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RESUMO

Introdugéo: A colite ulcerativa € uma doenga crénica que acomete o colon e o reto,
caracterizada por ulceracbes da mucosa e submucosa do colon sem afetar as
camadas mais profundas da parede intestinal. Atualmente, as terapias convencionais
utilizadas no tratamento da colite ulcerativa apresentam como objetivo o controle da
inflamacgao, o alivio da dor abdominal e a manutencao da remissao da doenga. No
entanto, estas terapias estdo associadas com uma variedade de efeitos colaterais que
dificultam o seu uso. Uma alternativa é a utilizacdo de compostos naturais com
propriedades promissoras para o tratamento dessa patologia. Um dos principais
alcaloides extraidos do jaborandi é a epiisopiloturina, que possui estrutura quimica
similar a pilocarpina, e tem demostrado ser um alcaldide promissor quanto aos seus
efeitos anti-inflamatérios demostrados em estudos anteriores, sendo importante
estudar por qual via esse efeito acontece. Objetivo: O presente trabalho tem como
objetivo avaliar a participagcdo do receptor muscarinico M1 na resposta anti-
inflamatdria da epiisopiloturina 17 horas apds a indugao da colite induzida por acido
acético. Métodos: Foi realizado inicialmente um estudo de docagem molecular da
epiisopiloturina com o receptor muscarinico M1. A atividade anti-inflamatéria da
Epiisopiloturina no curso da colite induzida por acido acético foi avaliado
administrando-se a substancia nas doses de 0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg via intraperitoneal.
Para analisar a participagao do sistema colinérgico, mas especificamente do receptor
muscarinico M1 no mecanismo de ag¢ao anti-inflamatéria da epiisopiloturina na colite
por acido acético sua agao foi bloqueada usando pirenzepina (antagonista do receptor
M1). Foram avaliados os escores macroscopicos € microscépicos, 0os parametros
bioquimicos da lesdo (dosagem de MPO, MDA, GSH, NO2/NOs3), bem como a
mensuragcdo de citocinas e a imunoexpressao por western blot. Resultados e
discussao: No estudo inicial de docagem molecular a epiisopiloturina demonstrou
afinidade de ligagdo com o receptor muscarinico M1. A epiisopiloturina na dose de
0,1mg/kg demostrou um melhor efeito anti-inflamatério ao diminuir parédmetros
inflamatérios, no curso da colite induzida por acido acético. Ja os grupos de animais
tratados simultaneamente com a epiisopiloturina na dose de 0,1 mg/kg e cotratados
com o antagonista colinérgico pirenzepina, apresentaram uma redugéo dos efeitos
anti-inflamatérios da epiisopiloturina, demostrando assim o bloqueio da agao da
mesma pela pirenzepina. Conclusao: Através dos resultados obtidos, o presente
trabalho infere que a epiisopiloturina tem sua agdo anti-inflamatéria através do
receptor muscarinico M1, visto que o bloqueio do receptor com o antagonista
farmacologico reduziu os efeitos anti-inflamatérios da droga no curso da colite
experimental, apontando que a molécula é uma alternativa promissora para o
tratamento da colite ulcerativa.

Palavras-chave: doencgas inflamatorias intestinais, via colinérgica, epiisopiloturina;



ABSTRACT

Introduction: Ulcerative colitis is a chronic disease that affects the colon and rectum,
characterized by ulcerations of the mucosa and submucosa of the colon without
affecting the deeper layers of the intestinal wall. Currently, the conventional therapies
used to treat ulcerative colitis aim to control inflammation, relieve abdominal pain and
maintain remission of the disease. However, these therapies are associated with a
variety of side effects that hinder their use. An alternative is the use of natural
compounds with promising properties for the treatment of this pathology. One of the
main alkaloids extracted from jaborandi is epiisopiloturine, which has a chemical
structure similar to pilocarpine, and has been shown to be a promising alkaloid in terms
of its anti-inflammatory effects demonstrated in previous studies, it is important to study
which way this effect happens. Objective: This study aims to evaluate the participation
of the muscarinic M1 receptor in the anti-inflammatory response of epiisopiloturine 17
hours after induction of acetic acid-induced colitis. Methods: A molecular docking
study of epiisopiloturine with the M1 muscarinic receptor was initially carried out. The
anti-inflammatory activity of Epiisopiloturine in the course of colitis induced by acetic
acid was evaluated by administering the substance in doses of 0.01; 0.1 and 1.0 mg /
kg intraperitoneally. To analyze the participation of the cholinergic system, but
specifically of the muscarinic M1 receptor in the mechanism of anti-inflammatory action
of epiisopiloturine in acetic acid colitis, its action was blocked using pirenzepine (M1
receptor antagonist). The macroscopic and microscopic scores, the biochemical
parameters of the lesion (MPO, MDA, GSH, NO2/NQO3) were evaluated, as well as the
measurement of cytokines and immunoexpression by western blot. Results and
discussion: In the initial study of molecular docking, epiisopiloturine demonstrated a
link affinity with the muscarinic receptor M1. Epiisopiloturine at a dose of 0.1 mg / kg
showed a better anti-inflammatory effect by decreasing inflammatory parameters, in
the course of colitis induced by acetic acid. The groups of animals treated
simultaneously with epiisopiloturine at a dose of 0.1 mg / kg and co-treated with the
cholinergic antagonist pirenzepine, showed a reduction in the anti-inflammatory effects
of epiisopiloturine, thus demonstrating the blocking of its action by pirenzepine.
Conclusion: Based on the results obtained, the present study infers that
epiisopiloturine has its anti-inflammatory action through the M1 muscarinic receptor,
since blocking the receptor with the pharmacological antagonist reduced the anti-
inflammatory effects of the drug in the course of experimental colitis, pointing out that
the molecule is a promising alternative for the treatment of ulcerative colitis.

Key words: inflammatory bowel diseases, cholinergic pathway, epiisopiloturine;
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1. INTRODUGAO

As doengas inflamatérias intestinais (Dlls) sdo um grupo de doengas do trato
gastrointestinal representadas principalmente pela doenga de Crohn (DC) e colite
ulcerativa (CU). A colite ulcerativa é uma doenca crénica que acomete o célon e reto,
caracterizada por ulceracbes da mucosa e submucosa do colon sem afetar as
camadas mais profundas da parede intestinal. Essa doenga apresenta como
sintomas: dor abdominal, diarreias, febre, tenesmo, fadiga, perda de peso e anemia
(CONRAD et al., 2014; HINDRYCKX et al., 2016).

De acordo com os dados epidemiolégicos a prevaléncia mundial das DII’s
variara de acordo com a regido geografica. Observa-se uma incidéncia de colite
ulcerativa > 7,71 /100.000 habitantes-ano no norte europeu € América do Norte e de
0,68 /100.000 habitantes-ano no Sudeste da Asia. No Brasil, houve uma variagdo da
incidéncia de CU entre 1,86 a 3,09 /100.000 habitantes por ano, e no periodo de 1988
a 2012, foi observada um aumento de 14,9% (i.c. 95% - 10,4 a 19,6) dos casos, o0 que
aponta um aumento significativo da sua incidéncia (NG, et. al.,2017; FROES et al.,
2018; KOTZE et al., 2019).

A etiologia da colite permanece desconhecida, mas evidéncias mostram que
esta doenga pode resultar de uma resposta imune desregulada (CETINKAYA et al.,
2005; HILL e ARTIS, 2010), sendo caracterizada pelo aumento da produgdo de
mediadores pro-inflamatérios, tais como TNF-a, IL-1B e IL-6, elevado infiltrado
inflamatério com aumento da produgéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) na
mucosa do colon (DAMIANI et al., 2007; REIFEN et al., 2004; ROBERTS-THOMSON
et al., 2011).

Na perspectiva da elucidagdo dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia e
no tratamento da CU foram criados os modelos experimentais que fizessem uma
alusao a fisiopatologia da doenga. O modelo experimental de indugao da colite pela
administracao intracolénica de acido acético € um método simples, reproduzivel, de
baixo custo e apresenta similaridades com a colite ulcerativa em humanos. Por ser
um modelo de caracteristicas agudas € possivel investigar os componentes
envolvidos na inflamagao, bem como avaliar a eficacia de novas drogas (GUAZELLI
et al., 2013).

Atualmente, as terapias convencionais utilizadas na colite ulcerativa

apresentam como objetivo o controle da inflamagéo, alivio da dor abdominal e
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manutencdo da remissao da doenga. Geralmente os medicamentos mais utilizados
sdo os aminosalicilatos, corticosteroides, imunomoduladores e modificadores da
resposta biolégica (BURGER; TRAVIS 2011; MEIER; STURM 2011; YADAV; LIU
2009). No entanto, estas terapias estdo associadas com uma variedade de efeitos
colaterais que incluem dor abdominal, nauseas, vomitos, perda de apetite, dentre
outros. A alta incidéncia de efeitos colaterais limita o uso de tais medicamentos,
fazendo-se necessario, e indispensavel, o desenvolvimento de substancias com
baixos efeitos colaterais e que sejam eficazes no tratamento da colite ulcerativa. Uma
alternativa é o uso de compostos naturais derivados de plantas com propriedades
medicinais (PLATT, 2013; SOBCZAK et al., 2014).

Existem varias es9pécies de plantas com propriedades medicinais catalogadas
no Brasil. Dentre elas, destacam-se o jaborandi, da espécie Pilocarpus microphyllus,
a qual é utilizada para o isolamento de alcaloides como propriedades farmacoldgicas.
Um dos principais alcaloides extraidos da folha do jaborandi é a pilocarpina, utilizada
para o tratamento do glaucoma e xerostomia. A partir da extragcao da pilocarpina, &
gerado um residuo industrial que apresenta como alcaléide majoritario o composto
imidazélico epiisopiloturina, que possui estrutura quimica similar a pilocarpina,
tornando-a um alcaloide promissor quanto as suas propriedades farmacoldgicas.
(VERAS et al., 2013; LIMA et al., 2017).)

A epiisopiloturina teve seu efeito anti-inflamatério comprovado em estudos de
inflamacao geral e doenga de Chron (VERAS, DE CARVALHO), mostrando-se
promissora como alternativa terapéutica para tal patologia, tornando-se importante o
estudo da via bioquimica de acdo desse composto nas doencas inflamatérias
intestinais. Nos ultimos anos, estudos verificaram a relacdo do sistema nervoso
auténomo (SNA) com a resolugdo do processo inflamatério no trato gastrintestinal
(PAVLOV E TRACEY, 2005; GHIA et al., 2009).

O processo inflamatério pode ser regulado por estimulo vagal eferente através
de uma via denominada via anti-inflamatdria colinérgica, regulada principalmente pelo
neurotransmissor acetilcolina. Esta via possui regulagdo periférica e central e
apresenta potencial implicagdo terapéutica modulada por células imunoldgicas,
tornando-se assim base para possivel alvo de tratamento de doencgas inflamatdrias.

Nossa hipotese € que a epiisopiloturina atue na colite ulcerativa por meio da
ativagao da via anti-inflamataéria colinérgica, especificamente no receptor muscarinico

M1 presente no célon, uma vez que a molécula é derivada e similar estruturalmente a
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pilocarpina, um agente colinérgico de agao parassimpatica que age como agonista em

receptores muscarinicos.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1. Colite Ulcerativa

A DC e a CU representam os dois principais tipos de doencas inflamatdrias
intestinais. A colite ulcerativa € uma doencga crénica, que se caracteriza por Ulceras
na mucosa intestinal, sangramento retal, diarreia e dor abdominal (BAUMGART,;
SANDBORN, 2007; HINDRYCKX et al., 2016).

A CU consiste na inflamagao que envolve a mucosa e submucosa do célon e
do reto, de modo continuo, podendo ser limitada ao reto ou ao retossigmdide, e
geralmente afeta a camada superficial do epitélio formando ulceras. Se caracteriza
ainda pela presengca de abscessos nas criptas intestinais e infiltrado de células
inflamatdrias (ISKANDAR; CIORBA, 2012). Dependendo da extensdo anatbémica da
colite ulcerativa, ela pode ser classificada como proctite, em que a inflamacgéo limita-
se ao reto (11% dos casos), colite do lado esquerdo, que afeta o reto e o lado esquerdo
do cdlon (27% dos casos) ou pancolite, que afeta todo o cdlon (62% dos casos)
(BAUMGART; SANDBORN 2007; SOBCZAK et al., 2014).

A CU é caracterizada por formas clinicas graves, com ocorréncia de recidiva e
remissbes em aproximadamente 50-80% dos pacientes. Além disso, ha intensa
correlacao da gravidade com a extens&o da doenca (ISKANDAR; CIORBA, 2012). As
manifestacdes extra intestinais comuns e clinicamente importantes em pacientes com
CU, séo as artropatias inflamatdrias e a colangite esclerosante primaria, que atingem
aproximadamente 11% e 75% dos pacientes, respectivamente (VELOSO, 2011).

Estudos sistematicos relatam que a incidéncia e prevaléncia das DIl estdo em
crescimento na América Latina (KOTZE, et. al., 2019). No Brasil, a prevaléncia de CU
subiu de 0,24/100.000 entre os anos de 1986 a1990 para 14,1/100.000 em 2014.
MOREIRA, et. al, 2019, descreve a epidemiologia da DIl no Brasil a partir de dados
do DATASUS. O autor identificou 162.894 pacientes com DII, sendo que destes 59%
sao portadores de CU. A prevaléncia da RCU foi descrita como sendo de 46 casos
por 100.000 habitantes. Os estudos mostram ainda que as taxas de incidéncia das DlII
triplicaram de 2008 para 2017 e que a distribuicdo da prevaléncia demonstrou um
gradiente Norte-Sul, com prevaléncia maior ao Sul-sudeste do Brasil (KOTZE, et. al.,
2019; MOREIRA, et.al. 2019).
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Os pacientes com colite ulcerativa necessitam frequentemente de tratamento
continuo ou intermitente em todo o curso da doenca, € 40% dos pacientes necessitam
de intervencao cirurgica (COHEN et al., 2010). Aproximadamente 20% dos pacientes
tém pelo menos uma exacerbagdo aguda grave da doenga durante a sua vida, que,
geralmente requer hospitalizagdo (HINDRYCKX et al., 2016).

De acordo com alguns estudos, os individuos com colite ulcerativa sdo mais
propensos a ter cancer colorretal variando de 0,2 a 34%, dependendo do tempo de
diagnéstico, extensdo e duragcdo da doenga (EADEN et al.,, 2001; MALTZMAN;
KORETZKY et al., 2003). A incidéncia de cancer colorretal em pacientes com colite
ulcerativa é de 1,6% apds 10 anos, 8,3% apds 20 anos e 18,4% apds 30 anos de
duracéo da doenga (MEYER et al., 2016). Dessa maneira, a preveng¢ao da recidiva e
o tratamento eficaz se fazem necessario, como uma forma de melhorar a qualidade
de vida dos pacientes acometidos.

Nos Estados Unidos e paises ocidentais, a colite ulcerativa representa uma
doenca onerosa combinada com a perda de produtividade. O sistema de cuidado de
saude nos Estados Unidos gasta de 3,4 a 8,6 bilhdes délares com a CU e de 5,4 a
12,6 milhdes de euros na Unido Europeia, sendo a perda financeira com a
hospitalizagdo a principal despesa direta da saude (COHEN et al., 2010). Nao ha na
literatura cientifica o custo financeiro no Brasil com o tratamento dos pacientes com
RCU.

2.2. Modelos experimentais de doencgas inflamatérias intestinais.

Os modelos experimentais de doencas inflamatérias podem ser desenvolvidos
de diferentes maneiras, uma vez que os riscos oriundos da pesquisa em humanos sao
grandes. Cada modelo pode ser classificado de acordo com suas caracteristicas,
como em casos agudos e crbnicos de colite e com formas diferentes de indugéo, por
via oral ou retal, podendo ser toxicas, imunomediadas, infecciosas e espontaneas (DE
SMET, 2007).

