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RESUMO

INTRODUCAO: As Doencas Inflamatérias Intestinais sdo um grupo de distrbios inflamatérios
crbnicos que acometem o trato gastrointestinal. Neste grupo insere-se a Retocolite Ulcerativa,
caracterizada pela inflamacdo da mucosa do célon e reto. Suas abordagens terapéuticas objetivam
reduzir danos ocasionados pelo processo inflamatdrio e seus sintomas, entretanto, essas terapéuticas
possuem diversos efeitos adversos sendo necessario buscar medicamentos com menos efeitos
secundarios. A espécie Pilocarpus microphyllus do Jaborandi, € uma planta que possui diversos
alcaloides com propriedades farmacoldgicas, entre elas a pilocarpina, um alcaloide colinérgico. Entre
os residuos industriais gerados pela sua producéo encontra-se a epiisopiloturina (EPI), um alcaloide
imidazolico com propriedades antiparasitarias e anti-inflamatorias. O receptor muscarinico M1
possui acdo anti-inflamatdria intestinal quando estimulado, e assim levantou-se a hipoGtese que a
epiisopiloturina, estruturalmente semelhante ao agonista muscarinico pilocarpina, tenha seu
mecanismo de agdo por essa via. OBJETIVO: Avaliar a participacdo do receptor muscarinico M1
na atividade anti-inflamatoria da epiisopiloturina através de parametros inflamatérios morfoldgicos.
METODOS: Para a avaliagio da atividade anti-inflamatéria da EPI, os animais receberam a
substancia nas doses 0,01, 0,1 e 1,0 (mg/kg, i.p.), 17 horas apds a inducgdo da retocolite ulcerativa. A
avaliacdo do receptor muscarinico M1 na reposta anti-inflamatoéria da EPI foi testada pelo bloqueio
da acdo de epiisopiloturina com o antagonista seletivo pirenzepina (10 mg/kg, i.p.). Foram utilizados
parametros morfoldgicos (peso Umido, escores macroscopicos e microscopicos de lesdo) na avaliacao
da atividade anti-inflamatoéria. RESULTADOS: A EPI na dose 0,1 mg/kg foi capaz de reverter os
parametros morfoldgicos de inflamagdo, diminuindo o peso Umido e as lesdes macro e micro do
tecido. Os animais que receberam epiisopiloturina juntamente com o antagonista pirenzepina
apresentaram possivel bloqueio dos efeitos anti-inflamatérios. CONCLUSAO: Infere-se que a agio
anti-inflamatoria da epiisopiloturina se da possivelmente pelo receptor muscarinico M1, pois, apos o
bloqueio deste receptor, a epiisopiloturina teve seu efeito anti-inflamatério bloqueado.
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1 INTRODUCAO

As Doencas Inflamatorias Intestinais (DIIs) compdem um grupo de doencas cronicas que
acometem o trato gastrointestinal, caracterizadas principalmente por altas taxas de recidivas e
remissGes. Dentre este grupo, apresentam-se a Retocolite Ulcerativa (RCU), que é uma doenca
cronica caracterizado pela recorrente inflamacao da mucosa colénica e retal (MOLODECKY, 2012).

O tratamento farmacologico da RCU ocasiona importantes efeitos adversos, sendo necessario
a busca por medicamentos com um menor percentual de efeitos secundarios, como acontece em
substancias fitoterapicas (SILVA et al., 2019). A espécie Pilocarpus microphyllus do Jaborandi, €
uma planta que possui diversos alcaloides com propriedades farmacoldgicas, entre elas a pilocarpina,
um alcaloide colinérgico que possui como um de seus residuos industriais a epiisopiloturina (EPI),
um alcaloide imidazdlico com propriedades antiparasitarias e anti-inflamatérias VERAS et al., 2013).

O receptor muscarinico M1 foi avaliado como uma via antiinflamatdria intestinal em
camundongos com RCU induzida por &cido acético, e sua estimulacdo reduziu importantes
parametros inflamatoérios. Com Isso, buscou-se avaliar a acdo anti-inflamatoria da EPI através desse
receptor (MAGALHAES et al., 2021).

2 OBJETIVO
Avaliar a participacdo do receptor muscarinico M1 na atividade anti-inflamatéria da

epiisopiloturina através de parametros inflamatérios morfolégicos.

3 METODOS

Para os ensaios foram utilizados 6 camundongos Swiss fémeas (25-30g) divididos em 4
grupos, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Os animais foram
mantidos em ambiente com temperatura (22 £ 2°C) e ciclo claro/escuro (12/12h) controlados, tratados
conforme o Guia de Cuidado em Uso de Animais do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Além disso, no presente projeto a eutanasia foi realizada seguindo as normas do Conselho

Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), resolu¢do normativa n°® 37 de

15/02/2018. O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA) UFPI (protocolo n° 464/18).
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Apds a anestesia, os camundongos foram submetidos a inducdo da RCU experimental no
grupo controle positivo com Acido Acético (AA) (6%, 200 pL 38 intracolon) e AA +
Dimetilsulfoxido (DMSO) a 2%. Para o tratamento foi administrado a melhor dose de EPI (0,1 mg/kg
I.p.) e feito o bloqueio de sua acdo pelo antagonista seletivo do receptor M1, pirenzepina (10 mg/kg,
i.p.), seguindo estudo de Magalh&es et al. (2021). Apos 18 horas da inducéo da retocolite os animais
foram eutanasiados pelo método descrito por Guazelli et al. (2013). Foi realizada uma incisdo
mediana com abertura da cavidade peritoneal, retirada uma por¢do de 5 cm do célon e aberta
longitudinalmente, lavada com soro fisiologico e distendida sobre uma superficie plana para avaliacao
dos escores macroscopicos de lesdo de acordo com a técnica de Morris (1989) e dos escores
microscopicos seguindo a técnica de Appleyard e Wallace (1995). Para a determinacéo do peso imido

o0s segmentos do colon foram pesados em balanca analitica.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 1. EPI diminui os escores macroscépicos de lesdo do clon de camundongos através do receptor M1.
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Legenda: SAL, salina; DMSO, dimetilsulféxido; EPI, epiisopiloturina; E+P, epiisopiloturina + pirenzepina. Os
resultados estatisticos sdo expressos como média + erro de 6 animais por grupo.

