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RESUMO

Acido a-lipoico (ALA) e N-acetilcisteina (NAC) sido dois potentes agentes
antioxidantes e anti-inflamatorios, utilizados em diversas condi¢cdes clinicas e
patoldgicas, dentre elas, a colite ulcerativa (RCUI), uma doenca inflamatoria intestinal,
gue tem na alteracdo da resposta imune e no estresse oxidativo, possiveis agentes
etiologicos. Nesse contexto, foi objetivo desse estudo avaliar os efeitos antioxidantes
e anti-inflamatoérios da suplementacédo de ALA e/ou NAC no célon e figado de ratos
com RCUI leve, induzida por sulfato de sddio dextrana (SSD). O periodo experimental
foi dividido em: pré tratamento (7 dias) e tratamento (5 dias). Nessas fases, os animais
dos grupos ALA, NAC e ALA+NAC receberam 100 mg.kg.d?! dos suplementos
(isolados ou combinados), em Unica dose/dia, juntamente com racdo comercial. Na
fase de tratamento, com excecao do grupo controle, todos os animais receberam 2%
de SSD (p/v), fornecido na dgua de beber. Além dos dados gerais (ganho de peso,
ingestdo e peso dos o6rgdos), foram avaliados marcadores sorolégicos e
hematoldgicos, além de histologicos, oxidativos e inflamatorios, no colon e figado
desses animais. A andlise estatistica foi realizada através de testes paramétricos e
nao parameétricos equivalentes para comparacdo entre dois ou multiplos grupos. A
significancia foi considerada quando p<0,05. N&o foram observadas diferencas
significativas na ingestédo e pesos absolutos e relativos do figado e célon. Contudo, a
ingestdo alimentar para todos 0s grupos mostrou-se significativamente reduzida na
fase de tratamento quando comparada a fase de pré tratamento. Dentre os diversos
marcadores soroldgicos avaliados (perfil glicémico, lipidico e marcadores de lesdo e
funcdo hepatica), observou-se um aumento nos niveis das transaminases hepaticas
(alanina aminotransferase — ALT, e aspartato aminotransferase — AST) no grupo
ALA+NAC. A andlise hematoldgica identificou reducdo nos niveis (p<0,05) de
hemoglobina e heméacias no grupo Colite Leve, além de leucocitose (p<0,05) nos
grupos Colite Leve e ALA+NAC (ambos vs grupo Controle). O estresse oxidativo
colénico (aumento do peréxido de hidrogénio — H20z2, nitrito e malondialdeido — MDA)
ocorreu antes das altera¢des nas citocinas pro-inflamatorias (fator de necrose tumoral
alfa — TNF-a - e Interferon gama — INFy). Ainda no célon, a NAC conseguiu restaurar
completamente os niveis de H202 e MDA, bem como reduzir a atividade da
mieloperoxidase. Por outro lado, a associagdo de ALA + NAC elevou
significativamente os niveis de TNF-a e IL-10 neste tecido. N&o foi identificada acéo
hepatotoxica no grupo colite leve. No entanto, a associagédo do acido lipoico com N-
acetilcisteina causou dano hepatico observado pelo aumento da ALT e AST, do H20:2
e das citocinas TNF-a e INFy. Assim, no modelo de colite leve induzida por SSD, o
estresse oxidativo precedeu a elevacéao de TNF-a e INFy e ndo houve injuria hepatica
nessa fase inicial da doencga. Além disso, a NAC demonstrou uma melhor atividade
antioxidante quando comparado ao ALA e a combinacdo de ALA+NAC apresentou
acao pro-inflamatoria no figado e no célon, e pré-oxidante no figado.

Palavras chave: Antioxidante. Anti-inflamatério. Doengas Inflamatoérias Intestinais.



ABSTRACT

Lipoic Acid (LA) and N-acetylcysteine (NAC) are two powerful antioxidant and anti-
inflammatory agents, used in various clinical and pathological conditions, among them,
ulcerative colitis, UC, an inflammatory bowel disease, which has, as possible etiologic
agents, oxidative stress and alteration in the immune response. In this context, this
study aims to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory effects of LA
supplementation and/or N-acetylcysteine in the colon and liver of rats with mild UC
induced by dextran sodium sulphate (DSS). The trial was divided into pre-treatment (7
days) and treatment (5 days). In these phases, the animals of LA groups, NAC and LA
+ NAC received supplements (100 mg.kg.d?) (alone or combined) as a single daily
dose, with commercial feed. In the treatment phase, except the control group, all
animals received DSS 2% (p/v), administered in drinking water. Beyond general data
(weight gain, food intake and organ weight), serological and hematological markers
were evaluated, in addition to histological, oxidative and inflammatory ones, in colon
and liver samples of these animals. Statistical analysis was performed, using
parametric and nonparametric equivalents for comparison between two or multiple
groups. The significance was set at p<0.05. There were no significant differences in
intake and absolute and relative weights of the liver and colon. However, food intake
for all groups was significantly reduced in the treatment phase when compared to pre-
treatment phase. Among the several evaluated serologic markers (glucose and lipid
profile, injury and liver function markers), there was an increase in levels of liver
transaminases (alanine aminotransferase - ALT and aspartate aminotransferase -
AST) in LA + NAC group. Hematological analysis identified reduction in levels (p <0.05)
of hemoglobin and red blood cells in Mild Colitis group, and leukocytosis (p <0.05) in
Mild Colitis and LA + NAC groups (both vs control group). Colonic oxidative stress
(increased hydrogen peroxide - H202, nitrite and malondialdehyde - MDA) occurred
before the changes in pro-inflammatory cytokines (tumor necrosis factor alpha - TNF-
a - and Interferon gamma - INFy). Even in the colon, NAC could completely restore the
levels of H202 and MDA and reduce the activity of myeloperoxidase. Moreover, the
combination of LA + NAC significantly increased TNF-a and IL-10 in this tissue. A
hepatotoxic action in liver tissue of mild colitis group was evidenced. It was not
observed hepatic injury in Mild Coliltis group. However, the combination LA + NAC
caused liver damage observed by increase in ALT and AST, H202 and in TNF-a and
INFy cytokines. Thus, the light-induced colitis model SSD oxidative stress prior to the
elevation of TNF-a and INFy and there was no liver injury at the initial stage of the
disease. In addition, NAC showed better antioxidant activity when compared to the
combination of ALA and ALA + NAC showed proinflammatory action in the liver and
colon, and liver prooxidant

Key words: Antioxidant. Anti-inflammatory. Inflammatory Bowel Diseases.
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INTRODUCAO

As doencas inflamatorias intestinais (DIl), compostas pela doenca de Crohn
(DC) e colite (reto)ulcerativa (RCUI), caracterizam-se pela ativacdo imune cronica e
reincidente no trato gastrointestinal. Dados epidemiol6gicos apontam o aumento da
prevaléncia e incidéncia destas doencas especialmente nos paises desenvolvidos e
em desenvolvimento (DJ;DK, 2001). Apesar de todos os esforcos da comunidade
cientifica, a etiologia das DIl continua desconhecida (PONDER;LONG, 2013). Dentre
as hipoteses mais estudadas, destaca-se a do envolvimento do estresse oxidativo
(EO), situacdo em que ocorre um desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio (ERONs) e a defesa antioxidante em favor das primeiras
(VASCONCELOS et al., 2007). Cabe ressaltar que tanto o aumento das ERONs
quanto a reducdo das defesas antioxidantes enddgenas e exbgenas foram
identificadas nos portadores da DC e RCUI (PRAVDA, 2005). Paralelamente a
identificacdo de fatores genéticos e/ou ambientais envolvidos na génese ou nha
ativacdo das crises da DIl, destaca-se a busca por alternativas terapéuticas para
minimizar/prevenir/tratar suas complicacdes clinicas, uma vez que o tratamento
tradicional medicamentoso (sulfasalazina, corticoides, imunossupressores e terapia
bioldgica), muitas vezes, apresenta efeitos adversos ou ndo pode ser utilizado por
todos os seus portadores (FOK et al., 2012). Neste contexto, o uso de antioxidantes,
naturais ou sintéticos, torna-se uma rica area de pesquisa com possibilidades

interessantes em terapia coadjuvante.

No contexto exposto, o primeiro capitulo desta tese relaciona-se ao nosso
artigo de revisao: Antioxidant therapy for treatment of inflammatory bowel disease:
Does it work? publicado no periédico Redox Biology 6 (2015) 617—-639. Esse capitulo
discute a acdo de antioxidantes utilizados no controle da RCUI (experimental ou em
humanos), subdividindo-os nas seguintes categorias: 1) Farmacos, hormonios,
antioxidantes sintéticos e compostos derivados de outras fontes diferentes das
vegetais; 2) Polifendis; 3) Compostos ativos de plantas medicinais; 4) Alimentos
funcionais, nutrientes e probidticos; e 5) Plantas medicinais. Foram incluidos artigos
publicados entre 2009 a 2016/01, que tenham realizados experimentos in Vvivo
(animais e humanos) e in vitro, sendo identificados diversos biomarcadores do EO,
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gue sofreram influéncia desses compostos (MOURA et al., 2015a). O objetivo dessa
revisdo foi identificar as substancias que apresentam o0s melhores efeitos
antioxidantes, bem como elencar os principais biomarcadores utilizados pela
comunidade cientifica para identificar a presenca do desequilibrio redox, além de tecer
comentarios sobre 0s principais problemas encontrados na érea, a auséncia de

estudos sistematicos e clinicos e discutir perspectivas da terapia antioxidante.

No segundo capitulo, descreve-se o efeito do tratamento agudo, isolado e/ou
combinado, do &cido lipoico (ALA) e da N-acetilcisteina (NAC) sobre o perfil oxidativo
e inflamatdrio de ratos com RCUI leve induzida por sulfato de sédio dextrana (SSD).
Assim como o ALA, a NAC é considerada um agente antioxidante e anti-inflamatario,
com acdes quelantes sobre alguns metais, além de ser um importante sequestrador
de ERONSs. Contudo, sua principal acdo é aumentar a defesa antioxidante através do
fornecimento de cisteina, aminoacido necessério para a sintese de GSH. Apesar do
ALA e da NAC apresentarem efeitos positivos na RCUI, como reducdo de danos
histoldgicos, oxidativos e inflamatérios, em nossa revisdo ndo encontramos dados
referentes ao seu uso isolado ou combinado na RCUI leve. Outro objetivo desse
estudo foi avaliar ndo apenas o célon, mas também o figado desses animais, tendo-
se em vista, a estreita relacdo existente entre os dois 6rgdos, consequente tanto da
embriogénese, como da acdo imunolégica por eles desempenhada. Apos
randomizacao dos animais (6 por grupo) nos grupos de estudo: Controle, Colite Leve,
ALA, NAC e ALA+NAC, deu-se inicio a fase de pré-tratamento, quando, por 7 dias, 0s
animais dos grupos ALA, NAC e ALA+NAC receberam 100 mg.kg.d! de cada
suplemento, acrescidos a racdo comercial 1x/dia (o grupo ALA+NAC recebeu 100
mg.kg.d*! de cada antioxidante), enquanto os animais dos grupos Controle e Colite
Leve receberam racdo comercial. Em seguida iniciou-se a fase de tratamento, quando,
por 5 dias, os animais dos grupos suplementados e Colite Leve, receberam, SSD (2%,
g/v) na agua de beber. Os animais dos grupos ALA, NAC e ALA+NAC permaneceram
recebendo a suplementacéo diaria. No 13° dia de intervencéo, realizou-se a eutanasia
dos animais. Analises histologicas, sorolégicas, hematoldgicas, além de andlise de

biomarcadores de EO e inflamacgao foram realizadas.
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1. TERAPIA ANTIOXIDANTE PARA O TRATAMENTO DAS
DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS: ELA FUNCIONA?

MOURA, F. A. et al. Antioxidant therapy for treatment of inflammatory bowel disease: Does it
work? Redox Biol, v. 6, p. 617-639 doi: 10.1016/j.redox.2015.10.006

1.1 Introducéo

As DIl sdo comumente representadas pela Doenca de Crohn (DC), que
pode acometer qualquer parte do trato gastrointestinal (TGI), desde a boca até
0 anus, e a RCUI, que acomete apenas o intestino grosso e mais frequentemente
o reto. As DIl se caracterizam por atividade inflamatoria e imune crénicas no TGl
(HALPIN;FORD, 2012). A etiologia da DC e da RCUI permanece desconhecida,
contudo fatores ambientais, infecciosos, imunoldgicos e fisioldgicos, juntamente
com a suscetibilidade genética podem ser 0s principais responsaveis pela
génese das DIl (MEDHI et al., 2008) (Figura 1).

Apesar da prevaléncia e incidéncia das DIl estarem aumentando (150-
200/100.000 habitantes), especialmente nos paises em desenvolvimento, esta
sindrome raramente € fatal. Contudo, estas sindromes reduzem
significativamente a qualidade de vida dos seus portadores, em virtude dos seus
sintomas mais comuns, tais como diarreia, dor abdominal, nauseas e vomitos,
dentre outros. Além disso, o aumento do risco de cancer colorretal (CCR) (de 0,5
a 20% por ano) é uma das complicagbes mais sérias relacionadas as DII,
particularmente para a RCUI (MAY;PAN;CRISPIN, 2010).
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Figura 1- Fatores de risco associados ao desenvolvimento, progressao,
sintomas classicos (amarelo) e complicacdes graves (vermelho) das doencas
inflamatorias intestinais.
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Fonte: Adaptado de MOURA et al. 2015a

A terapia convencional das DIl envolve o uso de sulfasalazina, corticoides,
agentes imunossupressores, como a azatriopina (Figura 2), além de terapia
biolégica, representada pelo anticorpo anti-TNFa (tumor de necrose tumoral
alfa), usados para o controle da resposta imune aberrante e da inflamacao
(RUTGEERTS;VERMEIRE;VAN ASSCHE, 2009). Por outro lado, os efeitos
adversos associados ao uso prolongado destes farmacos e a elevada taxa de
recaidas, limita de forma importante seu uso durante as diversas fases da
doenca (sintomatica e ndo sintomatica) (BARNES;ADCOCK, 2009). Como
exemplo, temos a exacerbacdo da colite causada pela sulfasalazina (que
estimula diarreia, célicas abdominais e desconforto gastrico) (TREMBLAY et al.,
2011), a alteragédo na microbiota intestinal decorrente do uso de antibioticos e
efeitos secundarios indesejaveis derivados do uso de corticoides e
imunossupressores (SARTOR, 2004). O uso combinado de terapias, como
corticoides + anti-TNFa (infliximab®, trastuzumab®) (Figura 2) parece nao
fornecer nenhum beneficio adicional em relacdo ao uso da terapia biolégica
isolada (MCDONALD et al., 2014). Além disso, estes farmacos exibem acdes

benéficas limitadas. A longo prazo, entre 25% a 33% dos pacientes com RCUI
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necessitardo de alguma intervencao cirdrgica caso a terapia medicamentosa néo
apresente sucesso, ou em casos de complicacdes clinicas como Ulceras,
fistulas, estenoses ou abcessos, sendo estes ultimos muito comuns na DC
(ZHU;LI, 2012). Estes farmacos, quando usados por um longo periodo de tempo,
podem induzir efeitos colaterais graves, e, juntamente com o elevado custo da
terapia medicamentosa/cirargica, estimulam as investigacdes para terapias

alternativas ndo farmacolégicas (FOK et al., 2012).

Figura 2- Medicamentos e hormonios usados/testados nas doengas
inflamatdrias intestinais: artigos publicados entre 2009 a 2016/01.

o
25
= « ~ &} Q?gv )\E; %E \Tk’

Sulfasalazina Azatriopina Prednisona Mesalazina Sinvastatina  Rivastigmina

NH,

i

NHy

N NH;

”?WJ

u/\\gr Rosuvastatina Aminoguanidina
5 J/J\ 1-ethyl-5-methyl-2-
Trastuzumab® Lazaroid U-74389G Telmisartan phenyl-1H-

benzo[d]imidazole

0 i \\N O‘\/

(]

WH
5 o

Valsartana Olmesartan Sildenafil citrato Amlodipina
(ph X )
Ve | )
O L e

Carvedilol Fluvoxamina Melatonina Espironolactona

Fonte: Adaptado de MOURA et al. 2015a



26

Nos ultimos anos, diversos estudos tém focado nas espécies reativas de
oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNSs) (Tabela 1) como fatores relacionados a
etiologias das DIl (TUZUN et al., 2002; REZAIE;PARKER;ABDOLLAHI, 2007;
ROESSNER et al., 2008; FANG et al., 2013). O TGI € o maior sitio de geracao
de pré-oxidantes, cuja producdo é primariamente decorrente da presenca de
microbios, alimentos ndo digeridos e interacdo entre as células imunes (PAWAR
et al.,, 2011). Além disso, a capacidade antioxidante dos pacientes com DIl esta
reduzida em ambas as fases da doenca, ou seja, fase aguda (sintomatica) e fase
de remissao (assintomatica) (ACHITEI et al., 2013). Para controlar a formacéo
das ERONSs, as células intestinais tém diversos sistemas antioxidantes,
enzimaticos como a superdéxido dismutase (SOD), catalase e glutationa
peroxidase (GPx), e ndo enzimatico, a exemplo da glutationa reduzida (GSH)
(Figura 3). Contudo, a excessiva geracdo de ERONs e o aumento da
peroxidacgéo lipidica (PL) podem diminuir de forma impactante, esses sistemas
de defesa (CADIRCI et al., 2007).

Tabela 1: Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

Espécies reativas de oxigénio Espécies reativas de nitrogénio
(EROs) (ERNSs)
Nomenclatura Estrutura Nomenclatura Estrutura
Oxigénio singlete 102 Oxido nitrico *NO
Anion radical o o
superéxido O2* Dioxido de nitrogénio *NO2
Radical hidroxila *OH Cloreto de nitrila NO2CI
Radical peroxila ROz Peroxinitrito ONOO-
Radical hidroperoxila HO2’ Acido peroxinitroso HOONO
Radical alcoxila RO’ Oxido nitroso HNO:2
Peroxido de hidrogénio H20:2 Peroxinitrilo de alquila ONOOR
Acido hipocloroso HOCI

Assim como para a DC, varios estudos indicam uma forte relagdo do EO
com a RCUI. Estudos em portadores da RCUI confirmaram a deficiéncia de
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nutrientes antioxidantes no momento do diagnoéstico (MARX;SEIDMAN, 1999;
SEIDNER;LASHNER, 2005; RAZACK;SEIDNER, 2007) e isto sugere uma

elevacéo no EO.

Figura 3- Acdo antioxidante do sistema enzimético (superéxido dismutase —
SOD; catalase; glutationa peroxidade — GPx; e glutationa redutase — GR) e néo
enzimatico (ciclo glutationa reduzida — GSH — glutationa oxidada — GSSG) sobre
as espécies reativas de oxigénio

\/ Fe2+ "/ + ‘
Cu® CATALASE

Fonte: Autora

Legenda: Cu?* = fon clprico; Fe?* = ion ferroso; GPx = glutationa peroxidase; GR = glutationa
redutase; GSH = glutationa reduzida; GSSG = glutationa oxidada; H202 = peréxido de hidrogénio;
H20 = agua; O2* = &nion radical superoxido; Oz = oxigénio; *OH = radical hidroxila; SOD =
superoxido dismutase.

Nesse contexto, diversos estudos tém sugerido que a administracéo de
antioxidantes, de diferentes tipos, que tém também acao anti-inflamatéria, pode
ser benéfica no tratamento das DII, uma vez que a inflamagdo pode ser tanto
causada pelo EO, como gerar esse desequilibrio oxidativo, levando ao aumento
do dano tecidual (LANGMEAD;RAMPTON, 2006; RAHIMI;SHAMS-
ARDEKANI;ABDOLLAHI, 2010; NG et al., 2013).

Em 2009, Rahimi, Mozaffari e Abdollahi publicaram uma revisao

sistematica sobre o0 uso de fitoterapicos no tratamento das DIl
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(RAHIMI;MOZAFFARI;ABDOLLAHI, 2009). Esses autores caracterizaram a
terapia herbal utilizada na DC e RCUI e sugeriram seus possiveis mecanismos
de acdo. ApoOs isso, diversas outras revisdes sobre esse tépico foram publicadas
(RAHIMI;SHAMS-ARDEKANI;ABDOLLAHI, 2010; BIASI et al., 2011; HUR et al.,
2012; NG et al., 2013; RANA et al., 2013; ALDINI et al., 2014; GILARDI et al.,
2014; SAXENA et al., 2014; LANGHORST et al., 2015), contudo, diante do
nosso conhecimento, nenhuma destas revisfes discutiu outras estratégias
quimicas em relacdo a aplicacdo de antioxidantes naturais ou sintéticos,
farmacos, alimentos e outras substancias no tratamento das DIl, sendo a

presente revisdo, a primeira com este nivel de abordagem do assunto.

1.2 Métodos

Foi feita uma revisdo sistematica com artigos publicados entre 2009 (para
atualizar os resultados encontrados por Rahimi, Mozaffari e Abdollahi) a 2016
(janeiro), usando como palavras chave: inflammatory bowel disease ou
ulcerative colitis ou Crohn disease associada a antioxidant ou oxidative stress.
Utilizou-se as seguintes bases de dados: Pubmed, Sciencedirect e Scopus.
Foram incluidas as diversas vias de administracdo das substancias in vivo
(enema, oral, intraperitoneal — i.p. — e intravenoso — i.v.), bem como estudos
realizados in vitro. A fim de minimizar perdas, a busca foi realizada por dois

pesquisadores de forma independente.

Inicialmente, os titulos dos artigos foram lidos sendo excluidos aqueles
em duplicata. Posteriormente, identificamos se no trabalho encontrado eram
avaliados marcadores relacionados direta ou indiretamente com o EO (defesa
antioxidante enzimatica ou ndo enzimatica, enzimas envolvidas na sintese de
ERONSs, mediadores nucleares associados com defesa ou dano oxidativo, etc.),
divididos de acordo com o descrito abaixo, de acordo com a acéo atribuida ao

agente testado:
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Sequestradores de ERONs = substancias ou misturas de substancias
gue reduzem os niveis de 6xido nitrico (*NO), anion superoxido (02"),
peroxido de hidrogénio (H202) dentre outros;

Inibidores da sintese de ERONs = substancias capazes de diminuir a
atividade, expressao proteica e/ou expressao génica de enzimas como
Oxido nitrico induzivel sintetase (iNOS), nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfatase (NADPH) sintetase (NOX), lipoxigenase
(LPO), mieloperoxidase (MPO), cicloxigenase tipo 2 (COX2) ou de
mediadores celulares como o fator nuclear kappa intensificador das
células B ativadas (NF-«B) ou o Inibidor do fator de transcri¢éo nuclear
kappa B, alfa (Ix-Ba).

Inibidores dos efeitos adversos causados pelas ERONs =
substancias capazes de reduzir os niveis dos biomarcadores da PL
(substancias reativas do &cido tiobarbitirico - TBARS -
malondialdeido (MDA) — 4-hidroxinonenal (4-HNE), dentre outros),
dano proteico (proteinas carboniladas, produtos finais de glicacédo
avancada (AGE), dentre outros), e dano ao acido desoxirribonucleico

(DNA) (8-ox0-2’-desoxiguanosina, 8-oxoguanina dentre outros).

4) Ativadores da defesa antioxidante = substancias que estimulam a

defesa antioxidante enzimética, ndo enzimética ou a capacidade total

antioxidante.

A partir dessa categorizacdo as substancias usadas foram divididas nos

seguintes topicos:

a)

b)

c)

d)

Farmacos, hormoénios, compostos sintéticos e quimicos derivados de
outras fontes, diferentes de vegetais;

Polifendis e outros compostos ativos naturais de origem vegetal;
Alimentos funcionais, nutrientes antioxidantes e
probidticos/prebidticos/simbidticos;

Plantas Medicinais.

O objetivo dessa revisao foi identificar as substancias que apresentam os

melhores efeitos antioxidantes, bem como elencar os principais biomarcadores
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utilizados pela comunidade cientifica para identificar a presenca do desequilibrio
redox.

1.3 Resultados e discussao

Cento e noventa e oito estudos foram encontrados em nossa busca,
sendo os resultados exibidos nas Tabelas 1 a 6. Foram encontrados 198 artigos

com avaliacdo de 166 substancias diferentes.

Um resumo do método e dos resultados (numero total e
subcategorizacao) é mostrado na Figura 4.

Figura 4- Metodologia e principais resultados nas bases de dados.

INFLAMMATORY
BOWEL DISEASE
ou | AnTiIOXIDANT |
ULCERATIVE ou
coumns OXIDATIVE
ou STRESS

| CROHN DISEASE |

1 2009to 2016 (Janeiro)

b Revisbées

Artigos em duplicata
Doencas diferentes das DIl

CLASSE N° DE COMPOSTOS N°¢ DE ARTIGOS
Drogas, hormoénios e
compostos sintéticos 37 50
de outras fontes
diferentes das vegetais
Polifendis 30 a6
Compostos ativos de 22 24

plantas medicinais

Alimentos funcionais,

nutrientes e 23 28
pro/prebidticas/

simbidicos

Plantas medicinais 54 56

Obs.: 6 artigos avaliaram mais de um composto

Fonte: Adaptado de MOURA et al. 2015a



31

1.3.1 Estresse oxidativo e doencgas inflamatorias intestinais: uma forte conexao

Define-se EO como o desequilibrio entre agentes pré-oxidantes (ERONS)
(Tabela 1) e a defesa antioxidante, levando a uma ruptura na sinalizacdo e
controle redox e/ou ao dano molecular (SIES, 2015). As EROs geralmente
englobam as espécies iniciais geradas pela redu¢céo do oxigénio bem como seus
produtos reativos secundarios e assim como as ERNSs, incluem espécies
radicalares e ndo radicalares (Tabela 1) (VASCONCELOS et al., 2007).

O TGl é considerado um local-chave para a producdo de ERONs. Apesar
da barreira protetora desenvolvida pela camada epitelial, materiais ingeridos e
agentes patogénicos podem causar inflamacdo por meio da ativacéo epitelial,
por neutréfilos polimorfonucleares e producédo de citocinas e outros mediadores
gue contribuem ainda mais com o0 EO (BHATTACHARYYA et al., 2014).

A disfuncdo na barreira intestinal, acompanhada do aumento da
permeabilidade intestinal, esta intimamente envolvida na fisiopatologia das DII.
Acredita-se que a habilidade das bactérias comensais em se aderirem a camada
epitelial via oligossacarideos ajuda a impedir o deslocamento de bactérias
patogénicas (WALLACE et al., 2014). Além disso, 0 aumento da permeabilidade
das células epiteliais gastrointestinais €, frequentemente, resultante da
destruicdo das juncdes intercelulares e da liberacdo de diferentes mediadores
pré-inflamatérios, incluindo as ERONSs, os quais contribuem ativamente para a
cascata patogénica que, além de iniciar, € capaz de perpetuar a resposta
inflamatoria intestinal (LEWIS et al., 2008).

O local mais importante para a geragdao de ERONs nas DIl sao os
macrofagos e neutrofilos ativados. Durante os episédios de inflamacéo, essas
células exibem infiltracdo massiva na mucosa intestinal e liberam grandes
quantidades dessas espécies (BHARDWAJ, 2010). O aumento na producéo das
ERONSs esta associado com a inflamacdao intestinal crénica nos estagios iniciais
das DII. Seus efeitos deletérios sobre o DNA, proteinas e lipideos, contribuem
para a iniciacao e progressao da DC (ALZOGHAIBI, 2013), assim como na RCUI

(PRAVDA, 2005), resultando em intensa inflamacao, aumento de citocinas como
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0 TNFa e as interleucinas 6 (IL-6) e IL-13. Tais compostos biologicos
desencadeiam as respostas e sintomas caracteristicos das DIl (TAHAN et al.,
2011a). O aumento do EO associado com o dano periférico ao DNA pode ser
um dos mecanismos fisiopatoldégicos para o desenvolvimento do céancer
colénico, associado a RCUI, juntamente com a carbonilacdo da actina, pelo
HOCI, e nitragdo da actina e tubulina por meio do *NO e ONOO, que alteram a
citoarquitetura e causam injaria tecidual (BANAN et al.,, 2000; BANAN et al.,
2001; RAO, 2008).

Outro fator intimamente envolvido na etiologia da RCUI é a enzima GPx2,
uma isoforma da GPx especifica do TGI. De acordo com uma recente revisao,
diferentemente de outras enzimas como a Manganés-SOD (MnSOD) e a
catalase, as quais tém mostrado uma modesta alteracdo dos seus niveis no
tecido intestinal inflamado, a GPx2 tem sua expressao aumentada durante a
RCUI (MANGERICH et al., 2013). Uma investigacdo in vitro em tecidos de
pacientes com cancer colorretal ou RCUI, identificou que a GPx2 esta
estrategicamente localizada no reticulo endoplasmatico onde pode interferir com
a atividade da enzima COX-2 por remoc¢ao de hidroperoxidos do local e isso
regula o nivel de prostaglandina E2 (PGEZ2), considerada um mediador
fundamental das respostas inflamatérias agudas (BANNING et al., 2008). A
relevancia dos niveis de hidroperéxidos para a resposta inflamatéria no TGI é de
fato evidente a partir do desenvolvimento espontaneo de ileocolite até cancer
intestinal observado em ratos GPx1/2 knockout. Nesses casos, 0 sinergismo
entre ambas as enzimas € sugerido, mas o papel da GPx2 parece ser mais
importante, uma vez que a diferenca de apenas um alelo entre as isoformas
parece ser suficiente para prevenir a inflamacao nesses animais (ESWORTHY
et al., 2005). Portanto, a ativagdo da GPx2 pode prevenir respostas indevidas a
estimulos inflamatérios e consequentemente evitar a iniciacdo/progressao da

inflamacgé&o até a carcinogénese.

