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Epigrafe

"O primeiro ponto de partida das boas financas € o derramamento do ensino, a cultura
extensiva e intensiva da mentalidade nacional. A base de todo o cdlculo financeiro
estd na producdo; e a producdo &, no sentido mais cientifico, mais real, mais pratico
da palavra, é, para nos servimos da expressGo de Horace Mann, "obra da
inteligéncia". Todos abstratamente estdo dispostos a render homenagem a esta
verdade; mas quase ninguém, neste pais, |he é fiel, ou sequer a compreende. De
atestar que a educacdo é a matriz universal da felicidade humana, qualquer estadista
nosso se honraria; mas transportem-se da retdrica aos fatos, e verdo que a frase ndo
passa de um desses aforismos convencionais de mero aparato decorativo na
eloquéncia dos oradores, e simples engodo na boca dos politicos, para armarem as
simpatias da opiniGdo, a quem sdo sempre aceitas as causas nobres, 0s sentimentos
generosos. O de que precisamos, € de homens de estado, que se convencam
efetivamente de que a suprema necessidade atual da pdtria estd na criacdo do
ensino. O que falece aos nossos financeiros em geral é esse singelo rudimento da
ciéncia das financas: que o primeiro elemento de fertilizacdo da terra consiste na
fecundacdo do entendimento do povo; que a produtividade de um pais estd na razdo
direta da propagacdo da ciéncia entre os seus habitantes; que uma nacdo serd
sempre tanto mais pobre, quanto menos difundida se achar nas camadas populares a

educacdo técnica e o saber positivo."

Obras Completas de Rui Barbosa.

V.9, 1.1,1882. p. 16
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RESUMO

Retocolite ulcerativa idiopdtica e doenca de Crohn sdo doencas inflamatdrias
intestinais caracterizadas por inflamacdo crénica da mucosa, resultando em diarréia,
fezes sanguinolentas, dores abdominais, anemia, febre, fadiga e perda de peso, tanto
em homens quanto em mulheres. Acredita-se que essas manifestacdes sejam resultado
de uma interacdo multifatorial envolvendo individuos geneticamente susceptiveis,
condi¢cdes ambientais especificas, desbalanco na microflora intestinal e desajuste da
resposta imune. Drogas derivadas do dcido 5-aminossalicilico  (sulfassalazing,
mesalamina), corticosterdides e agentes imunomoduladores sdo utilizadas, em
conjunto no tratamento dessas patologias. No entanto tais drogas apresentam efeitos
adversos importantes, o que acaba por motivar pesquisas envolvendo produtos
naturais como alternativas de tratamento. Neste contexto, este trabalho avaliou os
efeitos de antocianinas presentes nos frutos de Sambucus nigra L. (sabugueiro), espécie
arbustiva pertencente a familia Adoxaceae, em modelo de colite ulcerativa induzida
pelo acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS). Os frutos do sabugueiro apresentam
grandes concentracdes de metabdlitos secunddrios como antocianinas, além de
outros compostos fendlicos, que acabam por conferir aos frutos propriedades
antfioxidantes, anfi-inflamatdrias, imunomoduladoras e laxativas. Neste frabalho, foram
avaliadas as propriedades antioxidantes e anti-inflamatdérias da fracdo de antocianinas
monomeéricas presentes nos frutos de S. nigra. Os resultados comprovaram o efeito
anfioxidante in vifro das antocianinas, sendo elas eficazes em reduzir tanto o radical
2,2-difenil-1-picrilnidrazil (DPPH), teste que avalia a reducdo do radical via transferéncia
de elétrons, quanto a taxa de oxidacdo do radical 2,2 azobis amidinopropano (AAPH),
teste que verifica a oxidacdo do radical via transferéncia de dtomos de hidrogénio.

Nos ensaios in vivo concluiu-se que a dose de 5mg.Kg' de antocianinas apresentou a
XVII



melhor resposta em reduzir a lesGdo causada pelo TNBS, sendo efetiva em manter os
niveis de GSH (5,709 + 0,931) comparado ao grupo TNBS (0,8525 * 0,298) e ao grupo
salina (6,610 + 3,926). Essas antocianinas foram efetivas ainda em aumentar a atividade
da SOD (8,487 * 2,505), quando comparada com o grupo TNBS (3,884 + 0,925) e ao
grupo salina (12,240 £ 4,199), e reduzir a atividade da MPO (4,519 + 2,016), quando
comparada ao grupo TNBS (7,572 + 2,572) e ao grupo salina (1,314 + 0,319). Os
resulfados obtidos na avaliacdo da atividade das enzimas GPx (17,03 = 3,951 no grupo
fratado € 22,13+ 11,510 no grupo TNBS) e GR (0,6524 £ 0,1180 no grupo tratado e 0,7249
+ 0,3968 no grupo TNBS), comparados ao grupo salina (84,22 + 41,88) e (2,131 £+ 0,9858)
respectivamente, indicam que houve queda na ativacdo destas enzimas apods 24h de
inducdo da colite, sendo que esta situacdo ndo foi revertida apds administracdo das
antocianinas. Do mesmo modo ndo foram encontradas alteracdes nos niveis de LPO
(5,756 £ 1,884 no grupo tratado e 5,113 + 0,8254 no grupo TNBS) comparados ao grupo
salina (4,688 = 1,126) . JA os ensaios anti-inflamatdrios revelaram atividade anti-
inflamatdria promissora, visto que as antocianinas foram capazes de manter os niveis
de IL-10 (466,7 + 56,32) proximos aqueles obtidos no grupo ndo-colitico (492,4 £ 154,5),
quando comparados ao grupo TNBS (264,8 + 66,35), e de reduzir a producdo de IL-12
(202,3 = 53,33) quando comparados com os animais ndo fratados (319,3 £ 111,5) e ao
grupo salina (149,8 = 51,76). Neste estudo concluiu-se que as antocianinas presentes
nos frutos de sabugueiro apresentam atividade antioxidante, além de aumentar os
niveis de IL-10, citocina essa que, provavelmente, parficipa na reducdo dos niveis de
citocinas pré-inflamatdrias como IL-12 e, consequentemente, a expressdo de

mediadores inflamatorios.
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ABSTRACT

Ulcerative colitis and Crohn's disease are inflammatory bowel disease characterized by
chronic inflammation of the mucosa, resulting in diarrhea, bloody stools, abdominal
pain, anemia, fever, fatigue and weight loss in both men and women. It is believed that
these manifestations are the result of a multifactorial interaction involving genetically
susceptible individuals, environmental conditions, imbalance in intestinal microflora and
immune response imbalance. Drugs derived from 5-aminosalicylic acid (sulfasalazine,
mesalamine), corticosteroids and immunomodulatory agents are used together to treat
these diseases. However, such drugs have significant adverse effects, which ultimately
motivate research involving natural products as alternative treatments. In this context,
this study evaluated the effects of anthocyanins in the fruits of Sambucus nigra L.
(Elderberry), shrub species belonging to the family Adoxdceae, in a model of ulcerative
colitis induced by 2,4,6-tfrinitrobenzenes sulfonic acid (TNBS). The fruits of elderberry have
large concentrations of secondary metabolites such as anthocyanins and other
phenolic compounds, which ultimately give the fruit antioxidant, anti-inflammatory,
immunomodulatory and laxative properties. In this study we investigated the antioxidant
and anti-inflammatory properties of the monomeric anthocyanins fraction in the fruits of
S. nigra. The results confirmed the in vitro antioxidant effect of anthocyanins, which were
effective in reducing both the 2,2-diphenyl-1-picrylnydrazyl (DPPH) test to evaluate the
reduction of the radical via electron transfer and the rate of oxidation 2,2 azobis
amidinopropane (AAPH), a test that checks radical oxidation via the transfer of
hydrogen atoms. In vivo tests concluded that the dose of anthocyanins 5mg.Kg' had
the best response to reduce the damage caused by TNBS, being effective in
maintaining the levels of GSH (5.709 £ 0.931) compared to TNBS group (0, 8525 + 0.298)

and the saline group (6.610 + 3.926). These anthocyanins were also effective in
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increasing the activity of SOD (8.487 = 2.505) compared with the TNBS group (3.884 +
0.925) and the saline group (12.240 + 4.199), and reduce the activity of MPO (4.519 %
2.016) when compared to TNBS group (7.572 + 2.572) and the saline group (1.314 *
0.319). The results obtained in the enzymatic activities of GPx (17.03 + 3.951 in the
freated group and 22.13 + 11.510 in group TNBS) and GR (0.6524 = 0.1180 in the treated
group and 0.7249 + 0.3968 TNBS group) compared to saline group (84.22 + 41.88) and
(2.131 = 0.9858) respectively, indicate that there was a decrease in the activation of
these enzymes after 24h of colitis induction. Likewise there were no changes in the levels
of LPO (5.756 + 1.884 in the treated group and 5.113 £ 0.8254 in group TNBS) compared
to saline group (4.688 = 1.126). The anti-inflammatory assays have shown promising anti-
inflammatory activity, whereas anthocyanins were able to maintain levels of IL-10 (466.7
+ 56.32) than those obtained in non-colitis group (492.4 £ 154 , 5), when compared to
TNBS group (264.8 £ 66.35), and reduce the production of IL-12 (202.3 £ 53.33) compared
with untreated animals (319.3 £ 111, 5) and the saline group (149.8 £ 51.76). In this study
it was concluded that anthocyanins present in elderberry fruits have antioxidant activity,
and increased levels of IL-10, this cytokine, which probably participates in reducing
levels of proinflammatory cytokines such as IL-12 and consequently the expression of

inflammatory mediators.
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1. INTRODUGAO
1.1. Doencgas Inflamatorias Intestinais

a. Aspectos Gerais

O termo Doenca Inflamatdria Intestinal (Dll) € genérico e engloba patologias
como retocolite ulcerativa idiopdtica (RCUI) e doenca de Crohn (DC). Apesar de
ambas apresentarem alguns sinftomas semelhantes, sdo consideradas doencas
distintas. As DIl sdo manifestacdes inflamatdrias de efiologia desconhecida, que variam
quanto aos periodos de atividade e remissdo (de Araujo Burgos et al., 2008). A
sinfomologia principal das DIl envolve inflamacdo crénica da mucosa intestinal que
resulfa em diarréia, fezes sanguinolentas, dores albdominais, anemia, febre, fadiga e
perda de peso (Tabela 1) (Head & Jurenka, 2003). Conforme Cho & Abraham (2007) as
DIl sGo diferenciadas pela distribuicdo da inflamacdo intestinal, de acordo com:
localizacdo da lesdo (RCUI é restrita ao cdlon e DC acometendo qualquer por¢cdo do
trato gastrointestinal), distribuicdo (difusa na RCUI e irregular e descontinua na DC) e
acometimento do tecido (restrito G mucosa e submucosa na RCUI; envolvimento
transmural na DC).

Atualmente, a hipdtese mais aceita sobre as causa primdrias das DIl € aquela
que envolve uma etiopatologia multifatorial, ou seja, envolvimento de fatores
genéticos e ambientais, microflora intestinal e resposta imune irregular (de Arauvjo
Burgos ef al.,, 2008). Como resulfado, observa-se aumento no numero de células
inflamatdrias presentes nas dreas intestinais afetadas, o que resulta em superproducdo
de mediadores pro-inflamatdrios como eicosandides, fatores de ativacdo plagquetdria,

citocinas e espécies reativas de oxigénio (EROs) (Luchini et al.,2008).



Tabela 1. Diferencas e semelhancas entre RCUI e DC.

Area afetada

Diarréia
Dores
abdominais/
cdlicas

Fezes

sanguinolentas
Fadiga

Febre

Exame fisico

Perda de
peso/ anorexia

Apetite

Risco de
cancer de

colon

RETOCOLITE ULCERATIVA IDIOPATICA

Qualquer parte da mucosa cdlica, de
extensdo continua, sem partes de

tecido ndo lesionado

Normalmente quatro episddios por dia

Dores abdominais suaves, cdlicas

suaves

Quantidade depende da severidade

da doenca
Devido & anemia e perda de sangue

Leve nos casos mais severos

Iritacdo perianal, fissuras, hemorrdidas,

fistulas e abscessos

Aumentada nos casos mais severos

Muitas vezes reduzido durante os

periodos de exacerbacdo da doenca

Alto

DOENCA DE CROHN

Pode afetar qualquer porcdo do trato
gastrointestinal, incluindo o célon, com
porcoes de tecido ndo afetado

Normalmente quatro episédios por dia

Dores abdominais moderadas a severas

Quantidade depende da severidade da
doenca

Devido & anemia, perda de sangue e baixa
absorcdo de nutrientes

Leve nos casos mais severos

Iritagcdo peritoneal, massa abdominal ou

pélvica

Comum devido & md digestdo e absorcdo

intestinal

Muitas vezes reduzido durante os periodos de

exacerbacdo da doenca

Alto

Juntamente com essas

causdas

multifatoriais,

Adaptado de Head & Jurenka, 2003

hd a participacdo de

manifestacdes extra-intestinais (MEIs) no desenvolvimento das DIl (tabela 2). Estas MEIs

acometem entre 21 e 36% dos pacientes. Neste caso, essas MEIs sGo severas e podem

atingir o sistema gastrintestinal, de modo que as DIl seriam classificadas como doengas

sistfémicas com manifestacdes intestinais predominantes (Ardizzone et al., 2008).



