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RESUMO

Apesar da amplitude de possibilidades terapéuticas, ainda ndo existe um tratamento
ideal para as doengas inflamatorias intestinais (DII), com perfil adequado de eficicia e
seguran¢a. Por essa razdo, ¢ de grande interesse estudar agentes com poucos efeitos
colaterais, que preferencialmente facam parte da dieta, no tratamento/prevencdo dessas
doengas. Neste contexto, surgiu o interesse em estudar uva, fruta com alto teor de
flavonoides e fibras dietéticas, ambas benéficas a saide. Sabe-se que substincias
antioxidantes e acidos graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente o acido butirico
proveniente da fermentacdo de fibras dietéticas, podem estar envolvidas na prevengdo e
tratamento de doengas intestinais. O 4cido butirico € utilizado como substrato para a
reparagdo do tecido inflamado e inibe fatores pro-inflamatdrios; portanto, quantificar a
producdo desse acido é imprescindivel, dado que quanto maior for sua produgdo, maior sera
a eficiéncia da dieta para a recuperacdo do tecido. Para tanto, foi realizada uma analise in
vitro que demonstrou que a concentracdo de 0,5 g de Uva foi a que produziu maiores
quantidades de butirato na andlise por cromatografia de ifons. Apos a escolha da
concentracio da fruta, seguiu-se o estudo in vivo utilizando-se a dose de 0,5 gkg'. A
principio, verificou-se a acdo antioxidante avaliando os niveis de GHS além das atividades
das enzimas antioxidantes GSSG-Rd, GSH-Px e SOD em ratos com colite induzida por
acido trinitrobenzenosulfonico (TNBS). Os animais tratados com Uva apresentaram altos
niveis de GSH; as atividades da GSSG-Rd, GSH-Px permaneceram proximas as do grupo
sem colite. A atividade da SOD, que também foi drasticamente diminuida no grupo TNBS,
foi restabelecida no grupo tratado. O Tratamento com Uva foi capaz de exercer efeito

antinflamatdrio intestinal, ja4 que os animais tratados apresentaram menor escore



macroscopico da lesdo, além de diminuir alguns mediadores pré-inflamatérios, como
(COX-2, NF-kB e molécula de adesdo intestinal MadCAM-1) e a atividade da MPO. A
diminui¢do do dano colico pela Uva pode ser explicada, em parte, pela diminuicdo da
producdo de interleucinas pré-inflamatérias (IL-6 e IL-12) que funcionam como fatores
quimiotaxicos da inflama¢do. Por outro lado, a Uva aumentou a produ¢do da citocina
antinflamatdria IL-10, sendo que esse aumento foi maior que os valores normais obtidos
para o grupo salina. Conclui-se, que a Uva mostrou habilidade em modular enzimas
antioxidantes, além de aumentar a produ¢do de IL-10 o que, provavelmente, reduziu a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias e, consequentemente, a expressdo de mediadores

inflamatoérios.

Xi



ABSTRACT

Despite the range of therapeutic possibilities, there is still no ideal treatment for
inflammatory bowel disease (IBD), with the right profile of efficacy and safety. For this
reason, it is of great interest to study agents with little side effect, which preferably form
part of the diet and that treats / prevents such diseases. In this context, emerged the interest
in studying Grape, fruit with high content of flavonoids and dietary fiber, two compounds
that improve the healthy. It is known that antioxidants and short chain fatty acids (SCFA),
especially butyric acid, obtained from the fermentation of dietary fiber, may be involved in
the prevention and treatment of intestinal diseases. The butyric acid is a substrate for the
repair of inflamed tissue and inhibits pro-inflammatory factors; for that reason, to quantify
the production of this acid is mandatory, given that the higher the production, the greater
the efficiency of the diet for tissue recovery. Therefore, an in vitro analysis showed that the
concentration of 0.5 g of Grape was the one that produced the greatest amount of butyrate
in the analysis by ion chromatography. After choosing the concentration of the fruit, the
next step was an in vivo study where was used the dose 0,5 g.kg". At first, was checked the
antioxidant action through the analysis of the levels of GSH and the activity of
antioxidants enzimas like GSSG-Rd, GSH-Px and SOD in rats with colitis induced by
trinitrobenzenosulfonic acid (TNBS). Animals treated with Grape showed high levels of
GSH, the activities of GSSG-Rd, GSH-Px remained close to the group without colitis. The
activity of SOD, which was also drastically reduced in the TNBS group, was restored in the
treated group. The treatment with Grape was able to exert intestinal anti-inflammatory
effect, since the treated animals showed lower scores of the lesion and reduced some pro-
inflammatory mediators such as MPO activity, COX-2, NF-kB and the intestinal adhesion

Xii



molecule MadCAM-1 expression. The decrease in colonic damage can be explained,
partially, by the action of the Grape that decreased the production of pro-inflammatory
interleukins (IL-6 and IL-12) that act as chemotactic factors of inflammation. On the other
hand, the treatment of Grape increased the production of anti-inflammatory cytokine, such
as IL-10, and this increase was higher than normal values showed by the saline group. It
can be concluded that the Grape showed ability to modulate the antioxidant enzymes and
increased the production of IL-10. Probably, the increased of the levels of this interleukin
resulted in a decrease in the production of proinflammatory cytokines and, consequently, in

a decrease the expression of inflammatory mediators.
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INTRODUCAO
1. Doenca Inflamatodria intestinal
1.1.  Aspectos gerais

A doenga de Crohn (DC) e a retrocolite ulcerativa inespecifica (RCUI) constituem
duas das doengas inflamatorias intestinais (DII) com etiologia desconhecida, curso cronico
e recorrente, além de periodo de exacerbagdo dos sintomas (Cho & Abraham, 2007).

A hipotese atual de causa primdria de DII é que elas englobam um grupo
heterogéneo de doencas com manifestagdes em comum implicadas em sua fisiopatologia
como presenca de inflamagdo, além de fatores genéticos, ambientais e imunologicos
(Podolsky, 2002; Cho & Abraham, 2007).

Tanto DC quanto RCUI sdo caracterizadas por inflamac¢do cronica da mucosa
intestinal, que resulta frequentemente em dor abdominal intermitente, febre e diarréia. Sao
diferenciadas pela distribui¢do da inflamagdo intestinal com relagdo a: i) localizagdo geral
(RCUI restrita ao colon e reto enquanto DC pode envolver qualquer por¢do do trato
gastrointestinal), ii) distribui¢do (continua em RCUI versus irregular e descontinua em DC)
e iii) acometimento do tecido (restrito a mucosa e submucosa para RCUI, enquanto DC
apresenta envolvimento trasmural) (Cho & Abraham, 2007), conforme comparagdo

apresentada na Tabela 1.



Tabela 1. Caracteristicas diferenciais entre DC e a RCUI (Cho & Abraham, 2007)

DOENCA DE CROHN COLITE ULCERATIVA
Desde a boca até o anus Reto +/- célon
Distribui¢do descontinua Distribui¢@o continua
Transmural (afeta todas as camadas do intestino) Afeta apenas a mucosa
Fistulas e estenoses intestinais frequentes Estenoses intestinais infrequentes
Anatomia patologica: Anatomia patologica:
Granulomas Abscessos de criptas
Agregados linfoides Deplecdo da mucina

Fibrose

Distor¢do glandular

Em ambas, DC e RCUI, podem aparecer manifestacdes extra-intestinais com
acometimento das articulagdes, dos olhos e da pele, podendo acometer até 40% dos casos
(Lichtman & Balfour, 1994). Entre as complicagdes ndo autoimunes cabe destacar a
aparicdo de episddios tromboembolicos, anemia e osteoporose (Gasche, 2000; Szulc &
Meunier, 2001). Além disso, o risco de cancer aumenta em pacientes com DII, sendo
fatores predisponentes: duragdo e extensdo da doenga, colangite esclerosante e apari¢do da
doenga em idades prematuras; o risco de cancer ¢ maior em pacientes com RCUI do que em

pacientes com DC (Pohl ez al. 2000).



1.2.  Epidemiologia

Apesar da incidéncia e prevaléncia da DC e RCUI comegarem a estabilizar-se em
areas de alta incidéncia, o numero de pessoas ¢ impressionante; sdo 2,2 milhdes de pessoas
na Europa e 1,4 milhdo nos Estados Unidos (Loftus et al., 2004).

Em geral, as taxas de maior incidéncia e prevaléncia (tanto para DC, quanto para a
RCUI) estdo descritas no norte da Europa, Reino Unido e América do Norte, que sio
regides geograficas associadas historicamente &s DII. Todavia, existe uma incidéncia e
prevaléncia crescentes em outras regides como sul e centro da Europa, Asia, Africa e
América do Sul (Loftus, 2004). Trabalhos epidemioldgicos recentes mostraram que na
India, Japdo e China as DII sdo doencas emergentes (Ouyang ef al., 2005). Na América do
Sul estudos mostram aumento dos numeros de casos diagnosticados nas ultimas décadas
(Steinwurz, 1998). Estudos apresentaram casos de DC no sudeste do Brasil (Souza et al.,

2002) e no interior do estado de Minas Gerais (Gaburri e al., 1998).

1.3. Etiologia

Embora a patogénese das DII ainda permane¢a sem explicagdo, seus mecanismos
fisiopatoldgicos tém sido amplamente investigados e correspondem aos aspectos gerais do
processo inflamatdrio. Estudos recentes sugerem que as causas de DC e RCUI devem estar
relacionadas a resposta imune inadequada ou exagerada aos constituintes normais da flora

bacteriana intestinal em individuos geneticamente predispostos (Hanauer, 2006).
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Figura 1. Fatores relacionados com a etiologia das DII. Adaptado de Danese et al., 2004.

A predisposi¢c@o genética ¢ um fator importante na etiologia das DII e uma histéria
familiar positiva ¢ encontrada em 5-20% dos pacientes com DII (Barrett et al., 2008); além
disso, membros familiares de primeiro grau de pacientes acometidos por DII tem risco
aumentado para desenvolvimento da doenga de 10 a 15 vezes, sendo que esse risco ¢ maior
na DC do que RCUI (Orholm ez al., 1991).

Viérios grupos de pesquisadores tem idenificado ao menos 7 loci (inflammatory
bowel disease 1 — 7, IBD 1 — 7) nos cromossomos que se relacionam com genes
susceptiveis, centrando-se nas mutagdes dos genes NOD2/CARDI15 (proteina do dominio
de oligomerizacdo nucleotidica 2/ dominio de recrutamento do caspase 15), no MHC II
(complexo maior de histocompabilidade II), nas citocinas e seus respectivos receptores e

nas moléculas de adesdo (Duerr, 2003; Sartor, 2003; Zheng, 2003). Alguns /oci tém se



mostrado especificos para a RCUI (como o IBD-2) (Bonen & Cho, 2003) ou para a DC
(como o IBD-1) (Cho, 2001; 2003), equanto que outros conferem uma susceptibilidade
comum para ambas.

Em geral, as principais associa¢ds genéticas nas DII podem ser divididas em genes
que contribuem para a resposta imune inata e aqueles que contribuem para resposta imune
adaptativa.

Na imunidade inata, a associacdo da DC com polimorfismo em NOD?2 sugere que
alteragdes no reconhecimento e processamento intracelular de componentes bacterianos
podem ter um papel importante na imunopatogénese desta doenca. Esses polimorfismos
foram os primeiros identificados para DC (Ogura et al., 2001). NOD2 ¢ um receptor que
reconhece moléculas que contenham uma estrutura especifica denominada muramil
dipeptideo (MDP) (Inohara et al., 2003). MDP esta presente em bactérias Gram-positvas e
Gram-negativas e, quando reconhecido pelo NOD?2, ativa as vias de sinaliza¢do do fator de
transcri¢do nuclear kappa B (NF-kB) e da proteina quinase ativadora de mitogeno (MAPK)
(Kobayashi, 2005).

Na imunidade adaptativa, uma das mais fortes associagdes genéticas observadas em
DC ¢ no gene que codifica o receptor IL-23R. Esse polimorfismo também tem sido relatado
em pacientes com RCUI (Duerr ef al., 2006). Além disso, a via de sinalizagdo que envolve
esse receptor tem demonstrado exercer um papel fundamental na media¢do final da
inflamag¢do em modelos experimentais de DII.

A influéncia dos fatores ambientais no desenvolvimento das DII, tanto da DC
quanto da RCUI, como consequéncia da mudanca no estilo de vida nos paises
desenvolvidos é evidente. A “hipodtese da higiene” produziu uma mudanga fundamental que

variou de um estilo de vida “sujo”, com alta exposi¢do a micrébios, para um estilo de vida



“limpo” com baixa exposi¢do (Wills-Karp et al., 2001). Mudangas para ambientes com
melhores condi¢des de vida, nutri¢do, alimentos e 4gua, juntamente com o aumento do uso
de antibioticos, produz diminui¢do progressiva de doengas infecciosas; por outro lado, as
mesmas condi¢cdes induzem paralelamente aumento das doengas alérgicas e autoimunes,
incluindo DC e RCUI, devido ao menor desenvolvimento do sistema imunolégico em
criangas (Bach, 2002).

Os fatores ambientais reconhecidos como de risco para as DII sdo tabagismo, dieta,
farmacos, estresse e microorganismos (Danese et al., 2004).

O mais indiscutivel exemplo da influéncia do ambiente sobre as DII € o tabagismo
que apresenta efeito paradoxal em DC e RCUI, apoiando a hipdtese de que existem
diferentes mecanismos subjacentes a patogénese de cada forma das DII (Thomas et al.,
1998). Notavelmente, o habito do fumo é um fator de risco importante para a DC,
aumentando a recidiva doenga e a necessidade de cirurgia (Rubin & Hanauer, 2000). Em
contraste, pacientes com RCUI a descontinuacdo do tabagismo aumenta o risco de
desenvolvimento da doenca, apoiando um papel protetor do tagismo na RCUI. Entretanto,
um possivel papel do tabagismo passivo, particularmente em criangas, como fator de risco
ou de protecdo para DC ou RCUI continua a ser questao controversa (Danese ef al., 2004).

Como as DII acometem o trato gastrintestinal existe uma possivel relagdo entre
componentes da dieta e a fisiopatologia da doenga; mecanismos imunologicos sdo usados
para alimentar a relagdo entre antigenos alimentares ¢ o desenvolvimento de inflamagdo
intestinal. Embora logica, a hipotese estd longe de ser provada e estudos que investigam as
relagdes sugeridas sdo pouco convincentes, principalmente porque s6 fornecem evidéncias
indiretas de uma possivel causa e efeito entre fatores dietéticos especificos e as DII (Danese

et al., 2004). Estudos que visam encontrar uma relagdo causal entre a dieta e as DII



enfrentam grandes dificuldades, como a defini¢do da composicdo real de cada dieta. Entre
os fatores dietéticos analisados, trabalhos mostraram o agucar refinado como fator de risco
para a DC, mas ndo para a RCUI (Sonnemberg, 1988), a gordura para RCUI, enquanto as
frutas, vegetais e fibras parecem diminuir o risco das DII (Reif ez al., 1997).

Dentre os fatores ambientais, firmacos como contraceptivos orais e drogas
antinflamatdrias ndo esteroidais (DAINE) sdo as duas classes de medicamentos mais
estudadas como possiveis causas das DII. O uso concomitante de anticoncepcionais orais
pode agravar o risco de eventos tromboembdlicos nas DII ativas, mas dados definitivos
ligados a estes fatores precisam ser explorados (Alstead, 1999). Por outro lado, se
contraceptivos podem afetar a evolucdo das DIl através de seus mecanimos
tromboembolicos, ndo se pode descartar outros efeitos imunomoduladores, como alguns
relacionados com a supressdo do NF-kB (Evans et al., 2001). A situacdo ¢ menos ambigua
em pacientes que utilizam DAINESs, porque seu uso estd claramente associado a um risco
maior de DII. Pacientes com remissdo clinica podem recair apds administragdo de DAINEs
(Hanauer & Sandborn, 2002); ndo obstante, foi sugerido que os inibidores da
ciclooxigenase-2 (COX-2) s@o seguros em pacientes com DII (Mahadevan et al., 2002).

Estresse psicolégico tem sido descrito como "um processo em que as exigéncias
ambientais excedem a capacidade adaptativa de um organismo, resultando em alteracdes
psicologicas e biologicas que podem aumentar o risco de uma doenga” (Cohen et al., 1997).
Acredita-se que esse tipo de estresse desempenhe papel importante nos disturbios
gastrintestinais, especialmente nas DII. Modelos experimentais de colite e estudos de
interacdo neuroimunoldgica sugerem que o estresse pode agravar o curso das DII (Collins,
2001). A duragdo do estresse pode também ser importante, ja que o risco de exacerbagdo

das condigdes clinicas como diarréia cronica, fezes sanguinolentas, dor abdominal, perda de



peso, desnutri¢do e fraqueza, parece estar associada com um estado de estresse prolongado
(Levenstein et al., 2000). Esta relacdo apresenta semelhanga com os “cotton-top tamarins”,
primatas que vivem enjaulados na América do Sul e desenvolvem colite espontanea quando
mantidos presos em clima frio por longos periodos (Maunder et al., 2000). Os mecanismos
que explicam a exacerbagdo da doenca pelo estresse sdo desconhecidos; contudo,
provavelmente estdo implicados numa complexa interacdo de fatores nervosos, enddcrinos
e imunes (Hart & Kamm, 2002).

E possivel que agentes infecciosos clissicos sejam a causa das DII, mas as
evidéncias atuais desta hipdtese sdo fracas. Ao longo dos anos, varios microorganismos,
como Listeria monocytogenes, Chlamydia tracomatis, Escherichia coli, Citomegalovirus,
Saccharomyces cerevisiae, além de outros, tém sido propostos como agentes etiologicos
nas DII (Chiodini ef al., 1984).

Contrastando com evidéncias de que DC ou RCUI sdo doengas infecciosas, outros
trabalhos mostram que a flora comensal do intestino ¢ o alvo da resposta imune nas DII
(Macdonald & Monteleone, 2005). Estudos a partir de modelos animais de DII indicam que
a flora normal entérica ¢ necessdria para o desenvolvimento da colite experimental. O
paradigma "sem bactéria, sem colite" foi criado para ressaltar o papel central da microbiota
intestinal na patogénese das DII e ¢ apoiado por uma série de observacgdes clinicas em
pacientes com DII como 1) aumento do nimero de bactérias em estreito contato com a
mucosa dos pacientes (Swidsinski er al., 2002); 2) lesdes nas DIl ocorrem
preferencialmente no segmento com maior concentragdo de bactérias (a valvula ileo-cecal e
célon); 3) procedimento cirurgico que desvia fluxo fecal impede reaparecimento de DC,

enquanto a restauragdo do fluxo fecal induz a reincidéncia da doenca (D'Haens et al.,



1998); 4) a modulacdo da flora entérica com antibidticos e probidticos atenua o processo
inflamatoério instaurado.

Por ultimo, a maior parte dos pacientes apresenta reatividade imunologica sistémica
contra antigenos bacterianos no intestino; entre estes, uma flagelina bacteriana relatada
como antigeno dominante em pacientes com DC (Lodes et al., 2004; Targan et al., 2005a).
Em circunstancias normais, hd uma estreita interacdo entre a microbiota intestinal e o
sistema imune (Macpherson et al., 2004); este complexo esta sob controle da tolerancia
imunologica (Kelly ez al., 2005). Como essa tolerancia ¢ perdida e uma resposta anormal
contra bactérias comensais se desenvolve nas DII ainda ndo é totalmente claro. No entanto,
a recente descoberta de que a DC ¢é geneticamente associada com mutagdes do gene
NOD2/CARD15, cujo produto ¢ uma proteina citoplasmatica reconhecedora de bactérias,
indica pontos defeituosos nos mecanismos de reconhecimento bacteriano (Girardin et al.,

2003).

1.4. Inflamacéo e DII

A reacdo mais comum do organismo contra danos causados por agentes externos ou
internos ¢ a inflamagdo. O intestino ¢ particularmente suscetivel a inflamacao, visto que em
condigdes normais, existe um grau de "inflamagao fisiologica" na mucosa. Isso é mantido
por um rigoroso controle da resposta imune dirigida a uma enorme variedade de antigenos
dietéticos e microbianos, que resulta na presenca de um numero abundante de leucocitos na
lamina prépria (Fiocchi, 2003). O objetivo final de uma resposta inflamatdria é sua eficacia
na eliminacdo do agente agressor e, em seguida, seu desaparecimento quando a causa da
inflamagdo for erradicada. Se a inflamagdo persiste e se torna crdnica, uma resposta

inadequada ¢ gerada e seus efeitos resultam em anomalias anatomicas e funcionais. Ambos,



DC e RCUI, sdo processos inflamatdrios cronicos do intestino que, por defini¢do, ocorrem
devida anomalias do sistema imunoldgico intestinal. Felizmente, grandes avancos tém
ocorrido durante as ultimas trés décadas na compreensdo dos mecanismos celulares e
moleculares mediadores da imunidade na mucosa (Monteleone et al., 2002).