O desequilibrio entre as citocinas proé-inflamatorias e anti-inflamatorias
nas DIl foi evidenciado em varios estudos. Sabe-se que o processo inflamatorio
coordenado é necessario para normalizar a resposta imune, no entanto quando
cronico e excessivo, resulta em doencas auto-imunes que sao induzidas por

aumento em varios mediadores inflamatorios, como TNF-a (SANDS;KAPLAN,
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2007), IL-17A, INFy e IL-6 (SMITH et al., 2015). Algumas dessas citocinas (TNF-
o e IL-6) estdo diretamente relacionadas ao fator nuclear potencializador de
células B ativadas (NF-kB), um potente fator de transcri¢do, importante para a
ativacdo de mediadores pro-inflamatorios e pré-oxidantes envolvidos na
resposta imune, tais como a COX-2 e a iINOS, enzimas envolvidas na sintese de
02" e 'NO, respectivamente (GUSLANDI, 1998), e, consequentemente, na
carcinogénese colonica (NAGENDRAPRABHU;SUDHANDIRAN, 2011). Além
do EO, a via do NF-xB pode ser ativada por citocinas como TNF-a e IL-18,
bactérias e produtos de virus, todos intimamente associados com a DIl. NF-kB
também protege as células da apoptose, da necrose e do EO (por aumento da
MnSOD), a fim de proteger o organismo contra infeccdo e lesdo (PASPARAKIS,
2009). No entanto, a regulacao positiva da via do NF-kB promove a proliferacéo
das células cancerosas e o resgate destas células originarias da morte celular e,
por isso, a terapia bioldgica com agentes anti-NF-kB tem sido alvo de vérios
estudos (HASSANZADEH, 2011).

A relacdo entre colite e cancer também esta associada a ativacdo de
caminhos de sinaliza¢cdo comuns relacionados ao tumor, incluindo mutacées no
gene da proteina 53 (p53), as alteragcbes genéticas somaticas mais
frequentemente relatadas no céncer humano, que levam ao acumulo de
produtos do gene p53 mutante em células tumorais que podem iniciar uma
resposta imune com geracdo de anticorpos anti-p53 circulantes (p53Abs)
(SOUSSI, 2000). Diversos estudos tém demonstrado que a super-expressao do
gene p53 é encontrada em portadores das DIl e este fato esta intimamente
associado com neoplasia, especialmente naqueles com displasia de mucosa. A
ativacdo do p53 esta intrinsicamente associada com o EO, através do estresse
celular induzido pelo ‘NO e inflamag&o cronica, bem como niveis elevados da
INOS e aumento na mutacéo da TP53 (HUSSAIN et al., 2000). Staib et al. (2005)
identificaram 14 genes cujas transcricdes sao comuns ao ‘NO, ao H202, a
moléculas que atuam impedindo a replicagdo do DNA e a hipdxia, sendo que 8

deles sé@o conhecidos como genes-alvo do p53 (STAIB et al., 2005).

A fim de regular os efeitos deletérios das ERONSs, tecidos vitais séao

equipados com um intricado sistema de defesa antioxidante. Esses sistemas de
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controle consistem em enzimas ja descritas (THANAN et al, 2015), e
substancias ndo enzimaticas como a-tocoferol, B-caroteno, vitamina C (Vit C),
GSH, bilirrubina, &cido Urico, zinco, selénio e cobre (IOANNIDIS et al., 2011).
Quando esses sistemas falham, ocorre o desequilibrio oxidativo — ou EO
(REZAIE;PARKER;ABDOLLAHI, 2007). O aumento das ERONs na mucosa
colénica de portadores das DIl tem sido correlacionado ndo apenas com a
severidade e progressdo da doenca, mas também com manifestacées extra
intestinais da RCUI, como as desordens hepatobiliares
(JENA;TRIVEDI;SANDALA, 2012).

A inibicdo dos mediadores inflamatorios e da producdo das EROs pode
proporcionar uma importante protecdo e tratamento terapéutico para as DIl
(WANG et al., 2008; TAHAN et al., 2011a; TRIVEDI;JENA, 2013b). Dessa forma,
identificar novos antioxidantes-anti-inflamatérios, para o tratamento das DIl vem

recebendo grande atencdo em todo o mundo e sera discutido logo abaixo.

Como exemplo, alguns autores ndo observaram qualquer diferenca
(AKMAN;AKARSU;AKPINAR, 2012), reducdo (REIMUND et al.,, 2000) ou
aumento (TUZUN et al., 2002) dos niveis plasmaticos/eritrocitarios, de enzimas
antioxidantes em pacientes com inflamacéo intestinal ativa. No estudo de Achitei
et al (2013), os autores encontraram modificacdes séricas significativas nos
niveis de marcadores do EO de pacientes com DII, tais como diminuicdo nas
atividades da SOD e GPx, reducdo no perfil antioxidante e aumento da PL,
mesmo durante a fase de remissao (ACHITEI et al., 2013). Em bidpsias teciduais
de portadores de DC e RCUI, foi encontrada elevagdo nos niveis de MDA
(BOUZID et al., 2014), confirmando o dano nas membranas celulares, além de
reducdo da GPx e GSH na mucosa inflamada de portadores da DC (PINTO et
al., 2013). Uma possivel explicacdo, fornecida por esses autores, para justificar
a menor atividade para GPx e SOD na fase de remissdo € o consumo de
antioxidantes presentes na dieta ou através de suplementos durante a fase
aguda. Outra hipotese é que portadores das DIl, mesmo na fase de remisséo,
apresentam uma menor defesa antioxidante, isto é, eles apresentam um
desequilibrio redox pré-existente (OZ;ZHONG;DE VILLIERS, 2012).
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Um resumo das alteracGes oxidativas (Figura 4) e a relacédo entre EO e

inflamacgé&o nas DIl (Figura 7) sdo discutidas nos topicos 3.2 e 3.3.

Apesar das dificuldades em comparar a capacidade antioxidante, devido
aos diferentes métodos utilizados nas andlises, ao uso do agente antioxidante
de forma isolada versus em combinagcdo com outros compostos, os produtos
naturais ou sintéticos, puros ou em associacdo, alimentos funcionais ou
compostos isolados, dentre outros que tiveram sua capacidade antioxidante
testada através de biomarcadores de EO, foram listados na Tabelas de 3 a 6.
Vérias controvérsias e resultados contraditérios estdo descritos nesta tabela e

apontam para a necessidade de investigacdes experimentais adicionais.

1.3.2 Correlacdo entre estresse oxidativo e complicacdes clinicas na colite
ulcerativa

As EROs sao produzidas através de diversas vias metabdlicas: (1) na
mitocdndria, durante o processo respiratério, a cadeia transportadora de elétrons
normalmente transforma de 2-3% do oxigénio (O2) em O2* (complexo | e ).
Entdo, essa molécula reativa sofre dismutacdo pela Mn-SOD e gera (2) H20-.
No citosol, o0 Oz* pode ser gerado pela (3) xantina oxidase (XO), (4) COX2 e (5)
NOX e gera (6) os AGE que estdo envolvidos com o processo inflamatorio, ou
podem formar (7) H202 através da acdo da enzima Cobre-Zinco-SOD (CuZn-
SOD). O H202 também pode ser produzido por (8) células imunes: mondcitos,
linfécitos e neutrdfilos  (principalmente), provenientes da infiltragdo dos
leucocitos, caracteristica das DIl. Aléem disso, o H202, diferentemente do O2*,
tem vida média longa e elevada permeabilidade, facilitada pelo canal de agua

(9) aquaporina-8.
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Figura 5- Estresse oxidativo e sua relagdo com os processos fisiopatoldgicos
das doencas inflamatérias intestinais.

Barreira Epitelial Luz intestinal

z

amina propria

La

Linfécito T

O Helper 1

% Aquaporina8 s Bactéria

patogénica

Linfocito T \l\
O Helper 2

™9
Célula R iNOS @ Inibir == JUNgd0 _ Macréfago
dentritica intracelular | |
PR Antigenos de
Necrose/ QNeutréﬁlo NOX @ Estimular \NUQENOS o pactérias
Glcera n ® ' alimentares patogénicas

Fonte: Adaptado de MOURA et al. 20152



37

Legenda: AGE = produtos finais de glicagao avancada; CAT = catalase; CI- = ions cloreto; COX2
= cicloxigenase 2; CuZn- SOD = Cobre-Zinco superéxido dismutase; Fe?* = jon ferroso; GPx =
glutationa peroxidase; GR = glutationa redutase; GSH = glutationa reduzida; GSSG = glutationa
oxidada; H20 = agua; H202 = peroxido de hidrogénio; HOCI = 4cido hipocloroso; HOONO = acido
peroxinitroso; HPX = hipoxantina; MnSOD = manganés superéxido dismutase; LPO =
lipoxigenase; MPO = mieloperoxidase; NAD(P)* = nicotinamina adenina dinucleotideo (fosfato)
oxidada; NAD(P)H = nicotinamida adenina dinucleotideo (fosfato) reduzida; *NO: = didxido de
nitrogénio; Oz = oxigénio; O2*; anion radical superdxido; *OH = radical hidroxila; *NO = 6xido
nitrico; “-OONO = peroxinitrito; PDH = piruvato desidrogenase; PL = peroxidacao lipidica; XO =
xantina oxidase; ZO = Zonula occludens.

Obs.: As descrigdes metabolicas dos nimeros contidos nas figuras encontram-se no item 1.3.2.

No citosol, ions metalicos como o ferroso (Fe?*), o cuprico (Cu?), o
cobalto (Co?*) e o cromo (Cr?*), através de (10) reacdes de Fenton e Haber-
Weiss, reagem com H202 formando o radical hidroxila (*OH), que apresenta
elevada toxicidade e pode causar de forma direta a (11) PL. Outras a¢bes do
*OH séo: (12) fragmentacdo do DNA; (13) inativagcdo do complexo enziméatico
piruvato desidrogenase (PDH); (14) despolarizacdo da proteina mucina e (15)
destruicdo das jun¢des apicais intracelulares. Essas acdes danosas causam (11)
destruicdo tecidual e morte celular e entdo Ulceras na mucosa, dano tipico da
DIl; (12) mutagenicidade e cancer; (13) aumento da gera¢éo de Oz°* mitocondrial
e EO, que tem relacdo direta com a severidade da doenca; (14) formacédo
diminuida da camada mucosa e promocao de (15) translocac¢éo bacteriana, que
estimula o recrutamento de macréfagos e neutréfilos, bem como o aumento da
permeabilidade intestinal; além de (16) facilitar a infiltracdo de leucdcitos e
neutroéfilos, acarretando em inflamacdo. Uma outra enzima presente no citosol,
a LPO também causa PL, por meio da formacao de lipoperoxidos (LOOH) (17)
(BIERHAUS et al., 1998; BARREIROS;DAVID;DAVID, 2006; BHARDWAJ, 2010;
BHATTACHARYYA et al., 2014).

Muitas das ERNs sao formadas a partir do *NO, produzido pela iNOS que
converte L-arginina em L-citrulina (18), por meio da reacdo descrita na Figura 6.
O °*NO reage com O2*, formando (19) o ONOO" que se torna acido peroxinitroso
(ONOOH) (20). Este ultimo gera uma nova espécie, 0 *NO2 (21), que também
causa PL. O radical ONOO- é altamente reativo e pode causar (12) fragmentacao

do DNA e estimulacdo as ERONs e PL. O *NO causa acfes adversas no
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colonacito. Este gas estimula (22) a secrecao de cloreto (CI) para a mucosa com
uma consequente (23) saida de &gua para o limen intestinal, levando a diarreia
osmotica, o mais frequente sintoma das DIl. As ERNs s&@o ainda mediadores
guimiotaticos de macrofagos e neutroéfilos que estimulam (24) a liberacéo de ion
férrico (Fe3*) pelas células de defesas (25) para o meio intracelular. Apesar do
*NO ter uma vida média de = 3 s, esta molécula pode se (26) difundir pela
camada muscular (musculo liso) e causar relaxamento ndo-colinérgico e nao-
adrenérgico e, consequentemente, levar ao megacaolon toxico, uma complicagdo
clinica comum as DIl (GUSLANDI, 1998; ANDREW;MAYER, 1999;
ALDERTON;COOPER;KNOWLES, 2001).

Figura 6- Reacédo de formagé&o do 6xido nitrico a partir de 6xido nitrico sintetase
induzivel
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Fonte: Autora

Devido ao rompimento da permeabilidade intestinal, antigenos derivados
tanto da digestdo de alimentos como das bactérias comensais patogénicas,
podem superar a barreira da mucosa desprotegida e provocar uma continua
resposta imune intestinal que posteriormente leva ao dano tecidual. A resposta
inflamatoria, geralmente, resulta em injuria epitelial continuada, que causa
erosao e ulceragdes levando ao aumento da exposi¢cdo a microbiota intestinal e
amplificagéo da resposta imune (BRENNAN et al., 2003; PRAVDA, 2005).

A defesa celular antioxidante envolve a acédo de substancias enzimaticas
e nao enzimaticas presentes nos peroxissomas. Nesta organela, o H202 é
convertido em agua (H20) pelas enzimas (27) catalase, principalmente nos
processos inflamatérios, e (28) GPx. Para que os peroxissomas produzam GPx,

ha a necessidade de converter GSH a sua forma oxidada (GSSG). Para que a
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GSH seja entdo regenerada, a presenca da enzima glutationa redutase € exigida
(ciclo da glutationa) (Figura 5A) (PIECHOTA-POLANCZYK;FICHNA, 2014).

As jung6es intercelulares do epitélio intestinal (Figura 5B) sdo constituidas
pelas juncdes de ocluséo (JO), juncdes de adeséao (JA) e desmossomos. As JO
epiteliais formam uma barreira contra a entrada de alérgenos, toxinas e
patogenos através do epitélio para dentro do tecido intersticial. As ERONs
podem promover destruicdo tanto das JO quanto das JA. Por outro lado, *NO e
ONOOH causam nitracdo da actina presente no citosol, enquanto o H202 e o
*OH podem levar a desfosforilacéo (serina/tirosina) ou fosforilacédo (tirosina) da
proteina ocludina — conectada a actina através da ZO (Zonula occludens) (1, 2
ou 3) — e fosforilagao (tirosina) da B-actina —que conecta a E-caderina com a a-
catenina e essas, a actina. Tanto o rearranjo da actina (causado pela nitracao)
quanto a (des)fosforilagdo das proteinas de adesaol/ligacdo, promovem
destruicdo das juncdes intracelulares, disfuncdo da barreira intestinal e
consequente aumento da permeabilidade intestinal, 0 que permite a infiltracdo
de neutrdéfilos/bactérias/toxinas e, dessa forma, causam o processo inflamatério
(ALZOGHAIBI, 2013).

Os neutrdéfilos sdo a principal fonte de ERONs durante o processo
inflamatorio (Figura 5C). Essas células produzem O2* a partir da NOX e *NO
através da acdo da iINOS. A enzima MPO catalisa a reacdo entre o H202 e o CI
gue gera o HOCI. Ambos, MPO e HOCI, causam PL e dano tecidual (Figura 4C)
(BRENNAN et al., 2003).

Nesse contexto, conseguiu-se identificar uma estreita relagdo do EO com
a lesdo de membrana e as ulceracdes de mucosa consequentes a peroxidacéo
lipidica, responsaveis pela dor em colica e perdas de sangue caracteristicas do
portador de DII; episédios de diarreia, resultantes do extravasamento de ions
cloro que ocorre devido a elevacao da concentracéo de *NO no citosol; infiltracéo
bacteriana, através da destruicdo das juncdes intercelulares, tanto por oxidacéo
como por carbonilagdo, acarretando em perda da barreira fisica entre os
colondcitos, permitindo a entrada de bactérias, antigenos bacterianos e de

alimentos, na, até entdo, estéril lamina prépria; megacolon toxico, consequéncia
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da difusdo do *NO, um importande vasodilatador, até as camadas musculares; e

por fim, cancer, decorrente dos constantes ataques oxidativos ao DNA.

1.3.3 Doenca Inflamatéria Intestinal ou doencga intestinal inflamatoria e oxidativa?
Interacao entre as vias do Nrf2, NF-xB e p53.

Em situagbes de equilibrio imune e redox (Figura 8A), o colon esta
protegido externamente (luz intestinal) pela eubiose (equilibrio entre bactérias
benéficas e patogénicas), que limita a producao de substancias téxicas como 0s
lipopolissacarideos (LPS), presentes na membrana das bactérias patogénicas e,
pela presenca do muco, que compde uma barreira fisica contra a entrada de
bactérias; bem como pelas jun¢des intercelulares que mantém a integridade da
mucosa (BRINGIOTTI et al., 2014; MORAN et al., 2014).

No interior da célula, o equilibrio redox é mantido pela presenca de
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos que combatem as ERONs
naturalmente geradas. Como dito no item anterior, mitocondria, XO, COX2 e
NOX sé&o os principais formadores do radical O2* enquanto o *NO é produzido,
principalmente, pela iINOS, que juntamente com a NOX, é ativada durante
processos inflamatoérios (VASCONCELOS et al., 2007).

E importante salientar que em situacgdes fisiologicas, a formagdo dessas
ERONSs é mantida em baixas concentracdes no citosol, o que garante sua acao
benéfica sobre os mediadores nucleares Nrf2, Nf-kB e p53. O Nrf2, que se
encontra constantemente degradado (através da via ubiquitinina-proteossomo)
atraves das vias metabdlicas depentendes da Keapl (do inglés kelch-like ECH-
associated protein 1), tem essa degradacao reduzida e encontra-se estabilizado,
gquando em concentragfes fisiologicas de ERONs (KOBAYASHI et al., 2004;
TAGUCHI;MOTOHASHI;YAMAMOTO, 2011). Quando ativado, o Nrf2 desloca-
se para o interior do nucleo, formando um heterodimero com a pequena proteina
Maf (fibrosarcoma musculo-aponeurético). Em seguida, o Nrf2 regula a

expressao de diversos genes com ac¢ao anti-inflamatoria e antioxidante, que tém
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em comum uma acdo potencializadora denominada elemento de resposta
antioxidante (ARE) (BUELNA-CHONTAL;ZAZUETA, 2013).

Genes relacionados a sintese das seguintes moléculas sédo ativados pelo
Nrf2-ARE: GSH, GPx, tiorredoxina redutase, tiorredoxina, peroxirredoxina,
SOD1, SOD2, SOD3, catalase, glutationa S-transferases, uridina 5'-difosfo-
glucuronosiltransferase, NAD(P)H:quinona oxidorredutase 1 (NQO1), heme-
oxigenase 1 (HO1), epoxido hidrolase (EPHX), ferritina H, metaloproteinas 1 e
2, glutamato-cisteina ligase (GSL), proteina associada a resisténcia multidroga
(MRP) tipo 2 e 3, além de proteinas ligadas a formac¢do do proteossoma
(JUNG;KWAK, 2010). Nas DIl, acredita-se que o Nrf2 desempenhe um
importante papel na manutencdo da integridade intestinal, regulando diversas
citocinas e induzindo a producdo das enzimas envolvidas na fase Il de
destoxificacao (TRIVEDI;JENA, 2013b; TRIVEDI et al., 2015).

Em contrapartida, no EO, as ERONSs atuam evitando a ruptura da ligacao
entre o Nrf2 e a Keapl, impedindo assim a translocacdo desse fator para o
interior do nucleo e, consequentemente, o estimulo a transcricdo de genes
antioxidantes e anti-inflamatérios, perpetuando, dessa forma, o EO e a
inflamacéo, caracteristicos do portador de DIl (JUNG;KWAK, 2010).

Dessa forma, a via Keap-1-Nrf2-ARE pode ser considerada o maior
mecanismo de defesa contra o EO. Nesse contexto, os inibidores da ligacao
proteina-proteina entre o Keap 1 e o Nrf2, surgem como uma alternativa

terapéutica de grande eficiéncia.

Magesh, Chen e Hu (2012), publicaram uma interessante revisdo acerca
do potencial terapéutico de pequenas moléculas moduladoras da via Keapl-
Nrf2-ARE. Esses autores classificaram essas pequenas moléculas em trés
classes: ativadoras e inibidoras da ARE, baseando-se na ultima ac¢éo biologica
dentro da cascata metabdlica envolvendo a expressao dos genes mediados pela
ARE e por fim, os inibidores diretos da interacdo Keapl-Nrf2 e que parecem
apresentar  maiores  vantagens  sobre 0S inibidores indiretos
(KERN;HANNINK;HESS, 2007).
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Dentre as substancias classificadas como ativadoras do Nrf2 estéo
aquelas que inibem indiretamente a interacdo entre Keapl-Nrf2, através de
ligacdo com residuos de cisteina. Nesse grupo sdo encontradas a curcumina e
seus analogos sintéticos salicilcurcuminoides e bis[2-hidroxibenzilideno]acetona,
o éster fenetil-etilico do acido cafeico e o éster etilico do acido ferulico, diversos
flavonoides como a quercetina e a genisteina, alguns terpenos, diterpenos e
triterpenos, diversos polifendis como o resveratrol, catequinas do cha verde,
quinonas, carotenoides como o licopeno, dentre outros (Figura 7 A). Por outro
lado, entre as substancias que agem inibindo ou inativando o Nrf2 (Figura 7 B),
ou seja, que agem reduzindo a defesa antioxidante, tem-se o &cido ascorbico e
o todo-trans-acido retinoico, alguns nutracéuticos encontrados naturalmente em
plantas, como o brusatol (Brucea javanica), o flavondide luteolina e alguns
produtos de bactérias como o ocratoxina (Aspergillus e Penicillium subespécies)
(B) (MAGESH;CHEN;HU, 2012).

A terceira classe de moléculas, que atuam sobre o Nrf2, inclui as
moléculas que inibem diretamente a ligacao entre esse fator nuclear e a Keapl
através de ligacbes ndo covalentes. Esta acdo direta, segundo Abed et al.
(2015), apresenta maior vantagem sobre os inibidores indiretos uma vez que
estes tém elevado risco de reagir com outras proteinas que apresentem residuos
de cisteina (ABED et al., 2015). Alguns peptideos sintéticos que mimetizam o
Nrf2 tém se mostrado promissores nessa acao (HANCOCK et al.,, 2012;
HANCOCK et al., 2013; JIANG et al., 2014).

Salienta-se que algumas substancias, como o &cido lipoico, parecem
atuar sobre o Nrf2 por outra via independente do Keapl (MOURA et al., 2015b).
Portanto, investigacdes sobre terapéuticas farmacologicas e nao farmacolégicas
nao se detém exclusivamente na acéo desses produtos sobre a conexao entre
Keapl e Nrf2.

Ainda na mucosa saudavel, a baixa concentracdo de ERONSs, juntamente
com a baixa atividade inflamatéria caracteristica de individuos saudaveis (Figura
8A), observada pela limitada ativagdo de receptores pro-inflamatérios como o
receptor tipo 1 (TNF1) do fator de necrose tumoral-a. (TNF-a), receptor (IL-1R)
de interleucina 1B (IL-1B), receptor (RAGE) dos AGE e os toll-like 4 (TLR4) (que
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reconhecem os LPS), promovem uma controlada ativacdo candnica ou classica,
que esté associada & expressdo de genes pro-inflamatérios, (por fosforilagdo —
P — de residuos de serina especificos; ou oxidagcdo — Ox — da cisteina) do
complexo IkB quinase (IKK composto pelo NEMO, também conhecido como
IKKy, e as subunidades IKKa e o IKKB. A ativagdo do complexo kB quinase leva
a formacéo do IkBa fosforilado que se dissocia do dimero NF-xB ativo (formado
pelas subunidades p50 e p65). O IkBa sofre uma série de ubiquitinacdes e €,
entdo, degradado pelo proteossoma. O NF-kB ativo pode entdo penetrar no
ndcleo e ativar a transcricdo génica (PASPARAKIS, 2009). Quando a situagéo
imunoldgica esta alterada, ou quando h& elevacdo das ERONs e/ou diminuicdo
na defesa antioxidante, ocorre entdo a super estimulacao da liberacdo do NF-xB

e, consequentemente, sua agéo sobre a modulag&o génica (Figura 8B).

Dentre os genes ativados pelo NF-kB, encontram-se tanto os proé-
oxidantes/inflamatérios, quanto os antioxidantes. Os efeitos antioxidantes do NF-
kB séo pouco explorados e parecem resultar do mecanismo de defesa celular a
injuria causada pelo aumento das ERON. Dentre os genes antioxidantes
ativados estdo a MnSOD, a CuzZnSOD, a cadeia pesada de ferritina, que previne
o EO, através da inibicdo da reacdo de Fenton, mediada pela presenca de ion
ferroso e posterior formagcdo do *OH (MORGAN;LIU, 2011). Outros estudos
também relacionaram o NF-xB com a elevacdo na expressdo da catalase
(ZHOU;JOHNSON;RANDO, 2001), tiorredoxina 1 e 2, que atuam protegendo
proteinas do dano oxidativo (carbonilacdo de proteinas) (DJAVAHERI-MERGNY
et al., 2004; KAIRISALO et al., 2007).

Nas DII, dentre os artigos que compdem esta revisdo, nao foi observada
acdo génica antioxidante decorrente do NF-«kB, e sim sua agéo pro- inflamatoria
e pro-oxidante classicamente conhecida. A presenca desse mediador nuclear ja
foi identificada na mucosa de pacientes com DIl (ELLIS et al., 1998;
SCHREIBER;NIKOLAUS;HAMPE, 1998), o que indica sua relagdo com a
génese e/ou progressao da doenca (PASPARAKIS, 2009). Dentre os genes pro-
oxidantes ativados através do NF-xB, destacam-se a iINOS, a COX2, a XO e a
LPO. Ja entre os agentes pré-inflamatérios, encontram-se o TNF-a, a IL-1, IL-6,

IL-12 e IL-23, além de diversas caspases que apresentam estreita relacdo com
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2011). Um resumo sobre a relacdo dessas

citocinas e a patogénese das DIl pode ser visto na Tabela 2.

Figura 7- Estrutura quimica de alguns compostos que atuam inibindo (A) ou
estimulando (B) a interacao Keap1-Nrf2
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Nas DII, dentre os artigos que compdem esta revisao, ndo foi observada
acao génica antioxidante decorrente do NF-kB, e sim sua acao proé- inflamatéria
e pré-oxidante classicamente conhecida. A presenca desse mediador nuclear ja
foi identificada na mucosa de pacientes com DIl (ELLIS et al., 1998;
SCHREIBER;NIKOLAUS;HAMPE, 1998), o que indica sua relacdo com a
génese e/ou progressao da doenca (PASPARAKIS, 2009). Dentre os genes pré
oxidantes ativados através do NF-kB, destacam-se a iNOS, a COX2, a XO e a
LPO. J4 entre os agentes pro-inflamatoérios encontram-se o TNF-a, a IL-1, IL-6,
IL-12 e IL-23, além de diversas caspases que apresentam estreita relacdo com
a morte celular (MORGAN;LIU, 2011). Um resumo sobre a relacdo dessas

citocinas e a patogénese das DIl pode ser visto na Tabela 2.

Tabela 2- Citocinas estimuladas pelo fator nuclear kappa B (NF-xB) e sua
relacdo com a patogénese das doencas inflamatorias intestinas.

CITOCINA RELACAO COM AS DI

1 IL-12; causa apoptose de enterdcitos; ¥ regulacdo de moléculas
TNF-o envolvidas nas juncdes intercelulares; (+) sintese de quimiocinas,
moléculas de adeséao e diversos mediadores inflamatdérios.

1 recrutamento de neutrdfilos; (+) sintese de IL-6 e 0 desenvolvimento

IL-1
de tumor
Ativa células T e previne apoptose; induz a ativacdo de macréfagos;
IL-6 ativa proteinas de fase aguda; 1 proliferacao de células epiteliais e de
fatores de crescimento tumoral;
L1 Induz a diferenciacdo dos TH1; (+) producao de citocinas tipo TH1; ativa
células imunes inatas
IL-23 Ativa células T e macrofagos; 1 produgao de TNF-a; estabiliza o

fenotipo das células efetoras TH17
Adaptado de (NEURATH, 2014; OLESEN et al., 2016)

Legenda: 1 = aumenta; = diminui; (+) = estimula; IL = interleucina; TH = Células T Helper; TNF-
o = fator de necrose tumoral alfa.

Outro mediador celular diretamente relacionado com o EO nas DIl é a p53,

ja discutida anteriormente. Essa proteina, em situacGes de equilibrio redox,
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bloqueia a fosforilagéo da IxBa e, por conseguinte, a liberacdo do NF-xB ativo.
O p53 também estimula a apoptose de células que apresentem dano ao DNA,
evitando dessa forma sua proliferacdo (Figura 8A). Assim como o NF-xB, a p53
também esta envolvida com estimulo a genes antioxidantes, tais como as
enzimas MnSOD e GPx1; os sestrinos, familia composta por 3 genes, sesnl,
sesn2 e sesn3 que produzem diferentes proteinas envolvidas com hipoxia e
morte celular; os TIGAR (reguladores da glicOlise e apoptose induzida pela p53),
gue sao genes envolvidos com a regulacéo das EROs, ciclo celular e reparacao
do DNA; a GLS2 (glutaminase 2), a qual previne a disfuncdo mitocondrial,
otimizando a cadeia transportadora de elétrons e posterior geracao de energia,

além de elevar o contetudo de GSH intracelular; dentre outros (BUDANOV, 2014).

Por outro lado, durante o EO, o aumento das ERONSs juntamente com o
dano ao DNA provocado por algumas dessas espécies (H202, *OH e OONO),
promove a mutacdo do p53 (STAIB et al., 2005). Esse p53 mutante (p53M) tem
acao contraria a p53, ou seja, ao invés de inibir, ele estimula a ativacdo do NF-
kB, causando indiretamente elevacdo dos genes pré-oxidantes e proé-
inflamatérios (Figura 8B) (STAIB et al., 2005; HORVATH et al., 2015). A p53M
também causa a ativacao de pré-oncogenes, intimamente relacionados com o
desenvolvimento do CCR além de per se inibir a apoptose, estimulando assim,
a proliferacdo descontrolada das células com DNA alterado (RADOVIC et al.,
2006).

Sabe-se, atualmente, que a mutacdo do p53 esta presente em 40% a 50%
dos casos de CCR (TAKAYAMA et al.,, 2006). Um interessante trabalho
desenvolvido por Hamouda et al. (2011), avaliou a inter-relacéo entre o EO e a
presenca de anticorpos anti-p53 em biopsias colonicas de portadores de RCUI
gue apresentavam ou néo displasia, comparativamente a individuos saudaveis.
Esses autores observaram que todos os pacientes com RCUI apresentaram
maiores niveis de AGEs, metaloproteinas e anticorpos anti-p53 além de menores
niveis de GSH. Os portadores de RCUI associado a displasia (leve a moderada),
apresentaram essas alteragfes mais intensas que agueles sem displasia (com

excecdo apenas para metaloproteinas), indicando que o EO e o dano celular
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oxidativo tém papel impar na RCUI, especialmente na progressao da colite para
carcinogénese (HAMOUDA et al., 2011).