Os modelos quimicos de colite tém muitas semelhangas com a CU em
humanos, e tornaram-se ferramentas uteis para estudar a patologia das doengas. A
colite nos modelos animais tem inicio definido e sao caracterizadas pela desregulagéo

de citocinas com potencial para a caracterizagdo da modulagdo imunoldgica e
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inflamatéria na iniciagéo e perpetuagéo da patogénese da DIl (ABDEL-SALAM et al.,
2009; SILVA et al., 2018).

Os modelos experimentais de colite auxiliam na investigacado de diferentes
aspectos relacionados ao processo inflamatério do célon. Inumeros trabalhos foram
publicados demonstrando a eficacia dos modelos experimentais de colite para o
estudo dessa doencga, avaliando aspectos da biologia molecular, fisiologia, uso de
drogas, protetores ou indutoras de colite e também de estresse oxidativo (MIRANDA
et al., 2007).

Dentre estes modelos, o de inducao tdxica pelo acido acético tem sido muito
utilizado pela praticidade e apresentagdo aguda da doenga. Existem varios métodos
de administracdo do acido acético: (1) aplicacado tépica na serosa; (2) injecao
intraluminal através de ceco previamente isolado e lavado com uma solugao
tamponada (3) instilagdo em um segmento colénico exteriorizado por duas
colostomias ou (4) através de enemas por cateter introduzido de 3,0 a 8,0 cm da borda
anal (AMARAL et al., 2001). As concentragdes e os volumes de acido acético variam
de 4 a 50% e de 1,0 a 2,0 mL, respectivamente, enquanto os tempos de permanéncia
do &cido também variam de segundos até horas. A concentragao utilizada determina
a intensidade das lesdes observadas. As lesdes apresentam-se mais intensas, tanto
macro como microscopicamente, na primeira semana, apresentando recuperacao
praticamente completa ao final da segunda semana (ZAHAVI et al., 1995).

Embora seja um modelo claramente toxico, € provavel que a resposta
inflamatéria resultante seja devida ao produto do influxo de conteudo luminal para a
lamina propria decorrente da destruicao das células epiteliais com perda da barreira
epitelial entre as células imunoldgicas da Iamina propria e os antigenos do lumen.
Como a colite induzida € precoce e aguda, € possivel a utilizagdo deste modelo no
estudo da fase aguda da doenga, a fim de investigar qual ou quais componentes da
doencga inflamatdria intestinal sdo produtos de um componente inflamatério agudo,
bem como avaliar a eficacia farmacoldgica de novas drogas nesta fase da doenga Foi
observado que a eficacia da ciclosporina no tratamento de RCU induzida por acido
acético, tendo como parametros de avaliacdo as alteragdes macro e microscopicas
da mucosa colbnica, bem como as modificacbes no peso, ingesta alimentar e
caracteristicas das fezes. (AMARAL et al., 2001).
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2.3. Terapéutica da Colite Ulcerativa

Atualmente, as terapias clinicas disponiveis para a colite ulcerativa baseiam-se
principalmente no controle da inflamagao, alivio da dor abdominal, manter a remisséo
da doenca e fornecer uma melhor qualidade de vida para os pacientes. No entanto, a
falta de um tratamento eficaz e com menos efeitos colaterais, representa um
importante problema de saude publica, uma vez que a patologia gera um impacto
significativo na qualidade de vida dos individuos (BURGER; TRAVIS, 2011; YADAV;
LIU, 2009).

Os principais agentes terapéuticos utilizados na CU, de média a moderada, séo
os aminossalicilatos, acido 5-aminossalicilico (mesalazina) e seu derivado, a
sulfassalazina, que exibe potencial analgésico e anti-inflamatério (TRAVIS et al.,
2008). O mecanismo de acao da sulfassalazina consiste em reduzir a produgéo de
interleucinas, a migragao de leucdcitos polimorfonucleares, a lipoxigenase das células
e na produgao dos leucotrienos pré-inflamatorios (LTB4 e 5-HETE) pelos macrofagos
da parede intestinal e produgéo de prostagladinas (PODOLSKY, 2002). Porém, pode
causar alguns efeitos colaterais como dor abdominal, nauseas, vémitos, além de
reagdes alérgicas em mais de um ter¢co dos individuos que recebem dose de
manutencdo do farmaco e em metade dos que recebem doses terapéuticas
(GISBERT, 2002; YADAV; LIU, 2009).

Uma alternativa de tratamento para pacientes com colite ulcerativa, que nao
respondem a terapia com os aminosalicilatos, sao os corticosteroides, sendo a
prednisolona o medicamento mais utilizado. Os corticosteroides inibem o
desenvolvimento da fase precoce do processo inflamatério por reduzirem a cascata
de citocinas inflamatorias e pela inibicdo da migracéo de leucdcitos (GIRLICH et al.,
2012). No entanto, quase 25% dos pacientes que utilizam os farmacos esteroides
torna-se dependente apds 1 ano de uso (FAUBION et al., 2001). O uso prolongado ou
com altas doses desse farmaco estao relacionados a efeitos adversos que limitam seu
uso, entre eles: complicagdes cutaneas, oculares, enddécrinas, musculo-esqueléticas,
gastrointestinais e infecciosas (ARDIZZONE; PORRO, 2002; PEARSON, 2004).

Os medicamentos imunossupressores também podem ser utilizados na terapia
dos pacientes com colite ulcerativa, como a azatioprina e seu metabolito ativo 6-
mercaptopurina, antimetabdlitos estruturais das purinas, que sdo essenciais para a

formacao de acidos nucléicos. A azatioprina e 6-mercaptopurina inibem a sintese de



25

DNA, causando a inibicao da proliferacdo das células que participam da resposta
imune como os linfécitos T e B (AL HADITHY et al., 2005; MALTZMAN, et al., 2003;
PAOLUZI, et al., 2002). Porém, a utilizacdo desses medicamentos causa muitos
efeitos adversos ao organismo, como supressdo da medula éssea, aumento
progressivo dos niveis das enzimas hepaticas e pancreatite, sendo muitas vezes
necessario o cancelamento imediato do tratamento (MEIER; STURM, 2011).

Outra opgéao terapéutica é a terapia bioldgica, reservado para individuos com
CU moderada ou severa, ou para pacientes nao tolerantes ou nao responsivos ao
tratamento com tiopurinas), sendo bastante utilizado o Infliximabe, um anticorpo
monoclonal que neutraliza a citocina TNF-a produzida pelo sistema imunolégico
(BURGER; TRAVIS, 2011. Foi relatada uma significativa melhora dos sintomas
apresentado pelos pacientes com DII's em aproximadamente dois tercos dos
individuos apds uma unica dose intravenosa de infliximabe, e um ter¢co dos pacientes
obtiverem remissédo completa da doenga (CASSINOTTI; TRAVIS, 2009).No entanto,
a utilizacao desse medicamento apresenta efeitos indesejaveis que incluem nauseas,
cefaleia, febre, dor abdominal e pode aumentar o risco de infeccbes graves
(CASSINOTTI; TRAVIS, 2009; GENERINI et al., 2004; SOBCZAK et al., 2014).

Uma vez que a farmacoterapia para colite ulcerativa apresenta significativos
efeitos colaterais associados a sua utilizacdo que comprometem a adesao e
progressao ao tratamento, se faz necessario o estudo e desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas para esta doenca, que atuem em vias bioquimicas
especificas, a fim de aumentar a eficacia do tratamento, diminuir os efeitos adversos

e melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

2.4. Plantas medicinais aplicadas ao tratamento das Doencgas Inflamatoérias

Intestinais.

O uso dos medicamentos convencionais por periodos prolongados pode levar
ao aparecimento de sérios efeitos colaterais e assim limitar seu uso. Por essa razao,
o desenvolvimento de novas substancias que combinem eficacia e baixos efeitos
colaterais no tratamento das afecgbes inflamatdrias intestinais configura uma
alternativa indispensavel (PLATT, 2013).

Varios estudos mostram o uso de plantas e seus compostos bioativos como

alternativas terapéuticas para o tratamento de doengas inflamatérias. Por exemplo,
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efeitos benéficos de diferentes compostos antioxidantes em modelos experimentais
de colite induzida por TNBS em ratos tém sido relatados. Wu et al. (2011), estudaram
o efeito protetor de extrato de antocianinas de Vaccinium ashei, popularmente
conhecida como mirtilo ou uva-do-monte, em modelo de DIl induzida por injecéao
intracolénica de 0,5 mg de TNBS dissolvido em etanol a 50%, em ratos, que
demonstrou um consideravel efeito protetor contra os danos no célon a uma dose de
40 mg/Kg de extrato, prevenindo a perda de peso e a diarréia, e reduzindo os niveis
da enzima mieloperoxidase (MPQO), a concentragdo de oxido nitrico (NO), IL-12, TNF-
a e IFN-y.

Outro manuscrito publicado em periédico de circulagao internacional,
demonstrou que o acido taurohiodeoxicolico (THDCA) extraido de Pulvis Fellis Suis
foi capaz de reverter parametros da inflamacgao coldnica induzida por TNBS, como por
exemplo, a atividade da enzima MPO, a concentracao de citocinas proé-inflamatoérias
(TNF-q, IL-6), além de atenuar os danos gerados na mucosa do colén de animais com
colite (HE et al., 2011).

Alguns medicamentos botanicos, bem como seus mecanismos e os compostos
ativos, foram avaliados em ensaios clinicos na DIl humana, dentre os quais estao Aloe
vera, Andrographis paniculata, Artemisia absinthium, Boswellia serrata, Cannabis
sativa e Curcuma longa (ALGIERI et al., 2013). A planta Cannabis sativa foi relatada
em varios estudos como portadora de efeitos benéficos para pacientes com doencgas
inflamatérias do intestino. Naftali et al. (2013) realizaram um estudo prospectivo em
21 pacientes com idade média de 40 anos, portadores da DC ativa, os quais foram
tratados com a planta contendo 115 mg de D9-tetra-hidrocanabinol (THC) durante 8
semanas. Neste estudo, o efeito da planta na remissao da doenga nao foi superior ao
placebo, mas produziu beneficios clinicos por diminuir efeitos colaterais.

Essa tentativa da descoberta de produtos de origem vegetal como alternativa
de tratamentos das doencas inflamatdrias intestinais se torna crescente. Mesmo
sabendo que o numero de ensaios experimentais para tal fim cresce constantemente,
ainda nao foi possivel propor um novo fitoterapico para a prevencao e controle da
inflamagao que ocorre durante o desenvolvimento da CU. Assim, o nosso estudo

busca elucidar a via de agdo de uma nova substéncia com esse potencial terapéutico.
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2.5. Jaborandi como fonte de alcaloides com propriedades terapéuticas

Existem varias espécies de plantas com propriedades medicinais catalogadas
no Brasil. Dentre as espécies medicinais produtoras de principios ativos de grande
interesse, destacam-se as plantas conhecidas pela denominagdo jaborandi, que
incluem varias espécies nativas e cultivadas no Brasil, sobretudo a Pilocarpus
microphyllus. Esta espécie € utilizada como matéria prima para isolamento de
alcaléides com propriedades farmacolégicas. Os alcaldides sdo uma importante
classe de compostos estruturalmente diversificados que possuem atomos de
nitrogénio no anel heterociclico e sdo derivados de aminoacidos (LIMA et al., 2015).

Pilocarpus microphyllus Stapf ex Holmes, € uma planta arbustiva de pequeno
porte, pertencente a familia Rutaceae, que possui uma morfologia bem caracteristica:
folhas pequenas com formato de cachos compactos e seus frutos formam cachos
brancos dispostos em capsulas de cor acinzentada e lisa. No territério brasileiro, essa
espécie pode ser encontrada na regiao leste amazdnica e nas regides Centro e sul
nordestino, sendo largamente distribuida no Piaui e Maranhdo (LIMA et al., 2015).

Figura 1: Jaborandi — Pilocarpus microphyllus

Fonte: https://www.vegetall.com.br/

A partir das espécies de jaborandi (Pilocarpus sp), ja foram identificados os

seguintes alcaloides: pilocarpina, isopilocarpina, pilocarpidina, isopilocarpidina,
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epiisopilosina, epiisopiloturina. Alguns deles ja tiveram as suas estruturas quimicas
determinadas, porém ainda sem descrigao de atividade farmacoldgica, podendo ser
promissores como o objetivo de pesquisa pré-clinica, para a medicina humana e
veterinaria. (SANTOS; MORENO, 2004; SAWAYA; COSTA; MAZZADERA, 2015;
VERAS et al., 2013).

O género Pilocarpus, enfaticamente a espécie Pilcarpus microphyllus tem
grande importancia econémica e industrial e estabelece perspectivas futuras na
descoberta de novas aplicagdes farmacoldgicas e biotecnolégicas dos demais
alcaloides que até o momento permanecem desconhecidas (LIMA et al., 2015). A
pilocarpina é considerada como o protétipo dos alcaldides que sdo extraidos da
biomassa do jaborandi e esse alcaldide colinérgico é encontrada em altas
concentracoes nas folhas dessa planta. Sua estrutura trata-se de uma amina terciaria,
que apresenta agdes nicotinicas € muscarinicas, porém com predominancia das
acbes muscarinicas e possui efeitos discretos sobre o coracdo e o trato
gastrointestinal (VITAL; ACOO, 2006).

2.6. Epiisopiloturina e uso terapéutico

Um dos principais alcaloides extraidos do jaborandi é a epiisopiloturina. Sua
estrutura quimica (Figura 2) é semelhante a pilocarpina, devido a presenga de um anel
imidazdlico ligado a um ciclopentano heterociclico através de uma ligagdo C-C,
diferindo apenas pela presenga de um grupamento hidrobenzilico ao invés de um
etilico. A semelhanga estrutural entre as estruturas moleculares destes dois
compostos torna a epiisopiloturina um alcaloide promissor quanto as suas
propriedades farmacoldgicas (VERAS et al., 2013). Acredita-se que as propriedades
biologicamente ativas da epiisopiloturina, sdo devido a presenc¢a do anel imidazdlico,
pois a literatura é consistente ao mostrar que moléculas que contém anéis
imidazodlicos apresentam potencias propriedades farmacolégicas (RANI; SHARMA,;
SINGH, 2013).

Figura 2 — Estrutura quimica da Epiisopiloturina
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Fonte: SANTOS; MORENO, 2004.

VERAS et al. (2012), mostrou em seu estudo que a epiisopiloturina possui efeito
antiparasitario, sendo capaz de inibir o crescimento e proliferacdo do parasita
Schistosoma mansoni em diferentes estagios do seu desenvolvimento, sem
toxicidade em células mamarias. O tratamento in vivo contra o parasita em fase juvenil
com uma dose de 40 mg/Kg apresentou uma redugao de 50,2% da carga parasitaria
total em ratos, e com DL50 de 8000 mg/Kg avaliado em cortes histologicos de figado,
bacgo, pulmao e rim (GUIMARAES et al., 2015).

Em outro estudo envolvendo a epiisopiloturina, verificou-se que esse alcaloide
foi capaz de inibir o processo inflamatério agudo gerado em modelos classicos de
inflamacéo (SILVA et al., 2013). A atividade anti-inflamatéria da molécula foi avaliada
usando o modelo de peritonite e edema de pata induzido por varios agentes em
camundongo Swiss, e foi verificado que o pré-tratamento com a molécula (0,1; 0,3; e
1 mg/kg, i.p.) reduziu significativamente o edema de pata induzido por carragenina,
além do que a dose de 1 mg/kg inibiu efetivamente o edema induzido por dextrana,
serotonina e bradicinina (SILVA et al., 2013). Adicionalmente, reduziu a migragao
leucocitaria, a atividade de MPO e os niveis de TNF-a e IL-1 na cavidade peritoneal,
neste mesmo estudo.

Uma formulacéo lipossomal também ja foi proposto para a epiisopiloturina,
devido seu carater apolar, com dificil solubilidade AQUOSA, sendo que os lipossomas
carregados com o alcaloide (300 pg/ml) foram capazes de eliminar 100% do
Schistosoma mansoni in vitro (GUIMARAES et al., 2015).