Tabela 2. Sistemas extraintestinais envolvidos com DIl

Hepatobiliares _

MuUsculo-esqueléticas i

Dermatoldgicos —  triade mais comum
Ocular _J

Genito-urindrio

Vasculares e hematoldgicos

Cardiaco

Pulmonar

Enddcrinas e metabdlicas
Adaptado de Ardizzone et al., 2008

b. Epidemiologia

Nas Ultimas décadas houve aumento nas taxas de incidéncia das Dll,
principalmente nas dreas mais industrializadas; tal aumento tem ocorrido, de forma
significativa, primeiramente na Europa com 2,2 milhdes de casos confirmados, seguido
dos Estados Unidos com 1,4 milhdes (Loftus et al., 2004). No Brasil, ainda sdo
consideradas doencas de baixa incidéncia, mas de aumento significativo nas Ultimas
décadas, principalmente na regido Sudeste do pais (Souza et al., 2008). Os dados
epidemioldgicos sugerem, assim, que o estlo de vida (proximidade as dreas
industrializadas) € um fator de risco para as DIl, com os paises mais industrializados em
destaque. Além disso, estes estudos revelaram que a RCUI € mais comum que DC nos
paises do leste europeu e América do Norte (Vatn, 2009).

A distribuicdo das DIl nGo apresenta diferencas estatisticas entre homens e
mulheres, sendo 0s povos caucasianos 0s mais susceptiveis. (Head & Jurenka, 2003). J&
a distribuicdo de idade entre os pacientes com DC e RCUI é de cardter bimodal, sendo
que a incidéncia tém inicio na infGncia, atingindo seu primeiro pico (entre 20 e 30
anos); apds esse periodo, a doenca fica em estado intermitente até atingir seu
segundo pico (entre 60 e 80 anos). O primeiro pico se apresenta mais acentuado na

DC, enquanto o segundo pico € mais acentuado na RCUI (Sonnenberg, 2010).
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c. FEliologia

No intuito de desenvolver terapias mais eficientes, o estudo com modelos
animais, andlises diretas em tecidos humanos, identificacdo dos genes susceptiveis e
um reconhecimento amplo dos fatores ambientais envolvidos na patogénese das DI
estdo sendo utilizados. Tais estudos permitram a elaboracdo de diversas hipdteses
sobre as vias de ativacdo da doenca e alvos terapéuticos, além do desenvolvimento
de novos farmacos (Mayer, 2010). Tais fatores genéticos e ambientais sdo considerados

importantes na etiologia das DII.

c.1. Fatores genéticos

Diversos esforcos tém sido feitos para determinar os fatores genéticos, gerais e
especificos, envolvidos no desenvolvimento das DIl (Cho & Abraham, 2007). Grande
parte do que é conhecido sobre mecanismos genéticos relacionados ¢s DIl € derivado
da alta frequéncia de casos de DC entre gémeos monozigdticos. Sabe-se atualmente
qgue existem evidéncias entre a manifestacdo da doenca e a presenca de casos
familiares, sugerindo que os fatores genétficos envolvidos no desenvolvimento e

manutencdo dessas DIl ainda ndo foram bem estabelecidos (Vatn, 2009).

Na investigacdo genética, alguns loci, em diversas regides cromossdmicas,
foram apontados por Cho e Abrahan (2007) como apresentando genes susceptiveis as
DIl e nove cromossomos foram apontados, sugerindo a subclassificacdo das DIl de 1 a

? (DN a 9); além disso, dos nove cromossomos, dois tém sido bem estudados: o



cromossomo 1612 associado ao gene Nod2 (dominio de oligomerizacdo de
nucleotideos 2) e o cromossomo 531 associado aos genes OCTNT e OCTN2 (Tabela 3).
Outros cromossomos associados ao desenvolvimento e manutencdo das DIl sGo o
cromossomo 6p, associado ao gene HLA, e os cromossomos 12, 14q11-12, 1p36, 1ép e

3p36 (Lesage et al., 2000; Dechairo et al., 2001; Cho & Abraham, 2007).

Tabela 3. Cromossomos associados as DIl e os possiveis genes expressos.

Cromossomo Gene associado

DIl 16912 Nod2
DlI2 12
DII3 ép HLA

Dll4 14g11-12

DII5 5031 OCTN1 e OCTN2
DII7 1036

DII8 16p

DII9 3p26

Fonte: Cho & Abraham, 2007

Outra importante familia génica a ser citada sdo os genes para receptores do
tipo Toll (TLRs). Os TLRs sdo receptores transmembrana presentes nas membranas
celulares (TLR1, 2, 4, 5 e 9) ou em organelas infracelulares (TLR3, 7 e 8), sendo expressos
no trato gastrintestinal (TGI) ou nas células epiteliais intestinais (CEls), miofibroblastos,
células enteroenddcrinas e nas células imunes da lamina prépria, como as células T e
células dendriticas (Levin & Shibolet, 2008); a funcdo dos TLRs € identificar padrdes de
reconhecimento de patdégenos (PRPs) e desencadear a resposta imune a esses PRPs
através da sinalizacdo de transcricdo de citocinas e interferons (Takeuchi & Akira,

2010).



c.2. Fatores ambientais

Outra importante influéncia no desenvolvimento das DIl estd relacionada ds
inferacdes ambientais dos individuos. Estudos epidemioldgicos, cada vez mais, tém
revelado fatores que influenciam o inicio das DIl ou modificam seu curso, sem apontar
uma causa especifica. O que se notou nos Ultimos anos foi que um desbalanco no
sistema imune pode ser causado por diversos fatores ambientais. O fumo, infeccdes
bacterianas ou virais € o uso de antibidticos tém sido apontados como possiveis
determinantes no desenvolvimento das DIl, tfanto RCUI quanto DC (Figura 1) (Moum,

2000).

Farmacos

N

Fumo & Ambientais =——> Estresse

Fatores

Dieta Microbianos

Genético Imunologico

Figura 1. Fatores etiolégicos ambientais envolvidos no desenvolvimento e manutengdo

das DII.

De acordo com Head & Jurenka (2003), pacientes com RCUI ou DC apresentam
a mucosa intestinal prejudicada, o que leva a um aumento de sua permeabilidade.

Nos Ultimos anos, muitos microorganismos vém sendo sugeridos como possiveis



causadores das Dll; destes destacam-se a Yersinia, aparecendo diversas vezes como
causadora de DC devido ao fato dos sinftomas iniciais de uma infeccdo por Yersinia se
assemelharem a sinfomas de DC. Em adicdo, tem-se Campylobacter, Clostridium,
Chlamidias, Proteus, Pseudomonas Shigella e alguns outros microorganismos suspeitos
como primeiros agentes infecciosos (Karlinger et al., 2000).

Outro importante fator ambiental a ser considerado € o estresse. Até o
momento, poucos foram os estudos realizados correlacionando efeitos psicoldgicos e
desenvolvimento das DIl ou sua manutencdo. Dentre estes, destacam-se
levantamentos de casos, enfrevistas com pacientes e relatos de casos, cogitam uma
possivel relacdo entre as DIl e o estado de estresse, mas ndo hd comprovacdo
cientifica suficiente (Camara et al., 2009). Atribui-se ao estresse a manutencdo do
processo inflamatdrio, em virtude das reacdes bioquimicas desencadeadas (Li et al.,
2004).

Por ser uma enfermidade que acomete o trato gastrintestinal, muitos autores
investigam a hipdtese de haver relagcdo entre hdbitos alimentares e desenvolvimento
ou agravamento das DIl. Estudos realizados em diferentes paises europeus apontaram
alguns alimentos como fatores de risco para o desenvolvimento e manutencdo das Dll;
dentre os alimentos citados, encontra-se acucar refinado, carboidratos totais, amido,
sacarose e fast foods. J& o consumo de gorduras mono e poli-insaturadas foi associado
somente a RCUI. Por outro lado, o consumo de café, frutas, verdura e fibras foram
apontados como fatores preventivos no desenvolvimento das DIl (Person et al., 1992;
Tragnone et al., 1995; Reif et al. 1997; Geerling et al., 2000; Sicilia et al., 2009).

Por serem associadas a uma variedade de MEls, diversos tratamentos para tais
manifestacdes envolvem utilizacdo de drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais

(DAINEs). Paradoxalmente, o uso dessas DAINEsS em pacientes com DIl resulta em
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agravamento dos sinfomas da inflamacdo intestinal. lbuprofeno, naproxeno, dcido
flufendmico e dcido mefendmico sdo algumas DAINEs que agravariam as DIl (Head &
Jurenka, 2003). De acordo com Feagins & Cryer (2010), o mecanismo envolvido estd
relacionado ao seu efeito sistémico sobre a sintese das prostaglandinas, que sdo
reguladas pelas enzimas ciclooxigenases (COX); McCartney e colaboradores (1999)
demonstraram que a sintese de prostandides de classe E e | em pacientes com DIl é
dependente da atividade de COX-2, sendo a expressdo dessa enzima ou sud
tfraducdo inibidas na presenca de DAINEs.

A toxicidade das DAINEs sobre o intestino delgado e cdlon estd relacionado aos
efeitos diretos da droga sobre a mucosa. O uso crescente das DAINEs, com o infuito de
minimizar os efeitos de lesdes extratintestinais, pode deixar a mucosa gastrintestinal
fragilizada, deixando-a susceptivel a danos. A exposicdo da mucosa intestinal as
DAINEs pode levar & perda da integridade infracelular e ao aumento da
permeabilidade, j&@ que estas danificam os fosfolipidios de membrana, além de
interferir na fosforilacdo oxidativa (Feagins & Cryer, 2010).

Outro importante fator ambiental a ser discutido € a influéncia do tabaco sobre
as DIl. A relacdo entfre o desenvolvimento da doenga ou sua recorréncia e o hdbito de
fumar € complexo. Estima-se que 50% dos pacientes com DC sejam fumantes, em sua
maioria mulheres, enquanto que o percentual de fumantes com RCUI é relativamente
menor, variando entre 11% a 23% (Birrenbach & Bdcker, 2004). Os possiveis mecanismos
envolvidos na relacdo tabaco — DIl incluem mudancas na imunidade humoral e
celular, alteracdes dos niveis de citocinas e eicosandides, motilidade intestinal,
permeabilidade intestinal, alteracdo no fluxo sanguineo, muco cdlico e geracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo a nicotfina a molécula ativa suspeita de

participar em tais mecanismos (Karban & Eliakim, 2007).
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E sabido que o tabagismo modula mecanismos de imunidade celular e humoral,
envolvendo também o sistema imune intestinal. Baixos niveis de imunoglobulina-A sdo
encontrados tanto na saliva quanto nas secrecdes intestinais de fumantes, quadro
esse, reversivel apos cessado o hdbito de fumar (Birrenbach & Bdcker, 2004).

O tabaco tem grande capacidade de gerar radicais livres de oxigénio,
resulfando em reducdo da capacidade antfioxidante. Os efeitos depressores do dcido
2,4,6 trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) sobre os niveis de glutationa celular foram
reduzidos apds exposicdo a fumaca de cigarro. Por outfro lado, o aumento da
atividade da superdoxido dismutase (SOD) em modelo de RCUI induzida por TNBS foi
atenuado. Tal evidéncia sugere que a exposicdo a fumaca de cigarro diminui a

atividade de sequestro de radicais livres no tecido cdlico (Birrenbach & Bdcker, 2004).

d. Mediadores Inflamatorios

Com média de 10" bactérias por grama de tecido, incluindo pelo menos 395
filos e antigenos ingeridos, o tecido epitelial do trato gastrintestinal € um ambiente que
sofre constante ataque por parte desses imundgenos, que provocam inflamacoes
leves nos tecidos sauddveis. Para manter a homeostase, o trato gastrintestinal se vale
de um epitélio cdlico com funcdo de barreira mecdnica, além de uma flora comensal
supressora do processo inflamatério e expressdo de peptideos anfimicrobianos

(Zenewicz et al.,2009).

O contato entre organismos potencialmente patdgenos e o epitélio intestinal,
resulta na atfivacdo de linfonodos mesentéricos, foliculos linféides nos sitios indutivos,
epitélio e lamina propria subjacente nos sitios efetores (Garret et al., 2010) e liberacdo

de citocinas, como interleucina-1 (IL-1), interleucina-é6 (IL-6) e fator de necrose tumoral



alfa (TNF-a). Essas citocinas induzem a expressdo de moléculas de adesdo nas paredes
das células endoteliais vasculares, as quais neutrdfilos, mondcitos e linfocitos se ligardo,
permitindo aumento da permeabilidade e induzindo coagulacdo. Outras citocinas que
participam deste processo sdo a interleucino-8 (IL-8) e o interferon-y (IFNy),
aumentando quimiotaxia para leucocitos e fagocitose. Todos esses efeitos resultam em
edema e acumulo de células leucocitdrias nas dreas afetadas (Benjamini, Coico &

Sunshine, 2002).

Uma das principais fontes de citocinas sdo as células T helper (Thl e Tu2),
diferenciadas a partir de células T CD4. Durante a resposta imune inicial, os antigenos
tém papel-chave na escolha da via de diferenciacdo de células THO indiferenciadas. A
quantidade e o fipo de anfigeno apresentado para essas células, durante a
estimulacdo primdria, também influencia o desenvolvimento dos subgrupos Tl e Th2.

(Benjamini, Coico & Sunshine, 2002).