Anormalidades da imunidade intestinal nas DII comegaram a ser descritas ha varias
décadas, no que diz respeito as principais células efetoras da imunidade adaptativa, as
células T e B.

Inicialmente, foi descoberto que a producdo de anticorpos séricos € nas mucosas,
particularmente imunoglubulinas (IgG), estava drasticamente aumentada; além disso, a
propor¢cdo de classes e subclasses das IgG encontra-se alterada em consequéncia da
inflamacdo cronica do intestino (MacDermott et al., 1986; Scott et al., 1986) . Em paralelo
com estes estudos, a possibilidade de alguns destes anticorpos serem auto-anticorpos
dirigidos a componentes do intestino comegou a ser explorada. Varios estudos sugeriram
que anticorpos IgGl, contra proteina estrutural dos colondcitos, eram produzidos
seletivamente em RCUI, mas ndo em DC,o que poderia explicar a patogénese dessa
condi¢do (Takahashi et al., 1985). Contudo, a prova definitiva da existéncia da lesdo
tecidual ocasionada por uma auto-inducdo em RCUI ainda ndo estd em esclarecida.

Com o reconhecimento das células T como células efetoras e seus mediadores
como os principais moduladores da imunidade, o foco da investigacdo das DII foi desviado
para células T helper. Um grande niimero de citocinas tem sido descrito, incluindo aquelas
com efeitos pro-inflamatdrio e immunoregulatério (Podolsky & Fiocchi, 1999). Na DC,
células intestinais T CD4" produzem grandes quantidades de interferon-y (INF-y) e fatores
de transcri¢do (Neurath et al., 2002), enquanto os macréfagos da mucosa produzem grandes

quantidades de IL-12 e IL-18 (Monteleone et al., 1997; Pizarro et al., 1999). Além disso,
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em mucosa de pacientes com DC, as células T s@o resistentes a apoptose e o ciclo que
controla a producdo dessas células ¢ mais rapido (Ina et al., 1999; Sturm et al., 2004). Em
contrapartida, na RCUI as células T produzem grandes quantidades de IL-13 e IL-5,
deixando o ciclo que controla sua produgdo mais lento (Sturm et al., 2004; Fuss et al.,
2004).

Com base nestas observagdes, ¢ aceito que as duas principais formas de DII estdo
associadas com perfis distintos imunitarios que sdo classificados como resposta bastante
tipica Thl em DC e Th2 atipica na RCUI. Mais recentemente, o estudo da imunidade
adaptativa nas DII foi direcionado sobre possiveis defeitos de imunorregulagdo. Existem
diferentes tipos de células imunoregulatorias extremamente importantes na prevencdo da
autoimunidade e repressdo da reatividade imune excessiva (Sakaguchi et al., 2005). Nas
DII existe diminui¢do das células reguladoras no sangue e apenas uma expansdo moderada
no intestino inflamado, sugerindo uma regulagdo ineficiente durante a doenga ativa (Maul
et al., 2005).

A descoberta de que mutagdes do gene NOD2/CARD15, cujo produto ¢ encontrado
em células mediadoras da imunidade inata (principalmente macrdfagos e células
dendriticas), prejudica o reconhecimento de componentes bacterianos (Hugot et al., 2001;
Ogura et al, 2001) em pacientes com DC, mas aumentou o interesse no papel da imunidade
mata nas DII. Células dendriticas sdo escassas na mucosa do intestino, mas constituem uma
populacdo heterogénea de células apresentadoras de antigeno, cruciais para o equilibrio
entre tolerancia e a imunidade ativa, controlando assim o tipo de resposta frente a detecg¢do
de bactérias comensais (Stagg et al., 2003). Nas DII, células dendriticas da mucosa sdo
ativadas expressando Toll-like receptors (TLR) 2 e 4, que medeiam o reconhecimento de

produtos bacterianos modulando a produgio de interleucinas (IL) (Hart ez al., 2005). Todas
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estas caracteristicas funcionais indicam um proeminente papel das células dendriticas, na
patogénese das DII.

Outras células que participam da resposta inflamatéria cronica nas DII, incluem
células epiteliais, mesenquimais, endoteliais e plaquetas, que realmente exercem muitas das
fun¢des tradicionalmente atribuidas as células imunes, tais como produgdo de citocinas ou
expressao de antigenos MHC classe II (Danese & Fiocchi, 2006).

Células epiteliais intestinais (IEC) podem ser alteradas em fungdo das DII; IEC
normais tém capacidade apresentadora de antigeno e, preferencialmente, estimulam células
supressoras, enquanto que IEC da mucosa com DII induzem células que ativam o processo
inflamatério, amplificando a inflamagdo intestinal (Mayer ef al., 1990). Além disso, elas
expressam inapropriadamente moléculas co-estimulatérias (Nakazawa et al., 2004),
aumentando seus precursores inflamatorios nas DII. Assim, IEC tem importincia na
patogénese das DII, mas sua compreensdo funcional necessita ser melhor investigada
(Danese & Fiocchi, 2006) .

O envolvimento dos fibroblastos nas DII tem sido tradicionalmente considerado
restrito na producdo de matriz extracelular na patogénese das DII, como a formacdo da
fibrose intestinal (Stallmach et al., 1992; Pucilowska et al., 2000). No entanto, fibroblastos
representam uma fonte importante de metaloproteinases da matriz, uma familia de enzimas
proteoliticas diretamente responsaveis pela destrui¢do tecidual durante a inflamagao (Baugh
et al., 1999; Von Lampe et al., 2000). Recentemente, mostrou-se que a ativacdo de
fibroblastos induz o aumento na expressdo de moléculas de adesdo celular, produgdo de
quimiocinas que, por sua vez, induz a migracdo de células T locais (Vogel et al., 2004).
Portanto, fibroblastos da mucosa devem também ser considerados como participantes

ativos nas DII.
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O papel das plaquetas nas DII ¢ conhecido ha muito tempo, principalmente devido
ao seu envolvimento em eventos trombdticos, que sdo relativamente comuns em pacientes
com DC e RCUI (Irving et al., 2005). No entanto, plaquetas tém sido cada vez mais
implicadas na resposta imunoldgica através do papel amplificatorio na imunidade e
inflamacdo, que ¢ em grande parte mediada via ligante CD40/CD40 (Weyrich et al., 2004).
Plaquetas existem, em estado ativado, na circulacdo periférica de pacientes com DII; os
niveis elevados de ligantes CD40 presentes na circulagdo sistémica sdo principalmente
originados das plaquetas, aparentemente devido a ativagdo plaquetdria na microvasculatura
intestinal inflamada (Danese et al., 2003a). Mais importante ainda ¢ que estudos recentes
tém mostrado que plaquetas desencadeam resposta inflamatoria dependente de CD40 na
microvasculatura de pacientes com DII (Danese et al., 2003b) relacionando, assim, esse

tipo de célula com o processo de patogénese das DII.

1.5.  Producio de Citocinas

Em um processo inflamatorio como as DII, apds ativagdo dos linfocitos por um
antigeno, a IL-12 liberada age de forma autdcrina, estimulando a proliferacdo das células T
e potencializando a morte celular por apoptose das mesmas. O INF-y ativa a prodwdo de
IL-12 e IL-18 pelos macréfagos, induzindo a diferenciacdo e ativacdo das células Thl, em
um ciclo auto-sustentdvel, dada a producdo de maiores quantidades de INF-y, IL-2 e TNF-3
pelas células Thl. O INF-y ndo s6 aumenta a expressdo de moléculas de adesdo nas células
endoteliais, facilitando o recrutamento de células inflamatodrias, como também ativa os
macréfagos que produzem grandes quantidades de citocinas pro-inflamatdrias, como IL-6,
IL-8 e IL-12, e metabolitos reativos de oxigénio e nitrogénio. Em individuos saudaveis, esta

resposta inflamatoria se encontra sob controle de citocinas imunomoduladoras, de forma
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que estas citocinas pro-inflamatorias se encontram em equilibrio com seus equivalentes IL-
4, IL-10, IL-11 e IL-13. Alteragdes neste equilibrio conduzem a um dano no tecido, como
consequéncia de uma inflamacdo grave, e as manifestacdes clinicas da enfermidade
(Ardizzone & Porro, 2002).

Além da ativagdo de células T, uma resposta imune na mucosa cdlica implica tanto
na migracdo seletiva de células T virgens, desde a circulagdo periférica até as placas de
Peyer, quanto no recrutamento de células T ativadas (efetoras ou de memoria) para sitios de
inflamagao/dano.

O processo de extravasamento das células T virgens, desde a circulag@o periférica
até¢ as placas de Peyer ou aos nodulos linfaticos mesentéricos do intestino, ¢ induzido
através da interacdo especifica entre L-seletina associada a célula T e seu receptor de
molécula de adesdo celular portadora dependente de glicosilagdo 1 (GlyCAM-1) localizado
em células endoteliais especializadas no tecido linfatico. Além disso, as células T virgens
podem migrar especificamente para a mucosa do intestino através da intera¢do entre a
integrina 047 associada a célula T e a molécula de ades@o celular, a adressina mucosa-1
(MAdCAM-1) da célula endotelial da mucosa (Abbas & Lichtman, 2005).

Se as células T virgens entram em contato com o antigeno ativando-se, estas células
T ativadas proliferam, se desfazem de suas L-selectinas e incrementam a expressdo, em sua
superficie, de moléculas de adesdo adicionais a tais integrinas, como a integrina aL.p2, a4p1
e CD44 (Abbas & Lichtman, 2005). A progénie destas células T ativadas pode, entdo,
diferenciar-se em células efetoras ou de memoria.

Ao contrario das células efetoras, as células de memoria podem existir por um longo
periodo de tempo na auséncia de um estimulo antigénico (Abbas & Lichtman, 2005). Estes

linfécitos ndo produzem moléculas efetoras, como citocinas, a menos que entrem em
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contato novamente com um antigeno. Apds a ativacdo inicial das células T no tecido
linféide, as células efetoras ou de memoria ingressam de novo na circulacdo sanguinea
através das vias linfaticas eferentes e do conducto torécico.

Ao voltar para a circulagdo sistémica, as células T ativadas ndo migram, de forma
eficiente para o tecido linféide devido a perda da L-selectina de superficie; porém, estas
células sdo recrutadas preferencialmente, para zonas de infec¢do/inflamacdo onde o
antigeno original responsavel estd localizado. Este novo padrdo de migracdo ¢ mediado
pela interacdo da integrin@4fl, integrina alLP2 e CD44 associadas ao linfocito com a
molécula de adesdo de célula vascular 1 (VCAM-1), molécula de adesdo intercelular-1 ou 2
(ICAM-1, ICAM-2, respectivamente) (Abbas & Lichtman, 2005).

Assim, as células T efetoras e de memoria possuem padrdes de migragdo muito
diferentes dos padrdes das células virgens. Apds o extravasamento, uma célula T de
memoria ou efetora pode reencontrar-se com seu antigeno. Esta segunda interagdo com o
antigeno ativa os linfocitos para sintetizar e liberar citocinas, desencadeando uma resposta
inflamatéria. Muitos dos mediadores liberados, como consequéncia desta resposta, tém
papel importante no recrutamento e ativacio dos linfocitos, leucocitos fagociticos como os
neutrofilos polimorfonucleados (PMNs) e macréfagos, os quais induzem dano no tecido e,
como conseqiiéncia, manifestacdes clinicas das DII (Abbas & Lichtman, 2005).

Tanto a DC quanto a RCUI tem uma excessiva resposta imune local caracterizada
pela sintese aumentada de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1f, IL-6, IL-8, IL-12, IL-
16 e TNFa na mucosa (Monteleone et al., 2002). O elemento chave no controle da sintese
destas citocinas inflamatérias ndo ¢ bem conhecido. Candidatos importantes podem ser os
fatores de transcricdo que se unem a regides promotoras dos genes. Entre estes, o NB

parece ser um regulador da expressdo induzida por muitos genes de citocinas (por exemplo,
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IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e TNFa) em linBcitos, monocitos e células epiteliais do intestino; a
atividade do NF-«B encontra-se aumentada na mucosa de pacientes com DII ativas
(Neurath et al., 1998). Além disso, uma grande variedade de citocinas inflamatdrias, como
IL-1, IL-18 e TNFa, possui capacidade de ativar o NFkB. Este feito pode proporcionar um
mecanismo de retroalimentagdo capaz de perpetuar o processo inflamatdrio no intestino

(Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos imunoldgicos da inflamacéo.

2. Terapéutica das DII

Diversos medicamentos s3o utilizados com resultados limitados no tratamento das
DII. Entre as substancias mais estudadas, destacam-se derivados dos salicilatos (Seibold,
2003), corticosteroides (Katz, 2004), imunossupressores (Sandborn e Feagan, 2004) e mais
recentemente, as terapias anti-TNF-a (Van Assche ef al., 2005). No entanto, essas drogas
apresentam efeitos colaterais, t€ém o custo elevado, além de, isoladamente, ndo serem

eficazes sobre todos os pardmetros da doenca até agora estudados (Jafri & Pasricha, 2003).
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O tratamento deve comecar pelo diagnostico preciso. Este depende do conjunto da
historia clinica, dos achados de exame fisico, endoscopico, radioldgico e histologico, assim
como dos exames laboratoriais. O resultado desta investiga¢do permite distinguir a DC da
RCUI. Entretanto, em aproximadamente 10% dos pacientes, pelo menos inicialmente, isto
ndo ¢ possivel (Podolsky 2002).

O tratamento das DII dependera da gravidade, da extensdo e do local envolvido. Um
grande nimero de drogas antinflamatdrias gerais ou seletivas tem sido empregado e, apesar
de conseguirem remissdo das crises, ndo cura a doenca (Biondo-Simdes et al., 2003). O
tratamento cirirgico ¢ reservado para as complicagdes da DC ou para quando sintomas
graves persistem, mesmo apds tratamento intensivo com drogas antinflamatérias ou

imunossupressoras (Biondo-Simdes et al., 2003).

2.1. Terapia Convencional

O 4cido 5-aminosalicilico (5-ASA) tem boa atividade nos pacientes portadores de
RCUI e DC, podendo ser efetivo para manter a remissdo da RCUI (Biondo-Simdes et al.,
2003). Estudos demonstraram que o 5-ASA ¢ funcionalmente ativo, bloqueando a producéo
de prostaglandinas e leucotrienos, inibindo a quimiotaxia dos neutrdfilos, a secre¢do de
substancias pré-oxidantes e a ativagdo do NF-kB (Podolsky, 2002; Kim et al., 2009).

Corticosterdides tém sido empregados inicialmente na remissdo da doenga. Eles
provavelmente atuam pelas mesmas propriedades funcionais relativas aos processos
inflamatorios. Parecem controlar a doenca de uma maneira complexa, que pode incluir a

modulagdo da fosfolipase A,, IL-1, TNF-a (Bauditz et al., 2002), molécula de aderéncia
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aos leucdcitos endoteliais-1 (ELAM-1) e molécula de aderéncia intercelular-1 (ICAM-1) e
lise dos linfocitos e dos eosindfilos.

Imunossupressores como azatioprina e seu metabdlito ativo, 6-mercaptopurina, tém
para pacientes com DII, apesar dos riscos aumentados para linfoma (Lewis et al., 2001).
Estudos clinicos tém demonstrado que estes agentes sdo eficientes para manter a remissao,
mas sdo inefetivos no controle dos casos agudos. O mecanismo de agdo desta droga
permanece desconhecido, mas pode incluir supressdo da geragdo especifica de células T.
Azatioprina ¢ andloga a purina inibe competitivamente a biossintese destes nucleotideos;
apresenta dois tipos de efeitos colaterais: “alérgicos” (dose independente): pancreatite,
hepatite, febre, diarréia e mal-estar; e “ndo alérgicos” (presumivelmente dose dependente):
leucopenia e algumas formas de hepatite (Biondo-Simdes et al., 2003).

J4 o metotrexato, antagonista do 4cido folico, tem sido usado para DC, mostrando-
se menos util para a RCUIL. O mecanismo de acdo parece ser a inibi¢do da IL-1 através do
mimetismo molecular com diidrofolato redutase (Fraser ez al. 2002)

Outro imunossupressor usado na pratica médica ¢ a ciclosporina, que pode ser
efetiva no tratamento da RCUI grave; age, provavelmente, através do bloqueio da ativagdo
dos linfécitos, inibindo a transcri¢do de IL-2 e do seu receptor nos linfocitos T auxiliares,
além de inibir também a produgdo de fatores que ativam as células B e estimulam a

producdo de IFN-y pelas células T auxiliares.
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2.2. Terapia nao convencional

Novas abordagens terapéuticas tem emergido nos ultimos anos como resultado do
avango na compreensdo da patogénese das DII. Estas novas terapias, dirigidas aos
mecanismos da doencga, tém a finalidade de tornar mais eficazes e mais seguros os
tratamentos para as DII (Nakamura er al., 2008). Existem diversos agentes anti-TNF
desenvolvidos, mas apenas trés tém sido eficazes em DC: infliximabe, adalimumabe e
certolizumabe (Gomolléon & Lépez, 2008). Suas estruturas moleculares sdo diferentes:
Infliximabe e adalimumabe s3o anticorpos monoclonais que diferem porque o primeiro é
quimérico (75% camundongo e 25% humana) e o segundo somente humano; enquanto,
Certolizumabe ¢ um fragmento Fab especifico, anti-TNF, combinado com duas moléculas
de polietilenoglicol. Todos eles compartilham um mecanismo de acdo geral que consiste
em ligar-se ao TNF, soluvel e encontrado na membrana plasmaética, inibindo sua a¢do pro-
inflamatéria direta e mediada pela indug¢do de outras citocinas (principalmente I1L-6)
(Gomollon & Loépez, 2008). Além deste efeito em comum, estes agentes exercem outras
fungdes potencialmente antinflamatorias. Nesse sentido, infliximabe e adalimumabe sdo
capazes de induzir apoptose em diferentes tipos celulares. O uso do Infliximabe em
pacientes com DC ja foi aprovado por 6rgdos competentes (Nakamura et al., 2008) e para a
RCUI (Rutgeerts et al., 2005). Para reduzir possiveis eventos alérgicos em humanos, o
Infliximab foi submetido a tecnologia recombinante, tornando-se menos imunogénico
(Drewe e Powell, 2002).

Ha poucas informagdes a respeito do transplante de medula 6ssea e células-tronco.
Um trabalho envolvendo seis pacientes com DC e leucemia que foram tratados com
transplante de medula alogénico foi publicado em 1998 (Lopez-Cubero et al., 1998).

Quatro dos cinco pacientes acompanhados permaneceram livres da DC (um paciente
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morreu de sepse e um apresentou reicidiva da doenca). Dois pacientes com RCUI
submetidos ao transplante alogénico de células-tronco apresentaram remissdo por 4 anos
apos o transplante. Nem todos os pacientes relataram remissdo das DII, assim, o resultado
do beneficio a longo prazo nio esta estabelecido, uma série de questdes permanecem antes
que o transplante se torne uma forma aceitavel de tratamento. (Summers, 2007).

Visilizumabe ¢ um anticorpo monoclonal anti-CD3 que induz apoptose em células T
CD3; uma vez administrada, o numero de células T em circulagdo diminui drasticamente
dentro de horas. Ensaios clinicos em pacientes com visilizumab com RCUI tém
demonstrado beneficio clinico (Plevy et al., 2003; Targan et al., 2005b) e embora a
liberacdo de citocinas seja conhecida como efeito colateral na maioria dos pacientes,
resultados preliminares sugerem sua utilizagdo clinica como um alternativa para
ciclosporina nos pacientes com RCUI (Nakamura ef al., 2008).

Basiliximabe ¢ um anticorpo monoclonal anti-CD25 que bloqueia a cadeia a do
receptor IL-2 na superficie de células T ativadas; em estudos controlados, esse farmaco
mostrou ter eficicia no tratamento de pacientes com RCUI de intensidade moderada a
grave (Creed et al., 2006).

Ja o derivado de inibidores da fosfodiesterase tiazolo (PDE-4), Tetomilast € capaz
de inibir as fungdes de neutrdfilos ativados; seus efeitos terapéuticos foram demonstrados
em diversos modelos animais das DII (Nagamoto et al., 2006), sugerindo um efeito
inibitério sobre os processos inflamatérios em RCUI humana. Um ensaio multicéntrico
(randomizado e controlado) mostrou que Tetomilast ndo apresentou beneficio significativo
no tratamento dos pacientes com RCUI (Schreiber ef al., 2007) e novos ensaios clinicos

seriam necessarios para esclarecer esta questao.
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Um estudo multicéntrico (randomizado e controlado com placebo) recente mostrou
que anticorpo monoclonal para integrina a4p7, o MLNO02, tem eficacia na inducdo da
remissdo em pacientes com RCUI (Feagan et al., 2005); este resultado sugeriu que MLN02
seria uma alternativa atraente para pacientes que ndo respondem ao 5-ASA ou corticdides.
Entretanto, os dados sobre a eficacia do MLNO2 no tratamento de pacientes para os quais a
terapia com corticosteroides € ineficaz, ndo estdo disponiveis até o momento.