1.7 A via colinérgica intestinal

A acdo da acetilcolina no epitélio coldnico pela estimulacdo de receptores
muscarinicos é bem conhecido (HIROTA; MCKAY, 2006). Existem diferentes subtipos

de receptores muscarinicos, com diferente distribuicédo tecidual, que vao de M1 a M5.
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No trato gastrointestinal, estdo presentes os receptores muscarinicos do subtipo M1
que localizam-se em neurbnios entéricos que modificam indiretamente a funcao
intestinal, por meio da alteragao da liberagao de neurotransmissores (HARRINGTON
et al. 2010; BADER et al. 2014).

A diversidade de receptores muscarinicos nos neurbénios do sistema nervoso
autbnomo é bem conhecido. Por exemplo, neurbnios submucosos expressam
receptores muscarinico M1 pés-sinapticos, que, na estimulacdo, levam a uma
despolarizagdo da membrana (EGLEN, 2001; HAGA, 2013). A cascata de sinalizagao
iniciada pela estimulagcédo de receptores muscarinico M1 e M3 consistem na mediada
pela proteina Gqg, com estimulagéo da fosfolipase C, seguida da produgao de inositol-
1,4,5-trifosfato  (IP3) e liberagdo de Ca?* de armazenamentos intracelulares
(WESSLER, 2008; KHAN, 2013; ).

No epitélio intestinal, a consequéncia funcional € uma forte estimulagado da
secrecdo de Cl, mediada principalmente pela ativacdo de canais de K* dependentes
de Ca?", o que leva a hiperpolarizacdo da membrana favorecendo indiretamente o
efluxo de cloreto. Isto é suportado por uma abertura transitéria de canais Cl- apicais
dependentes de Ca?* (STRABEL; DIENER, 1995; SCHULTHEISS et al., 2005;
Delmas & Brown, 2005).

A ACh é um importante regulador dos fluxos iGnicos eletrogénicos que
governam os movimentos direcionais da agua no intestino. Identificagdo dos subtipos
de receptores de ACh envolvidos nesse processo, nem sempre foi simples, e isso é
parcialmente atribuivel a falta de agonistas farmacolégicos e antagonistas com alta
especificidade para subtipos de receptores. Na maioria das vezes, no entanto, é
geralmente aceito que o controle colinérgico do transporte idnico intestinal é realizado
predominantemente via ativacao de receptores M1 e M3 em neurbnios e enterdcitos,
respectivamente (HABERBERGER et al., 2006; HIROTA; MCKAY, 2006).

Ao se comparar a eficiéncia do bloqueio de diferentes antagonistas
muscarinicos, é evidente que em alguns tecidos, como por exemplo, célon de rato,
nao apenas bloqueadores de receptores muscarinicos M3 mas também antagonistas
M1, como pirenzepina ou telenzepina, inibem a secrecao de cloreto induzida por
acetilcolina ou por estimulacdao elétrica, que estimula a liberacdo de
neurotransmissores de neurdnios entéricos (FIGUEROA, 2010; MITCHELSON,
2012).
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Do ponto de vista patoldgico, a infeccédo intestinal e a inflamacéo, afeta
profundamente as fungbes absortivas e/ou secretdrias do intestino, alterando o
balanco hidrico, levando a diarréia ou constipacao. No entanto, e aparentemente
paradoxalmente, a disfuncdo intestinal é frequentemente caracterizada por uma
hiporresponsividade geral e prosecretoéria a agentes, incluindo os colinomiméticos. Em
algumas patologias inflamatérias, tal hiporresponsividade poderia simplesmente
refletir na falta de integridade epitelial, embora ndo seja uma explicagdo adequada
para a maioria das patologias intestinais. De fato, ha evidéncias significativas que
implicam em varios mecanismos especificos na hiporresponsividade colinérgica
associado com a infec¢ado intestinal e inflamacédo (AMARAL et al., 2001;
HABERBERGER et al., 2006).

Um estudo de modulagdo da via inflamatéria intestinal foi realizado em
camundongos com colite induzida por acido acético e tratados com o agonista
muscarinico MCn-A-343, e com o antagonista muscarinico do receptor M1,
pirenzepina, que inferiu que receptor muscarinico M1 esta envolvido na resposta anti-
inflamatéria e antioxidante no modelo de colite induzida experimentalmente, onde
essa agao foi comprovada e inibida pela administragdo do antagonista muscarinico do
receptor M1, pirenzepina. Tal estudo demonstrou a importancia de uma via endégena
no combate a injuria intestinal (MAGALHAES, 2017).

O alacaldide epiisopiloturina mostrou ter propriedades anti-inflamatérias e
efeitos antioxidantes em um modelo de DC experimental induzida por acido
trinitrobenzenossulfénico (TNBS) em ratos, em um estudo que concluiu que a
epiisopiloturina foi capaz de diminuir critérios de inflamagao, incluindo a macroscopia
e critérios microscopicos de lesao, liberacdo de MPO, IL-13 e reducdo de danos
associados a oxidagao tecidual, bem como a restauracdo de concentracoes
endogenas de GSH e redugdo da expressao elevada de enzimas pré-inflamatérias,
como iINOS e COX-2. (CARVALHO et al., 2018).

Foi mostrado as propriedades anti-inflamatérias da epiisopiloturina no trato
gastrointestinal, porém n&o sabe-se ainda por qual via esse mecanismo ocorre.
Devido a participagao ja evidenciada do sistema colinérgico nas injurias intestinais, e
da comprovacao das propriedades anti-inflamatérias da espiisopiloturina, é relevante
estudar por qual via ela proporciona esse efeito, considerando-se a via colinérgica

muscarinica, como possivel via de agao da mesma.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral:

v Verificar a participagdo do receptor muscarinico M1 no efeito anti-inflamatério

da epiisopiloturina na colite ulcerativa experimental.
3.2. Especificos:

v Verificar a interagdo molecular da EPI com o receptor M1 através de calculos
computacionais e aproximagoes empiricas.

v" Avaliar os escores macroscopicos e microscopicos de lesdo, peso Umido do
colon de camundongos tratados ou ndao com epiisopiloturina e pirenzepina na colite
induzida por acido acético;

v" Averiguar a concentragdo da enzima mieloperoxidase (MPO), dos indicadores
de peroxidagéo lipidica, tais como glutationa (GSH) e malondialdeido (MDA) no cdélon de
camundongos tratados ou ndo com epiisopiloturina e pirenzepina na colite induzida por
acido acético;

v" Determinar os niveis de nitrato e nitrito na mucosa do célon de camundongos
tratados ou ndo com epiisopiloturina e pirenzepina na colite induzida por acido acético;

¥v" Mensurar a concentragéo de IL-13, e TNF-a mucosa do célon de camundongos

tratados com epiisopiloturina ou pirenzepina durante colite induzida por acido acético;

v" Verificar a participacao do receptor muscarinico M1 durante a acao anti-
inflamatoria da epiisopiloturina na colite ulcerativa experimental, através de todos os
marcadores acima citados, no colon de camundongos durante a colite induzida por
acido acetico;

v" Verificar a participagdo do receptor M1 na acdo anti-inflamatoria da
epiisopiloturina sobre a expressao proteica via Western Blot para NFkB, COX-2 e iNOS

durante a colite induzida por acido acético.
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4. METODOLOGIA
4.1. Animais

Para estudo experimental usando o modelo de colite por acido acético in vivo,
foram utilizados camundongos Swiss fémeas (25-30g) provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Os animais foram transportados em
carro oficial da UFPI, dotados de sistema de refrigeracao e foram alocados em gaiolas
de polipropileno com grades, ragdo e agua. Durante todo o transporte os animais
foram acompanhados pela veterinaria do Campus Ministro Reis Velloso e foram
mantidos no Campus Ministro Reis Veloso no Laboratério de Fisio-Farmacologia
Experimental- LAFFEX até a realizagdo dos experimentos. Para cada experimento foi
utilizado um numero de 7 animais por grupo (n=7). A quantidade de animais por grupo,
se da devido a utilizacdo de substancias quimicas durante os procedimentos
experimentais, o que pode levar alguns animais a 6bito, e a quantidade de testes que
sera realizado com os segmentos intestinais dos animais, que sdo de tamanho
pequeno, sendo necessario repetir os protocolos para se obter amostras suficientes.
Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura (22 + 2°C) e ciclo
claro/escuro (12/12h) controlados. Além disso, até o momento da realizacédo dos
experimentos 0s animais permanecerdo com ragao apropriada e agua ad libitum.
Todos os tratamentos e procedimentos realizados estdao de acordo com o Guia de
Cuidado em Uso de Animais do Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal
(COBEA).

4.2. Consideragdes Eticas

Os procedimentos e protocolos experimentais usados nesse estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade
Federal do Piaui sob o numero de protocolo 464/18 (Anexo 1). Todos os
procedimentos foram conduzidos de acordo com as normas internacionalmente
aceitas para utilizacdo de animais em projetos de pesquisa e do COBEA (Colégio

Brasileiro de Experimentagao Animal).
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4.3. Avaliagao acgao anti-inflamatéria da epiisopiloturina na colite induzida por
acido acético.

A colite foi induzida por acido acético de acordo com método descrito por
Guazelli et al., (2013) com modificagdes. Os animais foram mantidos em jejum durante
16 horas para indugao da colite e anestesiados com uma associagao de xilazina (8
mg/kg) e quetamina (60 mg/kg) via intraperitoneal. Apds, foi realizada a lavagem do
colon com 100 uL de solucao salina, e administrado uma uUnica dose intracoldnica de
solucéo salina a 0,9% ou uma com pH a 2,5 no volume de 200 uL. Os animais foram
posicionados em decubito lateral esquerdo para ser introduzido por via retal uma
sonda de polietileno com 3 centimetros de comprimento para administracao das
solugdes de acido acético ou salina. Cada animal permaneceu suspenso pela cauda
por 30 segundos para evitar o retorno das solugbées. Os animais foram eutanasiados
18 horas ap6s a indugao da colite e retirado um segmento de 5 cm do colén para
analise dos parametros inflamatérios.

A atividade anti-inflamatéria da epiisopiloturina no curso da colite induzida por
acido acético foi avaliado administrando-se a substancia nas doses de 0,01; 0,1e 1,0
mg/kg (diluida em DMSO a 2%), via intraperitoneal, 17 horas apés a indugao da colite,
para determinacdao da melhor dose de epiisopiloturina capaz de diminuir os
parametros inflamatérios. O protocolo experimental foi realizado com 7 grupos de

animais, cada um contendo 6 animais, conforme figura 3.

Figura 3. Representacdo esquematica do protocolo experimental de avaliagao
da resposta anti-inflamatéria da epiisopiloturina no curso da colite por acido

acético.
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Grupos experimentais
1. Solucao salina (200 pL)
2. Acido acético (6%, 200 pL intracolon)
3. Acido acético + DMSO 2% (i.p)
4. Acido acético + Dexametasona 2mg/kg (s.c)
5. Acido acético + Epiisopiloturina 0,01 mg/kg (i.p)
6. Acido acético + Epiisopiloturina 0,1 mg/kg (i.p)
7. Acido acético + Epiisopiloturina 1,0 mg/kg (i.p)

Oney
Y

P

7 x N Y

oo 45 2 v ) il
©T AN, VAR
Le X : I
DMSO 2% (i.p.) Dexametasona
Indugéo da colite por acido acético Epi (0,01;0,1; 1,0 mg/kg (i.p.) (2,0mglkgs.c) Eutanasia
L 2 ¥ L 2 ¥
Oh 17:00h 17:30h 18:00h

Fonte: Autoria propria.

4.4. Analise de parametros inflamatoérios

Apés a eutanasia dos animais submetidos aos protocolos experimentais de
tratamento, os segmentos do cdélon foram retirados para avaliagédo do peso umido,
parametros macroscopicos e microscopicos, dosagem de MPO, GSH, MDA, Nitrato e
Nitrito, citocinas (IL-1B3, TNF-a).

4.4.1. Mensuragao do peso umido do célon dos animais

Os animais foram eutanasiados pela utilizacdo de uma dose letal de Quetamina
(240 mg/kg) combinado com Xilazina (30 mg/kg) de acordo com a dose anestésica
utilizada por Guazelli et al. (2013). Em seguida, foi realizada uma incisdo mediana
com abertura da cavidade peritoneal. Apés a identificacdo do célon, foi isolado uma
extensao de 5 cm do intestino dos animais. A pega foi aberta longitudinalmente, lavada
com soro fisiolégico e pesada em balanga de precisao afim de determinar o peso
umido do cdlon. Os resultados foram expressos em percentagem de aumento de peso

do célon (g) em comparagédo com um grupo controle normal, sem colite.
4.4.2. Avaliagado dos escores macroscoépicos e microscopicos de lesao

Os animais foram eutanasiados, pela utilizacdo de uma dose letal de

Quetamina (240 mg/kg) combinado com Xilazina (30 mg/kg) de acordo com a dose
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anestésica utilizada por Guazelli et al. 2013, apds indugéo e/ou indugao e tratamento
da colite, obedecendo o protocolo de tratamento de cada grupo Em seguida, foi
realizada uma incisdo mediana com abertura na cavidade peritoneal. Apds a
identificacdo do codlon, foi isolado uma extensdo de 5 cm. A peca foi aberta
longitudinalmente, lavada com soro fisiolégico e distendida sobre uma superficie plana
para uma avaliagdo do escore macroscopico (tabela 1) seguindo a técnica descrita
por Morris (1989) e do escore microscopico (tabela 2) seguindo a técnica descrita por
Appleyard e Wallace (1995).

Tabela 1. Escores Macroscopicos

Critério Escore
Aparéncia normal 0
Hiperemia local sem ulceras 1
Ulceracéo linear sem inflamacéao significativa 2
Ulceragéo linear com inflamagédo em um sitio 3
Ulceragéao / inflamag&o em dois ou mais sitios 4
Leséo principal estendendo-se por 1 cm ao longo do colon 5

Area de lesdo > 2 cm ao longo do comprimento do célon. A quantificagdo é 6 —10

aumentando em 1 para cada centimetro adicional.

Fonte: Morris (1989).

Tabela 2. Escores Microscopicos

Critério Escore
Perda da arquitetura da mucosa 0-3
Infiltracéo celular 0-3
Espessamento da camada muscular 0-3
Formagé&o de abscesso em cripta 0-1
Auséncia de células caliciformes 0-1

Fonte: Appleyard e Wallace (1995)
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4.4.3. Ensaio de Mieloperoxidase (MPO)

Este ensaio foi realizado para avaliar a infiltracdo de neutréfilos na mucosa
intestinal induzida por acido acético de acordo com protocolo estabelecido por Bradley
e colaboradores (1982). Para mensurar a concentragdo dessa enzima, foi utilizado 50-
100 mg do cdlon dos animais que foram colocados em tampdo de brometo de
hexadeciltrimetilaménio (HTAB). Posteriormente, foram maceradas em um macerador
Polytron (13000 rpm) e centrifugado durante 15 minutos a 3000 rpm em uma
centrifuga refrigerada (4°C). Logo em seguida, do sobrenadante foi pipetado numa
placa (10ul) em seguida foram acrescentados nessa placa 200ul da solugao de leitura
(27 ml de H20 + 5 mg de O-dianisidina em 3 ml de fosfato de potassio + 15 ul de
peréxido de hidrogénio H202). Em seguida a placa foi lida em um leitor de ELISA a

450nm. O resultado foi expresso em UMPO/mg de tecido.

