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RESUMO

A Doenca Inflamatoéria Intestinal (DIl) € uma doenca crbnica que causa
inflamacdes e Ulceras na mucosa, tendo como um dos seus subtipos a colite
ulcerativa idiopatica (CUI), cujo tratamento principal se baseia no uso de
medicamentos anti-inflamatdrios, imunossupressores, antibidticos e terapia
biolégica. No entanto, estes farmacos apresentam uma série de efeitos
colaterais que comprometem a adesédo ao tratamento e a qualidade de vida do
individuo, fato este que estimula a busca por novas terapias coadjuvantes.
Objetivou-se, na primeira etapa do trabalho, avaliar o efeito do consumo oral do
extrato de Aloe ferox Miller de forma isolada e combinada ao extrato de Curcuma
longa sobre os biomarcadores de estresse oxidativo, em camundongos
saudaveis. Na segunda etapa, buscou-se avaliar o efeito dos mesmos
tratamentos, desta feita, em camundongos com colite ulcerativa moderada,
induzida por sulfato de sédio dextrana (3% SSD p/v) adicionado a agua de beber.
ApoOs determinacdo da normalidade dos dados, foram utilizados testes
paramétricos ou ndo paramétricos, sendo a significancia considerada quando
p<0,05. Na 12 etapa, os animais foram randomizados em 03 grupos (n=6):
Controle (C) — racdo comercial —, Aloe (AL) e Aloe_Curcuma (AL_C) — que
receberam os extratos via oral (adicionados a racdo: 187,5 mg/kg de dieta/dia de
Aloe ferox e/ou 250 mg/kg de dieta/dia de Curcuma longa), durante 30 dias. No
31°dia, os animais foram eutanasiados sendo retirados cérebro, coracéao, figado,
rins, intestino, para analise de malondialdeido (MDA), perdxido de hidrogénio
(H202), superéxido dismutase (SOD) e mieloperoxidase (MPO). Observou-se
que a suplementacdo com aloe isolado e combinado a curcuma, melhorou a
atividade da SOD no célon e inibiu a peroxidacéao lipidica no figado, coracéo e
cérebro. Ndo se verificaram efeitos nos rins. Os resultados combinados
indicaram que o uso dos extratos de forma isolada/combinada foram seguros
biologicamente para todos os 6rgdos. Na segunda fase, 24 animais foram
randomizados em 4 grupos: Controle (C); Colite Moderada (CM), Aloe Moderado
(AL_M) e Aloe_Curcuma Moderado (ALC_M) — que tiveram a colite iduzida nos
ultimos 7 dias do experimento. Os grupos C e CM receberam racédo comercial
por 37 dias. Os grupos AL_M e ALC_M receberam racao enriquecida com extrato
de aloe/ aloe+curcuma por 30 dias (pré-tratamento), além dos 7 dias em que a
colite foi induzida (tratamento). Foram realizadas andlises histologicas do colon,
com determinacdo da atividade antioxidante (SOD, glutationa total — tGSH) e
avaliacdo do estresse oxidativo (H202, MDA) e do perfil inflamatério (MPO, fator
de necrose tumoral alfa — TNF-q, interleucina (IL) 6 e IL-10, e interferon gamma
— IFN-y). As analises histolégicas comprovaram que o SSD induziu a colite,
causando destruicdo da arquitetura das criptas e os tratamentos com Aloe ferox
isolado e associado a Curcuma longa restauraram esses danos. No colon, a
colite moderada aumentou IFN-y e IL-10 mas néo interferiu nos niveis de TNF-a
e IL-6, além de aumentar o requerimento de tGSH, onde a administracéo de aloe
diminuiu IL-10 e embora os niveis de H202 ndo tenham sido alterados, foi
evidenciada uma acao anti-inflamatoéria pela reducdo da MPO porém néo evitou
o dano oxidativo (diminuigcdo do MDA), o qual foi corroborado pelo aumento do
TNF-a e IL-6, mesmo ndo sendo observado em nivel histoldgico. Ja o tratamento
com aloe associado a curcuma apresentou uma resposta anti-inflamatéria
melhor em relacdo ao aloe isolado pois apresentou menores niveis de TNF-q,
reduziu a infiltracdo de neutrdéfilos além de evitar o dano oxidativo (reducéo do



MDA). Os resultados obtidos sugerem que, nos 6rgdos anlisados o uso do
extrato de Aloe ferox combinado ao de Curcuma longa foi mais favoravel do que
0 uso do extrato de forma isolada. Dessa forma, conclui-se que o uso do extrato
de aloe, apesar de ter preservado o arcabouco histologico do cdélon, o uso
precisa ser avaliado com mais cautela, a fim de avaliar melhor sua ag&o anti-
inflamatoria e antioxidante local e sistémica, enquanto que seu uso associado a
curcuma sugeriu uma possivel acdo sinérgica que potencializa o perfil anti-
inflamatorio e antioxidante de ambos, podendo ser mais efetivo em casos de
colite com alteracdes extraintestinais.

Palavras-chave: inflamacédo intestinal, manifestagbes extraintestinais, colite
ulcerativa, curcumina, cape aloe, intervencédo, modelo animal.



ABSTRACT

Inflammatory Bowel Disease (IBD) is a chronic disease that causes inflammation
and ulcers in the mucosa, one of its subtypes being idiopathic ulcerative colitis
whose main treatment is based on the use of anti-inflammatory drugs,
immunosuppressants, antibiotics and biological therapy. However, these drugs
have a series of side effects that compromise treatment’s adherence and the
individual's quality of life, a fact that stimulates the search for new supporting
therapies. In the first stage of this work, the objective was to evaluate the effect
of oral consumption of the extract of Aloe ferox Miller alone and combined with
the extract of Curcuma longa, on the biomarkers of oxidative stress, in healthy
mice. In the second stage, we sought to evaluate the effect of supplementation
with Aloe ferox Miller extract alone and combined with Curcuma longa extract on
the biomarkers of oxidative stress and inflammation in mice with moderate
ulcerative colitis, induced by dextran sodium sulfate (3% SSD wi/v), added to
drinking water. After determining the normality of the data, parametric or
nonparametric tests were used, with significance considered when p<0,05 In the
15t stage, the animals were randomized into 03 groups (n = 6): Control (C) —
commercial feed-, Aloe (AL) and Aloe_Curcuma (AL_C) and received orally
(added in the diet: 187.5 mg/kg of diet / day of Aloe ferox and 250 mg/kg of
diet/day of Curcuma longa), for 30 days. On the 31%t day, the animals were
euthanized and the brain, heart, liver, kidneys and intestine were removed for
analysis of malondialdehyde (MDA), hydrogen peroxide (H202), superoxide
dismutase (SOD) and myeloperoxidase (MPO). It was observed that the
supplementation with aloe alone and combined with curcuma improved the
activity of SOD, in the colon and inhibited lipid peroxidation in the liver, heart and
brain. There were no effects on the kidneys. The combined positive results found
in this stage, it was concluded that the use of the extracts in isolated/combined
manners was biologically safe for all organs, and the 2" stage was then
performed with animals with moderate colitis. In this phase, 24 animals were
randomized into 4 groups: Control (C); Moderate Colitis (CM), Moderate Aloe
(AL_M) and Moderate Aloe Curcuma (ALC_M) - who had their colitis induced in
the last 7 days of the experiment.. Groups C and CM received commercial feed
for 37 days. Groups AL_M and ALC_M received a diet enriched with aloe/aloe
extract + turmeric for 30 days (pre-treatment), in addition to the 7 days in which
colitis was induced (treatment). The histological analyses of colon, the
determination of the antioxidant activity (SOD, total glutathione - tGSH) and the
assessment of oxidative stress markers (H202, MDA) and inflammatory profile
(MPO, tumor necrosis factor alpha - TNF-a , interleukin 6 - IL-6, interleukin 10 -
IL-10 and interferon gamma - IFN-y) were performed. Histological analyses
proved that SSD induced colitis, causing destruction of the crypt architecture and
treatment with Aloe ferox alone and associated with Curcuma longa restored
these damages. In the colon, moderate colitis increased IFN-y and IL-10 but did
not interfere with TNF-a and IL-6 levels, in addition to increasing the tGSH
requirement, where aloe administration decreased IL-10 and although the levels
of H202 have not been altered, an anti-inflammatory action was evidenced by the
reduction of MPO, but it did not prevent oxidative damage (increase of MDA),
which was corroborated by increase of TNF-a and IL-6, even though it was not
observed at histological level. Aloe treatment associated with turmeric showed a
better anti-inflammatory response compared to aloe alone, as it presented lower



levels of TNF-a, reduced neutrophil infiltration and avoided oxidative damage
(decrease of MDA). The obtained results suggest that, in all analyzed organs, the
use of extracts of Aloe ferox combined with that of Curcuma longa was more
favorable. Thus, it was concluded that the use of aloe extract, despite having
preserved the colonic histological framework, needs to be evaluated with more
caution, in order to better evaluate its local and systemic anti-inflammatory and
antioxidant action, while its use associated with turmeric suggested a possible
synergistic action that highlights the anti-inflammatory and antioxidant profile of
both extracts, and may be more effective in cases of colitis with extraintestinal
changes.

Keywords: bowel inflammation, extraintestinal manifestations, ulcerative colite,
curcumin, cape aloe, intervention, animal model.
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1. INTRODUCAO:

As doencas inflamatorias intestinais (DIl), representadas pela doenca de
Crohn (DC) e colite ulcerativa idiopatica (CUI), sédo enfermidades caracterizadas
por inflamacgédo cronica associada a alteragdes imunes, que acometem o trato
digestério e que ainda nao tém etiologia definida (DAMIANI, 2006; TOMASELLO
et al., 2016). Enquanto a DC pode afetar qualquer parte do trato gastrointestinal
(TGI), a CUI envolve exclusivamente o colon e o reto, alterando sua estrutura e
funcionamento, levando a um processo inflamatério caracterizado por infiltrado
leucocitario na mucosa e ulceragdo epitelial de causas desconhecidas, tendo
carater recidivante (JAGETIA; AGGARWAL, 2007; BALLESTEROS POMAR et
al., 2010; BURISCH et al., 2017).

A DIl é distribuida mundialmente de forma heterogénea, e diversos
estudos relataram que sua incidéncia tem aumentado de forma significativa
desde o final do século XX (NG et al., 2018). Acredita-se que este fato esteja
associado a industrializacdo das nacdes, tendo sua incidéncia e prevaléncia
aumentadas na América do Norte, com 1,5 milhées de casos, e a Europa
Ocidental onde se estima uma média de 2,5 a 3 milhdes (NG et al., 2018) e,
desde 1990, um crescente aumento de casos da doenca em paises da América
do Sul, como o Brasil tem sido observado. Atualmente, sua prevaléncia é de
15,0-24,1/100.000 pessoas/ano e incidéncia anuais podem chegar 4,3-
5,3/100.000 pessoas/ano, dependendo da regido, tornando-se um problema de
saude publica (NASCIMENTO et al, 2020; SALGADO et al., 2020;
SELVARATNAM et al., 2019).

A DIl ainda nédo teve seu mecanismo de gatilho totalmente elucidado,
porém, estudos recentes demonstraram que em individuos geneticamente
susceptiveis, diversos fatores ambientais, microbiota e, em especial, 0 processo
inflamatorio recorrente na mucosa intestinal, leva ao desbalanco no sistema de
defesa redox, e, consequentemente, a maior producéo de espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio (EROS/ERNS), consideradas uma constante ameaga a
integridade celular (Figura 1), dependendo das circunstancias. Estas, quando em
concentracdo baixa (eutress), sinalizam respostas mitogénicas e de defesa
contra agentes infecciosos, porém sua producdo excessiva ou sua eliminagéo

ineficiente (distress) resulta em estresse oxidativo e/ou nitrosativo (PIECHOTA-
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POLANCZYK, FICHNA, 2014; SIES, 2017), com danos prejudiciais as

macromoléculas fisiologicamente importantes.

Figura 1. Representacdo esquematica de alguns ativadores () e inibidores (—) das

espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.

Quimioterapia Catalase

Tidis Totais
Poluicdo \

\ \/ SOD
Radiagcdo UV — Anfioxidant
ntioxidantes
-
Citocinas _ }—— GPx
Compostos
Xantina _—7 /\,\ Fendlicos
NADPH-oxidase/ \ Curcuma longa
. . / Aloe ferox
Cicloxigenase
Lipoxigenase Aloe ferox + Curcuma longa

Legenda: Em vermelho, compostos pré-oxidantes (aumentam a geracdo de ERONSs) e em verde
compostos antioxidantes (diminuem a geracdo de ERONs). ERONS — espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio; NADPH - nicotinamida adenina dinucleétido fosfato; UV — ultra violeta;
SOD - superoéxido dismutase; GPx — glutationa peroxidase.

Fonte: De Azevedo, M.L.S.G (2020)

A terapia medicamentosa na DIl consiste na administracdo de farmacos
como aminossalicilatos, corticosteroides e imunossupressores, a depender da
complexidade que se encontra a doenca e da evolugédo do paciente. Em geral,
utilizam-se medicamentos com menor incidéncia de efeitos colaterais, e se a
inflamagéo persistir, faz-se o uso de farmacos com maior potencial a essa
reacao, uma vez que esses devem atuar ndo apenas na sintomatologia da DI,
mas também no combate a inflamacdo (MOLODECKY et al., 2012; HUANG et
al., 2017).
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Além da terapia medicamentosa, atualmente sugerem-se tratamentos
alternativos que atuem de forma complementar na busca pela qualidade de vida
do paciente, tais como o uso de probioticos e/ou prebioticos, transplante de
microbiota fecal e, de forma especial, 0 uso de substancias naturais ou sintéticas
com potencial antioxidante e/ou anti-inflamatoério (PRAVDA, 2016; FARZAEI et
al., 2016; CHIBBAR, DIELEMAN, 2015; LIU et al., 2020). Nesse contexto, a
investigacdo da utilizacdo de extratos vegetais ou seus componentes ativos tem
se tornado uma abordagem cada vez mais estudada para o tratamento de alguns
distarbios inflamatorios entre pacientes que ndo respondem aos esteroides ou
gue nao estdo dispostos a tomar os medicamentos-padrdo, haja vista que os
extratos parecem apresentar menos efeitos colaterais e menor custo, o que
proporciona uma maior durabilidade no tratamento, reduzindo assim a gravidade
da doenca e seu dano sistémico (MOURA et al., 2015).

Dentre as plantas medicinais mais estudadas, destacam-se aquelas das
espécies Aloe que tém sido secularmente utilizadas em produtos alimenticios e
farmacéuticos, devido as suas propriedades aromaticas e terapéuticas
(MOKEHELE, et al., 2020; SOUSA et al., 2020).

Um outro vegetal natural amplamente investigado é a Curcuma longa, um
tempero que cresce em todo subcontinente indiano de cor amarela, derivado do
rizoma da planta Curcuma longa Linn, da familia Zingiberaceae, rico em
polifendis e que faz parte da culinaria asiatica tradicional, tendo papel de
aromatizante e corante (NELSON et al., 2017; ULLAH et al., 2017).

A possibilidade de um efeito sinérgico do uso desses dois extratos,
somado ao potencial antioxidante e anti-inflamatério de ambos, sugere que seu
uso combinado tenha efeitos promissores como terapia antioxidante e anti-
inflamatoria, minimizando a gravidade da doenca e consequentemente
melhorando qualidade de vida dos pacientes.

Neste contexto, considerando que a colite ulcerativa tem apresentado
uma incidéncia e prevaléncia crescentes no Brasil, a morbidade e as
complicacbes relacionadas ao seu tratamento e custos despertam a
necessidade de que sejam tracadas estratégias que possibilitem um controle
efetivo da doenca contribuindo para a reducdo da sobrecarga nos servigos de
saude e melhora da qualidade de vida dos pacientes. Por utro lado, por se tratar

de uma doenca em que o estresse oxidativo e a inflamacdo desempenham um
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papel central na sua evolugéo, gravidade e sintomatologia, podendo inclusive
acometer outros Orgdos e sistemas, e que o0 tratamento convencional
compromete de maneira significativa a qualidade de vida dos individuos doentes,
a avaliacdo do potencial antioxidante e anti-inflamatério do Aloe ferox e da
Curcuma longa, duas das plantas com maiores propriedades fitoterapicas
descritas na literatura, como uma possivel estratégia terapéutica coadjuvante,
eficaz e segura para o tratamento da colite. O presente trabalho propde-se a
avaliar o efeito antioxidante sistémico da suplementacéo com o extrato de Aloe
ferox Miller, combinado ao extrato de Curcuma longa e, do extrato de Aloe ferox
Miller utilizado de forma isolada, em camundongos sadios e aqueles com colite
ulcerativa moderada induzida por sulfato de sédio dextrana. Com os resultados
a serem obtidos pelo presente estudo espera-se que novas informac¢des possam
surgir e contribuir para que acdes preventivas e/ou de tratamento seguras e
acessiveis possam ser instituidas nessa populacdo, proporcionando maior

qualidade de vida para esses pacientes.
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2. REVISAO DA LITERATURA:
2.1 Doenca Inflamatéria Intestinal:

A doenca inflamatoria intestinal (DII) representa um grupo de doencas que
causam inflamacdes e Ulceras nos segmentos do trato gastrointestinal (TGI), de
carater cronico, recidivante e imunoemediada, tendo como dois principais
subtipos, a doenca de Crohn (DC) e a colite ulcerativa idiopatica (CUI) (OLPIN
et al., 2017; BINIENDA; FICHNA; SALAGA, 2020).

A CUI é uma inflamacao idiopatica crénica, podendo comecar no reto e
se estendendo até segmentos proximais do colon (UNGARO et al., 2017),
apresentando lesdes difusas e restritas a mucosa e a submucosa, tendo a
diarreia sanguinolenta como o sintoma mais comum. Ja a DC pode afetar
qualquer parte do TGl com les@es distribuidas de forma descontinua e esparsas
com padrdo transmural e acometendo desde a mucosa até a serosa. A
sintomatologia compreende crises recorrentes de diarreias, febre, fortes dores
abdominais, emagrecimento até o surgimento de complicacdes sistémicas
afetando drasticamente a qualidade de vida do individuo, porém raramente é
fatal (MOURA, et al., 2015; CAMBUI; NATALI, 2015). Ambas podem intercalar
episodios de fase aguda e fases de recidiva e na fase aguda de instalacédo da
CUI, o processo inflamatoério pode ter gradacdo de leve, moderada a grave
intensidade, havendo ainda uma forma de apresentacdo mais grave, a colite
fulminante (CAMBUI; NATALI, 2015; ANDRADE, 2017).

No tocante aos aspectos epidemiolégicos, tem-se observado que as DIl
acometem ambos 0s sexos em proporcdes semelhantes, com idade entre 30 e
40 anos (UNGARO et al., 2017). Estudos tém demonstrado um aumento mundial
da incidéncia ndo apenas em paises desenvolvidos, em torno de 50 a 70
caso0s/1.000.000 por ano, mas também em paises em desenvolvimento, como a
América do Sul. No Brasil, as taxas de prevaléncia, incidéncia e mortalidade
ainda sdo pouco conhecidas, apesar de relatos regionais descreverem um
aumento no nimero de casos novos da DC, se comparados & CUI (BRANDAO et
al., 2020; BRITO et al., 2020).

Com relacdo ao tratamento medicamentoso, esse envolve os
medicamentos da familia dos aminossalicilatos, como a a mesalazina (acido 5-

amino-2-hidroxibenzoico, 5-ASA), a sulfazalazina (figura 2), que tém como
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mecanismo de acdo a modulacdo da secre¢do de citocinas pro-inflamatorias
tendo a azatriopina atuando como coadjuvante tanto no tratamento como na
remissao da CUI. Ja os glicocorticosterdides como a prednisona atuam inibindo
a inflamacdo em seus diferentes niveis, seja pelo bloqueio da sintese de
interleucinas ou inibindo a fosfolipase A2 e desta forma evitando a producao de
prostraglandinas inflamatorias (figura 2) (MOURA et al.,, 2015; SOBRADO;
SOBRADO, 2016). Os medicamentos podem melhorar os sintomas, mas, a
depender da complexidade que se encontra a doencga e da evolucao do paciente,
podem produzir diversos efeitos colaterais como cefaleia, nauseas, anorexia,
hemolise e até efeitos hepaticos e nefrotoxicos, contribuindo para a baixa adesao
ao tratamento (MAYNARD, 2017; BINIENDA et al., 2020; MAGRO et al., 2020).
Existem novas terapias para DIlI, com seguranca e eficacia ja demonstradas
(BINIENDA et al., 2020), entre elas, bloqueadores de interleucinas (IL) IL-12/IL-
13 e inibidores de Janus quinase (JAK) (NADPARA et al., 2020).

Figura 2. Estruturas quimicas dos principais farmacos utilizados no tratamento das
Doencas Inflamatérias Intestinais.
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A etiologia da DIl ainda nao foi totalmente elucidada, mas fatores
ambientais, associados ou ndo a agentes infecciosos, imunoldgicos e
psicolégicos, juntamente com a suscetibilidade genética, podem ser os principais
gatilhos da CUI. Lu (2017) recentemente sugeriu que o aumento da prevaléncia
das DIl nos paises da Asia esta associado a dieta e ambiente ocidentalizados,
bem como estilo de vida, podendo ser fatores causais primarios da frequéncia
aumentada de DIl nessa populacao (figura 3).

A mucosa intestinal tem funcdes de excrecdo, absorcdo, imunidade e
barreira contra agentes patdgenos, esta Ultima desempenhada pelas células
epiteliais intestinais, componentes externos as células e sistema imunoldgico,
porém perde parte de sua funcionalidade quando ocorre uma inflamacéo
intestinal, caracteristica comum tanto na DC quanto na CUI (JIAN et al., 2005;
TOMASELLO et al., 2016).

Figura 3. Fatores de risco associados a colite e sua sintomatologia.
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Fonte: MOURA et al., (2015).

O conhecimento da fisiopatogénese das DIl tem evoluido muito nas
ultimas décadas, entendendo-se que mais de um agente causal ou mecanismo
isolado seja necessario para o desencadeamento da doenca ou de suas
recidivas. A interagdo da triade fatores genéticos, ambientais e microbiota
intestinal, dispara o sistema de defesa intestinal que ativa células imunes e nao

imunes (NASCIMENTO et al., 2020). Na fase ativa da colite, o sistema imune &
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capaz de mediar o processo inflamatdrio na mucosa através de uma acao
autoimune contra o0 epitélio caracterizada por uma acentuada presenca de
neutrofilos, macréfagos e células dendriticas. Os neutréfilos sdo um dos
primeiros tipos de células recrutados durante a fase ativa da doenca, tendo sua
atividade aumentada no sangue e no colon dos pacientes. Como funcgdes
deletérias a essa ativacdo temos: comprometimento da funcdo da barreira
epitelial, destruicdo do tecido por danos oxidativos e proteoliticos e liberacao de
mediadores inflamatérios (SOUZA; FIOCCHI, 2015; RIBEIRO et al., 2016). Por
sua vez, os macréfagos e as células dendriticas atuam na captagcdo e
processamento de antigenos induzindo a ativacao de varias vias de sinalizacao,
como o fator nuclear potencializador da cadeia leve kappa das células B ativadas
(NF-kB), que resulta em aumento da producé@o de citocinas pro-inflamatorias
agudas (Quadro 1), como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas
(1B, 6, 8, 12, 18) e a citocina do tipo TNF-1A (MOURA; GOULART, 2017;
NASCIMENTO et al., 2020).

Quadro 1. Principais biomarcadores de resposta inflamatéria relacionados a colite

ulcerativa.

Biomarcador de
resposta Funcéo
inflamatoria

Fator de Necrose | E um mediador pro-inflamatério secretado pelas Células B,
Tumoral alfa (TNF- | células dendriticas, macrofagos, mastécitos, mondcitos,

a) células NK, células Ty Tem atividade citotoxica, mediando
multiplos efeitos biolégicos, incluindo ativacdo de outros
macro6fagos, aumento adicional da resposta das células T,
expressao de moléculas de adesao pelo endotélio vascular,
recrutamento de neutrofilos para locais de inflamagéo,
estimulacdo de edema; inativagédo da coagulagéo e inducao
da formagdo do granuloma, além de induzir a secre¢cao do
IL-1, IL-6 e IFN-y, suprime a secre¢do de IL-10 (SANDS;
KAPLAN, 2007).