Através dessa intrinseca teia de mediadores celulares e nucleares,
confirma-se que a inflamacdo e a progressdo das DIl estdo diretamente
relacionadas ao desencadeamento e intensidade do EO. No entanto, a
identificacdo de biomarcadores desse desequilibrio redox em tecidos de bidpsia,
soro ou em outros fluidos biolégicos, como urina e saliva, de portadores da DC
ou RCUI, quando se testam opcdes terapéuticas alternativas, ainda é pouco
explorado pelos pesquisadores. Outras questdes primordiais que podem
influenciar na compreensdo do uso dessas estratégias de tratamento é o
entendimento do EO como causa ou consequéncia das DIl e quando seu uso
pode ser mais efetivo ao paciente, se na fase sintomética, assintomatica, ou em

ambas.

1.3.4 — Biomarcadores do estresse oxidativo

Como mencionado anteriormente, o EO é o acontecimento fisiopatolégico
crucial nas DII. Portanto, é fundamental identificar os melhores biomarcadores
para estas doencas, a fim de verificar quando a terapia aplicada é ou néo eficaz
no controle de seus sintomas. Enzimas antioxidantes como a SOD, catalase e
GPx e os grupo sulfidrila ndo enzimaticos, exercem um papel fundamental na
defesa orgéanica contra o excesso de ERONs formadas, contudo, mudangas no
seu perfil parecem ser de dificil identificacdo, como pode ser visto nos diversos

estudos sobre as DII.
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Figura 8- Inter-relacédo entre o0 estresse oxidativo e a inflamacao nas doencas inflamatdrias intestinais: o papel das vias envolvendo
o NF-kB, Nrf2-ARE e P53 na mucosa normal (A) e na doenca inflamatéria intestinal (DIl) (B)
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Legenda: ARE = elemento de resposta antioxidante; CAT = catalase; COX2 = cicloxigenase 2;
Cu = cobre; Fe?* = jon ferroso GPx = glutationa peroxidase; GSH = glutationa reduzida; GSSG =
glutationa oxidada; IL = interleucina; IL-1R = receptor da IL-1; UNFy = interferon gama; Keapl =
kelch-like ECH-associated protein 1; M = mutacdo/mutante; Maf = fibrosarcoma musculo-
aponeurdtico; MPO = mieloperoxidase; NF-kB = fator nuclear kappa intensificador das células B
ativadas; NOX = nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase; Nrf2 = fator nuclear tipo 2
derivado do eritroide; Ox = oxidagéo; P = fosforilacdo/fosforilada; p53 = proteina 53; PDH =
piruvato desidrogenase; PL = peroxidacao lipidica; RAGE = receptor das espécies finais de
glicac@o avancada; SOD = superéxido dismutase; TGF[ = fator transformador de crescimento
beta; TLR4 = receptor toll-like 4TNF-R1 = receptor tipo 1 do fator de necrose tumoral alfa; Ub =
ubiquitinacéo; XO = xantina oxidase.

E bem documentado que individuos com DC e RCUI apresentam aumento
da PL (BOUZID et al., 2014) e, que por isso, os niveis de MDA (Figura 9) ou de
TBARS (um método indireto de deteccédo do MDA) sao extensivamente utilizados
como biomarcadores do dano oxidativo (AMINI-SHIRAZI et al., 2009; COSTA et
al., 2015; YEOM;KIM, 2015). Contudo, uma vez que outros materiais bioldgicos
podem reagir com o acido tiobarbiturico, acarretando em elevagéo nos niveis de
TBARS, este marcador deve ser substituido por outros mais especificos, como
hidroperoxidos, isoprostanos e dienos conjugados, mas, assim como o0 MDA,
todos apresentam vantagens e limitagdes, como necessidade de equipamentos
especificos e, muitas vezes, de elevado custo, necessidade de adaptacéo para
amostra bioldgica, dentre outros (NIKI, 2014). Dentre essas moléculas, o F2-
isoprostano (Figura 9), medido por espectrometria de massas, tem sido
apontado como o melhor indicador de PL ndo enziméatica em condiges
normotoxicas (FORMAN et al., 2015).

A MPO, uma heme proteina secretada por fagoécitos, especialmente
neutrofilos, € um marcador de infiltragcdo leucocitaria e inflamagéo. Elevagao na
atividade da MPO e na sintese de *NO, encontrada em biopsia de cdlons, tem se
correlacionado positivamente com a progressao das DIl (JOO, Minjae et al.,
2015). Diversas investigacOes tém demonstrado uma correlagcdo significante
com outros marcadores de EO como o MDA e o H202, em pacientes com
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sindrome metabdlica (FONSECA et al., 2014). No intestino, MPO esta presente
nos macrofagos e neutrofilos derivados da infiltragdo na mucosa inflamada e da
ruptura da barreira intestinal. Essas células produzem mediadores inflamatérios
(citocinas e quimiocinas) e EO através da geracdo de HOCI e oxidacéo de acidos

graxos insaturados presentes na membrana plasmatica (BRENNAN et al., 2003)

Figura 9- Estrutura quimica do F2-isoprostano, 4-hidroxinonenal (4-HNE) e
malondialdeido (MDA), importantes biomarcadores da peroxidacao lipidica

4-HNE MDA

F2-isoprostano

Fonte: Autora

Segundo Hartman (2014), além de levar a PL, o aumento na expressao
da iNOS e a consequente elevacao nos niveis de *NO (HARTMANN et al., 2014),
estdo fortemente associados com a reducdo na pressao do esfincter anal em
ratos com colite induzida e, por conseguinte, no aumento nas crises diarreicas e
outros sintomas das DII. A INOS ou NOS2 é uma das trés isoformas da NOS.
Enquanto a iINOS € encontrada em macrofagos e células do muasculo liso, as
demais isoformas NOS1/nNOS e NOS3/eNOS séao encontradas, principalmente
em neuronios e endotélio, respectivamente. Outra diferenga marcante entre as
isoformas € que, ao contrario da nNOS e eNOS, a INOS ndo € expressa
constitutuivamente e sua atividade ocorre de forma independente de influxos
anteriores de calcio (NATHAN, 1992). Além disso, a iINOS permite a producao
de °*NO, em grande quantidade, como parte do mecanismo de morte celular, em
resposta a presenca de lipopolissacarideos (LPS), citocinas e glicocorticoides.
Dessa forma, esta enzima e seus metabdlitos estdo envolvidos no choque
séptico e desordens inflamatérias (KALYANARAMAN, 2013).
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Outro metabdlito comum, a GSH, tem sido utilizada como um indicador
alternativo, tanto para a inflamag&o quanto para o EO, uma vez que seus niveis
intracelulares sofrem modificacdes devido a sua acdo no “pool” extracelular, o
qual se correlaciona com sua funcéo de desintoxicacdo e protecéo celular de
injurias causadas por agentes quimicos ou oxidantes (WITAICENIS et al., 2012).
Nas doencas inflamatorias, por exemplo, o consumo de GSH pode aumentar
drasticamente (HALL, 1999). Em individuos com DI, resultados contraditorios
tém sido encontrados tanto para os niveis de GSH quanto para a relacéo
GSH/GSSG. Em biépsias colbnicas ja foram observados desde reducédo
(TSUNADA et al.,, 2003), auséncia de alteracbes nos niveis de GSH
(KRUIDENIER et al.,, 2003), assim como aumento nos niveis de GSSG
(TSUNADA et al., 2003). Ja em modelos animais de colite, os niveis de GSH
estdo normalmente reduzidos (RISE;PRABHU;GURUVAYOORAPPAN, 2012;
PRABHU;GURUVAYOORAPPAN, 2014; RABELO SOCCA et al., 2014).

De acordo com Saktievel et al. (2014), a atividade da SOD aumentou apés
a inducao da colite por meio da administracdo de 2 mL de &cido acético, via retal
(enema unico) (SAKTHIVEL;GURUVAYOORAPPAN, 2014). A elevacao da SOD
e de outros antioxidantes pode ser explicada pelo fato de nas DI, tanto a
inflamacé&o quanto o EO estarem presentes e a elevacao da defesa antioxidante
poderia proteger o tecido do dano oxidativo. Por outro lado, em outros estudos
com modelos animais de colite induzida por acido acético
(RISE;PRABHU;GURUVAYOORAPPAN, 2012; ALEISA et al., 2014), ou
induzida por acido trinitrobenzenossulfonico (TNBS), também administrado via
retal, (WANG et al., 2010; RABELO SOCCA et al., 2014; XU;ZHANG;JI, 2015),
a atividade da SOD apresentou-se reduzida, o que claramente indica aumento
do EO, que causa dano celular através da PL em membranas celulares e
oxidacao de proteinas celulares (ALEISA et al., 2014). Resultados semelhantes
foram observados para a GPx. De acordo com Rabelo Soca et al. (2014) e Dost
et al. (2009), a atividade da enzima GPx, em ratos com RCUI induzida por TNBS,
aumentou (DOST et al., 2009; RABELO SOCCA et al., 2014), enquanto Muller,
Blum e Mueller (2013), estudando a RCUI induzida por SSD, identificaram uma
reducdo significativa na atividade desta enzima (MUELLER;BLUM;MUELLER,
2013).
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O reconhecimento das ERONSs e das modificacdes proteicas ocasionadas
pelo EO como sinalizadores celulares tem aberto um novo campo de
conhecimento na regulacdo celular e promovido um novo caminho de controle
no processo de adoecimento. Tal abordagem tem se provado viavel também
para a expressao de genes reguladas pelo NF-«xB (HADDAD, 2002). Este fator
€ ativado quando receptores de membrana celular, tais como o receptor para 0
IL-1R, TNFR1, NOX e os toll-like tipo 4 (TLR4) ativam diversos mediadores
celulares que promovem a fosforilacdo da forma inativa do NF-kB, o IkBa. Apos
entrar no nucleo, o mediador NF-kB estimula genes pré-inflamatérios, pro-
oxidantes e pro- apoptéticos, como por exemplo a COX2, iINOS, caspases,
dentre outros (MOURA et al., 2015b).

Ainda no campo dos fatores de transcricdo, outro mediador inflamatorio,
o Nrf2, esta emergindo como um importante marcador do EO. Quando
estimulado, este mediador apresenta atividade antioxidante, contrariamente ao
NF-xB, pois atenua a fosforilacéo do IkBa. e, consequentemente, a liberacdo do
NF-xB (THIMMULAPPA et al., 2006). O Nrf2 também estimula a ativagdo de
outras duas duzias de genes envolvidos em atividades anti-inflamatorias e
antioxidantes tais como o elemento de resposta antioxidante (ARE), NAD(P)H
quinone oxidoreductase-1 (NQO-1), heme oxigenase-1 (HO-1), peroxirredoxina
1, vy-glutamilcisteina ligase, GPx, e glutationa disulfeto redutase
(KIM;CHA;SURH, 2010). Camundongos knockout para o gene Nrf2 (Nrf2 =/-) tém
sido usados com sucesso como modelo experimental de inducdo a colite,
tornando os animais mais susceptiveis a acdo do SSD, confirmando a forte
ligagdo existente entre esse mediador e as DIl (WANG et al., 2015). Esses
pesquisadores avaliaram, ainda, a acdo de um composto sintético antioxidante
e anti-inflamatério, o 3-(3-piridilmetilideno)-2-indolinona, que atua estimulando o
Nrf2 e confirmaram que os animais knockout para o Nrf2, quando previamente
tratados com o composto ativador desse mediador celular, tornaram-se mais
resistentes a inducéo a colite, o que reforca a hipotese do papel fundamental do
Nrf2 na génese da RCUI (WANG et al., 2015).

Entretanto, mais recentemente, alguns resultados vém lancando duvidas

da necessidade do Nrf2 para que ocorra a ativacdo do ARE (diretamente
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envolvida na expressao génica de enzimas antioxidante). Kathiria et al. (2013)
identificaram um importante efeito da proibitina 1, uma proteina envolvida na
progressao do ciclo celular, apoptose e atividade de fator transcripcional. Esta
proteina encontra-se com seus niveis diminuidos em bidpsias colonicas de
portadores de RCUI e DC e também em modelos animais de inducdo a colite.
Ainda segundo esses autores, a proibitina 1 mantém elevada a ativacao dos ARE
e diminui os niveis intracelulares de EROs, além de aumentar as concentracdes
colénicas do HO-1 e NQO-1 (KATHIRIA et al., 2013). Outro aspecto ainda pouco
explorado sobre o Nrf2 é seu papel pré-oxidante. Nesse contexto, Zucker et al.
(2014) descobriram que o Nrf2 estimula o fator de transcricao tipo Kuppel (KIf9),
gue causa morte celular (ZUCKER et al., 2014).

Nesse contexto, diversos agentes, em especial compostos dietéticos, sdo
utilizados para modificar ou modular alvos moleculares tais como marcadores
inflamatorios e de EO, com o objetivo de prevenir ou melhorar a RCUI (SAXENA
et al., 2014). Contudo, diante das divergéncias de resultados encontrados entre
0s mais diversos marcadores, fica clara a necessidade de maiores investigacdes
sobre biomarcadores especificos do perfil redox, em ambas condi¢des clinicas

das DIl: fase ativa e assintomatica.

Um resumo sobre os biomarcadores encontrados nesta revisao pode ser

visto na Figura 10.

1.3.5 —Terapia Antioxidante

Quando a capacidade antioxidante da mucosa é prejudicada, 0 uso de
terapias nao tradicionais como farmacos, hormonios, substancias naturais ou
sintéticas, alimentos, plantas e organismos vivos que atuam ou eliminando as
ERONSs, ou inibindo dano celular (PL, modificacdo de proteinas ou DNA), ou
ainda aumentando a capacidade antioxidante (enzimatica ou ndo enzimatica),
podem se tornar benéficos quando usados de forma isolada ou associada a
medicamentos anti-inflamatérios (KANNAN;GURUVAYOORAPPAN, 2013).

Assim, diferentes substancias que atuam nas diversas vias moleculares,
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apresentam menores efeitos adversos, e tém menor custo, mostram-se agentes
potenciais no tratamento das DIl, com redugcdo na sua severidade, e, por

conseguinte, causam menor dano sistémico.

Figura 10- Principais biomarcadores de estresse oxidativo encontrados em
doencas inflamatdrias intestinais publicados entre 2009 a 2016/01
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Fonte: Adaptado de MOURA et al. 2015a

a) Farmacos, hormdnios, compostos sintéticos e substancias derivadas de
outras fontes diferentes das fontes vegetais

O tratamento farmacologico da DIl tenta minimizar os sintomas
associados a alteracdes estruturais e funcionais na membrana mucosa
(SEIDNER;LASHNER, 2005). A terapia atual com agentes imunossupressores e
corticoides (Figura 2) pode causar sérios efeitos colaterais tais como transtornos
gastrintestinais (diarreia, nduseas e dor abdominal), anemia, carcinogénese,
hepato e nefrotoxicidade, além de reacdes de hipersensibilidade (PAIOTTI et al.,

2013). Outra importante observacdo refere-se a menor ou a auséncia de
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resposta de alguns individuos a essas medicacbes
(KANNAN;GURUVAYOORAPPAN, 2013).

I.  Antagonistas tipo 1 da angiotensina Il

Dentre os estudos encontrados nesta revisao, 0os antagonistas do receptor
da angiotensina Il (Ang Il), telmisartan (TLM) e olmesartan (Figura 2)
apresentaram resultados interessantes (Tabela 3). Esses farmacos atuam sobre
0s receptores tipo 1 (AT1) da Ang Il e como tal, reduzem sua acéo
vasoconstritora. Sua acao inflamatéria ocorre por meio da supra
regulacéo/ativacdo da NOX com consequente geracdo de O2" e ativagédo da
sinalizacdo mediada pelo NF-kB e posterior producdo de citocinas proé-
inflamatorias, quimiocinas, fatores de crescimento e moléculas de adesao, que
causam inflamacéo e fibrose tecidual (VAZIRI et al., 2007). Dentre os diversos
candidatos a antagonistas do receptor da Ang Il, tais como o vasartan e o
olmesartan, o TLM foi o Unico a apresentar caracteristicas anti-inflamatérias e
antioxidantes. Além de ser um antagonista AT1 da Ang Il, ele € um agonista dos
receptores ativados por proliferadores do peroxissoma gama (PPAR-y), um fator
de transcricdo nuclear que tem papel na regulacdo do metabolismo de
carboidratos e lipideos, e expressdo de genes envolvidos na supressao da
inflamacé&o, sendo este efeito independente do seu efeito redutor da pressao
arterial. Isso demonstra um efeito protetor marcante sobre a RCUI (ARAB et al.,
2014a).

De acordo com Arab et al. (2014a), o tratamento oral com TLM em ratos,
na dose de 10 mg.kg.d! por 1 semana antes e mais 4 dias apds a inducéo da
RCUI, suprimiu a producdo das EROs através da inibicdo da expressao génica
da NF-kB/p65, COX2 e iNOS, assim como da inibicdo da expresséo proteica do
NF-kB/p65. Outras ac¢des antioxidantes atribuidas ao TLM foram a supresséo da
PL, varredura do *NO, aumento nos niveis da GSH, da capacidade antioxidante
total (TAC) e nas atividades da SOD e GPx (ARAB et al., 2014a). No estudo de
Guerra et al. (2015), analisou-se o0 uso oral de TLM em diferentes dosagens (1,

3 ou 5 mg.kg.d?) por 3 dias antes da inducdo e 2 h e 24 h ap6s a inducéo da
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RCUI. Esses autores mostraram que animais que receberam a dosagem de 5
mg.kg?, apresentaram menor atividade de MPO coldnica, bem como menores
niveis de MDA (GUERRA et al., 2015). Esses achados demonstram os possiveis
efeitos benéficos do TLM para o tratamento das DIl, mediados através da

modulacao oxidativa e inflamatéria na mucosa colonica.

[I.  Inibidores da hidroximetilglutaril CoA redutase

A classe de farmacos conhecida como estatinas, nesta revisdo
representada pela sinvastatina e rosuvastatina, estudadas por Maheshwari et al.
(2015), demonstraram um importante efeito antioxidante, confirmados a partir da
redugéo na atividade da MPO, diminuicdo na PL e aumento nas atividades da
SOD e gluationa redutase (GR). Além de atenuar o EO, esses farmacos,
especialmente a sinvastatina, também melhoraram os parametros histologicos
no modelo utilizado de inducéo de colite (TNBS) (MAHESHWARI et al., 2015). O
interesse em investigar esta classe de medicamentos na RCUI deve-se ao fato
desses farmacos apresentarem acao anti-inflamatoria e protetora sobre as

células, independentemente do seu efeito hipolipemiante (ODA;KEANE, 1999).
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Tabela 3- Acdo de farmacos/horménios sobre marcadores de estresse oxidativo nas doencas inflamatorias intestinais: artigos

publicados de 2009-2016/01.

ACAO ANTIOXIDANTE

4 ERONs ¥ SINTESE DAS ERONsS 4 DANO OXIDATIVO MELHORA NA DEFESA ANTIOXIDANTE
FARMACO/ MECANISMO
h Ref COX2 GR
HORMONIO MOLECULAR No | EROs | iNos | Lpo | mpo | NF¥B 1 o | prN | DNA | SOD | cAT | GPX | GSH | Nrf2 | cao
/lk-Ba
NOX GST
FARMACOS
(ARZ%E’ 4?)"""' X X X X X X X X X
Telmisartan Antagonista do (GUERRA et al.,
re(_:eptor_da 2015) X X
Omesartan Angiotensina Il (BATTERSHILL; y y y
SCOTT, 2006)
Rivastigmina Agente colinérgico (SHIFZ';Il’\é)Et al., X X
. - - . (MOUZAOUI;RA
Aminoguanidina Inlbldoir’\?(e)lcsetlvo da HIM:DJERDJOU X X X
RI, 2012)
Sildenafil citrate ('SEZE(')S; al, X X X
(Viagra) Disfuncgéo erétil (KARAKOYUN y y y
et al, 2011)
Setarud (IMOD) Imunomodulador (BAGHAEI et al., X X X
2010)
Bloqueador ndo
Carvedilol seletivo B- (FATQEIS? al, X X X X X X X
adrenoceptor
Antagonista do
Espironolactona receptor da (SEHZIEII‘EIS)et al, X X X
aldosterona
Inibidor seletivo da
Fluvoxamina recaptacéo da (M;TIA;(;??) et X
serotonina N
Fclla-2 (1-etil-5-
metil-2-fenil-1H- _ (LIU et al., 2013) X
benzo[d]imidazol)
. . (MAHESHWARI
Sinvastatina et al., 2015) X X X X
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ACAO ANTIOXIDANTE

4 ERONs ¥ SINTESE DAS ERONsS 4 DANO OXIDATIVO MELHORA NA DEFESA ANTIOXIDANTE
FARMACO/ MECANISMO
A Ref COX2 GR
HORMONIO MOLECULAR No | EROs | iNos | Lpo | mpo | NF¥B b | ptn | DNA | SOD | CAT | GPX | GSH | Nrf2 | cao
/lx-Ba.
NOX GST
Inibidor da
Rosuvastatina hidroximetilglutaril (M(Q';FS;)V!:)RI X X X X
COA redutase "
(EL
Amlodipina B'Oq“szdcoér chig canal | \5RSYKAMEL X X X
;AHMED, 2015)
Anélogos ndo
Lazaroid U-74389G corticoides da (MQFGZ%'I'S')S et X X X
metilprednisolona N
HORMONIOS
(TRIVEDI et al.,
2015) X X X X X X
(TRIVEDI,JENA,
2013a) X X X X
Melatonina Metabolismo do sono (SAYYED etal, X X
2013)
(TAHAN et al.,
2011b) X X
(PARK et al., X
2015)
Estimulante do apetite (KOall\lTéJOR(’)I;? et X X X
Ghrelina e da motilidade (MA'I;’USZYK ot
gastrointestinal al., 2015) X X
Adrenomedullina Peptideo (TALERO et al., X X X
gastrointestinal 2011)

Legenda: - =

n&o altera; * = estudos em humanos; = reduz CAO = capacidade antioxidante; CAT = catalase; COX 2 = cicloxigenase tipo 2; DNA = &cido

desoxirribonucleico; GPx = glutationa peroxidase; GR = glutationa redutase; GSH = glutationa reduzida; GST = glutationa S-transferase; INOS = 6xido nitrico
sintetase induzivel; lk-Ba = fator nuclear do gene polipeptideo tipo kappa potencializador de inibidores de células B, alfa; PL = peroxidagao lipidica; LPO =
lipoxigenase; MPO = mieloperoxidase; NF-kB = fator nuclear Kappa de células B ativadas; *NO = éxido nitrico; NOX = nicotinamida dinucleotideo fosfato
oxidase; Nrf2 = fator nuclear eritroide 2; PTN = proteina; Ref = referéncia; ERONs = espécies reativas de oxigénio e nitrogénio; EROs = espécies reativas de
oxigénio; SOD = superoxido dismutase.
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1. HormoOnios

Outra terapéutica ndo tradicional, testada com sucesso nas DlII, é a terapia
hormonal, com a grelina e especialmente com a melatonina (MEL) (Tabela 3).

O uso da grelina, um peptideo contendo 28 aminoéacidos, produzido na
mucosa gastrica, no tratamento das DII, se baseia na sua acéo estimulante sobre
o horménio de crescimento, além de levar ao ganho de peso, através da reducdo
da utilizacdo da gordura como fonte energética pelos tecidos (KOJIMA et al.,
1999). Acredita-se, ainda, que a grelina seja capaz de regular a resposta
inflamatéria, pois as células de defesa como os mondcitos/macrofagos, células
dendriticas e linfocitos B, possuem receptores especificos para esse horménio
(DIXIT et al., 2004). Nesse sentido, Konturek et al. (2009) e Matuszyk et al.
(2015), avaliaram a agéo da grelina em diferentes modelos de indugédo da colite
(TNBS e SSD, respectivamente) e observaram a reducdo dos niveis de MDA
bem como a elevagdo na atividade da SOD nos animais que receberam o
horménio, via i.p. (KONTUREK et al., 2009; MATUSZYK et al., 2015).

Quimicamente, a MEL ou N-acetil-5-metoxitriptamina € um derivado do
aminoacido essencial triptofano. No TGI, a MEL oriunda da glandula pineal ou
da sintese de novo que ocorre dentro do proprio TGI, atua de forma direta em
muitos tecidos gastrintestinais, tanto nas formas autocrina e paracrina, como
também enddcrina, influenciando a funcao e regeneracao epitelial, modulando o
meio intestinal e reduzindo seu tbnus muscular, atuando nas células musculares
lisas (TERRY et al., 2009). Como pode ser visto na revisdo de Trivedi et al.
(2015), existe um grande conjunto de evidéncias que mostra o efeito protetor da
MEL em varios ensaios experimentais e clinicos (TRIVEDI et al., 2015). Ela
desempenha um papel importante como regulador da inflamacéo, bem como na
adequacdo dos sistemas imune e antioxidante nas desordens intestinais
(TAKAGI;INADA;NAITO, 2013). Em experimentos animais foi demonstrado que
a MEL tem acao anti-inflamatoria através da inibicéo, IFN-y, TNF-q, IL-6 e *NO.
A MEL também apresenta propriedades antioxidantes como sequestrador de
radicais livres: reduzindo os niveis de *OH, ONOO-, RO2* e oxigénio singlete
(GALANO;TAN;REITER, 2011); inibindo a expressédo de COX2, e a ativagao do
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NF-kB (DONG et al., 2003) e da INOS (PARK et al.,, 2015). Todos esses
resultados em conjunto sugerem que a MEL exerce papel benéfico na RCUI

atraves de reducéo ou controle da inflamacéo e EO.

De acordo com Tahan et al. (2011), camundongos que receberam 100
mg.kg.d* de MEL, via i.p., por 3 dias, apresentaram reducédo na producédo de
EROs, atraves da inibicdo da MPO, assim como diminui¢do nos danos causados
pelas ERONSs, identificado através da reducdo na concentracdo colbnica de
MDA. Ainda nesse estudo, os autores observaram uma melhora na defesa
antioxidante ndo enzimatica, com aumento nos niveis de GSH, e enzimatica,
com estimulo para a atividade da SOD (TAHAN et al., 2011b). Em outro estudo,
com camundongos, conduzido por Trivedi et al. (2015), uma menor dosagem de
MEL foi testada (1 mg.kg.d1i.p. por 8 e 18 semanas), na colite induzida por SSD,
e este hormbénio também apresentou importantes acdes antioxidante e anti-
inflamatéria, como a reducédo nas atividades da MPO e COX2, nas expressdes
coldnicas do transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3 (STAT3) e do NF-«B,
dos niveis colonicos de TBARS e do dano ao DNA (TRIVEDI et al., 2015).

Mudancas no metabolismo também tém sido observadas em portadores
da RCUI, em presenca de MEL. Essas mudancas estédo correlacionadas com a
severidade da doenca e segundo Chojnacki et al. (2011), a terapia coadjuvante
com MEL pode ajudar na manutencéo da fase de remissédo destes pacientes
(CHOJNACKI et al., 2011). Apesar de nenhum desses estudos ter avaliado EO,
o beneficio potencial da MEL é claro. Estudos clinicos que avaliem os
biomarcadores de estresse oxidativo sdo necessarios para ampliar a

investigagdo do mecanismo de acao desse hormonio.

Substancias sintéticas

Uma substancia sintética (pro-droga) com diversos efeitos antioxidantes,
testada com sucesso na RCUI foi a N-acetilcisteina (NAC) (Erro! Fonte de
eferéncia ndo encontrada.) (Tabela 4). Ela age como precursor da cisteina e
posteriormente da GSH. Sendo um tiol (R-SH), a NAC pode ser oxidada por
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varios radicais além de servir como um nucledfilo (SAMUNI et al., 2013). A NAC
€ um antioxidante sintético que tem demonstrado efeitos positivos tanto em
modelos experimentais da RCUI (SIDDIQUI et al., 2006; DE ANDRADE et al.,

2015), como em ensaios clinicos em seres humanos (GUIJARRO et al., 2008).

Figura 11- Substancias sintéticas com acéo antioxidante testada no tratamento
das doencas inflamatorias: artigos publicados entre 2009 a 2016/01.
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A reducgdo na capacidade antioxidante no meio intracelular é causada ou
por reducdo nos niveis da GSH ou aumento nas concentracbes de GSSG
(ATKURI et al., 2007). Baixos niveis de GSH tém sido detectados tanto em
portadores da DIl, como em modelos animais de inducéo a colite (AMROUCHE-
MEKKIOUI;,DJERDJOURI, 2012). A NAC aumenta a defesa antioxidante por

meio do fornecimento de cisteina, que é necessaria para a sintese de GSH.
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Adicionalmente, a NAC reduz os niveis de diversas moléculas reativas (*OH,
NO:2’ e radical carbonato COz*) (SAMUNI et al., 2013), além de ser um importante
guelador de metais como cobre, ferro, cadmio, mercuario e chumbo, os quais tém

relacdo direta com a resposta inflamatoria (KASPERCZYK et al., 2014).

As propriedades anti-inflamatéria e antioxidante da NAC tém sido
observadas também através da inibicdo do NF-«xB (HADDAD, 2002) e essa
propriedade pode contribuir no controle dos sinais e sintomas das DIl. Segundo
Amrouche-Mekkiouy e Djerdjouri (2012), a administragdo de 150 mg.kg.d* de
NAC, via oral, por 45 dias, nos intervalos de 3 ciclos de indugcéo de RCUI por
SSD, reduziu de forma moderada os efeitos do dano oxidativo sobre lipideos e
proteinas coldnicas, diminuiu significativamente MPO colbnico e *NO sérico, e
melhorou a defesa antioxidante tecidual através da elevacdo da GSH e catalase.
Esses dados, em conjunto, sugerem que a NAC dietética, administrada por 45
dias, pode ser benéfica para as DIl (AMROUCHE-MEKKIOUI;DJERDJOURI,
2012).

