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RESUMO

INTRODUCAO: Os tratamentos convencionais da colite ulcerativa apresentam diversos efeitos
colaterais, fazendo-se necessario o desenvolvimento de alternativas terapéuticas, como as moléculas
advindas de plantas medicinais. Um exemplo é o alcaldide epiisopiloturina da espécie Pilocarpus
microphyllus, que ja mostrou atividade anti-inflamatdria em estudos anteriores. Entretanto esse al-
caldide apresenta baixa absorcdo apds a administracdo oral, podendo ser melhorado por meio de
nanoformulacdes. OBJETIVO: O presente trabalho visa estudar de forma comparativa o efeito da
epiisopiloturina nanoencapsulada com a goma do cajueiro e da epiisopiloturina livre sobre os paréa-
metros inflamatorios da colite induzida por TNBS em ratos. METODOS: Foram produzidas nano-
particulas a base de goma do cajueiro modificada pelo método de nanoprecipitacdo. A atividade
anti-inflamatoria, foi analisada sobre os niveis de MDA, GSH e MPO, no célon de ratos com colite
induzida experimentalmente por TNBS. RESULTADOS E DISCUSSAOQ: Os resultados encontra-
dos mostram que epiisopiloturina nanoencapsulada com a goma do cajueiro mostrou maior ativida-
de anti-inflamatéria que a sua forma livre ao reduzir parametros oxidativos como MPO e MDA e
aumentar os niveis de GSH. CONCLUSAO: Diante dos resultados até aqui obtidos conclui-se que
a epiisopiloturina nanoencapsulada melhora a atividade anti-inflamat6ria em relagdo a sua forma
livre, tornando-a uma possivel promissora para a producdo de um novo fitoterapico para o tratamen-
to da colite.
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1 INTRODUCAO

A colite ulcerativa é uma doenca cronica que acomete o colon e reto, caracterizada por
ulceracGes da mucosa e submucosa do célon sem afetar as camadas mais profundas da parede
intestinal. Essa enfermidade € caracterizada pelo aumento da produgdo de mediadores pro-
inflamatorios, tais como TNF-a, IL-1P e IL-6 e elevado infiltrado inflamatério com aumento da
producdo de especies reativas de oxigénio (EROS) na mucosa do célon (DAMIANI, et al.,
2007; REIFEN, et al., 2004; ROBERTS-THOMSON et al., 2011).

A farmacoterapia convencional para colite ulcerativa ndo se mostra totalmente eficaz e a
sua utilizacdo por periodos prolongados pode levar ao aparecimento de sérios efeitos colaterais
significativos que comprometem a adesdo e progressdo ao tratamento e podem limitar seu uso.
Tendo em vista isso, varios estudos mostram o uso de plantas e seus compostos bioativos como
alternativas terapéuticas para o tratamento de doencas inflamatdrias. Dentre elas, destacam-se o
jaborandi, da espécie Pilocarpus microphyllus, a qual é utilizada para o isolamento de alcalGides
com propriedades farmacologicas.

Um dos principais alcaldides extraidos do jaborandi é a epiisopiloturina, que possui es-
trutura quimica similar a pilocarpina, tornando-a um alcal6ide promissor quanto as suas propri-
edades farmacologicas. Silva e colaboradores (2013) investigaram a atividade de EPl em mode-
los farmacoldgicos classicos de inflamacdo (edema de pata e migracdo de neutrofilos) e dor
(contor¢do induzida por &cido, teste de placa quente e inducgdo de dor usando formalina), tendo
obtido potenciais efeitos anti-inflamatério e antinoceptivo. Guimarées e colaboradores (2013)
estudaram, in vitro, o efeito de lipossomas carregados com EPI. Essa investigacdo mostrou que
a nova formulacdo apresenta efetividade contra esquistossomos adultos, além de ser mais esta-
vel que a forma livre.

Partindo do principio de que as propriedades farmacolégicas de farmacos convencionais
podem ser melhoradas com sistemas nanoestruturados (tais como nanoparticulas poliméricas,
micelas e lipossomas), aumentando a solubilidade dos compostos, é relevante o desenvolvimen-
to biotecnologico de uma formulagdo nanoestruturada que melhore a biodisponibilidade plasma-
tica do alcal6ide EPI apds administracdo via oral, para sua aplicacdo direcionada ao tratamento

da colite ulcerativa.
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2 OBJETIVO

Estudar de forma comparativa o efeito da epiisopiloturina nanoencapsulada e livre sobre a

colite induzida por TNBS em ratos, avaliando os parametros de MDA, MPO e GSH.
3 METODOS

Para o experimento foi necessario um nimero de 6 animais por grupo (n=6), e um total de 4
grupos, totalizando 24 animais, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Piaui.
Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura (22 + 2°C) e ciclo claro/escuro (12h/12h)
controlados. Todos os tratamentos e procedimentos foram realizados de acordo com 0s principios e
normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), ressaltamos que
o presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) (N° de
Protocolo: 003/2021).

A colite foi induzida pela administracdo de TNBS (20mg) diluido em etanol a 50%, sendo a
solugdo administrada num volume de 0,8 ml por animal. O grupo controle recebeu apenas salina
(0,9%, num volume de 0,8 ml). Os tratamentos foram feitos uma hora antes da inducéo da colite e
uma vez ao dia, por trés dias apos a inducdo da colite por TNBS.