Interleucina 1 (IL- | Citocina proé-inflamatoéria produzida por macrofagos,

1) monacitos, fibroblastos e células endoteliais ativadas
durante a leséo celular, infeccéo, invaséo e inflamacéo. S&o
responséveis pelo aumento do recrutamento de neutrdfilos e
estimulo a sintese de IL-6 (MOURA et al.,2015)

Interleucina 6 (IL- | E uma interleucina secretada por vérias células (células
6) dendriticas, fibroblastos, macréfagos, mondécitos, células
Tru2) mas cuja producdo é estimulada pelo TNF-a e IL-1.
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Promove a ativacdo e maturacao dos neutréfilos, maturacao
de macrofagos e diferenciacdo/manutencdo de linfécitos T
citotoxicos e células natural killers.

Interleucina 10 (IL- | A IL-10 é secretada por muitas células, incluindo as células
10) T helper (Th), mondcitos/macréfagos, células dendriticas,
células B e queratindcitos. Essa citocina suprime a
inflamacao por varios mecanismos imunolégicos, incluindo a
reducdo da expressdo de genes antigeno leucocitario
humano (HLA) classe Il, redugéo da secrecéo de interleucina
2 (IL-2) pelas células T e diminuicdo de outras citocinas como
fator de necrose tumoral e interleucina 8 (IL-8) pela ativacao
de monécitos e macréfagos  (SANCHEZ-MUNOZ;
DOMINGUEZ-LOPEZ; YAMAMOTO-FURUSHO, 2008).

Interferon y (IFN-y) | Citocina pré-inflamatoria que leva a degradacdo da matriz
extracelular através da reducao da sintese de colageno além
de acelerar o0 processo de apoptose das células musculares
lisas (SANCHEZ-MUNOZ; DOMINGUEZ-LOPEZ;
YAMAMOTO-FURUSHO, 2008)

Mieloperoxidase | E uma peroxidase liberada extracelularmente e em

(MPO) compartimentos fagossomais por neutréfilos, mondcitos e
alguns macrofagos de tecido, onde catalisa a reacao entre o
H.O2, e o CL que gera o HOCI, e ambos (MPO e HOCI)
causam a peroxidacdo lipidica e o dano tecidual
(MANCINI et al., 2017).

Fonte: Azevedo, M. L. S. G (2020)

Na fase inicial da CUI o sistema imune é capaz de mediar a inflamacao
da mucosa de duas formas, a primeira age diretamente através de uma acao
autoimune contra o epitélio intestinal, ja a segunda envolve a ativacdo das
células T. A resposta imune intestinal tem a funcao de proteger o organismo da
entrada de agentes patogénicos, sendo essencial para a manutencdo da
fisiologia e da protecéo contra o desenvolvimento de infec¢des, haja vista que,
um estimulo infeccioso desencadeia uma resposta fisioldgica inicial, inata e
rapida (MOURA et al. 2015).

O estresse oxidativo, que advém de um desequilibrio entre a geracao de
compostos oxidantes e a atuacao dos sistemas de defesa antioxidante, € outra
resposta significativa tanto para o surgimento da doenca quanto no agravamento
dos sinais e sintomas da DIl, incluindo diarreia, megacélon téxico e dor
abdominal (DAMIANI, 2005; NASCIMENTO et al.,, 2018). Os antioxidantes
endogenos (Quadro 2), como superoxido dismutase (SOD), glutationa redutase

(GR), e catalase, sdo normalmente capazes de neutralizar o estresse oxidativo
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na mucosa intestinal. No entanto, a inflamacado aumenta a demanda por estes
antioxidantes e resulta em um desequilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes,
gue apresenta dentre suas consequéncias, a lesdo da mucosa (MOURA et al.,
2015; MOURA, 2016; MOURA; GOULART, 2017).

Quadro 2. Principais biomarcadores e enzimas antioxidantes relacionados a colite

ulcerativa.

Biomarcadores de
estresse oxidativo e

Funcéao
composto
antioxidantes
Malondialdeido Malondialdeido, produto oriundo da peroxidagéo lipidica,
(MDA) através da B-ruptura de endociclizacdo de &cidos graxos

poli-insaturados contendo mais de duas duplas ligacdes,
tais como &cido linoléico, araquidénico e docosaexanoico
(DA COSTA SILVA et al., 2011).

Superoxido S&o0 metaloenzimas que catalisam a dismutacdo de anion
Dismutase (SOD) superéxido em H202 e O2. S&o a primeira linha de defesa
antioxidante. Estéo presentes em todas as células do corpo
e atualmente existem em trés isoformas: a citoplasmatica,
Cu/ZnSOD (ou SOD1), a mitocondrial, MnSOD (ou SOD2)
e a extracelular, Cu/ZnSOD (ou SOD3) (LITTLE;
HOOPKINS, 2019).

Catalase (CAT) E uma enzima antioxidante localizada predominantemente
nos peroxissomos celulares e converte o H.O, em H,0 e
oxigénio. E mais eficaz quando ha concentragdes elevadas
de H.0,, e baixas concentracbes desse composto ou
outros peréxidos, o sistema de defesa da glutationa é
requerido (TAYSI et al., 2019).

Glutationa (GSH) E um tripeptideo que possui grupo sulfidrila na sua
estrutura e pode ser encontrado em sua forma reduzida de
tiol (GSH) ou oxidada, glutationa dissulfeto (GSSG), na
qual dois tripeptideos (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) séo
ligados por uma ponte dissulfeto. A GSH reage diretamente
com varias espécies e oxidantes como o H,O,, numa
reacdo catalisada pela GPx, onde é convertida & sua forma
oxidada (GSSG) (FORMAN et al., 2008).

Glutationa redutase Enzima responsavel pela reducdo de GSSG a GSH e que
(GR) utiliza NADPH como fonte de elétrons e prétons para a
reacdo de reducéo (LU, 2009).

Glutationa peroxidase Enzima responséavel pela oxidagcédo de GSH a GSSG tendo
(GPx) um papel importante na detoxicacdo de substancias
geradas pelos xenobidticos, como peréxido de hidrogénio
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ou peroéxidos organicos, cofatores para formacédo de GSSG
(SIES et al., 2017).

Fonte: Azevedo, M. L. S. G (2020)

Durante o processo respiratorio mitocondrial para geracdo de adenosina
trifosfato (ATP), o oxigénio molecular (Oz) € reduzido a H20, reacdo essencial
aos seres aerébios mas determinante na producdo de EROs (Quadro 3)
(PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014) que incluem compostos tais como
radicais superéxido (O2") e hidroxila (HO"), hidroperoxidos lipidicos que, por
conterem elétrons ndo-emparelhados na camada de valéncia, sdo altamente
instaveis e reativos com proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucleicos no
interior das células, podendo resultar na sua inativacado irreversivel
(BHATTACHARYYA et al.,, 2014). Essa condicdo de desbalanco redox é
considerada preocupante pois a eliminacéo ineficiente dessas espécies reativas
leva ao estresse oxidativo e nitrosativo (figura 4), alterando a resposta
inflamatoria e conduzindo a modificacfes lipidicas e proteicas, dano ao DNA,
apoptose ou transformacdo de células cancerigenas, DIl e cancer colorretal
(JOMOVA; VALKO, 2012).

Quadro 3. Espécies reativas relacionadas com a colite ulcerativa e suas principais

funcgdes.
Espécie reativa Funcéo
Anion-radical Gerado continuamente por diversos processos celulares

superéxido (O2") | (cadeia de transporte de elétrons na mitocondria, no
microssomo, por meio de enzimas como xantina oxidase e
NADPH oxidase), ou pela redugdo monoeletrénica de Oo.
Desempenha um papel central, uma vez que induz a produgdo
de outros intermediarios reativos. Rapidamente desaparece
em solugéo aquosa por reagéo de dismutacao:

0"+ 0"+ 2H" = H,02 + O

Em solugédo aquosa € um agente redutor forte. Sua habilidade
em reduzir Fe*" a Fe?", pode acelerar a reacdo de Fenton:

02~ + Fe® = Fe? + O,

Em solucdo aquosa € um oxidante fraco, porém pode formar
espécie reativa de nitrogénio:

02~ + NO" = ONOO~

E permeéavel a membranas. Em fagdcitos, como neutrdfilos e
macrofagos, € um dos microbicidas mais importantes.
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Peréxido de
hidrogénio (H.02)

Intermediario formado pela reacdo de dismutacdo de O™
catalisada pela enzima SOD, pela reducédo de dois elétrons na
molécula de O; e pela acdo de diversas enzimas oxidases in
vivo, localizadas nos peroxissomas. E muito difusivel dentro e
entre as células in vivo. Constitui um agente oxidante fraco e
um agente redutor, também fraco, reagindo lentamente com
tidis, com sais de ferro e cobre reduzidos, com proteinas heme
e peroxidases para iniciar reacdes radicalares e peroxidacoes
lipidicas.

Radical hidroxila
(‘'OH)

E o mais reativo e mais lesivo radical conhecido e para o qual,
uma vez formado, o organismo humano n&o dispde de
mecanismo de defesa. Capaz de reagir com uma série de
endobidticos, causa modificacdo no DNA (com modificacdo
das bases e quebras das fitas), danos nas proteinas e
inativagdo enzimatica, peroxidagdo lipidica. Contudo, possui
ambito limitado de acao (poucos didametros moleculares).

Peroxinitrito
(ONOO)

Intermediéario formado pela reacgéo:
02~ + NO* = ONOO~

Instavel, tempo de vida curto, oxidante potente, propriedades
semelhantes as do radical hidroxila. Causa danos a muitas
moléculas biolégicas, inclusive a grupos S-H das proteinas,
provoca hidroxilagdo e nitracdo de compostos aromaticos.
Forma "OH independente da presenca de metal de transic¢ao.

ONOO" + H" = "OH + NO:..

ApOs protonagdo, rearranja-se para nitrato e interage com
bicarbonato (CO2/HCOs3), com alteracdo de sua reatividade

ONOOH = ['NO, "OH] >NOz

Em presenca de CO3, o peroxinitrito forma o peroxicarboxilato
nitroso, que se decompde, segundo as etapas 1 e 2. O CO;
esta presente em elevada concentragdo no compartimento
intra e extracelular, o que favorece a formagao do COsz*, em
presenca de ONOO:-.

ONOO~ + CO2 = ONOOCO~; = NO.0OCO~;
(1) NO,OCO» > NOs+CO (65%)
(2) NO2OCO2~ = 'NO, +CO3* (35%)

O anion radical carbonato formado € mediador de diversas
reacoes de oxidacao e nitragao.

Oxido nitrico
(NO-)

Consiste um marcador de espécies reativas de nitrogénio,
capaz de ser metabolizado rapidamente em produtos estaveis,
Ou seja, nitrito e nitrato, na maior parte dos fluidos corporais,
incluindo o plasma.

Fonte: Adaptado de Barreiros et al. (2006); Vasconcelos et al. (2007); Sies et al. (2017).



37

Figura 4. Integragéo dos sistemas de defesa enzimatico.
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Legenda: + = estimulo; - = inibicdo; -| = quelagédo; -( = elimina¢éo; ClI- = cloreto; Cu* = ion cobre;

COX2 = ciclooxigenase tipo 2; CTE = cadeia transportadora de elétrons; Fe2* = ion ferroso; GPx
= glutationa peroxidase; GR = glutationa redutase; GSH = glutationa reduzida; GSSG = glutationa
oxidada; H20: = peréxido de hidrogénio; "OH = radical hidroxila; HOCI = &cido hipocloroso; iNOS
= oxido nitrico sintetase induzida; LPO = lipoxigenase; MPO = mieloperoxidase; NF-kB = fator
nuclear kappa B; "NO = éxido nitrico; NOX = nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase;
Nrf2 = fator nuclear eritréide 2; Oz = anion radical superéxido; ONOO- = peroxinitrito; SOD =
superoxido dismutase; XO = xantina oxidase.

Fonte: Adaptado de MOURA; GOULART (2017).

Alguns estudos consideram a CUI como uma doenca néao limitada ao trato
gastrointestinal, mas sim uma doenca sistémica envolvendo varios 0rgaos,
repercutindo num impacto sobre o estado funcional e piorando a qualidade de
vida (BURISCH et al., 2017; DURICOVA et al., 2017; VAVRICKA et al., 2015).
Dentre as manifestacbes extraintestinais estdo incluidas as doencas
gastrointestinais (hepatobiliares e pancreaticas), genitourinarias,
musculoesqueléticas, pulmonares, cardiacas, oculares e dermatoldgicas,
podendo se manifestar nas fases ativas ou de remissdo da CUI. Alguns
distarbios extraintestinais podem compartilhar uma patogénese comum com as

DI, ja outros podem ocorrer como resultado de complica¢cdes ndo intencionais
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relacionadas ao tratamento farmacoldgico proposto (VAVRICKA et al., 2015;
OLPIN et al., 2017).

Desta forma, tratar a CUI e limitar a toxicidade dos farmacos séo desafios
continuos. O tratamento cirtrgico (colectomia ou protocolectomia) € indicado no
caso do paciente apresentar baixa responsividade ao tratamento
medicamentoso ou resisténcia a este (SOBRADO; SOBRADO, 2016).

2.1.1 Uso do Sulfato de So6dio Dextrana na inducdo da colite em animais:

A patogénese da DIl ndo €& completamente conhecida, entretanto,
avancos tem sido alcancados por meio de modelos experimentais que
mimetizam as manifestacées da doenca. Por meio do uso de modelos animais €
possivel acompanhar alteragBes celulares, histoldégicas e outros processos
sistémicos envolvidos no desenvolvimento e evolucdo da DII, assim como no
organismo humanao.

A colite experimental pode ser estudada em modelos de animais como
camundongos, ratos e algumas espécies de primatas (MCQUEEN et al., 2019),
cujos modelos de inducdo podem ser: 1. Colite induzida por produtos quimicos
ou compostos isolados tais como: acido 2,4,6-trinitrobenzenossulfénico (TNBS),
oxazolona (OXA), sulfato de sddio dextrana (SSD), &cido acético, carragenina,
peptidoglicano A de estreptococos e indometacina; 2. Animais geneticamente
modificados: nocaute para IL-10 e mucina MUC2, por exemplo; e 3. Modelo de
transferéncia de células T CD4+ em animais imunossuprimidos, sendo que
atualmente os modelos mais comumente utilizados sdo: TNBS, OXA e DSS em
roedores (BOUMA; STROBER, 2003; NASCIMENTO et al., 2020).

A preferencia por alguns agentes quimicos para a inducao da colite em
murinos se da devido a esses serem capazes de reproduzir as manifestacdes
clinicas, histopatologicas e imunofisiolégicas da CUI. O TNBS, é um &cido
administrado por via intrarretal que pode levar a respostas celulares mediadas
por células T-helper (Th) 1 e 2 em camundongos BALB; a OXA, outro agente
haptenizante administrado intraretalmente em camundongos que pode levar a
colite; e 0 DSS, que € um sal administrado em camundongos via agua potavel e
capaz de provocar manifestagdes clinicas semelhantes aquelas apresentadas
por pacientes com CUI, tais como perda de peso, diarreia com sangue,

encurtamento do colon, dor abdominal e altas taxas de apoptose celular pois se
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acredita que seu mecanismo de acdo leva a alteracdo da permeabilidade
intestinal, mostrando ser um bom modelo para estudo desta doengca (GUVENC
et al., 2019; NASCIMENTO, et al., 2020).

2.1.2 Terapia antioxidante em DII:

Conforme relatado anteriormente, o dano celular e tecidual e
consequentemente a perda de integridade do epitélio tém sido atribuidos a
liberacdo das ERONs (BENETTON et al., 2007). O epitélio, que apresenta uma
lesdo inflamatdria, possui capacidade antioxidante comprometida e a terapia
usual com farmacos, horménios, substancias naturais ou sintéticas e organismos
Vivos que eliminam essas espécies, minimizam ou até inibem o dano celular,
melhorando a atividade de enzimas antioxidantes, podendo ser uma estratégia
promissora, associados ou ndo aos medicamentos anti-inflamatérios tradicionais
(MOURA et al., 2015; MOURA, 2016; ANDRADE, 2017).

O sistema de defesa antioxidante tem a funcédo de inibir e/ou reduzir os
danos causados pela acao deletéria dos ERONSs, sendo dividido em enzimatico
e ndo-enzimatico, e que podem ser alcancadas por meio de diferentes
mecanismos de acdo tais como: impedindo a formacdo dos ERONSs (sistemas
de prevencdo), impedindo a acdo desses (sistemas sequestradores) ou, ainda,
favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas biologicas lesadas
(sistemas de reparo) (MOURA et al., 2015; LIGUORI et al., 2018).

Os antioxidantes estdo envolvidos na protecdo do sistema biolégico por
meio de trés linhas de defesa principais, de acordo com seu mecanismo de acao:

(1) A primeira linha inclui antioxidantes que evitam a formac¢ao de novos

radicais livres. E um grupo muito heterogéneo que inclui enzimas
como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx); proteinas que se ligam a metais como ferritina e
ceruloplasmina; e minerais como selénio, cobre e zinco.

(2) A segunda inclui antioxidantes responsaveis por capturar os ERONs

e, assim, prevenir as reacdes em cadeia oxidativa, sendo formado pela
enzima glutationa, albumina, vitaminas C e E, carotendides e

flavonodides.
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(3) A terceira linha de defesa inclui enzimas antioxidantes que reparam o0s
danos causados pelos radicais livres as biomoléculas, como lipases,
proteases, enzimas de reparo de DNA, transferases (MOURA et al.,
2015; MUT-SALUD et al., 2016).

Dente os agentes antioxidantes podemos citar 0s agentes naturais
derivados de plantas, como a familia dos polifenois, dentre eles temos as
proantocianidinas, os alcaldides (AFOLAYAN; WINTOLA, 2011), o resveratrol,
curcumina, quercetina, naringenina, que ao serem utilizados no tratamento
coadjuvante a terapia medicamentosa das DIl, foram capazes de melhorar o
quadro de desequilibrio redox, reduzindo os niveis ou a atividade oxidativa com
reducdo de sua gravidade e a diminuicdo do dano sistémico (MOURA et al.,
2015).

2.1.3 Manifestacdes extraintestinais da CUI:

Durante a vida, os pacientes com CUI frequentemente queixam-se de
sofrer de manifestacdes extraintestinais, relatadas em até 47% dos casos,
podendo afetar consideravelmente a morbimortalidade desses pacientes
(VAVRICKA et al., 2015).

Desta forma, além da perda funcional como a ma absorcéo,
comprometimento da absorcdo de proteinas e vitaminas, os pacientes com CUI
podem ainda manifestar complicacdes extraintestinais que séo classificadas em
3 grupos principais: o primeiro inclui manifestacdes que estdo associadas a
atividade da doenca intestinal (artrite periférica, eritema nodoso, Ulceras aftosas
orais) ou ndo (pioderma gangrenoso, uveite, espondilartropatia, colangite
esclerosante primaria). A segunda categoria abrange doencas nao-especificas,
as DIl autoimunes, como doencas da tireoide, anemia hemolitica, vitiligo ou
diabetes mellitus insulino-dependente. O terceiro grupo inclui complicacdes
relacionadas a DIl que sao atribuidas a anormalidades anatdbmicas ou
metabdlicas, como osteopatia, nefrolitiase ou eventos tromboembdlicos
(CHRISTODOULOU et al., 2002; VAVRICKA et al., 2015; ZANARDI et al., 2018).

Alguns autores consideraram que alguns individuos podem sofrer de uma

combinacéo de até 5 manifestacdes extraintestinais e que o aparecimento de 1
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aumenta a suscetibilidade do surgimento de outras, e que as manifestacdes
podem surgir antes mesmo dos sintomas intestinais, concomitante ou
posteriormente a atividade da doenca (HUANG et al., 2011; VAVRICKA et al,
2015; MAGRO et al., 2017).

2.2 Plantas do género Aloe: consideracdes gerais

As plantas do género Aloe séo provavelmente aquelas com citacées mais
antigas (milhares de anos) e as mais usadas do ponto de vista de medicina
tradicional. Evidéncias escritas de seu uso estdo registradas em Dioscordes
Codes Aniciae Juliana, em 512 AD. Aloe vera, Aloe ferox, Aloe arborescens e
Aloe perryi sdo as mais conhecidas. Tém sido usadas para o tratamento de
infeccdes microbianas, doencas gastrointestinais e condi¢Bes inflamatorias
(COCK, 2015; MELIN et al., 2017). Andlises fitoquimicas de varias espécies
mostram a presenca de carboidratos poliméricos (glicomanas) e uma grande
diversidade de micromoléculas, que incluem alcaldides, antraguinonas,
antronas, derivados benzZénicos e furanicos, cromonas, cumarinas, flavondides,
fitoesterdides, pironas e outras. A atividade bioldgica estd provavelmente
relacionada aos efeitos pré e antioxidantes destes compostos e depende nao
somente dos niveis individuais dos compostos mas também da razéo entre eles
e dos estados redox individuais (COCK et al., 2015)

No presente caso, Aloe ferox Miller foi a escolhida, pelas razdes citadas

abaixo, a despeito do intenso uso comercial da Aloe vera.

2.2.1 Aloe ferox Miller:

Aloe ferox Miller, também conhecida com Aloe amarga, com origem em
tradicdes indigenas na America do Sul e do Lesoto, tem alto uso comercial por
produzir a medicamento purgativo “Cape aloe”. Tem sido usada pelos
propriedades antimicrobianas, anti-inflammatorias e anticancer (CHEN et al.
2012; SMITH et al., 2016).

2.2.1.1 Aspectos botanicos:

O Aloe ferox Miller, pertencente a familia Liliaceae, é originaria da

Provincia do Cabo Oriental na Africa do Sul e consiste em um arbusto perene
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arborescente tipico de climas secos e quentes cujo tronco Unico pode atingir de
2 a 3 m de altura, sendo caracterizado por possuir folhas secas persistentes nas
porcdes mais baixas do caule. As folhas largas sdo verdes no verdo ou verde-
avermelhadas no inverno, com espinhos marrom-escuros ao longo das bordas.
Apresenta inflorescéncia racemosa ereta, medindo cerca de 60 cm de altura,
com flores que podem ser vermelhas, alaranjadas ou amarelas como mostrado
na figura 5 (ZAHN et al., 2007; AFOLAYAN; WINTOLA, 2011).

Do ponto de vista estrutural, as folhas da planta, que sao as partes
medicinais mais comumente usadas, sao heterogéneas e podem ser divididas
em trés partes principais: epiderme verde externa, consistindo principalmente de
componentes estruturais; a regido da polpa externa abaixo da epiderme,
consistindo de feixes vasculares de onde o latex amargo ou seiva é secretado
(figura 5C); e a polpa da folha interna, consistindo em gel de aloe e contendo
células de parénquima (RANI et al., 2013; RAHMAN; CARTER; BHATTARAI,
2017).

Em relagdo a composicdo quimica, & provavel que diferentes tecidos
foliares também tenham classes distintas de compostos bioativos, o que se
acredita contribuir para as diferentes propriedades biolégicas das folhas porém
com acao sinérgica entre os varios compostos (DAGNE et al., 2000; NEMA;
SHRIVASTAVA; MITRA, 2003; RANI et al., 2013).

De maneira resumida podemos descrever que a camada externa (verde)
contém antraquinonas, pré-antraquinonas e seus glicosideos correspondentes,
logo abaixo entre a casca e a polpa, a regido que contém o latex apresenta
predominantemente compostos fendlicos, incluindo antraquinonas e pré-
antraquinonas, antronas, cromonas, cumarinas, flavonéides e pironas. Por fim a
polpa foliar interna contém alto teor de polissacarideo acemanano, bem como
uma grande variedade de fitoquimicos, entre eles alcaldides, antraquinonas,
antronas, cromonas, cumarinas, flavondides e pironas, além de vitaminas,
minerais, enzimas e proteinas (COCK, 2007; MARANHAO, 2010; RANI et al.,
2013; COCK, 2015; RAHMAN et al., 2017).