Dentro da categoria de “antioxidantes sintéticos e quimicos derivados de
outras origens, diferentes das fontes vegetais” nossa revisdo encontrou produtos
naturalmente encontrados no corpo humano ou em outros organismos Vivos,
nao-probioticos. Neste grupo, destaca-se de forma interessante, a SOD
modificada e a propionil-L-carnitina (PLC) (Erro! Fonte de referéncia néo
encontrada.) (Tabela 4). Ambas as substancias ja se encontram em fase clinica
de investigagdo, em virtude do seu elevado poder terapéutico, contudo, nesta
revisdo, devido ao tempo determinado de busca, ndo foram encontradas
publicacdes clinicas que avaliaram biomarcadores do EO e por isso esses

estudos néo puderam ser incluidos nos resultados descritos na Tabela 4.
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Tabela 4- Acado de compostos sintéticos, agentes quimicos derivados de fontes ndo naturais sobre marcadores de estresse oxidativo,
nas doencas inflamatorias intestinais: artigos publicados de 2009-2016/01.

ACAO ANTIOXIDANTE

J ERONs J SINTESE DAS ERONsS J DANO OXIDATIVO MELHORA NA DEFESA ANTIOXIDANTE
SUBSTANCIA Ref COX2 e GR
*NO EROs iNOS LPO MPO I g PL PTN DNA SOD | CAT | GPX GSH Nrf2 CAO
NOX Kb GST
COMPOSTOS SINTETICOS
(AMROUCHE-
MEKKIOUI;DJERDJ X X X X X
OURI, 2012)
(ANCHA et al., X X X
N-acetilcisteina (NAC) 2009)
(ROMAGNOLI et al., X
2013)
(URAZ et al., 2013) X X X X
(YOU et al., 2009) X X X X
Bis(1-hydroxi-2,2,6,6-tetrametil-4- (VASINA, 2010) X
piperidinil) decandioato (VASINA etal., X X
2009)
P XIN . l.
Acido 3,4-oxo-isopropilideno-chiquimico ( g(')izfta ’ X X X
(ISA)
(derivado do 4cido chiquimico (lllicium ((f(m‘é e; a#' 2?;3) X X
erum Hook N "
verd ) 2012) X
3-(3-Piridilmetilideno)-2-indolinona (WANG et al., 2015) X X
L . (AZUMA et al.,
Chito-oligossacarideo 2015) X X X X
: 3 (SOBCZAK et al.,
Peptideo P-317 2014) X
_— (OZTURK et al.,
Nesfastina-1 2015)
Pirrolidina ditiocarbamato (YIN et al., 2015) X -
AGENTES QUIMICOS DERIVADOS DE FONTES DIFERENTES DAS VEGETAIS
Superéxido dismutase recombinante (HOU et al., 2014) X X X X
Lactobacillus fermentum N
Superoxide Dismutase lecitinizada (ISH”_%SQ) etal, X X
i - (TRIVEDI,JENA,
Acido lipoico 2013b) X X X X X X
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ACAO ANTIOXIDANTE
{ ERONs { SINTESE DAS ERONsS 4 DANO OXIDATIVO MELHORA NA DEFESA ANTIOXIDANTE
SUBSTANCIA Ref COX2 NE-xB GR
*NO EROs iNOS LPO MPO x PL PTN DNA SOD | CAT | GPX GSH Nrf2 | CAO
/lk-Ba
NOX GST
Citicolina (EK et al., 2014) X X X
Propionil-L-carnitina (SCIOLI et al., 2014) X X
Butirato, Lactobacillus casei, e L-carnitina (MOElglolﬂ\; etal., X X X
. . (AMIRSHAHROKHI,
Met|IsuIfonlldniﬁeettéel?coogsuplemento BOHLOOLI:CHINIF X X X X
ROUSH, 2011)
(ABDELKHALEK;G
- HAZY;ABDEL- X
Spirulina (massa seca da
Arthrospira platensisa - microalga) DAIM, 2014)
pirap g (ABDEL-DAIM et al., " " N N N
2015)
Dunaliella salina (microalga) (ABDELZ-ODS)M etal, X X X X X
Aspergillus nidulans (fungo) (SINGH et al., 2011)
) (MISHRA et al.,
Inonotus obliquus (fungo) 2012) X X
Acido Ursodesoxicolico (acido biliar (MARTINEZ-MOYA . . )
secundario) et al., 2013)
Legenda: - = ndo altera; * = estudos em humanos; | = reduz CAO = capacidade antioxidante; CAT = catalase; COX 2 = cicloxigenase tipo 2; DNA = &cido

desoxirribonucleico; GPx = glutationa peroxidase; GR = glutationa redutase; GSH = glutationa reduzida; GST = glutationa S-transferase; INOS = éxido nitrico
sintetase induzivel; lk-Ba = fator nuclear do gene polipeptideo tipo kappa potencializador de inibidores de células B, alfa; PL = peroxidagao lipidica; LPO =
lipoxigenase; MPO = mieloperoxidase; NF-kB = fator nuclear Kappa de células B ativadas; *NO = éxido nitrico; NOX = nicotinamida dinucleotideo fosfato
oxidase; Nrf2 = fator nuclear eritroide 2; PTN = proteina; Ref = referéncia; ERONs = espécies reativas de oxigénio e nitrogénio; EROs = espécies reativas de
oxigénio; SOD = superdxido dismutase.
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Devido a sua elevada capacidade de sequestrar EROs, a SOD tem
despertado grande interesse cientifico. No entanto, esta enzima apresenta
tempo de “clearence” celular extremamente rapido, elevada instabilidade, além
de imunogenicidade in vivo, o que torna seu uso clinico muito limitado (PORFIRE
et al., 2014). Por outro lado, varias tentativas de se obter SOD ativa e estavel
tém sido realizadas, com sucesso, na inflamacao pulmonar assim como nas DI
(MANNI et al., 2011). Inshihara et al. (2009) utilizaram uma forma lecitinizada da
Cu/Zn-SOD (PC-SOD) humana (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.),
a qual quatro moléculas derivadas da fosfatidilcolina foram covalentemente
ligadas a cada dimero da SOD. Esses autores observaram que a PC-SOD, pela
via intravenosa (i.v.) diminuiu diversos marcadores inflamatoérios, como a MPO e
o NF-kB/p65 (ISHIHARA et al., 2009). De fato, a administracéo de 40 mg.kg.d*
de PC-SOD por 14 dias, tem se mostrado segura e eficaz na reducdo no indice
de Atividade da Doenca (IAD), um protocolo utilizado para avaliar a severidade
de sinais e sintomas das DIl (SUZUKI et al., 2008).

Outra forma de SOD modificada testada nas DIl é a SOD recombinante
(obtida a partir do Lactobacillus fermentum) (rec-SOD). Essa rec-SOD, ofertada
cia oral, foi capaz de melhorar o desequilibrio redox através do aumento da
defesa antioxidante (SOD), diminuicdo na PL, e similarmente ao estudo de
Inshihara et al. (2009) com a PC-SOD, a rec-SOD também reduziu MPO e a
expressdo do NF-kB/p65 intestinais (HOU et al.,, 2014). Cabe ressaltar que

ambos os estudos foram realizados em modelos animais.

A PLC é um éster natural que tem seus niveis reduzidos em portadores
de RCUI. Sugere-se que a PLC pode servir como precursor da L-carnitina uma
molécula que atua como antioxidante e que tem papel essencial no metabolismo
energético, uma vez que transporta acidos graxos de cadeia longa ativados para
dentro da matriz mitocondrial, induzindo a -oxidacao (HOU et al., 2014). Em um
estudo clinico que ja se encontra na fase Il, a PLC causou redu¢cado nos sintomas
(dor e sangramento retal) dos portadores de RCUI, quando comparados ao
grupo que recebeu placebo (MIKHAILOVA et al., 2011). Infelizmente, esse
estudo clinico multicéntrico ndo investigou marcadores de EO. Contudo, é
possivel inferir que, assim como identificado por Scioli et al. (2014), a PLC pode

ser um importante agente sequestrador e inibidor da sintese de EROs, uma vez
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gue esses classicos sintomas tém na sua génese o desequilibrio redox (SCIOLI
et al., 2014). Estes estudos, utilizando modelos experimentais e futuros estudos
em pacientes com RCUI contribuem para fundamentar o uso clinico da PLC
como uma alternativa terapéutica segura, porém doses seguras e estudos de
longo prazo, ou seja, que avaliem a acdo dessa substancia durante a fase
assintomatica e sintomética, sdo ainda necessarios para garantir uma correta

recomendacdao pelos profissionais de saude.

b) Polifendis e outros compostos ativos naturais derivados de plantas
medicinais

Polifendis, ou compostos fendlicos, referem-se a um vasto grupo de
moléculas encontradas principalmente em plantas, que se caracterizam
guimicamente pela presenca de um ou mais anéis fenélicos e um ou mais grupos
hidroxila ligados diretamente aos anéis aromaticos. Eles podem ser classificados
em cinco grupos estruturais: é&cidos fendlicos, flavonoides, antocianinas,
estilbenos e lignanas. Um crescente corpo de evidéncias indica que os polifenéis
sdo fitoquimicos promotores da saude (WANG et al., 2013). Eles possuem
propriedades antioxidantes, atuando diretamente como sequestradores de
espécies reativas, ou indiretamente através da interagdo com proteinas
especificas das vias de sinalizacdo que estédo envolvidas em diferentes funcdes
bioldgicas (BIASI et al., 2011).

Polifenodis podem interferir com a inducao das vias de sinaliza¢do da NF-
kB e MAPK (proteina quinase ativadas por mitdgenos) nas células intestinais. A
maior parte dos polifendis estudados exibe comportamento anti-inflamatorio
através da inibicdo da ativacdo da cascata de NF-xB (ROMIER et al., 2009).
Adicionalmente, alguns polifendis tém demonstrado diferentes acgbes
relacionadas a barreira intestinal. No estudo experimental de Shigeshiro et al.
(2013), a administracdo dos seguintes polifendis: curcumina, quercetina,
naringenina ou hesperetina, levou, coletivamente, a uma restauracao dos efeitos
causados pelo SSD, em parte, através da regulagdo da barreira das JO, uma

das responsaveis pela manutencdo das juncdes intercelulares entre os
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colonacitos, cuja alteracdo estrutural pode ser causada pelas diversas ERONSs.
Estas espécies, por sua vez, causando aumento da permeabilidade intestinal
com consequente infiltracdo de toxinas, bactérias, leucdcitos e neutrofilos,
culminando em processo inflamatorio colénico (PRAVDA, 2005; PIECHOTA-
POLANCZYK;FICHNA, 2014). Apesar de Shigeshiro et al. (2013) nédo ter
demonstrado uma relacao direta entre os polifendis estudados e EO, € sabido
que esses compostos podem reduzir os efeitos deletérios causados pela
presenca de ERONs na mucosa intestinal. As estruturas dos polifendis testados

como antioxidantes na DIl podem ser vistas na Figura 12.

I.  Resveratrol

Dentre os polifendis, a classe relacionada ao resveratrol € reconhecida
como uma das mais extensivamente estudada. Estes compostos sao
amplamente distribuidos em todos os alimentos de origem vegetal, tais como
uvas roxas, em certos frutos, e em amendoins. Um fator limitante para a
utilizacao de resveratrol no tratamento da DIl é a sua baixa biodisponibilidade,
devido a sua rapida absorcdo e metabolismo extensivo no trato gastrointestinal

superior e figado.

A fim de melhorar a sua utilizacdo para o tratamento desta doenca, um
sistema de liberacao de resveratrol, especifico para o c6lon foi desenvolvido para
superar a sua baixa solubilidade, estabilidade limitada, alta metabolizacdo no
trato gastrintestinal superior. Essa férmula apresenta maior eficacia, restaurando
e defesa antioxidante enzimatica e ndao enzimatica (ABDIN;SARHAN, 2011;
DAS;CHAUDHURY;NG, 2011). No entanto, apenas um dos artigos encontrados
nesta revisdo é um estudo piloto (SAMSAMI-KOR et al., 2015), e este observou
importantes efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios especialmente sobre o
mediador NF-xB, confirmando sua possivel agdo benéfica sobre a RCUI e que
esse resveratrol-colon-especifico pode, inclusive, apresentar efeitos anticancer
(ULLAH et al., 2014). Em outro estudo, Abdin (2013) investigou o uso de uma
formulacéo de resveratrol-colon-especifica em ratos com RCUI e observou uma

diminuicao expressiva na atividade de MPO (ABDIN, 2013). Resultados similares
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também foram observados em outra forma do resveratrol: o trans-resveratrol
estudado por Larrosa et al. (2010) e Yao et al. (2011) (LARROSA et al., 2010b;
YAO et al., 2011).

Apesar destes resultados promissores, a dose de resveratrol capaz de
maximizar os beneficios de saude, sem levantar problemas de toxicidade
continua a ser uma area controversa de debate (ROCHA et al., 2009). De fato,
varios estudos tém demonstrado que o resveratrol pode ter uma potente
toxicidade ndo especifica para células normais, particularmente células
endoteliais, em condicdo de baixo status oxidativo. O resveratrol, em alta
concentracdo, € reconhecido como um composto perigoso e ndo como um
antioxidante, por sua metabolizagdo através de enzimas anti-xenobibticas,
produzindo assim EROs (POSADINO et al., 2015). Com base nestas evidéncias
confirma-se a necessidade de determinar as doses 6timas de resveratrol para

manter a salde dos individuos.

[I.  Curcumina

A curcumina, um polifenol hidrofébico, é o principal representante dos
curcuminoides, constituintes quimicos principais da especiaria acafrdo e do curry
em poé (Figura 12) O acafréo é preparado a partir da raiz da planta Curcuma
longa, um membro da familia do gengibre. Ela é nativa da india e sudeste da
Asia e tem sido utilizada para tratar uma ampla gama de doencas comuns,
especialmente as doencas inflamatorias, tanto nas formas oral como tépica, na
medicina ayurvédica indiana, ha pelo menos 4000 anos, bem como em
medicamentos tradicionais chineses, arabes, dentre outros
(EPSTEIN;SANDERSON;MACDONALD, 2010). Seus efeitos benéficos sobre as
DIl foram observados em modelos animais (HANAI;SUGIMOTO, 2009), em
ensaios in vitro (MCCANN et al., 2014), e em investigagdes clinicas (HANAI et
al., 2006; JURENKA;ASCP, 2009). Os principais efeitos atribuidos a curcumina
estdo relacionados as atividades anti-inflamatérias e anticancerigenas. No
entanto, na analise da Tabela 5, podemos observar que a curcumina, sozinha,

ou em combinacdo com outras plantas, tais como Ginkgo biloba
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(MOTAWI;RIZK;SHEHATA, 2012), ou compostos como a aminoguanidina
(MOUZAOUI;RAHIM;DJERDJOURI, 2012), mostrou efeitos antioxidantes
importantes, como a diminuicdo de PL e da producédo de ERONs, bem como
aumento de enzimas antioxidantes. Estes resultados confirmam o potencial da

mesma como novo tratamento para as DII.

[ll.  Quercetina

A quercetina (Figura 12) foi capaz de prevenir a lesdo oxidativa e a morte
celular por meio de varios mecanismos, como por exemplo, via sequestro de
EROs, e como modulador endégeno de GSH (GUAZELLI et al., 2013). Tem sido
relatado que a quercetina desempenha um papel importante na proliferacao e
cinética de inducéo de apoptose e o ciclo celular em cultura de células (MOURIA
et al., 2002). A capacidade antioxidante da quercetina ocorre sobre diversas
moléculas reativas como O2*, *OH, RO2*, RO*, *"NO e ONOO". De acordo com
essas propriedades, Dodda et al. (2014) testaram diferentes doses orais de
quercetina (50 e 100 mg.kg.d1), por 10 dias, na RCUI induzida por TNBS. Nesse
estudo, os autores afirmaram que ambas as dosagens atenuaram a atividade da
MPO e os niveis de MDA no cdlon, assim como os niveis séricos de °*NO.
Paralelamente, a quercetina foi capaz de melhorar a defesa antioxidante através
da elevacgéo nos niveis de GSH (DODDA et al., 2014). No estudo de Guazelli et
al. (2013), a quercetina foi administrada na forma de microcapsulas e também
reduziu MPO e aumentou GSH, ambos no c6lon, bem como elevou a capacidade
antioxidante total (GUAZELLI et al., 2013).

Adicionalmente a sua acéo antioxidante direta, alguns polifenois, como a
quercetina, atuam na manutencdo da fungdo de barreira intestinal através da
inibicdo da proteina cinase C selectiva 6 (PKCd) (SUZUKI;HARA, 2011), o que
resulta na promocéo da fosforilacdo da ocludina de JO da juncéo intercelular.
Embora ndo se conhega o mecanismo preciso sobre como a quercetina media a
promocao de proteinas da JO, fica claro que esse flavonoide induz a fosforilagdo
da ocludina em modelos celulares, contribuindo para a arquitetura das JO
(SUZUKI;HARA, 2009).
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Tabela 5- Acdo de alimentos, nutrientes, probioticos, prebidticos, simbiotico, polifendis e outras substancias naturais derivadas de
plantas sobre marcadores de estresse oxidativo nas doencas inflamatérias intestinais: artigos publicados de 2009-2016/01.

ACAO ANTIOXIDANTE

4 ERONs I SINTESE DAS ERONsS 4 DANO OXIDATIVO MELHORA NA DEFESA ANTIOXIDANTE
SUBSTANCIA Ref COX2 e GR
*‘NO EROs iNOS LPO MPO I -g PL PTN DNA SOD | CAT | GPX GSH Nrf2 CAO
NOX Kwho GST
ALIMENTOS FUNCIONAIS E NUTRIENTES
Leite de camela (ARAB et al., 2014b) X X X
(SANCHEZ-FIDALGO et
al., 2015) X X X X
(TAKASHIMA et al., % X
_ 2014)
Azeite extra virgem enriquecido com (SANC;EZZ'(;I?SLGO et X X
hidroxitirosol (polifenol) (SANCHEZ-FIDALGO et o o o
al., 2013a)
(SANCHEZ-FIDALGO et
al,, 2012) X X X
(HAMER et al., 2010) X X
Vitamina E (TAHAN et al., 2011a) X X X X
Selénio e Vitamine E (BITIREN et al., 2010) X X X
Vitamina C, vitamina E, e glutationa (SCHEZ;EH)S etal, - - - X
L-arginina e &cido gélico (HARISA et al., 2009) X X X X X
Anti TNFa + acetato de zinco (BAROLLO et al., 2011) X
(EL
Coenzima Q10 MORSY;KAMEL;AHME X X X
D, 2015)
Lacto-goji (produtos formulados de
g0ji em leite desnatado) (PHILIPPE et al., 2012) X X X X X
PROBIOTICOS/PREBIOTICOS/SIMBIOTICOS
Lactobacillus paracasei B21060 +
fruto-oligossacarideo e (SIMEOLI et al., 2015) X X
arabinogalactana (prebioticos)
Propionibacterium freudenreichii
adicionado ao leite (PLE etal., 2015) X X
Propionibacterium freudenreichii
Lactobacillus delbrueckii adicionado (PLE et al., 2015) X X
ao queijo
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ACAO ANTIOXIDANTE

{ ERONs { SINTESE DAS ERONsS 4 DANO OXIDATIVO MELHORA NA DEFESA ANTIOXIDANTE
SUBSTANCIA Ref COX2 NE-«B GR
*NO | EROs iNOS LPO MPO b PL PTN DNA | SOD | CAT | GPX | GSH Nrf2 | CAO
/lk-Ba
NOX GST
o . (GARDLIK;PALFFY;CEL _ _
Probiético recombinante EC. 2012)
Cepas modlchaaneeiisB?_(;é_actobamIIus (LEBLANC et al., 2011) X X
Cepas de L. delbrueckii subsp.
bulgaricus B3; .
Cepas de L. delbrueckii subsp. (SENGUL etal., 2011) X X X X X
bulgaricus A13
Lactococcus Iact;zsubsp. cremoris (NISHITANI et al., 2009) X X
Ultrabiotique® (Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus plantarum,
Bifidobacterium lactis e (TOUMI et al., 2013) X
Bifidobacterium breve).
Lactobacillus fermentum (MAKE et al., 2009) X
TRS5 (Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium
bifidium, Latobacillus acidophilus, e (JEONG et al., 2015b) X X X X X X X
Latobacillus casei)
Lactobacillus penéc;sgus var. plantarum (JEONG et al., 2015a) X X X X X X
Lactococcus lactis (BALLAL et al., 2015) X X
Lactobacillus plantarum 21 (SATISH KUMAR et al., X X X
2015)
POLIFENOIS
Resveratrol coloico especifico (ABDIN, 2013) X
(LARROSA et al.,
Trans-Resveratrol 2010b) X
(YAO et al.,, 2010) X X X X
(SINGH et al., 2010) X
(SANCHEZ-FIDALGO, X X
Susana et al., 2010)
(SAMSAMI-KOR et al., X
Resveratrol 2015)*
(ABDALLAH;ISMAEL,
2011) X X X X
(YOUN et al., 2009) X X
(YILDIZ et al., 2015) X X - X
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ACAO ANTIOXIDANTE

{ ERONs J SINTESE DAS ERONsS { DANO OXIDATIVO MELHORA NA DEFESA ANTIOXIDANTE
SUBSTANCIA Ref COX2 NE-«B GR
*NO | EROs | iNOS LPO MPO x PL PTN DNA | SOD | CAT | GPX | GSH Nrf2 | CAO
/lk-Ba
NOX GST
Piceatanol (?:sa\l/lgrgacirf;ll()jroxnado do (YOUN et al., 2009) X X
<. . (YE;LIU;HENDERSON,
Acido cafeico 2009) X
Acido protocatecuico (FAROMBI et al., 2015) X X X X X
< - (PANDURANGAN et al.,
Acido galico 2015b) X X X X X X X
- - (BALAHA;KANDEEL;EL
Oleo galico WAN, 2016) X X X
4-Vinil-2,6-dimetoxifenol (canolol) (FANG et al., 2013) X X X X
Verbascosideo (MAZZON et al., 2009) X X X
Acido elagico (ROSILLO et al., 2011) X X X X
9 (MARIN et al., 2013) X X X
B-Sitosterol, campesterol,
estigmasterol e brassicasterol (ALDINI et al,, 2014) X
(ARAFA et al., 2009) X X X X
(GOPU et al., 2015) X X X X
(TOPCU-
TARLADACALISIR et X X X X X
Curcumina al., 2013)
(MOTAWI;RIZK;SHEHA X X
TA, 2012)
(MOUZAOUI;RAHIM;DJ X X X
ERDJOURI, 2012)
(WITAICENIS;SEITO;DI
STASI, 2010) X X X X
. (WITAICENIS et al.,
Coumarina 2012) X X X
(WITAICENIS et al.,
2014) X X
GL-V9 (5-hidroxi-8-metoxi-2-fenil-7-(4-
(pirrolidina-1-il)butoxi)4H-cromen-4- (ZHAO et al., 2015) X X X X X
one
. ‘ = (D'ARGENIO et al.,
Extrato dos polifendis da maca 2012) X
. - . (OZ;CHEN;DE
Polifendis do cha verde VILLIERS, 2013) X
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ACAO ANTIOXIDANTE
{ ERONs J SINTESE DAS ERONsS { DANO OXIDATIVO MELHORA NA DEFESA ANTIOXIDANTE
SUBSTANCIA Ref COX2 NE-«B GR
*NO | EROs | iNOS LPO MPO x PL PTN DNA | SOD | CAT | GPX | GSH Nrf2 | CAO
/lk-Ba
NOX GST
Epi-galocatequina-3-galato + 1- (BRUCKNER et al., X X
piperoilpiperidina (piperina) 2012)
Piperina (GUPTA et al., 2015) X X X X X
Epi-galocatequina-3-galato
paracetilada (CHIOU et al., 2012) X X X
(MOCHIZUKI;HASEGA X
Epi-galocatequina-3-galato WA, 2010)
(Ll etal., 2011) X X
Proantocianidina de sementes de uva (WANG et al., 2011) X X X X
(WANG et al., 2010) X X X X
(DODDA et al., 2014) X X X
Quercetina (GUAZELLI et al., 2013) X X X
(300, M. et al., 2015) X X X X
) (VOCHYANOVA et al.,
Diplacona 2015) X X X
. (VOCHYANOVA et al.,
Mimulona 2015) X
(SAKTHIVEL;GURUVA
Amentoflavona YOORAPPAN, 2014) X X X X X
Miricetina (ZHAO et al., 2013) X X X X X
Naringenina
(4,5,7-triidroxi flavonona) (AL-REJAIE et al., 2013) X X X X
Kolavirona (FAROMBI et al., 2013) X X X X X X
3'-Hidroxi-
5,7,4'-trimetoxiflavona da Zeyheria (SEITO et al., 2015) X X
montana
COMPOSTOS NATURAIS DERIVADOS DE PLANTAS
| | | | | | | | | | I
Legenda: - = n#o altera; * = estudos em humanos; { = reduz CAO = capacidade antioxidante; CAT = catalase; COX 2 = cicloxigenase tipo 2; DNA = &cido

desoxirribonucleico; GPx = glutationa peroxidase; GR = glutationa redutase; GSH = glutationa reduzida; GST = glutationa S-transferase; iINOS = éxido nitrico
sintetase induzivel; lk-Ba = fator nuclear do gene polipeptideo tipo kappa potencializador de inibidores de células B, alfa; PL = peroxidagao lipidica; LPO =
lipoxigenase; MPO = mieloperoxidase; NF-kB = fator nuclear Kappa de células B ativadas; *NO = éxido nitrico; NOX = nicotinamida dinucleotideo fosfato
oxidase; Nrf2 = fator nuclear eritroide 2; PTN = proteina; Ref = referéncia; ERONs = espécies reativas de oxigénio e nitrogénio; EROs = espécies reativas de
oxigénio; SOD = superoxido dismutase.
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Figura 12- Polifendis com a¢éo antioxidante testada no tratamento das doencas
inflamatorias: artigos publicados entre 2009 a 2016/01.
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IV. Classe das catequinas

Outros importantes polifenéis sdo os derivados do cha verde,
especialmente a fracdo (-)-epi-galocatequina-3-galato (EGCG), que representa
até 30% do peso seco das folhas de cha verde (GRAHAM, 1992). O ché verde
€ uma das bebidas mais populares em todo o mundo, sendo o segundo mais
consumido, ao lado da agua. Embora o cha verde seja constituido de mais de
2000 componentes, maior interesse tem incidido sobre os polifendis que incluem
EGCG, (-)-epi-galocatequina (EGC), (-)-epi-catequina galato (ECG) e (-)-epi-
catequina (CE) (Figura 12), os quais tém potentes propriedades antioxidantes
(SALAH et al., 1995).

A fim de melhorar a biodisponibilidade, estabilidade, e as atividades
preventivas do EGCG, a forma EGCG-acetilada (ACEGCG) foi sintetizada por
Lambert et al. (2006) (LAMBERT et al., 2006) e, posteriormente testada na RCUI
por Chiou et al. (2012). De acordo com esses ultimos autores, 0 consumo
dietético da AcEGCC demonstrou melhores efeitos sobre a RCUI induzida por
SSD (CHIOU et al.,, 2012). As acdes antioxidantes da EGCG podem ser
explicadas por diversos mecanismos, dentre eles, a ativacdo da via de
sinalizacdo mediada pelo Nrf2. Apesar disso, nenhum dos estudos encontrados
avaliou a acdo da EGCG sobre a atividade ou expressdo de enzimas
antioxidantes. Mas, assim como a quercetina, foi observado que a EGCG
melhora as JO da barreira epitelial. Contudo, os mecanismos que explicam essa
acao permanecem incertos (SHIGESHIRO;TANABE;SUZUKI, 2013).

Sobre as proantocianidinas/sementes de uva, foram encontrados 3 artigos
gue avaliaram seus efeitos sobre a RCUI. As sementes de uva contém
aproximadamente 89% de protoantocianidinas, com dimeros (6,6%), trimeros
(5,0%), tetrameros (2,9%) e oligdmeros (74,8%) (KATIYAR, 2014). Os efeitos
antiproliferativo, antioxidante e anticarcinogénico das GSPs podem ser
explicados, parcialmente, pela sua agéo na inibicdo de genes relacionados ao
NF-«xB (WANG et al., 2010; LI et al., 2011; WANG et al., 2011). De acordo com
Li et al. (2011), é possivel considerar que as proantocianididas suprimem a

ativacdo dos inibidores da kB quinase (IxB), e a inativacdo do complexo IkK e,



76

por conseguinte, inibem a degradacéo da IkBa (LI et al., 2011). Esses polifendis
também séo capazes de elevar as concentracdes de SOD (WANG et al., 2010;
WANG et al.,, 2011), o que confirma sua acdo sobre a defesa antioxidante

enzimaética.

V. Outros polifendis

Miricetina, naringenina, kolavirona e amentoflavona (Figura 12) também
foram testados com sucesso no tratamento das DIl (modelos animais). Esses
compostos foram administrados via oral (BAGHAEI et al., 2010; HALLER et al.,
2010; CIRULIS;SCOTT;ROSS, 2013), ou i.p.
(SAKTHIVEL;GURUVAYOORAPPAN, 2014), e independente da rota utilizada, a
maioria desses flavonoides mostrou habilidade em sequestrar radicais livres,
especialmente o *NO (AL-REJAIE et al., 2013; FAROMBI et al., 2013; ZHAO et
al., 2013; DODDA et al., 2014), reduzir a PL (AL-REJAIE et al., 2013; FAROMBI
et al, 2013; ZHAO et al, 2013; DODDA et al, 2014
SAKTHIVEL;GURUVAYOORAPPAN, 2014), estimular a defesa antioxidante,
principalmente através da ativacdo da SOD (AL-REJAIE et al., 2013; FAROMBI
et al, 2013; ZHAO et al, 2013; DODDA et al, 2014;
SAKTHIVEL;GURUVAYOORAPPAN, 2014) e GSH (FAROMBI et al., 2013;
GUAZELLI et al., 2013; DODDA et al., 2014;
SAKTHIVEL;GURUVAYOORAPPAN, 2014). Analisando esses resultados, o
potencial terapéutico para o uso de flavanoides parece evidente. No entanto,
deve ser salientado que concomitante aos efeitos benéficos, muitos possuem
propriedades pré-oxidativas e que alguns tém potencial de toxicidade
(SCHWEIGERT;ZEHNDER;EGGEN, 2001). Além disso, em virtude desse poder
antioxidante ter sido testado apenas em modelos animais, ensaios clinicos sao
necessarios para determinar a eficacia dos flavonoides, ndo sé na fase aguda
DIl, mas também na fase de remisséao, a fim de promover uma melhor qualidade

de vida para pacientes com DII.
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VI.  Compostos naturais derivados de plantas

Outras substancias naturais, derivadas de plantas, com elevado poder
antioxidante tém sido identificadas. Uma metanalise recente sobre fitoterapicos
em seres humanos, concluiu que plantas medicinais podem, de forma segura,
induzir a resposta clinica e levar a fase de remissao em pacientes com DIl (indice
histoldgico e eventos adversos) (RAHIMI;NIKFAR;ABDOLLAHI, 2013). Por outro
lado, nenhum parametro relacionado ao EO foi investigado. Além disso, nenhum
extrato ou composto natural foi até o momento recomendado por sociedades
internacionais de Terapia Nutricional, como terapia adjuvante para as DIl
(CARTER;LOBO;TRAVIS, 2004; KORNBLUTH;SACHAR, 2010).