Até pouco tempo as DIl eram classificadas de forma simplista em inflamacgoes
mediadas por células Th1 ou T2; acreditava-se que a RCUI fosse impulsionada por uma
resposta exacerbada de Ti2, emergindo de altos niveis de IL-4 e IL-13. Em
contrapartida, a DC era vista como sendo impulsionada por uma resposta exacerbada
de Tul e altos niveis de IFNy. Recentemente, foram descobertas as chamadas células
Th17 associadas & defesa confra agentes infecciosos, assim como na protecdo contra

inflamacodes crénicas (Zenewicz et al.,2009; Shen & Durum, 2009).

A diferenciacdo de THO em Tul se dd na presenca de IL-12, uma citocina do
sistema imune inato altamente expressa por macréfagos e células dendriticas. Estas

células secretam altos niveis de IFNy, importantes na ativagcdo de macréfagos, e IL-12,
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(Zenewicz et al.,2009). Além disso, sdo responsdveis pela secrecdo de IL-1, IL-2, IL-6, IL-

12, IL-18 e TNF-a (Neuman, 2004; Benjamini, Coico & Sunshine, 2002).

J& a presenca de IL-4 resulta na diferenciacdo de Tv2 e aumento da producdo
de IL-4. As células Th2 produzem uma variedade de citocinas com funcdes distintas,
dentre elas estdo IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 e IL-25 (Zenewicz et al.,2009; Abbas &

Lichtman, 2005; Benjamini, Coico & Sunshine, 2002).

Para o reconhecimento dos antigenos potencialmente patdgenos, as células se
valem de uma importante familia de receptores, os receptores do tipo Tol (TLRs), com
11 diferentes receptores ja identificados em mamiferos. A funcdo dos TLRs € preparar o
sistema imune inato com considerdvel especificidade para uma vasta quantidade de
patdgenos microbianos, fornecendo ao hospedeiro um sistema de resposta imediata a
esses microbios. Além disso, € atualmente aceito que a resposta imune inata € um pré-
requisito fundamental para desencadear a resposta imune adaptativa (Levin &
Shibolet, 2008; Testro & Visvanathan, 2009). Os principais TLRs sdo TLR4, TLRS, TLRé, TRL1 e
TLR2, na membrana plasmdatica e TLR3, TLR7/TLR8 e TLR?, localizados em membranas
infracelulares. Como pode ser visto na figura 2, de todos os TLR, somente TLR4 é ativado
na presenca de lipopolissacarideos (LPS) e tem por finalidade estimular expressdo de
interferons tipo 1 e producdo de TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12p40 através da expressdo do

NFkB (Takeda & Akira, 2004; Testro & Visvanathan, 2009).

Tanto o TLR1 quanto o TLRé se associam a TLR2 podendo reconhecer bactérias
Gram-positivas e lipoproteinas, culminando com a expressdo do NFkB e,
consequentemente, com producdo de TNF-q, IL-1 e ILé. Por sua vez, TLRS reconhece a

flagelina (proteina presente nos flagelos), induzindo a degradacdo de kB e, por
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consequéncia, ativando NFkB, o que resulta na expressdo de IL-8 e da oxido nitrico

sintase induzida (iNOS) (Cario E. 2008; McNeilly et al., 2010).

J& TLR3 é ativado em resposta a presenca de um RNA dupla fita (dsRNA); tal
ativacdo resulta na sinalizacdo, principalmente, de NFkB, levando & expressdo de
interferons tipo 1, a producdo de IL-6, IL-12 e TNF-a e a maturacdo de células
dendriticas (Botos et al., 2009; Alexopoulou et al., 2001; Matfsumotfo & Seya, 2008). J&
TLR7 e TLR8 sdo responsivos ao RNA de fita simples (sSRNA) presente em virus, assim
como RNAs de algumas bactérias como as do grupo B Streptococcus, o que resulta
novamente na expressdo de interferons tipo 1 e do NFkB que, por sua vez, induz a
producdo de citocinas pro-inflamatdérias (Takeuchi & Akira, 2010; Guiducci et al., 2008).
Por fim, o reconhecimento de dinucleotideos CpG ndo-metilados presentes em DNA
bacteriano e viral, se dd pelo TLR?; a sinalizacdo desta via culmina novamente na

expressdo de interferons tipo 1 (O'neill et al., 2009).
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Figura 2. Vias de sinalizacdo dos receptores do tipo Toll. Adaptado de Testro &

Visvanathan, 2009.
13



e. Estresse Oxidativo

A fase de migragdo e acumulo de células inflamatdérias resulta na
superproducdo de mediadores inflamatérios, como a enzima mieloperoxidase (MPO),
que catalisa a reacdo do perdoxido de hidrogénio (H202) com o cloro (Cl) na producdo
do dacido hipocloroso (HOCI), um potente agente de dano celular (Allgayer, 1991),
sendo este H202 produto da reducdo do dnion superoxido, reacdo catalisada pela

SOD.

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo compostos resultantes da ativacdo
ou reducdo do oxigénio molecular ou derivados dos produtos dessa reducdo. Dentre
estas espécies, encontram-se moléculas ou fragmentos moleculares que apresentam
um ou mais elétrons desemparelhados em seus orbitais, que Ihes conferem
considerdvel grau de reatividade. Estas moléculas ou fragmentos moleculares reativos
sdo denominados radicais livres. A producdo das EROs é responsavel pela regulacdo
de diversas respostas fisiologicas, como controle do ténus muscular, regulacdo do
crescimento celular, além da diferenciacdo e migracdo dessas células. Apesar das
EROs serem importantes na sinalizacdo celular, sua producdo excessiva pode causar

danos celulares (Martinon, 2010; Valko et al., 2007).

Rugtveit e colaboradores (1995) demonstraram gque mondcitos (do sangue
periférico) e macréfagos intestinais, isolados de pacientes com DIl, produzem espécies
reativas de oxigénio (EROs); verificaram também altos niveis de neutréfilos no tecido
inflamado de tais pacientes, o que sugere participacdo dessas EROs no processo

inflamatdrio.
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Os mecanismos de defesa contra possiveis danos celulares causados pela
producdo excessiva dessas EROs envolvem mecanismos antioxidantes enzimdticos e
ndo—-enzimaticos. Dentfre as defesas enzimdticas, enconfram-se as enzimas superoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT). Os mecanismos ndo-
enzimaticos sdo representados pelo dcido ascorbico (vitamina C), tocoferol (vitamina
E), glutationa (GSH), carotendides, flavondides dentre outros antfioxidantes (Valko et al.,
2007). O desbalanco entre formacdo das EROs e capacidade de eliminar esses
radicais oxidados pode produzir um estado celular conhecido com estresse oxidativo

(Martinon, 2010).

Evidéncias apontam para uma relacdo intrinseca entre as DIl, o aumento dos
niveis das EROs e a queda das concenfracdes de enzimas anfioxidantes. Entretanto,
ndo se sabe ao certo se as EROs sdo um fator etioldgico no desenvolvimento das DIl ou

se as mesmas sado produto secunddrio do processo inflamatdrio.

Durante o processo inflamatdério, moléculas de oxigénio (O2) sdo convertidas em
dnion superdxido (¢Oz) pela enzima xantina oxidase; ¢Oz tem sido largamente
associada a efiologia de uma série de doencas. Para proteger o meio de tal molécula,
os tecidos se valem da enzima SOD, que catalisa a reacdo de conversdo do O em
H20-. Este, por sua vez, pode ser convertido em H20 e O2 pela GPx ou pela catalase.
H202 pode ser convertido ainda no radical hidroxila (HOe) através da reacdo com

alguns metais de transicGdo na chamada reacdo de Fenton (Fig. 3) (Valko et al., 2007).

Como mostra a figura 3, GSH intracelular fornece uma das melhores defesas
contra o estresse oxidativo nas células animais. Durante o estresse oxidativo, glutationa
reduzida (GSH) é convertida em sua forma oxidada (GSSG). Tal reacdo € mediada

pela GPx, utilizando como substrato, principalmente, o H20:2 presente no tecido
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lesionado. Os altos niveis de GSH e os baixos niveis de GSSG ajudam a manter o meio
em estado reduzido, prevenindo o dano oxidativo as macromoléculas celulares (Blair,
2010). Em adicdo, a GPx ainda medeia a reacdo de conversdo de GSH em GSSG
utilizando como substrato perdxido lipidico (LOOH), que por sua vez € reduzido a LOH.
Essas reacdes garantem a desintoxicacdo do meio causada por H2O2e LOOH (Valko et

al., 2007).
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Figura 3. Representacdo esquemdtica da acdo de enzimas antioxidantes.

f. Terapéutica

De acordo com Mayer (2010), o processo inflamatério pode ser dividido em trés
fases denominadas: de iniciacdo, fase de aumento e fase de perpetuacdo ou
regulacdo. Levando tal informacdo em consideracdo, os farmacos desenvolvidos
atualmente, que tem como alvo interagir com a microflora intestinal ou com os
agentes mediadores da resposta imune, focalizam as duas primeiras etapas do
processo, estimulando tanto a resposta imune inata quanto a resposta imune
adaptativa. J& os defeitos na fase de regulacdo sdo reflexos intrinsecos as alteracoes
da resposta imune adaptativa e, com isso, poucos farmacos sdo desenvolvidos para
atuar neste estagio.

Na verdade, até os anos 90 os tratamentos vigentes para as DIl se focavam
somente na remissdo dos sinfomas da doenca, ndo atuando sobre a reducdo da
inflamacado e cicatrizacdo da mucosa (Pineton de Chambrum et al.,2010). Os estudos
para obtencdo de novos fdrmacos, visando tanto reducdo do processo inflamatdrio
quanto cicatrizacdo da mucosa, se intensificaram a partir dos anos 90. Desde entdo, o
uso de corticosterdides, aminossalicilatos e seus derivados, assim como antibidticos e
drogas imunomodulatérias no tratamento das DIl se intensificou. Em consequéncia,
reducdo do processo inflamatério e cicatrizacdo da mucosa foram obtidas de forma
satisfatéria. Outras terapias foram surgindo a partir desses estudos, como € o caso de
preparacdes com anticorpos monoclonais, drogas de dcidos nucléicos anti — sense e
terapias com anficorpos integrinas. Muitas dessas drogas sAo promissoras Nno
tratamento das DI, mas estdo associadas a efeitos colaterais (Head & Jurenka, 2003;

Head & Jurenka, 2004).

17



f.1. Terapéutica convencional

A primeira linha de medicamentos no fratamento de inflamacdes leves a
moderadas incluiu, os derivados do dcido 5-aminossalicilico (5-ASA), como a
sulfassalazina, mesalamina, balsalazina e olsalazina. As drogas desta classe apresentam
efeito anti-inflamatodrio, inibindo IL-1, IL-2 e NF-kB. Além disso, elas inibem a funcdo de
monocitos e linfocitos e proporcionam atividade antioxidante. Por outfro lado, o 5-ASA
apresenta aparente atividade inibitdria na oxidacdo do butirato, interferindo de forma
consistente no metabolismo dos dcidos graxos de cadeia curta (AGCC) (Head &
Juranka, 2003; Schwartz & Cohen, 2008).

Em pacientes com inflamacdo moderada & severa, a administracdo oral de
corticosterdides se mostra efetiva na inducdo de uma resposta clinica e remissédo da DIl
(Kuhbacher & Folsch, 2007). Os corticosterdides sdo potentes inibidores da ativacdo de
células T e da secrecdo de citocinas, além de mediar sua atividade anti-inflamatdria
através de sua ligacdo com receptores infracelulares. Os fdrmacos desta categoria
controlam a expressdo de genes alvos, como por exemplo, a inibicdo do gene
ativador de proteinas-1 (AP-1) e do gene inibidor kBa (IkBa) (Pierik et al., 2006), além de
inibir a cascata do dacido aracddnico, INF-y, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-8 (Head &
Jurenka, 2003). Por outro lado, os agentes imunomoduladores tornaram-se importantes
medicamentos no tratamento de pacientes com RCUI ou DC cérfico-dependentes ou
cortico-resistentes (Schwartz & Cohen, 2008). Essas drogas exercem seus efeitos inibindo
a proliferacdo de linfocitos e a sintese de ribonucleotideos. Seus efeitos anti-
inflamatdrios se devem a supressdo da atividade das células Natural Killers (NK) e da

supressdo da funcdo de células T (Head & Jurenka, 2003).
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f.2. Terapéutica emergente

Nos Ultimos anos, diversas abordagens ferapéuticas tém emergido como
resulfado do acumulo de dados e evolucdo da compreensdo da patogénese das DII.
Essas novas terapias visam mecanismos especificos da doenca, com o potencial de
proporcionar tratamentos mais eficientes e mais seguros (Nakamura et al., 2008).
Dentre essas novas terapias, a mais promissora envolve anficorpos anti-TNF-a, como
infliximab, adalimumab e certolizumab (Head & Juranka, 2004). Seus mecanismos de
acdo incluem a neutralizacdo da atividade do TNF, além de induzir a apoptose de
células T ativadas e macrofagos. Nos Ultimos 12 anos, quatro antagonistas de TNF foram
desenvolvidos e aprovados para o uso humano, cada um apresentando
caracteristicas distintas. SGo eles etanercept, adalimumab, certolizumab pegol,
golimumab. (Chan & Carter, 2010; Martinez-Montiel & Munoz-YagUe, 2006).