4.4.4. Dosagem dos niveis de malonildialdeido (MDA) na mucosa

intestinal

Os niveis de MDA na mucosa intestinal foram determinados pelo método de
Mihara e Uchiyama (1978). Os fragmentos da mucosa intestinal foram
homogeneizados com KCI gelado 1,15% para o preparo do homogenato a 10% e
macerados em um macerador Polytron (13000 rpm). Meio mililitro (0.25ml) desse
homogenato foi pipetado dentro de um tubo de centrifuga de 10 ml. Foi acrescentado
a esse homogenato 1,5 ml de H3PO4 (1%) e 0,5 ml de uma solug&o aquosa de &acido
tiobarbiturico aquoso (0.6%). Os tubos foram aquecidos por 45 minutos em um banho
de agua fervendo e a mistura reacional entao resfriada em um banho de agua gelada,
seguida da adigdo de 2 ml de n-butanol. Os conteudos foram misturados por 1 minuto
com um misturador "vortex", centrifugados a 1200rpm por 10 minutos e a absorbancia
da camada organica foi mensurada em 520 e 535nm. Os resultados foram expressos

em mmol de MDA/g de tecido.
4.4.5. Dosagem dos niveis de Glutationa (GSH) na mucosa intestinal

Para avaliagao dos niveis de GSH foi utilizado o método de Sedlak e Lindsay
(1968). Em suma, os fragmentos de tecido do cdélon foram macerados em um

macerador Polytron e centrifugados a 1500rpm por 15 min a 4°C. Na sequéncia,
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aliquotas de 400uL do homogeneizado foram misturadas a 320uL de agua destilada
e a 80pL de acido tricloroacético (TCA) a 50% para precipitagado de proteinas. Este
material foi novamente centrifugado a 3.000rpm por 15 min a 4°C. Foi retirado 400uL
do sobrenadante, adicionado 800uL de tampé&o Tris 0,4M (pH 8.9) e 20uL de DTNB
0,01M (Reagente de Ellman). A mistura foi entdo agitada por 3 minutos e a
absorbancia lida a 412nm em espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em
Mg de NP-GSH/mL de tecido.

4.4.6. Determinacao de nitrato (NO3) e nitrito (NO2) na mucosa intestinal

O homogenato do tecido do célon dos animais foi incubado em uma microplaca
com nitrato redutase durante12 h para converter nitrato (NO3) em nitrito (NO2). A
producao de 6xido nitrico foi determinada por medicdo das concentragdes de nitrito
no leitor de placas de ELISA a 540 nm, utilizando o método de Green (1982). Os
resultados foram expressos como micromol de nitrito utilizando a curva interna padréo.
Para a determinacao das concentragdes colbnicas de nitrato e nitrito traves do método
de Griess sera, inicialmente, preparada uma solugao contendo 0,5 unidades por ml de
nitrato redutase (Sigma) em um tamp&o KH2PO4 contendo NADPH. Para o preparo
da reacao de Griess sera armazenada separadamente a 4°C em frascos de vidro e
protegidos da luz, uma solugdo contendo Sulfanilamida a 1% em H3PO4 a 2,5% e
outra solucdo de NEED a 0,1% em H3PO4 a 2,5%. Depois de preparadas as solugdes,
as amostras processadas de tecido colbnico dos animais, serdo incubadas numa
microplaca com nitrato redutase (0,016L por poc¢o) durante 12 horas para a conversao
de NOg3 (nitrato) em NO:2 (nitrito). A produgdo de éxido nitrico sera determinada
medindo as concentragbdes de nitrito em um leitor de placas de ELISA a 540 nm,
utilizando o método de Griess (GREEN et al.,1982). Os resultados seréo expressos

como micromoles (UM) de nitrito.

4.4.7. Mensuragao de Citocinas

Os fragmentos do célon dos animais foram retirados para dosagem das
citocinas TNF- a, IL-1B. Os fragmentos foram adicionados em um tampé&o inibidor de
protease (500uL de tampao para cada 100 mg de tecido) e depois processados em

um homogeneizador de tecido e centrifugado a 3000 rpm a 4°C por 10 minutos.



39

Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e incubado com 2ug/ml de anticorpo
(anticorpo de captura) diluido em tamp&o de bicarbonato (pH 8.2), 100uL por pogo por
24 horas a 4°C. A placa foi lavada com PBS -Tween20 a 0,1%. A reacao foi bloqueada
com albumina bovina 1% diluida em tampao de lavagem (100uL por pogo por 2 horas
a temperatura ambiente). Depois a placa foi novamente lavada usando a mesma
solugdo. A placa foi entdo incubada com a curva padrao das citocinas (TNF- a, IL-13
e IL-8) diluidas em tampao de lavagem e com as amostras de tecido do estdmago a
serem dosados (100uL por pogo por 24 horas a 4°C). A placa foi novamente lavada e
depois incubada com o anticorpo biotinilado (1:1000) diluido em tampao de lavagem
contendo 1% de soro de carneiro por 1h a temperatura ambiente. Novamente a placa
foi lavada e depois incubada com avidina peroxidase (DAKO) diluida 1:5000 em
tampao de lavagem, (100uL por pogo) por 15 minutos a temperatura ambiente. A placa
foi lavada e incubada com o-fenilenediaminadiidrocloreto (OPD) em tampao substrato,
100uL por pogo, no escuro a temperatura ambiente por um periodo que de 5 a 20
minutos. A reagao foi parada com 150uL por poco de H>SO4 1M. A intensidade da
coloragao foi medida em espectrofotdmetro a 490nm e os resultados foram expressos
como média £ EPM da quantidade de TNF —a, e IL - 18 em pg/ml (TAVARES-MURTA
et al., 2008).

4.5. Estudo de Docagem Molecular

4.5.1. Avaliagao das interagdes de acoplamento molecular da molécula

de Epiisopiloturina com o receptor Muscarinico M1

O estudo dos descritores moleculares da epiisopiloturina foi realizado utilizando
o software Gaussian 09 (http://gaussian.com/products/) (FRISCH et al., 2010). O
GaussView 5.0.8 foi utilizado para obter as estruturas 3D das moléculas
(DENNINGTON et al., 2008). Os calculos tedricos para a otimizagdo da geometria de
equilibrio da molécula no vacuo foram realizados usando PM6 semi-empirico
combinado com o conjunto de bases 6-311 ++G (d,p). Apds essa etapa, outra
otimizagao foi realizada, utilizando a Teoria da Densidade Funcional (DFT) e a fungéo
hibrida B3LYP, mas com o conjunto de bases 6-31g (d, p). No final, as moléculas

foram convertidas para o formato .pdb para uso no estudo do encaixe molecular.
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4.5.2. Preparacgao dos receptores alvo.

A estrutura 3D do receptor muscarinico M1 (cod. pdb 60IL) foi obtida no banco
de dados do Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/) (BERMAN et al., 2000). Os
arquivos de proteinas foram preparados removendo todas as moléculas de agua e
outros grupos, como ions, usando CHIMERA v.13.1
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) (PETTERSEN et al., 2004).

4.5.3. Estudo de ancoragem molecular

Os calculos de acoplamento molecular foram realizados com o Autodock v.
4.2.6 (http://autodock.scripps.edu/) (MORRIS et al., 2009). As interagbes receptor-
ligante para o receptor muscarinico M1 foram analisadas. Proteinas (receptores) e
ligantes foram preparados para calculos de acoplamento molecular usando o
Autodock Tools (ADT), verséo 1.5.6. (SANNER, 1999). O alvo foi considerado rigido,
enquanto o ligante foi considerado flexivel. As cargas parciais de Gasteiger
(GASTEIGER; MARSILI, 1980) foram calculadas apdés a adigdo de todos os
hidrogénios. Os atomos de hidrogénio ndo polares de proteinas e ligantes foram
subsequentemente misturados. Para os calculos de docagem molecular, foi utilizada
uma resolugdo de 0,375 A para a grade, que consistia em 60 x 60 x 60 pontos. Os
centros das redes de afinidade foram definidos a partir das coordenadas dos atomos
de residuos dos locais ativos de cada alvo. O algoritmo genético lamarckiano (LGA)
com busca global (MORRIS et al., 1998) e pseudo-Solis e Wets com busca local
(SOLIS; WETS, 1981) foram os métodos utilizados no encaixe molecular. Cada
simulagao consistiu em 100 corridas independentes (RAMOS et al., 2012). Os outros
parametros de docagem foram definidos com os valores padrdo. As analises de
docagem molecular foram concentradas nos aglomerados de menor energia. A menor
conformagao de energia combinada com inspegao visual foi escolhida para uma
analise mais detalhada. A visualizacao das interacbes dos complexos com as
conformagdes de menor energia foi realizada no CHIMERA e Ligplot + v.1.4.5
(https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LIGPLOT/) (WALLACE et al., 1996).
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4.6. Avaliacao da participagao do sistema colinérgico na agao anti-inflamatoéria

da epiisopiloturina na colite induzida por acido acético.

Para analisar a participagdo do sistema colinérgico, mas especificamente do
receptor muscarinico M1, no mecanismo de agao anti-inflamatéria da epiisopiloturina
na colite por acido acético, foi utilizada a melhor dose da epiisopiloturina com efeito
anti-inflamatério encontrada no ensaio anterior (0,1 mg/kg), e sua agao foi bloqueada
usando o antagonista do receptor M1, pirenzepina (10mg/kg) de acordo com o estudo
de Mendes et al., (2009). O tratamento com a epiisopiloturina e a pirenzepina, foi
realizado 17 horas apds a indugao da colite. Apés 18 horas da inducao da colite os
animais foram eutanasiados, e em seguida retirada amostras do célon para analise
dos parametros inflamatoérios e bioquimicos.

O protocolo experimental foi realizado com 4 grupos de animais, cada um

contendo 6 animais, conforme figura 4.

Figura 4. Representacado esquematica do protocolo experimental de avaliagao
da participacao do receptor M1 na resposta anti-inflamatéria da epiisopiloturina

na colite por acido acético.

Grupos experimentais

1. Solugdo salina (200 uL)
2. Acido acético + DMSO 2% (i.p)
3. Acido acético + Epiisopiloturina 0,1 mg/kg (i.p)

4. Acido acético + Epiisopiloturina 0,1 mg/kg (i.p)
+ Pirenzepina 10mg/kg (i.p.)

DMSO 2% (li.p.); Epi 0, 1mg/kg (i.p.)

Indugéo da colite por acido acético Epi 0,1 mgrkg + Pir 10mg/kg (i.p.) Eutanasia
L 2 ¥
oh 17:00h 18:00h

Fonte: Autoria propria.
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4.6.1. Analise dos parametros inflamatérios

Apdés a eutanasia dos animais submetidos aos protocolos experimentais de
tratamento, os segmentos do célon foram retirados para avaliagdo de todos os
parametros inflamatdrios descritos no tépico 4.4, acrescido da avaliacdo de expressao
proteica de NFKB, COX-2 e iINOS por western blot.

4.6.2. Western blot para NFKB, COX-2 e iNOS

A expressao proteica de NFkB, COX-2 e iNOS no célon foi avaliada a partir do
preparado do homogenato de segmentos intestinais com tampao RIPA (pH 8,0) da
Sigma-Aldrich, Brasil, ele este permite a lise celular, a solubilizagdo de proteinas, a
este tampdao foi adicionado um inibidor de protease na seguinte proporgao: 1pl de
inibidor de protease para 100uL de RIPA. As proteinas foram dosadas pelo método
do acido bicinchoninico ou reagdo de biureto, conforme descrito pelo fabricante
(Thermo Scientific, Estados Unidos, EUA). A dosagem de proteinas foi determinada
por leitor de ELISA a 562 nm. Amostras (20 pg) foram preparadas em Tris-HCI
(BioRad, EUA) e B-mcaptoetanol (BioRad, EUA), agitadas, aquecidas em banho-
maria (95 °C, 5 min) e centrifugadas (10000 rpm, 4 ° C, 30 seg.). Subsequentemente
foi realizada a eletroforese vertical de proteinas em gel de SDS-poliacrilamida
(SDSPAGE) a 10% para (NFkB e B-actina) e a §8% para (COX-2 e B-actina) a 60 volts
durante os primeiros 15 minutos para deposicdo da amostra no fundo do poco e 120v
para o resto da corrida. As proteinas foram transferidas para membrana de PVDF
(fluoreto de polivinilideno, BioRad, EUA) e incubadas com anti-NFkB, anti-COX-2 ou
anti-B-actina (Millipore, EP1123Y, 1: 500), e depois incubadas com anticorpo
secundario HRP-cabra, anti-coelho (Invitrogen, 656120, 1: 1000) ou HRP-coelho
anticaprino (Invitrogen, A16142, 1: 1000) e, finalmente, reagente quimioluminescente
(BioRad, EUA, substrato Western Blot ECL de Clarity). As imagens das bandas foram
capturadas por um sistema de ChemiDoc XRS (BioRad, EUA). A densidade das
bandas foi medida através do software Imaged (NIH, Bethesda, MD, EUA) (DE
CARVALHO et al., 2018).
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4.6.9. Analise estatistica

Os dados foram apresentados como a média (+ EPM) de animais em cada
grupo (n=6). Os testes estatisticos foram realizados no software Graphpad Prism
(versdo 6.0). A significancia estatistica das diferencgas entre os grupos foi determinada
por analise unidirecional da variancia (ANOVA) seguida do teste comparagdes
multiplas de Student-Newman-Keuls. Os escores histolégicos foram avaliados pelo
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de multiplas comparagdes

de Dunns. Para todos os testes foram considerados significativos valores de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Epiisopiloturina reduz parametros inflamatérios da colite induzida por acido

acético

5.1.1 Epiisopiloturina reduz escores macroscoépicos de lesdes

Como pode ser observado na figura 5, houve um aumento significativo (p<0,05)
dos escores macroscopicos de lesdo dos colons de animais com colite por acido
acético (20,43+ 2,202) quando comparado ao grupo controle negativo, que recebeu
somente salina 0,9% (0,333 + 0,210). Essa diferenga de escores pode ser observada
na figura 6 que mostra que o colon do animal que recebeu somente salina mostra
aparéncia normal, sem foco inflamatério, ao contrario do célon do animal com colite
por acido acético, que apresenta hiperemia, aparéncia inflamada com foco de Ulcera
em uma extensédo longa do tecido.

Os animais com colite e tratados com epiisopiloturina (0,01; 0,1; 1,0 mg/kg)
apresentaram reducao dos escores macroscopicos de lesdo em comparagao com o
grupo com colite por acido acético e que receberam DMSO 2%, porém houve uma
reducéo estatisticamente significativa apenas na dose de 0,1 mg/kg (8,000 £ 0,894).
Isso pode também ser observado na figura 5, em que o célon de animal com colite e
tratado com Epiisopiloturina na dose de 0,1 mg/kg € o que mostra uma maior redugao
dos parametros inflamatérios, com pouca hiperemia, nao apresenta foco de ulceras e

possui aparéncia menos inflamada que o célon do animal com colite nao tratado.
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Figura 5. Epiisopiloturina reduz escores macroscépicos de lesdes.

il

Escore Macroscopico de Les&o

SAL  DMSO 001 01 10 DEXA DMSO 0,01 1.0 DEXA
EPI (mg/kg) EPI (mg/kg)
Acido Acetico 6% Acido Acético 6%

Legenda: Acido acético (6%, intracolénico) ou salina. DMSO (2% via i.p.) e EPI (Epiisopiloturina nas
doses de 0,01; 0,1; e 1,0 mg/kg, i.p.), administrada 17 horas apds a indugao da colite. Amostras (5 cm)
do célon, a partir das quais foram avaliados os escores macroscopicos de lesdo. Os resultados
estatisticos sdo expressos como média * erro de 6 animais por grupo. - P <0,05 vs grupo Acido Acético;
4P <0,05 vs grupo SAL (ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls).

5.1.2 Epiisopiloturina reduz o peso umido do célon de camundongos

Apds as pesagens dos segmentos de 5 cm do colon dos animais, observou-se
um aumento estatistico significativo no peso umido dos célons dos animais com colite
por acido acético 6% (0,376 £ 0,032 g/5/cm), em relagdo ao grupo que recebeu
somente salina. O tratamento com Epiisopiloturina na dose 0,1 mg/kg (0,277 + 0,011
g/5/cm g/5/cm) apresentaram diminuigao significativa no peso umido colénico em

relacdo ao grupo com colite ndo tratado.



46

Figura 6. Epiisopiloturina reduz o peso umido do c6lon de camundongos.
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Legenda: Acido acético (6%, intracolénico) ou salina. DMSO (2% via i.p.) e EPI (Epiisopiloturina nas
doses de 0,01; 0,1; e 1,0 mg/kg, v.0), administrada 17 horas apés indugéo da colite. Amostras (5 cm)
do cdlon, pesados em balanga analitica. Os resultados estatisticos sdo expressos como média * erro
de 6 animais por grupo. + P <0,05 vs grupo Acido Acético 6%; #P <0,05 vs grupo SAL (ANOVA seguido
pelo teste de Newman-Keuls).