Nesta revisdo, foram identificados 24 compostos ativos testados em
terapia nas DIl (Tabela 5) (Figura 13), todos eles em modelos animais, com
destaque para: 1) o pigmento indicaxantina, cuja atividade in vitro, envolve
reducdo nas expressfes da COX2 e iNOS, aliada a inativacdo da via do NF-xB
e, consequentemente, inibicdo na sintese das ERONSs; além de apresentar
atividade sequestrante de radicais livres (TESORIERE et al., 2014); 2) o
alcaloide berberina, obtido do rizoma Coptidis japonica e da casca do caule do
Mahonia aquifolium, cuja acdo antioxidante na RCUI induzida por TNBS, envolve
reducdo na producdo das ERONSs (através da inibicado da COX2, INOS e MPO)
associada a diminuicdo do MDA e elevacdo da SOD, catalase e GSH
(LEE;HYUN;KIM, 2010); 3) e os compostos ativos da Cannabis sativa,
cannabigerol (BORRELLI et al., 2013) e cannabidiol (BORRELLI et al., 2009)
(Figura 13), que apresentam acOes ndo psicotropicas e elevado poder
antioxidante como “varredores” de ERONSs e inibidores da expresséo da enzima
iNOS.

Apesar das diferentes alteragGes identificadas para defesa antioxidante,
0S compostos ativos utilizados no tratamento das DIl foram capazes de melhorar
o desequilibrio redox, reduzindo o EO, através ou do aumento da defesa

antioxidante ou diminuindo a sintese ou os danos causados pelos ERONSs.
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Assim, a identificacdo e caracterizacdo de novos componentes anti-
inflamatorios e antioxidantes derivados de plantas podem ajudar na melhoria de

atuais férmulas nutricionais.

Em face desta evidéncia, é possivel afirmar que a terapia a base de
plantas mostra resultados benéficos para a inflamacdo e EO, em modelos

animais.

c) Alimentos funcionais, nutrientes antioxidantes e probioticos

O impacto dos alimentos funcionais sobre o curso das DIl foi examinado

por um pequeno numero de fatores dietéticos especificos (Tabela 5).

I. Leite de camela

O leite de camela (LC) pode representar um potencial candidato a eficacia
ndo farmacoldgica nas DIl com rea¢des adversas minimas (ARAB et al., 2014b).
Diferentemente de outros leites de ruminantes, este alimento é rico em diversos
minerais (calcio, ferro, magnésio, cobre e zinco), vitaminas (A, B2, C e E) e
insulina e apresenta baixa concentracdo de gordura, colesterol, proteinas e
acucares (DARWISH;ABD RABOH;MAHDY, 2012). Ele também contém uma
quantidade relativamente elevada de acidos graxos poli-insaturados e linoleico,
gue sao essenciais para a nutricdo humana (AL HAJ;AL KANHAL, 2010). No que
diz respeito ao elevado risco de ma nutricdo no decurso da DIl, o suporte
nutricional desempenha um papel crucial no tratamento destes pacientes. O LC
tem sido consumido como um suplemento nutricional essencial com alta
densidade energética e rico conteudo de vitaminas para ajudar os pacientes
imunodeficientes (ARAB et al., 2014b). A sindrome de ma absorcéo tem sido
identificada como um potencial desencadeante de sintomas das DI, tais como a
dor abdominal, inchaco e distensado, habitos intestinais alterados e desnutricdo
(BARRETT et al., 2009; WIECEK et al., 2014).
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Figura 13- Compostos naturais derivados de plantas com acao antioxidante
testada no tratamento das doencgas inflamatérias: artigos publicados entre 2009
a 2016/01
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Fonte: Autora

Além das suas diversas propriedades antioxidantes, o LC é rico em
lactoferrina, uma proteina com propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes
(LEGRAND et al., 2005). Em vista dessas caracteristicas, Arab et al. (2014),
avaliaram os efeitos do LC (10 mL.kg.d!) administrado por gavagem, uma

semana antes da inducdo da colite e no 4° dia pds indu¢cdo com TNBS. Uma
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atenuacao nas lesdes colbnicas, através da supressao do EO via reducéo da PL
(identificada pelos menores niveis de MDA), sintese de ERONs (niveis reduzidos
de ON* e de MPO), aliado a uma restauracao da defesa antioxidante (elevacao
na capacidade antioxidante e nos niveis de GSH) foram observados no grupo
que recebeu o LC (ARAB et al., 2014b).

Nesse sentido, mais estudos sédo necessarios para avaliar a eficacia do

LC como terapéutica adjuvante nas diversas fases das DII.

II.  Azeite de oliva extra virgem

Outro alimento funcional que pode apresentar efeitos benéficos nas DII
sem os efeitos indesejaveis que acompanham a farmacoterapia classica é o
azeite de oliva extra virgem (AOEV) (SANCHEZ-FIDALGO, S. et al., 2010). Ele
é um ingrediente tipico da dieta mediterranea. E obtido a partir do fruto da oliveira
unicamente por meios mecanicos ou outros meios fisicos, em condi¢cfes que ndo
levam a alteracdes do 6leo (SANCHEZ-FIDALGO et al., 2013b). O consumo
desse azeite aumenta a atividade de enzimas antioxidantes tais como SOD,
catalase e GPx e consequentemente atenua as DIl (OLIVERAS-LOPEZ et al.,
2008; OLIVERAS-LOPEZ et al., 2014). A funcéo protetora do AOEV é o resultado
da sua composicao especifica, incluindo proporcdes elevadas de acidos graxos
mono-insaturados (acido oleico), uma presenca equilibrada de acidos graxos
poli-insaturados e outros componentes menores, tais como o0 a-tocoferol,
compostos fendlicos (CONDELLI et al., 2015), desde os simples fenois
(hidroxitirosol e tirosol), aldeidos secoiridoides, flavonoides e lignanas
(acetoxipinoresinol, pinoresinol) (SANCHEZ-FIDALGO, S. et al., 2010).

Estudos anteriores tém demonstrado que portadores das DIl tém risco
elevado de desenvolver CCR. Estudos experimentais tém indicado que lipideos
dietéticos desempenham um importante papel no desenvolvimento do cancer,
particularmente no tumor colbnico (ITZKOWITZ, 2006). Por exemplo,
demonstrou-se que as dietas ricas em gordura do tipo 6mega 6 (w6) e acidos

graxos saturados promovem carcinogénese, enquanto que as dietas ricas em
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omega 3 (w3) apresentam um efeito protetor (DAVIDSON et al., 2004; OWEN et
al., 2004). Considerando que a inflamac&o crénica € um fator chave que
predispde ao aparecimento do CCR em portadores das DIl, Takashima et al.
(2014) avaliaram o AOEYV dietético (5%) ofertado por 5 semanas a animais com
colite induzida por SSD. No grupo suplementado foi observada supressao na
expressao colonica da COX2 e INOS (TAKASHIMA et al., 2014). Cabe ressaltar
que a COX2 é expressa em resposta a fatores de crescimento (fator de
crescimento transformador o), citocinas pré-inflamatérias (IL-1a) (MULLER-
DECKER;FURSTENBERGER, 2007), enquanto que a iNOS produz elevada
quantidade de *NO que se relaciona com iniciagdo, promog¢ao e progressao de
tumores (KAWANISHI et al., 2006). Esse estudo indicou que 0 consumo crénico
de 5% de AOEV atenua de forma significativa, os danos causados pelo SSD
(TAKASHIMA et al., 2014).

Como j& demonstrado, compostos fendlicos séo reconhecidos por seus
efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, antiproliferativos, antiarritimicos,
antiagregantes plaquetarios e vasodilatadores, bem como sua capacidade de
modular importantes vias de sinalizacdo celular. Sendo assim, o AOEV
apresenta um notavel poder antioxidante decorrente da elevada concentracéao
destes compostos (OLIVERAS-LOPEZ et al., 2014), em sua constituic&o.
Sanchez-Fidalgo et al. (2015) investigaram os efeitos do AOEV enriquecido com
alguns polifendis — 0 acetato de hidroxitirosila (HTy-Ac) e o 3,4-diidroxifenilglicol
— ambos fornecidos dieteticamente na concentracao de 0,1% (volume dietético),
por 30 dias antes da inducdo aguda da RCUI com SSD. Apenas 0 grupo
suplementado com HTy-Ac apresentou expresséao reduzida para COX e iNOS.
Adicionalmente, neste mesmo grupo foi identificado um bloqueio na via
sinalizada pelo NF-kB, melhora na funcéo antioxidante através da inibicdo na
atividade da MPO, e diminuicdo na infiltracdo intestinal de neutrofilos
polimorfonucleares (SANCHEZ-FIDALGO et al., 2015).

Dado o numero reduzido de experimentos, abordando a atividade
protetora do AOEV no CCR, as propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes
dos compostos presentes neste alimento, estudos experimentais e clinicos

adicionais sdo necessérios, a fim de investigar se a ingestdo do azeite de oliva
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e quais doses sdo eficazes para atenuar OS e inflamacdo em portadores da
RCUI.

Nutrientes antioxidantes

Alguns micronutrientes encontrados em alimentos, tais como a-tocoferol,
a vitamina E (vit E) e o acido ascérbico (vit C) (Figura 14), agem como defesas
antioxidantes exdégenos. Por esta razdo, alimentos ricos em antioxidantes ou
antioxidantes administrados como suplementos sao aplicados em larga escala,
na tentativa de aliviar os danos induzidos pelas ERONs e pela apoptose, tais
como, alteracdo na modulagdo da resposta imune e imunidade inata, dentre
outros (SEIFRIED et al., 2007).

Figura 14- Nutrientes com acao antioxidante testada no tratamento das doencas
inflamatorias: artigos publicados entre 2009 a 2016/01.
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A vit E é o termo geral que abrange todos os tocoferdis e tocotriendis
biologicamente ativos e seus derivados (Figura 13). Numerosos efeitos
benéficos a saude tém sido propostos para a vit E, que séo atribuidos a sua
atividade antioxidante (VROLIJK et al., 2015). Nesse sentido, a vit E esta
associada com risco reduzido de doenca cardiaca (JOSHIPURA et al., 2001) e
do cancer de colon (BOSTICK et al., 1993).

Quimicamente, a vit E € uma vitamina lipossoluvel, biologicamente ativa
em tecidos e no plasma. Tocoferéis, portanto, protegem membranas lipidicas por
extinguir/eliminar o oxigénio singlete (e potencialmente outras EROs, como a
*OH) (KAMAL-ELDIN;APPELQVIST, 1996).

O principal obstaculo a utilizacdo da vit E no tratamento de doencas
inflamatorias agudas tais como a RCUI, € a sua baixa solubilidade na agua,
dificultado sua ingestao oral, uma vez que a maioria dos veiculos € hidrossoluvel,
ou a administracdo por enema nos pacientes. Portanto, o uso de derivados de
Vit E, como acetato de tocoferol e fosfato de a-tocoferol, que sdo mais sollveis
em agua (MIRBAGHERI, 2008), tém sido preferidos como suplementos

dietéticos.

Apesar do efeito benéfico da vit C, que contribui para a regeneracédo da
vit E (PACKER;WEBER;RIMBACH, 2001), estudos in vivo tém demonstrado
resultados contraditérios, quando essa vitamina € administrada com outros
antioxidantes. De acordo com Ozkan et al. (2005), vit E, vit C e &cido lipoico
(ALA) protegeram da lipoperoxidacao, o acido araquidonico presente no cérebro
de ratos diabéticos e ndo diabéticos (OZKAN et al., 2005). Contudo, quando
combinada com elevadas doses de vit E e de 0leo de girassol oxidado, a vit C
apresentou efeitos pré-oxidantes (ROUAKI et al., 2013).

a-Tocoferol pode ser utilizado sozinho (TAHAN et al., 2011a) ou em
combinacdo com outros nutrientes (BITIREN et al., 2010; SCHEPENS et al.,
2011). Os resultados mostraram auséncia de efeito antioxidante no célon,
guando a VIt E foi utilizada com a Vit C e GSH (SCHEPENS et al., 2011).
Algumas metanalises tém mostrado que os suplementos antioxidantes néo
resultam em beneficio na saude, mas, paradoxalmente, uma alta ingestao de

antioxidantes esta associada a um aumento da mortalidade (BJELAKOVIC et al.,
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2007; MYUNG et al., 2010). Essas observacdes sugerem um efeito pré-oxidante
dos antioxidantes e parece que esse efeito deletério esta associado a mutagdes
no Nrf2 (PERERA;BARDEESY, 2011).

Outros nutrientes importantes para a manutencdo da homeostase
intestinal sdo selénio (Se) e zinco (Zn), elementos essenciais para a
reestruturacao das enzimas antioxidantes, como GPx e SOD. O Se presente na
GPx, que é essencial para combater EROs e para regenerar adipOcitos por
reacilacdo. Por outro lado, 0 Zn como um cofator da SOD também esta envolvido
com a defesa oxidante. Quando este mineral foi utilizado em combinacdo com a
Vit E (BITIREN et al., 2010) ou com o anti-TNFa (um farmaco preconizado
especialmente para o tratamento da DC) (BAROLLO et al., 2011), um improvavel

desequilibrio redox foi observado tanto no plasma como no célon (Tabela 5).

s

Entretanto, é fundamental antes de uma prescricdo de qualquer
antioxidante, compreender que cada substancia tem seu préprio perfil
bioquimico e que, por isso, os antioxidantes ndo devem ser tratados como uma
classe Unica (VROLIJK et al., 2015).

Recentemente, em revisdo conduzida por Di Stasi, Costa e Witaicenis
(2015) avaliaram-se patentes focadas em compostos quimicos, alimentos
funcionais e terapia bioldgica util para o tratamento da DII. O artigo selecionou
33 produtos patenteados durante o periodo 2013-2014 e apenas um deles foi
incluido nesta revisdo, o ALA. No entanto, os autores fazem criticas sobre a
qualidade das patentes, uma vez que a maioria delas ndo sdo conclusivas,
porque foram baseadas em dados de métodos especificos que ndo estdo
relacionados a inflamacao intestinal. Além disso, estudos clinicos tém sido
raramente descritos, limitando fortemente a sua avaliagdo e aplicabilidade

médica (DI STASI;COSTA;WITAICENIS, 2015).

Probidticos

Nos ultimos anos, um interesse crescente na hipotese de que a disbiose

intestinal pode resultar na deficiéncia imunoldgica associada as DI, resultou em
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varios estudos sobre probiéticos e prebioticos. As bactérias probioticas podem
ser definidas como microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios & saide do hospedeiro (HALLER
et al., 2010).

A acao antioxidante dos probidticos pode estar relacionada a eliminacéo
de EROs, a quelacédo de ions metalicos, a inibicdo de enzimas e a reducéo/
inibicdo da auto-oxidacgéo do ascorbato (LIN;YEN, 1999;
TALWALKAR;KAILASAPATHY, 2003), bem como a sintese de enzimas

antioxidantes por bactérias utilizadas nas formulas (LEBLANC et al., 2011).

O poder antioxidante dos probiéticos tem sido demonstrado em individuos
saudaveis através do aumento da capacidade antioxidante total, que avalia a
capacidade da amostra em inibir a PL, e do status antioxidante total, que avalia
a inibicdo do radical ferrilmioglobina relacionado a geragcdo do H20:2
(SONGISEPP et al., 2005), na doenca cardiovascular via reducao na sintese de
ERO (NARUSZEWICZ et al., 2002), e na doenca hepatica gordurosa nao

alcoolica em criancas (YANG et al., 2014).

Em um recente estudo in vivo e in vitro conduzido por Amaretti et al.
(2013), que avaliou a eficacia dos Lactobacillus e Bifidobacterium, os autores
identificaram que, dada a coloniza¢ao do colon pelos probiéticos administrados,
€ concebivel que o seu efeito protetor global pode estar relacionado com as
atividades que ocorrem em nivel intestinal, isto €, a secrecdo de enzimas como
a SOD, as atividades quelantes de metais, a promocdo da producédo de
biomoléculas, tais como exopolissacarideos antioxidantes que tém
demonstrado, in vitro, atividades antioxidantes e de "varredor" de radicais livres
(AMARETTI et al., 2013).

Mesmo que um agente patogénico especifico ndo tenha ainda sido
identificado como um fator etiopatogénico e uma causa infecciosa definitiva ndo
possa ser considerada por si sO, o envolvimento da microbiota intestinal na
patogénese destas doencas € geralmente reconhecido (CAMMAROTA et al.,
2015). Varios estudos em pacientes com RCUI tém demonstrado efeitos anti-
inflamatdrios e melhoria dos marcadores clinicos como um resultado da

utilizacdo de probioticos, em especial Escherichia. coli Nissle 1917, VSL#3,
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Lactobacilli e/ou Bifidobacteria (HALLER et al., 2010). No entanto, para a DC,
nenhum beneficio tem sido confirmado e por isso, seu uso nao € recomendado
(RAHIMI et al., 2008).

Apesar dos 14 estudos identificados nessa revisdo serem todos em
modelos animais, resultados importantes sobre o perfil redox foram observados,
especialmente sobre a elevacdo da SOD, catalase, GPx (LEBLANC et al., 2011;
SENGUL et al., 2011), GSH (SENGUL et al., 2011), bem como redugdo na MPO
(TOUMI et al., 2013), °NO (MANE et al., 2009), MDA e danos proteicos (SIMEOLI
et al., 2015).

No entanto, um resultado notavel foi obtido por Gardlik et al. (2012)
usando probidticos recombinantes. Segundo esses autores, apesar da nao
elevacdo dos niveis de MDA e de AGEs observados no grupo com colite induzida
por SSD, a administracdo de todas as cepas de E. coli reduziram estes
parametros, guando comparados ao grupo de controle
(GARDLIK;PALFFY;CELEC, 2012). Este resultado sugere uma potencial acéo
antioxidante causada por probiéticos e a utilizacéo diaria de 200 mg de E. coli
Nissle 1917 (Mutaflor) pode ser uma opc¢éo para pacientes com RCUI, que ndo
tém indicacdo ou ndo querem tomar mesalazina, como recomendado pela
Sociedade de Gastroenterologia Britanica (MOWAT et al., 2011).

Outros resultados promissores foram observados por Simeoli et al. (2015),
usando um simbiético (L. paracasei + frutoligossacarideos e arabinogalactana)
na RCUI induzida por SSD. Esses autores confirmaram que essa formulagéo se
mostrou efetiva ndo sé na reducdo do dano oxidativo, como também na
inflamacéo colbnica e que isto se deveu a acdo combinada entre pré e
prebioticos (SIMEOLI et al., 2015).

Outra forma interessante e eficaz para garantir a manutencdo das
caracteristicas protetoras dos probidticos € o uso de alimentos enriquecidos com
esses microrganismos, em especial os produtos lacteos. Neste contexto, Plé et
al. (2015) formularam um leite enriquecido com Lactobacillus delbrueckii e um
gueijo acrescido de L. delbruecki e Propionibacterium freudenreichii. Os
resultados encontrados chamam a atencdo para a efetividade destes
componentes no tratamento da RCUI, visto que mudancas importantes foram
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vistas em todos os quesitos analisados (histologicos, inflamatorios, oxidativos,
imunoldgicos e de microflora intestinal) o que, segundo os autores, suportam
evidéncias para um estudo piloto com pacientes portadores de RCUI (PLE et al.,
2015).

No entanto, uma das dificuldades encontradas nesta revisdo, em relacéao
a estes nutracéuticos foi a diversidade de cepas bacterianas e doses
terapéuticas utilizadas. Portanto, é fundamental investigar novas possibilidades
terapéuticas de todos os probidticos para a DI, incluindo o seu potencial

antioxidante.

d) Plantas medicinais

O uso de plantas medicinais e seus componentes ativos vem se tornando
uma abordagem cada vez mais atraente para o tratamento de varias desordens
inflamatdrias entre os pacientes que ndo respondem ou que ndo querem tomar
medicamentos tradicionais. Derivados de alimentos tém a vantagem de ser
relativamente ndo téxicos (BENGMARK, 2006).

O interesse cientifico na capacidade terapéutica de plantas e extratos
vegetais pode ser verificado na Tabela 6 em que 56 artigos estudaram 54 plantas
medicinais e registraram excelentes resultados no tratamento das DIl. Aqueles
gue apresentaram acdes antioxidantes mais amplas (sobre mais biomarcadores)
foram: Acacia ferruginea (SAKTHIVEL;GURUVAYOORAPPAN, 2014),
Terminalia chebula (GAUTAM et al, 2013), Punica granatum
(SINGH;JAGGI;SINGH, 2009; LARROSA et al., 2010a), Rhizophora apiculata
(PRABHU;GURUVAYOORAPPAN, 2014), e a Bauhinia tomentosa
(KANNAN;GURUVAYOORAPPAN, 2013). Estes extratos contém varios
compostos ativos (flavonoides, taninos, polifendis, saponinas, terpenos e outros
fitoquimicos), que podem atuar simultaneamente em diferentes partes da
cascata inflamatoria e oxidativa e sdo geralmente considerados seguros, ja que

tém sido consumidos por geracdes (ALGIERI et al., 2013).

Chama a atencéo, nesse sentido, que a combinacéo dessas substancias
naturais, incluindo algumas ainda desconhecidas pela comunidade cientifica,

possa atuar sinergicamente na reducédo da inflamacao, controle dos sintomas
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como diarreia e dor abdominal, minimizacdo de lesdes como as Ulceras de
mucosa, dentre outros., e por isso, sejam usadas por culturas tdo antigas, como
€ 0 caso da China (XU;ZHANG:;JI, 2015) (HAN et al., 2011; CHEN et al., 2015).
Porém, mesmo com esse uso, por vezes milenar, e tendo sua acao
“comprovada” como terapia popular, a ciéncia tradicional deve sempre buscar
esclarecer mecanismos de acgéo, efeitos em 6rgdo além daqueles que fazem
parte do TGI, como figado, vesicula, rins, uma vez que seu metabolismo pode
modificar segundo a rota de administracéo (se i.p., oral, enema) e metabolizacao
utilizadas, para que o uso dessas plantas medicinais seja realizado com

seguranga.
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Tabela 6- Acéo de plantas medicinais sobre marcadores de estresse oxidativo nas doencas inflamatdrias intestinais: artigos
publicados de 2009-2016/01.

ACAO ANTIOXIDANTE

4 ERONs I SINTESE DAS ERONsS 4 DANO OXIDATIVO MELHORA NA DEFESA ANTIOXIDANTE
PLANTA MEDICINAL COMPOSTOS ATIVOS Ref COX2 NE-«B GR
*‘NO EROs iNOS LPO MPO I -g PL PTN DNA SOD | CAT | GPX GSH Nrf2 CAO
NOX Kwho GST
) . Triterpenos, saponinas
Pfaffia paniculata L . (COSTA et al.
L ) + polifendis, flavanoides, ! X X
(Brazilian ginseng) alcaloides 2015)
Calculus bovis sativus Acido colico, (Ll etal., X X X
(Niuhuang) desoxicdlico, colesterol 2015)
Raphanus sativus Vit C, tocoferol e (CHOl et al., X
P polifenois 2015)
Aminoéacidos, polifendis, .
Sasa quelpaertensis (acido p-cumérico e (YEOMKIM, X X X X X
e 2015)
tricina)
Flavonoides, compostos | (SAKTHIVEL;
Acacia ferruginea fendlicos, esteroides, GURUVAYOO X X X X X X
Acacia terpenoides, alcaloides, RAPPAN,
saponinas e taninos 2014)
(MANNASAH
Agave americana Saponinas, pectina EBetal., X X
2015)
L Taninos, compostos (GAUTAM et
Terminalia chebula fendlicos, triterpenoides al., 2013) X X X X X X
Withania somnifera Withanolideos (PAWAR et X X X X
al., 2011)
e Adenosina e (HAN;OH;PAR
Cordyceps militaris polissacarideos K, 2011) X X X
(AMINI-
Ziziphora clinopoides Flavonoides SHIRAZ| et X X X X X
al., 2009)
Flavonoides e &cidos
Patrinia scabiosaefolia fetlo!lcos (amdgs (CHO et al, X X X X
oleandnico, oleandlico e 2011)
ursolico)
Phlomis lychnitis Sesquiterpenoides, (Q%G;%Té)et X X X X
diterpenoides, (ALéIERI ot
Phlomis purpurea triterpenoides, al, 2013) X X X X
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ACAO ANTIOXIDANTE

¥ ERONs ¥ SINTESE DAS ERONsS 4 DANO OXIDATIVO MELHORA NA DEFESA ANTIOXIDANTE
PLANTA MEDICINAL COMPOSTOS ATIVOS Ref COX2 NE-«B GR
*‘NO | EROs iNOS LPO MPO x PL PTN DNA | SOD | CAT | GPX | GSH Nrf2 | CAO
/lk-Ba
NOX GST
triterpenos saponinas e
flavonoides
Acido gimnémico e (ALEISA et al.,
Gymnema sylvestre antraquinonas 2014) X X X
Hymenae Taninos condensados e (ORSISEITO;
astig],onocarpa flavonoides DI STASI, X X X
2014)
Compostos nao polares
((s1;1-
etoxipentacosano, S2:
heptacosan-1-ol + S3: b-
Euphorbia granuleta sitosterol) e flavonoides (/;/V,;g\%;et X
(S4; kaempferol, S5; v
kaempferol-3-glucosideo
+ S6: kaempferol-3-
galactosideo)
. Acido fendlico e (KASINATHA
Aegle marmelos fruit flavonoides N et al., 2014) X X
Vaccinum .
wacrocapon | Fawnedese | 030 e x
(Cranberrie) P
Alcaloides, terpenoides,
: taninos, fenais, (HARTMANN
Boswellia serrata saponinas e triterpenos et al., 2014) X X X
pentaciclicos
(ABDOLGHAF
Teucrium persicum - FARI et al., X X X
2010)
Flavonoides, taninos
. . > ' (PRABHU;GU
Rhizophora apiculata antracfier%::ggsécido RUVAYOORA | X X X X X X X
ntraq 8 PPAN, 2014)
pirolignoso e siringol
Esteroides, diterpenos, (RISE;PRABH
Avicennia marina triterpenos, saponinas, U;GURUVAY X X X X X
flavonoides, alcaloides e | OORAPPAN,
taninos 2012)
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ACAO ANTIOXIDANTE

¥ ERONs ¥ SINTESE DAS ERONsS 4 DANO OXIDATIVO MELHORA NA DEFESA ANTIOXIDANTE
PLANTA MEDICINAL COMPOSTOS ATIVOS Ref COX2 NE-«B GR
*‘NO | EROs iNOS LPO MPO x PL PTN DNA | SOD | CAT | GPX | GSH Nrf2 | CAO
/lk-Ba
NOX GST
. . Flavonoides (MOTAWI;RIZ
Ginkgo biloba (kaempferol, quercetina K;SHEHATA, | X X
dentre outros) 2012)
. . Robinetina, fisetina,
Archidendron clypearia 4cido gélico e (SEOK YANG X X
; etal., 2012)
quercetina
Artemisiae e Rumex Eupatilina (5,7-diidroxi-
aquaticus 3',4',6-trimethoxiflavona) (TESORIERE X X X X
; et al., 2014)
- flavonoide
’ Quercetina-3-0-3-D- -
Rumex aquaticus glucuronopiranosideo) - (gtoaoI’ '\z/l(l)rl]g)e X X X X
flavonoide "
Typha angustifolia Fibra e carboidratos (FR%ISIZ? al, X X
. Lancemaside A (HYAM et al.,
Codonopsis lanceolata (saponin) 2013) X X
Maracuja (Passiflora Polissacarideos e (DE OLIVEIRA X
edulis) flavonoides et al., 2009)
Flavonas e
Lemon verbena P . (LENOIR et
e verbascosideo (acido X X
(Aloysia triphylla) fendlico) al., 2011)
Amaranthaceae
(Amaranthus . . (NIRMAL et
roxburgianus) plus Diversos alcaloides al., 2013) X X X
Piperina
Kaempferol-7-O-
rhamnosideo,
kaempferol-3-O- (KANNAN;GU
Bauhinia tomentosa glucosideo, quercetina- | RUVAYOORA X X X X X X
3-0O-glucosideo e PPAN, 2013)
quercetina-3-O-
rutinosideo
Bergamot juice (fruto . (IMPELLIZZE
do Citrus bergamia) Flavonoides Rl et al., 2014) X X
Extrato do kiwi VitC, VitE, carotenoides, | (EDMUNDS et X
(Actinidia deliciosa) polifenéis al., 2011)
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ACAO ANTIOXIDANTE

¥ ERONs ¥ SINTESE DAS ERONsS 4 DANO OXIDATIVO MELHORA NA DEFESA ANTIOXIDANTE
PLANTA MEDICINAL COMPOSTOS ATIVOS Ref COX2 NF-xB GR
*‘NO | EROs iNOS LPO MPO PL PTN DNA | SOD | CAT | GPX | GSH Nrf2 | CAO
/lk-Ba
NOX GST
Pollifenois (LARROSA et
(punicalaginas, al., 2010a) X X X X X
Pomegranate punicalina, &cido .
(Punica granatum) elargico, acido (SIII\.ISGIH,(\;JQGG X X
glucosideo e acido ‘2009) ’
elargico livre)
) ) ! ) (LEl et al.,
Nigella sativa Timoquinona 2012) X X X
Extrato de brécolis e Isotiocianato
varios 6leos essenciais (MUELLER;BL
(Cucuma onga, | ({orslen) emencs | Uy e x x
Thymus vulgaris, ca’rnosol) ' , 2013)
Rosmarinus officinalis)
Esplnoa}grea((igl)naua Flavonoides e taninos (OTARI et al., X
2012)
Cordia dichotoma Compostos fedlicos (GANJARE et X X X
al., 2011)
St. John's Wort Hipericina, h_|perfor|na,
; Flavonoides e
(g?:fgfgtcu ur:]r; derivados, xantinas (DOZSOTOSt al., X X X, X
P derivadas e biapigenina )
Saponinas,
Ginseng Americana polissacarideos, (POUDYAL;LE X X X
(Panax quinquefolius) poliinas, flavonoides, e ;DAVIS, 2012)
Oleos volateis
(JOHN;SHAHI X X
Grape juice (Vitis Flavonoides e outos DI, 2010)
vinifera) polifendis (PAIOTTI et X
al., 2013)
Black raspberries L (MONTROSE
(Rubus occidentalis) Polifendis etal., 2011) X X
Jumihaidokuto (mistura
de 10 ervas Polifencis (StRaII:Echl;ilAS')? X
japonesas) "




93

ACAO ANTIOXIDANTE
4 ERONSs ¥ SINTESE DAS ERONSsS { DANO OXIDATIVO MELHORA NA DEFESA ANTIQM=aMTE
PLANTA MEDICINAL COMPOSTOS ATIVOS Ref COX2 NE-«B GR .
*NO | EROs | iNOS LPO MPO x PL PTN DNA | SOD | CAT | GPX | GSH Nrf2 | CAO
/lk-Ba
NOX GST
Gegenginlian (mistura Puerarina, baicalina, . .
de quatro ervas berberina, acido (XU’ZZ%QEI)G'JI X X X X
chinesas) glicirrizico e palmatina ’
HuanaginTan Flavonoides,
luangq 9 monoterpeno (CHEN et al.,
(mistura de quatro S X X
) glicosideos e 2015)
ervas chinesas) . - .
triterpenoides saponinas
Polifenois, flavan-3-ols (SALAGA et
Oenothera paradoxa Galotaninos al., 2014) X X
Sugingwan watered
pilula (SWP) (13 - (HAN et al., X
tradicionais plantas 2011)
medicinais chinesas)
STW 5 (doses fixas
combinadas de nove (WAZD(;EZ? al, X X X X
extratos de palntas)
Triphala (mistura de
Terminalia chebula
Retz, Acido Galico (KOPPIKAR et
Terminaliabellirica al., 2014) X X X X X
(Gaertn.) Roxb. e N
Emblica officinalis
Gaertn
o (WANG et al.,
Extrato de uva Polifendis 2013) X X
Extrato de vinho tinto Polifendis (NUNES etal., X X X X
2013)
Legenda: - = n#o altera; * = estudos em humanos; { = reduz CAO = capacidade antioxidante; CAT = catalase; COX 2 = cicloxigenase tipo 2; DNA = &cido

desoxirribonucleico; GPx = glutationa peroxidase; GR = glutationa redutase; GSH = glutationa reduzida; GST = glutationa S-transferase; INOS = 6xido nitrico
sintetase induzivel; lk-Ba = fator nuclear do gene polipeptideo tipo kappa potencializador de inibidores de células B, alfa; PL = peroxidagao lipidica; LPO =
lipoxigenase; MPO = mieloperoxidase; NF-kB = fator nuclear Kappa de células B ativadas; *NO = éxido nitrico; NOX = nicotinamida dinucleotideo fosfato
oxidase; Nrf2 = fator nuclear eritroide 2; PTN = proteina; Ref = referéncia; ERONs = espécies reativas de oxigénio e nitrogénio; EROs = espécies reativas de

oxigénio; SOD = superoxido dismutase.
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1.4 Conclusdes e perspectivas futuras

Terapias alternativas para as DIl sdo um vasto campo de interesse

cientifico.