Ja& o RDPS5S8, um decapeptideo imunomodulador capaz de inibir a sintese de
citocinas pro-inflamatdrias, interrompe a formagdo do complexo TRAF6-MyD88-Irak
responsavel pela ativacdo de varias vias de sinalizagdo intracelular envolvidas na
inflamacdo. Como resultado, o decapeptideo inibe a producdo de varias citocinas, incluindo
TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6 e IL-12 (Iyer et al., 2002). Um estudo randomizado recente
mostrou que RDP58, numa dose relativamente alta, foi eficaz na RCUI de intensidade
moderada (Travis et al., 2005) e, embora o mecanismo de acdo deste agente seja atraente,

outras investigacdes seriam uteis para seu uso clinico.

2.3. Antioxidantes

Estudo realizado por Reimund ef al. (1998) em humanos analisou a influéncia de
trés antioxidantes (butirato de hidroxianisol, tetrahidropapaverolina e 4cido
nordihidroguaiarético) na inibicdo de TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8; o efeito inibidor de
citocinas pelos antioxidantes mostrou-se mais pronunciado na RCUI do que na DC.

A atividade farmacologica proposta ¢ relevante considerando-se que o oxigénio ¢
essencial para a vida, mas também pode causar danos celulares graves. Isto ¢ conhecido

como “paradoxo do oxigénio”. A reduc¢do do oxigénio nos tecidos bioldgicos produz um
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numero elevado de radicais livres, muito reativos, conhecidos como Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO). As ERO s3o resultantes do metabolismo incompleto do oxigénio
molecular (O,), gerando anion superoxido (O3), peréxido de hidrogénio (H,O,) e radical
hidroxil (OH"), que possuem um elétron ndo pareado na ultima camada de valéncia. Por
serem extremamente reativas, as ERO atacam moléculas bioldgicas levando a danos
celulares como peroxidagdo lipidica, degradagdo de proteinas, quebra do DNA e até morte
celular. Para controle do processo de ataque oxidativo o organismo possui sistemas de
defesa como as enzimas superdxido dismutase, peroxidases e catalase (Thomas, 2000).

Outra fonte de radicais livres € o processo inflamatorio. Quando ocorre uma
agressio a um determinado tecido, ha producdo de agentes quimiotaxicos como
prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, produtos bacterianos e virais. Esses agentes
quimiotaxicos atraem células fagocitarias que reduzem O, a O,’, no processo inflamatdrio,
por acdo da NADPH oxidase; o objetivo ¢ a destruicdo dos agentes invasores (Conner &
Grishan, 1996).

Na colite experimental, ha processos inflamatorios tipicos geradores de radicais
livres; por outro lado, a administra¢cdo de enzimas antioxidantes reduz a severidade da
inflamagdo colica (Segui et al., 2004). Dessa ultima alternativa, emerge a base para
utilizacdo de polifendis nas doengas inflamatdrias intestinais.

Plantas, bem como outros organismos unicelulares e multicelulares, contém
moléculas organicas ubiquas (aminodcidos, carboidratos e acidos graxos) denominadas
metabdlitos primdrios essenciais para estrutura basica e metabolismo da célula. Esses
compostos também servem como substrato para a sintese substancias quimicas chamadas
metabolitos secundarios, os quais acumulam-se em menores concentragdes € apresentam

distribuicdo diferente para cada espécie. Apds a ingestdo, alguns metabdlitos secundarios
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de plantas comestiveis interagem beneficamente, agindo como coativadores enzimaticos; a
ingestdo insuficiente deles pode estar relacionada a algumas doencas (Balandrin et al.,
1985; Eastwood, 2001).

Polifen6is (PPL), uma classe desses metabdlitos, estdo sendo reconhecidos como
fitoconstituintes que promovem beneficio a saude; varios modelos que mimetizam doengas
inflamatérias humanas sdo atenuados pelos PPL, ja que estes compostos sdo potentes
“varredores” de radicais livres in vitro, mas estudos atuais sustentam que sua atividade
antinflamatéria in vivo ocorre a partir da interacdo com proteinas envolvidas com a
transducdo de sinal e a expressdo génica (Scalbert et al., 2005; Bravo, 1998, Kris-Etherton
et al., 2004, Heiss et al., 2005; Barnes, 1997).

Um importante alvo da a¢do dos PPL in vivo ¢ o fator de transcri¢do nuclear-kB
(NFkB); normalmente ele ¢ inativado pelo inibidor citoplasmatico kB (IxkB) e ¢ liberado
dessa associagdo por intermédio das quinases ativadas IkB (IkKs). Espécies reativas de
oxigénio acionam cascatas de transducdo de sinal que convergem para fosforilacdo das IxkK
e o NFkB liberado ¢ entdo translocado para o nicleo onde promove a expressdo de genes
inflamatérios como TNF-q, 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), ciclo-oxigenase (COX-
2) e ICAM todos induzindo ativagdo de linfocitos, monécitos / macrofagos e células
endoteliais (Karin et al., 2004). Embora proteja as células parenquimatosas de apoptose,
NFkB ¢ considerado como alvo no tratamento de diversas doengas inflamatodrias (Karin ez
al., 2004; de la Lastra & Vilegas, 2005).

Devido a inibi¢do da fosforilagdo do IkK e/ou impedimento da degradagdo
proteasomal do IkB, numerosos polifendis atenuam a ativacdo do NFkB in vivo em doengas

inflamatérias (Scalbet et al., 2005; Bravo, 1998).
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Dentre os PPL com atividade antinflamatdria estdo resveratrol (Baur et al., 2006;
Frei et al., 2003), epigalocatequina galato (Joe et.al., 2004), curcumina (Bengmark, 2006;
Dias et al., 2005) e quercetina (Delhalles et al., 2004). Curiosamente, as propriedades
antinflamatdrias dos DAINEs e salicilatos também sdo parcialmente imputdveis a inibigdo
da IxkK (Kaga et al., 2005). Como os PPL parecem ndo inibir a COX-1 constitutiva, que
modula a sintese de prostaglandinas, eles podem ser agentes antinflamatdrios mais seguros.

Estudos utilizando modelos de colite aguda ou cronica induzida pela administragio
de sulfato dinitrobenzenosulfonico (Oz et al., 2005, Kim et al, 2005),
trinotrobenzenosulfonico (Zhang et al., 2006; Jiang et al., 2006; Kim et al., 2005; Sugimoto
et al., 2002), adi¢do de dextrana na agua (Kwon et al., 2005; Camuesco et al., 2004) ou
animais knock-out para interleucina -2 (IL-2") (Jian et al., 2005) utilizaram PPL para
avaliar sua atividade biologica sobre a colite experimental. Resveratrol, epigalocatequina
galato, curcumina e quercetina reduziram a mortalidade, atenuaram danos célicos (diarréia,
fezes sanguinolentas) e extra colicos (perda de peso), além de diminuir infiltrado
inflamatoério, adesdo, atividade da mieloperoxidase, TNF-a, IL-1p, IL-12, iNOS (Martin et
al., 2006; Mazzon et al., 2005; Oz et al., 2005; Varilek et al., 2001; Jian et al., 2005;
Sugimoto et al., 2005; Kim et al., 2005. Assim, PPL de origem vegetal podem seguramente
contribuir para a reducdo dos sinais inflamatdrios existentes nas DII.

Uvas (Vitis vinifera L.) contém altas concentragdes de PPL, especialmente
flavonoides. A quantidade e composi¢do dos compostos biologicamente ativos presentes na
uva varia muito de acordo com as variedades, grau de maturagdo, condigcdes sazonais, area
de producdo e rendimento do fruto (Girar & Mazza, 1998). Os principais polifenois da Vitis
vinifera L. sdo as antocianidinas em uvas roxas e flavan-3-ois no caso das uvas brancas;

além disso, uvas roxas contém mais polifendis totais que as brancas. As sementes e cascas
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das uvas s3o importantes fontes de flavondides; sementes possuem ainda grande quantidade
de proantocianidinas ou taninos condensados e sua composi¢do quimica ¢ muito mais
diversa que aquela das cascas da fruta (Girar & Mazza, 1998). Além disso, fibra dietética é
a principal componente das cascas e sementes da uva (Vitis vinifera) (Jiménez et al., 2008;
Igartuburu et al., 2001; Gofii, 2004); representa cerca de 74% do peso das cascas e a maior
fracdo de fibras ¢ hemicelulose (30,7% em peso da fibra dietética), seguida por celulose
(cerca de 6%) (Igartuburu et al., 1987).

A ameixa (Prunus domestica L.) tem sido utilizada como alimento saudavel
(Stacewicz-Sapuntzakis, 2001). Em particular, a atividade antioxidante da ameixa ¢ muito
alta em comparag@o com outras frutas e vegetais dada sua capacidade de “varrer” espécies
reativas de oxigénio (Agricultural Research Service, 1999). Os compostos fendlicos com
propriedades antioxidantes na ameixa sdo isdmeros do 4acido caffeoilquinico como os
acidos neoclorogénico, criptoclorogénico, clorogénico (Nakatami et al., 2000), todos com

atividade benéfica contra ERO’s e espécies reativas de nitogénio (Nakatami ez al., 2000).

2.4. Acidos graxos de cadeia curva (AGCC)

Fibras dietéticas apresentam propriedades e efeitos fisiologicos importantes no trato
gastrintestinal, como producdo de 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC), necessarios a
manuten¢do da fun¢do normal dos colondcitos (Galvez et al., 2005); o butirato € a principal
fonte de energia dos colondcitos, diferentemente de outras células que utilizam a glicose
como fonte de energia (Ahmad et al., 2000).

AGCC (principalmente acetato, propionato e butirato) sdo produtos finais da
fermentagdo dos carboidratos da dieta por bactérias anaerdbicas no intestino grosso e

principais fonte de energia dos colondcitos, regulando seu desenvolvimento e diferenciacdo
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(Cummings, 1981). Além disso, estio AGCC intimamente relacionados as propriedades
normalizadoras da fung¢do da barreira intestinal, com efeitos troficos sobre o epitélio
intestinal, o que é de grande importancia para recuperagdo da inflamag¢ao e redug@o do risco
de realocacdo bacteriana durante a alteragdo da barreira intestinal (Urao et al., 1999). Em
resumo, o butirato tem capacidade de induzir a produgdo de enzimas (por exemplo,
transglutaminases) que promovem a restauracdo da mucosa (D’Argenio ef al., 1999).
Colonécitos de pacientes com DII apresentam algum defeito especifico na oxidag¢do dos
AGCC, mais precisamente do butirato (Ahmad et al., 2000). Desta forma, uma maior
disponibilidade destes AGCC pode melhorar a integridade da mucosa do colon e, com isso,

contribuir para a reducdo da inflamacdo (Kanauchi ez al., 1998).
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OBJETIVOS

1. Testar, in vitro, diferentes combinagdes de fibras de Ameixa (Prunus domestica L.) ¢

Uva (Vitis labrusca L) para avaliar a producdo dos acidos graxos de cadeia curta;

2. Avaliar a a¢do da preparagdo com maior producdo de AGCC em animais com colite

induzida por TNBS com relacdo a:

3. Niveis de GSH

4.Atividades das enzimas antioxidantes (GSH-Px, GSSG-Rd e SOD);

5. Mediadores envolvidos na inflamacdo (MPO, COX-2, NF-kB e MadCAM-1);

6. Producdo de citocinas pré-inflamatorias (IL-6 e IL-12) e antinflamatdria (IL-10).
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MATERIAIS E METODOS

3. Ensaio in vitro

Na etapa preliminar, in vitro, varias combinagdes das fibras dietéticas foram
hidratadas por PBS pH 7,4 acrescido de Oxyrase® por 12 a 16 horas a 4° C. Apés este
tempo, 10 ml de suspensdo fecal de rato (suspendido em PBS pH 7,4 acrescido de
Oxyrase”) na propor¢io de 1:6 foram adicionados as fibras previamente hidratadas e
incubadas por 24 horas, a 37° C, sob suave agita¢do. Nos tempos 0, 12 h, 24 h e 48 h foram
retiradas aliquotas de 2 ml as quais foi adicionado 1 mL de solugdo de sulfato de cobre (10
g/L) para inibir o crescimento microbiano. As amostras foram estocadas em freezer (-20°
C) para posterior quantificagdo dos AGCC (Veldzquez et al, 2000). Estes compostos foram
analisados por Cromatografia de fons (CI), com a finalidade de avaliar quais eram as
preparacdes que produziram mais AGCC, quando comparadas as curvas dos padrdes dos
acidos butirico, propidnico e acético, usando um método desenvolvido pelo Prof. Dr. Lauro
Tatsuo Kubota e Jailson Dias do Instituto de Quimica da UNICAMP juntamente com nosso
grupo de pesquisa.

Num primeiro momento foram usadas fibras de Ameixa (Prunus domestica L.)

combinada com fibras de Uva (Vitis labrusca L).
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Figura 3. Fluxograma do teste in vitro

3.1. Cromatografia de ions

Para as quantificagdes dos AGCC as amostras foram centrifugadas a 2800 rpm e o
sobrenadante usado para a andlise dos AGCC.

As andlises cromatograficas foram realizadas num cromatdgrafo modular
(Metrohm®, Switzerland) composto por uma unidade de isocratica modelo 818 IC e
interface 830 IC. O volume de injecdo da amostra foi de 10 pL, em uma coluna analitica
Metrosep Organics Acids (Metrohm™), com 100 mm de comprimento e didmetro de 7.8
mm. Detec¢do obtida por um detector condutimétrico — 819 IC com volume interno de 1.0

pL. A condutividade do eluente foi suprimida através do uso de LiCl 50 mM (Merck,
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Darmstadt, Germany). A aquisi¢do e tratamento de dados foram obtidos através do software

IC Net, versdo 2.3 (Metrohm™) como apresentada na Figura 4.

Reservatorio de
Eluente Sistema g

Eluente Supressor

g Bomba Célula de Deteccao
Condutividade @
Injegan da O—<==I

Amostra |
Pré-coluna Edagode
Trabalho de . i Controle
Separagdo Cromatografia _-_': Instrumental e
Analitica Coluna Analitica - Aquisigao de
Dados

Figura 4. Fluxograma da cromatografia de ions

Todas as solugdes aquosas foram preparadas com agua deionizada, ultrapura tipo I,
filtrada por membrana de 0,22 pm obtida com sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
USA). O eluente H,SO4 0,5 mM (Merck, Darmstadt, Germany) foi purgado em ultrassom
durante 30 minutos para remoc¢do dos gases dissolvidos (principalmente CO,). As solugdes
padrdo dos analitos acetato de sodio, propionato de sodio e butirato de sodio (Acros
Organics, Nova Jersey, USA) foram preparadas através da dilui¢do das solugdes padrio
multielementar a 10 mM, sendo a curva de calibragdo preparada a partir dessa mesma
solucdo.

Para identificacdo dos dacidos graxos foi utilizada comparagdo dos tempos de
retengdo dos picos dos cromatogramas das amostras com aquela dos padrdes de acidos

organicos.
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Primeiramente foi realizado o teste in vitro com varias combinagdes de diferentes
fibras. A combinag@o que apresentou o melhor resultado, ou seja, produziu mais AGCC,
principalmente butirato, constituiu a dieta alimentar de ratos com colite ulcerativa induzida

por TNBS.

3.2. Ensaios in vivo
Os protocolos experimentais utilizados nesse trabalho foram aprovados pelo Comité

de Etica em Experimentacio Animal da UNICAMP (Protocolo n°1188-1).

3.2.1. Fibras Alimentares

Uva (Vitis labrusca L) organica da variedade “Isabel” foi triturada em
liquidificador, sem acrescentar agua, centrifugada (para separar o suco da casca e semente)
e, em seguida, apenas cascas e sementes foram liofilizadas. A ameixa (Prunus domestica L)
também organica teve sua semente retirada e as partes (casca e polpa) também foram
trituradas e liofilizadas. A melhor combinagdo de fibras, apds teste in vitro para deteccdo de
AGCC, foi re-suspensa em agua e administrada, por gavagem, aos animais. As fibras foram

estocadas em recipientes opacos e conservadas em freezer a -20° C.

3.2.2. Animais de experimentacio

Foram utilizados ratos machos Unib: WH (150 - 250 g), provenientes do Centro
Multidisciplinar para investigagdo Biolégica UNICAMP (CEMIB), aclimatados as
condigdes do laboratdrio por pelo menos sete dias antes da manipulagdo experimental, com
temperatura (23 + 2° C) e ciclos claro/ escuro (12 h/ 12h) controlados, alimentados com

racdo nuvital (Nuvilab) e dgua ad libitum.
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Modelos animais de inflamagdo intestinal sdo indispensaveis na compreensido da
patogénese da DC e RCUI, as duas principais formas das DII em seres humanos (Wirtz et
al., 2007) e o modelo ideal para o estudo deve mimetizar a maior parte dos aspectos da

doenca em humanos.

3.2.3. Inducio da colite experimental por TNBS

No modelo de colite empregado, seguiu-se o desenho experimental descrito na
figura 5. Os ratos foram separados em trés grupos (n = 8); dois controles (Salina e TNBS)
receberam a dieta padrdo; o outro, tratado, recebeu suplemento de Uva (0,5 g.kg") por 3
semanas. Duas semanas apos iniciar o experimento, os ratos permaneceram 24 horas de
jejum e foram submetidos a induc¢do de colite pelo método descrito por Morris et al. (1989).
Sob anestesia com halotano, os animais receberam 10 mg de TNBS dissolvido em 0.25 mL
de etanol 50% (v/v) por meio de uma canula de Teflon inserida 8 cm através do anus.
Durante e apds a administragdo do TNBS, os ratos permaneceram de cabeca para baixo até
a recuperagdo da anestesia. Ratos do grupo salina receberam 0.25 mL de solucdo salina
(intra-retal). Todos o0s animais tiveram pardmetros comportamentais, peso corporeo e
consisténcia das fezes verificados diariamente e sacrificados uma semana apds indugdo da

colite.
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Figura 5. Desenho experimental

3.2.4. Avaliacdo macroscopica das lesdes

Cada animal teve 10 cm do colon distal removido, cortado longitudinalmente,
lavado com salina fisioldgica (para remocdo de residuos fecais) e pesado. O score da
inflamag¢do macroscopica foi avaliado baseando-se no aspecto macroscopico do cdlon
(score 0 — 10) onde atribui-se 0 (c6lon normal), 1 (hiperemia localizada sem tlceras), 2
(ulceragdo sem hiperemia nem espessamento da parede intestinal), 3 (ulceragdo com um
ponto de inflamag¢@o), 4 (dois ou mais pontos de ulceracdo e inflamagdo), 5 (zonas com
grandes danos, inflamagao e ulceragdo com uma extensdo maior que 1 cm), 6-10 (zonas
com grandes danos e extensdo maior que 2 cm; adiciona-se 1 ponto, até 10, para por cada
cm acometido como apresentado na Tabela 2. A presenca de diarréia (score 0 - 1) foi
avaliada de acordo com critérios de Bobin-Dubigeon et al. (2001). Além disso, para avaliar

o estado inflamatorio dos animais, inicialmente, foram utilizados dados como comprimento
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da lesdo no célon e espessamento da parede do intestino, verificado através da relagdo

peso/comprimento do mesmo. O peso dos animais foi mensurado durante os 21 dias de

experimento.

Tabela 2. Escala de avaliagdo do indice de dano macroscopico (IDM) no modelo de colite

experimental induzido por TNBS em ratos.

0 pontos Coélon normal

1 ponto Hiperemia localizada sem tlcera

2 pontos Ulceragao sem hiperemia e sem espessamento na parede intestinal

3 pontos Ulceragdo com um ponto de inflamagéo

4 pontos Dois ou mais sitios de ulceracdo e inflamagio

S pontos Grandes zonas de danos, inflamag¢do e ulceracdo com uma extensdo maior que
I cm

6 — 10 Grandes zonas de danos tecidual com extensdo maior que 2 c¢m, adicionando 1

pontos ponto (até 10) para cada cm adicional de extensdo

Por ultimo, o célon foi dividido em fragmentos longitudinais distintos que, a

excecdo de um, foram congelados imediatamente a -80° C para posterior realizagdo das

determinagdes bioquimicas. O segmento destinado a determinagdo da glutationa total foi

congelado com 1 mL de 4cido tricloroacético (TCA) a 5% (p/v), com objetivo de inibir sua

degradacdo pela y-glutamil transpeptidase (Anderson, 1985). Todas as analises bioquimicas

realizadas nas semanas imediatamente seguintes ao sacrificio dos animais.
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3.2.5. Determinacio da atividade da mieloperoxidase (MPQO) cdlica

A atividade da mieloperoxidase foi determinada através do método descrito por
Krawisz et al. (1984). A enzima MPO ¢ utilizada como marcador da infiltragdo de
neutrofilo; entretanto, essa enzima ndo € especifica destes fagocitos.