5.1.3 Epiisopiloturina reduz escores histolégicos de dano intestinal

Na tabela 3 pode ser observado a quantificacdo dos escores microscéopicos
relativo aos cortes histoldgicos apresentados na figura 7. Os animais que receberam
acido acético a 6% para inducdo da colite apresentaram uma alta pontuacdo de
escores totais microscopicos (=11), pois apresentaram perda da arquitetura da
mucosa (3 (2-3)), elevada infiltracdo celular (3 (2-3)), espessamento da camada
muscular (3 (2-3)), formacéo de abcesso em cripta (1 (0-1)) e auséncia de células
caliciformes (1 (1-1)), e resultados semelhantes foram observados no grupo que
recebeu DMSO 2% (tabela 3). Ja& os animais do grupo salina, apresentaram
preservagdo da estrutura coldnica e atingiram pontuagdo minima nos escores
microscopicos totais (escores totais = 0) e especificos, como perda da arquitetura da
mucosa (0 (0-1)), infiltragcédo celular (0 (0-1)), espessamento da camada muscular (0

(0-1)), formagao de abcesso em cripta (0 (0-0)) e auséncia de células caliciformes (0
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(0-0)) conforme observado na tabela 3. Ja No entanto, os grupos tratados com
Epiisopiloturina na 3 doses testadas apresentou diminuicdo dos escores
microscopicos, porém a dose de 0,1 mg/kg foi que mais preveniu significativamente a
destruicao da arquitetura do epitélio do célon provocada pelo acido acético (escores
totais = 4) e manteve o tecido do célon com aspecto histolégico preservado, atingindo
uma baixa pontuagao de escores microscopicos, semelhantemente ao grupo tratado
com dexametasona (2 mg/kg, s.c), que apresentou reducdo dos escores

microscopicos avaliados em relagao ao grupo acido acético.



Figura 7. Epiisopiloturina

camundongos.

48

reduz danos microscépicos do coélon de

y 2

§

4

3}

e

-
e

e

-
—




50

Legenda: Cortes histoldgicos dos célons de camundongos corados com hematoxilina e eosina (HE).
Célon de um animal que recebeu apenas solugao salina a 0,9% por via retal (A); célon de um animal
que recebeu acido acético a 6% intracdlon (B); célon de um animal que recebeu acido acético e DMSO
2% (C); colén de um animal que recebeu acido acético a 6% intracdélon e foi tratado com Epiisopiloturina
nas doses de 0,01mg/kg (D); 0,1mg/kg (E e F); 1,0 mg/kg (G); colén de um animal que recebeu acido

acético a 6% e foi tratado com Dexametasona 2mg/kg (H

Tabela 3: Epiisopiloturina reduz escores microscopicos.

Escores Microscoépicos

Grupos Perda da Infiltraca Espessament Formaca Auséncia Escore
arquitetur o celular o da camada ode de células s
Experimentai ada muscular abcesso caliciforme )
s mucosa em cripta s totais
Salina 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-0) 0
AA 3(2-3)* 3(2-3)* 3(2-3)* 1(0-1)* 1(1-1)# 11#
AA + DMSO 3(2-3)* 3(2-3)* 3(1-3)* 1(1-1)# 1(1-1)# 11#
AA + EPI 0,01 2 (1-2) 3(1-3) 2 (0-2) 0 (0-1) 1(0-1) 8
AA + EPI 0,1 1(0-1)" 1(0-2)° 1(0-1)" 0 (0-1) 1(0-1) 4
AA + EPI 1,0 2 (0-1) 2 (0-2) 1(0-1)" 1(0-1)" 1(0-1)" 7
Dexa 1(0-1)" 1(0-1)" 1(0-1)" 0 (0-1)" 0 (0-1)" 3"

Legenda: AA, acido acético. Escore para avaliagcdo histopatolégica expresso em mediana (valores
minimo — maximo). #P <0.05 em relagdo ao grupo salina; *P < 0.05 em relagdo grupo AA (Teste néo-
paramétrico de Kruskal-Wallis e Teste de Dunn para comparagdes multiplas de analises
histopatolégicas).

5.1.4. Epiisopiloturina reduz atividade da mieloperoxidase (MPO) do cé6lon

de camundongos

Como pode ser observado na figura 8, o grupo ao qual foi induzida a colite com
acido acético a 6% e recebeu DMSO a 2% apresentou uma intensa atividade da MPO
no tecido do cdlon (5,158 + 0,606 UMPO/mg de tecido) em ao grupo salina (0,379 £
0,140 UMPO/mg de tecido). O grupo tratado com Epiisopiloturina (0,1 mg/kg, i.p.)
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apresentou niveis de MPO reduzidos (0,758 + 0,215 UMPO/mg de tecido) em relagéo
ao grupo DMSO com (p < 0,05).

Figura 8. Epiisopiloturina reduz atividade da mieloperoxidase (MPO) do célon de

camundongos.
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Legenda: A partir das amostras de tecido do intestino, a atividade da enzima MPO foi medida
por espectrofotometria. Os resultados estatisticos sdo expressos como média + erro de 6 animais por
grupo. P <0,05 vs grupo DMSO; 4P <0,05 vs grupo Salina (ANOVA seguido pelo teste de Newman-

Keuls.

5.1.5. Epiisopiloturina reduz a concentragao de acido malondialdeido (MDA) do

célon de camundongos

Como pode ser observado na figura 9, o grupo ao qual foi induzida a colite com
acido acético a 6% e recebeu DMSO a 2% apresentou niveis elevados de MDA no
tecido do célon (588,4 + 93,89 nmol/g de tecido) em relagdo ao grupo Salina (157,1 +
12,50 nmol/g de tecido). Os grupos tratados com Epiisopiloturina apresentaram niveis
de MDA reduzidos nas doses de 0,01 (302,4 + 56,17 nmol/g de tecido), 0,1mg/kg
(155,6x 33,77 nmol/g de tecido) e 1,0 mg/kg (207,4 + 27,86 nmol/g de tecido) em
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relagéo ao grupo DMSO com (p <0,05), porém dose de 0,1 mg/kg foi a que apresentou

numericamente a menor reducao dos niveis de MDA entre as 3 doses.

Figura 9. Epiisopiloturina reduz a concentragcao de MDA do célon de

camundongos.
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Legenda: A partir das amostras de tecido do célon, a concentracdo de MDA foi medida por
espectrofotometria. Os resultados estatisticos sdo expressos como média + erro de 6 animais por
grupo. - P <0,05 vs grupo DMSO; #P <0,05 vs grupo salina. (ANOVA seguido pelo teste de Newman-
Keuls).

5.1.6. Epiisopiloturina previne a deplecédo dos niveis de glutationa (GSH)
do célon de camundongos

De acordo com a figura 10, o grupo que foi induzido a colite com acido acético
a 6% e recebeu DMSO a 2% apresentou diminui¢do dos niveis de GSH (97,61 £ 12,75
Mg/g de tecido) quando comparado ao grupo salina (170,0 £ 13,81 ug/g de tecido). O
grupo tratado com Epiisopiloturina na dose de 0,1 mg/kg, i.p. apresentou aumento
estatisticamente significativo (p<0,05) dos niveis de GSH (158,7 £ 7,045 ug/g de
tecido), quando comparado ao grupo DMSO, prevenindo o consumo de GSH pelos

radicais livres provenientes da lesao provocada pelo acido acético.
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Figura 10. Epiisopiloturina previne a deple¢cao dos niveis de GSH do célon de

camundongos.
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Legenda: A partir das amostras de tecido do célon, a concentracdo de GSH foi medida por
espectrofotometria. Os resultados estatisticos sdo expressos como média + erro de 6 animais por
grupo. - P <0,05 vs grupo DMSO; #P <0,05 vs grupo salina. (ANOVA seguido pelo teste de Newman-
Keuls).

5.1.7. Epiisopiloturina reduz NO3s/NO: do célon de camundongos

Conforme e pode ser observado na figura 11, os animais com colite por acido
acético e que receberam DMSO, apresentaram elevadas concentracdes de NO3/NO>
(0,945 + 0,081 uM) quando comparados ao grupo controle positivo, que recebeu
apenas salina (0,4821 + 0,030 uM). Ja os animais tratados com a Epiisopiloturina na
dose de 0,1 (mg/kg, i.p.) demonstraram significativa redu¢cédo da concentragcdo de
NO3/NO2 (0,694 + 0,065 uM) com p<0,05.
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Figura 11. Epiisopiloturina reduz NO3/NO;, do c6lon de camundongos.
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Legenda: A partir das amostras de tecido do célon, a concentragéo de nitrato (NOs.) e nitrito (NO-.) foi
medida por espectrofotometria. Os resultados estatisticos sdo expressos como média + erro de 6
animais por grupo. P <0,05 vs grupo DMSO; #P <0,05 vs grupo salina. (ANOVA seguido pelo teste de
Newman-Keuls).

5.1.8. Epiisopiloturina reduz os niveis IL-1B8 e TNF-a do célon de

camundongos

Conforme observado na figura 12A, o cdlon dos animais com colite induzida
por acido acético 6% e que recebeu DMSO 2% apresentou um aumento
estatisticamente significativo (p< 0,05) da concentragcdo dos niveis da citocina pré-
inflamatéria IL- 18 (1038 + 114,4 pg/ml) quando comparado ao grupo controle negativo
que recebeu apenas solugao salina (560,5+ 72,61 pg/ml). Por outro lado, o célon dos
animais tratados com a epiisopiloturina na dose de 0,1 mg/kg diminuiu de forma
estatisticamente significante (583,9 + 73,62 pg/ml) os niveis dessa citocina pro-
inflamatdria na colite induzida por acido acético.

Conforme observado na figura 12B, o colon dos animais com colite induzida
por acido acético que recebeu DMSO a 2% apresentou um aumento estatisticamente
significativo (p< 0,05) da concentragdo dos niveis de TNF-a (314,3 £ 48,72 pg/ml)
quando comparado ao grupo salina quando comparado ao grupo controle negativo

que recebeu apenas solugao salina (93,60 * 26,67 pg/ml). Por outro lado, o célon dos
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animais tratados com a epiisopiloturina na dose de 0,1 mg/kg diminuiu de forma
estatisticamente significativa (196,7 + 50,59 pg/ml) os niveis dessa citocina pro-

inflamatdria na colite induzida por acido acético.

Figura 12. Epiisopiloturina reduz os niveis de interleucina 1 beta (IL-1B) e fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) do célon de camundongos.
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Legenda: IL-1B (A); TNF-a (B). A concentragéo das citocinas IL-1B TNF-a e foi medida por
espectrofotometria. Os resultados estatisticos sdo expressos como média + erro de 6 animais
por grupo. «P <0,05 vs grupo DMSO; 4P <0,05 vs grupo salina (ANOVA seguido pelo teste de
Newman-Keuls)

5.2. Interagdo da Epiisopiloturina com o receptor muscarinico M1 por

docagem molecular.

A interacdo da molécula de Epiisopiloturina com o receptor muscarinico M1
apresentou energia de ligagao da interagéo ligante-macromolécula com valor de -8.44
AG (Kcal/mol) e constante de inibicdo (ki) igual a 652 nM obtida no Autodock. A
molécula foi capaz de formar ligagbes de H com o residuo GLN110, e interagdes
hidrofébicas com os seguintes residuos: ALA96, PHE197, ASN382, TRP157, ALA193,
TYR381, VAL113, TRP378, SER109, TYR106, TYR404, ASP105.

Figura 13. Interagao da Epiisopiloturina com o receptor muscarinico M1.

Legenda: A. Interagbes moleculares de EPI em 60IL. Nota-se a estrutura global do complexo onde
proteinas estao representadas na forma de superficie e ligante na forma de vareta. Observa-se ainda
a ampliacéo da regido de interagc&o do ligante na proteina, onde as proteinas estéo representadas na
forma de fitas e ligante na forma de vareta. B. Diagramas Ligplot 2D que mostram as interagbes
receptor-ligante por pontes de hidrogénio e interag6es hidrofébicas.

5.3. Epiisopiloturina reduz parametros pré-inflamatérios da colite através da

participag¢ao do receptor muscarinico M1

5.3.1 Epiisopiloturina reduz os escores macroscoépicos de lesées através

do receptor muscarinico M1

Como pode ser observado na figura 14, houve um aumento significativo
(p<0,05) dos escores macroscopicos de lesdo dos célons de animais com colite por
acido acético e que receberam DMSO a 2% (i.p) (19,80 = 1,200) quando comparado

ao grupo controle negativo, que recebeu somente salina 0,9% (0,600 £ 0,244). Essa
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diferenga de escores pode ser observada na figura 14 que mostra que o cdlon do
animal que recebeu somente salina mostra aparéncia normal, sem foco inflamatério,
ao contrario do célon do animal com colite por acido acético, que apresenta hiperemia,
aparéncia inflamada com foco de ulcera em uma extensdo longa do tecido.

Os animais com colite e tratados com epiisopiloturina na dose 0,1mg/kg (i.p.)
apresentaram reducado dos escores macroscoépicos de lesao (7,600 + 0,979). em
comparagao com o grupo com colite por acido acético e que receberam DMSO 2%.
Isso pode também ser observado na figura 14, em que o célon de animal com colite e
tratado com Epiisopiloturina na dose de 0,1 mg/kg apresenta uma maior redugao dos
parametros inflamatérios, com pouca hiperemia, ndo apresenta foco de Ulceras e
possui aparéncia inflamada em relagao ao célon do animal com colite n&o tratado. Por
outro lado, o grupo de animais que receberam o tratamento simultdneo com
Epiisopiloturina (0,1mg/kg, i.p.) e Pirenzepina (10mg/kg, i.p.), um antagonista seletivo
do receptor muscarinico M1, apresentou aumento dos escores macroscoépicos de
lesdo (19,17 £ 1,327) em relagéo ao grupo tratado apenas com a Epiisopiloturina 0,1
mg/kg. Isso pode ser observado também na figura B, onde o célon do grupo tratado
simultdneo com Epiisopiloturina (0,1mg/kg, i.p.) e Pirenzepina (10mg/kg, i.p.),
apresenta aparéncia inflamada, hiperemia e focos de ulceragdo por uma grande
extens&o do tecido.
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Figura 14. Epiisopiloturina reduz escores macroscopicos de lesao através do

receptor muscarinico M1.
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Legenda: Acido acético (6%, intracoldnico) + DMSO (2% via i.p.) ou salina. EPI (Epiisopiloturina 0,1
mg/kg, i.p), e E + P (Epiisopiloturina 0,1 mg/kg, i.p + Pirenzepina 10mg/kg i.p.), administrada 17 horas
apos indugdo da colite. Amostras (5 cm) do célon, a partir das quais foram avaliados os escores
macroscopicos de lesédo. Os resultados estatisticos sdo expressos como média * erro de 6 animais por
grupo. #P <0,05 vs grupo SAL; - P <0,05 vs grupo DMSO; v P <0,05 vs grupo 0,1 e SAL (ANOVA
seguido pelo teste de Newman-Keuls).

5.3.2. Epiisopiloturina reduz o peso umido do célon de camundongos

através do receptor muscarinico M1

Apds as pesagens dos segmentos de 5 cm do colon dos animais, observou-se
que o grupo com colite por acido acético 6% e que recebeu DMSO (2% i. p.)
apresentou aumento estatisticamente significativo no peso umido dos cdlons dos
animais (0,446 + 0,018 g/5/cm), em relagdo ao grupo que recebeu somente salina
intracélon (0,232 £ 0,009 g/5/cm). O grupo tratado com Epiisopiloturina na dose 0,1
mg/kg apresentou diminuigao significativa no peso umido colénico (0,348 + 0,011
g/5/cm) em relagéo ao grupo com colite ndo tratado. Por outro lado, o grupo de animais
que recebeu tratamento simultdneo com Epiisopiloturina (0,1mg/kg, i.p.) e Pirenzepina
(10mg/kg, i.p.), apresentou aumento do peso umido colénico (0,457 + 0,018) em

relagéo ao grupo tratado apenas com a Epiisopiloturina 0,1 mg/kg.
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Figura 15. Epiisopiloturina reduz o peso umido do célon de camundongos

através do receptor muscarinico M1.
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Legenda: Acido acético (6%, intracoldnico) + DMSO (2% via i.p.) ou salina. EPI (Epiisopiloturina 0,1
mg/kg, v.o) e E + P (Epiisopiloturina 0,1 mg/kg, i.p + Pirenzepina 10mg/kg i.p.), administrada 17 horas
apo6s indugédo da colite. Amostras (5 cm) do colon, pesados em balanga analitica. Os resultados
estatisticos sdo expressos como média * erro de 6 animais por grupo. #P <0,05 vs grupo SAL; - P <0,05
vs grupo DMSO; v P <0,05 vs grupo 0,1 e SAL (ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls).