Nesta revisdo sistematica, 166 diferentes substancias com capacidade
antioxidante, principalmente para RCUI, foram identificados. No entanto, poucos
compostos foram avaliados mais de uma vez, incluindo: o antagonista do
receptor de angiotensina Il (NAGIB et al., 2013; ARAB et al., 2014a; GUERRA et
al., 2015); os hormonios grelina (KONTUREK et al., 2009; MATUSZYK et al.,
2015) e MEL (TERRY et al., 2009; TAHAN et al., 2011b; SAYYED et al., 2013;
TRIVEDI;JENA, 2013a); as substancias sintéticas N-acetilcisteina (ANCHA et
al., 2009; YOU et al.,, 2009; AMROUCHE-MEKKIOUI;DJERDJOURI, 2012;
ROMAGNOLI et al., 2013; URAZ et al., 2013), bis(1-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-4-
piperidinil)Jdecandioato (VASINA et al., 2009; VASINA, 2010) e o &cido 3,4-oxo-
isopropilideno-shikimico (XING, J.-F. et al., 2012; XING, J. et al., 2012; XING et
al., 2013); o resveratrol e alguns dos seus derivados (YOUN et al., 2009;
LARROSA et al., 2010b; SANCHEZ-FIDALGO, Susana et al., 2010; SINGH et
al., 2010; YAO et al., 2010; ABDALLAH;ISMAEL, 2011; ABDIN, 2013); a
curcumina (ARAFA et al., 2009; MOTAWI;RIZK;SHEHATA, 2012;
MOUZAOUI;RAHIM;DJERDJOURI, 2012; TOPCU-TARLADACALISIR et al.,
2013); as proantocianidinas da semente de uva (WANG et al., 2010; LI et al.,
2011; WANG et al., 2011); a quercetina (GUAZELLI et al., 2013; DODDA et al.,
2014); os derivados coumarinicos (WITAICENIS;SEITO;DI STASI, 2010;
WITAICENIS et al., 2012; WITAICENIS et al., 2014); a microalga spirulina
(ABDELKHALEK;GHAZY;ABDEL-DAIM, 2014; ABDEL-DAIM et al., 2015); as
plantas medicinais (em forma de extrato ou de compostos ativos) Punica
granatum (SINGH;JAGGI;SINGH, 2009; LARROSA et al.,, 2010a), Embelia
ribes (KUMAR G et al., 2011; THIPPESWAMY et al., 2011); o gerandiol
(MEDICHERLA et al., 2015; SOUBH;ABDALLAH;EL-ABHAR, 2015) e os
compostos isolados da Cannabis sativa (BORRELLI et al., 2009; BORRELLI et
al., 2013) e do suco de uva (PAIOTTI et al.,, 2013; MARCHI et al., 2014). A

realizacdo de uma metanalise com esses dados foi inviabilizada pelo reduzido
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namero de repeticdes, bem como devido a diversidade metodoldgica entre os

trabalhos que utilizaram a mesma substancia/composto.

Diversos biomarcadores do EO foram extensivamente utilizados em todos
os estudos que fizeram parte desta revisdo, em especial: *NO; as enzimas pro-
oxidantes MPO e COX2; o fator de transcricdo NF-kB; as enzimas SOD, catalase
e GPx e o sistema de defesa ndo enziméatico GSH. No entanto, poucos estudos
identificaram substancias com efeitos positivos sobre a expressdo do Nrf2
(FANG et al., 2013; TRIVEDI;JENA, 2013a; b; TRIVEDI et al., 2015), e em vista
de sua forte associacdo com o desequilibrio redox e inflamacé&o, como discutido
anteriormente, a regulacdo do eixo de sinalizagdo Nrf2-ARE pode estar

fortemente associada com a intervencao farmacologica.

De acordo com Piganelli & Delmastro (2011), tratamentos Otimos
poderiam incorporar antioxidantes em combinagdo com agentes anti-
inflamatorios, tais como os inibidores da ativacdo de NF-kB, e devem também
considerar as limitacbes associadas com o0 uso de terapias com
enzimas/proteinas intactas, tais como biodisponibilidade, acessibilidade celular
limitada, a imunogenicidade, e o custo de producdo (PIGANELLI;DELMASTRO,
2011). Neste contexto, nutracéuticos, alimentos e compostos naturais se

encaixam muito bem no tratamento de DII.

Além do papel do EO na etiologia das DIl, o aumento consistente das
ERONs tém uma acdo importante na recorréncia da fase ativa e,
consequentemente, o uso de antioxidantes pode ajudar na manutencao da fase
de remisséo (RANA et al., 2013).

Estudos experimentais em modelos animais sédo fundamentais para testar
com confiangca o0s diversos compostos isolados/extratos/nutracéuticos/
hormdnios/alimentos/nutrientes, antes de testes em seres humanos, e este fato
explica por que apenas dois estudos relataram o0 uso de compostos em
individuos: resveratrol (SAMSAMI-KOR et al., 2015) e o picogenol (em criancas)
(KOLACEK et al., 2013) e que avaliaram biomarcadores do EO.

Dessa forma, o investimento cientifico no campo de tratamentos

alternativos das DII, deve identificar substancias que isoladas ou combinadas
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atuem nas diversas vias metabolicas do estresse oxidativo, ou que contribuam
para minimizar um efeito negativo de um farmaco tradicional ou que possam
contribuir, na manutencdo da fase assintomatica, evitando sua evolugcédo para
fase aguda e o aparecimento de sinais e sintomas caracteristicos dessa

sindrome.
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2. MODULACAO COLONICA E HEPATICA PELA
SUPLEMENTACAO DE ACIDO LIPOICO E/OU N-
ACETILCISTEINA NA COLITE ULCERATIVA INDUZIDA POR
SULFATO DE SODIO DEXTRANA EM RATOS

2.1 Introducéao

As DIl afetam 150-250 / 100.000 pessoas, especialmente nos paises
desenvolvidos e, ainda hoje, ndo tém etiologia definida, mas estédo intimamente
relacionadas com fatores genéticos e imunoldgicos (PONDER;LONG, 2013), a
microbiota e, em particular, ao EO (PRAVDA, 2005).

A utilizacdo de antioxidantes é considerada uma terapia complementar
importante em varias condicfes tais como doencas cardiometabdlicas,
neurolégicas e gastrointestinais, na prevencdo do cancer e outros
(GINTER;SIMKO;PANAKOVA, 2014).

O EO na RCUI tem relacdo ndo s6 com a etiologia, mas principalmente,
com o desenvolvimento de sinais e sintomas caracteristicos, tais como: aumento
da permeabilidade intestinal, pela destruicdo das juncdes intercelulares
(AMASHEH et al., 2009), aumento da infeccdo e inflamacao por infiltracdo de
neutréfilos (BHARDWAJ, 2010), presenca de Uulceras colénicas como uma
consequéncia da PL e dos danos as proteinas (CADIRCI et al.,, 2007), e
desenvolvimento de cancer, como consequéncia de danos ao DNA. No entanto,
0 curso desses sintomas e manifestagdes clinicas € heterogéneo, variando de
acordo com o nivel de RCUI: se leve, moderada ou grave, cuja classificacéo e
critérios adotados podem variar de acordo com os autores (TRUELOVE;WITTS,
1955; DIGNASS et al., 2014).

Alguns antioxidantes exibem efeitos benéficos sobre diversas dessas
patologias, especialmente o ALA (SHAY et al., 2009) e a NAC (HOU et al., 2015).
As duas substancias tém sido testadas separadamente na RCUI (KOLGAZI et
al., 2007; ANCHA et al., 2009; AMROUCHE-MEKKIOUI;DJERDJOURI, 2012;

TRIVEDI;JJENA, 2013b) e combinadas em outras condi¢des clinicas como
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envelhecimento, intoxicacéo e exercicio (THAKURTA et al., 2012; JANA et al.,
2014; THAKURTA et al., 2014), com resultados positivos.

Devido a sua propriedade antioxidante, observada em ambas as formas:
oxidada (4cido a-lipoico — ALA) e reduzida (acido diidrolipoico — DHLA), o ALA é
chamado de “antioxidante universal” (PACKER;WITT;TRITSCHLER, 1995). E,
ainda, soluvel em ambientes hidrofilicos e lipofilicos, apresentando um elevado
potencial redox de -0,32 V (vs Eletrodo Normal de Hidrogénio)
(MOINI;PACKER;SARIS, 2002). Ademais, a dupla ALA/DHLA é um importante
sequestrador do O2*, HOCI, ONOO" e *NO; & também um quelante de metais; é
habil em restaurar componentes da defesa antioxidante exdgena como 0 o-
tocoferol, o acido ascérbico e o sistema formado pela GSH/GSSG
(PACKER;TRITSCHLER;WESSEL, 1997). Por outro lado, é importante enfatizar
que além de antioxidante, o ALA é um importante agente anti-inflamatério.
Estudos in vitro sugerem que o ALA atua como inibidor da IKK2 (IxB kinase-2),
complexo enzimatico responsavel pela degradacdo do IxkBa e subsequente
liberacdo do NF-kB (YING et al., 2011). Outro efeito anti-inflamatério
desempenhado pelo ALA é seu papel ativador do Nrf2, que, como mencionado
no capitulo anterior, ocorre de forma independente do rompimento da ligacdo
deste com sua proteina Keap 1, com a qual forma um complexo que impede a
entrada do Nrf2 no interior nuclear, afim de estimular a transcri¢cdo génica. Como
consequéncia, o ALA eleva, de forma indireta, os niveis de enzimas
antioxidantes como a GPx e a SOD (SHAY;MICHELS;LI, 2012).

A NAC é outro agente redutor extremamente potente e que, assim como
0 ALA, apresenta um elevado potencial redox (-0,063 V e -0,106 V vs. Orion
9103BN  semi-micro  eletrodo combinado) (SADOWSKA;MANUEL-Y-
KEENOY;DE BACKER, 2005), além de ser um importante sequestrador de
EROs e um forte quelante de metais (KASPERCZYK et al., 2014). Contudo, a
maior agéo antioxidante atribuida ao NAC é seu poder de melhorar as defesas
antioxidantes nao enzimaticas através do estimulo a sintese da GSH
(KASPERCZYK et al., 2014). Os efeitos anti-inflamatoérios da NAC também tém
sido amplamente estudados e confirmados, especialmente através da inibigdo
de NF-xB (HADDAD, 2002).
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Por outro lado, as manifestacdes extraintestinas das DIl sdo pouco
exploradas, assim como os efeitos sistémicos dos tratamentos alternativos
usados no controle dessas doencas. Dentre as manifestacfes extraintestinais
mais frequentes destacam-se as desordens hepatobiliares. Um estudo pioneiro
nesse aspecto foi o desenvolvido por Hakansson et al. (2012), em que os autores
identificaram que apds o fornecimento de 4% (g/v) de SSD por 7 dias, ocorreu
importante injaria hepatica, confirmada pelos maiores niveis séricos de
hepatoglobina e por diversos achados histolégicos, como pontos de necrose e
balonizacdo dos hepatécitos (HAKANSSON et al., 2012). Mais recentemente,
em 2016, Farombi et al., utilizando 5% de SSD (g/v) por 5 dias, confirmaram a
associacdo existente entre colite e injaria hepatica, através de achados
histoldgicos e da elevacéo sérica das transaminases (alanina aminotransferase
— ALT e aspartato aminotransferase — AST) e fosfatase alcalina.

Concentragbes minimas de SSD foram encontradas nas células de
Kupffer ja no primeiro dia de tratamento com esse sal. Apesar da metabolizacao
ser considerada lenta, visto que mesmo apos 8 semanas de finalizacdo da
inducéo da colite, as células de Kupffer ainda apresentarem vestigios do SSD
(KITAJIMA;TAKUMA;MORIMOTO, 1999), acredita-se que essas baixas
concentracfes ndo sao responsaveis por toda injuria hepatica observada. Esta
decorre das alterac8es colbnicas como a quebra da barreira intestinal e aumento
da permeabilidade intestinal, observadas pela maior ativacdo de receptores
como os TRL4 e elevagdo na concentracdo de LPS na circulagdo portal
(GABELE et al., 2011; TRIVEDI;JENA, 2013c).

Essa estreita relacdo entre colon e figado pode ser justificada pela
embriogénese comum entre os 6rgaos, bem como pela ligacdo existente entre o
intestino e a veia porta (WIELAND et al., 2015). No entanto, o principal foco dos
estudos que avaliam essa relacéo figado-intestino € a microbiota, a qual tem
recebido especial atencdo devido a intima conexdo com a sindrome metabdlica,
obesidade e doenca hepatica ndo alcodlica (ABDUL-HAI;ABDALLAH;MALNICK,
2015).

Sabendo que a RCUI é um importante problema de saude publica, que
afeta principalmente jovens adultos, reduzindo substancialmente sua qualidade
de vida e que o tratamento farmacoldgico apresenta diversos efeitos colaterais

e gque uma parcela da populacdo ndo € responsiva aos tratamentos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=H%C3%A5kansson%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22457771
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convencionais, € de suma importancia encontrar alternativas terapéuticas que
contribuam para minimizar/evitar a progresséao/agudizacéo/reicidiva da doenca.
Tendo em vista que o ALA e a NAC tém sido testados, tanto isoladamente como
combinados com sucesso, em diversos sistemas biolégicos e a forte associacéo
entre intestino e figado, o objetivo deste trabalho foi avaliar as ac6es antioxidante
e anti-inflamatéria do tratamento com ALA e/ou NAC, sobre os tecidos coldnico

e hepatico em um modelo animal de RCUI.
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2. Objetivos

2.2.1. Objetivo Geral

Avaliar a acdo da suplementacgéo oral dos antioxidantes acido lipoico e N-

acetilcisteina, isolados e combinados, sobre biomarcadores do estresse

oxidativo e de inflamacéo nos tecidos intestinal e hepético, de ratos com colite

ulcerativa leve induzida por sulfato de sédio dextrana.

2.2.1.

Obijetivos Especificos

Avaliar o perfil bioquimico dos animais submetidos aos tratamentos com
SSD e/ou &cido lipoico, N-acetilcisteina e acido lipoico associado a N-
acetilcisteina;

Avaliar o perfil hematolégico dos animais submetidos aos tratamentos
com SSD e/ou &cido lipoico, N-acetilcisteina e acido lipoico associado a
N-acetilcisteina;

Identificar alteracdes histolégicas nos tecidos colénico e hepatico dos
animais submetidos aos tratamentos com SSD e/ou &cido lipoico, N-
acetilcisteina e 4cido lipoico associado a N-acetilcisteina;

Comparar as mudancas nos perfis oxidativos colénico e hepatico dos
animais submetidos aos tratamentos com SSD e/ou acido lipoico, N-
acetilcisteina e acido lipoico associado a N-acetilcisteina;

Comparar as mudancas de citocinas pro- e anti-inflamatérias colénicas e
hepaticas dos animais submetidos aos tratamentos com SSD e/ou acido

lipoico, N-acetilcisteina e acido lipoico associado a N-acetilcisteina.
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2.3. Material e Métodos

2.3.1 Reagentes e solucbes

O SSD (massa molecular 36.000 — 40.000 Daltons) foi adquirido da
empresa MP Biomedicals. O kit de citocinas (TNF-a, INFy e IL-10) foi obtido da
Milliplex MAP Mouse Cytokine/Chemokine Panel (Merck Millipore®). O coquetel
de inibidores de protease foi obtido da Roche® (Mannheim, Alemanha). Tampé&o
RIPA (10x) foi adquido da (Cell Signaling Technology®, Beverly, MA). ALA e NAC
foram obtidos da empresa Ao Pharmacéutico (Alagoas/Brasil). Todos os demais

reagentes foram obtidos da Sigma—Aldrich Chemicals (Saint Louis, USA).

2.3.2 Equipamentos

Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC) acoplado ao leitor de
ultravioleta (UV) (SHIMATZU, SERIAL NO. L201550), freezer VIP Series Sanyo,
espectrofotdmetro (Tecan 200 Infinite, Mannedorf, Suica), microscépico Optico
Olympus BX51 acoplado ao sistema de camera digital DP70, Toquio, Japéo; e o
leitor MAGPIX® Multiplex foram utilizados.

2.3.3 Animais, desenho experimental e aspectos éticos

Foram utilizados 30 ratos machos Wistar com 60 dias de idade,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas e divididos

em 5 grupos com 6 animais cada:

e Grupo 1: Controle;

e Grupo 2: Colite Leve;
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e Grupo 3: Colite leve tratado com acido lipoico (ALA);
e Grupo 4: Colite leve tratado com N-acetilcisteina (NAC);
e Grupo 5: Colite leve tratado com ALA e NAC (ALA+NAC).

Nos cinco primeiros dias, 0os animais iniciaram adaptacdo a porcdo da
dieta comercial gelatinizada (ainda sem suplementacéo). As 9 h, os animais
tinham sua racgao retirada, sendo fornecida uma porcao de aproximadamente 1
colher de cha (~ 5 a 6g) de dieta comercial triturada e acrescida de gelatina sem
sabor e cor para formar liga, denominada, neste trabalho, de “porgao
gelatinizada” (Figura 15). Apés a ingestao completa da racdo ~ as 12 h, a dieta

ad libitum era entdo fornecida.

Figura 15- Dieta gelatinizada contendo ou ndo os suplementos

Fonte: Autora

Do 1° ao 7° dia da fase experimental (Fase de pré-tratamento — PT), 0s
animais dos grupos suplementados receberam 100 mg.kg? de ALA ou NAC, ou
100 mg.kg? de cada um dos antioxidantes (grupo ALA+NAC) incluidos na
mistura na por¢ao gelatinizada (Figura 15), seguindo o mesmo procedimento da
fase de adaptacao.

Do 8° ao 12° dia de experimento foi realizada a etapa de indugéo a colite
associada a manutencdo da suplementacao nos grupos ALA, NAC e ALA+NAC
(fase de tratamento). Durante esse periodo, 0os animais dos grupos 2 ao 5

receberam SSD a 2% (g/v) diluidos na agua de beber. A ingestdo média de agua
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foi anteriormente avaliada (fase de adaptacéo), para garantir a ingestao ideal do
SSD.

Salienta-se que as doses dos antioxidantes utilizadas nesse protocolo
encontram-se dentro da faixa de seguranca para o modelo animal escolhido:
acido lipoico <2.000 mg.kg.d* (CREMER et al., 2006) e N-acetilcisteina <6000
mg.kg.d! (BONANOMI;:GAZZANIGA, 1980).

No 13° dia, os animais foram anestesiados e eutanasiados. Um resumo

do desenho experimental pode ser visualizado na Figura 16.

Figura 16- Representacdo esquematica do desenho experimental

FASE DE FASE DE FASE DE
|—ADAPTACRO ., PRE-TRATAMENTO |  }—TRATAMENTO
s e s
s+ Randomizagdo * Ragdo gelatinizada * Ragdo gelatinizada E
- (Controle, Colite (Grupos Controle e (Grupo Controle e Colite U
Leve, ALA, NAC e Colite Leve) Leve) T sangue
ALA+NAC) Ragdo gelatinizada + Rag¢do gelatinizada + A célon
@ ' + Ragdo 100mg.kg 1x/d de ALA 100mg.kg 1x/d de ALA N Figado
by, S gelatinizada 1x/d efou NAC efou NAC A
* Avaliacdo * SSD 2% (p/v) (Grupos S
ingestio hidrica Colite Leve, ALA, NAC e |
y ALA+NAC) A
7

Fonte: Autora

Durante toda a fase experimental, os animais foram acondicionados no
Biotério Setorial da FANUT com ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura

controlada (22°C £ 2°C) e acesso livre a dieta e a agua.

A composicao da dieta comercial utilizada esta listada na Tabela 7.
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Tabela 7- Composicéao nutricional da dieta Nuvilab®.

COMPOSICAO Nuvilab®
Total de energia (kcal/kg) 3000
Proteina (%) 29,3
Carboidratos (%) 57,2
Lipideos (%) 13,5
Umidade (max.) 12,5%
Proteina Bruta (min) 22,0%
Extrato Etéreo (min) 4,5%
Matéria Mineral (max.) 10,0%
Matéria Fibrosa (max.) 8,0%
Célcio (max.) 1,4%
Fésforo (min) 0,8%

Legenda: max. = concentragbes maximas; min. = concentragdes minimas

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Uso em Animais da
Universidade Federal de Alagoas sob o n° do processo 05/2014 (Anexo 1).

2.3.4 Eutanasia, coleta de sangue, andlise bioquimica e preparacdo dos
homogenatos teciduais

Ao final do experimento, apos jejum por 12 h, os animais foram
anestesiados com quetamina (100 mg.kg?) e xilazina (15 mg.kg) administrados
i.p. Na sequencia, o sangue (7 a 8 mL) foi coletado por puncdo cardiaca.
Realizou-se perfusdo ventricular com solucédo salina contendo heparina a 2%
(v/v) e em seguida seccionada a aorta. Na sequencia foram retirados do célon e
figado (Figuras 17 e 18). Estes foram, entdo, limpos com solugdo salina e as
fezes retiradas do colon para posterior pesagem (o cécum foi excluido devido a
presenca de fezes - Figura 18C) e, em sequencia, distribuidas as por¢des para
analise histologica (Figuras 17A e 18A) e de marcadores de EO e inflamatério
(Figuras 17B e 18B).

O sangue coletado foi subdivido em dois tubos, um com ~ 2 mL, contendo
EDTA como anticoagulante (padrdo do laboratério), que foi agitado de forma

leve, para evitar coagulacao, sendo que deste material foi analisado: hemograma



106

(eritrécitos — RBC, hemoglobina — HGB e leucécitos). O segundo tubo foi
separado para avaliacao do perfil bioquimico (= 5 mL), o qual foi centrifugado a
4.000 rpm/10 min, para posterior avaliacdo dos seguintes marcadores: glicemia
e hemoglobina glicosilada (HbA1c); perfil lipidico (triglicerideos — TG, colesterol
total — CT, lipoproteina de alta densidade — HDLc, lipoproteina de muito baixa
densidade — VLDLc e lipoproteina de baixa densidade — LDLc); proteina C-
reativa (PCR); AST; ALT; fosfatase alcalina (FA); bilirrubina total (BT) e fracdes
(bilirrubinas direta — BD — e indireta — BI); proteinas totais (PT), albumina (ALB)
e globulinas (GLOB).

Todas as medicBes foram realizadas por s espectrofotometria, com
emprego de kits laboratoriais padronizados no laboratério UNILAB® (laboratério

certificado).

Apbs retirada do sangue, seguiu-se com a perfusdo de 5 mL de solugéo
salina heparininizada (1:50 v/v) no ventriculo esquerdo. Por fim, a aorta foi entdo
seccionada, sendo retirados colon e figado. Os o6rgaos foram lavados com
solucdo salina para retirada de sangue e outros materiais biolégicos e
seccionados segundo a analise a ser realizada: histologica ou bioquimica (EO e
perfil inflamatorio) (Figuras 17 e 18).

Os tecidos colbnico e hepatico destinados para avaliacdo bioquimica
foram imediatamente armazenados em nitrogénio liquido e posteriormente no
freezer a -80°C. Os homogenatos teciduais foram entao preparados com tampéao
de lise contendo proteases de mamiferos e coquetel com inibidores de fosfatases
e em seguida centrifugados a 14.000 rpm, por 20 min, e o sobrenadante
separado em aliquotas para analise de proteinas e dos perfis oxidativo e

bioquimico, sendo armazenados a -80°C.
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Figura 17- Fragmentos do intestino utilizados para andlise histolégica (A) e do
perfil oxidativo e inflamatoria (B). A parte C foi excluida devido a elevada
quantidade de fezes

Fonte: Autora

Figura 18- Fragmentos do figado utilizados para analise histologica (A) e das
atividades redox e inflamatéria (B)

Fonte: Autora
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2.3.5 Andlise histologica

O segmento tecidual destinado as analises histolégicas foi fixado com
solucéo tampéao contendo 10% de formol, por 24 h, sendo em seguida submetido
a uma sequencia pré-determinada de banhos com alcoois em concentracdes
crescentes (70%, 80%, 90% e 100%), xilol e parafina. Posteriomente, as pecas
histol6gicas foram cortadas (5 um) com auxilio de micrétomo e fixadas em

laminas histolégicas.

As laminas foram entdo coradas com hematoxina e eosina (HE), para
avaliacdo de alteracdes na micro-arquitetura dos érgaos, ou com o kit de tricromo
de Masson, para avaliacdo de deposicdo de tecido fibrético. Os cortes foram
fotografados em microscépio Optico e a quantidade de colageno avaliada com
auxilio do software ImageJ®; NIH, Bethesda, MD, USA.

2.3.6 Determinacédo de proteinas teciduais

A quantidade de proteinas nos tecidos colénico e hepatico foi realizada
através do método de Bradford (1976). Brevemente, 20 uL dos homogenatos do
célon (1:10) e figado (1:20) foram transferidos para uma microplaca de leitura
em duplicada e em seguida foram adicionados 250 uL do reagente de Bradford.
Apdés 5 min de incubacdo a temperatura ambiente, realizou-se a leitura em
espectofotbmetro no comprimento de onda de 595 nm (BRADFORD, 1976). Os
valores de absorvancia foram comparados aos obtidos com uma curva de
calibracéo realizada com concentracdes conhecidas (1 a 5 mg/dL) de albumina

bovina padrao (Sigma).
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2.3.7 Determinacédo de malondialdeido por HPLC-UV

O MDA ¢é frequentemente utilizado como biomarcador padrdo da
peroxidacao lipidica in vivo, em virtude da simplicidade do método e baixo custo
(NIKI, 2014; SPICKETT et al., 2010). Diversos métodos foram desenvolvidos
para determinacdo do MDA por HPLC em amostras biologicas. Neste estudo,
adaptou-se o método descrito por Tatun et al., (1990) (VICKIE L. TATUM, 1990).

Antes do inicio das analises nos tecidos intestinal e hepatico, procedeu-
se a determinacado da curva de calibracdo com padrdo de MDA, obtido a partir
do 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP). O TMP em meio acido origina MDA, com
o percentual aproximado de converséo de 98,4% (TSAKNIS et al., 1998)

Primeiramente, uma solucdo de TMP hidrolisado foi preparada a partir de
10 uL de TMP diluido em HCI 0,1 M em um tubo de ensaio com tampa. Esta
solucdo foi entdo aquecida em agua fervente, por 5 min, e resfriada em agua
corrente. Em seguida, alicotou-se 1 mL da solu¢cdo de TMP hidrolisado em um
baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com &agua milli-Q
(Solucao B). A curva de calibracao foi construida com 9 pontos de concentracdo
(0,2 nM a 42,0 nM).