Para medir a concentracdo do MPO, utilizou-se o protocolo estabelecido por Bradley et al
(1982), 0 homogenato (célon + tampdo) foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C. A par-
tir do sobrenadante, a concentracdo de MPO foi avaliada medindo a mudanga na absorbancia a 450
nm utilizando 45ml de NaPO40,08M junto com a solucdo de leitura. Os niveis de MPO séo relata-
dos como UMPO/mg de tecido.

Para medir os niveis de GSH no figado, foi utilizado o método descrito por Sedlak e Lindsay
(1968). Foi utilizado um espectrofotometro de leitura com absorbancia em 412 nm. As concentra-
¢Oes de GSH foram expressas em pg de GSH/g de tecido.

Os niveis de malondialdeido (MDA) no figado foram determinados pelo método de Mihara
e Uchiyama (1978). As amostras foram medidas em 520 e 535 nm e os resultados obtidos foram
expressos em mol de MDA/g de tecido.

Dos dados quantitativos foram calculadas as médias * erro de certo nimero de eventos (n =

6) em cada grupo. A diferenca estatistica entre os grupos foi determinada através de anélise de vari-

ancia (ANOVA) e a comparagéo entre as médias feita pelo teste de Bonferroni. A diferenca estatis-
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tica entre os grupos foi determinada através de analise de variancia (ANOVA) a comparacao entre
as médias ocorreu através do teste de Kruskal-Wallis. Uma diferenca de p<0,05 foi considerada
estatisticamente significativa.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como se pode observar na Figura 1, o grupo que recebeu TNBS + DMSO 2% apresentou
aumento significativo da enzima mieloperoxidase (< 0,05) quando comparado com o grupo salina.
O grupo EPII livre (1 mg/kg), mostrou diminuigdo quando comparado com o grupo DMSO, desta-
cando assim a menor atividade de mieloperoxidase no tecido do c6lon desses animais. O grupo que
recebeu a EPII nanoencapsulada (concentracdo 1mg/kg) apresentou uma reducdo também significa-
tiva na acdo antioxidante da EPII sob os niveis de MPO.

Dessa forma, com a administracdo de Epiisopiloturina encapsulada na dose de 1 mg/kg os
niveis de MPO diminuiram significativamente, principalmente em relacdo a epiisopiloturina livre,
demonstrando assim, a reducdo de neutrofilos no local da lesdo e consequentemente o estresse oxi-

dativo no colon de camundongos com colite ulcerativa.

Figura 1: Atividade de mieloperoxidase (MPO)
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Legenda: SAL, salina; DMSO, dimetilsulféxido; EPII LIVRE, epiisopiloturina livre; NANO EPII, epiisopiloturina
nanoencapsulada. Os resultados estatisticos sdo expressos como média * erro de 6 animais por grupo.

Como observado na Figura 2, o grupo com colite ulcerativa que recebeu apenas TNBS +
DMSO 2% apresentou uma diminuic¢do dos niveis de GSH, quando comparado com o grupo salina.
O grupo EPI livre (1 mg/kg) obteve uma reducdo do consumo do antioxidante GSH, evidenciando
assim, um aumento significativo (< 0,05) dos valores de GSH quando comparado com 0 grupo
DMSO. Adicionalmente, o grupo que recebeu Epiisopiloturina nanoencapsulada também obteve

uma reducdo estatisticamente significativa (< 0,05), quando comparado com o grupo EPI livre (1

mg/kg) e salina.
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Os célons dos animais tratados com Epiisopiloturina nanoencapsulada 1 mg/kg apresenta-
ram aumento dos niveis de GSH, ainda maiores que dos animais que receberam a EPI livre (1
mg/kg), evidenciando assim, que a Epiisopiloturina nanoencapsulada melhor previne a deplecédo dos

niveis de GSH do célon de ratos.
Figura 2: Glutationa reduzida (GSH)
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Legenda: SAL, salina; DMSO, dimetilsulféxido; EPII LIVRE, epiisopiloturina livre; NANO EPII, epiisopiloturina
nanoencapsulada. Os resultados estatisticos sdo expressos como média + erro de 6 animais por grupo.

A partir dos resultados obtidos pode-se observar na Figura 3 que, a colite ulcerativa induzida
por TNBS + DMSO 2% resultou no aumento do estresse oxidativo no célon, sendo mensurado pela
enzima marcadora de degradacao lipidica MDA, na qual apresentou aumento significativo (< 0,05)
no grupo com colite ulcerativa que recebeu somente TNBS + DMSO 2% quando comparado com o
grupo salina. O grupo tratado com EPII livre (1 mg/kg) apresentou uma diminuicdo significativa
dos niveis de degradacao lipidica quando comparado com o grupo TNBS + DMSO. Assim como

grupo tratado com EPII nanoencapsulada (1 mg/kg), demonstrando reducdo ainda maior e

significativa da concentracao de MDA do c6lon de ratos.
Figura 3: Malonaldeido (MDA)
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Legenda: SAL, salina; DMSO, dimetilsulfoxido; EPII LIVRE, epiisopiloturina livre; NANO EPII, epiisopiloturina

nanoencapsulada. Os resultados estatisticos s&o expressos como média + erro de 6 animais por grupo.
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados até aqui obtidos conclui-se que a epiisopiloturina nanoencapsulada
melhorou a atividade anti-inflamat6ria em relacdo a sua forma livre, tornando-a promissora para a

continuidade dos estudos, visando a produgdo de um novo fitoterapico para o tratamento da colite.
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