Os fragmentos do célon foram dispostos sobre uma placa de Petri gelada e picados
com uma tesoura por 15 segundos. Em seguida, a amostra foi homogeneizada em tampao
de brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) a 0,5% (p/v) em tampao fosfato salina (50
mM, pH 6,0) com diluicdo final de 1:20 (p/v) em homogeneizador até que a amostra
obtivesse aspecto uniforme. O HTAB atua como detergente facilitando a liberagdo da
enzima MPO dos granulos de azuréfilos dos neutrofilos, onde se encontra armazenada. O
homogenato foi submetido ao ultrassom por 10 segundos a um triplo processo de
congelamento e descongelamento, que facilita a ruptura das estruturas celulares e, em
conseqiiéncia, a liberagdo da enzima. A amostra foi centrifugada a 7000 G, durante 10
minutos, a 40° C. O préximo passo foi a determinagdo da atividade da MPO seguindo a
cinética da reagdo frente a dgua oxigenada. Numa placa de Elisa, foram colocados 50 puL do
sobrenadante e 150 pL de reativo de coloracdo composto por cloridrato de o-dianisidina
(0,167 mg/mL) e peroxido de hidrogénio (0,066%), em tampao fosfato (50mM, pH 6,0); a
absorvancia foi determinada a 450 nm. A atividade da enzima foi calculada por
interpolagdo em curva padrdo, realizada com MPO procedente de neutrdéfilos humanos.
Uma unidade de MPO ¢ definida como a quantidade necessdria para degradar 1
mmol/minuto de peréxido de hidrogénio 25° C. Os resultados foram expressos como U/g de

proteina.

36



3.2.6. Determinacio dos conteudos cdlicos de glutationa total (GSH)

A GSH foi determinada acordo com o método da reducdo ciclica do DTNB-GSSG,
descrita por Akerboom & Sies, 1981. Essa metodologia se baseia na oxidag@o da glutationa
reduzida (GSH) presente em uma amostra, a sua forma oxidada (GSSG), mediante
incubacdo da amostra com o acido 5,5’-ditiobisnitrobenzoico (DTNB); uma vez reduzido, a
amostra adquire uma coloragdo amarela que pode ser detectada espetrofotometricamente. O
GSSG gerado € reduzido pela agdo da enzima glutationa redutase (GSSG-Rd) na presenca
de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH). O GSH resultante se oxida de
novo, dando lugar a um ciclo continuo no qual a velocidade de redu¢do do DTNB (com o
acréscimo da absorbancia) é proporcional a quantidade total de glutationa.

Para efetuar esta determinagdo foram utilizados fragmentos de colon congelados em
solug@o de TCA 5% (p/v). Esses fragmentos foram automaticamente homogeinizados com
auxilio do homogeinizador automatico Polytron (Kinematica AG, Lucerne, Sui¢a). Em
seguida, o homogenato foi centrifugado, a 2000 G, durante 5 minutos a 4° C. Para
determinagcdo do GSH foram misturados, nesta ordem, 20 pl de sobrenadante, 5 pl de
tampao fosfato salina (PBS) com 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA). Ao PBS-EDTA
uma solu¢do aquosa contendo fosfato sdédico 143 mM e 6,3 mM de EDTA pH 7,5, foram
adicionados140 pl de solugdo de3-NADPH (0,298 mM) em PBS-EDTA e 20 pul de DTNB
(6 mM), em placa com 96 pocinhos, que foi incubada a 35° C durante 5 minutos. Depois de
adicionar 15 pl de uma solugdo 266 Ul/mL de GSSGrd (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) em
PBS-EDTA, foi efetuada uma leitura da absorbancia no dispositivo ELISA Apollo LB 912
(Berthold Technologies GmBH & Co, Bad Wildbad, Germany) a 412 nm. A concentragdo
de GSH foi calculada por interpolagdo na curva padrao realizada com GSH e os resultados

foram expressos como nmol de GSH /mmol/g de proteina.
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3.2.7. Atividade da glutationa peroxidase (GSH-PX)

GSH-Px teve sua atividade determinada de acordo com o método de Yoshikawa et
al. (1993). As amostras intestinais foram adicionados 25 mM de H,0,, 10 mM de
Glutationa Reduzida, 0,8 mM de NADPH e 1 U de enzima glutationa redutase em PBS (0,1
M), pH 7,4. A absorbancia foi lida em espectrofotometro a 365 nm, dentro de 1 a 10

minutos. Os resultados foram expressos em nmol/min por mg de proteina.

3.2.8. Atividade da glutationa redutase (GSSG-Rd)

Para a determinacdo da atividade da GSSG-Rd utilizou-se o método de Carlberg &
Mannervik (1985). A reag@o enzimatica foi constituida de 0,1 M de tampéao fosfato, pH 7,4,
0,2 mM de EDTA, 1 mM de GSSG e 0,1 mM de NADPH adicionados as amostras
intestinais. A absorbancia foi medida em espectrofotdometro a 365 nm. A atividade da
enzima foi expressa como nmol NADPH consumido/min/mg de proteina para coeficiente

de extingdo NADPH é 6,22 M cm™.

3.2.9. Determinacido da concentracio de proteina total

A proteina total das amostras coélicas foi quantificada pelo método de Bradford
(1976), que se baseia no fato de que o corante azul brilhante de coomassie G coexiste em
duas formas de cores diferentes: vermelha e azul. Assim, a forma de cor vermelha ¢
rapidamente convertida na outra forma, de cor azul, através da ligagdo da parte croméfora
do corante a proteina. A curva de calibracdo foi feita a partir da diluicdo de uma solugdo
estoque de albumina de soro bovino (BSA) entre 0 a 200 pg/ml; a estas diluigcdes
adicionou-se a solucdo contendo o corante e a leitura da absorbancia foi feita em 600 nm,

os dados foram expressos em pg/g de tecido.
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3.2.10. Avaliacio da expressio de MadCAM-1, COX 1, COX 2 e NF«xB

A mucosa do célon foi retirada, homogeneizada e centrifugada a 12000 rpm, 4°C
por 15 minutos. A proteina total foi quantificada pelo método de Bradford (1976). Valores
determinados de proteina (70 pg) foram aplicados em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e
submetidos a eletroforese, com solu¢do tampao adequada (Trisma base 25 mM, glicina 1,92
mM, SDS 1%). O SDS-PAGE foi submetido a 80V até o final do gel de resolugdo
“resolving”. A seguir, as proteinas separadas no SDS-PAGE foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose, em equipamento de eletrotransferéncia, com as membranas
embebidas em solucdo tampdo de transferéncia (Trisma base 25 mM, glicina 192 mM,
metanol 20%), mantidas em voltagem constante de 350 mV, por 2 horas, em geladeira. As
membranas de nitrocelulose contendo as proteinas transferidas foram incubadas em solugao
bloqueadora (tampao PBS 0,05 M, pH 7.7, Tween 20 0.05%, leite em p6 desnatado a 5%)
por uma hora, a fim de diminuir a ligagc@o inespecifica de proteinas.

Em seguida, as membranas foram submetidas a trés lavagens (tampao PBS 0,05 M,
pH 7.7, Tween 20 a 0.05%), em intervalos de 10 minutos. A membrana foi incubada a 4° C,
durante uma noite, usando anticorpos especificos contra MadCAM-1 (1 pg/mL, cédigo
MAB 993), NF-«B (1 pg/mL, cédigo MAB 2697) da R&D Systems, Inc., Minneapolis,
MN, USA. O mesmo procedimento foi adotado para anticorpos de COX-1 (1:200, codigo
M-20) e COX-2 (1:400, codigo M-19), ambos da Santa Cruz Biothecnology Califoérnia
USA.

Na manhi seguinte, a membrana de nitrocelulose foi lavada em tampao bésico por
40 minutos e, em seguida, incubada a temperatura ambiente, por l1h, com anticorpo

secundario (cédigo 61950) da Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA. Para detectar as
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bandas imuno-reativas, os “blots” foram expostos ao kit de quimioluminescéncia Super
Signal West Pico (Pearce, Rockford, IL, USA) e as densidades das bandas das amostras
sobre a membrana foram capturadas e copiadas em discos de computador, para posterior

quantificacdo da densitometria Otica, usando o Software Scion Image (Carvalheira et al.,

2001).

3.2.11. Determinacio das interleucinas 6, 10 e 12

Para analise das interleucinas, os intestinos submetidos a colite foram
homogeneizados em 1 ml de tampdo fosfato 0,1 M (pH = 7,4); apdés homogeneizacdo, as
amostras foram centrifugadas a 12 000 rpm e o sobrenadante congelado a -70° C até a
realizagdo dos ensaios bioquimicos.

As concentracdes de IL-6, IL-10 e IL-12 foram determinadas pelas técnicas
imunoenzimaticas com kit R&D systems (Duo Set ELISA development kit mouse IL-6, IL-
10 e IL-12 p70, R&D systems Inc., Minneapolis, MN, USA). O kit tem capacidade para 96
testes (placa com 96 pogos); 7 pocos, porém, foram utilizados para o desenvolvimento da
curva-padrido que, da mesma forma que as amostras, foi realizada em duplicata. O principio
do desenvolvimento da técnica ¢ baseado na reagcdo do tipo antigeno-anticorpo.
Inicialmente foram preparados todos os reagentes e cada poco foi incubado com 100 pl de
anticorpo de captura, em temperatura ambiente, overnight. Apds esse periodo, foram
pipetados 300 pl do diluente, um reagente composto de uma proteina basica com funcéo
preservativa da reac@o, por 1 hora. Em seguida, foram adicionados 100 pl das amostras e da
curva-padrio, ficando as mesmas incubadas por 2 horas. Em seguida, todos os pog¢os foram
incubados por 2 horas com o anticorpo de deteccdo para que a interleucina presente nas

amostras pudesse se ligar ao anticorpo durante esse periodo. Apos incubagdo de 2 horas,
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todos os pogos foram lavados e aspirados 4 vezes, a fim de remover qualquer substancia
ndo ligada que pudesse interferir na reacdo, pipetando-se em cada um deles 100 pl de
estreptavidina-HRP e deixando incubado por 20 minutos. O proximo passo consistiu na
adicdo de 200 pl de uma solugdo substrato, previamente com mistura de dois reagentes,
responsavel pelo desenvolvimento da coloragdo da reagdo. Apos periodo de incubagdo de
20 minutos, protegido da luz, cada um dos pogos recebeu 50 pl da solugdo stop (4cido
sulfurico 2 N). Durante esse periodo ocorre desenvolvimento de uma coloragdo na mesma
propor¢do e intensidade das concentragdes de interleucinas que reagem na fase inicial do
processo bioquimico. O desenvolvimento da cor é uniformemente interrompido pela
solugdo stop. A leitura da absorbancia foi realizada em ELISA Apollo LB 912 (Berthold

Technologies GmBH & Co, Bad Wildbad, Germany), a 450 nm com corre¢do para 540 nm.

3.2.12. Analise Estatistica

Os resultados paramétricos foram expressos em média + erro padrdo da média e os
ndo paramétricos expressos em mediana (range). Estes dados foram submetidos a andlise de
varidncia (ANOVA) de uma via, seguido do teste a posteriore de Tukey, quando
paramétricos e Kruskal-Wallis quando ndo paramétricos. O nivel de significancia permitido

foi de P < 0,05 em todas as analises. O programa utilizado foi o GraphPad Prism 5.00.
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4. RESULTADOS
4.1. Ensaios in vitro

O trabalho previa, inicialmente, a utilizacdo de cromatografia gasosa (CG) como
estabelecido na literatura (Murase et al., 1995; Veldzquez et al., 2000; Rodriguez-Cabezas
et al., 2002). No entanto, as amostras ensaiadas contém dagua em quantidade que
inviabilizava a utilizagio de CG. Assim sendo, os resultados foram obtidos com a
cromatografia de fons.

Na cromatografia i6nica, a fase estaciondria ¢ altamente carregada e os solutos com
cargas de sinais contrarios a esta sdo seletivamente adsorvidos na fase estacionaria. Os
solutos adsorvidos podem ser subsequentemente eluidos, por deslocamento com outros
fons, com o mesmo tipo de carga, porém com maior forca de interagdo com a fase
estaciondria (Spadaro, 2006).

A figura 6 mostra o cromatograma dos padrdes usados para a identificagdo dos picos
de 4cidos graxo das amostras provenientes da fermentacdo dos vegetais, por comparagao

dos diferentes tempos de retengdo.
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Figura 6. Cromatograma dos padrdes dos AGCC (acetato, propionato e butirato) usados na
quantificagio dos mesmos em amostras provenientes da fermentagio de Uva 0,5 gkg', pelas

bactérias cdlicas de ratos Unib: WH.

Observa-se que os picos apresentaram-se por ordem de tamanho de cadeia de
carbono, sendo que os de menores cadeias saem primeiro € os de maiores depois, de acordo
com o principio da cromatografia de ions, ou seja, separagdo dos componentes da amostra
pelo tamanho das moléculas (Spadaro, 2006).

J& na figura 7 estdo apresentados os resultados do cromatograma da amostra que

mais produziu butirato.
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Figura 7. Cromatograma da amostra de Uva (0,5 g.kg"') encubada no tempo de 24 horas.

O primeiro pico equivale a saida do tampao fosfato, usado na dilui¢do da amostra,
enquanto o segundo pico equivale ao Oxyrase” usado para retirar o oxigénio do meio para
que as bactérias anaerdbicas possam agir com mais eficiéncia; os terceiro, quarto e quinto
picos equivalem aos AGCC, acetato, propionato e butirato, respectivamente.

Em todos os tempos de incubagdo utilizados as amostras foram analisadas em
unicata, sendo que apenas algumas amostras, selecionadas ao acaso, foram quantificadas 5
vezes com a finalidade de observar possiveis varia¢des entre elas. Os resultados mostraram
variacdo minima (dados ndo mostrados), uma caracteristica importante da metodologia
empregada. Vale ressaltar que a metodologia empregada na quantificacdo do AGCC, desta
fase do trabalho, foi desenvolvida pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Lauro Kubota
juntamente com nosso grupo de pesquisa e estd validada através do artigo publicado no

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2009.
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A tabela 3 indica as concentracdes de AGCC (mg/g) obtidas a partir da fermentagio

das fezes incubadas com os vegetais.
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Tabela 3. Quantificagio de AGCC (mg.g") em suspensio fecal de ratos acrescida de diferentes propor¢des de Uva e Ameixa,

nos tempos 0, 12, 24 e 48 horas de incubagéo.

Tempo (h) 12 24 48
Tampio PBS
Acetato 0 0
Propionato 0 0
Butirato 0 0
0,5 g Ameixa
Acetato 9,58 18,46 24,46 29,86
Propionato 2,41 2,66 2,14 2,22
Butirato 5,20 4,80 4,67 4,32
0,4 g Ameixa + 0,1 g Uva
Acetato 9,31 22,92 28,49 33,66
Propionato 2,53 3,82 3,66 2,90
Butirato 4,62 5,34 481 4,58
0,3 g Ameixa + 0,2 g Uva
Acetato 10,08 23,98 25,20 32,30
Propionato 2,43 4,02 3,03 3,36
Butirato 4,77 5,42 4,42 4,72
0,25 g Ameixa + 0,25 g Uva
Acetato 12,35 24,14 33,01 43,39
Propionato 3,47 4,66 4,85 5,09
Butirato 5,49 5,57 573 595
0,2 g Ameixa + 0,3 g Uva
Acetato 10,85 22,21 27,49 35,70
Propionato 2,90 3,93 4,11 421
Butirato 5,07 5,10 482 5,13
0,1 g Ameixa + 0,4 g Uva
Acetato 12,61 28,98 35,76 39,10
Propionato 3,34 6,44 6,84 6,44
Butirato 5,69 6,49 6,51 6,24
0,5 g Uva
Acetato 13.37 31,37 33,77 42,59
Propionato 3.86 8,19 8,20 9,24
Butirato 6.38 7,61 7,19 821
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Foi possivel observar que acetato foi sempre produzido em maiores propor¢des que
propionato e butirato, qualquer que tenha sido a combinag@o dos vegetais estudados.

Como a escolha da combinag¢do das frutas utilizada para estudos posteriores
considera apenas a producdo de butirato, as figuras 8 e 9 apresentadas a seguir mostram
somente a producdo deste AGCC nos tempos de 24 e 48 horas, ja que foi nesses periodos

que sua produgdo alcangou valores maximos.

S o

£ g CJAmeixa 0,5 g

3 7 —JAmeixa 0,4 g+ Uva0,1g
g~ 6+ [CJAmeixa 0,3 g+ Uva 0,2 g
o 2 51 [—JAmeixa 0,25 g + Uva 0,25 g
S E 44 [CJAmeixa 0,2g+ Uva 0,3 g
= 3- —JAmeixa 0,1 g+ Uva 0,4 g
3 2 Uva 0,5

g 14 1 juva U,0 g

Qo 0= =

(&)

Tempo de incubagéao 24 horas

Figura 8. Quantificacio de butirato (mg.g™") proveniente da fermentagio de diferentes

propor¢des de Ameixa e Uva pelas bactérias célicas de ratos Unib: WH, no tempo de 24 horas.
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Figura 9. Quantificacio de butirato (mg.g") proveniente da fermentacio de
diferentes propor¢des de Ameixa e Uva pelas bactérias colicas de ratos Unib: WH, no tempo de 48

horas.

Observou-se nos tempos de 24 e 48 horas que a amostra que mais produziu butirato
foi aquela obtida na fermentacdo de 0,5 g de Uva. Esse padrdo de producdo de butirato na
fermentagdo de 0,5 g de Uva por bactérias intestinais foi o mesmo independentemente do
tempo analisado (Tabela 3). No entanto, a produ¢do de butirato foi maxima nos tempos de

incubacgdo de 24 e 48 horas.

4.2. Inducio de colite experimental por TNBS

O modelo de colite inicialmente descrito por Morris et al., (1989) consiste na
indu¢do do dano colico mediante a administragdo de uma dose unica de 30 mg de acido
trinitrobenzenosulfonico (TNBS) em etanol 50%. No presente estudo, a dose do TNBS foi

reduzida para 10 mg afim de que o processo inflamatorio induzido fosse mais facil de ser
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modulado mediante tratamento com Uva. De fato, a administragdo de 10 mg de TNBS
produziu dano colico qualitativamente similar aquele produzido com 30 mg, porém as
lesdes foram quantitativamente menores.

O processo inflamatorio intestinal foi avaliado mediante pardmetros gerais como
peso corporal e presenca de diarréia; apos eutanasia dos animais; realizou-se um estudo
macroscopico do dano cdlico, estabelecendo uma relagdo entre peso/comprimento do célon
¢ ado¢do de um indice de dano macroscdpico, segundo critério inicialmente descrito por

Bell et al., (1995). Os dados dessas analises encontram-se agrupados na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros quantificados apds administracdo de Uva (0,5 g.kg’l) em ratos

com colite aguda induzida por instilagdo intra-cdlica de TNBS (10 mg/ animal).

Danos Mudangas Diarréia Célon
Grupo n peso
. -1
(score) corpéreo (2) (score 1-2) Peso/comprimento (g.cm™)
Salina 8 0 156.5+7.4 0.0 7.4+ 14°
TNBS 8 7.0(6.0-7.0) 134.6 £5° 0.7+0.1° 14.5+ 5.6°
Uva 8 6.0(5.0-7.0° 139.5+5.1 0.2+0.1¢ 13.6 4.9

Dados expressos como media + e.p.m. *p < 0.05 and °» < 0.001 vs. grupo Salina; p < 0.05 % <

0.01 and ° p <0.001 vs. grupo TNBS.

-1 .. . ~
A Uva 0,5 g.kg", administrada nas duas semanas que antecederam a indu¢do do
processo inflamatdrio intestinal, ndo modificou a perda de peso nos animais que receberam

TNBS para indugdo de colite, ou seja, a evolugdo do processo inflamatorio intestinal
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durante a semana seguinte a indug@o do dano se caracterizou por diminui¢do progressiva do
peso corporal de todos os grupos de animais com colite, mas essa perda de peso ndo foi
significativa entre os grupos.

Outra caracteristica do processo inflamatério ¢ a presenca de diarréia
frequentemente observada nos animais do grupo TNBS (p < 0.001) quando comparados aos
do grupo salina (Tabela 4). No grupo tratado com Uva, além da presenca de diarréia ter
sido estatisticamente menor do que naqueles que ndo receberam Uva, ndo foi observado

presenca de sangue.