Para realizacdo das determinagdes foi utilizado HPLC-UV com Coluna de
5C 18, comprimento 259 mm e 4,6 mm de diametro interno, equipada com pré-
coluna. O comprimento de onda utilizado para deteccdo de MDA foi de 270 nm
e o tempo de retencdo de = 2 min e 40 s. Toda analise em temperatura ambiente,
foi realizada com fluxo constante de 1 mL/min em sistema isocratico, sendo
injetados 20 uL da amostra. O tempo total de leitura utilizado foi de 6 min. Como
fase movel, utilizou-se solugdo tampé&o trizma e acetonitrila para HPLC, na

proporcao de 9:1, respectivamente.

A solucéo tampao para MDA foi preparada segundo Esterbauer et al.
(1984). Inicialmente, 3,6 g de tampédo TRIZMA-Base foram diluidos em 1 L de
agua milli-Q. O pH foi entdo ajustado para 7,4. Este tampao foi armazenado em
frasco ambar, a temperatura ambiente por, no maximo, 7 dias (ESTERBAUER
et al., 1984).
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Para a realizagdo das analises de MDA nos tecidos intestinal e hepético,
fez-se necessério a preparacao de uma solucéo de butil-hidroxitolueno (BHT) a
2%, em etanol 96%, sendo esta solucdo armazenada, sob refrigeracdo, por no

maximo 7 dias.

Cerca de 50 mg do colon ou figado foram homogeneizados com 400 pL
de tampao trizma-base e 40 uL de solugcéo de BHT. Em seguida, adicionou-se
440 uL de acetonitrila grau HPLC. A solucao formada foi entdo centrifugada a
4°C e 4.000 rpm, por 10 min, a 4°C. O sobrenadante foi filtrado através de
unidade filtrante com membrana durapore de 0,22 um de poro, e homogeneizado
com auxilio de vértex. O volume de 20 uL do filtrado foi injetado no HPLC e a

leitura realizada a 270 nm.

Os valores das dosagens do MDA no tecido foram expressos em
nanomolar (nM) e corrigidos para o peso em miligrama (mg) do tecido avaliado,

obedecendo o fator de correcéo, de acordo com a equacao:

MDA encontrado x 1000

MDA tecidual real =
ecidual rea Peso do tecido (mg)

2.3.8 Determinacgédo de peroxido de hidrogénio (H202) por espectofotometria

A mensuracao do H20: foi realizada através da adaptacdo do método de
Pick & Keisari (1980), que se baseia na oxidacao do vermelho de fenol pelo H202

mediada pela peroxidase de rabanete, conforme descrito abaixo.

Inicialmente foram preparadas todas as solugbes que seriam utilizadas

para curva de calibracdo e dosagem de H20: tecidual.

a) Solucéao de vermelho de fenol (0,028 M) ou 0,01% (m/V). Esta solucao
pode ficar estocada em vidro ambar por até 6 meses em temperatura de
4°C,
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b) Peroxidase de Rabanete 1 KU/mL (tampéao fosfato pH 7). A enzima foi
alicotada em pequenos volumes em diversos eppendorfs, cada um deles
suficiente para uma analise, e estocada a -80°C;

c) Tampéo de analise (pH 7,0), contendo tampéao fosfato e 140 mM de NaCl

e 5,5 mM de dextrose.

Em seguida, elaborou-se a curva de calibragcdo, preparando-se uma
solucéo padrao de H202, utilizando 102 uL de H202 30% e completando o volume
para 100 mL com &agua milli-Q, atingindo uma concentracdo de 0,01 M. Esta
solucéo foi utilizada no mesmo dia em que foi preparada.

Desta solugéo padréo, foram retirados 10 uL e completado o volume de 1
mL com PBSe (Solucdo A), atingindo uma concentracdo de 100 uM. A partir
desta solucao A, foram elaborados 8 pontos de concentracdo para elaboragéo

da curva de calibragdo (0,12 uM a 100 uM).

Para determinacéo dos niveis de peroxido tecidual, cerca de 50 mg dos
tecidos foram homogeneizados em 1 mL do tampé&o de ensaio e centrifugados a
4.000 rpm, por 5 min, a 4°C. O sobrenadante (100uL) foi transferido para
microtubos contendo tamp&o de ensaio (volume final de 500 plL), 5 uL de
vermelho de fenol e 4,25 uL de peroxidase de rabanete. Os microtubos foram
incubados a 37°C, por 30 min. Transferiu-se entdo 200 uL para uma microplaca
de leitura contendo 25 uL de hidroxido de sédio (1M). A leitura foi realizada em
espectofotbmetro no comprimento de onda de 610 nm (PICK; KEISARI, 1980).

A concentracéo de H20: foi expressa em nmol.mg de proteina, de acordo

com a curva de calibracdo previamente estabelecida.
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2.3.9 Determinacdo de enzimas antioxidantes por espectofotometria

a) Superoxido Dismutase

A determinacédo da atividade da SOD baseiou-se na inibicdo da auto-
oxidagao do pirogalol (MARKLUND;MARKLUND, 1974). De forma resumida, 190
uL do homogenato colénico (1:5,5) e 20 uL (1:9,5) do homogenato hepatico, em
tampdo de ensaio (tampao tris EDTA, pH 8,2), foram transferidos para
microplaca de leitura em duplicata. Em seguida, adicionou-s 5 uL de pirogalol
(2,52 mg de pirogalol em tampéo fosfato — PBS — pH 6,5). A reacéo ocorreu por
20 min, a temperatura ambiente. Para finalizar a rea¢éo, 5 uL de HCI 1 M foram
adicionados. A leitura foi realizada no comprimento de onda de 420 nm. Uma
unidade de SOD foi definida como a quantidade necessaria para inibir 50% da
autoxidacdo do pirogalol/min. Os resultados foram expressos em U.mg de

proteinal.

b) Catalase

A atividade da catalase no homogenato tecidual foi medida
espectrofotometricamente como a taxa de decomposicdao de H202, tal como
descrito por Xu et al. (2008). Uma unidade de atividade da catalase foi calculada
cineticamente em dois pontos de tempo e definida como a constante de
velocidade da reacdo de primeira ordem (k) (XU et al., 2008). A leitura foi
realizada no comprimento de onda de 540 nm A atividade dessa enzima foi

expressa em U.min.mL.mg de proteina.

c) Glutationa Peroxidase total

A atividade da GPx total foi medida em microplaca, através de adaptagdes

do método de Flohe & Gunzler (1984). Brevemente, cerca de 50 mg do colon ou
figado foram homogeneizados em 450 uL do tampéao de ensaio (PBS 0,1 M +
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EDTA 5 mM, pH 7,4) e centrifugado a 12.000 rpm, por 20 min, a 4°C. Uma
aliqguota de 20 uL do sobrenadante hepatico (1:1) e 30 uL do sobrenadante
intestinal foram transferidos para microplaca de leitura. Na sequencia, foram
adicionados o tampé&o de ensaio (volume final de 150 uL), 20 uL de glutationa
redutase (GR) (0,048 U.mL!) e 20 uL de GSH (10 mM). A reacgéo ocorreu por 10
min, a 37°C. Em seguida foram adicionados 20 uL de NADPH (1,5 mM) e 20 uL
de tert-butil hidroperoxido (0,5 mM). A reducgdo na absorvancia foi medida em
espectrofotdmetro, por 5 min, no comprimento de onda de 340 nm. Uma unidade
de GPx total foi definida como a quantidade da enzima capaz de catalisar a
oxidacdo de 1 umol de NADPH a NAD*, em 1 min (FLOHE;GUNZLER, 1984).

Os resultados foram expressos em U.mg de proteinat.

2.3.10 Determinacgédo dos niveis de nitrito por espectrofluorometria

A quantificagéo de nitrito nos tecidos foi realizada com base em protocolo
ja descrito por Misko et al. (1993), adaptado para microplaca (MISKO et al.,
1993). Um volume de 20 uL do homogenato intestinal foi misturado com 2,3-
diaminonaftaleno (50 pg,mL! em HCI 0,2 M) e incubado por 10 min a
temperatura ambiente. Para interromper a reacéo foram utilizados 5 uL de NaOH
2,8 M. As absorvancias foram lidas em espectrofluorémetro no comprimento de
onda de 540 nm. A concentracdo de nitrito foi comparada a curva de calibracao
utilizando concentracdes conhecidas de nitrito padrdo. Os resultados foram

expressos como uM.mg de proteina.

2.3.11 Determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO) por
espectofotbmetria

A MPO foi determinada de acordo com o método descrito por Bradlay,
Christeen e Rothstein. (1982) com adapta¢cdes. Resumidamente, 25 a 50 mg do
tecido hepéatico ou do célon foram homogeneizados em 1 mL de tampéao de
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ensaio, pH 6,0 (PBS - 50 mm com 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio
e EDTA - 5 mM em pH 6,0) e centrifugadas a 4.000 rpm, por 15 min, a 4 °C. Em
seguida, o sobrenadante foi recolhido e centrifugado novamente a 12000 rpm,
por 15 min (4 °C). Um volume del00 L (1:1) do sobrenadante foi transferido em
duplicata para uma microplaca. Em seguida foram adicionados 50 uL de solucéo
de orto-dianisidina (0,8 mg.mL™). A microplaca foi incubada a 37 °C durante 15
min e logo em seguida, foram adicionados 50 pL de solucdo de H202 (0,3% V/v).
Uma nova incubacéo foi realizada (37 °C por 10 min) e a leitura foi feita em
espectrofotometro, no comprimento de onda de 460 nm. Uma unidade de MPO
foi definida como a quantidade de H202 (em pmol) degradada por minuto. Os
resultados foram expressos em u.mg de proteina?
(BRADLEY;CHRISTENSEN;ROTHSTEIN, 1982).

2.3.12 Determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e glutationa
oxidada (GSSG) por espectofotbmetro

O conteudo de GSH total e GSSG foi avaliado a partir da técnica descrita
por Tipple & Rogers (2012), com algumas modificacdes. Inicialmente, a proteina
total foi precipitada apés centrifugacdo do homogenato tecidual (1.400 rpm por
10 min a 20 ° C) com acido metafosférico 5% (g/v) na proporcédo de 1:1. Na
sequéncia, a GSH total e a GSSG foram medidas. Para obter GSH, o
sobrenadante do homogeneizado sem proteinas foi diluido (1:20 célon e figado
1:200) em tampéao de ensaio (PBS 0,1 M + EDTA 5 mM, pH 7,4). Em seguida,
30 pL (célon) ou 150 pL (figado) foram transferidos para a microplaca de leitura.
Para o célon, completou-se o volume final (150 uL) com tampéo de ensaio. A
reacao foi entéo iniciada, adicionando-se 50 uL da mistura de reacao 1 (5,5'-
ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico) — DTNB — 10 mM e GR — 4,2 U.mL?) e 50 puL da
mistura de reacao 2 (NADPH 1% g/v).

Para medida da GSSG, 50 uL do homogenato tecidual desproteinizado foi
diluido em tampéao de ensaio (1:50), contendo 5 uL de N-etilmaleimida (NEM) e

centrifugado a 12.000 rpm por 20 min (20 °C). Essa solucéo foi entdo incubada
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por 50 min, para completa complexagéo da NEM com a GSH. Para excluir esse
complexo (NEM-GSH), evitando assim a inativacdo da GR a ser adicionada na
reacao, utilizou-se uma coluna de filtragéo LiChrolut®, RP-18 E. Em seguida, 200

uL desse eluente foram transferidos para microplaca de leitura, sendo entao

adicionados 50 pL da mistura de reacdo 1 e 50 uL da mistura de reacéo 2.

Em ambas as andlises, a absorbancia foi medida em espectofotdmetro,
comprimento de onda de 412 nm, em uma cinética de 3 min, com leituras a cada
30 seg. As concentracdes foram entdo obtidas apds comparacao dos resultados
obtidos com curva de calibracdo padrdo com concentracbes conhecidas de
GSSG (1nM a 10nM). Para calculo da GSH, utilizou-se o seguinte calculo: GSH
= GSH total — (2x GSSG). Os resultados foram expressos em nM.mg proteina!
(TIPPLE;ROGERS, 2012).

2.3.13 Determinacdo dos niveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interferon gama (INFy) e interleucina 10 (IL-10)

A producéo de citocinas e guimiocinas nos sobrenadantes de amostras
de colon e figado foi quantificada por Milliplex MAP Painel de citocinas/
guimiocinas para camundongos (Merck Millipore®), seguindo as instru¢des do
fabricante. Brevemente, 25 uL do tampédo de ensaio e dos controles 1 e 2
(fornecidos no kit) foram adicionados a placa. Na sequencia adicionou-se mais
50 pL do tampéo de ensaio em todos os po¢os. Em seguida, 25 uL das amostras
e 25 uL do Mixing Bottle foram acrescentados. Ap0s uma incubagéo de 2hs +
lavagem da placa, adiciounou-se 25 uL do anticorpo de detec¢cdo e seguiu-se
com nova incubacdo por 1h. Foram entdo adicionados 25 uL da streptavidina
(incubacéo por 30 min) e nova lavagem da placa. Apos adigéo do fluido sheath
(fluido especifico do equipamento) a leitura foi entdo realizada sendo os

resultados expressos em pg.mg de proteina®.
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2.3.14 Anélise estatistica

Para todas as andlises realizadas a normalidade da distribuicdo foi
checada através do teste de Komogorov-Smirnoff. As variaveis que se
comportaram de acordo com a curva de distribuicdo gaugassiana foram
analisadas pelos testes ANOVA e teste de Tukey, para comparacdo entre
multiplos grupos. Ja aquelas que ndo apresentaram distribuicdo gaugassiana
normal, foram avaliadas pelo teste de Kuskal Wallis e Dunn. A significancia foi
assumida quando p<0,05. Foi utilizado o software GraphPad®Prism versao 5.0
para Windows (San Diego, CA, USA).

O teste t de Student foi usado apenas na comparacao entre 0S grupos
Controle x Colite Leve para confirmar/descartar a presenca de disturbio

oxidativo/inflamatorio causado pelo uso do SSD.
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2.4. Resultados

Para que a descricdo dos resultados figue mais clara, estes foram
divididos em trés sub topicos: dados gerais, marcadores colénicos e marcadores

hepaticos.

2.4.1 — Dados gerais

a) Colite leve e suplementacédo ndo altera peso corporal, ingestéo alimentar ou
pesos do intestino ou figado

Em ambas as fases (pré tratamento e tratamento) do estudo, o uso do
SSD ou dos suplementos antioxidantes ndo apresentaram efeitos sobre a
ingestao alimentar total (Figura 19A), ganho ponderal (Figura 19B) e ingestéo
alimentar diaria (Figura 19C). Na avaliacdo do ganho de peso diario —
comparacao de cada grupo segundo a fase experimental (Figura 19D) percebe-
se uma significativa (p<0,001) reducao na ingestao alimentar am todos 0s grupos
na fase de tratamento, decorrente possivelmente da maior adaptacdo ao
ambiente/racdo bem como a estabilizacdo do crescimento decorrente da maior
idade. A evolucéo do ganho de peso, de acordo com os dias de tratamento, pode
ser observada na Figura 19E. Nenhuma alteragéo significativa nos pesos
absoluto e relativo do célon e figado foi observada (Tabela 8). Também né&o
ocorreu diferenca estatistica relacionada a ingestdo de agua resultante da adigéo

do SSD durante a fase de tratamento.
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Figura 19- Dados de ingestédo e ganho de peso, segundo o grupo de tratamento
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Legenda: Ingestédo alimentar total (g) (A), ganho ponderal por fase (g) (B), ingestao alimentar
diaria (g) (C), ganho ponderal diario (g) (D) e evolug¢édo ponderal (g) (E); ALA = &cido lipoico;
ALA+NAC = 4cido lipoico associado a N-acetilcisteina. Resultados expressos em média + EP.
p<0,001 (pos teste de Boniferroni).

b) Acido lipoico associado a N-acetilcisteina eleva aminotransferases

O uso do SSD e NAC néo causou altera¢cdes nos parametros sorologicos
estudados. Entretanto, a suplementacéo de ALA reduziu os niveis de globulinas
totais quando comparado ao grupo Colite Leve (p<0,01). No entanto, essa
alteracdo bioguimica ndo apresenta justificativa fisiolégica visto que o parametro
mais importante na avaliacdo da funcdo hepética, albumina, permaneceu

semelhante estatisticamente entre os grupos (Tabela 9).
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Tabela 8- Pesos absoluto (g) e relativo do colon e figado, segundo o grupo de
tratamento.

Controle Colite ALA NAC ALA+NAC
Leve

Célon (g) 2,54+0,10 2,30£0,14 2,21+0,11 2,19+0,15 2,02+0,10
Razéo
colon/peso | 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00
corporal
Figado (g) 8,74+0,40 8,76+0,28 8,57+0,31 8,22+0,39 8,40+0,14
Razéo
figado/peso | 0,04+0,00 0,04 +0,00 0,04+0,00 0,04+0,00 0,04+0,00
corporal

Legenda: ALA = 4cido lipoico; ALA+NAC = 4cido lipoico associado a N-acetilcisteina. Resultados
expressos em média + EP.

Por outro lado, é util observar a agdo da combinagdo do ALA com NAC
sobre os marcadores de lesdo hepatica, ALT e AST. Analisando a tabela 9,
percebe-se que o grupo ALA+NAC, ndo apenas se diferenciou estatisticamente
do grupo controle (p<0,05), mas também do grupo NAC (p<0,05), sendo 2,2x e
2x maior que os niveis de ALT e AST encontrados no grupo que recebeu NAC
de forma isolada, respectivamente. Apesar dessas enzimas nao serem
marcadores exclusivos de dano hepético, elevando-se em situacdes clinicas
como cardiopatias e miopatias, quando analisados junto aos parametros
oxidativos (Figura 27) e inflamatérios (Figura 28), torna a combinacdo de
ALA+NAC preocupante para manutencdo do equilibrio metabdlito hepatico.
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Tabela 9- Pardmetros bioquimicos plasméticos segundo o grupo de tratamento

Controle Colite Leve ALA NAC ALA+NAC
Hb1Ac (%)* 780+0,15 7,97+0,29 850+040 8,13+0,33 7,88+0,28
Glicose (mg.dL?) 189,00 + 207,80 £ 196,00 + 156,2 + 176,40 +
31,35 38,77 61,01 23,66 18,76
PCR (mg.dL?) 222+0,32 2,20+0,16 1,90+025 2,15+0,30 2,18+0,29
Célcio (mg.dL?) | 9,25+0,31 8,90+0,29 8,13+0,90 8,68+0,23 8,64+0,41
CT (mg.dL?) 76,00 + 65,75 + 70,50 + 72,25 + 64,33 +
7,69 7,20 5,50 5,45 8,67
TG (mg.dL™?) 55,50 + 63,25 + 53,50 + 54,25 + 50,20 +
14,56 14,48 0,71 7,01 19,83
LDL-C (mg.dL™?) 37,56 + 30,32 + 31,80 + 35,90 + 29,96 +
14,37 5,67 3,60 5,37 5,70
HDL-C (mg.dL?) 27,33 24,50 + 28,00 + 25,50 + 23,60 +
2,26 1,76 2,00 0,87 3,17
AST (U/L) 167,50 + 194,00 + 297,75 + 153,40 + 359,75 +
27,91 20,72 59,74 20,34 76,95%
ALT (U/L) 82,83 + 104,25 + 133,00 + 85,25 + 168,25 +
5,83 6,14 24,78 6,02 38,60 %
FA (U/L) 420,50 + 345,00 + 315,00 + 302,40 + 305,00 +
33,84 12,45 66,24 46,64 53,97
BT (mg.dL?) 0,12+0,00 0,10+0,02 0,10+0,02 0,12+0,01 0,10+ 0,02
BD (mg.dLY)* 0,03+0,00 0,02+0,00 0,03+£0,00 0,02+0,00 0,03+0,00
Bl (mg.dL )Y 0,10+0,00 0,07+0,02 0,08+£0,00 0,09+0,01 0,08+0,01
PT (g.dL ) 524+0,19 463+048 420+0,41 4,78+0,17 4,66+0,14
ALB (g.dL* 290+0,27 2,28+0,89 250+0,46 2,74+0,18 2,68+0,15
GLOB (g.dL?) 230+0,09 1,95+0,03 1,70 + 2,04+0,10 1,98+0,10
0,15%

Legenda: ALA = acido lipoico; ALA+NAC = &cido lipoico associado a N-acetilcisteina; ALB =
albumina; BD = bilirrubina direta; ALT= alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase;
BI = bilirrubina indireta; BT = bilirrubina total; CT = colesterol total; FA = fosfatase alcalina; GLOB =
globulina; Hb1Ac = hemoglobina glicosilada; HDL-C = lipoproteina de alta densidade; LDL-C =
lipoproteina de baixa densidade; PT = proteina total; PCR = proteina C reactiva; TG = triglicerideos.
a = p <0.05 vs Controle; ao = p <0.01 vs Colite Leve; § = p <0.05 vs NAC (tukey test). ¥ = Kuskall-
Walllis. Resultados expressos em Média + EP.
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c) ALA e NAC fornecidos isoladamente, mas ndao combinados, evitaram a
reducdo nos niveis de hemoglobina, eritrocitos e leucdcitos causadas pela

colite leve

Uma reducao significativa nos niveis de RBC e HGB (Figura 20 A e B) foi
observado na Colite Leve, apesar de alteragdes clinicas como sangramento
retal, diarreia e perda de peso nédo terem sido observadas entre os grupos.
Adicionalmente, todos os tratamentos testados (ALA, NAC e ALA+NAC)
conseguiram aumentar os niveis de RBC e HGB, porém permaneceram
semelhantes estatisticamente aos grupos Controle e Colite Leve. Da mesma
forma, ALA e NAC isolados foram capazes de minimizar a elevagao de leucdcitos
(Figura 20 C), indicativo de processo infeccioso e/ou inflamatorio, tipica da RCUI,
porém, quando esses antioxidantes foram administrados combinados, grupo

ALA+NAC, nao conferiram o mesmo efeito benéfico.

Figura 20- Marcadores hematoldgicos, segundo o grupo de tratamento
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Legenda: Eritrocitos (RBC) (108 células.uLt) (A); hemoglobina (HGB) (g.dL1) (B); e leucécitos
(108 células.uLL) (C)ALA = grupo Acido Lipoico; NAC = grupo N-acetilcisteina; ALA+NAC = grupo
ALA combinado com NAC; Resultados expressos em Média + EP; *= p <0,05 (Teste de Tukey)
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2.4.2 — Marcadores Colonicos

a) ALA ou NAC melhoraram o dano histolégico causado pelo SSD no grupo

Colite Leve

A analise dos célons dos animais tratados com SSD (grupo Colite Leve)
confirmou a presenca do dano histologico através do aumento da infiltracéo
celular na submucosa, aumento da deplecao nas células de Goblet, aumento na
distorcdo/dano na arquitetura das criptas com abcessos e aumento na
profundidade das erosdes celulares (Figura 21B). Todos os grupos tratados com
0 SSD demonstraram algumas dessas altera¢bes (Figura 21 C a E), porém as
alteracdes morfologicas associadas a ingestao deste sal foram reduzidas nos
tratamentos com antioxidantes, mostrando um efeito protetor destes na

arquitetura da mucosa, quando comparados ao grupo Colite Leve.

A deposicao de colageno, visualizada através da coloragdo azul, confirma
a presenca de tecido fibrético, sendo essa deposicdo mais intensa no grupo
Colite Leve (Figura 22B). Por outro lado, os tratamentos com ALA e/ou NAC
(Figura 22 C a E) conseguiram reduzir essa deposi¢do, mas ndo o suficiente
para prevenir as lesdes da RCUI leve e suas quantidades de colageno
mantiveram-se iguais aos grupos Controle e Colite Leve (p>0,05), o que pode
ser confirmado ainda por todos o0s animais apresentarem algum grau de

alteracdo histoldgica (Figura 22F).
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Figura 21- Avaliacdo histopatoldgica colbnica através da coloragdo com
hematoxilina e eosina do célon (aumento de 50x), segundo o grupo de

tratamento

Legenda: A = Grupo Controle; B = Grupo Controle Leve; C = Grupo ALA (&cido lipoico); D =
Grupo NAC (N-acetilcisteina); E = grupo ALA+NAC (ALA combinado com NAC). As setas
mostram lesdes coldnicas e destruicdo das criptas intestinais; (B) a cor azul esti
presente em areas com acumulo de muco e colageno, especialmente na lamina propria,
mucosa e entre as criptas.
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Figura 22- Avaliacao histopatoldgica coldnica através da coloracao de tricrome
de Masson (aumento de 100x) (A, B, C, D e E) e contagem de colageno
(pixel/campo) (F), segundo o grupo de tratamento
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Legenda: A = Grupo Controle; B = Grupo Controle Leve; C = Grupo ALA (acido lipoico); D =
Grupo NAC (N-acetilcisteina); E = grupo ALA+NAC (ALA combinado com NAC); F = Contagem
de coladgeno (pixellcampo): resultado representa média + EP do grupo; *=p<0,05 (teste de
Dunns).
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b) Dano oxidativo no cdllon € o primeiro sinal biogquimico de dano intestinal

observado na Colite Leve

O dano oxidativo, representado pelo aumento dos niveis colbnicos de
H202 (Figura 23A), nitrito (Figura 23B) e MDA (Figura 23C), juntamente com a
reducdo na atividade da catalase (Figura 23D), ja estdo presentes na Colite Leve,
0 que confirma o envolvimento do EO na génese da RCUI. A NAC foi capaz de
restaurar tanto o H202 quanto o MDA aos niveis do grupo Controle. Além disso,
esse suplemento reduziu significativamente (p<0,05) os niveis de MPO vs Colite
Leve, o que confirma seu maior poder antioxidante relativamente ao ALA (Figura
23E). Adicionalmente, a NAC reduziu a atividade da SOD (Figura 23F) vs grupo
ALA.

No grupo Colite Leve, pode ser observada uma elevacgao tanto dos niveis
de GSH (Figura 23G) quanto de GSSG (Figura 23H), o que pode ser considerado
como uma tentativa de resposta do organismo aos danos oxidativos inerentes
da RCUI. Nenhuma alteracao na razdo GSH/GSSG (Figura 23l) ou na atividade

da GPx (Figura 23J) foram observadas.

c) Mudancas no perfil intestinal de citocinas ndo foram observadas na Colite

Leve e a associacdo de ALA com NAC elevou inflamacao

A inflamacdo colbnica representada pelas citocinas TNF-a and INFy,
envolvidas na resposta imune, e a citocina anti-inflamatoéria IL-10, ndo estavam
alteradas no grupo Colite Leve quando comparado ao grupo Controle (Figura 24
A, B e C). Apesar da elevagcdo dos niveis de TNF-a, estes ndo foram
estatisticamente significantes (p>0,05). Por outro lado, a combinacdo ALA+NAC
aumentou significativamente tanto o TNF-a (comparativamente aos grupos ALA

e NAC) (Figura 24A), quanto a IL-10 (Figura 24) (vs demais grupos).
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Figura 23- Marcadores oxidativos coldnicos, segundo o grupo de tratamento
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Legenda: Niveis de peréxido de hidrogénio (H202) (nM.mg de proteina?) (A); niveis de nitrito
(uM.mg de proteina?) (B); niveis de malondialdeido (MDA) (nM.mg de tecido!) (C); atividade da
catalase (uM.mim.ml-t.mg de proteinal) (D); atividade da mieloperoxidase (MPO) (U.mg de
proteinal) (E); atividade da superodxido dismutase (SOD) (U.mg de proteina?) (F); niveis de
glutationa reduzida (GSH) (G) e glutationa oxidada (H); razéo glutationa reduzida/oxidada (1); e
atividade da glutationa peroxidase (GPx) (J): ALA (acido lipoico); NAC (N-acetilcisteina);
ALA+NAC (ALA combinado com NAC); *= p <0,05; ** = p <0,01 (teste de Tukey); *** = p <0,001
(teste de Tukey); 1 = p < 0,05 (test t de student).
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Figura 24- Marcadores da inflamacao colbnica, segundo o grupo de tratamento
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Legenda: Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (pg.mg de proteinat) (A); interferon gama (INFy)
(pg.mg de proteinal) (B); e interleucina 10 (IL-10) (pg.mg de proteinat) (C): ALA (&cido lipoico);
NAC (N-acetilcisteina); ALA+NAC (ALA combinado com NAC); * = p <0,05 (teste de Tukey); ** =
p <0,01 (teste de Tukey).

2.4.3 — Marcadores Hepéaticos

a) Nenhum dos tratamentos estabelecidos causou injuria hepética histolégica

A analise histologica, realizada com as coloragbes HE (Figura 25) e
tricromo de Masson (Figura 26), juntamente com a analise de marcadores
bioquimicos de leséo hepatica (Tabela 9) mostraram que ndo houve qualquer
alteracdo hepatica causada pelo uso do SSD. No entanto, a combinacdo dos
suplementos (grupo ALA+NAC) apresentou efeitos preocupantes sobre este
orgdo, como elevacdo dos niveis das duas aminotransferases (ALT e AST).
Contudo, essa elevacdo nado foi acompanhada de alteracdo histologica

caracteristica de necrose tecidual e deposicdo de colageno.
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Figura 25- Avaliacdo histopatoldgica hepatica através da coloracdo com
hematoxilina e eosina do célon (aumento de 100x), segundo o grupo de
tratamento

Legenda: A = Grupo Controle; B = Grupo Controle Leve; C = Grupo ALA (&cido lipoico); D =
Grupo NAC (N-acetilcisteina); E = grupo ALA+NAC (ALA combinado com NAC).
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Figura 26- Avaliacdo histopatolégica hepatica através da coloracdo de tricrome
de Masson (aumento de 20x) (A, B, C, D e E) e contagem de colageno
(pixel/campo) (F), segundo o grupo de tratamento
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Legenda: A = Grupo Controle; B = Grupo Controle Leve; C = Grupo ALA (&cido lipoico); D =
Grupo NAC (N-acetilcisteina); E = grupo ALA+NAC (ALA combinado com NAC); F = Contagem
de coladgeno (pixel/campo): resultado representa média + EP do grupo; *=p<0,05 (teste de

Dunns).
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b) A suplementacdo com ALA e/ou NAC apresenta modulagcdes redox distintas

Assim como observado nas andlises histoldgica e bioquimica sérica, 0
consumo de SSD ndo causou injuria oxidativa hepética. Os antioxidantes
utilizados apresentaram comportamentos distintos: enquanto a NAC aumentou
a atividade da SOD (comparativamente aos grupos ALA e Colite Leve) (Figura
27A); o ALA demonstrou tanto efeitos antioxidantes, com uma maior atividade
das enzimas catalase (vs grupo NAC) (Figura 27B) e GPx (vs grupo Controle)
(Figura 27C), e maiores niveis da GSH (vs grupos NAC e Colite Leve) (Figura
27D), como pré-oxidantes, elevando os niveis de MDA comparativamente a
todos os demais grupos (Figura 27E). Por outro lado, a combinacdo ALA+NAC
elevou significativamente (vs demais grupos) os niveis de H20:2 (Figura 27F),

demontrando um maior poder pré-oxidante dessa combinacéao.