Figura 5. Caracteristicas da planta da familia Aloe ferox Miller: (5A) Planta da familia
Aloe ferox Miller. (5B) Folha de Aloe ferox, extratos dos parénquimas de reserva (gel)

e clorofiliano (latex/exudato). (5C) Corte da folha de Aloe sp: A: Casca que reveste a
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folha. B: Vesiculas que secretam a seiva amarga. C: Gel ou polpa interna rico em

antraquinonas, antronas, cromonas, alcaldides, piranos e pironas e cumarinas.

Fxtrato do parénquima de reserva
(EPR) ou gel

Fonte: Adaptado de BERTI, 2008; AKABERI et al., 2016.

O gel de Aloe ferox consiste em uma polpa mucilaginosa firme, de cor
clara, que fica localizado na porcao interna das folhas, também chamado de
extrato do parénquima de reserva (EPR). Ja o exudato da folha consiste em um
latex amarelado de sabor amargo e odor caracteristico, também chamado de
suco do Aloe, é produzido pelas células excretoras localizadas logo abaixo da
epiderme da folha, apds a realizacdo de um corte transversal, sendo essa o
extrato do parénquima clorofiliano (MARANHAO, 2010). Por sua vez, a resina,
comercializada em forma de cristais ou bitters (figura 6), compreende o residuo
sélido decorrente da evaporacao do latex (com ou sem auxilio do calor) (MELIN
et al., 2017).
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Figura 6. Ciclo de colheita do Cape Aloe: A. Colheita das folhas de Aloe f. Miller (Cape
Aloe); B. Folhas de Aloe empilhadas para coleta da seiva; C. Seiva Aloe ferox Miller; D.

Cristais da seiva ap06s beneficiamento.

Fonte: Adaptado de Melin et al, 2017.

2.2.1.2 Aspectos fitoquimicos:

Foi comprovado que vérias espécies de plantas do género Aloe exercem
uma ampla gama de atividades farmacolégicas e por isso tém sido consideradas
uma fonte muito interessante de compostos bioativos (COCK, 2015; SALEHI et
al., 2018).

Aloe ferox é composta principalmente por glicoproteinas, polissacarideos,
substancias de baixo peso molecular e antraquinonas. Os polissacarideos mais
comuns sdo 0s glucomananas, que sao polimeros de manose, e podem estar
acetilados. Os polimeros de galactose e &cido galacturbnico também séo
frequentemente encontrados. Entre as substancias de baixo peso molecular tém-
se aloesina, B-sitosterol, dietil-hexilftalato, vitaminas e betacaroteno. As
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antraquinonas aloe-especificas estdo também presentes e incluem aloe-
emodina, aloina, barbaloina, isobarbaloina e outros (CHOI; CHUN, 2003). Da
raiz da planta foi isolada a antrona denominada aloe-barbendol (KOCH, 1996).
O extrato do parénquima clorofilado é formado predominantemente por
glicosideos de antraquinonas, principalmente aloina que € um C-glicosideo da
antrona aloe-emodina e consiste na mistura de dois diastereoisdmeros: aloina A
(também chamada apenas de aloina) e aloina B (também chamada de
barbaloina) como mostrado na figura 7 (AWANG, 2009; MARANHAO, 2010). A
aloina foi caracterizada como 10-3-D-glicopiranosil-1,8-di-hidroxi-3-hidroximetil-

9(10-H)-antracenona e apresenta formula molecular C21H2209 (He$ et al., 2019).

Figura 7. Estruturas quimicas de aloina, emodina, aloeresina, entre outros

componentes quimicos.

Gluc R R
HO o CH; HO o CH, Gluc—0 o CH,
I | I I
CH; O CH; O H,
Aloesina Aloeresina A Aloeresina C
OH O OH OH ¢ OH OH © OH
“"‘CHon ‘g " “ “CH,OH .- *l i! "CH;OH
OH Gluc Gluc Gluc
5-hidroxialoina A Alcina B Aloina A
OH ©O OH OH ©O OH
Gluc Gluc

Aloinosideo B

R= HOH.C
HOF NP
HO

[0}

o
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Fonte: Adaptado de (VAN WYK; VAN OUDTSHOORN; SMITH, 1995).
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2.2.1.3 Etnofarmacologia e estudos farmacologicos:

As plantas Aloe sp. demoram em média de quatro a cinco anos para
atingir a maturidade e apos a extracao de suas folhas, seu uso pode ser dividido
em duas partes. Da parte verde mais externa pode se extrair um suco, que
quando concentrado e seco recebe a denominacao de Aloé ou seiva amarga.
Esse suco flui espontaneamente das folhas cortadas e possui cor marrom
escura, além de forte odor e sabor muito amargo. E composto principalmente por
derivados antracénicos sendo as aloinas (barbaloina e isobarbaloina), os mais
conhecidos (SALEHI et al., 2018). Dados etnofarmacoldgicos descrevem o uso
da resina de Aloe ferox na forma de pé como estomaquico, emenagogo, anti-
helmintico e laxante (FREITAS; RODRIGUES; GASPI, 2014).

O gel mucilaginoso obtido da parte interna da folha tem aparéncia viscosa
e incolor, sendo constituido principalmente por 4gua e polissacarideos, além de
70 outros componentes, tais como, vitamina A, B, C e E, calcio, potassio,
magneésio e zinco, diversos aminoacidos, enzimas e carboidratos. Devido a sua
composicao e propriedade emoliente, o gel tem sido bastante utilizado como
matéria prima na industria cosmeética, alimenticia e farmacéutica. Por sua vez o
extrato de folha inteira de Aloe (as vezes referido como suco de folha inteira,
suco de Aloe ou extrato de folha inteira ndo descolorado), é o extrato aquoso de
toda a folha com as fibras lignificadas removidas. Todo o extrato da folha contém
o gel da polpa da folha do parénquima interno e o latex, sendo comercializado
como um po6 fino e amarelo esverdeado. Ja o latex, apés sua extragcdo, é
transformado em cristais ou pd, mas para consumo € dissolvido em agua e
utilizado como laxante (COCK, 2008; SURJUSHE et al.,, 2008; FREITAS;
RODRIGUES; GASPI, 2014; COCK, 2015).

A composicao quimica entre as espécies de Aloe pode diferir em alguns
aspectos relacionados ao seu porte, regidao de plantio ou periodo de colheita, ou
seja plantas de maior porte apresentam maior quantidade de alguns
componentes, por exemplo, A. barbadensis Miller pode conter 2,5 vezes a mais
de aloemodina do que a A. ferox Miller a depender da época da colheita. Ja o
Aloe ferox por sua vez apresenta uma composi¢cao quimica bastante semelhante
ao A. vera, porém com maior valor nutricional e medicinal do que A. vera devido
ao seu maior porte (RANI et al., 2013; ABEER et al., 2016, SAYED et al., 2016).
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Aloe sp. tem sido descrito como tendo efeitos anti-inflamatérios,
propriedades de cicatrizacdo de feridas, beneficios de reparo de danos por
radiacdo, atividades antibacteriana, antiviral, antifingica, antidiabética e
antineoplasica, estimulacdo hematopoiética e efeitos antioxidantes (COCK,
2008). O efeito laxativo de Aloe ferox € atribuido a presenca de glicosideos
antracénicos (principalmente aloina), que na flora intestinal sdo metabolizados a
antrona aloe-emodina (aglicona), que parece agir, causando disturbio no
equilibrio entre a absor¢do de 4gua no lumen intestinal via um transporte ativo
de sddio (ISHII et al., 1990). A aloina inibiu in vitro a bomba Na*-K*-ATPase
presente no célon dos ratos e aumentou in vivo a permeabilidade através da
mucosa colonica dos mesmos (ISHII et al., 1994).

A atividade antitumoral da aloina isolada e do extrato do parénquima
clorofilado foi avaliada in vitro, utilizando células de melanoma de camundongos,
no qual a aloina e o extrato exerceram uma acao toxica sobre essas células a
partir de concentracdes na ordem de 10 pg/mL, alterando a viabilidade celular
das mesmas (BERTI et al., 2008). A aloe-emodina e a aloina isoladas de Aloe
ferox também foram ativas contra as cepas de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pnemoniae e Pseudomonas aeruginosa (KAMBIZI; SULTANA;
AFOLAYAN, 2005).

As antraquinonas e seus derivados também s&o conhecidos por suas
acdes anti-inflamatoria, imunoestimulante, antioxidante e antiprotozoéaria via
ativacdo de macréfagos, producdo de 6xido nitrico e ativacdo dos linfocitos T
citotoxicos (LEE et al., 2001; CHOI; CHUN, 2003). A analise histoldgica do figado
de ratos pré-tratados com aloe-emodina mostraram reducdo da lesdo hepética
aguda induzida por tetracloreto de carbono, um provavel mecanismo para as
acOes anti-inflamatéria e imunoestimulante seria a sua acdo antioxidante.
Observou-se ainda que a atividade da lactose desidrogenase diminuiu
significativamente e que os niveis de GSH aumentaram significativamente
(AROSIO et al.,, 2008; NORIKURA et al., 2002; CHOI; CHUN, 2003). Desse
modo, a aloe-emodina parece proteger contra a morte do hepatdécito e contra a
resposta inflamatoria que se inicia logo apés a peroxidacéo lipidica (MALTERUD
et al., 1993).

Em um outro estudo experimental, Lee et al. (1997) postularam que os

extratos de Aloe administrados por via oral, poderiam liberar a quinona aloe-
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emodina que, no figado, poderia aumentar a taxa de oxida¢&o do alcool por uma
interacdo cooperativa entre a quinona redutase e a alcool desidrogenase. Isso €
apoiado por evidéncias de que o pré-tratamento com aloina e aloe-emodina
reduz a concentragcdo de etanol no sangue e aumenta sua taxa de
desaparecimento do corpo. Uma revisao da literatura postulou que alguns dos
efeitos benéficos do Aloe sdo o resultado da presenca de uma carboxipeptidase
qgue inibe o agente produtor de dor, a bradicinina. Acredita-se também que a
enzima impe¢a a formacdo de tromboxano, cuja atividade é prejudicial a
cicatrizacdo de feridas, além da sugestdo de atividade antiprostaglandina
(COSMETIC INGREDIENT REVIEW EXPERT PANEL, 2007).

Um outro aspecto observado por Choi et al. (2001) e Jia, Zhao e Jia (2008)
foi que as glicoproteinas presentes no Aloe ferox estimulam a proliferagéo
celular, e que juntamente com a manose, sdo capazes de acelerar o processo
de cicatrizacdo de feridas na pele de coelhos e ratos. Isso se daria porque a
manose liga-se a receptores presentes na superficie dos fibroblastos,
estimulando-os e promovendo o rapido crescimento e replicagéo celular, além
de induzir a sintese de 6xido nitrico mediada por receptores de manose em
macrofagos (KARACA et al. 1995; EAST; ISACKE, 2002; COSMETIC
INGREDIENT REVIEW EXPERT PANEL, 2007). Os polimeros acetilados de
manose também induziram a producao de citocinas que regulam o processo de
cicatrizagéo de feridas (BARBUL, 1990).

Com relacdo a atividade antineoplasica das Aloe sp. supbe-se que a
aloina, aloe-emodina e a acemanana sejam parcialmente responsaveis por essa
atividade. Como principal mecanismo sugerido para esse efeito citotoxico, tem-
se a dose utilizada e do tipo de tumor, e a hip6tese levantada é de que ha uma
reducdo na proporcao de células na fase mitdtica por inducdo de apoptose
provocada pelas antraquinonas (ESMAT; TOMASETTO; RIO, 2006). Estudo
utilizando uma solugéo feita com mel de abelhas e A. vera e administrada por
gavagem em ratos, demonstrou a diminuicdo progressiva do tamanho de um
tumor de Walker quando comparado ao grupo controle, reduzindo a proliferacao
celular e aumentando a susceptibilidade a apoptose (TOMASIN; GOMES-
MARCONDES, 2010; FREITAS et al., 2014). Em um estudo preliminar de Lissoni
et al. (2009) onde a A. arborescens foi administrada combinada a quimioterapia

em 240 pacientes com cancer em fase de metastase, e foi possivel demonstrar
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uma maior taxa de sobrevivéncia e de regressao do tumor, além de alivio da
fadiga e astenia, quando comparados ao grupo controle.

No tocante ao seu efeito sinérgico junto a outros compostos, um estudo
de Vinson, Kharrat e Andreoli (2005), ao analisarem a melhora da
biodisponibilidade das vitaminas C e E, administradas via oral em individuos
saudaveis, observaram que o Aloe (suco da folha inteira e o gel) melhoraram a
absorcdo das mesmas, retardando também a sua taxa de excrecdo, 0 que
aumenta o tempo de agdo. J4 em estudo de Beneke, Viljoen e Hamman (2012),
foi ofertado um medicamento antiipertensivo, via oral, juntamente com o suco da
folha inteira e extrato de espécies Aloe (Aloe ferox e Aloe vera) a ratos, a fim de
analisar se haveria aumento ou ndo da permeabilidade da mucosa intestinal e
também aumento de transporte de atenolol. Como resultado, observou-se que
em ambos os casos, houve redugdo da resisténcia elétrica transepitelial no
tecido intestinal dos animais, indicando sua capacidade de abrir as juncdes entre
as células epiteliais, podendo desta forma melhorar a biodisponibilidade e a

bioatividade de outros componentes a ele associados.

2.2.1.4 Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecgéo:

Quando os C-glicosideos de antronas (isto €, aloina A e aloina B) séo
ingeridos oralmente passam intactos através da porcdo superior do trato
gastrointestinal, sendo clivados em aloe-emodina-9-antrona apenas ao atingirem
a porcao mais inferior, por Eubacterium sp. humana, formando uma aglicona livre
que é entdo absorvida, sofre oxidacdo e é excretada na urina como resina
(VYTH; KAMP, 1979; GUO;MEI, 2016; ALOE..., 2013).

Ishii, Tanizawa e Takino (1987) administraram aloina A (barbaloina),
dissolvida em &gua destilada (20 mg/mL), por via oral a Ratos Wistar machos na
dose de 100 mg/kg e apos 30 min foi observada a concentracdo de 0,092 pg/mL,
com concentragcdo maxima (0,337 pg/mL) ocorrendo aos 90 minutos e
diminuindo ligeiramente com a deteccdo ainda possivel 6 h apds a
administracao.

Lang (1993) administrou aloe-emodina (previamente marcada com 4C)
por via oral a ratos Brown-Norway a uma dose de 4,5 mg/kg. Sangue, fezes,

urina e 24 orgaos foram coletados em periodos de tempo distintos para se
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observar a distribuicdo sistémica da emodina. As concentra¢cdes sanguineas
maximas foram alcancadas 1,5 a 3 h apds a administracdo e foram 248 ng
(machos) e 441 ng (fémeas), equivalentes em aloe-emodina/mL. J& nos 0rgaos,
as diferencas de concentracdes entre 0s Sexos comegou a aparecer apos 6 h da
administracdo, sendo observado nas fémeas concentracdes mais altas. O figado
e os rins foram os Unicos 6rgdos que apresentaram maiores concentracdes de
aloe-emodina do que o plasma. Trés quartos da dose foram excretados nas

fezes nos primeiros 2 dias.

2.2.1.5 Toxicidade:

Um estudo avaliando o efeito toxicolégico do consumo do extrato da folhas
de Aloe ferox M. via oral, durante 14 dias, observou que 0s ratos que receberam
doses de 100-200 mg de extrato/kg de peso corporal/dia ndo tiveram pesos finais
diferentes do controle, porém o peso dos grupos que receberam 50 e 400 mg de
extrato/kg de peso corporal/dia foi diferente do controle (p> 0,05), sendo que os
de ratos que receberam doses menores apresentaram 0S maiores pesos
corporais e 0s que receberam doses maiores apresentaram menor peso corporal
(MWALE; MASIKA, 2012). A perda de peso pode ser associada a presenca de
fatores antinutricionais presentes no A. ferox, como polifendis e fitoesterais,
levando a reducdo da utilizacdo de alimentos. O ganho de peso pode ser
atribuido a presenca de compostos nutritivos dessa planta (LOOTS;
WESTHUIZEN; BOTES, 2007; CELESTINO et al., 2013).

Um outro estudo, que investigou o potencial hipoglicemiante do uso agudo
e cronico do extrato de Aloe barbadensis, avaliou também a toxicidade do extrato
administrado juntamente com solugéo salina, observou que doses de 20 mg/kg
de peso durante 2 semanas mostrou-se segura e sem casos de mortalidade
(AJABNOOR, 1990). Outros estudos que avaliaram o nivel de toxicidade aguda
da resina e do suco de A. ferox em camundongos wistar de ambos o0s sexos,
mesmo com doses de 200 mg/kg de peso/dia, ndo observaram sinais de
toxicidade (CHEN et al.,, 2012; PARK; KWON; SUNG, 2009; PARK; KWON;
SUNG, 2011).

Shah et al. (1989) conduziram um estudo no qual 20 camundongos swiss

machos receberam oralmente extrato etandlico de Aloe vera numa dose de 100
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mg/kg, durante 3 meses. Os animais de controle receberam apenas agua
destilada. ApoOs esse periodo, os animais ndo apresentaram diferencas em
relacdo ao peso corporal e peso dos 6rgdos, porém os animais tratados tiveram

um indice de mortalidade significativo (30%), em relag@o ao grupo controle.

2.3 Curcuma longa:

Historicamente, a Curcuma longa L., pertencente a classe Liliopsida e
familia Zingiberaceae e cujo género contém em torno de 70 espécies, €
conhecida mundialmente por suas diversas aplicacfes terapéuticas e dietéticas
em atividades medicinais ayurvédicas, sendo historicamente utilizada na
medicina tradicional indiana no combate a varias doencas, dentre elas a asma,
sinusite, inflamacdo, doencas hepaticas, dores corporais e doencas da pele,
além de ter seu uso também na culinéria (tempero, corante alimentar natural e
conservante), em cosméticos e em cultos religiosos (GHOSH; BANERJEE; SIL,
2015; COELHO et al., 2020). Tipicamente encontrada na China e india, esta
dltima domina até os tempos atuais a maior escala de producédo, exportacao e
consumo deste vegetal multifuncional. Seu cultivo tem sido introduzido em
algumas regides do Brasil (centro-oeste brasileiro). Seu nome em latim Curcuma,
€ derivado da palavra arabe, Kourkoum, o nome original para o acafrdo, assim
conhecido popularmente e também no Brasil como agafrdo-da-terra, agafrdo da
india, curcuma ou gengibre dourado (TRUJILLO et al., 2013; PRASAD et al.,
2014; ARYA et al., 2016; ABDEL-LATEEF et al., 2016).

A C. longa é uma planta herbacea, anual, aromatica de folhas grandes
longamente, invaginantes e oblongo-lanceoladas cujas flores séo amareladas,
pequenas, dispostas em espigas compridas. As raizes terminam em um rizoma
eliptico, de onde partem varios rizomas menores, todos marcados e de bracteas
secas. O rizoma mede até 10 cm de comprimento e algumas variedades podem
apresentar colocacdo vermelha alaranjada ao corte transversal (figura 8) e
branca, além de ter um cheiro forte agradavel e sabor aromético e picante
(PEREIRA, 2013; LIMA et al., 2019; COELHO et al., 2020).
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Figura 8. Curcuma longa — (A) p6 comercial, (B) rizoma, (C) aspecto geral da planta e
inflorescéncias.

A C

C. Longa em po

Rizoma da C. longa Aspecto geral e inflorescéncia da C. longa

Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020)

Sua composicao nutricional contém 60-70% de carboidratos, 8-8,6% de
proteina, 5-10% de lipideos totais dentre os quais até 5% de 6leos essenciais
(turmerona, atlantona, e zingiberona), 2-7% de fibra e resinas, além de uma
variedade de fitoquimicos, incluindo trés curcuminoides polifendlicos
lipossollveis responsaveis tanto pela sua cor amarelo brilhante quanto pelas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, sendo eles a curcumina,
desmetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina (Figura 9) (TRUJILLO et al., 2013;
KOCAADAM; SANLIER, 2015; OLPIN et al., 2017).

Em geral, o conteddo de curcuminoides é de 3-5% (50-70% curcumina),
mas pode variar entre 2 e 9%, dependendo das condi¢cdes geograficas. A
composicdo de curcuminoides € de aproximadamente 70% de curcumina, 17%
desmetoxicurcumina, 3% de bisdesmetoxicurcumina e o restante (10%) é
chamado ciclocurcumina. No entanto, o Ultimo composto tem sido associado
com baixa ou nenhuma atividade bioldgica (TRUJILLO et al., 2013; STANIC,
2017).
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Figura 9. Estruturas quimicas de fitoquimicos presentes em maior abundancia em C.

longa.
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Fonte: Esatbeyoglu et al. (2012); Sueth-Santiago et al. (2015)

A curcumina ou diferuloilmetano (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-
heptadieno3,5-diona) apresenta natureza polifendlica (CHEN; HUANG, 1998),
seu peso molecular é de 368,4 g/mol e férmula molecular C21H2006.
(TONNESEN; KARLSEN, 1985). Além de baixa solubilidade, a curcumina é
instdvel em solucdo aquosa sofre rapida hidrolise, seguida por fragmentacao
molecular em pH fisiologico (CANAMARES; GARCIA-RAMOS; SANCHEZ-
CORTES, 2006; PRIYADARSINI, 2009; SHEN; JI, 2012).

Estudos de correlagcdo entre processos inflamatérios e a curcuma tém se
mostrado muito promissores. A revisao da literatura realizada por Farzaei et al.
(2018) demonstrou que a curcumina exerce efeitos protetores e terapéuticos
significativos no tratamento das doencas hepaticas, alcodlica e nao alcodlica,
que sdo associadas ao estresse oxidativo por meio de varios mecanismos
celulares e moleculares que incluem a supresséao das citocinas pro-inflamatorias,
produtos de peroxidacao lipidica, fosfoinositideo 3-quinase/proteina quinase B
(PI3K/Akt) e ativacao de células estreladas hepaticas, bem como a melhoria das
respostas celulares ao estresse oxidativo, como a expressao de fator nuclear
eritrdide 2 (Nrf2), SOD, CAT, glutationa reduzida (GSH), GPx e GR. Tais
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resultados séo atribuidos a presenca de grupos fendlico, p-dicetona e metoxi,
gue atuam como eliminadores de ERONSs, entre outras atividades.

Em humanos ou em roedores, a curcumina € metabolizada por
conjugacdo ou reducdo. Quando é administrada por via oral, ela sofre
conjugacao no figado, formando glucuronideos e sulfato de curcumina. Essa
reacao produz um forte conjugado lipofilico, o qual € menos estavel do que a sua
forma ndo conjugada, que é, entdo, excretado pelas fezes (AGGARWAL et al.,
2009; PFEIFFER et al., 2007). Por outro lado, quando é administrada por via
intraperitoneal ou parenteral, sofre reducédo, gerando metabdlitos como tetra-
hidrocurcumina, hexa-hidrocurcumina e octa-hidrocurcumina (Figura 3)
(GARCEA et al., 2005; IRESON et al., 2002).

A curcumina também é definida como um agente anti-inflamatério, anti-
oxidante, pro-apoptético, antiproliferativo e anti-infeccioso. Demonstrou, nas
Gltimas duas décadas, ser um potente agente imunomodulador que pode
modular a ativacdo de células T, células B, macréfagos, neutréfilos, células
natural killer e células dendriticas, além de diminuir a expressdo de varias
citocinas pro-inflamatérias, incluindo TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 e
qguimiocinas, provavelmente por meio da inativacdo do fator de transcricdo NF-
kB (JAGETIA; AGGARWAL, 2007).