4.3. Avaliacdo macroscopica das lesdes

Apos eutandsia dos animais, uma a avaliagdo macroscopica das lesdes mostrou
espessamento da parede intestinal do grupo TNBS que resultou em aumento da relagdo
peso/comprimento (Tabela 4).

O tecido colico mostrou zonas de ulceracdo e necrose de aproximadamente 4 cm de
comprimento, o que se traduziu no indice do dano macroscépico (IDM) final de 7,0 (Fig.
10). O pré-tratamento dos animais com Uva produziu efeito antinflamatoério evidenciado
através de modificacdo significativa na extensdo do segmento cdlico afetado, com dimuigdo

do IDM (p< 0.05) (Tabela 4).
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Figura 10: Localizacdo das lesdes macroscopicas do intestino de ratos submetidos a

inducio de colite por TNBS.

4.4. Determinaciio dos parimetros bioquimicos

Do ponto de vista bioquimico, o dano inflamatorio induzido por TNBS se
caracterizou pelo aumento da atividade da mieloperoxidase (MPO) como mostra na figura
11. A atividade da MPO é um bom marcador de infiltragdo granulocitica e tem sido
amplamente utilizado para avaliar o dano intestinal. Verificou-se que o aumento de 4 vezes
na atividade da MPO, induzido pelo TNBS, foi significativamente reduzido quando os
animas foram tratados com Uva, embora a atividade ndo tenha retornado aos valores basais

do grupo salina.
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Figura 11. Efeito do tratamento com Uva (0,5 g.kg™) sobre a atividade da MPO no

intestino de ratos submetidos ao modelo de indugdo de colite por TNBS. Dados expressos em média

+ epm. ANOVA, seguido de teste de Tukey.

Os resultados obtidos para GSH em animais coliticos trados ou ndo com Uva,

estdo sumarizados na figura 12.
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Figura 12. Efeito do tratamento com Uva (0,5 g.kg™) sobre a concentragdo de GSH no
intestino de ratos submetidos ao modelo de indugdo de colite por TNBS Dados expressos em média

+ epm. ANOVA, seguido de teste de Tukey.

O pré-tratamento com Uva aumentou, de forma estatisticamente significativa, os
niveis de GSH na mucosa colica, que € depletado nos ratos com colite em conseqiiéncia do

estresse oxidativo induzido pelo processo inflamatorio.
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A atividade da GSH-Px também foi analisada em animais ndo coliticos € coliticos,
estes ultimos tratados e ndo tratados com Uva. Os resultados dessa analise estio

apresentados na figura 13.
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Figura 13. Efeito do tratamento com Uva (0,5 g.kg') sobre a atividade da GSH-Px no
intestino de ratos submetidos ao modelo de indugdo de colite por TNBS. Dados expressos em média

+ epm. ANOVA, seguido de teste de Tukey.

No modelo de colite induzido por TNBS, observou-se um aumento na atividade
da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px). Os animais tratados com Uva apresentaram
atividade da enzima GSH-Px diminuida quando comparado a do grupo TNBS, ou seja, a
Uva produziu atividade da GSH-Px semelhante aquela do grupo ndo-colitico.

Os resultados obtidos para GSSG-Rd em animais nio coliticos e coliticos tratados

ou ndo com Uva estdo mostrados na figura 14.
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Figura 14. Efeito do tratamento com Uva (0,5 g.kg') sobre a atividade da GSSG-Rd no
intestino de ratos submetidos ao modelo de indugdo de colite por TNBS.. Dados expressos em

média £ epm. ANOVA, seguido de teste de Tukey.

A atividade da glutationa redutase (GSSG-Rd) no intestino também foi alterada

pela colite induzida por TNBS. Como esperado, o grupo salina (sem lesdo) manteve a

atividade da GSSG-Rd reduzida, enquanto no grupo da Uva a atividade enzimética foi
mantida em niveis préximos aqueles do grupo salina.

Por ultimo, mas ndo menos importante, foi avaliada a atividade da enzima SOD. Os

resultados estdo resumidos na figura 15.
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Figura 15. Efeito do tratamento com Uva (0,5 g.kg™) sobre a atividade da SOD no
intestino de ratos submetidos ao modelo de indugfo de colite por TNBS. Dados expressos em média

+ epm. ANOVA, seguido de teste de Tukey.

No grupo TBNS a atividade da SOD foi diminuida de forma estatisticamente
significativa (p<0,01). Por outro lado, nos animais que receberam Uva a atividade
enzimatica foi restabelecida.

O nivel de expressdo da molécula de adesdo celular MadCAM-1 foi mensurado por
Western blotting dos extratos citosolicos da mucosa cdlica e os resultados obtidos estdo

apresentados na Fig. 16.
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Figura 16. Analise representativa Western blot da proteina MadCAM-1 ap6s administracéo
da Uva (0,5 gkg') em ratos com colite ulcerativa induzida pela instilagio do Aacido
trinitrobenzenosulfonico (TNBS, 10 mg/animal). Dados densiométricos foram estimados seguindo
normatizago para o controle. Os resultados sdo representativos de trés experimentos sobre amostras

diferentes. Dados expressos como média + e.p.m.

Como mostrado nesta figura, a exposi¢do do colon ao TNBS causou forte expressdo
da MadCAM-1; por outro, lado Uva (0,5 g.kg") promoveu diminui¢do na expressio da
MadCAM-1 versus TNBS, embora ainda diferente da expressdo apresentada por animais
ndo coliticos.

Os niveis da expressdo das ciclooxigenases-1 e 2 foram mensurados por Western
blotting dos extratos citosolicos da mucosa colica. Os resultados obtidos nas andlises da

expressdo das isoenzimas COX-1 e COX-2 nos extratos citosdlicos de ratos nio coliticos e
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coliticos, tratados ou ndo com Uva, encontram-se apresentados nas figuras 17 e 18
respectivamente.
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Figura 17. Analise representativa Western blot da proteina COX-1 apds administragido da
Uva (0,5 gkg') em ratos com colite ulcerativa induzida pela instilagio do A4cido
trinitrobenzenosulfonico (TNBS, 10 mg/animal) Dados densiométricos foram estimados seguindo
normatizago para o controle. Os resultados sdo representativos de trés experimentos sobre amostras

diferentes. Dados expressos como média + e.p.m.
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Figura 18. Analise representativa Western blot da proteina COX-2 apds administragio da
Uva (0,5 gkg') em ratos com colite ulcerativa induzida pela instilagio do A4cido
trinitrobenzenosulfonico (TNBS, 10 mg/animal). Dados densiométricos foram estimados seguindo
normatizag@o para o controle. Os resultados sdo representativos de trés experimentos sobre amostras

diferentes. Dados expressos como média + e.p.m.

Os niveis de expressdo da enzima ciclooxigenase-1 permaneceram inalterados em
todos os grupos. Estes dados indicam que a proteina da ciclooxigenase-1 foi expressada de
modo constitutivo no tecido coélico e ndo foi significantemente alterada apds instilacdo do
TNBS na auséncia ou presenca da Uva (Figura 17). Por outro lado, os niveis de expressio
da enzima ciclooxigenase-2 foi significantemente aumentada pelo TNBS (p < 0.05), ou
seja, TNBS induziu a expressio da isoenzima na fase inicial da les@o colica. A

administracdo oral de Uva diminuiu, de forma estatisticamente significativa, o aumento na
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expressdo da ciclooxigenase-2 (p<0.01) causada pelo TNBS para niveis bem prdximos
aqueles do grupo ndo colitico (Figura 18).

O nivel da expressdo do NF-kB foi mensurado por Western blotting nos extratos
citosélicos da mucosa cdlica de ratos. A figura 19 mostra os resultados obtidos na andlise

da proteina NF-«B em ratos ndo coliticos e coliticos, tratados ou ndo com Uva.
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Figura 19. Analise representativa Western blot da proteina NF-kB apo6s administragéo da
Uva (0,5 gkg') em ratos com colite ulcerativa produzida pela instilagio do 4cido
trinitrobenzenosulfénico (TNBS, 10 mg/animal) Dados densiométricos foram estimados seguindo
normatizag@o para o controle. Os resultados sdo representativos de trés experimentos sobre amostras

diferentes. Dados expressos como média + e.p.m.
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A proteina do NF-xkB foi detectada na mucosa cdlica normal em pequenas
quantidades contra uma alta expressdo do fator nuclear na mucosa dos animais do grupo
controle TNBS (p< 0.01). Contudo, o tratamento com Uva (0,5 gkg') diminuiu
drasticamente a expressdo protéica do NF-kB para niveis praticamente idénticos aqueles
dos animais ndo coliticos (grupo salina).

A produgdo da citocina IL-12 foi analisada na mucosa colica tanto de animais ndo

coliticos quanto em coliticos, tratados ou ndo com Uva. Os resultados encontram-se na

figura 20.
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Figura 20. Efeito do tratamento com Uva (0,5 g.kg™) sobre a produgio de IL-12 no
intestino de ratos submetidos ao modelo de indugdo de colite por TNBS Dados expressos em média

+ e.p.m. ANOVA, seguido de teste de Tukey.

A colite induzida por TNBS aumentou a produgdo de IL-12 no intestino. Entretanto,
o tratamento de animais com Uva diminuiu, de forma estatisticamente significativa, a
producdo de IL-12 para niveis proximos aqueles obtidos para os animais do grupo salina

(sem colite).
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Objetivando avaliar outra citocina pro-inflamatdria verificamos a producéo de IL-6
na mucosa colica em ratos coliticos tratados ou ndo com Uva e em ratos ndo coliticos. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Figura 21.
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Figura 21. Efeito do tratamento com Uva (0,5 g.kg™) sobre a produgio de IL-6 no intestino
de ratos submetidos ao modelo de indugdo de colite por TNBS. Dados expressos em média £ e.p.m.

ANOVA, seguido de teste de Tukey.

A produgdo de IL-6 na mucosa coélica foi aumentada, de modo estatisticamente
significativo, pela indugdo de colite. O tratamento de animais com Uva diminuiu os niveis
de IL-6 produzida para niveis muito préximos daqueles alcangados pelos animais do grupo
ndo colitico (Salina).

A figura 22 mostra os resultados obtidos na avaliagdo da interleucina
antinflamatéria IL-10 na mucosa colica de ratos ndo coliticos e coliticos por TNBS,

tratados ou ndo com Uva.
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Figura 22. Efeito do tratamento com Uva (0,5 g.kg™) sobre a produgio de IL-10 no
intestino de ratos submetidos ao modelo de indugdo de colite por TNBS Dados expressos em média

+ e.p.m. ANOVA, seguido de teste de Tukey.

Os resultados obtidos indicam que o TNBS néo alterou os niveis de IL-10 produzida
na mucosa quando os mesmos foram comparados aos dos animais do grupo que ndo
recebeu TNBS, ou seja, animais ndo coliticos (Grupo Salina). O tratamento com Uva de
animais coliticos produziu aumento significante dos valores da IL-10 antinflamatéria na

mucosa colica.
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DISCUSSAO

O colon ¢ a regido do intestino que contém a maior concentracdo de bactérias
anaerdbicas que fermentam fibras alimentares. A principal fun¢do da flora bacteriana do
colon ¢ a digerir carboidratos e proteinas que “escaparam” do processo digestivo do
intestino delgado; diversidade destes microorganismos fornece uma variedade de enzimas e
de vias bioquimicas distintas daquelas do proprio hospedeiro (Guarner e Malagelada,
2003).

A fermentagdo envolve uma variedade de reagdes e processos metabdlicos
realizados por bactérias anaerdbicas, resultando em energia para manutengio e crescimento
microbiano, além de outros resultados metabdlicos a serem utilizados pelo hospedeiro
(Macfarlane e Gibson, 1991); os principais produtos sdo acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), junto com gases (CO,, CHs e H) (Topping e Clifton, 2001). Varios estudos
populacionais mostram que a producido de AGCC fecal €, na ordem, acetato > propionato >
butirato (Topping e Clifton, 2001) em quantidades molares de aproximadamente 60: 20: 20,
respectivamente (Cummings et al., 1979).

Existem duas vias para a metabolizacdo do piruvato. Em uma delas forma-se
propionato através do succinato; na outra via, o piruvato ¢ convertido em acetil-CoA que,
posteriormente, ¢ hidrolisado para formar acetato ou é reduzido para formar butirato. A
fermentagdo colica de fibras alimentares produz energia e seu valor oscila entre 1 e 2,5
cal/g; este valor dependerd do grau de fermentabilidade das fibras (Peris et al., 2002).
Outros 4cidos como isobutirato, 2-metilbutirato e isovalerato aparecem em menores
quantidades, sendo gerados a partir da fermentacio de proteinas, através do metabolismo do
piruvato produzido pela oxida¢do da glicose, através da via glicolitica (Wolin e Miller,

1983).
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A quantificacdo de AGCC ¢ de extrema importancia dado que quanto maior for sua
producdo pela fermentagdo das fibras alimentares, maior serd a eficiéncia na recuperacio
do tecido coélico, danificado constantemente pelo atrito do bolo fecal com as paredes do
intestino (Rodriguez-Cabezas et al., 2002).

Estudos in vitro tém demonstrado que o butirato ¢ a principal fonte energética dos
colondcitos (Ahmad et al., 2000; Glassul, 2006). Grande parte do butirato
(aproximadamente 90%) e do propionato (entre 10 e 50%) ¢ metabolizada pela mucosa
colica. Alguns autores tém sugerido que pacientes com colite ulcerativa tém quantidades
diminuidas de AGCC diminuida nas fezes (Stein et al., 1992; Araki et al., 2002, Marchesi
et al., 2007), sugerindo que a restauracdo dos niveis luminais de butirato pode facilitar a
recuperagdo da mucosa inflamada (Kanauchi et al., 1998). Enemas de AGCC,
especialmente butirato, tem sido usados como tratamento para inflamacdo do intestino,
incluindo colite ulcerativa (Wong et al., 2006). O butirato aumenta a atividade de enzimas
antioxidantes, incluindo glutationa redutase, glutationa peroxidase e catalase (Louis ef al.,
2004), além de exercer uma atividade protetora sobre o dano oxidativo do DNA induzido
pelo H,O, (Rosignoli et al., 2001). Estes efeitos podem ser importantes para mecanismos
patogénicos mediados por ERO (Rosignoli et al., 2001), como as DII, considerando que
AGCC protege as células epiteliais da mucosa contra danos oxidativos (Ren ef al., 2001).

Existem vdrias técnicas analiticas para a identificagdo e quantificagdo destes acidos,
como eletroforese capilar (Arellano et al., 1997; Zuriguel et al., 1997), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (Stein et al., 1992), cromatografia gasosa (Rodriguez-Cabezas et
al., 2002) (a mais usual de todas as técnicas empregadas), e a cromatografia de ions
(Flickinger et al., 2000). O grupo do Prof. Dr. Kubota juntamente com o nosso desenvolveu

um método baseado em cromatografia idnica, para quantificar AGCC (Dias et al., 2009)
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Nosso grupo investiga, hd algum tempo, fibras alimentares, sozinhas ou em
combinacdes, que fazem parte da dieta da populagdo. Elas sdo provenientes de frutas e
verduras/legumes presentes na alimentacdo didria dos brasileiros (Suzuki, 2008; Camargo
Penteado, 2009). Para a produg¢do de AGCC, as fibras (e suas combinag¢des) foram
incubadas com fezes provenientes do célon de ratos no sentido de descobrir aquela (s) que
produzia (m) maior quantidade de butirato.

Nesse contexto, a amostra que se mostrou mais promissora foi a composta por Uva
(0,5 g.kg") sem adigdo de ameixa. Uma elevada produgdo de butirato em todos os tempos
de incubagdo foi observada e, assim sendo, sua atividade sobre algumas das enzimas
antioxidantes foi avaliada.

Dentre as descobertas associadas as DII, estd a importancia dos danos mediados pelo
aumento na liberagdo de agentes oxidantes (Head e Jurenka, 2003; Araki et al., 2006);
tecido inflamado de pacientes com DII € rico em macrdéfagos e neutréfilos que geram
excesso de ERO com subsequente aumento do estresse oxidativo (Grisham e Granger,
1988). O aumento na geracdo de ERO altamente toxicas excede o limite do sistema de
defesa intestinal e, deste modo, contribui para o dano oxidativo intestinal nas DII (Babbs,
1992).

Administragdo do 4cido trinitrobenzenosulfonico (TNBS) € um modelo que envolve
reacdo inflamatoria localizada no colon distal (Morris ef al., 1989), com grande interesse
porque mimetiza as DII humana (Elson et al., 1995). Nossos estudos confirmam que
administracdo intracolica de TNBS induz erosdo, ulceragdo e um processo inflamatdrio no
c6lon do rato. Importantes descobertas sobre a patogénese das DII surgiram a partir de

estudos empregando estes modelos animais, incluindo contribuicdo determinante de células
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endoteliais vasculares do colon para recrutamento de diferentes populacdes de células
inflamatoérias no tecido inflamado.

O TNBS ¢ um modelo experimental de colite ulcerativa que simula muito bem os
danos cronico ou agudo do cdlon e fendmenos associados as ERO (Nieto et al., 2000).
Yoshikawa e colaboradores (1992) demonstraram que etanol 30% age somente danificando
a barreira protetora para facilitar a entrada do TNBS dentro da mucosa, sem modificar o
dano no cdlon; o acido pode ser metabolizado, enzimaticamente ou nio-enzimaticamente
pelo ascobarto (Grisham et al., 1991) gerando anion superoxido (O;) e peroxido de
hidrogénio (H,0O,) sugerindo que a colite induzida por TNBS pode ser parcialmente
mediada pelas ERO geradas pelo metabolismo oxidativo do acido (Kunin et al., 1983).

Em humanos acometidos pelas DII, os niveis de GSH sdo baixos; esse tripeptideo € o
mais abundante antioxidante sintetizado pelas células animais e apresenta papel essencial
na biologia celular, modulando a resposta de mudangas redox associadas as ERO, além de
ser importante para integridade funcional e estrutural do intestino (Oz et al., 2005). GSH
pode ser depletada durante a doenga inflamatéria e animais deficientes em GSH
demonstraram grave degradacdo da mucosa colica, perda de peso e diarréia (Martensson et
al., 1990). Com a administragdo de N-acetilcisteina, no modelo de colite induzida por
TNBS, os danos produzidos na mucosa foram diminuidos (Ardite ez al., 2000), sugerindo
que precursores de GSH podem ser benéficos no tratamento das DII. S-Adenosilmetionina,
um precursor de GSH, ¢ necessario para o metabolismo dos 4cidos nucléicos, reagdes de
metilacdo, producdo de poliamina e manuteng¢do da estrutura e fungdo das membranas (Lu
et al., 2000). A colite induzida pela administracdo intra-retal de TNBS, reduziu
significativamente os niveis de GSH. Essa redu¢do se deve a interagdo indireta com

compostos ativados pelo TNBS, conhecidos como mecanismo de inativagdo xenobidtica
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(Nieto, 2000). O grupo de animais tratados com Uva manteve a concentracdo de GSH
semelhante ao grupo salina (sem colite), o que indica menor estresse oxidativo, ja que a
deplecdo dos niveis de GSH esté associada a acdo de ERO (Chu et al., 2004).

Muitos estudos demonstraram que enzimas antioxidantes, como GSH-Px, estdo
alteradas em doengas inflamatérias envolvendo o trato gastrointestinal (Lih-Brody et al.,
1996). Tem sido demonstrado que o cdlon de pacientes com DII produz mais ERO quando
comparado aqueles de individuos controle sem colite. Estudos em humanos com DII
(Thomas et al., 1994) ¢ em modelos animais (Tham ez al., 2002) mostraram, em ambos,
aumento na atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px).

E descrito que o c6lon humano tem normalmente pequenas quantidades de enzimas
antioxidantes como catalase, superoxido dismutase e GSH-Px. Desta maneira, o balango
entre producdo de ERO e varredores ou “scavengers” de radicais livres pode estar
prejudicado, levando ao dano no tecido colico (Nieto et al., 2000).