5.3.3. Epiisopiloturina reduz o dano histolégico do célon através do

receptor muscarinico M1

Os célons dos animais dos diferentes grupos experimentais foram avaliados
histologicamente em relagdo ao dano tecidual microscépico. A tabela 4 contém a
quantificagdo dos escores microscopicos relativo aos cortes histolégicos
apresentados na figura 16. Os animais do grupo salina, apresentaram preservagao da
estrutura colbnica e atingiram pontuagdo minima nos escores microscopicos totais
(escores totais = 0) pois mantiveram a arquitetura da mucosa (0 (0-1)), ndo houve
infiltracao celular (0 (0-1)), nem espessamento da camada muscular (0 (0-1)), ndo
houve formagao de abcesso em cripta (0 (0-0)) e nem presencga de células caliciformes
(0 (0-0)) conforme observado na tabela 4 e na figura 16. Ja os animais com colite por
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acido acético a 6% e que receberam DMSO 2% apresentaram uma alta pontuagao
de escores totais microscopicos (=11), pois apresentaram perda da arquitetura da
mucosa (3 (2-3)), elevada infiltracdo celular (3 (2-3)), espessamento da camada
muscular (3 (2-3)), formacéo de abcesso em cripta (1 (0-1)) e auséncia de células
caliciformes (1 (1-1)), como pode ser observado na figura 16 e tabela 4. Entretanto, o
grupo tratado com Epiisopiloturina na dose de 0,1 mg/kg preveniu a destruicdo da
arquitetura do epitélio do colon provocada pelo acido acético (escores totais = 4) e
manteve o tecido do célon com aspecto histoldégico preservado, atingindo uma baixa
pontuagcdo de escores microscoépicos. Ja p grupo tratado com Epiisopiloturina 0,1
mg/kg e Pirenzepina 10 mg/kg, apresentaram aumento estatisticamente significativo
da pontuagao de escores microscépicos (=10), em relagado ao grupo EPI 0,1 mg/kg,

pois apresentou caracteristicas semelhantes ao grupo DMSO, como perda da

arquitetura da mucosa (3 (2-3)), elevado infiltrado celular (3 (2-3)), e espessamento
da camada muscular (2 (1-2)), formagéo de abcesso em criptas (1 (0-1)) e deplecao

de células caliciformes (1 (0-1)).
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Figura 16. Epiisopiloturina reduz dano microscépico no célon de camundongos
através do receptor muscarinico M1.

Legenda: Cortes histologicos dos célons de camundongos corados com hematoxilina e eosina (HE).
Célon de um animal que recebeu apenas solugéo salina a 0,9% por via retal (A, B); colon de um animal
que recebeu acido acético e DMSO 2% (C, D); colon de um animal que recebeu acido acético a 6%
intracolon e foi tratado com Epiisopiloturina na dose de 0,1mg/kg (E e F); célon de um animal que
recebeu acido acético a 6% e foi tratado com Epiisopiloturina (0,1mg/kg, i.p.) e Pirenzepina (10 mg/kg
i.p.) (G. H).
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Tabela 4: Epiisopiloturina reduz escores microscépicos de lesao através do

receptor muscarinico M1.

Grupos Escores Microscoépicos

Experimentais

Perda da Infiltracdo  Espessamento  Formacgéo Auséncia Escores

arquitetura celular da camada de de células )

da muscular abcesso  caliciformes totais
mucosa em cripta

Salina 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-0) 0
AA + DMSO 3(2-3)* 3(2-3)* 3(1-3)* 1(1-1)# 1(1-1)# 11#

AA + EPI 0,1 1(0-1)" 1(1-2)° 1(0-1)" 0 (0-1) 1(0-1) 4
AA + EPI 0,1 + 3(2-3)* 3 (2-3)* 2 (1-2)* 1(0-1)* 1(0-1)* 10#

PIR

Legenda: AA, acido acético. Escore para avaliagéo histopatolégica expresso em mediana (valores
minimo — maximo). #P <0.05 em relagdo ao grupo salina; -P < 0.05 em relagéo grupo AA (Teste néo-
paramétrico de Kruskal-Wallis e Teste de Dunn para comparagdes multiplas de analises
histopatolégicas).

5.3.4. Epiisopiloturina reduz atividade da MPO do célon de camundongos

através do receptor muscarinico M1

Como pode ser observado na figura 17, o grupo ao qual foi induzida a colite
com acido acético a 6% e recebeu DMSO a 2% apresentou uma intensa atividade da
MPO no tecido do cdlon (5, 594 + 0,544 UMPO/mg de tecido) em relagao ao grupo
salina (0,379 = 0,140 UMPO/mg de tecido). O grupo tratado com Epiisopiloturina (0,1
mg/kg, i.p.) apresentou niveis de MPO reduzidos (0,758 + 0,215 UMPO/mg de tecido)
em relagéo ao grupo DMSO com (p < 0,05). Por outro lado, o grupo de animais que
recebeu tratamento simultdneo com Epiisopiloturina (0,1mg/kg, i.p.) e Pirenzepina (10
mg/kg, i.p.), apresentou aumento dos niveis de MPO (5,721 + 0,433 UMPO/mg de

tecido) em relagéo ao grupo tratado apenas com a Epiisopiloturina 0,1 mg/kg.
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Figura 17. Epiisopiloturina reduz atividade da mieloperoxidase (MPO) do célon

de camundongos através do receptor muscarinico M1.
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Legenda: A partir das amostras de tecido do célon, a atividade da enzima MPO foi medida por
espectrofotometria. Os resultados estatisticos sdo expressos como média + erro de 6 animais por
grupo. #P <0,05 vs grupo Salina -P <0,05 vs grupo DMSO; P <0,05 vs grupo 0,1 e SAL (ANOVA
seguido pelo teste de Newman-Keuls)

5.3.5. Epiisopiloturina reduz a concentragcdo de MDA do célon de

camundongos através do receptor muscarinico M1

Como pode ser observado na figura 18, o grupo ao qual foi induzida a colite
com acido acético a 6% e recebeu DMSO a 2% apresentou niveis elevados de MDA
no tecido do cdlon (588,4 + 93,89 nmol/g de tecido) em relagéo ao grupo Salina (157,1
+ 12,50 nmol/g de tecido). O grupo tratado com Epiisopiloturina 0,1mg/kg apresentou
niveis de MDA reduzidos (155,6+ 33,77 nmol/g de tecido) em relagao ao grupo DMSO
com (p < 0,05). Por outro lado, o grupo de animais que recebeu tratamento simultaneo
com Epiisopiloturina (0,1mg/kg, i.p.) e Pirenzepina (10 mg/kg, i.p.), apresentou
aumento dos niveis de MDA (476,2 + 64,53 nmol/g de tecido) em relagédo ao grupo

tratado apenas com a Epiisopiloturina 0,1 mg/kg.
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Figura 18. Epiisopiloturina reduz a concentragcido de MDA do cdélon de

camundongos através do receptor muscarinico M1.
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Legenda: A partir das amostras de tecido do célon, a concentracdo de MDA foi medida por
espectrofotometria. Os resultados estatisticos sdo expressos como média + erro de 6 animais por
grupo. #P <0,05 vs grupo salina P <0,05 vs grupo DMSO; P <0,05 vs grupo 0,1 e SAL. (ANOVA
seguido pelo teste de Newman-Keuls).

5.3.6. Epiisopiloturina previne a deple¢ao dos niveis de GSH do célon de

camundongos através do receptor muscarinico M1

Como pode ser observado na figura 19 o grupo com colite por acido acético a
6% e que recebeu DMSO a 2% (i.p.) apresentou significativo consumo dos niveis de
GSH (97,61 £ 12,75 ug/g de tecido) quando comparado ao grupo salina (170,0 £ 13,81
Mg/g de tecido). O grupo tratado com Epiisopiloturina (0,1 mg/kg, i.p.) apresentou uma
reducao estatisticamente significativa (p<0,05) do consumo de GSH (158,7 £ 7,045
Mg/g de tecido), quando comparado ao grupo DMSO, prevenindo assim o consumo
de GSH pelos radicais livres provenientes da lesao provocada pelo acido acético. Ja
0 grupo de animais que recebeu tratamento simultdneo com Epiisopiloturina (0,1

mg/kg, i.p.) e Pirenzepina (10 mg/kg, i.p.), apresentou aumento do consumo de GSH
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(83,50 £ 4,331 nmol/g de tecido) em relagdo ao grupo tratado apenas com a

Epiisopiloturina 0,1 mg/kg.

Figura 19. Epiisopiloturina previne a deple¢ado dos niveis de GSH do célon de

camundongos através do receptor muscarinico M1.
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Legenda: A partir das amostras de tecido do célon, a concentracdo de GSH foi medida por
espectrofotometria. Os resultados estatisticos sdo expressos como média + erro de 6 animais por
grupo. #P <0,05 vs grupo salina; P <0,05 vs grupo DMSO; 4P <0,05 vs grupo 0,1 e SAL. (ANOVA
seguido pelo teste de Newman-Keuls)

5.3.7. Epiisopiloturina reduz NO3/NO; do célon de camundongos através

do receptor muscarinico M1

Conforme e pode ser observado na figura 20, os animais com colite por acido
acético e que receberam DMSO (2%, i.p.), apresentaram elevadas concentragdes de
NO3/NO2 (0,945 + 0,081 uyM) quando comparados ao grupo controle positivo, que
recebeu apenas salina intracélon (0,4821 + 0,030 uM). Ja os animais tratados com a
Epiisopiloturina (0,1 mg/kg, i.p.) demonstraram significativa redugdo da concentragcéo
de NOs3/NO2 (0,694 + 0,065 uM) com p<0,05. O grupo de animais que recebeu

tratamento simultdneo com Epiisopiloturina (0,1 mg/kg, i.p.) e Pirenzepina (10 mg/kg,
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i.p.), apresentou aumento da concentragdo de NO3/NO. (0,912 + 0,036 uM) em

relagéo ao grupo tratado apenas com a Epiisopiloturina 0,1 mg/kg.

Figura 20. Epiisopiloturina reduz NO3/NO2 do célon de camundongos através do

receptor muscarinico M1.

1.5-
= 1.04 k4
N’ *
O
9 T
3 05
2 ;
0.01L55 : . &
SAL DMSO 0,1 E+P
EPI (mg/kg)

Acido Acético 6%

Legenda: A partir das amostras de tecido do cdlon, a concentragéo de nitrato (NOs-) e nitrito (NO2-) foi
medida por espectrofotometria. Os resultados estatisticos sdo expressos como média + erro de 6
animais por grupo. #P <0,05 vs grupo salina; *P <0,05 vs grupo DMSO; 4P <0,05 vs grupo 0,1 e SAL.
(ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls).

5.3.8. Epiisopiloturina reduz os niveis IL-1B8 e TNF-a do célon de

camundongos através do receptor muscarinico M1.

Conforme observado na figura 21A, o célon dos animais com colite induzida
por acido acético 6% e que recebeu DMSO 2% apresentou um aumento
estatisticamente significativo (p< 0,05) da concentragao dos niveis da citocina proé-
inflamatéria IL- 18 (1011 + 98,41 pg/ml) quando comparado ao grupo controle negativo
que recebeu apenas solugao salina (471,1 £ 33,72 pg/ml). Por outro lado, o c6lon dos
animais tratados com a epiisopiloturina na dose de 0,1 mg/kg diminuiu de forma
estatisticamente significativa (527,2 + 48,43 pg/ml) os niveis dessa citocina pro-
inflamatéria na colite induzida por acido acético. Ja o grupo de animais que recebeu

tratamento simultdneo com Epiisopiloturina (0,1 mg/kg, i.p.) e Pirenzepina (10 mg/kg,
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i.p.), apresentou aumento da concentragao dos niveis de IL- 18 (1028 £ 120,3 pg/ml)
em relagdo ao grupo tratado apenas com a Epiisopiloturina 0,1 mg/kg.

Como pode ser observado na figura 21B, o cdélon dos animais com colite
induzida por acido acético que recebeu DMSO a 2% apresentou um aumento
estatisticamente significativo (p< 0,05) da concentragao dos niveis de TNF-a (636,7 +
98,79 pg/ml) quando comparado ao grupo salina quando comparado ao grupo controle
negativo que recebeu apenas solugao salina (217,1 + 33,51 pg/ml). Por outro lado, o
célon dos animais tratados com epiisopiloturina na dose de 0,1 mg/kg diminuiu de
forma estatisticamente significativa (261,7 £ 72,13 pg/ml) os niveis dessa citocina proé-
inflamatéria na colite induzida por acido acético. Ja o grupo de animais que recebeu
tratamento simultdneo com Epiisopiloturina (0,1 mg/kg, i.p.) e Pirenzepina (10 mg/kg,
i.p.), apresentou aumento da concentragao dos niveis de TNF-a (650,0 £ 100,7 pg/ml)
em relagéo ao grupo tratado apenas com a Epiisopiloturina 0,1 mg/kg.

Figura 21. Epiisopiloturina reduz os niveis de interleucina 1 beta (IL-1B) e fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) do célon de camundongos através do receptor

muscarinico M1.
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Legenda: IL-1B (A); TNF-a (B). A concentracdo das citocinas IL-18 e TNF-a e foi medida por
espectrofotometria. Os resultados estatisticos sdo expressos como média + erro de 6 animais por
grupo. #P <0,05 vs grupo salina; P <0,05 vs grupo DMSO; 4P <0,05 vs grupo 0,1 e SAL (ANOVA
seguido pelo teste de Newman-Keuls).

5.3.9. Epiisopiloturina reduz a expressao de NFkB e iNOS e COX-2 em

tecido do célon de camundongos através do receptor muscarinico M1

Foi realizada a imunoexpresséo para NFkB, INOS e COX-2 e dos tecidos dos
célons de camundongos com colite experimental por &cido acético através da técnica
de western blot. Como mostrado na Figura 22, o grupo DMSO apresentou um
aumento de imunoexpressao de A: NFkB (0,450 = 0,031 NFkB p65/p-38), B: iINOS
(0,476 + 0,078 INOS/p-38), e C: COX-2 (0,565 + 0,069 COX-2/p-38), em relagédo ao
grupo salina A: NFkB (0,130 + 0,023 NFkB p65/p-38), B: INOS (0,166 £ 0,015 iINOS/p-
38), C: COX-2 (0,268 + 0,089 COX-2/p-38). O grupo tratado com epiisopiloturina
diminuiu significativamente (p<0.05) a imunoexpresséo para A: NFkB (0,179 £ 0,053
NFkB p65/p-38) B: iINOS (0,166 + 0,021 iNOS/p-38), C: COX-2 (0,174 + 0,043 COX-
2/p-38). Ja no grupo tratado simultaneamente com a epiisopiloturina 0,1 mg/kg e

pirenzepina 10mg/kg, observou-se um significativo (p<0,05) aumento na
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imunoexpressado destes marcadores: A: NFkB (0,381 + 0,023 NFkB p65/p-38), B:
iNOS (0,486 £ 0,027 iINOS/p-38), C: COX-2 (0,537 £ 0,041 COX-2/p-38).