Outra abordagem utilizada envolve a inibicdo da polarizacdo das células Tyl
através de anticorpos monoclonais para IL-12, IFN-y, IL-18 e para o receptor da IL-2.
(Sandborn & Targan, 2002). Ustekinumab, um antficorpo humano anti IL-12 e anfi IL-23,
inibe a interacdo destas interleucinas com seus receptores e, consequentemente, a
sinalizacdo da cascata pré-inflamatoria mediada por estas interleucinas (Elliott et al.,
2009). Fontolizumab apresenta acdo anti-IFN-y, inibindo a ativacdo de macréfagos e a
diferenciacdo das células THO em Tx1.

f.3. Antioxidantes
Reimund e colaboradores (1998) avaliaram a influéncia de trés antioxidantes

(butirato de hidroxila, tetrahidropapaverolina e dcido nordihidroguaiarético) sobre a
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producdo de TNF-q, IL-1, IL-6 e IL-8 em células sanguineas mononucleares periféricas e
em bidpsias da mucosa codlica inflamada de pacientes com DC e RCUIL. O estudo
revelou aumento da producdo de IL-1 e IL-6 pelas células sanguineas mononucleares
periféricas. J& a biopsia do cdlon destes pacientes revelou a ndo deplecdo de IL-6 e IL-
8 pelas trés drogas, mas estas inibiram IL-1 e TNF-a, estes efeitos inibitdrios sobre a
expressdo de citocinas pré-inflamatdrias se  mostraram mais pronunciados em
pacientes com RCUlI do que em pacientes com DC. A atividade farmacolégica
proposta indica envolvimento de oxigénio molecular e seus derivados sobre a via de
sinalizacdo e expressdo dessas citocinas.

No intuito de reduzir os efeitos causados por tais agentes, o sistema se vale de
agentes antioxidantes, como superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase.
Outros agentes antioxidantes podem ser obtidos através da alimentacdo, como € o
caso das vitaminas A, C e E, flavondides e carotendides
(Segui et al., 2004). Em virtude disso, emerge o interesse em se avaliar os efeitos de
substéncias naturais, como é o caso de polifendis no tratamento das doencas
inflamatadrias infestinais.

1.1. Metabolitos secunddrios de plantas

Plantas, bem como outros organismos unicelulares e multicelulares, contem
moléculas orgdnicas ubiquas (aminodcidos, carboidratos e dacidos graxos),
denominadas metabdlitos primdarios, essenciais para a estrutura bdsica e metabolismo
da célula. Esses compostos também servem como substrato para a sinfese de
substéncias quimicas denominadas metabdlitos secunddrios, os quais se acumulam em
menores concentracdes e apresentam distribuicdes diferentes para cada espécie.
Apss a ingestdo, alguns metabdlitos secunddrios de plantas comestiveis interagem

beneficamente, agindo como coativadores enzimdticos. A ingestdo insuficiente desses
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metabolitos pode estar associada a patogénese de algumas doencas (Balandrin et al.,
1985; Eastwood, 2001).

Polifendis constituem um dos grupos mais numerosos dentre os metabdlitos
secunddrios, caracterizados por um anel benzeno acoplado a um ou mais grupos
hidroxilas, que podem ser classificados em quafro grupos distinfos: flavondides,
estilbenos, lignanas e acidos fendlicos. Esses polifendis apresentam uma ampla gama
de atividades biolégicas, tendo em destaque sua atividade antioxidante, atuando
como sequestradores de radicais livres em ensaios in vitro e in vivo. Nos Ultimos anos
esses polifendis tem recebido especial atencdo devido d sua aparente interacdo com
proteinas especificas de cascatas de sinalizacdo infracelulares, vitais para a funcdo
celular (Santangelo et al., 2007; Biesalski, 2007).

Outra importante atividade bioldgica exercida pelos polifendis se dd devido as
propriedades anti-inflamatdrias, cada vez mais abordadas. Diferentes alvos estdo
envolvidos na atividade anti-inflamatdéria dos polifendis, podendo ser divididos
naqgueles relacionados as vias dependentes do dcido aracddnico, como inibicdo das
cicloxigenases (COX), inibicdo das lipoxigenases ou inibicdo da fosfolipase A2. Quanto
as vias independentes do dcido aracddnico, os polifendis tém como alvo a oxido
nitrico sintase (NOS) e o fator nuclear kappa B (NFkB). Em adicdo, polifendis exercem
efeito sobre a producdo de citocinas pelas células Th1 e Tu2 (Biesalski, 2007).

Desde a descoberta do NFkB, suspeita-se que ele apresente importante papel
nos processos inflamatoérios crénicos e agudos. De fato, o NFkB atua de forma essencial
em respostas celulares frente a diferentes estimulos. Aparentemente, polifendis
exercem sua atividade modulando a atfividade do NFkB, além de agir em diversos
passos do processo de ativacdo (Santangelo et al., 2007); esta modulacdo pode

ocorrer em dois momentos distintos, ou seja, proximo ao inicio da via de ativacdo
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(regulando os niveis de oxidantes ou a ativacdo do IKK) ou de forma tardia, impedindo
a ligacdo do NFkB ao DNA (Rahman et al., 2006; Stevenson & Hurst, 2007; Santangelo et
al., 2007). Desta forma, os polifendis atenuariom a ativacdo do NFkB em diversos
processos inflamatoérios (Scalbet et al., 2005).

Modelos de colite aguda ou crénica induzida pela administracdo de TNBS,
dcido acético ou azoximetano utilizaram polifendis para estudar a atividade bioldgica
dessas substancias sobre a inflamacdo. Resveratrol, curcumina, quercetrina, theaflavin-
3,3'-digalato, epigalocatequina galato (EGCG), quercetina, B-caroteno e Omega-6
atenuaram os danos epiteliais e o grau de lesdo do cdélon, diminuiram a atividade da
MPQO e do IKK citosdlico. Além disso, esses polifendis foram efetivos em reduzir os niveis
de IL-6, IL-12p40, TNF-a, IFNy, PGEz, leucotrienos B4, MAPKp38 e os niveis nucleares do
NFxB (subunidades p50/pé5) reduziram também expressdo de INOS e COX-2 e
ativacdo da NFkB, sendo efetivos ainda em reduzir proliferacdo de linfocitos e

infilfracdo de neutrdfilos (Schrenk, 2009).

a. Sambucus nigra

Sambucus nigra L. (Sabugueiro, Adoxaceae) € uma espécie arbustiva de clima
moderado encontrada na Europa, Asia, norte da Africa e EUA. Nos Ultimos anos o fruto
desta planta conhecida popularmente como sabugueiro, recebeu especial atencdo
devido a grande quantidade de compostos Qquimicos, especialmente altas
concentracdoes de metabdlitos secunddrios. Além de ser importante fonte nutricional,
concentracdes de antocianinas e outros compostos fendlicos, conferem & planta
caracteristicas antfioxidantes, anti-inflamatorias, imunomoduladoras e laxativas

(Schmitzer et al., 2010; Scopel et al., 2010; Vlachojannis et al., 2010).
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Os frutos dessa planta sdo muito usados como corantes ou componentes na industria
farmacéutica, sGdo consumidos na forma de xaropes e sucos, bem como em conservas
e bebidas alcodlicas, como o vinho de sabugueiro (Schmitzer et al., 2010). O suco
contém vdarios acucares e dcidos orgdnicos, aléem de ser uma fonte rica em
metabdlitos secunddrios. Dentre esses metabdlitos bioativos encontram-se,
particularmente, anfocianinas, quercetina, dcidos hidroxicinGmicos, além de
kaempferol, quercetinas glicosiladas, como rutina e isoquerceting, triterpenos, oleos

volateis e dcidos fendlicos (Schmitzer et al., 2010; Scopel et al., 2010).

b. Antocianinas

As antocianinas sdo polifendis responsdveis pelas cores azul, purpura, vermelha e
amarela de diversas frutas e flores (Hwang et al., 2011). Sua funcdo primdaria nas plantas
€ agir como atrativo para insetos e passaros, com o objetivo de polinizar e dispersar as
semente, sendo assim de grande interacdo entre plantas e animais. Outra funcdo
dessas antocianinas nas plantas € evitar o crescimento de larvas de alguns insetos
(Zuanazzi & Montanha, 2007).

Sua utilizacdo na dieta humana se dé& através do consumo de frutas, verduras,
grdos, cereais e vinhos tintos. Seus efeitos j& foram festados em estudos envolvendo
atividade antfioxidante, anti-inflamatéria, anti-tumoral, além de atuar na regulacdo de
algumas moléculas de adesdo e na protecdo contra danos feciduais causados por
isquemia e reperfusdo (Nizamutdinova et al, 2009; Hwang et al., 2011).

Entretanto, os efeitos das antocianinas ndo foram ainda testados em modelos
de doencas inflamatdrias intestinais. Portanto, neste trabalho avaliaremos os efeitos do
tratamento com as antocianinas cianidina (aglicona), cianidina 3-glicosideo, cianidina

3,5-diclicosideo, cianidina 3-sambubiosideo e cianidina 3-sambubiosideo-5-glicosideo,
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presentes nos frutos de sabugueiro, sobre modelo de colite ulcerativa induzida por

dcido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS).
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2.

Objetivos

Objetivo Geral: Investigar o efeito das antocianinas em modelo de inducdo aguda de

colite ulcerativa por TNBS na perspectiva de entendimento da fisiopatologia e

elucidacdo de novas alternativas terapéuticas.

Como objetivos especificos deste trabalho foram avaliados:

1. Afividade antioxidante in vifro e in vivo de fracdo etandlica de antocianinas
monomeéricas de Sambucus nigra.

2. Acdo de diferentes doses desta fracdo na protecdo contra inflamacdo intestinal
em modelo de retocolite ulcerativa induzida por TNBS.

3. Efeitos sobre os niveis de GSH, atividade das enzimas antioxidantes (GPx, GR,

Catalase e SOD) e sobre o mediador inflamatdrio mieloperoxidase (MPO) in vivo.

4. Acdo da fracdo sobre a producdo de citocinas pré e anti-inflamataorias.
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3. MATERIAIS E METODO
3.1. Animais

Machos Unib: WH (200 - 240g) foram providenciados pelo centro Multidisciplinar
para Investigacdo Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB)
da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). Foram alojados em caixas com 4
animais cada em sala especial com controle de temperatura (23 £ 2°C), ciclo de claro-
escuro de 12h, com acesso livre a dgua e ragcdo nuvital (Nuvilab). Os ensaios estavam

autorizados pelo Comité de Etica da Unicamp n° CEUA1640-1.

3.2. Modelo Experimental

a. Preparagdo da fragdo de antocianinas monoméricas

A extracdo das antocianinas dos frutos de Sambucus nigra foi realizada pelas
pesquisadoras Fernanda Albertina Ladeiro Duarte e da professora Dra. Cristina Moiteiro
do Instituto Nacional de Engenharia, Tecnologia e Inovacdo (Lisboa, Portugal). As frutas
frescas de S. nigra sofreram processo de extracdo seguindo metodologia descrita por
Duarte et al. (1898). Para tal, utilizou-se como solvente a mistura 95% etanol e dcido
citrico 1% (85:15, v/v), sendo que o produto obtido apresentou pH * 3,1, que é da
mesma ordem de grandeza que os produtos alimentares susceptiveis de serem
corados. A extracdo foi feita em duas etapas, sendo que a 50 g de frutas frescas foram
adicionados 175 mL de solvente; em seguida as mesmas foram frituradas e agitadas
por 120 minutos. Apds agitacdo, a amostra foi macerada a 4°C por 17 horas, de modo
a recuperar 175 mL de extrato. Ao residuo foram adicionados 200 mL do mesmo
solvente, repetindo o procedimento anterior e recuperando 200 mL de extrato, tendo

como resultado 375 mL de extrato de S. nigra. A secagem seguiu metodologia de
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atomizacdo, em que se pulveriza o produto, secando-o em corrente de gds quente
com a finalidade de se obter um pd. Para tanto o aparelho utilizado foi um “mini spray
dryer” (BUCHI 190, Buchi Switzerland). Para a identificacdo das antocianinas presentes
na fruta de S. nigra o extrato foi filtrado em tela de nylon, seguido de filtfracdo por
papel Whatman n°1 e celite. A separacdo do exirato corado foi realizada por
cromatografia em coluna mista de silica e policlar (10 cm de altura/2,5 cm de
diémetro), obtendo entdo quatro fracdes: dacidos fendlicos, antocianinas
monomeéricas, polimeros vermelhos e castanho-amarelados. Afravés dos métodos de
cromatografia bidimensional em placa e monodimensional em papel, verificou-se que
a fracdo de anfocianinas monoméricas € composta por um aglicona e quatro
antocianinas, identificados como sendo cianidina, 3-glicosideo de cianidina, 3-
glicosideo-5-glicosideo de cianidina, 3-sambubdosideo de cianidina e 3-glicosideo-5-

xilosideo de cianidina, sendo o segundo e o quinto os mais abundantes na fruta.

b. Colite Aguda

Retocolite ulcerativa foi induzida pelo modelo descrito por Morris et al (1989).
Animais foram mantidos em jejum overnight e entdo anestesiados com halotano
(CRISTALIA, Itapira, Brasil). Sob o efeito do anestésico, os animais do grupo TNBS e dos
grupos fratados receberam uma dose de 10 mg de TNBS [5% (w/V]] = (SIGMA Chemical
Co St.Louis, USA) dissolvido em 0,25ml de etanol 50% (v/v) por meio de canula de teflon
inserida 8 cm atfravés do anus. Os animais dos grupos fratados receberam,
adicionalmente, 10 ml/kg nas doses de 0.625, 1.25, 2.5, 5 e 10 mg/kg/dia de fracdo de
anfocianinas monomeéricas de Sambucus nigra por gavagem, nos tempos de 48h, 24h

e 1h antes da inducdo. Os ratos dos grupos controles receberam somente o veiculo por
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gavagem (solucdo salina). No dia seguinte os animais foram eutanasiados e os colons

foram retirados, limpos e armazenados para ensaios bioquimicos posteriores.

c. Avadliagdo dalesao

O segmento cdlico foi obtido por laparotomia, sendo observada a presenca de
adesdo enfre o célon e os érgdos adjacentes, e foi lavado, colocado em placa sobre
gelo, limpo de gorduras e do mesentério, e aberto por corte longitudinal. O segmento
foi medido, pesado e o famanho da lesdo determinado por medicdo com régua.
ApOs isso o colon foi dividido longitudinalmente em diferentes fragmentos para andlises

posteriores.

d. Dosagem da concentragcdo de Proteinas Totais de tecido célico
A quantificacdo de proteinas totais foi feita utilizando o método de Bradford
(1976). A absorbdncia foi lida a 600 nm em leitor de ELISA VersaMax microplate reader

(Molecular Devices, USA), utilizando o programa SoftMax® Pro.

