MDA e diminuem a MPO da mucosa

intestinal em graus variados, demonstrando possuir uma atividade antioxidante;

> EMS, Fracdo acetato de etila quanto a Quercetina 30-metil éter 0 capazes de
acelerar 0 processo de reparo da mucosa intestinal apds injuria induzida por

TNBS/etanal;

» Reduziu a ulceragio da mucosa intestinal dos animais submetidos a colite por TNBS,
sendo gque os animais tratados com o0 EM Sp, Fragdo acetato de etila e Quercetina com

diminicdo da ulcerago e dainfiltracdo de celulas da submucosa aé a serosa que no
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caso do grupo controle estava comprometida, confirmando seu potencial

antiinflamatorio intestinal;
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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