Um aumento da enzima GSH-Px, enzima que reduz perdxido de hidrogénio e
hidroperoxidos orgéanicos (Esworthy et al., 1993), foi observado em ratos com colite
induzida por TNBS (Nieto et al., 2000). A atividade elevada da GSH-Px sugere que o
TNBS leva a formagéo de altos niveis de perdxidos, incluindo o H,O; (Nieto et al., 2000).
Os dados obtidos neste estudo corroboram aqueles obtidos em nosso laboratorio, onde no
grupo salina (sem colite) a atividade enzimatica da GSH-Px foi baixa, enquanto que no
grupo TNBS (com colite) a atividade da enzima mostrou-se aumentada. No grupo tratado
com Uva (0,5 gkg™) a atividade da enzima GSH-Px foi menor que aquela obtida para o
grupo TNBS (com colite, sem tratamento), sugerindo menor indice de lesdes nos grupos
tratados (observado na avaliacdo macroscopica), provavelmente devido & menor produgio

de perdxido de hidrogénio.
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A enzima glutationa redutase (GSSG-Rd), utilizando como co-fator NADPH,
converte a GSSG a sua forma reduzida, ja que a enzima GSH-Px converte HO, em H;O, a
partir da oxidagdo da glutationa (Kwiecien et al., 2002). O ciclo “redox” da glutationa
desempenha papel importante na integridade da mucosa. GSSG-Rd esta aumentada nas DII,
0 que promoveria protecdo antioxidante porque GSH serve como redutor no metabolismo
de varios hidroperéxidos (ex: H,0O,) gerados pela peroxidacio de membranas lipidicas
(reagdo catalizada pela GSH-Px). Esse aumento de GSH-Px também foi observado em ratos
tratados com TNBS (Nieto ef al., 2000). A elevada atividade da GSSG-Rd pode aumentar o
total da GSH celular; contudo, os altos niveis de hidroperéxidos gerados pelos metabdlitos
do TNBS e, paralelamente, o aumento na GSH-Px pode contribuir para as baixas
concentragdes de GSH. No grupo de animais tratados com Uva os niveis de GSSG-Rd
permaneceram baixos quando comparado ao grupo TNBS, indicando que o tratamento foi
capaz de inibir os danos causados por esse agente indutor, culminando na dimuicdo da
atividade desta enzima antioxidante.

Outra enzima envolvida no processo oxidativo, a superoxido dismutase (SOD),
converte o anion superéxido em peroxido de hidrogénio; esta enzima € considerada como
defesa primdria contra o estresse oxidativo (Zelko et al., 2002). SOD ¢ enzima chave na
protecdo celular contra ERO; alteragcdes complexas da atividade da SOD tém sido descritas
nas DII (Han et al., 2006). Na DC e RCUI, os niveis de SOD encontram-se aumentados
(Kruidenier et al., 2003); contudo, as mudangas na atividade da SOD nas DII ndo podem
ser dissociadas das alteragdes de outras enzimas como MPO. Experimentos conduzidos em
camundongos mostram os efeitos benéficos do tratamento com SOD ou seus derivados
contra colite experimental, pois quando administrados subcutaneamente ou

intraperitonealmente reduzem a severidade da inflamagao célica induzida por TNBS (Segui

69



et al., 2004). A atividade da SOD diminuiu significativamente no grupo que recebeu TNBS
quando comparado com o grupo Salina; no grupo tratado com Uva esta atividade foi
significativamente restaurada.

Existem evidéncias, experimental e clinica, que postulam que neutréfilos tém um
importante papel no desencadeamento do estresse oxidativo no intestino inflamado. Estas
células sintetizam mieloperoxidase (MPO) para produzir acido hipocloroso com fungéo
defensiva. Esta enzima intensifica o dano tecidual durante a inflamagdo intestinal
(Krudenier et al., 2003, Cho et al., 2007). Uma medida da infiltracdo de neutréfilos é a
atividade da MPO colica, que estd relacionada a severidade das lesdes na colite induzida
por TBNS (Han et al., 2006). O presente estudo mostra que o dano oxidativo resultou na
deplecdo de GSH e aumento de SOD; esses eventos foram semelhantes aqueles que
ocorrem nas DII em humanos (Oz et al., 2005; Krudenier et al., 2003).

A presenga de MPO na mucosa cdlica inflamada ¢ indicio da existéncia de neutrdfilos
infiltrados, que deslocados do lumen intestinal para o sitio da inflamagdo tornam-se fator
fundamental para iniciacdo e perpetuacdo da doenga (Van Assche e Rutgeerts, 2002;
Gusland, 1999). Recrutamento de leucocitos para o sitio da inflamag@o é um processo com
varios estagios levando ao acumulo de células no tecido inflamado. Este processo &
regulado por um arranjo de diferentes mediadores, como citocinas, quimiocinas e produtos
bacterianos (Farkas et al., 2006). O processo inflamatério é promovido por mediadores
como endotoxinas, TNF-a, NF-kB, além do aumento da expressdo de moléculas de adesdo
sobre as células endoteliais (Spiik et al., 2002; Farkas et al., 2001). Moléculas de adesdo
recém formadas sdo reconhecidas por ligantes existentes nos leucdcitos, envolvendo
membros da superfamilia das selectinas, integrinas e imunoglobulinas. O processo

inflamatdrio no intestino inclui os linfonodos mesentéricos e a lamina prépria do intestino
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grosso e delgado (Briskin et al., 1997); interagdes leucocitarias endoteliais sdo criticamente
dependentes da molécula de adesdo celular da mucosa adressina-1 (MAdCAM-1).
Expressao da MAdCAM-1 ¢é marcadamente aumentada em modelo animal de colite
ulcerativa (Connor et al., 1999; Kato et al., 2000; ) e em tecidos provenientes de biopsias
de pacientes com RCUI e DC (Shigematsu et al., 2001); assim, MadCAM-1 tem papel
central na patogénese da DII (Fong et al., 1997).

Nossos resultados mostram reduc¢do na expressdo de MadCAM-1 no grupo tratado
com Uva, quando comparados aos do grupo TNBS que recebeu apenas salina. Tendo em
vista a redugdo da atividade da MPO e expressdo da MadCAM-1, bem como a restauragio
dos niveis de GSH e SOD, ¢ possivel inferir que a Uva apresenta as duas atividades,
antioxidante e antinflamatdria, no modelo de colite experimental induzida por TNBS.

O papel dos prostandides no processo inflamatorio intestinal ndo € totalmente
compreendido. Durante o curso das DII e da colite experimental, muitos prostandides
formados durante o processo, modulam negativamente a extensdo das DII (Carty et al.,
2000). Prostaglandinas e tromboxanos gerados pelas vias da ciclooxigenase-1 (COX-1) e
ciclooxigenase-2 (COX-2) sdo moléculas idénticas e, desta forma, tem efeitos bioldgicos
idénticos (Halter er al., 2001). No entanto, COX-1 ¢ COX-2 podem gerar padrio e
quantidades diferentes de ecoisanoides; por essa razdo, ativagdo de COX-1 e COX-2 pode
resultar em diferentes respostas biologicas (Halter er al., 2001). COX-1 é expressa
constitutivamente em muitos tecidos, enquanto COX-2 ¢ enzima induzida e expressa
primariamente em sitios de inflamag¢do. O’Neil e Ford-Hutchinson (1996) demostraram
presenca de grandes quantidades de RNAm e proteinas COX-1 no c6lon humano normal.
Esta isoforma estd envolvida na manutencdo da integridade da mucosa no trato

gastrointestinal (Halter et al., 2001) e é expressa em quantidades iguais em células colicas
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de tecido normal, com RCUI e DC (Halter et al., 2001). Nossos resultados condizem com a
literatura j4 que o cdlon dos animais dos grupos Salina, TNBS e Uva ndo apresentaram
diferencas estatisticas na expressdo da COX-1.

A isoenzima COX-2 ndo foi detectada no epitélio normal, contudo em DC e RCUI
sua expressdo ¢ alta. Inducdo da COX-2 ocorre, em certos tipos celulares, por a¢do de
agentes pro-inflamatérios incluindo citocinas, endotoxinas, bem como por fatores que
causam danos ao tecido (Ferraz et al., 1997). RNAm e proteinas de COX-2 foram
localizados em tecidos inflamados ¢ em células inflamatérias (Halter ez al., 2001); assim,
esta isoforma ¢ considerada mediadora do processo inflamatorio e expressdo aumentada de
COX-2 ja foi observada em pacientes com DII cronica (Singer et al., 1998). Estudos em
humanos e modelos animais de colite mostraram melhora consideravel do processo
inflamatorio quando utilizaram inibidores da COX-2 foram utilizados (Cuzzocrea et.al.,
2001; Mahadevan et al., 2002). Nossos resultados mostraram correlagdo positiva entre
colite induzida por TNBS e expressdo intestinal da COX-2, sugerindo que o aumento dessa
expressao foi devido ao agente indutor de colite, TNBS. No grupo de animais tratados com
Uva, a expressdo da COX-2 foi estatisticamente diminuida no célon quando os resultados
foram comparados aqueles do grupo TNBS.

O fator nuclear-kB (NF-kB) tem papel importante regulando a expressio de uma
extensa variedade de genes que controlam a resposta imune (Li e Verma, 2002; Atreya et
al. 2008; Spehlmann & Eckmann, 2009). Inibi¢do da ativagdo do NF-xB tem sido sugerida
como estratégia para o tratamento das DII (Martin et al., 2006). O NF-kB ¢ regulador chave
na expressdo induzida de muitos genes envolvidos na resposta inflamatoria do intestino

(Atreya et al., 2008). Estimulos como estresse oxidativo, citocinas (IL-1, IL-6, TNF-a) e
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bactérias podem liberar NF-kB e permitir sua translocacio para o nicleo (Dijkstra et al.,
2002). Em nosso estudo, as condi¢des inflamatdrias produzidas no célon pelo TNBS foram
acompanhadas de quantidades detectaveis do NF-xB, enquanto que no c6lon de animais do
grupo Uva (0,5 g.kg™) a expressdo desse fator foi drasticamente diminuida. O NF-kB est4
sempre presente na mucosa de pacientes com RCUI e DC (Chung et al., 2000) e o
tratamento com antisense desse fator inibe a inflamagdo intestinal em modelos de
inflamagdo cronica (Neurath ef al., 1996; Lawrance et al., 2003). NF-kB ativo, via
translocagdo de genes, estimula a expressdo de citocinas pro-inflamatorias e enzimas
induzidas como a COX-2 (Dubuquoy et al., 2002). Deste modo, ¢ possivel que um
mecanismo subjacente do efeito protetor da Uva envolva a redugdo na expressdo da COX-2
na mucosa colica, possivelmente via inibi¢cdo da ativagdo do NF-«xB.

Abordagens terapéuticas recentes envolvem bloqueio de citocinas inflamatoérias, que
controlam vias de sinalizacdo chaves no sistema imune intestinal e sdo conhecidas por
participarem da ruptura do chamado ‘“estado normal” de inflamacdo ou inflamacdo
fisiologica do intestino (Jump & Levine, 2004). As citocinas sdo pequenas proteinas,
produzidas principalmente por células imunes, que facilitam a comunicagido entre elas,
estimulam a proliferacdo de células apresentadoras de antigeno e medeiam a inflamagao
local e sistémica por vias autdcrina, pardcrina e enddcrina. Nas DII, a resposta imune inata
desempenha papel critico. Células dendriticas ativadas e macrofagos secretam varias
citocinas que regulam a resposta inflamatdria na RCUI e DC; uma vez secretadas por essas
células, estas citocinas acionam e diferenciam muitas células T ativando a resposta imune
adaptativa. A falta da regulacdo das células T ou excesso na produgdo das células T efetoras

estdo ambas envolvidas no desenvolvimento e agravamento das DII (Sanchez-Mufioz ef al.,
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2008). No total, Thl, Th2, células T reguladora e, mais recentemente caracterizada, Th17
juntamente com citocinas, desempenham papel complexo no processo inflamatorio das DII
(Xavier & Podolsky, 2007). Essas interagdes celulares sdo moduladas por citocinas pro-
inflamatérias (IL-1B, IL-6 e IL-12), ou antinflamatorias como IL-10 (Sanchez-Muifioz,
2008).

Modelos animais das DII mostraram que a inflamacdo cronica resulta das respostas
inflamatérias exacerbadas ou de deficiéncias nas principais vias que as regulam
negativamente (Xavier e Podolsky, 2007; Bouma e Strober, 2003). Recentes abordagens
terapéuticas envolvem bloqueio de citocinas inflamatdrias, tais como fator de necrose
tumoral (TNF-a) e interleucina 12 (Xavier & Podolsky, 2007).

Entre as citocinas pro-inflamatérias implicadas na patogénese das DII, recente
atengio centrou-se IL-12 (Elson et al., 2007). Células T CD4" se diferenciam em linhagens
funcionais caracterizadas principalmente por citocinas; essas diferenciacdes, bem como sua
sobrevivéncia, dependem da abundincia de citocinas regulatérias produzidas
principalmente por macrofagos e células dendriticas. Na presenga de IL-12, as células T
CD4" adotam um perfil inflamatério produzindo IFN-y para mediar imunidade celular. A
producdo de IL-12 ¢ superexpressada em bidpsias de pacientes com RCUI e DC e esta
estritamente correlacionada ao indice da lesdo macroscopica (Nielsen et al., 2003). O
modelo de colite induzida por TNBS permite estudar a resposta imune a um hapteno
(TNBS) que inflama cronicamente os colondcitos. As citocinas produzidas nesse modelo
sdo IL-6, IL-12, IL-17 e IFN-y, além dos fatores quimiotaticos (Alex et al., 2009). No cdlon

dos animais submetidos a colite por TNBS e tratados com Uva (0,5 g.kg™), a expressio de
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IL-12 foi reduzida, de modo estatisticamente significante quando os resultados foram
comparados aos do grupo TNBS, onde os niveis mantiveram-se elevados.

Interleucina-6 € outra citocina pré-inflamatdrias que participa da patogénese das DII;
¢ secretada por células T e macrofagos para estimular a resposta imune levando a
inflamacgdo. IL-6 ¢ um dos mais potentes mediadores da resposta de fase aguda e nio ha
muitos dados clinicos disponiveis sobre bloqueio dessa via para tratamento das DII. Em
modelos animais de colite, o bloqueio dessa interleucina resultou na diminui¢do da
producdo de outras citocinas pro-inflamatorias pela mucosa célica e induziu apoptose das
células T na ldmina prépria (Atreya et al., 2000). Nosso trabalho mostrou que no grupo com
colite (TNBS) a producdo de IL-6 foi maior que nos animais do grupo salina. Ja no grupo
de animais tratados com Uva (0,5 gkg"), houve reducio da produgdo de IL-6 quando os
resultados foram comparados aos dos animais do grupo TNBS, o que reforca mais uma vez
atividade antinflamatéria da Uva.

Interleucina 10 (IL-10) pode ser considerada como agente importante na resolucdo da
inflamacdo. Originalmente chamada “fator inibidor da sintese de citocina” devido a sua
capacidade de inibir a produg¢do de IFN-y e IL-12 em células Th2, IL-10 € secretada por
mondcitos, macrofagos, mastocitos, linfocitos (T e B) e por células dendriticas (Ogawa et
al., 2008). Essa citocina inibe a apresentacdo do antigeno, liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias e atenua a inflamagdo colica; seu papel tem sido considerado fundamental
dentro do sistema imune da mucosa e amplamente estudado nas DII. A inativagdo de IL-10
em camundongos resulta em aumento da produgdo de IL-12 e IFN-y (Kuhn et al., 1993;

Rennick e Fort, 2000). Tecidos inflamados de pacientes com DC apresentam baixa
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producdo de IL-10 (Schreiber et al., 1993). Recentemente, a producio de IL-10 por células
T regulatdrias tem sido considerada importante nas DII (Latinne e Fiasse, 2006).

O c6lon de animais que receberam Uva (0,5 g.kg™) apresenta niveis aumentados de
produc¢do da IL-10; mesmo tendo sido submetidos a indugdo de colite por TNBS. Estudos
in vitro t€ém mostrado que IL-10 inibe produgdo de IL-12 (Groux et al., 1993).

Nossos resultados mostraram que a Uva apresenta propriedade antinflamatdria
inibindo a producdo de citocinas pro-inflamatdrias, além de atividade imunoregulatéria
evidenciado pelo aumento na produgdo de IL-10. O efeito mais interessante apresentado
pela Uva foi o aumento da producdo dessa interleucina, que pode justificar todos os efeitos
antioxidantes e antinflamatdrios, apresentados neste trabalho. Essa interleucina tem um
amplo espectro de atividades biologicas, principalmente aquele relativo a inibicdo de
citocinas pré-inflamatorias. Em adig¢do, IL-10 atenua a formacgdo de oxigénio reativo e
metabdlitos de nitrogénio, além de inibir a expressdo da molécula de adesdo intercelular-1,

MadCAM-1 (Kawachi et al., 2000).
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CONCLUSAO

De acordo com resultados obtidos com Uva foi possivel concluir que:

e Uva na concentracdo de 0,5 g.kg-1 proporcionou in vitro aumento na
producdo de AGCC benéficos para mucosa colica;

e Além disso, apresentou atividade antinflamatéria ao proteger a mucosa
colica contra colite induzida por TNBS, macroscopicamente diminuiu o
numero de lesdes;

e O mecanismo pelo qual a Uva protegeu a mucosa foi incialmente
comprovado pela atividade antioxidante mantendo os niveis de GSH e
modulando enzimas antioxidantes (GSSG-Rd, GSH-Px ¢ SOD);

¢ Diminui¢do da expressdo dos mediadores pré-inflamatérios (IL-6, 1L-12,

COX-2, NF-kB, MPO) e da molécula de adesdo intestinal MadCAM-1;

e A Uva aumentou a producdo da interleucina antinflamatdria IL-10, o que

pode explicar a diminui¢@o dos mediadores prd-inflamatdrios supracitados.

Segundo os resultados obtidos nesse trabalho e, considerando que um tratamento

seguro para as DII se faz necessario, a Uva torna-se candidata promissora no tratamento das

DII, principalmente colite ulcerativa.
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PERSPECTIVAS
e Analisar a participacdo da Uva nos receptores do tipo toll (TLR) no tecido
mnflamado;
e Analisar os tipos e a porcentagem de fibras encontradas na mistura dos
vegetais;
e Analisar o contetido dos flavondides presente na amostra estudada;

e Testar a Uva como alimento adicional na dieta de pacientes com DII.
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A new chromatographic method for the sequential determination of short-chain fatty acids is described.
Acetic, propionic and butyric acids were determined in dietary fiber extracts using ion-exclusion
chromatography equipped with inverse chemical suppression and conductivity detection. The best opti-
mization of the chromatographic conditions were achieved when a 100 mm x 7.8 mm ion-exclusion
column with a solution of 0.5mmolL-! sulfuric acid as eluent in a flow rate of 0.6 mLmin~' were
employed. The organic acids were sequentially separated in less than 10 min with limits of detection rang-
ing from 1 up to 7.5 wmol L~! and limits of quantification from 5 up to 25 wmol L~'. The linearity of the
analytical response was studied in the range of 0.005-10 mmol L~ for acetic acid and 0.025-10 mmol L-!

SCFAs for propionic and butyric acids with coefficients of determination (R?) ranging between 0.9985 and 0.9999.

Dietary fiber

The method was tested and proved to be selective, precise, accurate, reproducible and highly sensitive.

Finally, the method was applied in the analysis of biological samples.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Dietary fiber (DF) plays an important role as indigestible food
components in human nutrition due to their beneficial effects for
health. Mainly consisting on non-starch polysaccharides, oligosac-
charides and resistant starch, they have water-binding properties
thus increasing volume and viscosity of intestinal contents [1-3].
DF are responsible for faecal bulking, enhancing gut motility and
lowering transit time. Being indigestible in the small intestine,
they finally reach the colon, where they are utilized as fermenta-
tion substrates by the gut microflora [4-6]. In the colon, there is
a symbiosis through fermentation between the host and intesti-
nal bacteria. The short-chain fatty acids (SCFAs) - acetic, propionic
and butyric - released as main microbial fermentation products are
rapidly absorbed by the colonic epithelium, which stimulates water
and Na* absorption [4,6]. Furthermore, especially butyrate is a pre-
ferred substrate for the colonocyte. It serves as an energy source and
is known to contribute a trophic effect on colonic mucosa [7-9].

The growing interest in determining the formation of short-
chain fatty acids is related to the increasing evidence of their

* Corresponding author at: Department of Analytical Chemistry, Institute of
Chemistry, University of Campinas - UNICAMP, P.O. Box 6154, 13083-970 Campinas,
SP, Brazil. Tel.: +55 19 3521 3127; fax: +55 19 3521 3023.

E-mail address: kubota@igm.unicamp.br (L.T. Kubota).