Sua acao potencial no tratamento da DIl foi sugerida por estudos em
modelos de colite, por inducdo quimica, em roedores, onde se observou uma
melhora significativa na sobrevida, morfologia do célon, reducdo da producéo
local de citocinas e quimiocinas e reducéo da infiltracdo de neutréfilos na mucosa
possivelmente devido ao seu efeito pro-apoptético (LARMONIER et al., 2011;
MAZIEIRO et al.,, 2018). Nesta mesma linha, Moghadam et al. (2013),
evidenciaram que o tratamento oral com curcumina inverteu as alteracfes
patolégicas e mostrou efeitos benéficos na colite induzida pelo acido acético,
diminuindo as respostas inflamatdrias e os niveis de estresse oxidativo, e que
esta pode atuar por outros mecanismos, tais como a modulacdo da apoptose
das células epiteliais, a regulacdo negativa da proteina quinase ativadas por
mitdgenos p38 (MAPK p38) e a sub-regulacdo da proteina quinase cjun ativada
pelo estresse (JNK) (TOPCU-TARLADACALISIR et al., 2013). Em um recente
levantamento bibliografico realizado por Coelho et al. (2020) ao analisarem

ensaios clinicos randomizados onde a curcuma foi utilizada como tratamento
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complementar para a manutencao ou indugcédo da remissao em pacientes com
DIl, os autores observaram que a curcumina pode ser uma terapia segura e
eficaz para manter ou induzir a remissdo da colite ulcerativa quando
administrada juntamente aos tratamentos padrédo (COELHO et al., 2020).

Além disso, a curcumina pode atuar como quelante de metais, formando
fortes complexos com determinados ions metalicos divalentes como ferro
(Fe2+), cobre (Cu2+), zinco (Zn2+) e manganés (Mn2+), através de sua porcao
a,B-insaturado-B-dicetona (PALLIKKAVIL et al.,, 2013; SAGNOU et al., 2011,
ZHOU; BEEVERS; HUANG, 2011). Alguns estudos relataram que essa interacéo
altera as caracteristicas fisico-quimicas da curcumina e influenciam a reatividade
bioldgica dos metais, reduzindo a toxicidade destes. Além disso, complexos de
curcumina com Cu2+ e Mg2+ exercem atividade antioxidante. As reacdes
reversiveis de transferéncia de elétrons permite que os complexos de curcumina
com os ions superoxido, Cu2+ e Mn2+, atuem semelhantemente a enzima SOD
(BAUM; NG, 2004; LEUNG et al.,, 2013). Dessa forma percebe-se que a
curcumina pode exercer sua acdo antioxidante e anti-inflamatéria através de
multiplas vias.

Diversos estudos tém avaliado os niveis séricos de curcumina apos
administracdo via oral, onde achados mostram que as concentracfes sericas
desse composto atinge um pico entre 1-2 horas e declinam gradualmente até 12
h. Apos a ingestao de 4.000, 6000 e 8000 mg de curcumina, o pico médio de sua
concentracdo sérica foi de 0,51+0,11, 0,63+0,06 e 1,77+1,87 uM,
respectivamente. Porém seus niveis na urina foram indetectaveis. Lao et al.
(2006), em estudo piloto, administraram até 12 g/dia de curcumina em 24
pessoas saudaveis, onde os niveis séricos deste composto foram encontrados
apenas apos doses de 10-12 g/dia.

Por outro lado, Garcea et al. (2005), demonstraram a presenca de
curcumina no tecido colorretal, apés administracao oral de 3-6 g/dia, sugerindo
que o intestino grosso pode ser um sitio promissor para as atividades
farmacoldgicas da curcumina. De acordo com as revisdes publicadas por Stani¢
(2016 e 2018) diversos estudos tém demostrado que a curcumina é um
composto bioativo seguro, benéfico e altamente funcional nos mais diversos
tipos de terapias em que vem sendo empregada. A Food and Drug Administration

(FDA) aprovou a curcumina como um composto "geralmente considerado
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seguro” e a ingestdo diaria de curcumina em uma dose de 0,1-3 mg / kg-PC
(peso corporal) foi considerada uma dose aceitavel pelo Comité Conjunto de
Especialistas FAO/OMS on Food Additives, 1996 (CLINICAL DEVELOPMENT
PLAN: CURCUMIN, 1996).

Considerando ainda que em recente trabalho do nosso grupo, com dados
ainda ndo publicados, observou-se em modelo experimental de colite moderada
(3% mlv), que a suplementacdo durante 30 dias com 250 mg/kg de extrato
farmacéutico de Curcuma longa apresentou efeitos protetores nesses animais,
como diminuicdo dos marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo
associado ao aumento das defesas antioxidantes, além de uma melhora em nivel
tecidual (ARAUJO, 2019), optamos por utilizar essa mesma dosagem de extrato

de curcuma no NOSSOo experimento.

2.4 Sinergia entre fitoterapicos:

O novo milénio trouxe consigo um avanco nas pesquisas referentes a
terapia medicamentosa, bem como uma mudan¢ca no seu paradigma que
envolveu a transicdo gradual da terapia monomedicada para uma terapia
multifarmaco. Tal mudanca se deve, em parte, a ineficacia, aos problemas de
resisténcia e principalmente aos efeitos colaterais que podem surgir com o uso
de terapia baseada em farmacos Unicos, sintéticos ou nédo, de uso prologando,
como no caso de doengas cronicas, incluindo as inflamacgdes (YANG, Y. et al.,
2014).

Alguns estudos tém demonstrado que é dificil alcangar um efeito bioldgico
terapéutico global de forma a controlar o avan¢o dessas doencgas multifatoriais,
visando apenas um Unico gene ou uma Unica via, jA que essa pode se alterar
devido a possiveis mutacdes ou entre os pacientes. Desta forma o uso de
abordagens combinadas (sinérgicas) e a fitoterapia com “ervas multi-alvo” tém
sido defendidos pelos principais pesquisadores, objetivando a eficacia
terapéutica ideal e a melhora do estado geral do paciente (BENEKE; VILJOEN;
HAMMAN, 2012; LI-WEBER, 2009; YANG, Y. et al., 2014).

Neste sentido, a sinergia farmacoldgica é determinada como sendo uma
acado conjunta de duas ou mais moléculas de tal forma que uma aumenta a acéo

da outra, resultando assim num efeito maior do que se fossem utilizadas de
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forma separada (GERTSCH, 2011; DU TOIT et al., 2016). Na natureza, 0s
compostos bioativos normalmente ocorrem em misturas de metabolitos
secundarios e de fatores fisioldégicos que possivelmente estdo nessa mistura
para aumentar a quantidade de sitios de ligacdo, e assim aumentar as chances
de sucesso de que a resposta biolégica esperada aconteca em uma ou outra
direcdo (GERTSCH, 2011).

Nessa linha, os compostos polifendlicos, que sao encontrados
abundantemente nos fitoterapicos mais estudados, facilmente passam por estas
interagbes moleculares, podendo favorecer sinergias. Numerosos polifendis
agem como agentes antioxidantes in vitro, contra ERONSs, potencialmente
envolvidas na fisiopatologia de doencas (YANG; LAMBERT; SANG, 2008;
GERTSCH, 2011).

Alguns compostos quimicos tém seu efeito sinérgico classificado como
intensificadores de absorcdo, pois atuam interrompendo temporaria e
reversivelmente, a funcdo da barreira intestinal com o minimo de dano tecidual,
permitindo assim que o medicamento penetre as células epiteliais e entre na
corrente sanguinea ou linfatica (BENEKE; VILJOEN; HAMMAN, 2012; DU
TOIT et al., 2016). Dentre os compostos que demonstraram essa propriedade
em humanos, o gel de Aloe vera, quando co-administrado com vitaminas C e E
por via oral, promoveu o aumento da biodisponibilidade desses nutrientes
(VINSON; KHARRAT; ANDREOLI, 2005). Ja, em estudo in vitro utilizando
células, o uso do gel e do suco da folha inteira de Aloe, aumentou
significativamente o transporte de insulina (CHEN et al., 2009). Um outro estudo
in vitro também utilizando o gel e o suco da folha inteira do A. ferox, porém desta
vez no tecido intestinal de murinos, observou um aumento na taxa de absorcao
do atenolol, sugerindo um uso potencial desse extrato como excipiente funciona
para aumentar a absorcdo do medicamento, ap0s sua administracdo oral
(BENEKE; VILJOEN; HAMMAN, 2012).

Desta forma, os objetivos das combinagdes entre extratos vegetais (e
também para farmacos) estéo relacionados a expectativa de que (figura 10)
(GERTSCH, 2011; DU TOIT et al., 2016):

a: A terapia combinada apresente maior eficacia que a monoterapia;

b: A combinacdo de extratos/farmacos reduza a dose com eficacia igual

Ou superior;
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c: A combinacdo de extratos/farmacos reduza ou retarde o
desenvolvimento de resisténcia aos farmacos devido a inibicdo de multiplos
caminhos de acéo;

d: A terapia combinada reduza efeitos colaterais indesejados, mas,
apresente acao terapéutica aumentada.

e: A terapia combinada facilite a absorcdo dos farmacos, em menor
concentracdo, comparada ao componentes isolados.

Os mecanismos subjacentes as a¢fes terapéuticas sinérgicas sdo

(1): diferentes agentes podem regular tanto os mesmos alvos como alvos
diferentes, em varias vias e, portanto, cooperar de maneira agonistica e/ou
sinérgica;

(2): regular as enzimas e transportadores que estdo envolvidos no
metabolismo hepatico e intestinal para melhorar a biodisponibilidade oral de
compostos quimicos (medicamentos) e fitoquimicos;

(3): superar os mecanismos de resisténcia a drogas (englobando
farmacos e/ou fitoquimicos) de células microbianas e cancerigenas;

(4): eliminar os efeitos adversos e aumentar a poténcia farmacolégica dos
agentes por “processamento” ou por interacéo entre os principios ativos (YANG,
Y. etal., 2014) e;

(5): romper temporariamente ou remover reversivelmente a barreira
intestinal com o minimo de dano tecidual, permitindo desta forma que um
medicamento penetre nas células epiteliais e entre na circulagdo sanguinea ou
linfatica (DU TOIT et al., 2016).
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Figura 10. Esquema hipotético ndo linear entre protétipos e efeitos farmacoldgicos.

Efeitos farmacologicos

numero de moléculas bicativas

rd

misturas de produtos naturais

niomere de moléculas

Evolugio dos prototipos

Legenda: Um grande nimero de moléculas é gerado e avaliado, no entanto poucas atingem os
alvos, devido a baixa disponibilidade. Devido a sinergia, o nimero dos efeitos pode aumentar
(linha tracejada).

Fonte: Adaptado de GERTSCH, 2011.

2.5 Justificativa

As Aloe sp. tém sido consideradas como umas das familias de plantas
com maior diversidade fitoterapica, com suas propriedades fitoquimicas sendo
estudadas, ao longo do tempo, como tratamento de diversas doengas que vao
desde a dor de estdbmago, a prisdo de ventre, as inflamacgdes, o cancer, as
doencas infecciosas e doencas cronicas como hipertenséo e diabetes. Estudos
mais recentes vém demonstrando seu papel como possivel agente antioxidante
e imunomodulador, sendo desta forma um recurso altamente comercializavel
(COCK, 2015; LOPEZ et al., 2019). Além disso, apesar de as plantas Aloe terem
se mostrado seguras para consumo via oral (BOUDREAU et al., 2013), ainda
s&o0 escassos os estudos onde o extrato de Aloe é utilizado associado a outros

extratos vegetais de forma a ter sua agéo sinérgica avaliada.
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Desta forma, baseando-se nos achados da literatura e levando em
consideracéo a duracao do experimento optamos por fornecer, via oral, 50 mg/kg
de peso/dia de extrato de Aloe ferox, o que equivale a 187,5 mg de extrato/kg de
racdo, por ter sido considerada uma dose segura do ponto de vista toxicoldgico
e de mortalidade e que apresentou resultados satisfatérios de acordo com a
literatura consultada.

Com relacéo a escolha de Curcuma longa para uso como extrato natural
preventivo e terapéutico a ser associado ao extrato de Aloe ferox, levamos em
consideracdo que um possivel efeito sinérgico entre os dois extratos poderia
melhorar a sua baixa biodisponibilidade, quando fornecida por via oral.

O grupo de pesquisa do Laboratorio de Eletroquimica e Estresse
Oxidativo (LEEO) tem investigado, ao longo dos anos, o potencial terapéutico da
curcumina (CAMATARI et al., 2018; ARAUJO, 2019), e tem estabelecidos os
protocolos de manejo para os modelos animais de colite ulcerativa leve,
moderada e grave (MOURA et al., 2016) induzida por SSD, além de ja ter
trabalhado suplementacéo antioxidante (MOURA et al., 2016; ANDRADE, 2017,
ARAUJO, 2019; MARTINS, 2019). Em varios momentos, foram investigadas
misturas de produtos naturais e sintéticos. A sequéncia natural seria ampliar os
estudos de simnergismo envolvendo produtos naturais e a utilizacdo desses
mesmos modelos animais ja estabelecidos como preparacdo para a fase mais
importante, que seria a a fase de ensaios clinicos (Figura 11).

Nesse contexto reside a importancia do presente trabalho. Além disto,
existem muitas indefinicdes na literatura, especialmente relacionadas as acdes
extraintestinais tanto do Aloe ferox como da Curcuma longa, sendo fundamental
conhecer suas atividades em 6rgaos importantes como o eixo intestino-cérebro

ou intestino-figado-cérebro, por exemplo.
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Figura 11. Evolugcdo do processo metodoldgico do grupo de pesquisa em estresse

oxidativo do Laboratério de Eletroquimica e Estresse Oxidativo (LEEO)/UFAL.

Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020)
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3. OBJETIVOS:
3.1 Objetivo Geral:

Avaliar a acdo do consumo oral do extrato de Aloe ferox Miller isolado e
combinado com extrato de Curcuma longa, sobre biomarcadores do estresse
oxidativo e de inflamag&do nos tecidos intestinal, cardiaco, renal, cerebral e
hepatico, de camundongos saudaveis e aqueles com colite ulcerativa moderada

induzida por sulfato de sodio dextrana.
3.2 Objetivos Especificos:

« Caracterizar quimicamente o extrato de Aloe ferox Miller;

* Avaliar a acdo isolada ou combinada dos extratos de Aloe ferox Miller e/ou
Curcuma longa sobre marcadores de estresse e inflamacao em diversos
tecidos de animais saudaveis;

* Avaliar a agao isolada ou combinada dos extratos de Aloe ferox Miller e/ou
Curcuma longa sobre marcadores de estresse e inflamacao em diversos
tecidos de animais com colite moderada, induzida por sulfato de sédio
desxtrana;

 Identificar alteracdes histoldgicas no tecido célico dos animais saudaveis
e com colite moderada, tratados ou ndo com Aloe ferox Miller e/ou
Curcuma longa,;

+ Comparar as mudancas no perfil oxidativo e inflamatério nos tecidos
intestinal, hepatico, renal, cadriaco e cerebral dos animais com colite,

tratados ou ndo com Aloe ferox Miller e/ou Curcuma longa;
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4. MATERIAL E METODOS:
4.1 Material e Equipamentos:
4.1.1 Reagentes:

O sulfato de sddio dextrana (SSD) (MW 36,000-40,000 Da) foi adquirido
da MP Biomedicals®, LiChrolut®, RP-18P foi obtido da Merck®, comprimidos do
coquetel para inibidor de protease foram adquiridos da Roche®, o Tampéao Ripa
(10x) foi obtido da Cell Signaling®, o kit de citocinas (TNF a, IL-6, IL-10) foram da
PeproTech®Brasil, FUNPEC, Ribeirdo Preto — SP- BR. Produtos como enzimas,
produtos quimicos, albumina do soro bovino (BSA), foram adquiridos da Sigma-
Aldrich Chemicals Co. (St. Louis, EUA). O extrato de A. ferox Miller foi adquirido
comercialmente, da Farmacia FHN, Macei6é — AL — BR, importado e certificado
pela Fagron® Brasil (Sdo Paulo, Brazil) e todos foram utilizados como recebido,
em lote Unico [veja Anexo 2]. Os padrées Aloina (53% de pureza) e Aloe-
emodina (95% de pureza), ambas para CLAE, foram fornecidos pela Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, EUA). O extrato comercial de C. longa
(curcumina 98,8%) (abril, 2015) foi adquirido da Fagron® Brasil (Sdo Paulo,
Brazil) [veja Anexo 1].

4.1.2 Equipamentos:

Agitador magnético AP 55, Phoenix; Biofreezer VIP série Sanyo;
Espectofotdbmetro UV/vis Thermo Scientific; microscépio 6ptico Olympus BX 51
ligado a um sistema de camera DP70 digital, Toquio, Japdo; CLAE acoplado a
deteccdo UV (Shimadzu, Serial no. L201550). Um sistema CLAE Shimadzu (VP
series, Kyoto, Japao), com controlador (CBM-20A), bomba (LC-20AT vp), forno
(CTO-20A /C), coluna Shimadzu VP-ODS ¢18 (250 L x 4.6 mm), detector UV/VIS
(SPD-M20A), com software (LC-solution), foi usado para a analise do extrato de

curcumina e de A. ferox.

4.2 Analise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)
4.2.1 Estudo do perfil quimico do extrato de Aloe ferox

As analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram

realizadas de acordo com Zahn et al (2007), com algumas modificagdes.
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Nos procedimentos, primeiramente, o solvente A da fase maével (agua Milli
— Q), foi filtrado, utilizando-se um sistema a vacuo, em seguida para o preparo
das amostras, uma solucao do extrato de A. ferox foi preparada na concentracéo
de 3 mg/mL, dissolvidos em metanol/agua (1:1) e filtrada em membrana de 0,45
pum antes da injecdo no CLAE. Os padrdes (aloina e emodina) foram preparados,
na concentracao de 0,5 mg/mL e o tempo total da analise foi de 45 min para cada
injecao.

O Quadro 1 apresenta as condi¢cdes cromatograficas utilizadas nas

analises.

Quadro 4: Condi¢des cromatograficas da analise de CLAE do extrato de Aloe ferox.

Dados Condicéao
Coluna RP Cis (250 Lx 4,6 mm)
Detector PDA (SPD-M20A)
Vazao (fluxo bomba) 1 mL/min
Temperatura 35°C
Volume de injegéo 20 L
Fase movel Gradiente A: Agua

Gradiente B: Metanol

Sistema de gradiente 5 min-34% de B

20 min — 76% de B
40 min — 76% de B
45 min —34 % de B
Comprimentos de onda 220, 297 e 325 nm
Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020)

4.2.2 Estudo do perfil quimico do extrato de Curcuma longa:

O extrato farmacéutico de Curcuma (Fagron®) foi dissolvido em
acetonitrila (1 mg mL™?) e filtrado através de uma membrana de nylon de 0,45 um
antes da injecdo no CLAE. O tempo total de analise cromatogréafica foi de 35 min
por amostra. Para a caracterizacdo do perfil quimico do extrato de C. longa, a
analise cromatogréfica foi realizada conforme Khismatrao, Bhairy e Hirlekar

(2018), com pequenas modificagbes. A fase movel foi constituida de agua
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desionizada, acidificada com &cido fosforico (0,1%) (solvente A) + acetonitrila
(solvente B). O cromatograma foi obtido com as fases A + B (30% + 70%), por 9
min, com fluxo de 1,0 mL/min, a 35°C, com registro em 345 nm. O volume de

injecao foi de 20 L.

4.3 Animais de Experimentacéao:

Para contemplar toda a fase experimental foram utilizados camundongos
machos Swiss (n=42), sendo n=18 na fase 1 e n=24 na fase 2, com 8 semanas
de idade (média de peso corporal 30 g), provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas (BIOCEN/UFAL). Os animais tiveram seu peso
registrado (em ambas as fases do trabalho) para acondicionamento,
aleatoriamente, em gaiolas conjuntas de polietileno durante 7 dias para
adaptacdo no Biotério Setorial da Faculdade de Nutricdo da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL) (24+1°C; ciclo claro/escuro de 12 h). A fase
experimental foi iniciada apdés aprovacdo da proposta desse estudo pelo
Comissdo de Etica para uso de Animais (CEUA) da UFAL sob o nimero do
processo n° 81/2016 [ver Anexo 3]. Durante todas as etapas do estudo foram
seguidas as recomendac0fes e cuidados propostos pelo Manual de Cuidados e
Procedimentos com Animais de Laboratério do Biotério de Producédo e
Experimentacdo (NEVES et al., 2013) e a quantidade de animais foi baseada no
namero minimo necessario para garantir a representatividade do N amostral, de
acordo com o que tem sido proposto para outros trabalhos do grupo a fim de
demonstrar, de forma sélida, o efeito do tratamento (QUEIROZ, 2017; ARAUJO,
2019; MARTINS, 2019).

4.4 Desenho Experimental:

Na primeira fase, apos o periodo de adaptagéo, os animais foram divididos
de forma randomizada em grupos de 6 animais cada, conforme o grupo de
tratamento: grupo controle (C), que recebeu a racdo comerciar padrdo Rhoster®;
grupo Aloe ferox (AL), que recebeu o extrato de Aloe ferox Miller adicionado a
dieta comercial (187,5 mg/kg de dieta/dia); e grupo Aloe ferox Miller + Curcuma
longa (AL_C), que recebeu a racdo Rhoster® adicionada de 250 mg/kg de dieta

de Curcuma longa e 187,5 mg/kg de dieta para Aloe ferox. Este periodo
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experimental que compreendeu a 12 fase do trabalho teve duracdo de 30 dias e

nesta nao houve a inducéo de colite nos animais (Figura 12).

Figura 12. Desenho experimental 12 fase — Fase Saudavel.

N\ FASE 1
Lo 2 8 semanas

Dieta
controle
ROSTHER®

Dieta controle
ROSTHER® + Extratos

Aloe_Curcuma (AL_C)
187,5 mg/kg +
250 mg/kg de dieta

Controle Aloe (AL)
(@] 187,5 mg/kg

Suplementacao
durante 30 dias

Dano oxidativo [ ET ETET)

H,0, MDA “ g\ MPO
w Eutanasia

Defesa antioxidante
SOD, GSH total

Legenda: C: controle; AL: controle enriquecida com extrato de Aloe ferox; AL_C: controle
enriquecido com extrato de Aloe ferox + Curcuma longa; H202: peréxido de hidrogénio; MDA:
malondialdeido; SOD: superéxido dismutase; GSH total: glutationa total.

Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020).

A dieta experimental enriquecida com extrato de Aloe ferox foi
confeccionada manualmente no Laboratério de Eletroquimica e Estresse
Oxidativo da UFAL utilizando-se como base as dietas fornecidas pela empresa
Rhoster® Ind. e Com. LTDA (S&o Paulo, Brasil), sendo adicionados 187,5 mg de
extrato de Aloe ferox/kg de racéo, o que equivaleria a 50 mg/kg de peso/dia de
extrato de Aloe ferox/ animal. Para o grupo Aloe, foi utilizada a dieta controle

Rhoster® e para o grupo Aloe_Curcuma foi utilizada a dieta Rhoster® ja acrescida
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com 250 mg/kg de extrato de curcuma. Tanto a racao quanto o extrato estavam
em temperatura ambiente, sendo disponibilizadas ad libitum.

A avaliacdo da ingestédo alimentar e do crescimento dos animais (peso)
foi realizada semanalmente.

Para a segunda fase, foram seguidos os mesmos padrdes de recepcao,
adaptacao e randomizacao dos animais utilizados na fase 1. Apds o periodo de
adaptacao (7 dias), os animais foram divididos em 4 grupos (n=6): grupo controle
(C) e grupo colite moderada (CM), que receberam a racdo comerciar padrao
Rhoster®; grupo Aloe ferox (AL_M), que recebeu o extrato de Aloe ferox Miller
adicionado a dieta comercial (187,5 mg/kg de dieta/dia); e grupo Aloe ferox Miller
+ Curcuma longa (ALC_M), que recebeu a racdo Rhoster® adicionada de 250
mg/kg de dieta de Curcuma longa e 187,5 mg/kg de dieta para Aloe ferox.

A primeira etapa desta Fase 2 que contemplou o periodo de tratamento,
teve duracao de 30 dias (1° ao 30° dia). No 31° dia, iniciou-se a 22 etapa da Fase
2, onde foi realizada a inducao da colite moderada por meio da adicédo do sulfato
de sddio dextrana (SSD), na concentracdo de 3% (p/v), durante 7 dias
consecutivos (31° ao 37° dia), em continuidade a suplementacdo com os extratos
de Aloe ferox isolado e combinado ao extrato de Curcuma longa (Figura 13).