3.3. Atividade antioxidante

a. Avdliagdo da atividade antioxidante e redutora in vifro

a.1. Capacidade de redugao do radical DPPH

O ensaio para avaliar a capacidade da fracdo de antocianinas monomeéricas
de Sambucus nigra em reduzir o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), realizado no
laboratério do professor Marcos José Salvador, seguiu protocolo descrito por Blois
(1958). Para tanto, 5 mg de fracdo de antocianinas monoméricas de S. nigra foram

dissolvidos em 1 mL de etanol obtendo, dessa forma, uma solucdo estoque. Diversas
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diluicdes foram realizadas em etanol com o infuito de se obter as concentracdes finais
de 100 a 3,125 ppm. Para cada 10 uL de amostra foram adicionados 100 puL de etanol,
100 pL de tampdo fosfato (100 mM) e 50 uL de solucdo de DPPH (250 uM). Decorridos 30
min, a absorbdncia foi mensurada em leitor de ELISA Apollo LB 912 (Berthold
Technologies GmBH & Co, Bad Wildbad, Germany) a A=517nm e a porcentagem de
reducdo do radical foi calculada (Huang et al., 2005; Prior et al.,2005; Cuendet et al.,
1997) pela equacdo:

%reducdo = 100 — [(Abs. Amostra — Abs. controle negativo)/Abs. controle DPPH — Abs.
controle negativo) x 100]. Como controle negativo foi utilizado o diluente das amostras
e como conitrole positivo, o flavondide quercetina e/ou Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid). Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

a.2. Capacidade de absor¢cao de radicais de oxigénio (ORACH)

A capacidade antioxidante da fracdo de antocianinas monoméricas de
Sambucus nigra foi mensurada utilizando-se o ensaio ORACr com sonda fluoresceina e
AAPH (2,2'-Azobis (2-amidiopropane) dihydrochloride) como fonte de radical livre. Os
ensaios foram realizados no laboratério do professor Marcos José Salvador em placas
de microfitulacdo de 96 pocos, de acordo com metodologia descrita por Prior e
colaboradores (2003) e Ou e colaboradores (2001) com modificacdes em Salvador et
al.,2006. Para tanto preparou-se uma solucdo estoque de fracdo de antocianinas
monomeéricas de S. nigra (50 mg/mL) em tampdo fosfato/DMSO (99:1). A partir da
diluicdo em tampdo fosfato foram obtidas as concentracdes de 500, 100, 50, 10 e 5
ppm Como padrdo foi utilizada a substGncia de referéncia Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchroman-2-carboxylic acid), um andlogo da vitamina E, nas concentracoes
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de 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125 ppm. A leitura foi realizada em ftriplicata, utilizando-se filtro
fluorescente (excitacdo A=485nm e emissdo A=528nm) em leitor de ELISA Apollo LB 912
(Berthold Technologies GmBH & Co, Bad Wildbad, Germany) monitorando a cinética
de reacdo a cada 2 min, por um periodo de 70min (Temperatura = 37°C). Os resultados
foram expressos em umol de frolox equivalente (TE) por grama de fracdo de

antocianinas monomeéricas (uM de TE/g) + desvio padrdo (dp).

b. Amostras

Os fragmentos de cdlon foram trituradas em nitrogénio liquido; em seguida as
amostras foram diluidas em tampdo fosfato de sédio (0,1 M, pH=7,4) na proporcdo 1:10
(g/v) e centrifugadas (7000g, a 4°C, por 15 minutos). O sobrenadante foi entdo utilizado

para a quantificacdo da atividade antioxidante e anti-inflamataria.

c. Avdliagcdo da atividade antioxidante in vivo

c.1. Quantificagdo da glutationa (GSH)

A quantificacdo dos grupamentos sulfidrila (-SH) seguiu o modelo descrito por
Faure & Lafond (1995), com algumas modificacdes. A leitura da absorbdncia foi
realizada em leitor de ELISA, em microplaca de 96 pocos, a 412 nm (Al). As amostras
foram diluidas em tampdo fosfato (0,1 M, pH 7,4) na proporcdo de 1:10. Apds isso, a
100 yL do homogenato foram adicionados 100 uL de tampdo Tris (1,0mM)/EDTA
(0.2mM), pH 8,2. Apds a primeira leitura, o meio foi acrescido de 20 uL de dcido 5,5
ditiobis (2-nitrobenzdico) 10 mM (DTNB), solubilizado em metanol. Apds 15 minutos foi

feita a segunda leitura. Para zerar o aparelho, utilizou-se o meio de reacdo (Tris-EDTA) e
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como branco, DTNB diluido em tampdo fosfato (B). A concentracdo dos grupamentos
sulfidrila € dada por [(A2-B)-(A1-B)] x 157mM.

c.2. Superoéxido dismutase (SOD)

Para determinar a atividade da enzima SOD, empregou-se o método descrito
por Winterbourn e colaboradores (1975), em que as amostras foram diluidas em
tampado fosfato (0,1M, pH 7.4) na proporcdo de 1 :20. A 100 uL do homogenato obtido
foram adicionados 150 pL de solucdo de hipoxantina (0,1 mM), xantina oxidase (0,07 U)
e nitrobluetetrazolium (NBT - 0,6 mM), solubilizados em tampdo fosfato na proporcdo 1 :
1 : 1. A absorbéncia foi lida em leitor de ELISA, microplaca de 96 pocos, com
comprimento de onda (A) de 560 nm. Os resultados foram expressos em Unidade de
SOD/mg de proteina (U/mg de proteina).

c.3. Glutationa peroxidase (GPx)

A determinacdo da atividade da GPx seguiu método descrito por Yoshikawa e
colaboradores (1993). As amostras foram diluidas em tampdo fosfato (0,1M, pH 7,4) na
proporcdo de 1:10. Apds isso, a 100 yL do homogenato foram adicionados 150 pL de
solucdo de glutationa reduzida (10 mM), NADPH (4 mM) e glutationa redutase (1 U)
solubilizados em tampdo fosfato (0,1 M; pH=7,4), além de 20uL de H202 (25 mM). A
leitura da absorbdncia foi realizada em leitor de ELISA, em microplaca de 96 pocos,

com filtro de 365 nm, em intervalos de 1 min, por 10 min.

c.4. Glutationa redutase (GR)

Para determinar a afividade da GR seguiu-se o metodo de Carlberg e
Mannervik (1985). As amostras foram diluidas em tampdo fosfato (0,1 M; pH 7,4) na
proporcdo de 1 :10. Areacdo enzimdatica foi preparada com 100 yL de homogenato e

150uL de solucdo de EDTA (0,2 mM), glutationa oxidada (ImM) e NADPH (0,1mM),
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solubilizados em tampdo fosfato. A absorbancia foi lida em leitor de ELISA a 365 nm, em
intervalos de 1 min, durante 10 min. O coeficiente de extincdo utilizado para o NADPH
foi de 6,22 M cm-'.

c.5. Mieloperoxidase (MPO)

A afividade da MPO foi determinada de acordo com método descrito por
Krawisz e colaboradores (1984). Neste procedimento as amostras foram diluidas em
tampdo fosfato (0,05M, pH 6.,8), na proporcdo de 1 : 10. Desse homogenato, 6,7 pL
foram misturados a 193,3 uL de solucdo de dihidrocloreto de O-dianisidina e perdxido
de hidrogénio 0,0005%, solubilizados em tampdo fosfato. A absorbdncia foi medida em
leitor de ELISA a 460 nm em intervalos de 1 min durante 10 min. Os resultados foram

expressos em U/mg de proteina.
c.6. indice de peroxidacgdo lipidica (LPO)

A peroxidacdo lipidica foi determinada em termos de espécies reativas do
dcido tiobarbitirico (TBARS), seguindo metodologia descrita por Ohkawa e
colaboradores (1979). Para este procedimento, as amostras foram homogeneizadas
em solugdo de KCI , na proporcdo de 1:10 (p/v). Em seguida, aliquotas de 0,5 mL do
homogenato foram acrescidas de 0,2 mL de dodecil sulfato sédico (SDS) (8,1%), 1.5 mL
de dcido acético (20%, pH 3,5), 1,5 mL de dcido tiobarbiturico (0,8%) e 0,3 mL de adgua
destiloda. Todas as amostras foram deixadas em banho-maria, com termostato
ajustado a 95°C, durante 1 hora. Apos este periodo, as amostras foram resfriadas e
receberam a adicdo de TmL de dgua destilada e 5 mL de solucdo de n-butanol e
piridina (15:1, v/v), sendo agitadas em vortex por 1 min e centrifugadas a 2600 g, por 10
minutos. Como padrdo foi utilizado tetraetoxipropano (TEPP) (0,5 nmol), solubilizado em

etanol. A absorbdncia da camada orgdnica foi lida em leitor de ELISA Apollo LB 912
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(Berthold Technologies GmBH & Co, Bad Wildbad, Germany),em microplaca de 96
pocos, a 532 nm. Os resultados foram expressos em nanomoles de TBARS por mg de

proteinas (nmol TBARS/mg de proteinas).

c.7. Catalase

A atfividade da enzima catalase foi determinada segundo método descrito por
Aebi (1984). As amostras foram diluidas na proporcdo de 1:200 em tampdo fosfato (50
MM, pH 7,0)e triton x-100 (9:1). Apds isso foram centrifugadas (7000g, a 4°C, por 15
minutos) e a 200 uL do homogenato foram adicionados 100 uL de H202 30 mM (30%). A
absorbdncia foi medida em leitor de ELISA, microplaca de 96 pocos, com

comprimento de onda (A) de 240 nm em intervalos de 30s em um total de 25 leituras

pOr POCO.

d. Quantificagdo de citocinas

Para andlise das interleucinas, os intestinos foram triturados em nitrogénio liquido
e as amostras resultantes foram diluidas em tampdo fosfato (137 mM NaCl, 2,7 mM KClI,
8.1 MM Naz2HPO4 e 1,5 mM KH2POy4; pH 7,2-7,4). Apds homogeneizacdo, as amostras
foram cenftrifugadas a 7000g por 10 min e o sobrenadante congelado a -80°C até a
realizacdo dos ensaios bioquimicos.

As concentracoes das citocinas IL-10 e IL-12 foram determinadas por técnicas de
imunoensaio enzimatico com kit R&D (Duoset ELISA development kit, R&D systems Inc.,
Minneapolis, MN, USA). O teste foi realizado em microplaca de 96 pocos em duplicata,
sendo que as duas primeiras colunas da microplaca foram utilizadas para o
desenvolvimento da curva-padrdo. A leitura da absorbdncia foi realizada em leitor de

ELISA a 450 nm, com correcdo para 540 nm.
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3.4. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média (epm) ou
desvio padrdo (dp) e submetidos a andlise de variGncia (ANOVA) de uma via, seguido
de teste a posteriore de Tukey e/ou Dunnett dependendo do experimento. O nivel
minimo de significGncia aceito foi de p < 0,05 em todas as andlises. O programa

utilizado foi o GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, USA).
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4. Resultados

4.1. Composicdo dos componentes fendlicos de Sambucus nigra e separagdo das

antocianinas monomeéricas.

a. Separagao dos compostos fenodlicos

Pelo método de cromatografia em camada de silica e policlar, foi possivel
separar do extrato corado de S. nigra, acidos fendlicos, antocianinas monoméricas,
polimeros vermelhos e castanho-amarelados. A eluicdo dos dcidos fendlicos foi obtida
através de mistura de acetato de efila e metanol (95 : 5, v/v) e a das antocianinas
monomeéricas foi realizada em mistura de metanol e HCI (12N) (9299 : 1, v/v) (fig. 4),
enquanto aquela dos pigmentos vermelhos foi obtida afravés de mistura de dcido
formico e dgua (1:1, v/v), apds lavagem da coluna com dgua para refirada dos
acucares, Finalmente, a eluicdo dos polimeros castanhos e amarelos foi feita com
dcido férmico puro.

Posteriormente, a investigacdo cromatogrdfica dos pigmentos isolados revelou
que as anfocianinas presentes na fracdo monomérica sdo a cianidina (aglicona),
cianidina 3-glicosideo, cianidina 3,5-diclicosideo, cianidina 3-sambubiosideo e
cianidina 3-sambubiosideo-5-glicosideo, sendo a segunda e a quarta anftocianinas

encontradas em maior concentfracdo (tabela 4).
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Figura 4. Fracdo de antocianinas monoméricas; eluicdo feita com metanol: HCI (999:1
V/V); Amax = 529 nm (As29 nm).