Conforme mostrado na Figura 1, o grupo acometido com retocolite ulcerativa induzida por
acido acético 6% que recebeu apenas DMSO (2%, i.p.) (19,80 + 1,200), apresentou aumento das
lesGes macroscopicos no colon de camundongos, apresentando focos de inflamagéo com extensao
da leséo, hiperemia e ulceragéo, principalmente quando comparado com o0 grupo que recebeu apenas

~

olonica de salina (0,600 + 0,244). O grupo tratado apenas com EPI na dose 0,1 mg/kg
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(i.p.) apresentou diminuic&o significativa dos escores macroscopicos de lesdo, demonstrando assim
sua acdo anti-inflamatdria quando comparado com o grupo DMSO. Contudo, apos a aplicacdo EPI
+ Pirenzepina, notou-se o bloqueio da acéo anti-inflamatoria da EPI, demonstrado pelas lesbes
macroscopicas no tecido do colon, com a presenca de foco inflamatdrio, hiperemia e ulceracéo.
Neste contexto, sugere-se que a Pirenzepina bloqueia os efeitos anti-inflamatérios da

Epiisopiloturina.

Figura 2. Epiisopiloturina diminui o peso tmido do cdlon de camundongos através do receptor muscarinico M1.
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Legenda: SAL, salina; DMSO, dimetilsulféxido; EPI, epiisopiloturina; E+P, epiisopiloturina + pirenzepina. Os
resultados estatisticos sdo expressos como média + erro de 6 animais por grupo.

Como mostrado na Figura 2, houve um aumento significativo do peso imido do tecido do
célon de animais do grupo DMSO (0.4466 + 0.01818 g/5/cm), quando relacionado ao grupo SAL
(0.2327 £ 0.009577 g/5/cm) via intrac6lon. O grupo EPI (0.3488 + 0.01133 g/5/cm) obteve uma
diminuicdo do peso umido quando comparado com o grupo DMSO. A aplicacdo concomitante de
Epiisopiloturina + Pirenzepina (0.4579 + 0.01831 g/5/cm) ocasionou no bloqueio da acdo anti-
inflamatdria da EPI caracterizado pelo peso umido do colon dos animais elevado quando comparado
ao grupo EPI e grupo SAL. Este resultado sugere que o antagonista do receptor muscarinico M1

bloqueia os efeitos anti-inflamatdrios da Epiisopiloturina aumentando o peso Umido no célon de

camundongos.
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Figura 3. EPI diminui os escores microscopicos do cdlon de camundongos através do receptor muscarinico M1.

Legenda: Cortes histologicos dos colons de camundongos corados com hematoxilina e eosina (HE). Grupo SAL (A, B);
grupo AA + DMSO (C, D); grupo AA + EPI (E e F); grupo AA + EPI + Pirenzepina (G. H).

Tabela 1. EPI diminui os escores microscopicos de lesdo no c6lon de animais atraveés do receptor muscarinico M1.

Grupos Escores Microscopicos
Experimentais
Perdada Infiltragdo Espessamento Formagéo 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+EPIO 1(0-1)" 1(1-2)" 1(0-1)° 0(0-1) 1(0-1) 4"
AA+EPIO1+ 3(2-3)* 3(2-3)* 2(1-2)* 1(0-1)% 1(0-1)* 10#
PIR

Legenda: Escore para avaliagdo histopatologica expresso em mediana (valores: minimo —méximo). #P <0.05 em relacao
ao grupo salina; *P < 0.05 em relacéo grupo AA + DMSO.

Os achados histologicos demonstraram que 0s animais do grupo controle positivo, que
recebeu apenas DMSO apresentou o valor total maximo, com aumento na perda da arquitetura,
aumento do infiltrado celular, espessamento da camada muscular, aumento na formacao de abscesso
em cripta e auséncia de células caliciformes. O aumento dessa pontuacédo foi significante quando
comparado ao grupo salina que apresentou pontuagdo minima nos escores totais para todos esses
pardmetros. Os animais que foram tratados com EPI demonstraram baixa pontuagcdo com

preservacdo dos aspectos microscopicos, ao contrario dos animais que receberam tratamento

concomitante de EPI + pirenzepina que apresentou caracteristicas inflamatdrias semelhantes aos
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observados no grupo DMSO, com perda da arquitetura da mucosa, elevado infiltrado celular, e
espessamento da camada muscular, formacdo de abscesso em criptas e deplecdo de células

caliciformes podendo-se observar o bloqueio total da acéo anti-inflamatdria da EPI.

5 CONCLUSAO
De acordo com os resultados obtidos nos ensaios sugere-se que o receptor muscarinico M1
participa da resposta anti-inflamatoéria da EPI durante o curso da RCU em camundongos, uma vez
que, a EPI foi eficaz na reducdo de parametros morfologicos de inflamacdo como peso umido do
célon, escores macroscopicos e microscopicos de lesdo. No entanto,quando administrada
conjuntamente com o antagonista do receptor muscarinico M1, Pirenzepina, houve um possivel

bloqueio dos efeitos anti-inflamatdrios e antioxidantes da EPI.
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