Em ambas as fases, os animais receberam racdo padrdo e racao
contendo o extrato de C. longa, ambas confeccionadas pela empresa Rhoster®
Ind. e Com. LTDA (Séo Paulo, Brasil), a adicdo do extrato de A. ferox Miller foi
feita de forma manual no Laboratorio de Eletroquimica e Estresse Oxidativo da
UFAL, em ambiente com temperatura controlada, limpo e com utensilios
esterilizados para evitar possiveis contaminacdes. ApOos 0 preparo as dietas
eram distribuidas e o excedente mantido sob refrigeracdo por até 48hs.
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Figura 13. Desenho experimental 22 fase — Fase Doente.

FASE 2
n=18
8 semanas

Dieta controle Dieta controle
ROSTHER® ROSTHER® + Extratos

Colite Aloe_Curcuma (ALC_M)

Controle Moderado Aloe (AL_M) 187,5 mg/kg +

(€ (cMm) 167,53 me/lg 250 mg/kg de dieta

Suplementagao
durante 30 dias

Indugéo a Colite — 7 dias - SSD 3% v.o.

Dano oxidativo Inflamagao

H,0, MDA MPO

Citocinas Defesa antioxidante
TNF, IFN-Y, IL-6, SOD e GSH total
IL-10

Legenda: C: controle; CM: colite moderada; ALC_M: controle enriquecido com extrato de Aloe
ferox + Curcuma longa; AL_M: controle enriquecida com extrato de Aloe ferox; GSH total:
glutationa total; H202: perdxido de hidrogénio; IL: interleucina; INF-y: interferon gama; MDA:
malondialdeido; MPO: mieloperoxidase; SOD: superéxido dismutase; TNF: fator de necrose
tumoral e v.o: via oral.

Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020)



Tabela 1: Composicéo da dieta controle RHOSTER®
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COMPOSICAO

Total de energia (kcal/kg)
Proteina (%)
Carboidratos (%)

Lipidios (%)

0,003 kcal/kg
25,14 kcal%
61,93 kcal%
12,93 kcal%

Umidade (max) 10,29%
Proteina Bruta (min) 21,25%
Extrato Etéreo (min) 6,57%
Matéria Mineral (min) 8,35%
Célcio (max) 1,23%
Fésforo (min) 1,01%
Sadio 29
Lisina 0,82 g
Metionina 0,39
Cistina 0,29 g

Legenda: méx. = concentragfes maximas; min. = concentragdes minimas
Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020)

4.5 Avaliacao da ingestdo alimentar estimada:

Para o calculo da ingestéo alimentar estimada, o consumo foi medido uma
vez por semana durante todo o periodo experimental, sendo o consumo
alimentar semanal calculado pela diferenca entre a dieta ofertada e a sua sobra,

em gramas.

Consumo alimentar (g) = dieta ofertada (g) — sobra da dieta ofertada (g)

4.6 Determinacdo do ganho de massa corporal:

A massa corporal dos animais foi registrado semanalmente até o ultimo dia de
cada fase experimental. Para o calculo do ganho de peso corporal semanal foi

utilizada a formula:

Ganho de massa corporal (g) = Peso atual (g) - Peso semana anterior (g)
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4.7 Determinacao da glicemia de jejum:

Aposs o jejum de 12 h, um pequeno corte foi realizado na cauda do animal,
sendo uma gota de sangue coletada para mensuracao da glicemia, com auxilio
de um glicosimetro portatil da marca G-TECH® Free, seguindo as especificacdes
do fabricante. Na 12 fase (saudavel) a glicemia foi verificada no 1° e no ultimo dia
do periodo experimental (30°), antes da eutanasia. Ja na 22 fase, a glicemia foi
verificada no 1° dia, no 30° dia antes de iniciar a inducéo da colite com SSD e
37° dia do experimento, antes da eutanasia (Figura 14).

Esse procedimento foi realizado visando avaliar e comparar o0
comportamento glicémico antes e apés a inducéo da colite bem como o efeito da
suplementacdo com Aloe ferox isolado e combinado com extrato de Curcuma

longa sobre esta variavel.

Figura 14. Puncéo caudal para verificagdo da glicemia dos animais.

Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020)
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4.8 Eutanédsia dos animais, coleta de 6rgéos, anélise histoldgica e analises

bioguimicas:

Ao final do periodo experimental (38° dia), apds jejum noturno de 12 h, os
animais foram pesados e anestesiados com tiopental (40 mg/kg* a 2,5%) e
diazepan (5 mg/kg?) aplicados via intraperitoneal, no quadrante inferior direito,
e posteriormente submetidos a puncao cardiaca (eutanasia) (Figura 15). Apos a
realizacdo da perfusdo ventricular com solucdo de heparina a 2%, foram
retirados cérebro, figado, rim, coracdo, intestino grosso e baco, visto que o
aumento desse ultimo € um marcador de inflamacgéo, em seguida, foram imersos
em solucdo salina 0,9% para retirada de residuos e posteriormente foram
pesados em balanca analitica (Shimadzu, Brasil), 0,001 g de precisdo para
registro de peso. Posteriormente, os 6rgdos foram subdivididos em pedacos
especificos e cada fracdo pesada novamente, acondicionada separadamente, e
armazenada em biofreezer —80°C. Um fragmento do intestino grosso referente a
porcdo reto-sigmoide, que corresponde a regido que geralmente é mais
acometida na colite, seguiu para fixacdo e posterior processamento histologico.
O célon teve seu comprimento aferido, tendo em vista que este é um parametro

para avaliagdo da gravidade da colite.

Figura 15. Sequéncia de etapas da eutanasia dos animais.
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Legenda: A. Realizagao de pungéo cardiaca com o animal anestesiado; B. Injecao da heparina
e remocgdo dos o6rgdos a serem analisado; C. Solugdo salina para lavagem dos 6rgaos; D.
Acondicionamento dos 6rgédos; E.Retirada das aliquotas dos tecidos analisados; F. Figado do
animal; G. Afericdo do comprimento do intestino grosso.

Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020).

ApOs a retirada dos tecidos para estudo, as carcacas dos animais foram
acondicionadas em sacos plasticos apropriados e armazenadas em freezer
especifico para posterior descarte realizado pela equipe de coleta de lixo
biologico e quimico da UFAL. Os residuos perfuro-cortantes foram
acondicionados em caixas de papeldo especificas para tal e levadas até o
Hospital Universitario da UFAL, onde foram descartadas adequadamente.

Os homogenatos dos tecidos foram preparados com tampao RIPA —
Radio Immunoprecipitation Assay Buffer (1:9) e coquetel do inibidor de protease
(um tablete para 50 mL de tampado RIPA), visando inibir a acdo de proteases
intracelulares e preservar a integridade das proteinas e outros componentes
celulares e centrifugadas a 12.000 rpm durante 10 min a 4° C. As aliquotas
(sobrenadante) foram armazenados em biofreezer a -80° C, para posteriores

analises bioquimicas (Figura 16).

Figura 16. Fluxograma experimental do preparo do homogenato dos tecidos.
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Legenda: RPM (rotacdes por minuto); Tampéo RIPA (Radioimmunoprecipitation Assay Buffer).
Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020)

Para a obtencdo dos extratos de intestino, utilizou-se nitrogénio liquido,
objetivando a desintegracédo do tecido, para facilitar a maceracéao (Figura 17).
Apés a maceracao, o po resultante foi transferido para microtubo e o volume
correspondente ao peso do 6rgdo foi adicionado. A solu¢cdo formada foi
homogeneizada, com o auxilio do vortex. Posteriormente, todos os extratos
teciduais foram centrifugados a 12.000 rpm, durante 20 min, a 4 °C. O
sobrenadante foi retirado e por fim, aliquotado e armazenado em biofreezer a

-80 °C, para posteriores analises bioguimicas.

Figura 17. Preparacéo de extrato de intestino utilizando nitrogénio liquido.

Legenda: (1) Adigdo do nitrogénio liquido ao tecido. (2) Trituracéo do tecido. (3) Po resultante do
tecido triturado. (4) Coleta do tecido pulverizado e acondicionamento em microtubo.
Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020)

Para a andlise histoldgica, os fragmentos do célon foram fixados em
solucdo Bouin e, posteriormente, imersos em concentracdes crescentes (70%,
80%, 90% e 100%) de etanol até inclusdo tecidual em parafina. Apos
processamento, foram realizados cortes histolégicos de 5 um e submetidos a

coloracdo com hematoxilina e eosina (HE), para avaliacdo das microestruturas
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celulares. As laminas coradas foram fotografadas por meio de um microscopio

optico ligado a um sistema de camera DP70 Digital e, posteriormente, avaliadas.

Tabela 2: Experimentos efetuados nas 1?2 e 22 Fases Experimentais.

12 etapa — 22 etapa — Colite Induzida por
Fase saudavel SSD (3% p/v —v.0.)

Proteinas X X
Marcadores de Dano
Oxidativo

MDA X X
Espécies Reativas

H20> X X
Defesa Antioxidante

SOD X

GSH total X
Marcadores de Inflamacéo

MPO X X

TNF-a X

IFN -y X

IL-6 X

IL-10 X

Legenda: GSH total: glutationa total; H202: Peroxido de hidrogénio; IFN: Interferon gama; IL:
interleucina; MDA: Malondialdeiido; MPO: mieloperoxidase; p: peso; SOD: Superoxido
dismutase; SSD: sulfato de sédio dextrana; TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa; v: volume; v.o:
via oral .

Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020)

4.8.1 Dosagem de proteinas pelo método de Bradford:

Para a preparacdo do homogenato, foram feitas diluicbes de 1:10 no
intestino e cérebro e 1:20 nos demais orgaos, utilizando tampéao fosfato (PBS)
(50 mM, pH 7,4). Em seguida, o preparado foi agitado em vortex para
homogeneizar e pipetado em duplicata (20 pL) da amostra/ponto, sendo
adicionados por fim, 200 uL de reagente de Bradford. A placa foi incubada por
5 min a temperatura ambiente e protegida da luz, sendo a leitura realizada em
espectrofotometro a 595 nm (BRADFORD, 1976).
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4.8.2 Determinagéo de Marcadores de Dano Oxidativo:

A producédo de ERONSs faz parte do metabolismo humano e € observada
em diversas condicfes fisiologicas ja que tais espécies estdo envolvidas no
processo de eliminagcdo de agentes agressores por meio da fagocitose, por
exemplo. Porém, quando sua producdo é exacerbada, o organismo langa mao
de um eficiente sistema antioxidante que, em condi¢des fisiologicas normais
protegem os tecidos dos danos causados pelos ERONs (VASCONCELOS et al.,
2007).

Os principais alvos do estresse oxidativo sdo as proteinas, os lipideos e o
DNA, tendo como um dos produtos da peroxidacao lipidica o malondialdeido
(MDA), que pode ser utilizado como medida cumulativa para estimar o dano
oxidativo, uma vez que € um composto estavel. O H202 € um produto
intermediario formado durante a reducao do oxigénio molecular em 4gua e, por
nao possuir um elétron desemparelhado em sua ultima camada eletrénica ele
nao € considerado uma espécie reativa propriamente dita, porém pode danificar
tecidos pela sua alta capacidade de difusdao através das membranas celulares
além da sua intensa reatividade com os fosfolipidios componentes das
membranas, proteinas citoplasmaticas e bases nitrogenadas (POPRAC et al.,
2017).

4.8.2.1 Determinacédo do nivel de Malondialdeido (MDA):

A técnica é baseada no método adaptado por Tatum, Changchit e Chow
(1990). As amostras foram previamente preparadas, onde 25 mg do tecido
intestinal, renal e cerebral foram homogeneizados com 400 yL de tampao
Trizma-Base (pH 7,4), 40 pL de solugdo antioxidante de butil-hidroxitolueno
(BHT) e 440 pL de acetonitrila. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a
3.500 rpm, por 10 min, a 4 °C e o sobrenadante foi filtrado por meio de um filtro
com membrana Durapore de 0,22 ym de poro. O volume de 20 L do filtrado foi
injetado no CLAE e a analise realizada a 270 nm. A duracgdo da analise foi, no
total, de 6 min, onde o tempo de retencdo do MDA é em torno de 2'51”. Os
valores de MDA foram calculados a partir equacéo da curva analitica, utilizando
1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP), que € um composto precursor de MDA e

expressos em nM MDA mg de tecido sendo posteriormente corrigidos para o
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peso em miligrama (mg) do tecido analisado, obedecendo o fator de correcao,

de acordo com a seguinte equacao:

MDA tecidual = MDA encontrado (nM) x 1000
Massa do tecido (mg)

4.8.2.2 Determinacado do Per6xido de Hidrogénio (H202):

A concentragdo de H202 no sobrenadante foi medida pelo método
colorimétrico de vermelho de fenol descrito por Pick e Keisari (1980), com
adaptacdes. Este método baseia-se na oxidacdo do vermelho de fenol pelo H202
mediada pela peroxidase de rabanete (esquema 1).

Resumidamente, 150 yuL do homogenato de tecido foram adicionados a
um microtubo contendo 340,9 uL de tampao de andlise (tampéao fosfato, NaCl
140 nM, dextrose 5,5 nM, pH 7,0). Em seguida, foram adicionados 5 pL de
vermelho de fenol (0,028 M) e 4,25 uL de peroxidase de rabanete (PR) (1
KU/mL). Em seguida os microtubos foram incubados 37°C por 10 minutos e
posteriormente transferidos 200 pL para uma microplaca de leitura (visivel)
contendo 25 pL de hidréxido de sédio (1 M).

A analise foi realizada em espectofotbmetro no comprimento de onda de
610 nm (PICK; KEISARI,1980). A concentracdo de H202 na amostra foi
determinada por comparacao dos valores de absorvancia obtidos com uma curva
padrdo e expressos em nmol.mg proteina* de acordo com a curva de calibracéo

préviamente estabelecida.

Esquema 1. Reacdo entre o perdéxido de hidrogénio e o vermelho de fenol.

HO._ -, . JOH i
- : g HO. - o ;_PH_‘,;.OH
PF[ -, .-'ﬁl* ._--"-[- e
tHO, "% g Hlx - +H,0
-

FR = Peraxidase

Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020)
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4.8.4 Determinacao de Marcadores de Defesa Antioxidante:

Apresar de as reacdes de oxidacdo serem necessarias a vida, a geragao
descontrolada de ERONs é deletéria aos tecidos e para a manutencdo da
homeostase. Porém o organismo conta com estratégias de defesa contra os
processos mediados pelas ERONs, que incluem os sistemas de defesa
antioxidantes que atuam prevenindo a formacdo dessas espécies ou
combatendo-as uma vez que tenham sido formadas, podendo ser de natureza
enzimatica ou ndo-enzimatica. De maneira simplificada removem os radicais
livres do sistema e inibem a oxidagcdo ao serem eles proprios oxidados
(BHATTACHARYYA et al., 2014).

4.8.4.1 Determinacédo da atividade da Super6xido Dismutase (SOD):

A atividade foi mensurada utilizando o Kit SOD Assay — WST (sal monosédico
de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-dissulfofenil)- 2H-tetrazolio) (#19160,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). De acordo com informac@es do fabricante o
método € baseado na inibicdo em 50% da reducdo do WST-1 formazana pela
SOD, o qual é formado a partir da reagéo entre o WST-1 e o O2" (Esquema 2),
a qual é analisada em 450 nm. A atividade da SOD foi expressa como U.mg

proteinal.

Esquema 2. Reacdo entre o anion radical superdxido e o sal monosédico de 2-(4-
lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-dissulfofenil)- 2H-tetrazélio (WST-1) formando o sal
monossodico de 2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-dissulfofenil)-2H-tetrazdlio,

monosodium (WST-1) formazana.

+ INa
_ Na I _ I
. S0, ' S0,
Na N-y Na N-N
20, * 0,8 an —> 08 / H 20,
N;:N Nf’N@\
NO, NO,
WST-1 WST-1FORMAZAN

Fonte: Adaptado de ANDRADE, K. Q. (2017).
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4.8.4.2 Glutationa reduzida total (GSH total):

A determinacdo da concentracdo de GSH total foi realizada, utilizando-se
a técnica descrita por Tipple e Rogers (2012), com adaptacdes. Para ndo haver
interferéncia na andlise, a proteina total do homogenato dos tecidos foi
previamente precipitada, por meio da centrifugagéao de 40 yL da amostra com 80
ML de acido metafosférico 5% (m/v) e 80 uL de tampao de ensaio (PBS 0,1 M +
EDTA 5 mM, pH 7,4, realizada a 1.400 rpm por 10 min a 4 °C. Para obter GSH
total, o sobrenadante desproteinizado foram diluidos em solugcdo tampao de
ensaio (PBS 0,1 M + EDTA 5 mM, pH 7,4), sendo que coracao e rim na
concentracdo de (1:1) e o figado foi diluido em (1:5). O intestino e o cérebro por
apresentarem baixas concentragdes teciduais de GSH, ndo passaram por essa
diluicdo prévia. Posteriormente, 30 uL do homogenato, em duplicata, foram
transferidos para a microplaca de leitura (visivel), seguida da adicdo de 50 uL da
mistura de reacdo 1 (acido 5',5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico) — DTNB — 10 mM e
glutationa redutase (GR) — 4,2 U mL!) e 50 yL da mistura de reagdo 2 (NADPH
1% m/v). O principio do método € baseado na reagdo cinética de oxidagdo da
GSH a GSSG, por meio do DTNB, que gera seu acido 5-mercapto-2-
nitrobenzdico correspondente. Posteriormente, a GSSG retorna a sua forma
reduzida por meio da adicdo de GR e NADPH no meio (Esquema 3).

As concentra¢gfes de GSHtotal foram determinadas por meio de calculos
a partir da equacdo da curva analitica de GSH obtida com base nos resultados
dos padrbes deste analito na faixa de concentracédo de 1 a 10 nM.

Os resultados foram expressos em pmol.mg proteina™.
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Esquema 3. Reacao da oxidacdo da GSH e da reducéo da GSSG.

NO,
o NO,
s OH
2GSH + HO s —_— 2 oH + GSSG
HS
0
TNB

DTNB

2GSH + DTNB —  GSSG + 2TNB ( Reagdo de oxidacdo da GSH e redugdo do DTNB)

GSSG + NADPH + H* L—- 2GSH + NADP* (Reagao de redugio enzimatica da GSSG)

Legenda: DNTB - Reagente de Ellman - (5,5-ditio-bis- (acido 2-nitrobenzéico); TNB - acido 5-
mercapto-2-nitrobenzoico. Fonte: Adaptado de MARTINS, 20109.

4.8.5 Determinacao de Marcadores de Inflamacao:

Em relacdo a resposta inflamatoria, pode-se dizer que ela € constante em
razdo da continua exposi¢ao a agentes externos, incluindo micro-organismos e
antigenos que podem comprometer a integridade dos tecidos. Componentes do
sistema imune, como nédulos linfaticos, imunoglobulinas, macrofagos e células
linfoides sdo muito abundantes por todo organismo, mas a associacao destes
elementos com a elevada capacidade proliferativa dos enterdcitos compde a
barreira fisica e imunoldgica capaz de regular a homeostase entre a mucosa
intestinal e 0s micro-organismos por via de uma constante e controlada resposta
inflamatoria (BHATTACHARYYA et al., 2014).

4.8.5.1 Determinacgéo da Atividade da Mieloperoxidase (MPO):

A atividade da MPO, um marcador de invasdo de leucécitos para os
tecidos, foi medida através de uma adaptacdo do método de Bradley,
Christensen e Rothstein (1982) (Esquema 4).

Utilizou-se amostras de 25 mg de tecido que foram homogeneizadas
utilizando-se tampéo de ensaio, pH 6,0 (tamp&o de fosfato de potassio - 50 nM,
0,5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio e EDTA - 5 nM) e centrifugadas a
4000 rpm, por 15 min, a 4 °C. Em sequéncia, o sobrenadante foi retirado e

centrifugado novamente a 12.000 rpm, por 15 min, a 4 °C. Posteriormente 50 uL



80

do sobrenadante foram transferidos para uma microplaca e 50 pL de solugéo de
orto-dianisidina foram adicionados (0,68 mg/mL). A microplaca foi incubada a 37
°C em estufa durante 15 min e passado este periodo, foram adicionados 50 pL
de solugéo de H20:2 (0,3%) retornando para a incubagéo a 37 °C /10 min, sendo
realizada a leitura em sequéncia a 460 nm. Uma unidade de MPO foi definida
como a quantidade de H202 (em pmol) decomposta/min com os resultados sendo
expressos em U mg de proteina? (BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN,
1982).

Esquema 4. Reacéo de oxidacao da orto-dianisidina.

€0 H,CO H,CO

H

OCH, OCH; OCH,
ORTODIANISIDINA DIANISIDINA OXIDADA

Fonte: Adaptado de MARTINS, 2019.

4.8.6 Determinacao do perfil inflamatério:

Entre os achados patoldgicos da colite, 0 aumento de marcadores inflamatorios
pode ser considerado como um dos sinais de alerta para o estresse oxidativo que, por
si s6, ndo identificam um evento causador, porém deixam informacdes valiosas acerca
da fisiopatologia dessa doenca (BENETTON et al., 2008).

Na colite, células T auxiliares, ativadas na lamina propria e no sangue
periférico, secretam citocinas inflamatérias desencadeando o recrutamento de outras
células inflamatorias como macrofagos e células B, além de linfécitos, leucocitos
inflamatorios, e outras células do sistema imune (MOURA et al. 2015). A ativacdo de
células imunes € posteriormente acompanhada pela producdo de mediadores de
inflamagéo n&o-especificos, como: outras citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento, assim como metabolitos do acido araquidénico (prostaglandinas e

leucotrienos) e EROs, intensificando assim o processo inflamatério e a destruicao
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tecidual, o que resulta nas manifestacbes clinicas da doenca (PIECHOTA-
POLANCZYK; FICHNA, 2014).

4.8.6.1 Determinacédo dos niveis de TNF-a, IL-6, IFN =Y e IL-10:

Inicialmente os extratos do intestino e rim foram diluidos de acordo com a
citocina avaliada (TNF-a, IFN-Y e IL-10 - 1:10; IL-6 — 1:5) com tampé&o PBS (50
mM, pH 7,4). Os niveis teciduais das citocinas foram determinados por ELISA -
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, utilizando-se o kit da PeproTech®
(PeproTech Brasil FUNPEC, Ribeirdo Preto, SP, BR.), conforme as instru¢cdes
do fabricante. A leitura da absorvancia foi realizada em 450 nm, em leitor de

placa de ELISA e os resultados foram expressos em pg mg de proteina?.

4.9 Andlise Estatistica:

Para todas as variaveis consideradas, a normalidade foi avaliada pelo
teste de Shapiro-Wilk. Varidveis paramétricas foram avaliadas usando a analise
unidirecional emparelhado de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey
para as comparagdes entre dois grupos. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado
para avaliar as varidveis ndo-paramétricas e analise post hoc correspondente.
Os resultados foram apresentados como média * erro padrdo (SEM) / desvio
padrao (DP) para aqueles com distribuicdo normal e os valores como mediana e
intervalo interquartil para os ndo-parameétricos. Valor p <0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. GraphPad®Prism verséo 8.0 para Windows (San
Diego, CA, EUA) foi utilizado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO:
5.1 Andlise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE):

A CLAE permite a separacdo associada a um sistema de deteccdo
permitindo a identificag&o simultanea de muitos componentes do Aloe, devido as
grandes diferencas na hidrofobicidade e a presenca de derivados glicosidicos e
aglicosidicos de cada classe de compostos, baseando-se no principio basico da
cromatografia que é a separacdo por fases (HAYES et al., 2014). A partir do
estudo do perfil quimico do extrato de A. ferox, realizado por CLAE, ap0s uma
adaptacado na metodologia proposta por Zahn et al., (2008), foram encontrados
picos referentes a aloina total (figura 18.A). A aloina é uma antrona C-glicosilada,
cuja atividade anti-inflamatoria foi testada in vitro por Park, Kwon e Sung (2009)
tendo seu efeito comparavel ao da quercetina e campeferol.