Tabela 4. Caracteristicas espectrais dos pigmentos antocianicos isolados. (a) Harborne
(1962); (b) Yoshitama (1981); (c) Du et al. (1975); (d) Du et al. (1975);

Pigmento Amax (nm) Amax (UV) (nm) AsaofAamix (%) Aamax (UV)/Aamax{76)
A 536 272 21
B 528 282 22 64
< 525 280 13 44
D 526 281 24 70
E 527 278.8 14 44
Bibliografic:
Cianidina 535 (a) 273 (a} 19 (a)
525 [a) 22 [a)
3-glicosideo de cianidina 530 (b) 282 (b} 21 (b} 30(b)
528 (¢} 24(c) 56(c)
528 [d) 67 ()
522 (o)
3-glicosideo-5-glicosideo de cianidina 526 [b) 279 (b} 22(a) 34(b)
3-sambubidosideo de cianidina 523 (a)
3-glicosideo-§-xilosideo de cianidina 528 () 13.7(c)

b. Avdliagcdo da atividade antioxidante in vifro
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b.1. Reduc¢do do radical DPPH
A atividade antioxidante do extrato de antocianinas monomeéricas foi avaliada
inicialmente in vitro, testando sua capacidade de reduzir o radical DPPH. Os dados

estdo demonstrado na figura 5.
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Figura 5. Potencial redutor da fracdo de antocianinas monoméricas de Sambucus
nigra sobre o radical DPPH. Dados expressos em média = dp.

O ensaio de reducdo do radical DPPH € utilizado para avaliar rapidamente a
capacidade de polifendis na transferéncia de elétrons, um provdvel mecanismo de
protecdo antioxidante. O teste revelou que as antocianinas presentes nas frutas de S.
nigra foram eficazes em reduzir o radical, apresentando ECso medio de 5,24+ 1,28. Tal
resultado indica atividade antioxidante promissora das antocianinas presentes nos

frutos de sabugueiro.
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b.2. Capacidade de absorgao de radicais de oxigénio (ORACH)
Outro teste para verificar atividade antioxidante do extrato de antocianinas
presentes nos frutos do sabugueiro avaliou sua capacidade de reduzir o radical AAPH.

Tal capacidade redutora estd evidenciada na figura 6.
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Figura 6. Potencial redutor da fracdo de antocianinas monomeéricas de S. nigra sobre o
radical AAPH.

Este ensaio foi utilizado para avaliar a atividade antfioxidante das antocianinas
dos frutos de sabugueiro através da fransferéncia de moléculas de hidrogénio. O
ensaio revelou que a concentracdo 100 ppm apresentou a melhor taxa de reducdo
na oxidacdo do radical AAPH, com 1991 umol TE/g. O resultado sugere uma atividade
antioxidante promissora para as antocianinas avaliadas.
4.2. Inducgao de colite experimental por TNBS

O modelo utilizado para mimetizar os danos presentes na retocolite ulcerativa foi
aqguele descrito por Morris e colaboradores (1989), que consiste na inducdo do dano

colico mediante administracdo de dose uUnica de 30 mg de TNBS solubilizado em
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etanol 50%. No presente estudo, utilizou-se uma dose Unica de 10 mg de TNBS, a fim de
reduzir a severidade do processo inflamatdrio induzido, com o propdsito de facilitar a
avaliacdo dos mecanismos antioxidantes e anti-inflamatdrios, mediante tratamento
com fracdo de antocianinas monoméricas de Sambucus nigra.

O processo inflamatdrio intestinal agudo foi inicialmente avaliado, baseando-se
em pardmetros gerais como extensdo da lesdo, relacdo entre peso/comprimento do
colon e aplicacdo de indice de dano macroscopico, segundo critérios inicialmente
descritos por Bell e colaboradores (1995). Os dados dessa andlise encontram-se

presentes na tabela 5.

Tabela 5. Efeito da administracdo da doses crescentes das antocianinas monoméricas
dos frutos de Sambucus nigra sobre lesdo intestinal induzida por TNBS. Dados expressos
em media % erro padrdo da média (epm) para a relagcdo peso/comprimento e

mediana para o score, @ p<0,001 versus Grupo Salina e b p<0,05 versus grupo
TNBS.
Cdlon peso/comprimento
Grupos n Danos (Score)
(g.cm-1)
Salina 8 0,100 + 0,008 0
TNBS 8 0,172+ 0,004 ¢ 7,500 (6,5-10,0) @
0,625 mg.Kg'S. nigra + TNBS 8 0,165+ 0,003¢ 7,500 (6,5-9,5)¢
1,25 mg.Kg' S. nigra + TNBS 8 0,176 £ 0,007 @ 8,250 (5,0-9,5)¢
2,5mg.Kg? S.nigra+TNBS 8 0,169 £ 0,007 @ 7,400 (6,5-8,5)¢@
5 mg.Kg'! S. nigra + TNBS 8 0,142+0,01195b 6,500 (5,0-8,5)cb
10 mg.Kg' S.nigra+TNBS 8 0,163 £ 0,004 8,000 (7,5-10,0) @

A avaliacdo macroscopica dos tecidos revelou que o grupo que recebeu a
dose de 5 mgKg' de fracdo de antocianinas monoméricas de Sambucus nigra,

apresentou reducdo significativa na extensdo da lesdo (Fig. 7), assim como reducdo na
39



relacdo peso/comprimento do cdlon (g.cm ) comparados ao grupo TNBS. Como esta
dose mais efetiva, optou-se pela realizacdo dos ensaios bioquimicos com esta dose,

comparando-a aos grupos salina e TNBS.

Figura 7. Regido cdlica apds inflamacdo induzida por TNBS. Os animais receberam
solucdo salina ou tratamento com fracdo de antocianinas monoméricas de S nigra, em
diferentes doses, nos tempos 48h, 24h e 1h antes da indugdo.
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4.3. Avaliacao da atividade antioxidante in vivo
a. Quantificagdo de Glutationa (GSH)

A figura 8 mostra os resultados obtidos na quantificacdo de GSH, expressos em
nmol/mg de proteina. Este tripeptideo enddégeno € um importante agente de defesa

celular contra o estresse oxidativo, sendo vital para a manutencdo da integridade do

epitélio.
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Figura 8. Efeito do tratamento com a dose de 5 mg.Kg!' das antocianinas presentes no fruto de
sabugueiro sobre a concentracdo de GSH no intestino de ratos submetidos & modelo de colite
induzido por TNBS. Dados expressos em média £ e.p.m. ANOVA, seguido de teste de Tukey.

O teste revelou que a dose de 5 mg.Kg' (grupo fratado) elevou de forma
estatisticamente significativa os niveis de GSH, que se apresentaram reduzidos nos
animais do grupo TNBS, em consequéncia do estresse oxidativo provocado pelo
processo inflamatdrio. O GSH é produzido pelas células da mucosa que participam de
diversos aspectos do metabolismo oxidativo como a participacdo na remocdo de
hidroperdxidos e a manutencdo dos grupamentos sulfidrilas de proteinas. Em vista disso
a manutencdo dos niveis do fripeptideo no grupo tratado com a dose de 5 mg.Kg-1 de
antocianinas quando comparado com o grupo TNBS indica um importante aspecto

das antocianinas, estimulando a citoprotecdo.
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Atividade da superéxido dismutase (SOD)

J& a enzima SOD participa da reacdo de dismutagcdo do Oz em H202. Em
tecidos inflamados essa enzima apresenta reducdo da atividade dessa enzima,
mantendo, dessa forma, altos niveis de Oz no tecido cdlico. Os resultados obtidos

neste teste estdo evidenciados na figura 9.
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Figura 9. Efeito do fratamento com a dose de 5 mg.Kg' das antocianinas presentes no
fruto de sabugueiro sobre a afividade da enzima superdxido dismutase (SOD) no
intestino de ratos submetidos & modelo de colite induzido por TNBS. Dados expressos
em média £ epm. ANOVA, seguido de teste de Tukey.

O modelo de colite aguda, utilizado neste estudo, revelou uma reducdo na
atividade da enzima SOD no grupo TNBS, quando comparado ao grupo Salina. Ja as
antocianinas presentes nos frutos de sabugueiro foram eficazes em evitar a queda da
atividade da enzima, favorecendo, dessa forma, a producdo de H202, que por sua vez

pode ser consumido em outras reacdes, aumentando a citoprotecdo.
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Glutationa peroxidase (GPx)

A enzima glutationa peroxidase é utilizada na reacdo de oxidacdo do GSH em
GSSG, utilizando como substrato, principalmente, o H202. Os resultados obtidos estdo

demonstrados na figura 10.
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Figura 10. Efeito do tratamento com a dose de 5 mg.Kg' das antocianinas presentes
no fruto de sabugueiro sobre a atividade da enzima GPx no intestino de ratos
submetidos d modelo de colite induzido por TNBS. Dados expressos em média + epm.
ANOVA, seguido de teste de Tukey.

A atividade da enzima GPx foi avaliada no tecido de animais sadios € animais
coliticos, verificando o efeito das antocianinas sobre a atividade da enzima. Um dia
apods a instauracdo da doenca, verificou-se uma queda da afividade da enzima no
grupo TNBS e no grupo fratado, quando comparados com o grupo salina. Tal resultado
revela a ndo afivacdo da enzima nos grupos que receberam o TNBS. Isso sugere que

todo o perdxido formado pela SOD foi consumido em oufra reacdo.
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b. Atividade da glutationa redutase (GR)
A enzima glutationa redutase participa da reacdo de reducdo do GSSG em
GSH, utilizando como substrato moléculas de NADPH. Os resultados deste ensaio estdo

demonstrados na figura 11.
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Figura 11. Efeito do fratfamento com a dose de 5 mg.Kg'! das antocianinas presentes no fruto
de sabugueiro sobre a atividade da enzima glutationa redutase (GR), no intestino de ratos
submetidos & modelo de colite induzido por TNBS. Dados expressos em média £ epm. ANOVA,
seguido de teste

A atividade da enzima GR foi avaliada nos tecidos intestinais de animais sadios e
coliticos. Assim como no caso da enzima GPx, GR apresentou atividade reduzida nos
animais coliticos (grupo TNBS e grupo fratado) um dia apds a instauracdo do processo
inflamatario. Este resultado se revela congruente com os resultados obtidos no ensaio

da atividade da enzima GPx, j&d que houve reducdo na producdo de GSSG.

44



c. Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Outra enzima que utiliza o H202 como substrato € a MPO. Entretanto, nesta
reacdo, o peroxido formado pela SOD é convertido em dacido hipocloroso (HOCI). Este
dcido é um potente agente causador de danos teciduais produzido, principalmente,
por neutréfilos. O aumento da atividade dessa enzima indica um aumento na
populacdo de células inflamatérias em tecidos afetados. Os resulfados deste teste

estdo evidenciados na figura 12.
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Figura 12. Efeito do tfratfamento com a dose de 5 mg.Kg! das antocianinas presentes no fruto
de sabugueiro sobre a atividade da enzima MPO no intestino de ratos submetidos & modelo de
colite induzido por TNBS. Dados expressos em média £ epm. ANOVA, seguido de teste de Tukey.

Neste estudo verificou-se que o dano inflamatério induzido por TNBS foi
caracterizado por aumento na atividade da enzima MPO, o que indicaria acumulo de
neutréfilos. O que sugere maior producdo de HOCI. Verificou-se também que as
antocianinas do fruto do sabugueiro, utilizadas no tratamento do grupo que recebeu a
dose de 5 mg.Kg' foram eficazes em reduzir a atividade da enzima. Entretanto tal
reducdo, embora significativa, ndo restabeleceu a atividade da enzima aquela obtida

no grupo salina.
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d. Catalase
Outra enzima que participa na reducdo do H202 em H20 e O2¢€ a catalase. Em
tecidos inflamados a atividade dessa enzima € aumentada devido a maior oferta de

H202. Os resultados obtidos neste teste estdo evidenciados na figura 13.
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Figura 13. Efeito do tratamento com a dose de 5 mg.Kg' das antocianinas presentes
no fruto de sabugueiro sobre a atividade da enzima catalase no intestino de ratos
submetidos ao modelo de inducdo de colite por TNBS. Dados expressos em média
e.p.m. ANOVA seguida de teste de Tukey.

O modelo de colite aguda, utilizado neste estudo, revelou aumento da
atividade da enzima catalase no grupo TNBS, quando comparado ao grupo salina. J&
as antocianinas presentes nos frutos de sabugueiro (grupo tratado) foram eficazes em
evitar o aumento da atividade desta enzima, deixando-a com atividade préoxima

aguela enconfrada nos animais ndo-coliticos (grupo salina).
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e. Determinagdo do indice de peroxidagao lipidica (LPO)
A concentracdo de espécies reativas do dcido tiobarbitdrico (TBARS) foi
avaliada no processo de peroxidacdo lipidica. O efeito das antocianinas do fruto
de sabugueiro sobre a peroxidacdo na mucosa intestinal de ratos submetidos ao

modelo de colite ulcerativa induzida por TNBS estd demonstrado na figura 14.
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Figura 14. Efeito do tratamento com a dose de 5 mg.Kg' das antocianinas presentes
no fruto de sabugueiro sobre os niveis de perdxido lipidico, avaliados nos termos de
espécies reativas do dacido tiobarbitdrico (TBARS), no intestino de ratos submetidos &

modelo de colite induzido por TNB. Dados expressos em média e.p.m. ANOVA seguida
de teste de Tukey.