Figura 22. Epiisopiloturina reduz a imunoexpressdo de NFkB, INOS e COX-2 em

tecido do célon através do receptor muscarinico M1.
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Figura 22. Epiisopiloturina reduz a imunoexpressao de NFkB, INOS e COX-2 em tecido
do célon através do receptor muscarinico M1. A partir das amostras de tecido do coélon foi
realizado western blot para iINOS, figura A; NFkB, figura B; e COX-2 figura C. Os resultados
estatisticos sdo expressos como média + erro de 6 animais por grupo. P <0,05 vs grupo
DMSO; 4P <0,05 vs grupo salina; +P< 0,05 vs grupo EPI. (ANOVA seguido pelo teste de
Newman-Keuls)
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4, DISCUSSAO

A colite ulcerativa, € uma doencga inflamatéria intestinal cuja manifestacoes
agudas caracterizam-se por uma série de eventos celulares e moleculares que
promovem a migragcdo e ativagdo de mediadores quimicos inflamatérios. Células
intestinais (imunes, epiteliais, endoteliais e nervosas) liberam citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento, eicosandides, EROs, enzimas proteoliticas, neuropeptideos,
moléculas de adesdo, ou seja, composto diversos que contribuem para o
recrutamento celular e para a cronicidade da inflamacéao, o que resulta no aumento do
fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular. Dessa forma, substancias que inibem
o estresse oxidativo, regulam a secregdo de mediadores inflamatérios e reduzem a
infiltracao celular podem ser potenciais agentes alternativos ou adjuvantes na terapia
das DII. (FILHO, 2011; SILVA, 2018; WITAICENIS, 2010).

Os modelos experimentais em animais contribuem para elucidacdo dos
possiveis mecanismos implicados como causadores da colite ulcerativa quanto a
instalacdo da doenca e para a avaliagcdo da acido de novos farmacos. Os modelos em
animais mais comumente utilizados sao induzidos por enemas de &cidos ou
substancias corrosivas que causam as alteragdes histoldgicas similares a colite
ulcerativa em humanos (GUAZELLI et al.,, 2013). Um dos modelos comumente
utilizados e bem estabelecidos, é por instilacdo de acido acético intracoldnica, que
causa uma acidificagao intracelular, resultando em danos epiteliais no célon com
inflamagao nao transmural, necrose das camadas mucosa e submucosa, edema
mucoso, infitragdo de neutrofilos na mucosa e ulceragbes na submucosa
(KANDHARE et al., 2012). E caracterizado por uma resposta inflamatéria aguda,
apresentando alteragées morfoldgicas e perfil inflamatério similar a colite ulcerativa
em humanos (RANI et al., 2011; HARTMANN et al., 2012; MINAIYAN et al., 2014).

Na primeira fase deste estudo realizou-se uma triagem para escolha da melhor
dose de epiisopiloturina com efeito anti-inflamatério no modelo de colite por acido
acético em camundongos. Um estudo anterior avaliou o potencial anti-inflamatorio da
epiisopiloturina no modelo de colite cronica induzida por TNBS em ratos, em trés
doses: 0,1; 0,3; 1,0 mg/Kg. O estudo concluiu que a epiisopiloturina possui atividade
anti-inflamatéria no modelo estudado, com maior significancia na dose de 1,0 mg/kg
(RODRIGUES, et. al., 2018). Este estudo serviu como base na escolha das doses

utilizadas no presente estudo, porém acrescido de uma menor dose decimal, visto que
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o modelo experimental de indugdo deste estudo € um modelo agudo, e em
camundongos.

Em nosso estudo, foi administrado a epiisopiloturina em trés diferentes doses
(0,01, 0,1 e 1,0 mg/kg) para delineamento da melhor dose com caracteristica anti-
inflamatéria nos parametros analisados, com o objetivo de continuar os estudos de via
de agao com essa dose encontrada. O grupo de animais ao qual foi induzida a colite
com acido acético a 6%, e nao tratado com epiisopiloturina, apresentou aumento
significativo dos escores macroscoépicos de leséo e do peso umido colénico quando
comparados aos animais que receberam somente salina via intra colénica. Ja os
animais com colite por acido acético e tratados com epiisopiloturina apresentaram
uma diminuicdo dos escores macroscopicos de lesdo no célon, com uma maior
significancia, na maioria dos testes, na dose de 0,1 mg/kg. Corroborando com o
resultado da avaliagdo macroscoépica, os de animais que foram tratados com a
epiisopiloturina na dose de 0,1 mg/Kg tiveram também diminuigdo no peso umido
colénico e reducdo do dano tecidual microscopico observado no célon de
camundongos com colite experimental induzida por acido acético, quando comparado
ao grupo nao tratado (acido acético), pois pode-se observar uma manutengado da
estrutura do epitélio, preservagao das criptas intestinais, e uma redugao significativa
no infiltrado celular na mucosa intestinal.

As alteracbes macroscopicas e microscopicas do coélon dos animais
observadas no presente estudo foram consistentes com outros estudos que utilizaram
acido acético para indugado da colite experimental (SHALKAMI; HASSAN; BARK,
2018; ALl etal., 2017). O aumento do peso do célon pode estar associado a hiperemia
da mucosa, edema extenso e expansao da inflamacdo (MALOY; POWRIE, 2011) e
foi relatado também por outros estudos utilizando o mesmo modelo de colite
experimental (NAJAFI et al., 2017; FARAMARZPOUR et al., 2019).

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima peroxidase presente principalmente
nos granulos azurofilos dos neutrofilos, que podem ser indiretamente aplicadas para
estimar a intensidade da infiltragdo de neutrdfilos em uma amostra de tecido como
célon na condigdo de colite ulcerativa (KONDAMUDI et al., 2015). A produgao de
espécies reativas de oxigénio por neutréfilos € uma caracteristica marcante da MPO
(WINTERBOURN et al., 2016). No presente estudo, observou-se um aumento na
atividade da mieloperoxidase no grupo de animais com colite por acido acético, como

também pode ser observado em outro estudo que usou modelo experimental de colite
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(ZHANG, 2006). Ja no grupo tratado com a epiisopiloturina na dose de 0,1 mg/kg
houve uma reducao da MPO corroborando com os dados microscépicos, onde
ocorreu atenuacgao dos danos da mucosa e da submucosa com reducgao da infiltracao
de neutréfilos no grupo com colite ndo tratado, sugerindo que sua agao anti-
inflamatéria pode envolver inibigdo da migracdo de leucécitos e infiltracédo de
neutrofilos.

No modelo experimental de colite induzida por acido acético ocorre aumento
do estresse oxidativo, ligado diretamente ao aumento de EROS, levando a um
desequilibrio das defesas antioxidantes, resultando em uma ruptura celular e a
peroxidacgao lipidica, que pode ser mensurada através do aumento dos niveis de MDA,
de nitrato/nitrito e pela redugéo dos niveis de GSH. (KEEBLE, 2009; YANG, 2014;
OLAMILOSOYE et al., 2018). Neste estudo foi observado que o grupo que recebeu
acido acético intracdlon e nao foi tratado, apresentou aumento nos niveis de MDA,
nitrato/nitrito e redugéo dos niveis de GSH, em comparagao ao grupo de animal que
recebeu apenas salina. A epiisopiloturina nas trés doses estudadas (0,01, 0,1 e 1,0
mg/kg) foi capaz de reduzir os niveis de MDA, de nitrato/nitrito e preservou o consumo
de GSH, indicado como marcadores do dano oxidativo tecidual, confirmando assim a
caracteristica anti-inflamatéria da epiisopiloturina. Porém a redugcdo maior se deu na
dose de 0,1 mg/kg.

A superexpressdo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-18 e TNF-a
desempenha um papel importante na patogénese da colite ulcerativa, pois niveis
reduzidos dessas citocinas podem levar a melhora do quadro da colite ulcerativa
(SADIK et al., 2011; NEURATH, 2014.). Neste trabalho, encontrou-se aumento de
niveis de IL-1 no célon de animais com colite (grupo DMSO) quando comparado ao
grupo que recebeu apenas solugdo salina intracolon. Com a administragédo de
epiisopiloturina na dose de 0,1 mg/kg, a concentragéo de IL-18 e TNFa foi reduzida
no colon, indicando agao anti-inflamatdria do alcaloide. Este resultado é corroborado
por um estudo anterior que demostrou o potencial anti-inflamatério de alcaloides
colinérgicos reduzindo os niveis de IL-13 e TNFa em modelo de peritonite (SILVA, et.
al, 2013)

Mediante os resultados iniciais obtidos com a epiisopiloturina nas 3 doses (0,01,
0,1 e 1,0 mg/kg) foi possivel confirmar a eficacia da atividade anti-inflamatéria da
epiisopiloturina no modelo de colite induzida por acido acético. Foi possivel inferir

ainda que a melhor dose em reduzir os parametros inflamatérios no modelo estudado
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€ a dose de 0,1 mg/kg, sendo a dose de escolha para a modulagado da resposta
envolvendo a via colinérgica, especificamente o receptor muscarinico M1.

A via anti-inflamatéria colinérgica, € um mecanismo neuro-imunolégico, no qual
a digestdo de acidos graxos ou citocinas pro-inflamatérias, ativam o nervo vago,
fazendo com que neurbnios pré-sinapticos produzam neurotransmissores
colinérgicos, como a ACh, que ira se ligar em receptores presentes em células do
tecido lesionado, fazendo-as com que reduzam a inflamagao (LUYER, et. al. 2005;
WU, et. al. 2014) Foi descoberto incialmente que a estimulagdo do nervo vago era
suficiente para abolir a inflamacao sistémica em resposta a endotoxina
(BOROVIKOVA et al., 2000). Estudos tem sido levantado envolvendo a ACh devido
aos seus poderosos efeitos anti-inflamatoérios periféricos e vem mostrando o
envolvimento da via colinérgica anti-inflamatéria no mecanismo de inflamagdes
intestinais, inferindo que a estimulagao vagal e administragao sistémica de agonistas
seletivos para receptores nicotinicos, reduzem a resposta inflamatéria (JONGE,
ULLOA, 2007).

Visto que as propriedades anti-inflamatérias da epiisopiloturina ja estao
elucidadas em modelos de inflamagao geral e de doenga de Crohn (VERAS, et. al,
2013; RODRIGUES, 2018), nosso estudo teve como objetivo principal estudar por
qual via esse mecanismo ocorre, apontando a via colinérgica como hipétese de
estudo, devido as sua participacdo no processo inflamatoério, e similaridade da
epiisopiloturina com a molécula de pilocarpina, que € um agonista colinérgico.

A segunda faze deste estudo, se deu através da pesquisa computacional de
docagem molecular entre o receptor muscarinico M1 e a molécula de epiisopiloturina,
para direcionar a continuagao dos estudos farmacoldgicos in vivo, de acordo com a
hipétese levantada de mecanismo de agao do alcaldide epiisopiloturina. A docagem
molecular permite ao estudo realizar uma triagem virtual de varios candidatos a
farmaco de acordo com sua habilidade de ligagao e for¢ca de afinidade a um receptor
alvo (ALHAZMI, 2015). Estudos de docagem molecular sdo de grande importancia no
planejamento de farmacos e na descoberta de novos alvos terapéuticos para o
tratamento de doengas (MAMIDALA et al., 2016; FIGUEIREDO et al., 2018).

O docking molecular € uma técnica computacional que proporciona a
investigacado das estruturas quimicas e determina as possiveis orientagdes que a
molécula pode assumir no interior do sitio ligante de um receptor alvo ou entre

macromoléculas, ou seja, verificar se a molécula é capaz de se ajustar ao sitio ativo
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de um receptor tanto quimicamente quanto geometricamente. A técnica se da através
da busca conformacional por diferentes modos de ligagcéo do ligante no sitio ativo do
receptor, seguida da avaliagdo da afinidade de cada um destes modos de ligacéo
(ROSADO, 2010; ALENCAR, 2010). A energia da ligagao entre o receptor e o ligante
é classificada como afinidade da conformacéo, e atribui-se significancia a este
parametro quando os valores de energia de afinidade para valores negativos,
inferiores a -6 kcal/mol. Ou seja, quanto menor for o valor, mais significancia ele
apresentara a ligacao encontrada (SHITYAKOV; FORSTER, 2010; RASCHKA, 2014).

No presente estudo, foi analisada a interagdo da molécula de epiisopiloturina
com o receptor muscarinico M1, através de docking molecular, onde apresentou
energia de ligacdo da interagao ligante-macromolécula com valor de AG= -8.44
(Kcal/mol) obtida no Autodock. Este resultado implica uma boa afinidade da molécula
de epiisopiloturina com o receptor muscarinico M1, visto que o valor encontrado foi
menor que -6 kcal/mol, apresentando alta significancia da ligagao receptor/molécula.
Corroborando com esses dados, resultados semelhantes podem ser encontrados em
outro estudo de docagem molecular para outras substancias tendo como alvo o
receptor M1 que tiveram valor de AG =-10,3 a -8 (Kcal/mol). (BOJIC, et. al., 2017)

Neste estudo, a interagao ligante-macromolécula (receptor M1/Epiisopiloturina)
apresentou e constante de inibigao (ki) igual a 652 nM (0,652 uM) obtida no Autodock.
A molécula foi capaz de formar ligagées de H com o residuo GLN110, e interagbes
hidrofébicas com os seguintes residuos: ALA96, PHE197, ASN382, TRP157, ALA193,
TYR381, VAL113, TRP378, SER109, TYR106, TYR404, ASP105. Resultados
semelhantes podem ser observados em outro estudo de docagem molecular
envolvendo a epiisopiloturina com alvos moleculares para o parasita Schistossoma
mansoni, onde a mesma demonstrou bons paradmetros de afinidade com a enzima
histona desacetilase 8 (-6,43 kcal mol-1, 19,44 uM), ligada a possiveis alvos anti-
inflamatérios (ROCHA, et. al., 2018)

A partir do resultado de docagem molecular, pode-se inferir que ha uma ligagao
da epiisopiloturina com o alvo molecular do receptor M1, indicando este receptor como
potencial alvo para a agao terapéutica da epiisopiloturina na colite ulcerativa, uma vez
que se encontra receptores muscarinicos do subtipo M1 no célon. A participacao do
receptor muscarinico M1 na resposta anti-inflamatéria da epiisopiloturina foi verificada
neste estudo por meio da administracao simultdnea da pirenzepina, um antagonista

colinérgico especifico do receptor muscarinico M1, no mesmo grupo e animais
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tratados com epiisopiloturina 0,1 mg/kg. Foram analisados parametros inflamatérios,
como escores macroscopicos € microscopicos de lesdo, de infiltracdo neutrofilica,
parametros de estresse oxidativo e de expressao proteica.

O processo inflamatério que ocorre na colite ulcerativa, leva a uma
hiperemia local da mucosa, acumulo de infiltrado celular, principalmente neutréfilos
com consequente edema. Pardmetros como danos macroscépicos e microscopicos,
sdo vistos histologicamente como destruicdo da arquitetura da mucosa coldnica,
deplegao de células caliciformes, hemorragia e intensa infiltragdo de neutréfilos, com
consequente aumento do peso umido do codlon, sendo indicativos da extenséo e
acuidade da lesao inflamatéria (ASAKURA et al.,, 2007; MALOY-POWRIE, 2011;
D’ARGENIO et al., 2012).

Neste estudo, o grupo de animais tratados simultaneamente com pirenzepina
na dose de 10 mg/kg e epiisopiloturina na dose de 0,1 mg/kg apresentou aumento nas
pontuagdes de escores macroscopicos de lesdo inflamatéria, e no peso umido do
célon, quando comparado ao grupo de animais que foram tratados apenas com a
epiisopiloturina, mostrando portanto o bloquei farmacolégico do receptor M1 pela
pirenzepina, com consequente inibicdo do efeito anti-inflamatorio da epiisopiloturina.
Corroborando com esses parametros, foi possivel constatar, a partir da analise
histolégica dos colons dos animais que foram tratados simultaneamente pirenzepina
e epiisopiloturina, uma elevada infiltracido de células inflamatérias nas camadas do
colon, alteracao estrutural da arquitetura, e deplecao de células caliciformes, sendo
estatisticamente significativa a diferenca dos escores desses parametros quando
comparado ao grupo que recebeu apenas epiisopiloturina, mostrando o bloqueio da
atividade anti-inflamatéria da epiisopiloturina mediada pelo receptor muscarinico M1 .
Resultados semelhantes de alteracdao na estrutura tecidual durante processo
inflamatério s&o apresentados no estudo de WEISS et al. (2015).