A partir dos resultados obtidos na Figura 18(A), pode-se observar que o
extrato apresenta picos majoritarios, com tempos de retencdo de Tr = 17 e 20
min, sendo o0 mesmo tempo de retencdo obtido para o padrdo aloina (Figura
18(B)) em 20 min, indicando a presenca desse composto na composi¢cdo do
extrato. Também foi possivel observar que ap6s a co-injecdo da amostra com
padrdo, houve um aumento na intensidade do pico referente ao composto
observado na amostra em 20 min. Tais resultados sdo compativeis com 0s
resultados encontrados por Saccu, Bogoni e Procida (2001) (Figura 19A) e Chen
et al. (2012) (Figura 19B), que utilizaram parametros de andlise similares aos
utilizados neste trabalho e desta forma, tomando seus resultados por
comparacao, supomos que a amostra utilizada no presente contenha os mesmos
compostos observados nos cromatogramas de extrato de A. ferox abaixo, sendo
estes principios ativos responsaveis pela acao anti-inflamatoria e antioxidante do

extrato de A. ferox utilizado no presente estudo.
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Figura 18. (A) Cromatogramas do extrato de Aloe ferox (3 mg/mL); (B) do padrédo Aloina
(0,5 mg/mL) e da (C) mistura do extrato com o padréo (solugdo diluida 1:1- V:V), em

comprimento de onda 220 nm.
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Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020)
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Figura 19. Cromatograma de uma amostra de Aloe mosselbay. cujas condi¢des foram
descritas em (A) Saccu et al (2001) e (B) Chen et al. (2012).
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Legenda: Os picos referem-se a: (A) 1- aloesina; 2 - aloeresina A; 3 - aloina B; 4 - aloina A; 5 -
aloinosideo B; 6 - aloinosideo A. (B) 1 - aloesina; 2 - aloeresina C; 3 - aloeresina A; 4 - 5-
hydroxialoina; 5 - aloina B; 6 - aloina A; 7 - aloinosideo B e 8 - aloinosideo A. Foi utilizada
cromatografia liquida de alta frequécia.

Fonte: Adaptado de Saccu et al. (2001) e Chen et al. (2012).

Analisando a Figura 20, o cromatograma obtido para o padrdo emodina
apresentou tempo de retencéo de 29 minutos. Esse valor ndo foi observado no
cromatograma do extrato, o que pode indicar que a presente amostra ndo

apresenta emodina em quantidade detectavel pelo método.
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Figura 20. Cromatograma do padrdo Emodina (solu¢do diluida 1:1- V:V), em

comprimento de onda de 220 nm.
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Legenda: Foi utilizada cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020)

Na figura 21 é apresentado o cromatograma do extrato farmacéutico
derivado da C. longa, obtido a partir de CLAE-UV, no qual por meio de
comparacdo com padrdoes auténticos, mostrados na tese de doutorado de
Pimentel (2019) (dados ainda nao publicados), foi identificada a presenca de

curcumina cujo pico apareceu com tempo de retencédo de 26 minutos.

Figura 21. Cromatograma CLAE-UV do extrato farmacéutico de C. longa. Pico

corresponde: curcumina, em 425 nm.
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Fonte: De Araujo, O. R. P. (2019).
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5.2 Resultados Fase Saudavel (Fasel):
5.2.1 Ingestdo Alimentar, Ganho de Peso e Perfil Glicémico dos Animais:

Com relacéo a ingestao alimentar na Fase 1 (Figura 22 A), nota-se que a
adicdo do extrato de A. ferox a racdo padrao, seja ele isolado ou combinado com
o0 extrato de C. longa, néao alterou o padrdo alimentar ou causou perda de apetite,
mesmo com O sabor amargo caracteristico do extrato, uma vez que optou-se
pela oferta da alimentacéo por via oral e em livre demanda. Xaropes e infusdes
preparadas com plantas de sabor amargo, como 0 suco desidratado do Aloe
(Liliaceae) obtido a partir das trituracédo das folhas inteiras, ja foram amplamente
utilizados na medicina ocidental, ndo s6 como estimulante de apetite como
também para o tratamento de distubios digestivos (DELL’AGLI et al., 2007,
CHEN et al., 2012).

Na literatura, € possivel encontrar metodologias de fornecimento de
suplementacao por gavagem, porém tal via alimentar, por ndo ser espontanea e
exigir a manipulacdo do animal, poderia estressar os animais, interferindo
consequentemente nas concentracdes dos biomarcadores de estresse oxidativo.
Desta forma, seguimos a mesma metodologia proposta pelos trabalhos de
Mwale e Masika (2010) e Park, Kwon e Sung (2011) que avaliaram os efeitos da
atividade anti-inflamatoéria dos derivados de aloe em camundongos wistar, em
dieta via oral ad libitum, que ndo relataram intercorréncias referentes a ingestao
alimentar.

Observando-se o ganho de peso corporal semanal (Figura 22B), percebe-
se que nédo houve diferencas intergrupos no inicio da suplementacéo, porém na
22 semana, 0S grupos suplementados apresentam uma perda de peso
significativa em relagcdo ao grupo controle, e na 32 semana essa diferenca
permaneceu apenas entre os grupo controle vs Aloe e ao final do tratamento
essa diferenga n&o existe mais entre os grupos, desta forma podemos deduzir
que a adicdo do extrato de A. ferox a racdo padrédo, seja ele isolado ou
combinado com o extrato de C. longa nao interferiu na aceitacdo da dieta e nem
na evolugdo ponderal dos animais, sendo essas oscilagdes relacionadas a
adaptacao e ao desenvolvimento dos animais. Tal hipétese pode ser confirmada
ao observarmos a figura 22 C que mostra que néo houve diferengcas no ganho

de peso total dos animais durante o periodo de acompanhamento. Resultados
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similares poderam ser observados em estudo de Pimentel (2019), que avaliou o
efeito da ingestdo de curcuma, na forma de extrato farmacéutico e pdé em
camundongos swiss machos (resultados ainda néo publicados), e no estudo de
Ajabnoor (1990), que suplementou camundongos por 2 semanas com extrato de
Aloe ferox e nao tiveram alteracbes nos pesos dos animais.

Com relacéo aos niveis glicémicos percebe-se que ndo houve diferencas
intergrupos (Figura 23A) e intragrupos (Figura 23B) nas fases inicial e final do

tratamento.
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Figura 22. Ingestéo alimentar entre as semanas (g) (A) e evolucao ponderal (semanal — B; ganho de peso total (g)- C), dos animais saudaveis

(n=6), fase 1 de acordo com grupo e o tipo de tratamento.
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Legenda: Os pontos representam a média + E.P. # p < 0,05; ### p < 0,001 vs Grupo Controle de acordo com pds-teste de Tukey.
Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020)
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Figura 23. Avaliacdo da glicemia de jejum dos animais saudaveis, durante a Fase 1, de
acordo com periodo de tratamento (A) e os grupos (B), onde t O corresponde ao inicio

da suplementacao e t 30 ao término.
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Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020)

Vérios estudos tém atribuido acdo hipoglicemiante as plantas Aloe sp,
tanto em animais diabéticos (TANAKA et al., 2006; LOOTS; WESTHUIZEN;
BOTES, 2007; COCK, 2015) como em saudaveis (COSMETIC INGREDIENT
REVIEW EXPERT PANEL, 2007; STEENKAMP; STEWART, 2007), seja ao
utilizar a folha inteira ou apenas o gel, devido ao elevado teor de polissacarideos.
Possivelmente, no nosso estudo ndo houve uma reducéo significativa dos niveis
glicémicos por se tratarem de animais saudaveis, e portanto ndo precisavam de
uma reducdo glicémica. Um estudo de Ajabnoor (1990) ao avaliar o efeito do
tratamento agudo e crénico com Aloe ferox sugeriu como mecanismo de a¢ao
uma altercdo da ligacdo do receptor de insulina e a supressédo da insulinase,
além de um maior potencial de liberacéo de insulina.

Ao avaliarmos o0s pesos absolutos e relativos dos 6rgaos segundo o grupo
de tratamento (tabela 3), podemos observar que ndo houve diferenca em relagéo
ao peso absoluto dos 6rgaos, porém ao analisarmos o peso relativo, nota-se um
aumento de peso nos rins (Controle vs Aloe_Curcuma ) e cérebro (Controle vs
Aloe) e uma redugcao no peso relativo do baco (Aloe e Aloe_Curcuma vs
Controle). Os artigos encontrados que trazem como parametro de avaliacéo o

peso dos orgdos dos animais, em geral, referem-se a avaliacdo de animais
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doentes, ndo sendo possivel a comparacdo dos resultados com 0S Nossos
animais na fase saudavel. Cabe ressaltar que apesar da reducéo relativa do baco
dos animais suplementados, ndo foram observadas mudancas nos niveis de
MPO, em nenhum dos tecidos analisados. Por outro lado, a mudanca relativa no
peso do cérebro ndo foi acompanhada de nenhuma outra mudanca oxidativa que
justificasse essa alteracdo, podendo dessa forma, ndo ter uma justificativa

fisiologica, apesar de estatistica.
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Tabela 3: Pesos absoluto e razdo do célon, figado, coracdo, cérebro e baco dos animais saudaveis segundo o grupo estudado (média + DP).

PESO ABSOLUTO DO ORGAO

RAZAO DO ORGAO/PESO CORPORAL

GRUPO FIGADO RIM CORAGAO CEREBRO  COLON BACO FIG_PESO RIM_PESO COR_PESO CER_PESO INT_PESO BACO_PESO
CONTROLE Média 0,28137 0,17822  0,28672 0,31177 0,28672 0,0484 0,048398 0,007412 0,004682 0,007538  0,008207 0,007538
DP 0,02442 0,02407 0,034704 0,013692 0,034704 0,00530 0,005308 0,000869 0,000639 0,000934  0,000601 0,000934
ALOE Média 0,28998 0,1705 0,31167 0,29278 0,17055 0,04546 0,045457  0,008088 0,004747 0,008752# 0,008182  0,004807#
DP 0,03122 0,02588 0,027523 0,033822 0,035277 0,00397 0,00397 0,000236 0,000397 0,000969 0,00066 0,001199
ALOE+CURCUMA Média 0,31962 0,17912  0,29513 0,31045 0,18152 0,05164 0,051636 0,009077%  0,005091 0,008433  0,008848  0,005164*
DP 0,04776 0,02632 0,014092 0,037682 0,043639 0,00481 0,004817 0,000918 0,000479 0,000477  0,000854 0,001126

Legenda: # = p < 0,05 vs Grupo Controle de acordo com pds-teste de Tukey foi aplicado nos dados. DP = Desvio Padréo.
Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020).
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5.3 Perfil Oxidativo e Atividade Inflamatoria dos Animais Saudaveis:

O perfil oxidativo dos animais, na fase 1, em diferentes tecidos foi obtido
a partir da analise de alguns marcadores de dano oxidativo (MDA e H202)
marcadores de atividade inflamatdria (MPO) e de defesa antioxidante enzimatica
(SOD e GSH total).

Todos esses marcadores sdo encontrados nos tecidos analisados e
representam, de forma geral, o equilibrio/desequilibrio redox, sendo utilizados na
grande maioria das pesquisas que investigam estresse nitroxidativo em diversas
condicbes clinicas e patoldgicas. Além disso, apresentam metodologias

padronizadas no presente grupo de pesquisa.

5.3.1 Mudancgas no perfil oxidativo e na atividade inflamat6ria do célon dos
animais saudaveis submetidos aos tratamentos com Aloe ferox e/ou

Curcuma longa:

Ao analisarmos o efeito da suplementacédo com extrato de A. ferox, seja
isoladamente ou combinado ao extrato de C. longa nos animais saudaveis
(Figura 24), notamos que houve aumento dos niveis de SOD, quando comparado
ao grupo controle, porém no tecido célico, esta diferenca foi significativa no grupo
Aloe-Curcuma quando comparado aos demais grupos. A melhor resposta
antioxidante é confirmada pela n&o alteracdo nos niveis de H202 e pela
preservacao da membrana plasmatica (niveis de MDA semelhantes aos animais
gue nédo receberam suplementacéo).

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que, em baixas
concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel, podem retardar ou prevenir que
este seja oxidado. Como primeira linha de defesa enzimatica contra a producdo
de ERONs temos a SOD, que atua catalisando a dismutacédo do anion radical
superoxido, produzindo H202, que deve ser retirado do meio (POPRAC et al.,
2017; SIES; BERNDT; JONES, 2017).
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Figura 24. Marcadores redox coélicos em camundongos saudaveis, segundo o grupo de

tratamento: Controle, Aloe, Aloe_Curcuma.
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Legenda: Resultados expressos em média + EP. * = p <0,05; ** = p <0,01; ****=p<0,0001. Teste
de Tukey foi aplicado para os dados de SOD, GSH e H202, para os demais marcadores foi

aplicado o Teste de Dunn.

Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020).

5.3.2 Mudancas no perfil oxidativo e na atividade inflamatéria hepéatica dos

animais saudaveis submetidos aos tratamentos com Aloe ferox miller e/ou
Curcuma longa:

A figura 25 nos mostra o perfil redox no tecido hepético. Nela podemos
observar que a suplementacdo com o extrato de Aloe com Curcuma diminuiu 0s
niveis de MDA, tanto em relacdo ao controle quanto em relacdo ao grupo
suplementado com Aloe isolado, reduzindo a peroxidagéo lipidica.

Ja esta bem estabelecido que o desequilibrio entre a geragédo e a

eliminacdo de EROs pode causar estresse oxidativo e, eventualmente, geracéo
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de ERONSs e danos celulares. As Aloe sp. contém varios compostos ativos,
incluindo a aloina, um C-glicosideo que pode ser hidrolisado no intestino para
formar a antrona aloe-emodina e que, por sua vez, é auto-oxidada a quinona
aloe-emodina e cuja capacidade antioxidante parece estar relacionada a sua
capacidade de interferir no processo de transporte de elétrons durante a
formacdo dos ERONSs e nas alteracGes do estado redox celular, sob a condicao
de estresse oxidativo, preservando desta forma o status antioxidante de enzimas
como SOD, GSH e CAT, porém sdo necessarios mais estudos para elucidar
melhor o seu mecanismo de acéo (YIM et al., 1998).

Da mesma forma, a curcumina vem sendo usada para a prevencéo do
estresse oxidativo, pois promove a melhora das enzimas antioxidantes como
glutationa S-transferase (GST), GR, GPx, SOD e CAT, além da inibicao da
producdo de EROS, podendo desta forma ser utilizada em situacdes de pré e
pos-tratamento na possibilidade de controlar o equilibrio redox (FATEN;
IBRAHIM; KHALED, 2013; FARZAEI et al., 2018; ARAUJO, 2019), conforme
destacado no estudo de Dai et al. (2015). Estes autores concluiram que a
curcumina melhorou a reducdo da viabilidade das células hepaticas normais
imortalizadas (L02) e assim preveniu o0 estresse oxidativo, inibiu 0 aumento da
atividade da SOD e dos niveis de GSH, uma forte correlagdo com os achados
do nosso trabalho.

Sabe-se que niveis elevados de MDA refletem o aumento da peroxidacao
lipidica, o que gera preocupacdo, devido a sua genotoxicidade e
comprometimento da defesa antioxidante, caracterizando-o como um dos
biomarcadores mais utilizados (ALTINOZ; TURKOZ; VARDI, 2015) na
mensuragao do estresse oxidativo (MAYNARD, 2017).

A capacidade antioxidante de A. ferox foi determinada in vitro por Loots et
al. (2018) usando os ensaios ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) —
gue mede a capacidade da substancia/mistura em sequestrar radicais peroxila,
gue séo gerados por uma fonte radicalar —, e FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) — que se baseia na capacidade dos fendis em reduzir o Fe®* a Fe?*. Os
autores concluiram que a planta pode ser utilizada como estratégia de
tratamento complementar para o alivio de sintomas ou prevecdo de doencas

relacionadas ao estresse oxidativo.
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Figura 25. Marcadores redox hepéticos em camundongos saudaveis, segundo o grupo

de tratamento: Controle, Aloe, Aloe_Curcuma.
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Legenda: Resultados expressos em média £ EP. ** = p <0,01 de acordo com o Teste deTukey .

Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020).

5.3.3 Mudancas no perfil oxidativo e na atividade inflamatéria cardiaca dos

animais saudaveis submetidos aos tratamentos com Aloe ferox miller e/ou

Curcuma longa:

Assim como no figado, a combinacdo dos extratos de A. ferox com C.
longa reduziu peroxidagéo lipidica, porém sem alteracdo na defesa antioxidante
(enzimética e ndo enzimatica) ou na geracao de H202. Neste caso observamos
que o grupo Aloe_Curcuma apresentou menores niveis de MDA, tanto em
relacéo ao grupo controle quanto ao grupo aloe (Figura 26).

Uma revisao da literatura acerca do género Aloe traz que seus diversos

compostos fitoquimicos tem sido utilizados no tratamento de diversas doencas,
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dentre elas a doenca cardiaca isquémica (SALEHI et al., 2018). O estudo de
Sumi et al. (2019) que avaliou o efeito da suplementacdo com extrato de Aloe
vera no estresse oxidativo e fibrose em danos cardiacos administrados por
iIsoprenalina em ratos concluiu que o tratamento, realizado durante 14 dias, foi
capaz de evitar o aumento dos niveis de MDA em relacdo ao grupo nao tratado

além de previnir a infiltracdo de células inflamatdrias e reduzir a fibrose.

Figura 26. Marcadores redox cardiacos em camundongos saudaveis, segundo o grupo

de tratamento: Controle, Aloe, Aloe_Curcuma.
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Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020).
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5.3.4 Mudancas no perfil oxidativo e na atividade inflamatoria cerebral dos

animais saudaveis submetidos aos tratamentos com Aloe ferox miller e/ou

Curcuma longa:

Ao analisarmos a figura 27 observamos que no tecido cerebral,
diferentemente dos tecidos hepéatico e cardiaco, a suplementacdo com Aloe
reduziu os niveis de MDA em relacdo aos grupos Controle e Aloe_Curcuma,
inferindo que para o cérebro — 6rgdo propenso a peroxidacao devido ao elevado
conteudo lipidico — este extrato protegeu o tecido de dados provocados por
ERONS, diferentes do H202 que se manteve inalterado no 6rgédo. (KADRI et al.,
2018; YULIANI; MUSTOFA; PARTADIREDJA, 2018).

Figura 27. Marcadores redox cerebral em camundongos saudaveis, segundo o grupo

de tratamento: Controle, Aloe, Aloe_Curcuma.
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Legenda: Resultados expressos em média + EP. * = p <0,05 segundo teste de Tukey.

Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020).
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5.3.5 Mudancas no perfil oxidativo e na atividade inflamatoria renal dos

animais saudaveis submetidos aos tratamentos com Aloe ferox miller e/ou
Curcuma longa:

Conforme podemos observar nos resultados expressos na figura 28, a
suplementacao com Aloe ferox, isolada ou combinada com a Curcuma longa nao

causou alteracdes no biomarcadores redox do tecido renal.

Figura 28. Marcadores redox renal em camundongos saudaveis, segundo o grupo de

tratamento: Controle, Aloe, Aloe_Curcuma.
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Legenda: Resultados expressos em média + EP.

Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020)



5.4. Sumario de Resultados da Fase 1:

Quadro 5: Principais resultados oxidativos e inflamatoérios segundo o grupo de tratamento durante a Fase 1.
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Colon Figado Coracao Cérebro Rim
u LU < L < L < - < - <
o) @) w = o W w = o L w = o) m w = o) W w =
o ;:' w > o @) w2 o @) w2 X @) w2 X @) w >
[ [ N©) = - o O - - o0 - - OO - - o0
= —x zZ < i d zZ < 1 x zZ < - zZ < 1 x
@) <2 e <2 e <2 O <2 O <2
@) O @) O @) o @) O @) o
MPO - - - - - - - - - - - - - -
SOD - 1 1 - - - - - - - - - - - -
H.0: - - - - - - - - - - - - - - -
tGSH - - - - - - - - - - - - - - -
MDA | - - - - - ! - - ! - ! - - - -

Legenda: (1) aumentou em relagdo ao controle; (|) reduziu; - ndo alterou
mieloperoxidase; SOD; superéxido dismutase.

Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020)

. tGSH: glutationa total; H202: peroxido de hidrogénio; MDA: malondialdeido; MPO:
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5.5 CONCLUSAO DA FASE 1

Tanto o Aloe sp quanto a Curcuma longa vem sendo amplamente
utilizados para o restabelecimento da satude de maneira geral devido aos seus
efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios (SINGH; KHAR, 2006; UKIL et al.,
2003). Contudo, diferentemente do adotado nesta pesquisa, hdo € comum na
literatura cientifica, a avaliacdo destas substancias em animais saudaveis,
impossibilitando, dessa forma, a comparacao dos resultados de maneira mais
ampla.

Diante dos resultados encontrados, evidenciamos que a utilizacdo do
extrato de Aloe ferox, seja de forma isolada ou combinada ao extrato de Curcuma
longa, se mostrou promissor como terapia antioxidante, uma vez que a sua
suplementacao foi capaz de reduzir os niveis de MDA e melhorar, de forma geral,
a defesa antioxidante dos animais saudaveis, quando comparado ao grupo
controle e esta melhora possivelmente se deve ao potencial antibacteriano, anti-

inflamatorio e antioxidante.
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6. RESULTADOS SEGUNDA FASE (FASE 2)
6.1 Andlise histoldgica colico:

A analise histoldgica do célon revelou que o SSD a 3% (p/v) conseguiu
induzir a colite moderada, uma vez que promoveu mudancgas histologicas
semelhantes a CUl em humanos, tais como: dilatacéo e/ou destruicédo das criptas
de Lieberkihn (setas vermelhas pontilhadas) e das células de Paneth (setas
pretas pontilhadas), deplecdo das células caliciformes, bem como o
estreitamento e a separacdo da lamina prépria (setas verdes pontilhadas) em
comparacao com a morfologia normal do célon (Figuras 29 A e B). Porém, ao
observarmos as imagens C e D podemos perceber que os grupos tratados
apresentam lesbes menos aparentes, com preservacdo do arcabouco
histolégico, juntamente com &reas inalteradas, indicando a protecéo parcial do
tratamento. Esses achados corroboram com os encontrados no trabalho Zhang
et al. (2019), ao tratarem camundongos com colite moderada induzida por SSD
(3%) utilizando Curcuma longa, encontraram a histologia do cdlon
predominantemente intacta, com a camada epitelial e a estrutura das criptas
preservadas, e com um numero reduzido de células infiltrantes.

Por sua vez, Maze, Terpolilli e Lee (1997) realizaram estudos in vivo com
camundongos que sugerem que tanto o gel de aloe como as aloinas tém acao
protetora nas membranas mucosas bucais, sendo igualmente efetivos como
estimulantes das metaloproteinases da matriz (MMPS) na superficie das células
do tecido conjuntivo. Ao observamos as imagens em 29C e 29D, a regido
referente & lamina prépria, formada por tecido conjuntivo, encontra-se
preservada, sugerindo ainda que a aloina tenha afinidade por membranas
fosfolipidicas, estabilizando suas estruturas (PATEL; PATEL; TAHILYANI, 2012).
No estudo in vitro de Alves et al. (2004) foi proposto que enquanto 0 grupo
cromoforo da emodina esté localizado na metade superior da membrana, o da
aloina esta em uma posigdo mais profunda, mas com sua porc¢ao glucopiranosil

proxima a interface fosfolipideo/agua.
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Figura 29. Avaliagdo histoldgica colbnica, verificada por meio da coloragdo com hematoxilina e eosina dos grupos: controle (C) (A), colite moderada (CM) (B)
(colite moderada induzida por sulfato de sédio dextrana — SSD 3%), colite moderada tratado com extrato de Aloe ferox (AL_M) (C) e colite moderada tratado
com extrato de Aloe ferox associado ao extrato de Curcuma longa (ALC_M) (D): aumento de 50x — Al, B1, C1 e D1; e aumento de 100x — A2, B2, C2 e D2).

Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020).
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6.2 Avaliacao da do peso corporal, ganho de peso, ingestdao semanal da

dieta e dosagem glicémica:

Ao avaliarmos a ingestéao alimentar e ganho de peso dos animais durante
a Fase 2 (Figura 30A e 30B) notamos ndo houveram diferencas significativas
entre 0s grupos, 0 que sugere que mesmo com 0 extrato de Aloe ferox
apresentando um sabor amargo caracteristico, os animais ndo ofereceram
rejeicdo a racdo. N&do foram encontrados registros na literatura referentes a
ingestdo alimentar, porém conforme relatado anteriormente as propriedades
amargas do Aloe tem sido utilizadas amplamente na industria de alimentos
(DELL’AGLI et al., 2007).