0731-7085/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jpba.2009.02.013

positive physiological effects [10]. Thus, several analytical tech-
niques have been reported for the determination of these
compounds in different matrices. These include methods such as
enzymatic with spectrophotometric detector [11,12], chromato-
graphic [13,14] and electrophoretic [15,16]. Enzymatic methods are
well recognized for their high specificity, but require large amounts
of reagents and are highly time consuming because only one acid
can be determined in each assay [13,16]. However, enzymatic meth-
ods are sometimes used as a reference method in order to validate
chromatographic and electrophoretic methods [17]. Spectrophoto-
metric methods are tedious and there is no data available on the
determination of some acids like succinic, citric and acetic [18].
Capillary electrophoresis also has a very good selectivity, but suf-
fers from lower reproducibility in comparison to enzymatic and
chromatographic methods [16]. The speed and selectivity of chro-
matographic techniques have rendered them more useful in the
analysis of organic acids. Gas and liquid chromatography with mass
spectrometer detectors (GC-MS, LC-MS) have been considered the
best methods so far, owing to their robustness, selectivity, sensi-
tivity and high throughput [19,20]. However, these techniques are
greatly limited by high cost and complexity of both instruments
and sample preparation [18,21]. Reverse-phase and ion-exchange
HPLC with UV spectrophotometric detection [22] have been the
most widely used, but it requires complex sample preparation
procedures. Anion-exchange chromatography with conductivity
detection has been used in the past to determine organic acids in
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juice and wine [23,24]. It is relatively easy, selective and can sequen-
tially determine organic acids and inorganic anions. This becomes a
disadvantage in the analysis of organic acids in a matrix containing
inorganic anions, due to both interference and the fact that high
concentrations of the inorganic anions will in-turn suppress some
of the acids [13].

Moreover, in most methods above mentioned large amounts
of organic solvents and reagents that are hazardous to the envi-
ronment and human health are required. Therefore, a simple and
environmentally friendly method would be desired to determine
SCFAs with minor pretreatment.

Ion-exclusion chromatographic separation has been commonly
used for the determinations of aliphatic organic acids in a variety of
matrices as well as non-ionic analytes of significant pharmaceutical
interest including alcohols and carbohydrates [18,21,25,26]. In ion-
exclusion chromatography, separation is accomplished using dilute
mineral acids as mobile phase, to maintain organic acids in their
undissociated forms, and separated ions are detected using sup-
pressed or non-suppressed conductometric or UV detection [25].

The current mechanism of ion-exclusion chromatography pro-
poses that the sulfonic groups are fixed mostly on the surface of the
polystyrene-divinylbenzene (PS-DVB) resin and form a negatively
charged shield on the polymeric surface, often referred to as the
“Donnan membrane” [27,28]. This “membrane” separates the mov-
ing fraction of the eluent (i.e. the mobile phase) from the static,
occluded component of the eluent (i.e. the stationary phase). Once
the analytes enter into the column, they interact with the sulfonated
PS-DVB copolymer in such way that the dissociated fraction of the
analyte is repelled from the vicinity of the “Donnan membrane”
into the bulk of the interstitial eluent, while the protonated fraction
penetrates the membrane and enters into the occluded fraction of
the eluent, where it may experience additional retention by surface
adsorption onto the unfunctionalized parts of the resin [27-30]. As
higher is the pK; of an individual acid, the higher is the protonated
fraction and consequently the longer is its retention time. Anoma-
lies for analyte acids showing significantly different retention times
but having almost identical pK,; values have been explained by
the increased hydrophobic character of some acids, which leads
to increased hydrophobic adsorption [27-30].

This paper describes an ion-exclusion chromatographic method
with inverse chemical suppression for the determination of three
organic acids in dietary fiber extracts. The main task of the inverse
chemical suppressor is to reduce the self-conductivity of the elu-
ent. This is achieved by using ion-exchange to replace the highly
conductive protons by cations with a relatively low conductivity.
The conditions that resulted in the best isocratic separation of the
organic acids were checked for linearity, precision and accuracy.

2. Experimental
2.1. Reagents

High-purity reagents and deionized water (Millipore, Milli-
Q System) were used for all preparations. Standard solutions of
the organic acids (acetic, propionic and butyric) were prepared
from their sodium salts (analytical-reagent grade; Acros Organ-
ics). A mixed 100 mmol L1 stock standard solution was prepared
for each organic anion. Calibration standards were prepared from
1 mmol L-1 mixed standard solution using a series of dilutions.

2.2. Instrumentation

The determination of the organic acids was performed using
the “MIC-2 Advanced” modular IC system (Metrohm AG, Herisau,
Switzerland). It is composed of a serial double-piston high-
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pressure pumping unit, a two-channel peristaltic pump for use with
the Metrohm Suppressor Module, separation center, conductivity
detector and an interface to connect with PC. Chromatograms were
recorded using the Metrohm IC Net 2.3 software. The system was
run in the isocratic mode with the column in the room tempera-
ture. lon-exclusion chromatography with inverse suppression and
conductivity detection was used to separate all the organic acids.

For ion-exclusion, samples were injected via a 10 pL loop and
eluted at a flow rate of 0.6 mLmin~! and pressure of 1.1 MPa
through a Metrosep 6.1005.210 organic acids analytical column
(100mm x 7.8 mm, particle size of 10wm, with polystyrene-
divinylbenzene copolymer packing material functionalized with
sulfonic acid groups). Solutions of sulfuric acid and sulfuric
acid/acetone were used as eluent at different concentrations. The
eluents were filtered through a 0.22 wm Millipore paper filter and
then degassed by vacuum and ultrasonification. The choice of elu-
ent was mainly guided by their abilities to totally ionize in solution
at low concentrations (strong acids or acids which behave as strong
acids). It was also guided by their compatibility with the detection
mode and polarity. The suppressor system was regenerated by a
solution of 50 mmol L~ LiCl solution pumped through a suppressor
unit simultaneously with deionized water. The conductivity detec-
tor was operated in the positive mode at a full scale of 10.0 S cm~—1.
The peak areas and retention times were recorded and used to
calculate chromatographic parameters.

2.3. Source of fibers

Fruits were purchased from organic cultivar. Pumpkins and
papaya were cut, dried at 40 °C and powdered. Pumpkin seeds and
kale were dried at 40°C and powdered. Apples, guavas, plums and
grapes were blended and lyophilized. The powders were stored at
—20°C.

2.4. Source of faecal bacterial inoculum

Fresh faeces were collected from three rats consuming a normal
diet. Faecal samples were diluted 1 g faeces: 6 mL saline phosphate
buffered (PBS) pH 7.4.

2.5. Batch-culture fermentation

The procedure for in vitro fermentation with faecal inoculum
was based on Velazquez et al. [5]. Briefly, 0.5 g of fiber was added
into a 100 mL sterile bottle. Fibers were hydrated with 40 mL of PBS
with the oxygen reducing enzyme supplement (Oxyrase® For Broth,
Mansfield, OH, USA) following the manufacturer’s instructions. The
bottles were tightly closed to maintain anaerobic conditions gen-
erated by the enzyme supplement and stored at 4°C for 12-16h to
allow adequate hydration of the fibers.

Each bottle was inoculated with 10 mL of faecal solution and
tightly closed. Samples were placed and gently shaken in a water
bath kept at 37°C for 24 h. Duplicate aliquots (2 mL) from each
substrate bottle were mixed with 1 mL of copper sulfate solution
(10gL-1) to inhibit further microbial growth. Aliquots were frozen
at —20°C until preparing for SCFAs analysis. For analysis of SCFAs,
samples were centrifuged at 12,000 rpm and 4 °C for 15 min.

3. Results and discussion

In order to separate SCFAs listed in Table 1, several parameters
were considered in the optimization process of the chromato-
graphic conditions. First, the choice of the stationary phase, and
the next step, the mobile phase like the optimal concentration and
the flow rate were investigated.
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Table 1
Selected SCFAs with their respective pK, values.

SCFAs Chemical structure pK, (at 25°C) [36]
O
Acetic acid 4.76
HsC OH
(0]
Propionic acid HaC 4.87
OH
0
Butyric acid 4.83
HsC OH

The initial assays were carried out with a Metrosep 6.1006.520
A Supp 5 analytical column (150 mm x 4.0 mm, particle size of
5 wm, with polyvinyl alcohol packing material functionalized with
quaternary ammonium groups) using as mobile phase a mixed solu-
tion of sodium carbonate and bicarbonate at 3.2 and 1.0 mmol L1,
respectively, according to the column specification supplied by the
manufacturer (Metrohm AG). However, in these conditions, it was
not possible to separate sequentially SCFAs because the analytes
were eluted together from the column and could not be identified.
Then, all other experiments were performed on an ion-exclusion
column (Metrosep 6.1005.210 organic acids analytical column, pre-
viously described), considering the retention mechanism based on
Donnan exclusion effects.

Since the instrument was operated in the isocratic mode, vari-
ation in the concentrations of the mobile phases was performed
in separate runs. Diverse sulfuric acid solutions at different con-
centrations, ranging between 0.25 and 10 mmol L~!, were tested as
eluent, according to the literature data [13,31,32]. In addition, the
influence of different percentages of the organic modifier in the
mobile phase was also investigated. The last evaluation concerns
the optimization of the flow rate.

The optimum concentration of sulfuric acid and the best flow
rate that yielded an acceptable isocratic separation of all organic
acids in the mixture were 0.5 mmolL~! and 0.6 mLmin~!, respec-
tively.

The influence of an organic modifier on the separation of organic
acids has been well documented [24,25,33]. It is thought to con-
tribute to the reduction of the retention of carboxylic acids by the
stationary phase due to the lipophilic properties of the alkyl group
in the solvents [24,25,33].

In this work, acetone (HPLC grade), with concentrations ranging
between 5 and 15%, was tested as an organic modifier in the mobile
phase composed by the diluted sulfuric acid solutions. The results
indicate that the retention times gradually decreased as the ace-
tone content of the mobile phase was increased, and at an acetone
content of 15%, the peak-to-peak separation was incomplete.

Organic solvents are extensively used in chromatography and for
this reason they are a matter that has to concern due to the char-
acteristics such as: high flammability, volatility, and toxicity. This
is a motivation to eliminate the need of organic modifier solvents
in the mobile phase, generating a “green chemistry” ion-exclusion
chromatographic method. Therefore, the mobile phase contained
0% acetone (i.e. only sulfuric acid solution at 0.5mmolL-1) was

selected, considering that, in these conditions, a satisfactory sepa-
ration was achieved.

Acetic, propionic and butyric acids were determined in fer-
mented extracts of dietary fiber samples using the proposed
method. The presence of these compounds was confirmed by com-
paring their retention times with those of the standards.

The values of pK; of these acids, shown in Table 1, are sim-
ilar to each other. However, can be observed from the trend of
retention times that an increase in the number of lipophilic carbon
atoms for the same functional groups (aliphatic carboxylic acids)
increases the hydrophobic interaction between the compounds and
the stationary phase, hence an increase in the retention factor, i.e.
the retention time of acetic < propionic <butyric [13,26]. Several
chromatographic parameters evaluated for the three compounds,
including retention time, retention factor, selectivity coefficient,
resolution and number of theoretical plates, are shown in Table 2.

The retention factor, k', which is a measure of the migration rate
of the analyte on the column, was calculated as the ratio of the dif-
ference between the actual retention time and the dead volume. The
dead volume was considered as the distance from the beginning of
the chromatogram at time t =0 to the solvent front. The selectivity,
«, of the method that is a measure of the separability of two com-
pounds eluting adjacent to each other was calculated according to
Eq. (1) [25]:

/

_ ki,
/

k3

(1)

where k), and k| are the retention factors of two adjacent peaks
(compounds).

The quality of separation in each case was evaluated by calcu-
lating the resolution, R, of the peaks according to Eq. (2) [25]:

tr, — tr,

R=2—=—" 2
W[1+W[2 ()

where tg, and tg, are the retention times for the first and second
peaks, respectively; W, and W, are the base widths between the
tangents in time unit for the first and second peaks, respectively.
The selectivities and resolutions of the peaks presented in
Table 2 are with respect to the previous adjacent peak. For example,
the selectivity and resolution of the propionic acid peak is in rela-
tion to the acetic acid peak and the butyric acid peak is in relation
to the propionic acid peak. All the selectivity coefficients, «, were
greater than one, indicating that a mixture of the compounds can
be separated. This is acceptable especially in isocratic separations
[13,34]. The chromatographic efficiency, representing the ability of

Table 2

The chromatographic parameters evaluated for the selected SCFAs.
Chromatographic parameters Acetic acid Propionic acid Butyric acid
Retention time, tg (min) 5.21 + 0.01 6.12 + 0.01 7.56 + 0.01
Retention factor, k’ 113 £ 0.01 1.51 + 0.01 2.10 + 0.01
Selectivity coefficient, o - 1.33 + 0.01 1.39 + 0.01
Resolution, R - 1.98 + 0.01 1.59 + 0.01
Theoretical plates, N 3709 + 15 1765 + 13 605 + 2
Table 3

Analytical parameters obtained for the selected SCFAs.

Parameter Acetic acid Propionic acid Butyric acid
Linear range (mmol L) 0.005-10 0.025-10 0.025-10
Sensitivity (mVs Lmmol 1) 6374.4 6127.2 4921.2
Coefficient of determination, R? 0.9985 0.9999 0.9997
Concentration range (mmol L) 0.1-20 0.05-7 0.04-8
Limit of detection (mmol L") 0.001 0.0075 0.0075
Limit of quantification (mmolL~!)  0.005 0.025 0.025
Precision (%R.S.D.) 1.06 0.84 0.96
Recovery (%) 98.3+0.8 972 +1.1 974+14
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Fig. 1. Merged chromatograms showing the separation of the SCFAs in a gradient of concentration (0.1-1 mmolL1).

separation with minimal dispersion of the compound, was evalu-
ated through the number of theoretical plates according to Eq. (3)

[25]:

tr 2
N = 16(Wt)

3)

where ty is the retention time of the peak and W, is the base width

between the tangents drawn to

Table 4

each side of the peak.

1131

A typical chromatogram showing the separation of the three
SCFAs in a gradient of concentration (0.1-1 mmol L~1) is shown in

Fig. 1.

The limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were
obtained by using a signal-to-noise ratio of 3:1 and 10:1, respec-
tively. The obtained values are shown in Table 3. The LOD values
vary from 1 to 7.5 umolL~! and the LOQ values vary from 5 to
25 umol L1 (without preconcentration). These detection limits
are similar or even lower than those observed by other authors

Concentrations of the selected SCFAs in a pumpkin sample having seven different compositions.

Sample SCFAs concentration (mmolL~1)
Acetic Propionic Butyric
Pumpkin: 0.50 g of pulp 2.64 + 0.01 0.18 + 0.01 0.26 + 0.01
Pumpkin: 0.40 g of pulp +0.10 g of seed 12.15 + 0.01 1.64 + 0.01 1.81 + 0.01
Pumpkin: 0.30 g of pulp +0.20 g of seed 5.21 £+ 0.01 0.80 + 0.01 1.65 + 0.01
Pumpkin: 0.25 g of pulp +0.25 g of seed 5.57 £ 0.01 0.90 + 0.01 1.78 + 0.01
Pumpkin: 0.20 g of pulp +0.30 g of seed 11.63 £ 0.01 3.01 + 0.01 2.24 + 0.01
Pumpkin: 0.10 g of pulp +0.40 g of seed 6.07 + 0.01 0.96 + 0.01 1.92 + 0.01
Pumpkin: 0.50 g of seed 13.00 + 0.01 5.86 + 0.01 4.33 + 0.01
Not identified components of the matrix
K—A—\

my N Acetic actd

600

500 -

400

300 )

200

Propionic acid
0 1 2 3 4 min

Fig. 2. Merged chromatograms showing the separation of the components (the compounds of the matrix and the SCFAs) of some randomly selected samples.
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[10,14,31,32,35]. The linearity of the analytical response was stud-
ied for each compound. Table 3 shows the optimum linear response
range for each compound. As it can be observed a good linearity was
obtained in all cases.

In order to check the precision of the method, seven replicate
analysis of a standard solution on different days were performed.
The precision expressed in terms of the relative standard deviation
(R.S.D.) always remained around 1% for all the studied SCFAs. The
accuracy of the method was evaluated from the recovery analysis,
preparing spiked samples in quadruplicate at three levels of con-
centration higher than LOQ. The values obtained in all of the cases,
shown in Table 3, were satisfactory from the analytical point of
view, although some losses occurred during the experiments have
provided results just below of 100%.

The fermented extracts of different dietary fibers, including
pumpkin, kale, papaya, apples, guavas, plums and grapes, were
analyzed according to the proposed method. In Table 4 are shown
the concentrations of the acetic, propionic and butyric acids in a
pumpkin sample having seven different compositions. The merged
chromatograms, illustrated in Fig. 2, exhibit the separation of the
components (the compounds of the matrix and the SCFAs) of some
randomly selected samples. As can be seen, practically no impu-
rities or interfering substances were found in the chromatograms,
which are similar for all studied samples.

The analytical performance of the proposed method was eval-
uated by comparison with other methods reported in literature
and that has been applied for the analysis of biological samples
[10,14,31,32,35]. Thus, the proposed method provides good statis-
tical accuracy and precision, a wide linear range, high sensitivity
and satisfactory efficiency. Moreover, this method is simple and
rapid with no loss in sensitivity, so it may be recommended for rou-
tine analysis, being considered a viable option from the analytical,
environmental and economic point of view.

4. Conclusion

An ion-exclusion chromatographic method for the determina-
tion of SCFAs has been developed. The described method using
the suppressed ion-exclusion chromatography is well suited for
the rapid, accurate, precise and sequential determination of acetic,
propionic and butyric acids in dietary fiber extracts without any
derivatization, giving results in less than 10 min. Moreover, the
advantages of this method over the others include its simplicity,
low cost of materials and reagents needed for the analysis and the
absence of organic modifier solvents in the mobile phase, generat-
ing a “green chemistry” ion-exclusion chromatographic method.

The evaluated chromatographic parameters suggested a satis-
factory analytical performance of the proposed method, although
the number of theoretical plates for butyric acid has been low.
However, from the analytical point of view, despite the low chro-
matographic efficiency obtained for the butyric acid, the sensitivity

of this component was not affected significantly by width of its
chromatographic peak.

Finally, this method can be easily applied for routine analysis in
scientific laboratories of universities and industries that have inter-
est in these analytes. In addition, the information provided by this
new method can also be used for other types of aqueous matrices.
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BACKGROUND & AIMS: Grape represents a rich source of proanthocyanidins with a
potential to decrease oxidative damage and inflammation within the gastrointestinal
tract. The aim of the present study was to further investigate the mechanisms involved
in the intestinal anti-inflammatory and antioxidant activities of Grape in an
experimental model of rat colitis.

METHODS: Colitis was induced in rats by intracolonic administration of TNBS (10
mg) dissolved in 0.25 ml of 50% ethanol. Grape was administered orally (0,5 g/kg)
suspended in 10 ml/kg of saline for 3 weeks, starting 2 weeks before the administration
of TNBS. Colonic damage was evaluated macroscopically and biochemically 1 week
after TNBS instillation.

RESULTS: Grape ameliorated the development of colonic inflammation as evidenced
by a macroscopic inspection. This effect was associated with an increase of GSH levels,
maintenance of activity of enzymes (SOD, GSH-Px and GSSG-Rd) and decreases of
MPO activity. Grape-treated colitic rats showed a significant decrease in the pro-
inflammatory mediators: NF-kappa B and cyclooxygenase-2, than TNBS group. In
ELISA assay, Grape presented an inhibitory effect of proinflammatory cytokines (IL-6
and IL-12) and increased the production of antinflammatory cytokine (IL-10).
CONCLUSIONS: The effect of the Grape was associated with the antioxidant enzymes

activities, modulating production of proinflammatory mediators and cytokines.

Keywords: inflammatory bowel disease; ulcerative colitis; grape; inflammation;

cytokines

Abbreviations: TNBS, trinitribenzene sulfonic acid; MPO, myeloperoxidase; GSH,

glutathione; GSSG-Rd, glutathione reductase; GSH-Px, glutathione peroxidase; SOD,
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kappa B).
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Introduction

A variety of chronic inflammatory diseases occur in the gastrointestinal tract. The most
enigmatic is idiopathic inflammatory bowel disease (IBD), which encompasses at least
two forms of disease: Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC)'. Although the
etiology of IBD remains unknown, oxidative stress, neutrophil infiltration,
proinflammatory cytokines and eicosanoid generation are clearly involved in the
pathogenesis of intestinal bowel disease °.

Epidemiologic reports have indicated that consumption of foods rich in polyphenols
may be associated with decreased incidence of various diseases®. The use of natural
products and dietary components, such as polyphenols, for the prevention of
cardiovascular disease, tumors and inflammatory disease is gaining in popularity™*.
Although the beneficial effects of these compounds are clear, relatively few studies
have focused on their anti-inflammatory effects and their molecular mechanisms of
action in vivo. Limited scientific evidence regarding the effectiveness of these
compounds in vivo and their mechanism of action has prevented their incorporation into
the mainstream of medical care.