Neste ensaio verificou-se que a producdo de TBARS ndo foi aumentada no
grupo TNBS e no grupo tratado, quando comparados com o grupo Salina, um dia
depois de instaurado o processo inflamatdrio. Tal resultado indica ndo haver
alteracdo dos niveis basais destas espécies, o que sugere que o H202 formado
pela SOD ndo participa da reacdo de Fenton, ndo participando, dessa forma, do

processo de peroxidacdo lipidica.
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4.4. Quantificagado de citocinas
a. Interleucina 10 (IL-10)
A producdo da citocina IL-10 foi avaliada na mucosa codlica tanto de animais

ndo coliticos quanto de animais coliticos. Os resultados encontram-se na figura 15.
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Figura 15. Efeito do tratamento com a dose de 5 mg.Kg' das antocianinas presentes
no fruto de sabugueiro sobre a producdo de IL-10 no intestino de ratos submetidos ao
modelo de inducdo de colite por TNBS. Dados expressos em média = e.p.m. ANOVA
seguido de teste de Tukey.

Os resultados obtidos revelam que o grupo que recebeu TNBS (grupo
controle) apresentou diminuicdo dos niveis de IL-10 produzida na mucosa, quando
0s mesmos foram comparados aos dos animais do grupo salina. Em contrapartida,
foi evidenciada a manutencdo dos niveis basais dessa citocina no grupo que
recebeu a dose de 5 mg.Kg' de antocianinas dos frutos de sabugueiro. Tal
resultado indica o efeito anti-inflamatdrio das antocianinas do fruto do sabugueiro,
visto que esta interleucina apresenta um amplo espectro de atividades bioldgicas,

sendo o mais evidente a inibicdo de citocinas pré-inflamataorias.
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b. Interleucina 12 (IL-12)

A producdo da citocina IL-12 foi avaliada na mucosa cdlica tanto de animais

ndo coliticos quanto de animais coliticos. Os resultados encontram-se na figura 16.
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Figura 16. Efeito do tratamento com a dose de 5 mg.Kg' das antocianinas presentes
no fruto de sabugueiro sobre a producdo de IL-12 no intestino de ratos submetidos ao
modelo de inducdo de colite por TNBS. Dados expressos em média = e.p.m. ANOVA
seguido de teste de Tukey.

O ensaio revelou aumento na producdo de IL-12 no intestino de ratos
submetidos ao modelo de colite induzida por TNBS. Entretanto, o tfratamento com a
dose de 5 mg.Kg-1 das antocianinas presentes no fruto de sabugueiro se mostrou
efetivo em reduzir, de forma estatisticamente significativa, a producdo da citocinas,
aproximando seus niveis aqueles obtidos no grupo salina. Tal resultado sugere o efeito
anfi-inflamatdério das antocianinas da fruta de sabugueiro através da inibicdo da

citocina pro-inflamatéria IL-12.
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5. Discussao

A inflamacdo intestinal induzida por TNBS, em ratos, é citada como importante
modelo experimental de colite ulcerativa, principalmente quando se deseja avaliar os
efeitos do processo inflamatério sobre as funcdes gastrintestinais. Perda de peso,
diarréia e sangramento retal sGo evidéncias do inicio do processo inflamatdrio nos dias
posteriores & inducdo (Moreels et al.,, 2001; Paiofti et al., 2009). Este modelo €&
caracterizado por uma resposta inflamatdéria aguda, acompanhada de espessamento
da parede do cdlon, ulceracdes e infiliracdo da mucosa e submucosa por neutrofilos,
macréfagos e mastécitos e, posteriormente, leucdcitos  polimorfonucleares e
fibroblastos. Devido ao aumento da infiliracdo celular, hd producdo de citocinas pro-
inflamataérias via células Th1, como o IFN-y, TNF-a e IL-12, e aumento do metabolismo do
dcido aracdbnico, via COX-2 (Paiotti et al., 2009; te Velde et al., 2006; Hoffmann J.C.
2001).

De acordo com a avaliacdo da relagcdo peso/comprimento e do indice de
danos macroscopicos descrita por Bell e colaboradores (1995), os dados apresentados
na tabela 4 confirmaram que a administracdo infracdlica de TNBS foi eficaz em induzir
dano inflamatdério. Tal modelo inflamatério tem relativa importéncia devido &
elaboracdo de diversas teorias referentes a patogénese das DI, em especial quanto a
participacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) no desenvolvimento do
processo inflamatdrio cdlico. Além disso, a relacdo peso/comprimento e o indice de
danos macroscopicos indicaram possivel efeito preventivo no grupo que recebeu a
dose de 5 mg.Kg' da fracdo de antocianinas monoméricas de Sambucus nigra, visto
que a lesdo induzida por TNBS foi menos agressiva neste grupo.

Uma das caracteristicas histoldgicas mais proeminentes observada na retocolite

ulcerativa idiopdtica é a infiltfracdo de células do sistema imune na mucosa inflamada
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nos estagios iniciais da inflamacdo. A ativacdo de neutrdfilos e macréfagos e suas
migracdes para o coélon sdo fatores fundamentais para a patogénese da lesdo
tecidual na RCUI; essa ativacdo resulta na formacdo de espécies altamente reativas,
como as EROs, radicais de nitrogénios, proteinas citotdxicas, enzimas liticas e citocinas,
exercendo efeitos deletérios sobre a integridade epitelial (Baskol et al., 2008; Giris et al.,
2008; Roessner et al., 2008).

Quando EROs sdo formadas em locais proximos as membranas celulares
induzem oxidacdo dos fosfolipidios de membrana, que pode seguir na forma de uma
reacdo em cadeia. Essas biomembranas contém, em seus fosfolipidios, grandes
quantidades de dacidos graxos poli-insaturados, compostos por duas ou mais ligacoes
duplas de carbono em sua estrutura, o que os torna susceptiveis aos danos oxidativos
causados pela acdo de radicais livres (Naito et al., 2007). Além disso, esses agentes
oxidantes podem sobrecarregar as defesas antfioxidantes, causando danos teciduais
através da oxidacdo de proteinas, peroxidacdo lipidica, quebras na fita de DNA e pela
deplecdo de ATP. As causas exatas desses danos ndo estdo totalmente estabelecidas,
mas a infiltracdo macica de leucdcitos fagocitdrios polimorfonucleares e
mononucleares parece contribuir para este dano, devido d capacidade dessas células
produzirem grandes quantidades de EROs, como danion superdxido, peroxido de
hidrogénio e acido hipocloroso (Baskol et al., 2007; Damiani et al., 2007).

Dentre os compostos fendlicos presentes nas frutas de Sambucus nigra,
destacam-se as antocianinas cianidina 3-glucosideo e cianidina 3-sambubiosideo,
encontradas em maior concenfracdo, além de cianidina 3-sambubiosideo-5-
glusosideo, cianidina 3-glucosideo e pelargodina 3-glucosideo (Wu et al., 2004; Mateus
et al., 2004; Vliachojannis et al,2010). Dentre as antocianinas citadas, cianidina 3-

glucosideo é aquele que apresenta maior capacidade antioxidante, tendo
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capacidade 3,5 vezes maior quando comparado a um andlogo da vitamina E (Wang
et al., 1997).

Através da analise cromatografica da fracdo monomeérica, obtida de exirato de
S. nigra, verificou-se que as mesmas anfocianinas puderam ser encontradas € que
cianidina 3-glucosideo e cianidina 3-sambubiosideo estavam presentes em maiores
concenfracdes como descritas na literatura, o mesmo ocorreu, com cianidina 3-
sambubiosideo-5-glusosideo, cianidina 3-glucosideo em menores concentragoes. Estas
antocianinas sdo absorvidas pelo trato gastrintestinal, sendo encontradas nas
membranas e no citosol de células endoteliais vasculares, conferindo-lhes protecdo
contra agressdes oxidativas (Youdim et al., 2000).

A capacidade anfioxidante de frutas, vegetais e suplementos dietéticos é
comumente avaliada por ensaios in vitro em sistemas de monitoramento de reacdo
entre radicais e compostos antfioxidantes. Os métodos mais comumente empregados
na determinacdo da capacidade antioxidante incluem absorcdo de radicais de
oxigénio (ORAC) e sequestro do radical DPPH (Roy et al., 2010), sendo estes métodos
classificados em dois grupos, de acordo com seus mecanismo de reacdo:
transferéncia de dtomos de hidrogénio (TAH) e transferéncia de elétrons (Te),
respectivamente (Huang et al, 2005). O ensaio ORAC representa o mecanismo de
reacdo por transferéncia de d&tomos de hidrogénio, através da reacdo entfre os
compostos antioxidantes e uma sonda fluorescente perante um radical peroxila (Cao
et al., 1993; Roy et al., 2010). J& em métodos de fransferéncia de elétrons, como o
ensaio de sequestro do radical DPPH, a capacidade antioxidante na reducdo do
oxidante 2,2-difenil-1-picrilhidrazil € acompanhada através da medicdo da mudanca

de cor do radical (Roy et al., 2010; Goupy et al., 2009).
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Verificou-se que a atividade antioxidante in vitro da fracdo de antocianinas
monomeéricas de S. nigra, avaliada pelo ensaio DPPH (figura 5) e pelo ensaio de ORAC
(figura 6), se mostrou eficaz, sendo equivalente aqueles obtidos com antioxidantes
conhecidos como quercetina e trolox. Tal resultado sugeriu a investigacdo in vivo da
atividade anfioxidante desta fracdo, tanto os sistemas enzimdticos quanto os ndo-
enzimdaticos.

Nos humanos, o tripeptideo enddgeno glutationa (GSH) € um dos mais
importantes agentes de defesa celular nos érgdos e tecidos, incluindo o intestino. Esse
tripeptideo apresenta papel importante na citoprotecdo da mucosa contra o dano
oxidativo, sendo responsdvel pela sintese e enovelamento de proteinas, bem como
pela sinalizacdo intfracelular (Oz et al., 2007; Ardite et al., 2000). E um importante
agente redutor e antioxidante, com a funcdo de desintoxicar metabolitos de oxigénio
reativo de origem enddgena ou exdgena, e por isso, enconfrado em grandes
concentracdes nas células. Em estado de estresse oxidativo, GSH é convertido em sua
forma oxidada (GSSG), pela acdo da enzima glutationa peroxidase (GPx). O balanco
entre os niveis de GSH e GSSG garante a célula um ambiente redutor, prevenindo o
dano oxidativo as macromoléculas celulares (Aw, 2005; Blair, 2010). Durante o processo
inflamatdrio, nota-se uma queda nos niveis de GSH associada com a grande
quantidade de EROs no sitio inflamatario.

O modelo de inducdo de colite por TNBS, juntamente com a acdo oxidante de
flavoproteinas especificas, gera grandes quantidades de EROs, incluindo o perdxido de
hidrogénio. Esta caracteristica do TNBS, juntamente com sua capacidade de reduzir os
niveis de GSH, demonstra que este promove dois mecanismos independentes de lesdo:

limitacdo dos niveis de GSH e aumento dos niveis de EROs, que em conjunto
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desencadeiam diversas reacdes que resultam em dano celular (Oz et al., 2005; Mustafa
et al., 2006; Ardite et al., 2000).

Os dados obtidos na inducdo de retocolite ulcerativa por TNBS (fig. 8) mostraram
que houve deplecdo dos niveis de GSH no grupo TNBS, quando comparado aos do
grupo salina. Além disso, foi possivel observar que no grupo tratado com a fracdo de
anfocianinas monomeéricas dos frutos de S. nigra a queda nos niveis de GSH foi evitada
e, em conseqUéncia, houve reducdo da severidade da acdo do TNBS sobre o sitio
inflamatdrio e da geracdo de EROs, como foi observado na figura 7.

Em tecidos sauddveis as concentracdes da enzima SOD sdo altas, sendo
depletadas de acordo com a progressdo de processos inflamatérios. Segui e
colaboradores (2004) relataram queda dos niveis da enziima em pacientes com RCUI e
DC. Além disso, um estudo piloto realizado pelos autores revelou significativa resposta
clinica ao tratamento com um andlogo de SOD. Yavuz e colaboradores (1999)
documentaram significativa reducdo nos indices macroscopicos e microscopicos das
lesdes, apods sete dias de tfratamento com SOD em modelo experimental de colite
induzido por TNBS.

Em nossos estudos observou-se queda nos niveis da enzima SOD no grupo TNBS,
quando comparado ao grupo Salina, ao passo que a dose de 5 mg.Kg-1 de
antocianinas foi efetiva prevenindo a deplecdo dos niveis desta enzima. Tal acdo
pode conftribuir para a protecdo da mucosa contra os danos oxidativos causados pelo
TNBS (figura 9). A queda da atividade da enzima durante o processo inflamatdrio pode
estar relacionada com a baixa expressdo de seu RNA mensageiro (Yao et al. 2010;
Zhang et al. 2009), ao passo que o fratfamento com as antocianinas presentes nos frutos

de S. nigra seria eficaz em evitar a queda da expressdo deste RNAmM.
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GPx € uma das enzimas responsdveis por reduzir os niveis de perdxido de
hidrogénio, hidroperdxidos orgdnicos, dcidos graxos livres e os hidroperdxidos
fosfatidilcolina (Tham et al., 2002). SGo encontradas niveis mensurdveis de GPx em
todos os tecidos, mas a maior concenfracdo de RNAmM para a enzima se encontra nos
rins. Diversos estudos relatam alteracdes nos niveis de GPx durante processos
inflamatdrios. O aumento da atfividade da enzima estd relacionado as elevadas
concentracoes de perdxido de hidrogénio presentes no tecido inflamado, sendo esse
peroxido também consumido pela enzima catalase ou pela MPO. Rannem e
colaboradores (1992) observaram que pacientes com DC apresentaram niveis
reduzidos de GPx, tanto no plasma quanto nos eritrécitos.