Ao avaliarmos o perfil glicémico dos animais notamos que na TO, que
refere-se ao inicio da suplementagéo, os grupos nao apresentaram diferencas
entre si. Contudo, na T1 (inducéo a colite) observa-se uma elevacéo na glicemia
no grupo CM vs grupo controle (Figura 30C), contudo esse achado ndo se
relaciona com mudancas de tratamento, visto que nesse periodo nao foram
identificadas mudancas no padrdo alimentar do grupo (Figura 30A) ou peso
corporal (Figura 30B), bem como ambos (C e CM) receberam a mesma racao
alimentar. Nesse contexto, ao observarmos a T2 (antes da eutanasia),
percebemos normalizacdo da glicemia nesse grupo, mesmo apés a inducdo a
colite, indicando que a doenca nao influenciou o controle glicEmico dos animais.

Ainda na T1, os animais do grupo AL_M, assim como o CM, também
apresentaram hiperglicemia (vs grupo C) que pode ter sido influenciado pela
maior ingestao alimentar observada nesse periodo.

Ao analisarmos a T2, percebemos que o perfil hiperglicémico do grupo
AL_M se manteve vs o grupo C, porém nesse caso como a colite j4 havia sido
induzida essa glicemia pode ter se mantido elevada também em decoréncia da
injuria metabdlica causada pela doenca. Também na T2 o grupo AL_M se
manteve hipergligémico em relacéo aos grupos CM e ALC_M o0 que nos sugere
que o tratamento com Aloe isolado nao foi eficiente no controle glicémico dos
animais. Por outro lado o tratamento com Aloe associado a Curcuma controlou
0s niveis glicémicos nesse grupo.

Uma das caracteristicas fitoterapicas das plantas Aloe sp é referente ao

seu potencial hipoglicemiante, porém, similarmente ao observado no nosso
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trabalho, um estudo em que ratos tiveram a condi¢cao diabética induzida por
aloxana monohidatrada e foram tratados com doses diarias de Aloe vera durante
10 dias né&o foi observada a diminuigédo dos niveis de glicose no plasma desses
animais (KOO, 1994). Porém no estudo de Gupta et al. (2011) ao tratarem
coelhos com diabetes induzida por aloxana com extrato de aloe por 21 dias
observaram que houve a regulacdo do perfil glicémico dos animais, sugerindo
que o Aloe vera apresenta um potencial efeito hipoglicemiante. Corroborando
com esses achados, um estudo de Ajabnoor (1990) ao avaliar o efeito do
tratamento agudo e crbnico com Aloe ferox no controle glicémico de
camundongos diabéticos sugeriu cque o mecanismo de acédo hipoglicemiante do
Aloe seria uma altercdo da ligacdo do receptor de insulina e a supressao da
insulinase, além de um maior potencial de liberacdo de insulina.

Em suma, o conjunto desses achados mostram que o tratamento com
extrato de aloe ndo comprometeu a ingestao alimentar dos animais e que mesmo
com um consumo elevado esse ndo refletiu no ganho de peso, porém
possivemente foi o responsavel pelo aumento da resposta glicémica,

diferentemente do que observamos com 0s animais saudaveis na Fase 1.
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Figura 30. Dados gerais dos grupos por periodo - Ingestdo alimentar (g) (A), peso corporal (g) (B) e glicemia de jejum (mg.dL') onde TO
corresponde ao inicio da suplementacéo, T1 a inducéo da colite e T2 ao término (C), dos animais dos grupos: controle (C), colite moderada (CM)
(colite moderada induzida por sulfato de sddio dextrana — SSD 3%), colite moderada tratado com extrato de Aloe ferox (AL_M) e colite moderada

tratado com extrato de Aloe ferox associado ao extrato de Curcuma longa (ALC_M) - Fase 2.
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Legenda: Os pontos representam a média = E.P. # = p < 0,05; ## = p < 0,01; ### p < 0,001 vs Grupo controle; $ = p < 0,05 vs grupo Aloe Curcuma; (@ p <
0,05 vs Grupo Aloe; Pos-teste de Tukey foi aplicado nos dados da figura 30.
Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020).
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6.3 Avaliacdo dos marcadores de estresse oxidativo, capacidade

antioxidante e atividade inflamatdria em nivel colico:

As DIl ttm como caracteristica a infiltracdo de células da imunidade inata
(neutrdfilos, macrofagos, células dendriticas e natural killer (NK) e adaptativa
(células B e T) na lamina propria. Tal proliferacdo na mucosa intestinal aciona
uma cascata inflamatoria sinalizada principalmente pelo TNF-a, que é liberado
pelos macréfagos na resposta inflamatoria inicial. O TNF-a, por sua vez, estimula
e aumenta os niveis de IL-1 e IL-6, que sdo mediadores-chave na progressao da
inflamacé&o e estimulam por sua vez a quimiotaxia dos neutréfilos. Ja a ativacéo
de NF-kB, estimulada por sub-produtos virais e bacterianos além das citocinas
inflamatorias, desempenha um papel central na regulacdo da transcri¢cdo génica
de citocinas como IL-1 B, IL-6, TNF-a, COX-2, iINOS e moléculas de adesao
durante o processo inflamatorio da DIl (FLOHE et al., 1997; SANCHEZ-MUNOZ;
DOMINGUEZ-LOPEZ; YAMAMOTO-FURUSHO, 2008; MOURA et al., 2015).

Em individuos saudaveis, esta resposta inflamatéria encontra-se sob
controle de citocinas imunomoduladoras anti-inflamatérias (IL-4, IL-10, IL-11)
mantendo desta forma o equilibrio com seus equivalentes anti-inflamatérios. A
guebra deste equilibrio resulta no dano tecidual consequente a inflamacao aguda
com manifestacdes clinicas da enfermidade (MOURA et al., 2015).

O perfil inflamatoério no colon dos animais da Fase 2 pode ser visto na
figura 31. Percebe-se que a colite moderada induziu o processo pro-inflamatorio
através do aumento nos niveis de INF-y e que os tratamentos com aloe
conseguiram normalizar essa inflamacdo. No estudo in vitro realizado por
Vanisree et al. (2006), que tratou macrofagos peritoneais de murinos com
emodina, aloe-emodina e aloina, observaram uma reducdo nos niveis de éxido
nitrico (NO), TNFa , IL-12 e IFN-y sugerindo que essas podem inibir a ativagcao
de lipopolissacarideos e IFN-y.

Por sua vez, os niveis de TNF-a e IL-6 ndo sofreram alteracdes
decorrentes do uso do SSD. Contudo, o tratamento com aloe, diferentemente do
esperado, aumentou tanto os niveis de TNF-a (grupos AL_M e ALC_M), quanto
os nives de IL-6 (grupo AL_M). Por outro lado, chama a atencdo que apesar do
aloe associado a curcuma também elevar o TNF-a, este aumento foi menor do

gue o aloe isoladamente, indicando que a curcuma teve um efeito anti-
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inflamatorio nos animais. Adicionalmente, ambos os grupos tratados com aloe
reduziram significativamente os niveis da IL-10, citocina sabidamente anti-
inflamatoria, o que influenciou na elevacdo tanto do TNF-a quanto da IL-6.
Esses achados podem ser explicados por uma revisdo sobre as Aloe sp que
demonstrou que os componentes presentes no extrato derivado do suco da folha
inteira podem estimular a producdo de TNF-a, IL-1B e IL-6; reduzir a producédo
de IL-10, inibir a tirosinase e suprimir a hipersensibilidade de contato e a
hipersensibilidade deleyed-type (COSMETIC INGREDIENT REVIEW EXPERT
PANEL, 2007).

Por outro lado, Park, Kwon e Sung (2011), que também induziram a colite
com SSD (3%) em ratos, observaram que a concentracdo de TNF-a foi
significativamente menor ap6s 3 semanas de tratamento com dietas
enriquecidas com aloina, aloesina ou gel de aloe. J& a curcumina por sua vez, é
um forte antioxidante que atua interferindo na sintese do acido araquidoénico e
bloqueando a atividade do NF-kB que esta associada a sintese da COX-2, 5-
lipoxigenase e INOS e o perfil T-helper 1 (Thl) das células T-CD4+
(BENGMARK, 2007; JOO, 2014). Uma vez que o NF-kB atua na codificagédo de
citocinas como IL-6, INF-y, TNF-a dentre outras, sugere-se que possa ter havido
inibicdo da sua ativacéo, justificando o fato de que o grupo ALC_M apresentou
menores niveis de TNF-a vs o grupo AL_M.

Observamos ainda que os tratamentos com aloe reduziram a infiltracao
de neutroéfilos, o que pode ser mensurado pela menor atividade de MPO, tanto
em relagcdo ao grupo controle (AL_M) quanto ao CM (AL_M e ALC_M). Ainda
segundo o estudo de Park, Kwon e Sung (2011), o tratamento com aloina,
aloesina e gel de aloe foi capaz de reduzir significativamente os niveis de MPO,
similarmente ao encontrado no nosso trabalho. Estudos anteriores sugerem que
a cromona-3-il-acrilato, presente na estrutura basica das cromonas, é capaz de
impedir a adesao dos neutréfilos & camada endotelial, e que esta por¢cao seria
responsavel por neutralizar a ativacao dos neutréfilos eficientemente, reduzindo
a producéao de O2°~ que também tem atividade anti-inflamatdria relacionada aos
neutroéfilos por meio da supressao da atividade de MPO no tecido alvo, inibindo
a progresséao de DIl (KUMAR et al., 2007; MAZZEI et al., 2001).
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No presente estudo SOD néo se alterou no grupo com colite induzida
(Figura 31), indicando que o SSD nao promoveu ativacdo dessa defesa
antioxidante em consequéncia a lesao tecidual. Por outro lado, o aloe
isoladamente promoveu uma menor ativacao da enzima, sem por sua vez, alterar
0s niveis de H20z2.

Ao analisarmos os resultados referentes a atividade da GSH total
observamos que a colite induzida por SSD aumentou o requerimento deste
complexo antioxidante (GSH + GSSG), enquanto os tratamentos com Aloe
reduziram o seu requerimento tanto em relacéo ao grupo doente quanto ao grupo
controle. O aumento dos niveis de GSH no grupo CM pode ter ocorrido devido
ao aumento da necessidade da defesa antioxidante ndo enzimética o que sugere
um aumento de GSSG. Por sua vez os tratamentos podem ter servido como
agente antioxidante per se, seja por atuar como sequestrador de H202, ou como
ativador da catalase, minimizando a necessidade da conversdo de GSSG em
GSH e, consequentemente de GPx.

Ao analisar o dano oxidativo por meio dos niveis de MDA, percebemos
gue a colite ndo promoveu peroxidacao lipidica, diferentemente dos achados de
Arda-Pirincci e Aykol-Celik (2020) e Chao et al. (2017), em seus modelos de
colite induzida com SSD oral a 3% (p/v) em camundongos. Por outro lado, mais
uma vez, observamos que a acdo deletéria pormovida pelo aloe isolado,
elevacdo significativa dos niveis de MDA, foi revertida quando houve a
combinacgéo dos extratos, corroborando com a discussdo acima sobre a acao
antioxidante e anti-inflamatoria da curcumina. Cabe ressaltar que a elevacéo da
peroxidacdo nesse grupo pode ser resultado do efeito do aloe sobre o0s niveis de
SOD.

A aloina pode apresentar efeitos antioxidantes e pro-oxidantes de maneira
dose-dependente. Um estudo in vitro observou que em baixas concentragdes a
aloina apresenta uma maior atividade redutora (pré-oxidante), reduzindo o Fe3*
para Fe?*, levando ao aumento da geracdo de "OH a partir da reacéo de Fenton,
e quando em concentracdes elevadas, entretanto, a aloina foi capaz de atuar
eliminando espécies reativas, resultando na protecdo do DNA (TIAN; HUA,
2005).

Diante do exposto podemos sugerir que o tratamento com Aloe ferox

isolado apresentou um efeito pré-inflamatério no célon, e que apesar de ter
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controlado a infiltracdo dos neutrofilos ndo foi capaz de evitar a peroxidacéo
lipidica na mucosa célica. Ja a suplementacdo do Aloe ferox associado a
Curcuma longa apresentou resultados mais favoraveis, mostrando-se

potencialmente anti-inflamatdrio e antioxidante.
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Figura 31. Marcadores de estresse oxidativo, capacidade antioxidante e atividade inflamatéria do célon, segundo o grupo de tratamento:
Controle (C); Colite Moderada (CM) (colite moderada induzida por sulfato de sédio dextrana — SSD — 3%); Colite moderada tratada com Aloe

ferox (AL_M); e Colite moderada tratada com Aloe ferox e Curcuma longa (ALC_M).
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aos demais foi aplicado o teste de Tukey.
Fonte: Azevedo, M. L. S. G. (2020).
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6.4 Avaliacdo dos marcadores de estresse oxidativo, capacidade

antioxidante e atividade inflamatéria em nivel hepéatico

Ao analisarmos os dados referentes ao figado (figura 32), percebemos
que a colite causou tanto alteragdes pro-inflamatorias (redugéo nos niveis de IL-
10) como oxidativas (reducao na atividade da SOD e aumento do MDA) neste
orgao, indicando que o percentual de 3% de SSD foi capaz de causar
manifestacbes extraintestinais hepéticas através do eixo figado-intestino.
Resultados similares foram observados no estudo realizado por De Araujo
(2019), em que a colite moderada induziu ao aumento dos niveis das citocinas
pré-inflamatérias. Porém, resultados diferentes foram observados em um outro
estudo realizado pelo nosso grupo, Moura et al. (2016) que induziu a colite leve
com SSD, ndo observou alteracdes histolégicas ou bioquimicas séricas,
indicando que ndo houve leséo oxidativa hepatica.

Estudos anteriores tém relatado que a inflamacao intestinal e a disbiose
podem causar lesdo hepatica devido ao aumento da permeabilidade intestinal
causada pela exposicao exacerbada a translocacéo bacteriana com liberacao de
antigenos entéricos, toxinas e mediadores inflamatérios para o figado pelo eixo
figado-intestino, podendo levar ao desenvolvimento de doencas hepéaticas
cronicas (YA'ACOV et al., 2015; CHENG et al., 2018; DING et al., 2019; JANG et
al., 2019). No estudo realizado por Duan et al. (2020), a colite ulcerativa aguda
foi induzida por SSD a 4% em camundongos para que fosse avaliado o grau de
lesdo hepatica. Os resultados indicaram que o SSD causou alteracées
histopatologicas hepaticas, aumentou 0s niveis hepaticos de alanina
aminotransferase (ALT) e colesterol total além de aumetar os niveis das citocinas
pro-inflamatérias TNF-a, IL-6 e IL-1B, pela ativacdo da via de sinalizacdo do
receptor Toll-like 4 (TLR4/NF-kB). Trata-se de uma via de sinalizacdo
inflamatoria tipica cuja ativacdo pode promover a fosforilacdo do NF-kB para
aumentar a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1 e IL-6),
agravando a leséo hepatica (DING et al., 2018; XIA et al., 2018).

Analisando a acao dos tratamentos com aloe, percebemos o grupo AL_M
apresentou efeitos desfavoraveis em relagdo aos niveis de TNF-a e MPO
comparativamente a todos 0s grupos, sendo que, semelhantemente ao

observado no colon, a associagcdo com a curcuma, foi efetiva na normalizacéo
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dessas taxas. Nesse contexto, o tratamento com o extrato da curcuma pode ter
sido eficaz evitando esse recrutamento pois segundo Burge et al., a curcumina
faz com que as células dendridicas tornem-se hiporresponsivas reduzindo assim
o estimulo do sistema imune adaptativo, diminuindo a expresséo de citocinas
pré-inflamatérias  (IL-1, IL-6, TNF-a), tendo um efeito anti-inflamatorio
semelhante ao dos corticosteréides (BURGE et al., 2019). Corroborando com
esses achados, as revisbes de Muriel (2009) e Rivera-Espinoza (2009)
observaram que uma das acdes anti-inflamatérias da curcumina esta na
regulacéo da expressao do NF-kB nos hepatdcitos, observada tanto in vitro como
in vivo, como também através da inibicdo da via de ativacdo do NF-kB, o que &
capaz de promover regeneracao dos hepatécitos (BRUCK et al., 2007; MURIEL,
2009; RIVERA-ESPINOZA; MURIEL, 2009).

Assim como discutido para o colon, o aumento da TNF-a no grupo AL_M
pode ser consequéncia da inibicdo da IL-10. Esses resultados indicam que esses
animais estdo mais sucetiveis ao dano hepatico, possivelmente devido ao
processo inflamatdrio observado no intestino e a conexao existente entre esses
dois 6rgaos, desencadeando a ativacédo da cascata de mediadores inflamatérios
e oxidantes no tecido hepatico.

O estudo de Cui et al. (2014) avaliou o efeito protetor da aloina contra a
doenca hepética alcodlica em camundongos que receberam 2 doses de alcool
por dia (6,3 g/kg de peso/dose) durante 8 semanas e foram tratados com aloina
(10,3 mg/kg de peso), ambas por gavagem. O tratamento com aloina diminuiu
os niveis de TNF-a, no entanto para evitar a redugao dos niveis de IL-10 apenas
o tratamento com doses elevadas foi responsivo (30mg/kg de peso/dia). Nesse
caso, a acdo hepatoprotetora da aloina foi provavelmente mediada ndo apenas
por sua capacidade de suprimir o acumulo de lipidios por meio da regulacédo do
metabolismo lipidico, diminuindo o estresse oxidativo e assim inibindo a leséo
inflamatoria induzida por LPS, como também pode ter inibido a via de
sinalizacdo TLR4/NF-kB. Contudo, este tipo de comparacao fica prejudicada,
uma vez que em nosso trabalho o alvo principal da suplementacdo era o
intestino, que requereu mais avidamente o0s recursos anti-inflamatérios e
antioxidantes, e consequentemente, reduziu a disponibilidade dos seus

principios ativos para outros tecidos, 0 que sugere que para observarmos tais
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beneficios pelo tratamento com a aloina novas dosagens possam ser avaliadas
seguindo a seguranca do uso do Aloe ferox.

Em relacdo a defesa oxidante, a colite reduziu os niveis de SOD e o
tratamento com aloe isolado por sua vez foi capaz de restabelecer esses niveis,
sugerindo que a aloina tenha um efeito hepatoprotetor. Ao avaliarmos o efeito
do tratamento do aloe associado a curcuma verificamos uma reducdo desses
niveis vs o controle e também vs o aloe, sugerindo que esta enzima foi
requisitada para a dismutacao H202. Adicionalmente, percebemos que o0s niveis
de GSH nos grupos em relacdo ao grupo controle ou ndo se alteraram (C_M e
AL_M) ou até mesmo, reduziram (ALC_M), mostrando que essa defesa néo
enzimatica ndo conseguiu atender a maior demanda oxidativa do tecido.
Nenhum dos tratamentos foi favoravel no controle da peroxidacao lipidica.

Chama a atencdo em nossos resultados que os grupos CM, AL_M e
ALC_M apresentaram menores niveis de H202 em relagcdo ao grupo controle.
Contudo, ao analisarmos os resultados de GSH total e MDA, percebemos que
esses baixos niveis de H202 podem ter ocorrido pela sua rapida converséo a
*OH, visto que no tecido hepatico encontramos altas concentracfes de ferro.
Essa hipotese pode ser ratificada pelos maiores niveis de MDA, indicado
acelerada taxa de peroxidacdo em todos 0s grupos com colite, apesar de
significativa apenas nos grupos tratados com aloe.

De acordo com estudo conduzido por Cui et al. (2014) foi observado que
a ingestao crbnica de alcool diminuiu significativamente a concentragdo hepatica
total de GSH e a atividade SOD e promoveu o aumento do MDA em comparacao
com o grupo de controle, e o tratamento com aloina aumentou sifgnificativamente
a atividade da SOD porém nao restabeleceu os niveis de GSH total, similarmente
ao obsevado em nosso trabalho. Dosagens mais altas de aloina se mostraram
mais eficientes em reduzir os niveis de MDA, sugerindo a hipétese de que a acéo
anti-inflamatéria e antioxidante da aloina seja dose-dependente, conforme
sugerido por Tian; Hua (2005).

Diversos estudos realizados nas Uultimas décadas revelam que a
curcumina tem demonstrado ser um potente agente imunomodulador, atuando
na ativagdo de células T, macrofagos, neutréfilos, células natural killer e células
dendriticas, além de reduzir a expressao de varias citocinas pré-inflamatorias,

incluindo TNF, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 e quimiocinas, possivelmente pela
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inativacao do fator de transcricdo NF-kB (JAGETIA; AGGARWAL, 2007; SUETH-
SANTIAGO et al., 2015; FARZAEI et al., 2020).

Diante do exposto podemos considerar que o tratamento com aloe nao foi
favoravel ao tecido hepatico e que o tratamento com aloe associado a curcuma,
apesar de ter se mostrado potencialmente antioxidante e anti-inflamatorio néo

conseguiu evitar a peroxidacao lipidica.



115

Figura 32. Marcadores de estresse oxidativo, capacidade antioxidante e atividade inflamatéria do figado, segundo o grupo de tratamento:

Controle (C); Colite Moderada (CM) (colite moderada induzida por sulfato de sédio dextrana — SSD — 3%); Colite moderada tratada com Aloe

ferox (AL_M); e Colite moderada tratada com Aloe ferox e Curcuma longa (ALC_M).
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6.5 Avaliacdo dos marcadores de estresse oxidativo, capacidade

antioxidante e atividade inflamatdria em nivel cardiaco:

Mesmo com a prevaléncia de MEI (pag. 29) nas DIl variando entre 21 -
47% (ANDRADE, 2017), poucos sao os relatos de manifestacées cardiacas.
Tem sido sugerido que os pacientes com DIl tém um risco aumentado de infarto
do miocardio, acidente vascular cerebral e mortalidade cardiovascular
(KISTENSEN et al., 2013), particularmente durante periodos de doencga intestinal
ativa, porém com registro de pouco mais de uma centena de casos, sendo o
diagnéstico da sua associacdo a DIl, estabelecido por exclusdo de outras
etiologias (OLPIN et al., 2017). Em nosso estudo, nenhuma alteracéo
inflamatoria ou oxidativa foi observada nos animais do grupo com colite induzida
(Figura 33), indicando que o SSD a 3% néo foi capaz de levar a danos cardiacos
causados pela presenca/exacerbacao da doenca.

Ao analisarmos as respostas cardiacas aos tratamentos, percebemos que
em ambos os grupos ocorreu melhora no perfil inflamatério, com reducéo de
TNF-a. e MPO. Ja o grupo AL_M, comparativamente ao grupo ALC_M, apesar
de apresentar menor atividade de SOD e como consequencia maiores niveis de
H202, conseguiu neutralizar adequadamente esta espécie reativa, visto que
houve aumento na concentracdo cardiaca de GSH o que contribuiu para
manutenc¢ao dos niveis normais de MDA, ou seja, hdo houve dano a membrana
celular do 6rgéo.

Dentro os componentes fitoquimicos presentes nas Aloe sp. a aloina, um
derivado da antraquinona que induz efeito anti-inflamatério que ja esta bem
documentado. No estudo de Zhang et al. (2017), ao tratarem ratos subetidos a
lesédo de isquemia/reperfusdo miocardica com aloina observaram uma reducédo
eficiente na producgdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a, similarmente ao
observado no nosso estudo, e IL-6 além do aumento na IL-10, melhora nos niveis
de SOD e reducdo significativa nos niveis de MDA, tendo como principal
mecanismo a ativacdo da AMPK, contribuindo desta forma para a funcao
cardioprotetora. Adicionalmente, Li et al. (2008) partindo da premissa de que o
processo inflamatério desempenha um papel importante no desenvolvimento de
hipertrofia cardiaca e insuficiéncia cardiaca, estudaram os efeitos anti-

inflamatorios da curcumina e observaram que o grupo tratado apresentou
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reducdo na ativacdo do NF-kB e os marcadores inflamatdrios, incluindo a
proteina quimiotatica de mondcitos (MCP) 1, IL-6, IL-1 e TNF-a mRNA
(WONGCHAROEN; PHROMMINTIKUL, 2009).