Grapes (Vitis vinifera L.) contain high concentrations of polyphenols, especially
flavonoids. The amount and composition of biologically active compounds present in
grapes and grape products vary greatly according to the species, variety, maturity,
seasonal conditions, production area and yield of the fruit’. The main grape polyphenols
are anthocyanins in red grapes and flavan-3-ols in the case of white grapes; red grapes
contain more total polyphenols than white grapes. Grape seeds and skins are also an
important dietary source of flavonoids, and seeds contain significant amounts of
proanthocyanidins or condensed tannins. The composition of the seeds is much more

diverse than that of the skins".
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Given the described chemical composition of grape, they may constitute attractive
sources of dietary fiber and other components to be used as a complementary treatment
in IBD. The aim of the present study was to test the preventative effects of these fruit
usually ingested in Brazilian diet in the trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS) model of
rat colitis, a well-established model of intestinal inflammation with some resemblance
to human IBD®. Special attention was paid to its effects on production of some of the
mediators involved in the inflammatory response, such as interleukin-6 (IL-6),
interleukin-10 (IL-10), interleukin-12 (IL-12), myeloperoxidase (MPO) activity,
ciclooxigenase 2 and oxidative status such as glutathione content (GSH), antioxidant
enzymes superoxide dismutase (SOD), glutathione reductase (GSSG-Rd), glutathione

peroxidase (GSH-Px),

Materials and Methods

Reagents and animals

All chemicals were purchased from Sigma (Sigma Chemical Co., USA), unless
otherwise stated.

Male Unib: WH rats (180-250 g) obtained from the breeding of the State University of
Campinas (CEMIB/UNICAMP), were used. Animals were fed with a certified Nuvilab
CR-diet, with free access to tap water, and were housed on a 12 h light/dark cycle at 60
+ 1% humidity and a temperature of 21 + 2 °C. The experimental protocols were all
approved by the Institutional Committee for Ethics in Animal Experimentation (no.

1188-1, CEEA/IB/UNICAMP).

Preparation and administration of the plant material
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Organic grape whole was grinding with the aid of a blender, and the resulting juice was
submitted to centrifugation. The supernatant (juice) was discarded and the pellets were
lyophylized and then were powdered. After obtaining the powder that was used in the
dose of 0,5 g/kg. This dose was determinate from fresh faeces collected from rats that
consumed a normal diet considering the short chain fatty acid (mainly butyrate)

production by ion-exclusion chromatography with suppressed conductivity detection’.

Evaluation of the intestinal anti-inflammatory effect of grape in TNBS rat colitis

Male Unib: WH rats were randomly assigned to three groups (n=8); two of them (non-
colitic and control groups) received no treatment and the other received, orally, daily for
3 weeks, 0,5 g/kg per rat weight of grape (suspended in saline 10 ml/kg). Both non-
colitic and control groups were given daily 10 ml/kg of saline. Two weeks after the
treatment was started, the rats were fasted overnight and those from the control and
treated groups were rendered colitic by the method originally described by Morris et al.,
1989*. Briefly, they were anaesthetized with halothane and given 10 mg of TNBS
dissolved in 0.25 ml of 50% ethanol (v/v) by means of a Teflon cannula inserted 8 cm
through the anus. Rats from the non-colitic group were administered intracolonically
with 0.25 ml of phosphate-buffered saline instead of TNBS. Body weight was recorded
daily throughout the experiment. All rats were killed with an overdose of halothane 1
week after induction of colitis, and the colon was removed aseptically and placed on an
ice cold plate and was longitudinally opened. The rats were checked daily for

behaviour, body weight, and stool consistency.

Assessment of colitis
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For each animal, the distal 10 cm portion of the colon was removed and cut
longitudinally, slightly cleaned in physiological saline to remove faecal residues and
weighed. Macroscopic inflammation scores were assigned based on clinical features of
the colon (score 0—10: 0 (no damage), 1 (focal hyperaemia), 2 (ulceration without
hyperaemia or bowel wall thickening), 3 (ulceration with inflammation at 1 site), 4 (>2
sites of ulceration and inflammation), 5 (major sites of inflammation >1 cm along the
organ), 6-10 (major sites of inflammation >2 cm along the organ))®. The presence of
stool consistency (score 0—1) were evaluated according to the criteria of Bobin-
Dubigeon et al.” Pieces of inflamed colon were collected subsequently divided into
segments and frozen in liquid nitrogen for measurement of biochemical parameters.
MPO, GSH, GSSG-Rd, GSH-Px, SOD activity, COX 1 and 2 expression, as well as IL-

6, IL-10 and IL-12 levels were determined.

Biochemical evaluation of MPO

MPO activity in the colon was measured by the method proposed by Krawisz et al.
(1984)'°, with minor modifications, to evaluate neutrophil accumulation. Briefly, the
samples were centrifuged at 3 000 g for 15 min at 4 °C. Aliquots of the supernatant
were then mixed with a reaction buffer of 50 mM phosphate buffer, pH 6.8, containing
0.0005 % hydrogen peroxide and 1.25 mg/mL o-dianisidine dihydrochloride, measured
at 460 nm. The changes in absorbance were determined using a microplate reader LB
912 (Berthold Technologies GmbH & Co, Germany) and the results were expressed as

U/g MPO activity.
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Biochemical evaluation of GSH
Total glutathione content was quantified with the recycling assay described by Faure

and Lafond (1995)"" and the results were expressed as pmol/g wet tissue.

Biochemical evaluation of GSSG-Rd, GSH-Px and SOD

GSH-Px activity was quantified by following the decrease in absorbance at 365 nm
induced by 0.25 mM H,O; in the presence of reduced glutathione (10 mM), NADPH (4
mM), and 1 U enzymatic activity of GSSG-Rd according to Yoshikawa et al. (1993)".
Glutathione reductase activity was measured according to Carlberg and Mannervik
(1985)" following decrease in absorbance at 340 nm induced by oxidized glutathione in
the presence of NADPH in phosphate buffer, pH 7,8. Absorbance changes were read
between 1 and 10 min. SOD activity was analyzed by the reduction of nitroblue
tetrazolium using a xanthine-xanthine oxidase system i.e. superoxide generation'®. The
changes in absorbance were determined using a microplate reader LB 912 (Berthold
Technologies GmbH & Co, Germany) and the results were expressed as mmol/min/mg

protein for GSSG-Rd and GSH-Px and as U/mg protein for SOD.

Isolation of proteins and western blot assay

Frozen colonic tissues were weighed and homogenized in ice-cold buffer (50 mM Tris—
HCI, pH 7.5, 8 mM MgCI2, 5 mM ethylene glycol bis(2-aminoethyl ether)-N,N,N'N'-
tetraacetic acid (EGTA), 0.5 mM EDTA, 0.01 mg/ml leupeptin, 0.01 mg/ml pepstatin,
0.01 mg/ml aprotinin, ]| mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and 250 mM
NaCl). Homogenates were centrifuged (12 000 g, 15 min, 4 °C) and the supernatants
were collected and stored at — 80 °C. Protein concentration of the homogenate was

determined following Bradford's colorimetric method. Aliquots of supernatants
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containing equal amounts of protein (30 pg) were separated on 10% acrilamide gel by
sodium dodecyl sulfatepolyacryamide gel electrophoresis. In the next step, the proteins
were electrophoretically transferred onto a nitrocellulose membrane (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, California, USA) and incubated with specific primary
antibodies for COX-1 (1:1000), COX-2 (1:1000) (Cayman Chemical, MI, USA) and
NF-kappa B 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology, CA, California, USA). Each filter was
washed three times for 15 min and incubated with the secondary horseradish peroxidase
linked anti-rabbit IgG (Zymed Laboratories, CA, California, USA). To prove equal
loading, the blots were analysed for a-tubulin expression using an anti-o-tubulin
antibody (Sigma Aldrich, St Louis, MO). Reactive band were detected with the
SuperSignal West Pico chemiluminescent kit (Pearce, Rockford, IL, USA).
Densitometric data were studied following normalisation to the control (house-keeping
gene). Band intensities were quantitated by optical densitometry (Scion Image software,

ScionCorp, Frederick, MD) of the developed autoradiographs.

Cytokine determination

Homogenates tissue was centrifuged and the supernatants were stored at —70°C.
Cytokine detection was done by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for IL-6
(DY 506), IL-10 (DY 522) and IL-12 (p70) (DY 419) with the Duoset kit (R&D

Systems, Minneapolis, MN, USA).

Statistical analyses
All values in the figures and text are expressed as arithmetic means + standard error
(S.E.M.). Data were evaluated with Graph Pad Prism® Version 5.01 software. The

statistical significance of any difference in each parameter among the groups was

93



222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

10

evaluated by one-way analysis of variance (ANOVA), using Tukey—Kramer multiple
comparisons test as post hoc test. Non-parametric data (score) are expressed as the
median (range) and were analysed using the Mann—Whitney U-test. P values of < 0.05

were considered statistically significant.
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Results

Effect of grape supplementation on colonic inflammation

Rats subjected to grape supplementation showed an overall lower impact of TNBS-
induced colonic damage compared with the TNBS control group. This was observed in
the course of the experiment, because treated rats showed a faster weight recovery than
control rats. However, rats from the TNBS control group showed a lower weight gain
throughout the experiment in comparison with the rats from the noncolitic group (P <
0.05). This effect was accompanied by a normalization of food intake and a decreased
incidence of diarrhea (21% versus 68% in TNBS control group after 7 days of TNBS
administration, P < 0.05). The anti-inflammatory effect was evidenced macroscopically
by a lower colonic damage score than that of TNBS control group (P < 0.05), with a
significant reduction in the extent of colonic necrosis and/or inflammation induced by
TNBS/ethanol. Treated rats showed a lower colonic weight:length ratio compared with
the TNBS control group, which increased as a consequence of the inflammatory process

(Table 1).

Effect of grape supplementation on tissue GSH levels, GSH-Px, GSSG-Rr, SOD
and MPO activity in rat with IBD.

Tissue GSH levels increased in group treatment with grape supplementation (P <0.01),
in the TNBS group the levels was significantly decreased compared with the control
group Sham (P<0.01).

In the TNBS group the levels of GSH-Px increased when compared with Sham group (P
< 0.001). In the grape group the GSH-Px levels was no difference between Sham group

(Table 2). Tissue GSSG-Rd levels increased in the TNBS group when compared with in
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the Sham group (P<0.001) (Table 2); the grape group also was an increase of this
enzyme, however this increase has no statistical difference of the sham group.

Other enzyme evaluated was the SOD that in the TNBS group have your activity
decreased when compared with Sham group (P<0.01). The treatment with Grape (0,5
g/kg) was able to prevent the aggressive effects induced by TNBS and SOD activity
was restored (P<0.05) (Table 2). In addition, the lower leukocyte infiltration was also
assessed biochemically by the reduction in colonic MPO activity, a marker of neutrophil

infiltration that was enhanced in the TNBS control group (P<0.001) (Table 2).

Effect of grape supplementation on COX-1, 2 and NF-xB

The levels of expression of COX-1, COX-2 and NF-kB were measured by western
blotting from colonic mucosa (Fig. 1). As shown in this figure, the levels of COX-1
protein remained unchanged in all groups. Exposure of colon to TNBS caused strong
expression of COX-2, on the other way grape supplementation induced down-regulation
of COX-2 when compared with TNBS group (p < 0.01). The levels of expression of
NF-kB p 65 was detected in low quantity in nuclei of normal mucosa whereas a high
expression of nuclear factor appeared in colon mucosa from control TNBS-treated rats.
Nonetheless, upon treatment with grape supplementation, the protein expression of NF-

kB p65 was drastically decreased. (Fig. 1).

Effect of grape supplementation on IL-6, IL-10 e IL-12p70

The TNBS administration induced a significant increase of proinflammatory interleukin
IL-6 and IL-12 levels (P<0.001 and P<0.001, respectively) when compared of Sham
group while the administration of grape supplementation effectively reduced of both

(P<0.001to both) when compared of TNBS group (Table 3). In addition, the grape
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supplementation was also effective increasing the levels of anti-inflammatory

interleukin IL-10 when compared with TNBS group (P<0.01) (Table 3).
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Discussion

The pathogenesis and molecular mechanisms of inflammatory bowel disease (IBD),
including ulcerative colitis (CU) and Crohn's disease (CD), are not yet elucidated and
are considered to be multifactorial'”. There is growing body of evidence that reactive
oxygen species (ROS) play a role in the pathogenesis of CD'®. They contribute to the
perpetuation of the inflammatory process by activating redox-sensitive transcription
factors that regulate the expression of a variety of inflammatory cytokines, adhesion
molecules, and enzymes”. Therefore, the reduction or elimination of adverse oxidant
effects corresponds to a promising therapy for IBD.

In order to counteract the harmful effects of ROS, the intestinal mucosa contains an
extensive antioxidant defense system that includes adequate amounts of antioxidant
enzymes and vitamins'®.

The tripeptide glutathione (GSH) is the most important intracellular defense against
oxidative stress and is essential for both the functional and structural integrity of the gut.
Glutathione may be depleted during inflammatory illness'’. Grape pretreatment partially
restored of the GSH depletion that took place as a consequence of the TNBS colonic
damage. This can also explain the improvement in the colonic oxidative stress in colitic
rats after grape treatment.

Many studies have demonstrated that antioxidant defenses, such as GSH-Px, are altered
in inflammatory diseases involving the GI tract®. It has been reported that patients with
IBD have increased plasma GSH-Px activity’'. In our present study, we have
demonstrated that tissue GSH-Px activity increased in TNBS rat model of IBD. GSH-
Px) prevent the formation of free radicals and the initiation of lipid peroxidation®.
Grape supplementation the GSH-Px activity was lower, this low activity may be due to

the fact that the grape decreased oxidative stress.

98



346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

15

GSSG-Rd activity significantly increased in the TNBS group compared with the Sham
control group. Although elevated GSSG-Rd activity may increase total cell GSH, the
high levels of hydroperoxides generated by TNBS metabolites and the parallel increase
in GSH-Px may account for the low concentrations of GSH. On the other hand, GSH
may also be consumed from direct interaction with TNBS-activated compounds, a well-
known mechanism of xenobiotic inactivation™. Grape supplement increased the GSSG-
Rd activity that may justify the maintaining of the highest levels in GHS since the
damage in the group was lower.

Finally, the SODs that are considered a primary defense against oxidative stress*
catalyzes the dismutation of superoxide anion to hydrogen peroxide that is subsequently
detoxified to oxygen and water by catalase or glutathione peroxidase®. It is
documented that SOD activity decreases in colon of patients with IBD, and since the
vascular endothelium produces superoxide in the inflamed mucosa, this would increase
tissue injury”>. SOD activity significantly decreased in the TNBS compared with the
Sham group, in the grape supplement group this activity was restored. These results
showed that grape modulates the antioxidant enzymes studied, and considering that
ROS is involved in the intestinal mucosal damage®, the grape can be considered as a
therapeutic candidate for the treatment of IBD.

The beneficial effect was also evaluated biochemically by a decrease in colonic MPO
activity, a marker of neutrophil infiltration that has been previously described to be
upregulated in experimental colitis'’, and is widely used to detect and follow intestinal
inflammatory processes. In consequence, a reduction in the activity of this enzyme can
be interpreted as a manifestation of the anti-inflammatory activity of a given
compound?’. The ability of the grape to reduce granulocyte infiltration was showed by

MPO activity reduction, this reduction was lower in treated colitic animals than in the
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corresponding TNBS control groups. The inhibitory effect on the infiltration of
inflammatory cells into the colonic mucosa might account for the beneficial effect of the
grape against tissue injury, because margination and extravasation of circulating
granulocytes contribute markedly to the colonic injury in this model of IBD®.
Additionally, ROS produced by neutrophils and other cell types are now increasingly
recognized to be involved in cell signaling and gene expression”. The activation of
signaling pathways, such as the nuclear factor kappa B (NF-«B), modulates different
steps in the inflammatory response including production of cytokines (IL-6 and IL-12)
and other proteins that act as important determinants of colonic damage, such as COX-
2% NF-«kB is a key transcriptional regulator of innate and adaptive immunity.
Inflammatory bowel disease and experimental intestinal inflammation are characterized
by NF-kB activation and increased expression of proinflammatory NF-xB target
genes’'. NF-kB p65 protein was detected in low quantity in nuclei of normal colon
mucosa whereas a high nuclear factor expression appeared in colon mucosa from
control TNBS-treated rats. Nevertheless, upon treatment with grape, the protein
expression of NF-kB p65 was drastically decreased. NF-kB inhibition protects against
chronic intestinal inflammation and necrotizing enterocolitis in animal models®'. In
addition, grape treatment was associated with a significantly lower expression of COX-
2. This enzyme is in the inducible form and also upregulated in IBD**. COX-2 is
expressed as an early response to proinflammatory mediators and mitogen stimuli.
Reports in the literature indicate that the active substance, resveratrol isolated from
grape, is able to inhibit the expression of COX-2".

Recent therapeutic approaches involve blockade of inflammatory cytokines. Cytokines
are key signals in the intestinal immune system, and are known to participate in the

disruption of the so-called normal state of controlled inflammation (physiological
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inflammation of the gut)**. TNBS-induced colitis is an experimental model which
mimics human CD, showing high amounts of proinflammatory cytokines (TNF-a, IL-
12, IFN-y, IL-1) but low levels of immuno-regulatory cytokines, such as IL-10°. In the
experiments the levels of cytokines (IL-6 and IL-12) were significantly higher in the
animals that received TNBS, for other hand, the levels these interleukin were
significantly decreased in the grape group. When we evaluated the proinflammatory
cytokine (IL-10) the grape showed an increase significant when compared of TNBS
group, suggesting the anti-inflammatory and immunomodulatory effects to grape.

Together, our data confirm that grape exerts protective effects in acute experimental
colitis. The anti-inflammatory effects seem to be related to module antioxidant
enzymes. Grape also reduced the overexpression of COX-2, NF-xB p65 and IL-6 and
IL-12 levels. We conclude that the grape is able to attenuate experimental colitis
through a mechanism which involves inhibition of NF-kB signalling pathways and

antioxidant mechanism.
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Figure and Table legends

Figure 1. Representative Western blot analysis COX-1 and COX-2 (A) and NF-kB (B)
proteins. Densitometric data were studied following normalization to the control (a-
tubulin house-keeping gene). The results are representative of three experiments
performed on different samples and data are expressed as mean + S.E.M. ***P < (.01

significantly different from sham. ™

P < 0.01 significantly different from TNBS group.
Table 1. Quantified parameters after administration of Grape (0,5 g/kg p.o.) in rats with
acute colitis induced by TNBS intracolonic instillation (10 mg/animal). Colonic
parameters were quantified in the sham group (n = 8), which received saline instillation.
TNBS group (7 = 8) received TNBS intracolonically in a vehicle of 50% (v/v) ethanol.
"P < 0.05 and "P < 0.001, significantly different from sham; °P < 0.05 P < 0.01 and °P

<0.001, significantly different from TNBS.

Table 2. GSH, GSP-Px, GSS-Rd levels and MPO after Grape (0,5 g/kg p.o.
respectively) in rats with acute colitis produced by TNBS intracolonic instillation
(10 mg/kg). All parameters were quantified in the absence of treatment, but with daily
administration of the vehicle saline solution (sham (» = 8) and TNBS (n = 8) groups), or
in the presence of Grape (0,5 mg/kg/day p.o., n=28). Data are expressed as
mean + S.EM. ?p <0.01 and °P<0.001, significantly different from sham; °P < 0.05,

4P <0.01 and °P < 0.001 significantly different from TNBS.

Table 3. IL-6, IL-10 and IL-12 production after Grape (0,5 g/kgp.o. respectively) in rats

with acute colitis produced by TNBS intracolonic instillation (10 mg/kg). All

parameters were quantified in the absence of treatment, but with daily administration of
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Table 1

Group Lesions Body weight Diarrhoea Colon weight/length
(score) changes (g) (score 0-1) (g.cm’l)
Sham 0 156.5+7.4 0.0 7.4 +1.4°
TNBS 7.0(6.0-7.0) 134.6+5.0° 0.7+0.1° 145+5.6
Grape 6.0(5.0-7.0° 139.5+5.1 02+0.1¢ 13.6 +4.9°
Table 1
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Table 2

MPO activity

Group GSH GSH-Px GSSG-Rd SOD
(nmol/g of protein) (mmol/min/mg protein)  (mmol/min/mg protein) (U/mg protein) (U/ g protein )
Sham 0.39 +0.02 6.2+ 1.1° 59+ 1.6° 5.7+0.87 234+ 1.4°
TNBS 0.24 +0.01¢ 13.0+0.7° 10.6 = 1.5° 2.8+0.3¢ 80 +4.2°
Grape 0.42 +0.047 7.6+0.57 724097 45+03° 53.2+220¢
Table 2
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Table 3

Group IL-6 IL-10 IL-12
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Sham 152.0 +3.3¢ 98.6 + 8.1 58.3+ 6.5
TNBS 229.7+11.2° 110.8 + 16.5 181.7 + 10.5°
Grape 174.9 +7.9¢ 164.2 +9.0"° 114.9 + 10.9%¢
Table 3
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Figure 1
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