Nenhuma mudanc¢a na atividade da MPO (Figura 27G), nos niveis de
nitrito (Figura 27H) e de GSSG (Figura 271), ou na razdo GSH/GSSH (Figura
27J) foram observadas.

c) Associacdo do ALA com NAC causa inflamacéo hepatica

Assim como nos demais parametros avaliados, o perfil das citocinas
analisadas nao sofreu alterac6es em virtude do consumo do SSD. Porém, uma
vez mais, a combinacdo dos dois antioxidantes, ALA e NAC, mostrou-se
hepatotdxica, causando elevagéo da atividade pro-inflamatoria (TNF-a e INFy)

(Figura 28 A e B) sem interferir na atividade anti-inflamatdria (IL-10) (Figura 29C).
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Figura 27- Marcadores oxidativos hepaticos, segundo o grupo de tratamento
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Legenda: Atividade da superéxido dismutase (SOD) (U.mg de proteinal (A); atividade da
catalase (uM.mim.mlt.mg de proteina!) (B); atividade da glutationa peroxidase (GPx) (C); (C);
niveis de glutationa reduzida (GSH) (D); ); niveis de malondialdeido (MDA) (nM.mg de tecido?)
(E); niveis de peréxido de hidrogénio (H202) (nM.mg de proteina?) (F); atividade da
mieloperoxidase (MPO) (U.mg de proteinal) (G); niveis de nitrito (uM.mg de proteinal) (H);
niveis de glutationa oxidada (I); e razao glutationa reduzida/oxidada (J): ALA (acido lipoico); NAC
(N-acetilcisteina); ALA+NAC (ALA combinado com NAC); *= p <0,05; ** = p <0,01 (teste de
Tukey). : ¥ = teste de Kruskal-Wallis
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Figura 28- Marcadores da inflamacao hepatica segundo o grupo de tratamento
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Legenda: Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (pg.mg de proteina?) (A); interferon gama (INFy)
(pg.mg de proteina!) (B); e interleucina 10 (IL-10) (pg.mg de proteina?) (C): ALA (&cido lipoico);
NAC (N-acetilcisteina); ALA+NAC (ALA combinado com NAC); * = p <0,05 (teste de Tukey); ** =
p <0,01 (teste de Tukey).

Um resumo dos principais resultados pode ser visto na Figura 29.
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2.5. Discusséao

Como demonstrado nos resultados, foram realizadas analises das
alteragbes histologicas, dos biomarcadores do dano oxidativo (MDA, H20g,
nitritos), da defesa antioxidante (CAT, SOD, GSH, GSH/GSSG, GPx), dos pro-
oxidantes (MPO, GSSG) e dos marcadores inflamatérios (TNF-a, INFy e IL-10)
no coélon e no figado, de modo a investigar o papel dos antioxidantes (NAC e/ou
ALA) no controle dos danos causados pelo SSD, em um modelo experimental
de RCUI leve.

Figura 29- Principais resultados histologicos, soroldgicos, oxidativos e
inflamatorios segundo o grupo de tratamento

ALA (100 mg.kg.d"') e/ou NAC (100 mg.kg.d"") [sso - 2% (vlv) - 5 dltimos dias E
1x/dia — 12 dias

- ISem alteragoes I I T leucécitos; | RBC, HGB I 1 fibrose, MDA, Nitrito, H,0,,
GSH, GSSG; { CAT

- I 1 MDA, CAT, GPx, GSH l I Sem alteragoes I I Sem alteragoes
- [ 1 sop | [sem alteragses | [ MDA, mPo, SOD, H,0,
- [ 1 TNF-o, INFy, H,0, | | * leucécitos, ALT, AST | [T TNF-eiL-10

Fonte: Autora

Legenda: T = aumentou; ¥ = reduziu; ALA = &cido lipoico; ALT = alanina aminotransferase; AST
= aspartato aminotransferase; CAT = catalase; GSH = glutationa reduzida; GSSG = glutationa
oxidada; GPx = glutationa peroxidase; HGB = hemoglobina; IL = interleucina; INFy = interferon
gama; MDA = malondialdeido; MPO = mieloperoxidase; NAC = N-acetilcisteina; SOD =
superdxido dismutase; SSD = sulfato de sddio dextrana; RBC = eritrocitos; TNF-a. = fator de
necrose tumoral alfa.
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2.5.1 — Efeito do SSD e suplementac¢éo sobre o célon

Estudos anteriores forneceram muitas evidéncias da associacao entre o
SSD e diferentes graus da severidade da RCUI (DAMIANI et al., 2007; AMINI-
SHIRAZI et al, 2009; ARAFA et al, 2009; AMROUCHE-
MEKKIOUI;.DJERDJOURI, 2012; AJAYI;ADEDARA;FAROMBI, 2015), desde a
colite leve até a carcinogénese, de acordo com a administracdo continua de 2-
5% pl/v, durante um curto periodo de tempo (4-9 dias). Além disso, alteracdes
histoldgicas, bioguimicas e imunoldgicas causadas pelo SSD sdo semelhantes
a RCUI em humanos, mimetizando, dessa forma, a doenca no modelo animal
(PERSE;CERAR, 2012).

O mecanismo exato da inducao da colite pelo SSD ndo é completamente
conhecido, mas parece envolver macréfagos disfuncionais, alteracdes

bacterianas luminais e toxicidade direta ao epitélio (OKAYASU et al., 1990).

Neste estudo, a lesdo colbnica tipica da RCUI, representada pela
destruicéo das criptas e desorganiza¢ao da estrutura intestinal, foi observada em
todos os grupos que receberam SSD. Resultados semelhantes foram relatados
por outros autores (SANCHEZ-FIDALGO, S. et al., 2010; PANDURANGAN et
al., 2015a). No entanto, a suplementacéo de ALA e/ou NAC nao conseguiu evitar
completamente estes danos, incluindo a deposicdo de colageno.
Adicionalmente, foram observados no grupo Colite Leve tanto o aumento nos
niveis de MDA, indicador da peroxidacao lipidica e que, quando avaliado em
conjunto com os dados histolégicos de lesdo colbnica, sugerem evidéncias para
uma perda de sangue, mesmo que minima, mas que foi suficiente para refletir

nos menores niveis de HGB e RBC encontrados neste grupo.

Em contraste com 0s nossos resultados histologicos, alguns autores que
também investigam a RCUI induzida por SSD, identificaram efeitos preventivos
das lesdes colbnicas apos a suplementacao oral com ALA e NAC. Trivedi & Jena
(2013) observaram um importante efeito anti-fibrotico do ALA em camundongos
com colite induzida por SSD, juntamente com a melhoria do perfil histolégico
(TRIVEDI;JENA, 2013b), enquanto Amrouche-Mekkioui & Djerdjouri (2012),
também estudando camundongos e colite induzida por SSD, identificaram
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aumento de muco, considerado uma importante barreira contra a penetracao de
bacterias no ambiente intercelular e lamina propria, causada apos
suplementacdo de NAC (AMROUCHE-MEKKIOUI;DJERDJOURI, 2012). Os
melhores resultados histologicos observados nesses dois ultimos estudos
podem ser explicados por um tempo de suplementacdo maior em ambos 0s
estudos: 28 e 45 dias, respectivamente, quando comparados a suplementagao
aguda testada em nosso modelo experimental (12 dias de suplementacéo).

Neste modelo de colite leve, o perfil redox foi o primeiro parametro
bioquimico a ser alterado quando comparado ao perfil inflamatorio,
especialmente em virtude do aumento dos niveis de H20: e nitrito. Sabe-se que
0 H202 pode causar PL, fragmentacdo de DNA e inativagcdo da piruvato
desidrogenase mitocondrial, despolarizacdo da mucina e destruicao das juncdes
intercelulares (MOURA et al., 2015a).

Por outro lado, no presente estudo, o ALA foi capaz de sequestrar o H202
e reduzir a PL (niveis de MDA), mas a NAC foi mais efetiva, prevenindo
completamente o aumento desses marcadores, uma vez que, diferentemente do
grupo ALA, se diferenciou estatisticamente do grupo Colite Leve. E importante
enfatizar que a dose utilizada de NAC mostrou-se eficaz na RCUI cronica,
induzida por SSD (5% v/v por 5 dias), como observado por Amrouche-Mekkioui
& Djerdjouri (2012). De acordo com esses autores, NAC (150 mg.kg.d* por 45
dias) reduziram os sintomas da colite, inflamacé&o, apoptose celular, MPO e os
niveis de *NO (AMROUCHE-MEKKIOUI;DJERDJOURI, 2012). Esses resultados
em conjunto, indicam que a NAC apresenta efeitos antioxidante e anti-

inflamatorio, em diferentes estagios da RCUI.

No que se refere aos niveis de nitrito, &€ sabido que nitrito e nitrato sdo
metabolitos do *NO, uma ERN intimamente relacionada com a progressao da
DIl, especialmente com o megacodlon téxico (para maiores detalhes, ler o item
1.3.2 — pag 35 — e ver Figura 5). Como discutido anteriormente, o *NO reage com
0O2--, formando o ONOO- (Tabela 1), outra ERN que causa PL e, posteriormente
ulceracdes na mucosa colbnica (Figura 5A), que fazem parte da evolucéo clinica
das DIl (Figura 1). A producao de °*NO, no célon inflamado, € catalisada pela

enzima iINOS, cuja expressdo é estimulada pelo processo de infiltracdo de
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macrofagos e neutréfilos, como demonstrado em bidpsias de portadores da
colite (KIMURA et al., 1997). Esta enzima pode ter sido a responsavel pelo
aumento dos niveis de nitrito no grupo Colite Leve, em nosso estudo, uma vez
que nao identificamos elevacao significativa na atividade da MPO, enzima

encontrada nos neutrofilos, importante produtor de *NO na RCUI, nesse grupo.

You et al. (2009), por outro lado, também observaram que a NAC
apresentou elevada capacidade de sequestrar o H202 e os radicais hidroxila e
peroxila na colite induzida por SSD, sendo que este antioxidante foi administrado
via enema (YOU et al., 2009). Apesar do MDA néo ser o melhor indicador da
peroxidagdo lipidica ndo enziméatica em sistemas bioldégicos complexos,
diferentemente do biomarcador F2-isoprostano (Figura 9) (FORMAN et al.,
2015), em nossa revisao sistematica (vide Capitulo 1), observa-se que a maioria
dos estudos avaliaram os niveis de MDA de forma direta, como no nosso caso,
através de analise em HPLC, ou de forma indireta, através da determinacéo de

TBARS, 0 que torna esse marcador Util na comparacao entre diversos estudos.

No presente trabalho, alteracdes na atividade colénica da SOD e GPx
(Figura 23 F e J) no grupo Colite Leve, ndo foram observadas, semelhantemente
ao encontrado por Akman et al. (2012), que estudaram biomarcadores do EO em
pacientes portadores de colite em atividade (AKMAN;AKARSU;AKPINAR, 2012).
Por outro lado, a menor atividade da SOD revelada no grupo NAC vs grupo ALA,
sem evidencias de elevacdo dos niveis de H202 confirmam o maior poder

antioxidante da NAC, em nosso modelo de colite leve.

Como pode ser visto no capitulo 1, quando identificamos 166 substancias
testadas no tratamento/prevencdo das DII, confirma-se o0 interesse da
comunidade cientifica na identificagdo de compostos, naturais ou sintéticos,
capazes de minimizar o EO/inflamacgéo caracteristicos da DIl (MOURA et al.,
2015a). No entando, dentre os 198 artigos encontrados, ALA (TRIVEDI;JENA,
2013b) e NAC (ANCHA et al, 2009; YOU et al, 2009; AMROUCHE-
MEKKIOUI;DJERDJOURI, 2012; ROMAGNOLI et al., 2013; URAZ et al., 2013)
fornecidos isoladamente, foram avaliados por 6 estudos e apenas 1 (URAZ et
al., 2013) investigou a atividade da SOD e observou elevagéo na sua atividade,

provavelmente por esta ser uma enzima cuja atividade é modestamente reduzida
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durante a inflamacéo tecidual (MANGERICH et al., 2013), diferentemente da
enzima GPx2, a forma gastrointestinal da GPx (BRIGELIUS-FLOHE;MAIORINO,
2013), a qual estd intimamente associada ao metabolismo do H20: e cuja
expressao génica esta reduzida em diversos modelos de inducédo da RCUI (TE
VELDE et al., 2008).

Deve-se ressaltar, em nossos resultados, a elevacao dos niveis de GSH
e GSSG no grupo colite leve, o que né&o resultou em diferencas na razéo
GSH/GSSG. Uma possivel explicacdo pode ser dada como uma consequéncia
da resposta adaptativa do organismo a leséo inflamatéria e oxidativa. Nossos
resultados diferem dos de Amrouche-Mekkaoui & Djerdjouri (2012), que também
estudaram a colite induzida por SSD em modelo animal (AMROUCHE-
MEKKIOUI;DJERDJOURI, 2012). Esses autores observaram uma diminui¢do do
conteudo de GSH no grupo com colite moderada. Por outro lado, 0s nossos
achados sao semelhantes aos encontrados em varios estudos com cancer, tais
como o da mama, ovario, pulmao e outros (GAMCSIK et al., 2012). No entanto,
a respeito do cancer colorretal, os niveis de GSH podem estar aumentados,
diminuidos ou nao sofrerem qualquer alteracdo, dependendo em parte, do
estagio do tumor (GAMCSIK et al., 2012). O aumento da GSH em tecidos
inflamados ou em desequilibrio redox, tais como na RCUI, pode ser explicado
pelo papel desempenhado pela GSH na inibicdo da sinaliza¢do da apoptose, néo
s6 pela eliminacgéo intracelular de EROs, mas também através da inibicdo da
liberacdo do citocromo ¢ das mitocondrias e regulacéo da atividade de caspases
sensiveis ao desequilibrio redox (SINGH;KHAN;GUPTA, 2012). Nesse sentido,
Yeh et al. (2006) sugeriram que altos niveis de GSH em tecidos com cancer
podem estar associados com o aumento da proliferacéo das células e resisténcia
ao EO, conferindo assim uma vantagem de crescimento seletivo para células

tumorais em comparagdo com 0S seus pares normais.

Em nossos resultados, a influéncia do EO no ciclo da GSH foi confirmado
pelo aumento da GSSG, no entanto, a elevagdo concomitante de niveis de GSH
nao causou alteracdo na razdo GSH/GSSG, considerado o biomarcador mais

importante do ciclo da glutationa (YEH et al., 2006).
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O TGI é considerado o maior sitio de geracdo de pro-oxidantes, cuja
producdo deve-se principalmente a presenca de um grande numero de
micrébios, ingredientes alimentares e de interacdes entre células do sistema
imunologico (VERMA;MARELLA;ALAM, 2013).

O aumento na producdo de varias espécies reativas, como O2*, *OH,
H202, HOCI, ONOO" e *NO, esta intrinsicamente associado com a inflamacgéo
intestinal desde os estagios iniciais da DIl (Figura 8), (para maiores detalhes ler
topico 1.3.3 — pag 47). Seus efeitos destrutivos sobre o DNA, proteinas e lipideos
podem contribuir com a iniciacdo e progressdo da RCUI, causando diversos
sintomas tais como anemia, carcinogénese, hepatotoxicidade (manifestacdes
extra-intestinais) e hipersensibilidade, como pode ser visto na Figura 1
(PRAVDA, 2005). Além disso, o EO aumenta a inflamacé&o e estimula a ativacao
do NF-kB, com a consequente producdo de citocinas pro-inflamatorias,
quimiocinas, fatores de crescimento e moléculas de adesdo, o que causa
inflamacéo e fibrose (VAZIRI et al., 2007) (vide item 1.3.3), identificado em nosso

estudo pelo aumento dos niveis de leucécitos e deposicéo de colageno.

Contrariamente ao TNF-a e INFy, a IL-10 apresenta importante agédo anti-
inflamatéria, sendo requerida para regular fungdes imunoldgicas, promovendo
a supressdo generalizada de respostas imunes através dos seus efeitos
pleiotrépicos (HOVES et al.,, 2006). O desequilibrio na producdo dessas
citocinas, incluindo o TNF-a, desempenha um papel fundamental na cascata de
sinalizacdo de vias inflamatdrias (RUTGEERTS;VERMEIRE;VAN ASSCHE,
2009).

O TNF-a desempenha um papel critico na patogénese das DIl (Tabela 2),
e por isso a terapia biolégica com inibidores do TNF é utilizada no tratamento
convencional para o controle de respostas imunes aberrantes e da cascata
inflamatoria tipica da DIl (RUTGEERTS;VERMEIRE;VAN ASSCHE, 2009).

Ja o INFy esta envolvido com a superexpressao de varias quimiocinas,
tais como o IFN-y indutor da proteina 10 e o IFN-y indutor de células T «, na
mucosa intestinal de camundongos com RCUI induzida e em pacientes
portadores de RCUI (BISPING et al., 2001).
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Guijarro et al. (2008), estudando o efeito da NAC associada a mesalasina
em pacientes com colite ulcerativa, também n&o observaram altera¢cdes nos
niveis plasmaticos de TNF-a (GUIJARRO et al., 2008). Talvez essas alteracdes
nao tenham sido evidenciadas em nosso estudo, porque o0 modelo escollhido foi
de RCUI leve e a regulacéo positiva de citocinas proé-inflamatérias, tais como
INFy e TNF-a, sdo observados mais consistentemente na inflamacéao grave, tal
como a colite associada a carcinogénese (SUZUKI et al., 2014). Nesse caso, 0
INFy e outras citocinas poderiam receber mais atencdo no futuro
(MOZAFFARI;NIKFAR;ABDOLLAHI, 2015).

Neste estudo, o efeito adverso da associa¢do do ALA com a NAC no célon
€ perceptivel. Ao contrario do que seria esperado, a associacdo das duas
substancias com potente acédo antioxidante e anti-inflamatéria néo foi capaz de
promover uma acao benéfica, mesmo levando ao aumento dos niveis colénicos
de IL-10. A elevacdo desta citocina anti-inflamatéria pode ser explicada pelo
aumento de leucdcitos e de células dendriticas, sendo o ultimo responsavel pela
sua secrecao, e gque estdo aumentados em infiltrados colbénicos (YU;WANG,
2011), relacionadas com doencas auto-imunes, tais como RCUI, que também
esta associada com a resposta imune envolvendo Thl e Thl7
(BAMIAS;KALTSA;LADAS, 2011). Cabe ressaltar que as células Thl sao
responsaveis pela producdo de INFy e tém seu papel bem descrito na
patogénses das DIl (POWRIE et al., 1994). Por outro lado, o envolvimento das
células Th17 vem se mostrando mais amplo. Camundongos knowckout para o
Th17 demonstraram maior resisténcia ao desenvolviemnto da colite induzida por
SSD (MANGAN et al., 2006). Além disso, sua citocina, a IL-17 estimula as células
T da lamina prépria a produzirem INFy (NIU et al., 2012; WANG et al., 2012) e 0
bindbmio IL-17/Th17 esta diretamente relacionado ao recrutamento de neutrofilos
e producdo de diversas outras citocinas, ampliando dessa forma, a resposta
inflamatoria na colite ulcerativa (MIOSSEC;KORN;KUCHROO, 2009).

Contrariamente a outro estudos (YOU et al.,, 2009; TRIVEDI;JENA,
2013b), apesar de ter sido identificado um aumento nos leucécitos circulantes
nos grupos Colite Leve e ALA+NAC (Figura 20C), esta elevacdo nao foi

acompanhada do incremento das citocinas avaliadas (Figura 24).
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2.5.2 Efeito do SSD e suplementacéo sobre o figado

As manifestacdes extraintestinais das DIl ainda sdo pouco exploradas
tanto epidemiologicamente quanto clinicamente pela comunidade cientifica.
Contudo, dados recentes vém relacionando essas manifestagbes com a
atividade da doenca (KARMIRIS et al., 2016) e ao uso do anti-TNF-a (ELIGIUS
HELLSTROM;FARKKILA;KOLHO, 2016). Dentre essas manifestacbes, as
hepatobiliares se destacam, tanto pela frequencia quanto pela severidade
(BALISTRERI, 1998; LICHTENSTEIN, 2011;
VENKATESH;NAVANEETHAN;SHEN, 2011), no entanto estas alteracbes
permanecem subdiagnosticadas (GIZARD et al., 2014).

Apesar da ligacdo intima existente entre o figado e colon, resultante
especialmente da conexao entre a disbiose e esses dois 6rgdos, com elevacao
da LPS e da ativacdo do TRL4, as mudancas oxidativas e inflamatorias
encontrados em nosso modelo de colite leve (2% de SSD, p/v - durante 5 dias)
podem ter sido insuficientes para causar danos ao figado, ao contrario dos
resultados de Trivedi & Jena (2013) e Farombi et al. (2016). No entanto, é
interessante notar que, na analise sorolégica (Tabela 9) oxidativa (Figura 27),
inflamatoria (Figura 28A e B) e dos parametros bioquimicos de dano hepatico,
foram encontrados diversos indicios de acdo hepatotdxica importante nos
animais que receberam ALA com NAC.

A associacdo do ALA com NAC estimulou de forma diferente as espécies
reativas estudadas. Enquanto nesse grupo (ALA+NAC) um aumento na
producéo de H20:2 (Figura 27F) ficou evidente, nenhuma acao sobre os niveis de
nitrito foi observada (Figura 27H). Adicionalmente nenhum alteragcéo
histopatoldgica ou na deposicao de colageno, foi identificada. A auséncia dessas
mudancas pode ser justificada pelo segmento hepatico utilizado para o
processamento histopatoldgico, I6bulo esquerdo e ndo a regido proxima ao ducto

biliar a qual é normalmente acometida nas manifestacdes extraintestinais da DII.

Varios sdo os agentes que elevam a producdo de O2*, como a cadeia

transportadora de elétrons da mitocbndria. Essa espécie radicalar é
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posteriormente dismutada pela SOD para H202. Assim como essas duas
espécies reativas, outros subprodutos de reacfes de oxido-reducado como o *OH
sdo incrementadas sob diferentes condicbes de lesdo hepatica cronica,
decorrentes do consumo de alcool ou xenobioticos, infec¢des virais, doenca
hepatica gordurosa nao-alcodlica, dentre outros (CROSAS-
MOLIST;FABREGAT, 2015). Além disso, concentracdes elevadas de espécies
oxidativas, tais como H202 e °*OH induzem a morte das células estreladas
hepaticas e isto pode, por sua vez, provocar a reducédo da deposicao de colageno
(PAIK et al.,, 2014). Este fato pode explicar a auséncia de mudancas na
deposicao de colageno observadas no figado do grupo ALA+NAC. Contudo, é
importante enfatizar que a lesdo do figado, quer crénica ou aguda,
eventualmente, resulta no aumento das concentracbes séricas das
aminotransferases (GIANNINI; TESTA;SAVARINO, 2005), o que sugere mais
fortemente a acado lesiva sobre o tecido hepatico causado pela combinacdo

desses dois antioxidantes.

Em contraste com os resultados observados no célon, a suplementacéo
de NAC levou ao aumento da SOD hepatica (vs Colite Leve e ALA) (Figura 27A),
mas diminuiu a atividade da catalase (Figura 27B) e os niveis de GSH, vs o0 grupo
ALA (Figura 27D). Resultados semelhantes em relacdo a atividade da SOD
foram observados por outros autores que também avaliaram a suplementacéo
de NAC em figado em diferentes situacdes e confirmaram sua acao antioxidante.
Curiosamente, a NAC aumentou a atividade da SOD hepatica, sem aumentar 0s
niveis de H202, catalase e GPx. Contrariamente, o ALA aumentou
significativamente as enzimas catalase e GPX, além de aumentar as
concentracdes de GSH, possivelmente em virtude do aumento do EO observado
nesse grupo e confirmado pela elevagcdo do MDA. EO pode ser observado,
ainda, pelos niveis de GSSG, que, embora ndo tenham sido estatisticamente
significativos, foi cerca de 61% mais alto do que o grupo que recebeu a NAC e

parece ter um significado fisiolégico (Figura 271).

Relativa a menor atividade da catalase e a auséncia de alteracdes nos
niveis de GSH observados no grupo NAC, isto pode ser justificado pelo curto
periodo do desenho experimental, sendo provavelmente necessario um periodo

mais longo de suplementacdo para se observar os efeitos protetores da NAC
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sobre o EO, visto que esse antioxidante age sobre a cisteina, aminoacido
necessario para a sintese da glutationa, com consequente aumento dos seus
niveis teciduais (DE ANDRADE et al., 2015).

Recentemente, nosso grupo publicou uma revisdo sistematica sobre o uso
isolado ou combinado do ALA em diversas situacdes clinicas, tanto em modelo
animal quanto em seres humanos. Observou-se que, em ensaios clinicos com
seres humanos, o ALA é geralmente testado em associacdo com outras
substéancias e que este tipo de terapia combinada prejudica a identificacdo do
papel especifico de cada componente utilizado ou se ocorre efeito sinérgico ou
antagbnico (MOURA et al.,, 2015b). Seguindo essa linha de pesquisa
(sinergismo/antagonismo), El-Gowelli et al. (2015), utiizando um modelo de
RCUI induzida por &cido acético, observaram que a associacdo do ALA (35
mg.kg.dti.p.) com a ciclosporina, um imunossupressor usado rotineiramente no
tratamento da RCUI, agravou o dano intestinal (EL-GOWELLI et al., 2015). Um
estudo conduzido por Pop-Busui, Stevens e Raffel. (2013), em que foram
avaliados pacientes portadores de diabetes tipo 1, concluiu que o ALA associado
com alopurinol (inibidor da xantina oxidase) e com nicotinamida, nédo foi eficaz
em prevenir a neuropatia autonémica cardiovascular (POP-
BUSUI;STEVENS;RAFFEL, 2013).

Por outro lado, apesar da associacéo do ALA com a NAC ter sido testado
anteriormente na protecao contra a exposicao a radiacéo (tungsténio) (BROWN
et al., 2010) e no processo de envelhecimento (SINHA et al., 2010; THAKURTA
et al.,, 2012; THAKURTA et al., 2014), apenas no exercicio (JANA et al., 2014)
esses dois antioxidantes ndo foram suplementados combinados a outros
agentes como o a-tocoferol e a Coenzima Q10. Outro fato importante é que todos
os estudos foram em modelos animais e os tecidos avaliados n&o incluiam o

figado.

Cabe ressaltar que apesar do grupo ALA+NAC ter recebido 200 mg/kg.d
! de suplementagéo (100 mg.kg.d* de ALA + 100 mg.kg.d* de NAC), essa dose
ainda é inferior ao limite maximo estabelecido para a seguranca no fornecimento
oral do ALA (10x) e do NAC (30x) (vide item 2.3.3 pagina 104).
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Mesmo sozinho, o ALA tem demonstrado efeitos negativos em alguns
sistemas, tais como no sistema cardiovascular, anulando os efeitos positivos do
exercicio sobre a pressao sanguinea (WRAY et al., 2009) e aumentando a fragdo
oxidada da LDL (LDL-oxi) (MCNEILLY et al., 2011) no sistema urinario, através
do aumento da PL (SHOWKAT;BASTNAGEL;HUDSON, 2014).

Todos os resultados ndo esperados atribuidos ao ALA indicam seu efeito
pré-oxidante in vivo, ja discutido por outros autores como Shay et al. (2008)
(SHAY et al., 2008) e pode justificar seu efeito nocivo, quando usado sozinho
(elevacao dos niveis MDA), ou causando injuria hepatica (aumento de ALT e
AST) (Tabela 9) e aumento da atividade pro-inflamatoéria (elevagédo de TNF-a e

INFy) (Figura 28 A e B), quando usados em associacdo com NAC.

Os presentes resultados, em conjunto, lancam davidas sobre o conceito
de "antioxidante universal" atribuido ao ALA. Efeitos antagonistas de
antioxidantes tém sido provados em outras situacdes clinicas, como o cancer.
Em um experimento conduzido por Assi et al. (2015), os autores estudaram o0s
efeitos combinados de catequinas e quercetina sobre a atrofia muscular em
modelo de caquexia em camundongos com cancer. Estes autores demonstraram
gue o tumor dos animais suplementados se desenvolveu mais rapidamente e
gue os antioxidantes reduziram a sobrevivéncia e aumentaram a caquexia dos
camundongos (ASSI et al., 2015).

De acordo com Siegmund (SIEGMUND, 2015), estratégias terapéuticas
diferem até certo ponto, dependendo se a distribuicdo da lesdo colbnica é
limitada ao reto, ao lado esquerdo do colon ou se afeta todo o célon, e por isso
toda e qualquer informacdo se faz necessaria para compreender porque
diferentes tratamentos agem de maneira diversa nas formas leve, moderada ou

grave da colite.
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2.6. Conclusodes

O EO parece ser a primeira manifestacdo bioquimica da colite,
precedendo as alteracfes inflamatérias, como elevacdo do TNF-a e INFy,

comecando na fase inicial da RCUI leve.

Neste estudo, a NAC apresentou efeitos antioxidantes mais eficazes,
especialmente no que se refere aos niveis de MDA e H202. O ALA, em dose
Unica/dia, ndo é recomendado para a RCUI leve, uma vez que este suplemento
aumentou os niveis de MDA hepaticas. A combinacdo ALA e NAC demonstrou
efeitos adversos, aumentando condi¢Bes oxidativas e inflamatorias em ambos

0s oOrgaos: colon e figado.

Por fim, o nosso estudo traz novas evidéncias sobre o uso da NAC no
controle do EO e inflamacdo na RCUI e que seus efeitos benéficos envolvem
nao apenas o colon, mas também o figado. Este fato confirma, para a RCUI, a
necessidade de ampliar a investigacdo para o figado, que esta intimamente

ligado ao célon.

Assim como comprovado na presente investigacdo, a avaliacdo de varios
tecidos e 6rgaos é extremamente necessaria, antes de uma escolha definitiva de

qualquer tratamento.
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