Como relatado anteriormente e visualizados nos resultados de analise
histolégica, no processo inflamatério da colite ulcerativa ha uma intensa migragéao
células inflamatdrias, principalmente neutréfilos. Esta resposta inflamatéria pode ser
observada, medindo-se a concentragdo da enzima mieloperoxidase (MPO) especifica
para neutrdfilos, e que funciona um indicador da acumulagéo de neutrdfilos. (SILVA,
2013.) A MPO é uma peroxidase presente nos granulos de leucdcitos de linhagem
granulocitica, como os neutréfilos e em menor quantidade em mondcitos e

macrofagos. Os neutrofilos, estdo entre as células inflamatdérias responsaveis pela
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producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), que quando estao presentes no
tecido resultam em peroxidacao lipidica resultando em dano tecidual. A MPO catalisa
a reagdo H>O, + CI' + H* > HOCI + H;O, onde o acido hipocloroso é altamente
oxidante, de 100 a 1000 vezes mais téxico que o Oz ou H202 e sua diminuicdo
representa a diminuigdo do influxo de neutréfilos e do estrese oxidativo (MORET-
TATAY et al., 2016). Alteragdes dos niveis de MPO s&o apontadas como parametro
para analisar a gravidade do processo inflamatério em diversos tecidos, como o
intestino (YIN et al., 2011).

Neste estudo, o grupo de animais tratados conjuntamente com pirenzepina e
epiisopiloturina (0,1mg/kg) apresentou um aumento da atividade da enzima MPO,
indicando que houve uma intensa infiltragdo neutrofilica no célon desses animais
devido ao processo inflamatdrio ocasionado pelo acido acético. Efeito oposto foi
observado no grupo tratado apenas com a epiisopiloturina, onde houve diminuigao na
migracdo de neutrdfilos para o sitio inflamatério durante a colite por acido acético,
inferindo que a mesma teve sua agao antagonizada, através do receptor M1, pela
pirenzepina.

O estresse oxidativo gerado na colite ulcerativa, se da por meio do desequilibrio
entre as espécies reativas de oxigénio (EROs) oriundas do sistema imune hiper-
reativo, em resposta ao processo inflamatério patoldgico, levando a redugdo das
enzimas antioxidantes de defesa. (KEEBLE, 2009). Esse desequilibrio leva a
producao de radicais livres que causam peroxidacao de lipidios nos tecidos do célon
(LIU et al.,, 2018; RODRIGUES DE CARVALHO et al., 2018). Um dos produtos
secundarios resultantes da peroxidacao lipidica, € o MDA, um aldeido insaturado
formado a partir da ruptura de acidos graxos poli-insaturados, sendo utilizado como
indicador de dano oxidativo in vivo (SADAR et al., 2016) e o aumento de seus niveis
causa alteracdes estruturais e o desenvolvimento de respostas imunolégicas (LIMA E
ABDALLA, 2001; KUMAR et al., 2014).

Outro componente significativo das defesas antioxidantes na maioria dos
tecidos € a glutationa (GSH), que se apresenta como um tripeptideo-tiol ubiquo. Niveis
reduzidos de GSH resultam em lesdes graves na mucosa do colon e tem sido usado
como indicador alternativo de doencas inflamatdrias intestinais (OLAMILOSOYE et
al., 2018). Nos modelos experimentais de colite em animais, os niveis de GSH
normalmente sédo reduzidos (MOURA et al., 2015). A GSH é um importante agente

antioxidante intracelular, presente em concentragdes altas em células de mamiferos,
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envolvida no mecanismo de reparo do dano da mucosa pelos radicais livres, por ter
funcao protetora das células intestinais contra a inflamag¢ao. (OLAMILOSOYE et. al.,
2018).

Um dos principais radicais livres atuantes nesse processo inflamatério € o
radical superoxido, um ion de alta reatividade que participa da produgao de EROS
(RAHIMI, 2010). Na presenca de anions superoxidos, grandes quantidades de NO
produzem peroxinitrito, um agente oxidante toxico que contribui para o processo
inflamatério através da nitracido de residuos de tirosina levando a alteragdes na
estrutura e fungéo das proteinas, dano oxidativo e aumento da produgao de citocinas
pro-inflamatérias. A superproducao de ON causa acumulo tecidual de produtos da
oxidagao do peroxinitrito, o nitrito/nitrato durante o processo inflamatério. Portanto, o
nitrito/nitrato € considerado como indice de dano oxidativo (DODDA et al., 2014
ABIODUN et al., 2016).

A acuidade da lesdo colbnica causada pelo acido acético durante a colite
experimental, esta diretamente ligada aos danos causados pelas EROS. Neste
estudo, o grupo tratado com a epiisopiloturina na dose de 0,1 mg/kg preservou os
niveis de glutationa (GSH), e diminuiu os niveis de MDA e de nitrito/nitrato , indicando
assim que a substancia interfere na producdo de radicais livres por meio da
interrupcao da peroxidacao lipidica, o que demonstra sua capacidade antioxidante em
reduzir o processo inflamatério causado pelo acido acético no célon. Ja o grupo de
animais que recebeu acido acético intracélon e foram tratados com pirenzepina e
epiisopiloturina simultaneamente, tiveram essa acao reduzida, pois apresentaram alto
consumo de GSH e aumento significativo dos niveis de MDA e de nitrito/nitrato
(NO2/NO3), semelhante ao que ocorreu no grupo com colite ndo tratado, inferindo
assim, que a pirenzepina, por meio de sua ligagao ao receptor M1, bloqueou a agéo
da epiisopiloturina, no processo de defesa antioxidante no curso da colite ulcerativa

Corroborando com os nossos dados, outros estudos de colite induzido
experimentalmente demostrou deplecao dos niveis de GSH e aumento dos niveis de
MDA nos animais nao tratados, j@ os animais tratados com compostos anti-
inflamatdérios preservaram os niveis de GSH e diminuiram os niveis de MDA (KARP E
KOCH, 2006TAHMASEBI; FROUSHANI; AHANGARAN, 2019). Outros estudos
mostraram que o aumento do estresse oxidativo implica em um aumento na produgao
de radicais livres, levando a um desarranjo a estrutura e fungéo do tecido, e inferiram

que o aumento da producido de NO pela enzima iINOS parece ser responsavel pelo
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surgimento de lesdes no tecido colénico durante a colite experimental e que, em
humanos com colite ulcerativa, ha elevacado da atividade da iINOS com aumento da
concentracao de nitrito (FILLMANN et al., 2007; PARRA et al., 2015).

A resposta imune adaptativa na colite ulcerativa envolve uma resposta
inflamatdria chamada “atipica condicao Th2, apresentando altos niveis de mediadores
inflamatérios, como as quimiocinas. Em resposta a quimiocinas € a cascata do
complemento, os neutrdfilos sdo as primeiros células a serem recrutados para o sitio
lesionado no processo inflamatério, sendo responsaveis por liberarem substancias
antimicrobianas, como espécies reativas de oxigénio (EROs), eicosandides,
peptideos catidnicos e proteinases, além de produzirem mediadores pré-inflamatérios,
tais como interleucina-1beta (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), que irdo amplificar a inflamagao. (JONES-HALL E GRISHAM, 2014). A
interleucina IL-13 desempenha importante papel na colite pois é responsavel pelo
aumento da produgdo de interleucina IL-6 que, por sua vez, atua na medula éssea
aumentando a mobilizacdo e maturacdo de neutrdfilos, induzindo ao quadro de
neutrofilia. A citocina IL-13 atua também aumentando a expressao de moléculas de
adesao nos leucécitos circulantes e em células endoteliais (YANG, 2014).

Neste estudo, o tratamento com a epiisopiloturina, reduziu a concentracao das
citocinas pré-inflamatdrias IL-1B e TNF-a, porém a administragcdo do antagonista
especifico do receptor M1, pirenzepina, bloqueou esse efeito, levando a um aumento
dessas citocinas em relagao ao grupo tratado apenas com epiisopiloturina, sugerindo
mais uma vez que a atividade anti-inflamatéria da mesma é mediada pelo receptor
muscarinico M1, e que o este receptor participa do processo de sinalizacao celular
por mediadores inflamatdrios, como as citocinas, durante o processo inflamatério do
célon.

Estudos com modelos experimentais de colite, apontam que as acdes de
compostos anti-inflamatdrios no curso da doenga podem ser mediadas pela regulagao
negativa do fator nuclear kappa B (NFkB) (VALERO et al., 2019). O NFkB representa
uma familia de proteinas (heterodimero, p65 e p50) que funcionam como proteinas
de transcricdo indutiveis, e que regulam varios genes envolvidos na resposta
inflamatéria por meio a ligagdo a um elemento especifico do DNA. A ativacao da
proteina NFKB tem relevante papel no processo inflamatério devido a sua capacidade
de induzir a transcrigao de genes proé-inflamatérios, tais como os genes do TNF-a e

IL-1B8 resultando na diminuigdo da concentragao de citocinas pro-inflamatérias como
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IL-6, IL-1B e TNF-qa, diminuicao dos niveis de NO, e da expressao de iNOS e COX-2
(TAK; FIRESTEIN, 2001; BRUCKNER et al. 2012; LIU et al. 2014, LIU, et. al., 2018).

Durante o processo inflamatério, ao serem estimulados, macréfagos reagem
produzindo fatores pro-inflamatérios como NO, induzido pela iINOS, levando ao
estresse oxidativo (ALKIM et al., 2012). Substancias com capacidade de inibir a
producdo ou liberagcdo desse mediador, ou que regule a expressao dos genes
responsaveis por sua produgdo ou de outros genes inflamatérios, como a
cicloxigenase-2 (COX-2), podem ser considerados elementos com atividade anti-
inflamatéria (JUNG et al., 2009; SHAHBAZI et al., 2016;). A COX-2 é uma enzima
responsavel pela produgdo de prostaglandinas através da oxidagdo do acido
araquidénico em células inflamatérias, em mais um processo gerador de EROS
envolvido no curso da colite ulcerativa. Sendo assim, a magnitude da expressao de
COX-2 avalia o grau de inflamagéo no tecido (WONG et al., 2016).

Neste estudo o grupo de animais tratados apenas com epiisopiloturina (0,1
mg/kg), apresentou diminuigdo consideravel na expressao de NFkB, iINOS e COX-2,
avaliada por western blot. Ja o grupo de animais tratados simultaneamente com
epiisopiloturina e pirenzepina, apresentou aumento na expressao desses marcadores,
apresentando intensa marcag¢ao das enzimas, reduzindo a producao de prostandides.
Estes resultados evidenciam mais uma vez o bloqueio da agéo anti-inflamatéria da
epiisopiloturina pela pirenzepina, através do receptor muscarinico M1.

Estes resultados corroboram com estudos anteriores que mostram que a
inflamacgao do coldn na colite experimental aponta um maior aumento da expresséo
da iINOS em animais nao tratados, em comparagédo aos animais sem colite (controle
negativo) (HARTMANN et. al., 2014; GRISHAM et al., 2002). Outros estudos mostram
significativo aumento da atividade de COX-2 diretamente relacionado a um aumento
de parametros inflamatérios como atividade de MPO e infiltragdo leucocitaria em
modelos de colite experimental (LIU, et. al., 2014; PARK, et. al.,2012; VALERO, et. al.
2019).

A regulagéo do processo inflamatdrio pode ser realizada por meio do estimulo
vagal eferente, através da via anti-inflamatodria colinérgica, fazendo com que
neurdnios pré-sindpticos produzam neurotransmissores colinérgicos, como a ACh,
que se liga, em receptores presentes em células do tecido lesionado, fazendo-as com
que reduzam a inflamagao (ROSAS-BALLINA et al., 2008). A administragao periférica

de Xanomelina, um agonista muscarinico M1 de acao central, resultou no mecanismo
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de protecao anti-inflamatéria por meio de uma interagdo neuro-imune, associada a
sinalizagao vagal, promovendo a diminui¢do de citocinas pré-inflamatérias durante a
endotoxemia (ROSAS-BALLINA et al., 2015). Munyaka, 2014 mostrou em seu estudo
que a estimulagdo da via anti-inflamatéria colinérgica a nivel central atenua a
gravidade da colite e diminui os niveis de citocinas pré-inflamatérias como IL-6, IL-13
e TNF-a no célon.

Magalhdes (2017) inferiu em seu estudo que receptor muscarinico M1 esta
envolvido na resposta anti-inflamatéria e antioxidante na colite experimental, acao
essa comprovada e inibida pela administragdo do antagonista muscarinico do receptor
M1, pirenzepina, demonstrando a importéncia de uma via endégena no combate a
injuria intestinal como alvo para novos farmacos.

Corroborando com os resultados de Magaldes (2017) os resultados
encontrados neste estudo, mostram que a eficacia anti-inflamatéria da epiisopiloturina
se estabeleceu com mais significAncia na dose de 0,1 mg/kg ao diminuir as
pontuacdes macroscopicas € microscopicas de lesdo inflamatéria e o peso umido do
colon, a concentragao de MPO, das citocina IL-138 e TNF-a, de MDA e preservou as
concentragdes de GSH, além de diminuir as concentragao de nitrato/nitrito no modelo
de colite experimental por acido acético. Ao se modular a via farmacoldgica pela qual
esse efeito ocorre, foi observado que a pirenzepina, antagonista do receptor
muscarinico M1, atuou bloqueando os efeitos farmacoldgicos anti-inflamatoérios e
antioxidantes da epiisopiloturina citados acima, bem como a diminuigao da expresséao
de NFKB, iINOS e COX-2. O mecanismo de acao anti-inflamatéria da epiisopiloturina
no curso da colite experimental por &acido acético intercedidas pelo receptor
muscarinico M1 estao descritas na figura 23.

Os resultados da modulagédo farmacolégica in vivo por meio do bloqueio do
receptor muscarinico M1, sugerem uma resposta anti-inflamatoéria da epiisopiloturina
mediada por este receptor, pois quando realizada a co-administracdo da
epiisopiloturina e pirenzepina, houve uma redugdo significativa dos efeitos anti-

inflamatorios nos testes realizados.

Figura 23: mecanismo de acao anti-inflamatério da Epiisopiloturina na colite
experimental por acido acético.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo, mostram que o efeito anti-inflamatorio
intestinal da epiisopiloturina ao reduzir pardametros inflamatérios, como danos
macroscopicos e histopatoldgicos, estresse oxidativo, concentragéo de citocinas pro-
inflamatérias e expressao de proteinas importantes no processo inflamatério, se da
através da sua interagao com o receptor muscarinico M1. Esta acao foi comprovada
por meio da administragdo simultdnea do antagonista farmacolégico especifico do
receptor muscarinico M1, pirenzepina, que levou a uma reversdo dos efeitos anti-
inflamatérios da epiisopiloturina nestes parametros estudados. Diante disso, infere-se
que receptor muscarinico M1 presente no célon, é um possivel alvo farmacoldgico
para a epiisopiloturina, um alcaldide natural, promissor como alternativa para o

tratamento da colite ulcerativa.
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ANEXO

Anexo 1. Carta de aprovagio do Comité de Etica em Experimentagiao Animal
(CEEA) da UFPI.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI _
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

MINISTERIO DA EDUCAGAQ %

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo da participagao do receptor muscarinico
M1 na resposta anti-inflamatéria da epiisopiloturina na colite ulcerativa experimental’,
registrada n° 464/18, sob a responsabilidade do Prof. Dr. ANDRE LUIZ DOS REIS BARBOSA
do Departamento de Fisioterapia do Campus Ministro Reis Veloso/UFPI que envolve a
produgao, manutengao ou utilizagcdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de Pesquisa Cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo Animal (CONCEA), e
foi Aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal
do Piaui, em Reuniao na presente data 15/06/2018.

Finalidade ( ) Ensino ( ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizacdo Junho/2018 a Margo/2020
Espécie/Linhagem/raca Camundongo heterogénico/swiss
| N° de Animais 312
Peso/ Idade 25-30g
| Sexo Fémeas
| Origem Biotério Central da UFPI.

Teresina, 15 de Junho de 2018.
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