Os resultados mostrados na figura 10 corroboraram com o referido autor. Neste
estudo foi observado que, com 24 horas de inducdo por TNBS, os niveis da enzima se
encontravam reduzidos, tanto no grupo TNBS quanto no grupo tratado com a fracdo
de antocianinas dos frutos de S. nigra, quando os mesmos foram comparados com o
grupo Salina. Tal resultado sugere que o H202 formado pela superdxido dismutase
(SOD) é utilizado em outra reacdo, provavelmente pela reacdo da MPO (Rannem et
al., 1999).

Ao contrario da enzima GPx, a glutationa redutase (GR) tem seu papel na
restauracdo dos niveis de glutationa através da reducdo da GSSG. Para tal esta
enzima utiliza como cofator o NADPH e ions H*. Tal reacdo tem como finalidade
garantir o balanco GSH/GSSG ao passo que durante o processo inflamatério os niveis
de GSH sdo reduzidos e os niveis de GSSG aumentados, deixando a mucosa intestinal
susceptivel a danos oxidativos (Carlberg &Mannervik, 1986; Kim et al., 2010).

Na figura 11 foi evidenciada queda dos niveis de GR, tanto no grupo TNBS,

quanto nos grupos tratados com a fracdo de antocianinas de S. nigra, quando
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comparados ao grupo salina. Os resultados obtidos foram semelhante dqueles obtidos
na avaliacdo da atividade da enzima GPx. Tais resultados podem sugerir que o H202
gerado pela reacdo catalisada por SOD esteja sendo consumido por outra reacdo,
assim como a GSH, que é depletada sob a influéncia do TNBS. Nieto e colaboradores
(2000) e Sido e colaboradores (1998) relatam que GSH também pode ser consumida a
partir de interacdo direta com compostos ativos do TNBS, um mecanismo conhecido
como inafivacdo de xenobidficos. Neste caso, a queda da atfividoade da y
glutamilcisteina sintase, enzima-chave limitante da sintese de GSH em ratos,
acompanhada pela diminuicdo da disponibilidade de cisteina, contribuem para a
deficiéncia de GSH durante o processo inflamatorio.

Aparentemente, tanto o oxigénio reativo quanto os radicais livres, parecem
estar associados ao processo de envelhecimento, além de alguns processos
patoldgicos como € o caso das inflamacdes. Para confrolar e minimizar os efeitos
desses agentes, os organismos se valem de sistemas antioxidantes enzimdaticos e ndo-
enzimdticos. O desbalanco entre concentracdes de agentes oxidantes e sistema
anfioxidante é extiremamente importante na fisiopatologia das DIl e na progressdo do
dano tecidual (Ek et al., 2008; Baba et al., 2009).

O mesmo H20:2 produzido pela SOD pode ainda ser reduzido a dcido hipocloroso
(HOCI) e radical hidroxila (¢OH) em reacdo catalisada pela enzima mieloperoxidase
(MPO). Esse HOCI, por sua vez, &€ dissociado em OCI e H*, sendo potencialmente
perigosos ao fecido. Esta enzima € sintetizada por neutréfilos sendo, desse modo, bom
indicador da infiltracdo deste tipo celular. Devido a isso, a quantificacdo dessa enzima
€ amplamente usada para avaliar processos inflamatorios intestinais (Witaicenis et al.,
2010; Kurutas et al., 2005; Anezaki et al., 1998; Kruidenier et al., 2003). Massodi e

colaboradores (2009), Witaicenis e colaboradores (2010) e Kruidenier e colaboradores
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(2003) verificaram aumento da atividade de MPO em tecido cdlico de pacientes com
RCUI; verificaram aqinda, a atividade da MPO em modelo de colite experimental
induzido por TNBS, situacdo em que foi evidenciado aumento significativo da atividade
da enzima nos animais que receberam uma dose de TNBS.

Verificou-se um aumento da atividade da enzimma MPO no grupo TNBS
decorridos 24h da inducdo (figura 12). A dose testada da fracdo de antocinaninas dos
frutos de sabugueiro foi eficaz em reduzir a ativacdo da enzima com conseqUente
diminuicdo da producdo de HOCI. Isso, em Ultima andlise, implica em reducdo dos
danos teciduais causados pelo TNBS.

Por sua vez, a enzima catalase (CAT) participa, também, no processo de
desintoxicacdo do H202. Esta enzima, juntamente com GPx, tem por funcdo evitar a
formacdo de radicais livres e o inicio da peroxidacdo lipidica (Dost et al., 2009).
Cetinkaya e colaboradores (2005) e Bitiren e colaboradores (2010) demonstraram o
aumento da atividade desta enzima em animais coliticos, ao passo que os animais
fratados apresentaram queda de atividade da mesma. Estudo semelhante, realizado
por Kruidenier e colaboradores (2003) fambém revelou aumento da atividade da
enzima em pacientes que desenvolveram a inflamacdo intestinal, demonstrando uma
maior atividade da enzima na ldmina prépria do tecido intestinal.

Os resultados demonstrados na figura 13 revelaom o aumento da atividade da
enzima nos animais do grupo TNBS, ao passo que os animais que receberam a dose de
5 mg.Kg' de antocianinas presentes nos frutos de sabugueiro fiveram a atividade da
mesma proxima aquela obtfida nos animais ndo-coliticos (grupo salina). Tal resultado
esta de acordo com resultados enconfrados na literatura e demonstra uma possivel
melhora no processo inflamatério do grupo fratado, em virtude da reducdo da oferta

de H202 . Em virfude do consumo de H202 pela CAT, houve reducdo da oferta de

57



peroxido para neutrdfilos, reduzindo dessa forma a ativacdo destas células imunes e
consequentemente a severidade do processo inflamatorio.

Outras EROs importantes sdo os radicais peroxila (ROOe), sendo a forma mais
simples (HOOe), a forma protonada do ¢O2, denominado radical hidroperdxido ou
radical perhidroxila (Valko et al., 2007). Aikens e Dix (1991) demonstraram que esse
HOQOe € responsdvel por iniciar a peroxidacdo de dcidos graxos por duas possiveis vias
relacionadas com a presenca de HOOe. A via dependente de HOQOe inicia a
peroxidacdo de dcidos graxos, sendo relevante para os mecanismos de peroxidacdo
lipidica in vivo. Através da reacdo de Fenton o H202 € convertido em radical hidroxila
que, por sua vez, ao absorver um elétron de um acido graxo poli-insaturado (LH),
produz um radical lipidico (Le). A inferacdo desse radical com Oz resulta na producdo
de LOOe que, por sua vez, se ndo for reduzido pela acdo de agentes antfioxidantes, da
inicio ao processo de peroxidacdo lipidica (Valko et al., 2007). Diversos autores relatam
o aumento dos niveis de malondialdeido (MDA), o indicador de peroxidacdo lipidica
pela via do LOOe, em modelos de retocolite ulcerativa induzidos por TNBS ou DSS (Lee
et al., 2010; Cetinel et al., 2010; Abdolgaffari et al., 2010). Tais resultados indicam que as
EROs produzidas tanto por TNBS quanto por DSS ndo sdo reduzidas pelo sistema
anfioxidante, deixando o tecido cdlico susceptivel aos danos causados pelo composto
MDA, molécula essa que reage com o dacido tiobarbitirico (TBARS) no processo de
peroxidacdo lipidica.

Verificou-se em mucosa intestinal que ndo houve alteracdo dos niveis de TBARS
tanto no grupo TNBS quanto no grupo fratado, o que indica que as espécies reativas
foram reduzidas antes da reacdo com os dcidos graxos poli-insaturados (figura 14).
Provavelmente, a reacdo oxidativa foi desviada pela enzima MPO, afravés da

producdo de HOCI; com isso, o H2O2 produzido pela SOD ndo reage com metais de
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transicdo (reacdo de Fenton) e dessa forma, ndo ocorre producdo de OH-e, € nem
formacdo de LOO .

Estudos anteriores com camundongos deficientes na producdo de IL-10 ou
naquela producdo do receptor-2 para IL-10 (IL10R2) relatam que estes camundongos
desenvolvem inflamacdo intestinal mediada por células TH1, indicando que a citocina
tem importante papel na regulacdo do sistema imune da mucosa (Zhou et al., 2010;
Lindsay et al., 2002; Rennick and Fort, 2000; Sanchez-Munoz et al., 2008). IL-10 foi
identificada pela primeira vez em 1989 como inibidor da sinfese de citocinas pro-
inflamatdrias produzidas pelas células Tul, sendo produzida por diversas células, como
monocitos, macrofagos, linfécitos T, células B, células dendriticas, mastocitos e por
algumas linhagens de células tumorais (Li and He, 2004; Leach et al., 1999).

No presente estudo, foi evidenciada a queda dos niveis de IL-10 no grupo TNBS,
Qo passo que o pré-fratamento com a dose de 5 mg.Kg-1 de antocianinas foi efetivo
em evitar a queda dos niveis desta citocina, diminuindo dessa forma, a severidade do
processo inflamataério (figura 15).

Com a gueda dos niveis de citocinas anti-inflamatdrias durante o processo
inflamatdrio, hd aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatdrias. Uma  dessas
citocinas, a IL-12, é responsdvel pela regulacdo de células Thl e pelo aumento de
outras citocinas pré-inflamatérias como IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 e da propria IL-12,
pofencializando dessa forma a resposta pro-inflamatéria (Neuman M.G., 2007;
Benjamini, Coico & Sunshine, 2002; Jyonouchi et al., 2009; Fuss, 1.J., 2008). Guan e
colaboradores (2009), Becker e colaboradores (2006) e Carvalho e colaboradores
(2007) observaram aumento dos niveis da IL-12 e queda dos niveis de citocinas anti-
inflamatdrias em tecido cdlico, apontando as duas situacdes como importantes na

retocolite ulcerativa induzida por TNBS.
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Os resultados mostrados na figura 16 estdo de acordo com aqueles obtidos
pelos autores, apresentando aumento nos niveis de IL-12 no grupo TNBS. J& o grupo
que recebeu a dose De 5 mg.Kg-1 de antocianinas, a exemplo do grupo salina
apresentou niveis reduzidos da citocina.

Os dados obtidos na quantificacdo das duas enzimas, juntamente com o
resulfado da atividade da enzima MPO, sugerem aumento da expressdo das células
Th2 e reducdo na expressdo das células Tul, além da menor concentracdo das células
do sistema imune no sitio inflamatdrio. O aumento de IL-10, principalmente, € um efeito
inferessante apresentado por essas anfocianinas, podendo justificar os efeitos
anfioxidantes e anti-inflamatdérios apresentados ao longo deste frabalho. Esta
interleucina apresenta um amplo espectro de atividades bioldgicas, especialmente
aqguele relativo a funcdo inibitdria sobre a producdo de citocinas pré-inflamatorias.
Além disso, esta citocina diminui a formacdo de EROs e metabdlitos de nitrogénio

(Kawachi et al., 2000).
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6. Conclusoes
De acordo com os resultados obtidos nos ensaios bioquimicos realizados pode-
se concluir que:

e Os resultados dos testes in vitro sugerem uma atividade antfioxidante
promissora para as antocianinas presentes nas frutas do Sambucus nigra;

e Além disso, estas antocianinas apresentaram atividade anti-inflamatdria
ao prevenir a mucosa colica em modelo de colite ulcerativa induzida por
TNBS, através da manutencdo dos niveis de IL-10 e reducdo dos niveis de
IL-12;

e Os ensaios antioxidantes in vivo revelaram manutencdo dos niveis de GSH
e a modulacdo da enzima SOD, enquanto que ndo foi observado a
modulacdo da atfividade das enzimas GPx e GR. O resultado obtfido no
ensaio de peroxidacdo lipidica sugere a ndo participacdo deste
mecanismo nas primeiras 24h de inflamacado;

e A melhora no quadro inflamatério foi associada a diminuicdo de
mediadores pré-inflamatdérios como o MPO e a IL-12.

e Estas antocianinas foram eficazes no aumento da producdo da
interleucina anti-inflamatdria IL-10, que por sua vez, participa na reducdo
dos niveis de IL-12, agindo sobre a diferenciacdo de células THO em células
Tul.

Segundo os resultados obtidos neste trabalho e, considerando a necessidade de
se obter tratamentos mais seguros para as Dll, o tratamento com as antocianinas
presentes nos frutos de Sambucus nigra € promissor, principalmente na prevencdo

da retocolite ulcerativa idiopdtica.
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7. Perspectivas

e Andlisar a participacdo de cada uma das antocianinas presentes nas
frutas de Sambucus nigra nos receptores do tipo toll (TLR) e NOD no
tecido inflamado;

e Avdliar a acdo destas antocianinas sobre nociceptores presentes no
tecido cdlico inflamado;

e Avadliar sua acdo sobre as atividades dos mediadores COX, TNF-a e NFxB.

e Verificar os mediadores envolvidos na atividade cicatrizante.

e Histologia e Imunohistoquimica.

e Testar as frutas do sabugueiro como alimento adicional na dieta de

pacientes com DII.
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