A capacidade antioxidante das antraquinonas parece estar relacionada a
sua capacidade de manter o status antioxidante da glutationa, conforme relatado
em um modelo de lesdo de isquemia-reperfusdo miocardica em coracoes
isolados de ratos perfundidos (YIM et al., 1998), o que pode justificar 0 aumento
do GSH no grupo AL_M, que seria um mecanismo compensatério para evitar
aumento nas concentracoes de *OH.

Diante disso, podemos sugerir que nos animais com colite, em ambos 0s
grupos, a suplementacdo com o extrato de Aloe ferox combinado ao extrato de
Curcuma longa apresentou um efeito favoravel, promovendo a reducdo na

inflamacéo no tecido cardiaco.
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Figura 33. Marcadores de estresse oxidativo, capacidade antioxidante e atividade inflamatéria do coracdo, segundo o grupo de tratamento:

Controle (C); Colite Moderada (CM) (colite moderada induzida por sulfato de sédio dextrana — SSD — 3%); Colite moderada tratada com Aloe

ferox (AL_M); e Colite moderada tratada com Aloe ferox e Curcuma longa (ALC_M).
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6.6 Avaliacdo dos marcadores de estresse oxidativo, capacidade

antioxidante e atividade inflamatdria em nivel cerebral:

Ha poucos relatos de manifesta¢des neuroldgicas associados a DIl e sua
patogénese ainda € desconhecida, porém estdo relacionadas a alteracdes
imunoldgicas e humorais (LOSSOS et al., 1995; MARQUES; PATRICIO, 2019).
Dentre as complicacbes neuroldgicas citadas na literatura, a neuropatia
periférica é tida como sendo a mais comumente observada na DIl. Como
caracteristicas dessa MEI tem-se a desmielinizacdo e o bloqueio da condug¢éo
nervosa, sugerindo que os fatores humorais circulantes, juntamente com os
anticorpos, células B ativadas e células T, desempenham um papel fundamental
nas neuropatias imunolégicas associadas a DIl por se apresentarem em niveis
elevados e relacionados a desmielinizagdo (GARCIA-CABO; MORIS, 2015).

O eixo intestino-cérebro tem sido apontado com um papel chave na
modulacdo de sintomas extra-intestinais na DIl. Trata-se de um sistema de
comunicacgdo neuro-humoral bidirecional que envolve sinais neurais, hormonais,
metabdlicos, imunolégicos e microbianos de forma a permitir que o cérebro
monitore o estado fisioldgico e inflamatdrio do intestino e sua composicéo luminal
a fim de manter a homeostase (ABOUTRET-DALY etal., 2018; COLLINS, 2020).

A figura 34 nos mostra que a colite moderada exerceu acdo negativa
sobre o tecido cerebral, aumentando a peroxidacao lipidica nesse 6rgédo. Cabe
ressaltar que o cérebro € um tecido potencialmente propenso a peroxidacao visto
seu alto teor lipidico.

De acordo com a literatura disponivel, dentre as complicacbes
neurolégicas mais frequentes relatadas em pacientes com DIl temos as
neuropatias que afetam o0 sistema nervoso central (neuropatias cranianas,
neurite dptica, oftalmoplegia e perda auditiva), neuropatias periféricas, doencas
cerebrovasculares e doencas desmielinizantes (CASELLA et al., 2014; FERRO;
OLIVEIRA; CORREIA, 2014). Embora os aspectos clinicos dos danos causados
aos nervos periféricos ainda ndo estejam bem caracterizados, existe uma forte
correlagdo com os mecanismos imunologicos relacionados ao TNF-a, sendo
empregado nesse caso o tratamento com imunoterapia, porém, em pacientes
com historia de desmielinizacdo, o uso de anti-TNF é contra-indicado, pois esta
associado a episédios de desmielinizacdo (SOLOMON et al., 2011;
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ARGOLLO et al., 2019; ANNESE, 2019).Em contrapartida, o estresse oxidativo
promove a peroxidacdo lipidica, e essa atua (1) promovendo a ruptura da
bicamada membrana fosfolipidica; (2) perda da funcionalidade da membrana
criando um potencial de membrana para a lise das células; (3) ligagdo impropria
dos receptores interrompendo o sistema neurotransmissor (KAPLAN et al.,
2007).

Ao avaliarmos o efeito dos tratamentos no tecido cerebral percebemos
que o aloe, isolado ou combinado a curcuma, apresentou tanto agdo pro-
inflamatoria, elevando os niveis de INF-y (AL_M vs C) e reduzindo IL-10 (AL_M
e ALC_M vs C e C-M) — semelhantemente ao visto em todos os tecidos
analisados; como antinflamatéria, reduzindo TNF-a. (ALC_M vs C_M); bem como
acao antioxidante, através da ativacdo da SOD (AL_M vs C) — diferentemente do
gue ocorreu no tecido cardiaco — e, especialmente, através da normalizacdo dos
niveis de MDA (AL_C e ALC-M), elevados pela presenca da colite.

Mais uma vez fica evidente que o aloe, isolado ou combinado, atuou como
inibidor da IL-10, o que incrementa o risco pré-inflamatério no tecido cerebral.
Neste 6rgdo, as citocinas sdo responsaveis pela ativacdo neuroenddécrina e
atuam regulando o crescimento e a proliferacdo das células gliais, além de
modular a atividade dos peptideos opidides enddbgenos e ativar o eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal, podendo afetar ainda o metabolismo dos sistemas
noradrenérgico, serotoninérgico e dopaminérgico (MARQUES; CIZZA,
STERNBERG, 2007). As citocinas proé-inflamatérias sdo responsaveis pelo
recrutamento, ativacdo e retencdo dos leucécitos nos sitios de inflamacdes
locais, ja as citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-10, IL-13, TGF-B) reduzem a
resposta inflamatoéria por meio da diminuicao das citocinas pro-inflamatérias e da
supressao da ativacdo de mondcitos, controlando desta forma o dano cerebral
(ZOIS et al., 2010; MORIS, 2014) .

A producdo da citocina anti-inflamatoria IL-10 é um dos mecanismos mais
importantes desenvolvidos pelas microglias para neutralizar o dano causado
pela inflamacdo, uma vez que é capaz de inibir a producéo de citocinas pro-
inflamatorias e proteger os astrocitos da inflamacéo excessiva (LOBO-SILVA et
al., 2016). Nas patologias neurologicas como a doenca de Alzheimer, doenca de

Parkinson e esclerose multipla existe um aumento na expressao e producao de
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moléculas inflamatérias e oxidativas, incluindo IL-1B, IFN-y, TNF-a e *NO que
sao relacionadas a neuroinflamacao resposta inflamatéria aumentada, tem sido
também evidenciada a deficiéncia de IL-10 (KULKARNI; GANESAN;
ODONNELL, 2016; MAGALHAES et al., 2017; MENG et al., 2018).

No entando, é importante salientar mais uma vez que esses artigos
avaliaram doencas neuroldgicas primarias e ndo secundarias a outra patologia,
como é o caso do presente estudo, o que dificulta a comparacdo dos seus
efeitos.

Os achados antioxidantes derivados da suplementagdo com
aloe+curcuma mostram que a curcumina apresentem eficicia terapéutica nas
funcdes cerebrais, elevando os niveis dos sistemas antioxidantes enzimaticos e
nao enzimaticos, como a GSH, SOD e GPx e diminuindo as concentra¢cfes de
MDA, além de exercer efeito protetor nos sinaptossomas e aumentar os niveis
de dopamina e acetilcolina no cérebro (SONG et al., 2016). No nosso estudo
sSupomos gue a associac¢ao da curcumina com o aloe atuou de forma sinérgica
na manutencao dessa acao antioxidante evitando a peroxidacéo lipidica.

Os demais parametros analisados ndo sofreram influencia dos

tratamentos (SSD 3% ou SSD 3%+ aloe/aloe+curcuma).
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Figura 34. Marcadores de estresse oxidativo, capacidade antioxidante e atividade inflamatéria do cérebro, segundo o grupo de tratamento:

Controle (C); Colite Moderada (CM) (colite moderada induzida por sulfato de sédio dextrana — SSD — 3%); Colite moderada tratada com Aloe

ferox (AL_M); e Colite moderada tratada com Aloe ferox e Curcuma longa (ALC_M).
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6.7 Avaliacdo dos marcadores de estresse oxidativo, capacidade

antioxidante e atividade inflamatdria em nivel renal:

De acordo com os resultados apresentados na figura 35, percebemos que
a colite promoveu inflamacéo renal, através do aumento dos niveis de IL-6,
sugerindo que este 6rgao € propenso a desenvolvimento de MEI através do SSD
a 3%.

Em relacdo as manifestacdes renais, entre 4% a 23% dos pacientes com
DIl apresentam algum tipo de complicagdo ou manifestagdo (OIKONOMOU et
al.,, 2011; CHAMS et al., 2019) . As manifestacfes renais frequentemente
relatadas na literatura incluem glomerulonefrite, nefrite tubulointersticial e
amiloidose, . E as complicacdes renais que afetam os pacientes com DIl incluem
nefrolitiase, fistula enterovesicular, abscesso perivesicular, uropatia obstrutiva
nao calculosa, doenca renal cronica (HUANG; KWAN; SHIH, 2011) e
complicacBes renais induzidas por drogas (CHAMS et al.,, 2019; ANNESE,
2019). Nas doencas como nefropatias, nefrite lGpica, nefropatia por Diabetes
mellitus, insuficiéncia renal agudas, doencga renal cronica, 0 aumento da IL-6 n&o
€ apenas uma consequencia do processo inflamatério inicial mas também tem
sido apontado como um fator-chave para a sua progressao e complicacdes
relacionadas (SU; LEI; ZHANG, 2017; MAGNO et al., 2019).

Em relagdo aos tratamentos, observamos uma significativa melhora no
perfil inflamatério especialmente nos animais tratados com aloe associado a
curcuma (elevacao da IL-10 e reducao do INF-y). Adicionalmente, apesar de ser
identificada uma reducdo na atividade de SOD, esta foi seguida de uma
diminuicdo dos niveis de H202, ou seja, os tratamentos com aloe e aloe
associado a curcuma, foram efetivos na manuteg&o do equilibrio redox, uma vez
gue nenhum dano a membrana renal foi observado.

Estudo realizado por Lee et al. (2019) que avaliou o efeito da aloina no
dano renal induzido por cirurgia de ligadura em camundongos observou que o
pré-tratamento inibiu a ativacdo do NF-kB, reduziu os niveis de iNOS pos
cirurgico e a producéo excessiva de acido citrico. O tratamento reduziu ainda os
niveis plasmaticos de IL-6 e TNF-a no tecido renal além de aumentar

significativamente o sistema de defesa antioxidante, restaurando os niveis de
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SOD, CAT e GSH, além de reduzir a concentracdo de MDA, achados esses
diferentes deste estudo.

Com relacgédo a atividade nefroprotetora do Aloe ssp, embora o numero de
investigacbes farmacoldgicas ndo seja tdo vasto quanto para os efeitos
hepatoprotetores por exemplo, sugere-se que extratos de Aloe sp. podem ser
considerados remédios potenciais para doencas renais, mas faz-se necessario
estudos mais detalhados para que se possa confirmar esta potencial aplicacédo
terapéutica (MADHAVI et al., 2012; ZANDI et al. 2007). No tocante ao uso da
Curcuma longa para o tratamento de doencas renais, alguns trabalhos
mostraram acado protetora a necrose tubular (KHORSANDI; ORAZIZADEH,
2008), a nefropatia diabética (MARDANI et al., 2012) e a lesGes pos-estresse
oxidativo (COHLY et al., 1998; ILYAS et al., 2019; EL-KADER; TAHA, 2020).
Contudo, diferentemente do adotado nesta pesquisa, hdo € comum na literatura
cientifica, a avaliacdo destes marcadores referentes as MEIs da colite,
impossibilitando, dessa forma, a comparacao dos resultados de maneira mais
ampla.

Esses resultados sugerem que o aloe isolado ou combinado a curcuma
tém uma acéo seguro do ponto de vista inflamatério e oxidativo, no tratamento

de manifestagdes renais derivadas da colite.
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Figura 35. Marcadores de estresse oxidativo, capacidade antioxidante e atividade inflamatéria do rim, segundo o grupo de tratamento: Controle
(C); Colite Moderada (CM) (colite moderada induzida por sulfato de sédio dextrana — SSD — 3%); Colite moderada tratada com Aloe ferox (AL_M);

e Colite moderada tratada com Aloe ferox e Curcuma longa (ALC_M).
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Quadro 6: Principais resultados na andlise dos marcadores de estresse oxidativo e inflamatorios, durante a Fase 2.
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Colon Figado Coracéo Cérebro Rim

3% Aloe | curcuma 3% Aloe | curcuma 3% Aloe | curcuma 3% Aloe | curcuma 3% Aloe | curcuma
TNFa | - | 11 ! - ! : ! ! - - ! - | - -
-6 | - | 1 : N : - - - - N
NEy | 1] ) N : - - : e : e :
IE ! Ll ! : : : : ! I e M
mpo | - | U : - ! - U 1 - - - e -
soo | - | ! ] L] I - | U - - 1 - - LW
HO. | - | - : Ll ! : 1 ! - - : - T
GsHt | 1 | U I - - ! : : ! - - - - - -
MDA - T l T T T - - - 1 I I - - -

Legenda: Seta azul para baixo (|) = diminuiu vs Controle; Seta vermelha para baixo (|) = diminuiu vs SSD; Seta verde para baixo = (|) diminuiu vs Aloe; Seta
azul para cima (1) = aumentou vs Controle; Seta vermelha para cima (1) = aumentou vs SSD; Seta verde para cima (1) = aumentou vs Aloe; SSD = Sulfato de
sédio dextrana; GSHt — glutationa total; H2O2 = peréxido de hidrogénio; INF-y = interferon gama; IL = interleucina; MDA = malonaldeido; MPO = mieloperoxidase;

SOD = superoxido dismutase; TNF-a = fator de necrose tumoral alfa.
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7. LIMITACOES

Ha limitacdes no desenvolvimento deste trabalho. Uma delas refere-se a
escolha do extrato. Optamos por adquirir um extrato comercial tendo em vista a
procedéncia do produto com suas devidas certificagoes. O extrato utilizado
contétm 40% de aloina mas, conforme podemos observar na analise
cromatografica, ele ndo contém aloe-emodina, desta forma a nossa comparacao
de resultados com outros trabalhos que ndo especificam o tipo de extrato
utilizado ou que utilizaram as duas substancias fica dificultada. Alguns
pesquisadores atribuem a esta quinona uma acao anti-inflamatoria que poderia
ser complementar a acdo da aloina (AROSIO et al., 2008; DONG et al., 2019;
HU et al., 2020). Outra limitacado foi a realizacdo de experimentos com uma unica
combinacgao de extratos. Isto se explica parcialmente pela limitacdo de animais

disponiveis para a pesquisa, definido pelo comité de ética em pesquisa.
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8. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesse estudo comprovamos
que o modelo experimental de inducéo utilizando SSD a 3% (p/v), na agua de
beber, durante sete dias consecutivos, conseguiu induzir a colite moderada,
sendo evidenciado pelas alteragcbes histoldgicas coldnicas, as quais
demonstraram alteracdes na arquitetura colénica, caracteristicas da doenca. A
suplementacao prévia com o extrato de Aloe ferox isolado e associado ao extrato
de Curcuma longa, durante os 37 dias, que perfizeram o periodo do experimento,
mostrou ter exercido efeito protetor, restaurando parcialmente o epitélio
lesionado.

A colite moderada e o tratamento com os extratos de Aloe ferox isolado e
associado ao extrato de Curcuma longa ndo ocasionaram mudancas na ingestao
alimentar, massa corpérea dos animais porém, em relacédo aos niveis glicémicos
verificou-se que a colite provocou um aumento significativo da glicemia, que a
suplementacdo com Aloe ferox isolado ndo conseguiu reverter.

Em relacdo as analises laboratoriais do tecido célico referentes ao perfil
inflamatorio e antioxidante sdo contraditorias aos achados histoldgicos. A colite
moderada, aumentou os niveis de IFN-y e GSH total, porém sem alteracdes nas
concentragbes de MPO, H202 e MDA. O tratamento com Aloe ferox isolado
aumentou os niveis de TNF-a e IL-6 e reduziu IFN-y e IL-10, mostrando-se
potencialmente inflamatério. Em relacdo a defesa oxidante, o Aloe isolado
reduziu ainda os niveis de SOD e GSH total e ndo evitou a peroxidacao lipidica.
Adicionalmente, o tratamento com A. ferox combinado com a C. longa
apresentou resultados mais satisfatérios no tecido colico em relacdo ao
tratamento com o Aloe isolado uma vez que conseguiu melhorar os niveis de
TNF-a e IFN-y, aumentou a atividade da SOD, conseguindo reduzir os niveis de
MDA.

No tocante aos resultados observados no tecido hepatico verificamos um
comportamento muito similar ao que foi evidenciado no célon, tanto no tocante
aos efeitos da colite, quanto em relagcdo aos tratamentos com aloe isolado e
combinado a curcuma, porém com a diferenca de que no figado, tanto a colite
guanto nos tratamentos, o dano oxidativo as membranas ocorreu de forma

expressiva.
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Em relacdo ao tecido cardiaco, a colite moderada ndo promoveu
alteracdes inflamatorias ou oxidantes, porém o tratamento com aloe isolado
apresentou efeito anti-inflamatério ao reduzir os niveis de TNF-a, evitou a
infiltrac@o de neutrdéfilos (|MPO), mas néo foi eficiente em evitar a producédo de
H202 (] SOD). Por conseguinte, o tratamento associado de Aloe e Curcuma, além
de reduzir os niveis de TNF-a e MPO também conseguiu controlar
adequadamente a producéao de H202, mesmo com a reducgéo da atividade da
SOD, sugerindo que houve um suporte antioxidante por parte da atividade da
CAT e GSSG.

Em nivel cerebral, a colite moderada ndo promoveu a inflamacdo mas
causou dano oxidativo as membranas (1 MDA). O tratamento com aloe, isolado
ou associado a curcuma, elevou o risco pré-inflamatério no tecido cerebral ao
reduzir os niveis de IL-10, mas por outro lado mostrou-se potencialmente
antioxidante uma vez que evitou a peroxidacao lipidica.

Em relacéo ao tecido renal, a colite moderada desencadeou 0 processo
inflamatorio (1 IL-6) e ambos os tratamentos foram promissores em controlar o
processo inflamatério (| IL-6) e adicionalmente o tratamento conjugado do Aloe
com a Curcuma elevaram os niveis de IL-10, atuando de maneira anti-
inflamatoria. Adicionalmente, ambos os tratamentos controlaram a producdo de
H20:2 e n&o foi observado dano oxidativo ou aumento de atividade de MPO.

Portanto, esses resultados nos permitem sugerir que o Aloe ferox quando
usado isoladamente para o tratamento da colite moderada, pode estar se
comportando de forma pro-reativa e pro-oxidante, o que gera uma série de
questionamentos acerca das a¢fes anti-inflamatoria e antioxidante. Por outro
lado, o tratamento associando o Aloe ferox com a Curcuma longa se mostrou
bastante promissor, sugerindo um efeito sinérgico entre os dois extratos. Tais
resultados conduzem a uma nova perspectiva, pois deve ser considerado o fato
de uma possivel acdo dose-dependente para o uso do Aloe ferox como agente
protetor, tendo em vista que seu uso na fase saudavel apresentou resposta
antioxidante e os achados histoldgicos na fase doente mostraram a preservacao
do tecido cdlico. Além do mais, no campo da biologia redox, varios fatores estéo
envolvidos nas intrincadas vias e mecanismos relacionados ao processo

inflamatorio, sistema imune e estresse oxidativo, pois como ja foi referido neste
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trabalho, ha uma complexa rede de interacdes e de sinalizagdes que influenciam
sobremaneira a resposta inerente a este cenario.

Esses achados mostram que ainda existem divergéncias na literatura
quanto ao tempo/dosagem de uso do extrato de Aloe ferox no controle da
inflamacé&o e na protecdo antioxidante frente a colite ulcerativa, bem como em
relacdo aos seus mecanismos de acdo mais especifico, sugerindo que mais

estudos devem ser realizados.
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Review Article

Quinone-based molecular electrochemistry
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ScienceDirect

Cuwrrgnt Opdnban in
Electrochemistry

and their

contributions to medicinal chemistry: A look at the

present and future

Thaissa L. Silva™*, Maria de Lourdes 5. G. de Azevedo’,
Fabricia R. Ferreira’, Danyelle Candido Santos’,
Christian Amatore™* and Marilia O. F. Goulart'
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Introduction

Redox processes are cenimal o life through sustaining
mest fundamennal binprocesses, from bioenergerics o
merahodism, and life funcrions such & cellular respia-
tien, phitosynrhesis, and nevntansmission [1]. The
guest for understanding molecular mechanisms under-
Iying hinlogical redox processes has revealed the need
fior mulridisciplinary approaches in which elecrrochem-
istry pliys a cencrsl unifving mbe. There is @ gmowing
imrerest shout elecorobicactive compounds o incresse
or modulace their acrivivies while avoiding undesirable
results, by designing more effective dnigs prone oo
successfully find their way roward their tangers or mare
prosaically simply for a berer undemstanding of hiolog-
ically relevant redox mechanisms, and 50 on. In chis
cantext, we wish oo present maleculsr electroche misory
in relation o the life sciencess by emphasizing the
imporanee of quinones, with mulriple redioc funcrion-
glities in medicinal chemistry, by providing recent in-
formation in the field of redox medicine and relevan
inrerfices.

As skerched in Figure 1, medicing] eleconehemisory and
its inrerfaces created a new domain through inzegracion
of new rechniques with longstanding enes for moni-
toring, detecting, and passibly orenving biological sc-
tioms of new moleculsr drags & oéve toward desired
seopes and rargers hased on their electrochemical
mechanisms which often invelves bond activarion by
sequential or concerted electron mansfers |2).

Resdox processes also enable direct rransfer of informa-
tioa (in the farm of electrons or lghth berween biolog-
ical and elecrronic systems | 3], such as, for instance, a
redioi-bsmed electmgeneric clustered regulady inrer-
spaced shor palindromic repests (CRISPR) sysvem 4]
ar in elscochiemical luminescence for derscrion of
impartant bomalecules by entangling o proni inde-
pendent processes | 5] possibly in new marerials | 6].

In fect, the sirong ineracron of modecular elecims-
chemistry toward biomedical purposss operaves not
necessarily in this direcrion, but investigations primarily

wwm_scraroadnec] cam
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ANEXO IV

b3+ ] UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS @ LA
.« PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA \
COMISSAU DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Cenificamos que a proposia intitulada “Efcito da suplementagio com catmto de
Curcwmne fomge clou Aloe ferox Miller sobwe bi U de scativo em
gos com colite ulcerativa moderada € grave induzida por sulfato de sddio
dextrane”™, registrada com o n® 172016, sob a P bilidade da pesguisad Frofa. Dra,
Fablana Andrén Moera, que Ive o utilizagdo de animais p a0 filo Chord
subfilo Vericbrata (exceto o homem), paca fins de pesquisa cientifica. encontea-se de scordo
com os preceitos da Lei 0" 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n” 6.899, de 15 de
julho d¢ 2009, ¢ com a% mormas oditadas pelo Conselho Naciosal de Controle da

4

Expert $30 Animal (CONCEA) e foi aprovmda pela Comissio de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Alagoss (CEUA/UFAL). em reunido de 03.03 2017,
Finalidade (IE (X Pesquiss cientifs
Vigémcss da autorizagdo 01052017 a 31.12.201%
Especicilinhagem'aga Camundongs belerogimicn Swiss
| NT de amansass a2
| Peso/ulade 40 g / 8 seonanas
Sexo Machos
Bioterio  Coniral & Universidade  Federal  de
Onigem'lLocal de manutenglo Alagoas / Bométio Sectorial  de  Nutrigdo da
Foculdade de Nutrigio

¥, 28 de vo de 2017,

Ao
Prof. Dr'. Silvana Ayres Martins
Coonsenadom CEU/ARMIT Shna dyes fates
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