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RESUMO

As doengas inflamatérias intestinais (DIl) representam um grupo de afecgdes
intestinais inflamatdrias cronicas idiopaticas. A etiologia dessas doengas néo é
completamente conhecida, mas ha uma relagdo com fatores genéticos,
ambientais e alteragdes na microbiota intestinal. Entretanto, as duas principais
categorias de DIl sdo a doenga de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa (UC), que
apresentam caracteristicas clinico-patologicas sobrepostas e outras bem
diferentes. A DC pode acometer todo o trato gastrointestinal e apresenta
infiltracdo transmural e niveis elevados do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).
Ela afeta as camadas que circundam os 6rgaos ocos do tubo digestorio intestinal,
afetando a regiao terminal do ileo, ceco, célon e regido perianal, muitas vezes
resultando em granulomas e o desenvolvimento de fistulas. As DIl ndo tém cura,
e os tratamentos visam apenas ao controle dos sintomas. As alteragbes na
permeabilidade da mucosa intestinal sdo complicagbes bioldgicas e fisioldgicas
causadas pela DC. As células epiteliais que formam a barreira entre o corpo e o
microambiente intraluminal s&o altamente seletivas. No entanto, durante a
inflamac&o, macromoléculas como antigenos bacterianos ou fecais podem fluir
em quantidade acima do normal. O Ministério da Saude, por meio da Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC), incentiva a oferta
de Acupuntura, Homeopatia, Fitoterapia, Hidroterapia e Medicina Antroposdfica
no Sistema Unico de Saude (SUS). Buscar o desenvolvimento de novas
estratégias e agentes terapéuticos € essencial para o tratamento de ambas as
patologias. A Naringina é um composto fitoterapico quimico que pertence as
flavonas, conhecida como 4, 5, 7-trihidroxi-flavanona-7-ramnoglucésido. Foi
descoberta por De Vry em 1857, em flores de Citrus paradisi (Toranja). A
Naringina apresenta propriedades farmacologicas, como atividades anti-
osteopordticas, anticancer, anti-apoptéticas e anti-inflamatoérias, além de atuar na
sindrome metabdlica e em disturbios do sistema nervoso central, incluindo
disturbios neurolégicos. E uma substancia com grande potencial farmacoldgico.
Neste estudo, induzimos a DC em animais. Os animais foram previamente
anestesiados por via intraperitoneal (i.p) com quetamina (60mg/kg) e xilazina
(bmg/kg) e desafiados com acido acético (10mg/animal) durante trés dias
consecutivos. Grupos adicionais receberam acido acético (AA 8%)(10mg/animal)
mais Naringina nas concentragdes de 200 mg/kg, 100 mg/kg e 50 mg/kg. Apds o
protocolo de indugdo de DC por acido acético (AA 8%), os animais foram
eutanasiados 12 horas apds a ultima aplicagdo. Os segmentos de coélon dos
camundongos foram coletados para a andlise dos seguintes parametros:
macroscopia, microscopia, GSH, MDA, TNF-a e IL-1B. O extrato de Naringina
reduziu significativamente a lesdo macroscépica e microscopica induzida pelo
acido acético (AA 8%). Verificamos neste estudo que a Naringina na
concentragéo de 100 mg/kg preveniu a deplegcao nos niveis de GSH, reduziu os
niveis de MDA. Além disso, a Naringina reduziu os niveis de citocinas pro-
inflamatodrias TNF-a e IL-1B, revertendo o efeito do acido acético. Portanto, a
Naringina demonstrou um efeito anti-inflamatério e antioxidante no modelo de
Doencga de Crohn.

Palavras-chave: Doenca de Crohn; Atividade antioxidante; Flavondides;
Atividade anti-inflamatoria.



ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBD) represent a group of chronic idiopathic
inflammatory intestinal disorders. The etiology of these diseases is not fully
understood, but there is a relationship with genetic, environmental factors, and
alterations in the intestinal microbiota. However, the two main categories of IBD
are Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis (UC), which have overlapping
clinical and pathological features and some distinct characteristics. CD can affect
the entire gastrointestinal tract and exhibits transmural infiltration and elevated
levels of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a). It affects the layers surrounding the
hollow organs of the intestinal digestive tube, affecting the terminal ileum, cecum,
colon, and perianal region, often resulting in granulomas and the development of
fistulas. IBDs are incurable, and treatments aim only to control symptoms.
Alterations in intestinal mucosal permeability are biological and physiological
complications caused by CD. The epithelial cells that form the barrier between the
body and the intraluminal microenvironment are highly selective. However, during
inflammation, macromolecules such as bacterial or fecal antigens may flow in
quantities above normal. The Ministry of Health, through the National Policy of
Integrative and Complementary Practices (NPICP), encourages the provision of
Acupuncture, Homeopathy, Phytotherapy, Hydrotherapy, and Anthroposophic
Medicine in the Unified Health System (SUS). Seeking the development of new
strategies and therapeutic agents is essential for the treatment of both
pathologies. Naringin is a chemical phytotherapeutic compound that belongs to
flavones, known as 4, 5, 7-trihydroxy-flavanone-7-rhamnoglucoside. It was
discovered by De Vry in 1857 in Citrus paradisi (Grapefruit) flowers. Naringin
presents pharmacological properties such as anti-osteoporotic, anticancer, anti-
apoptotic, and anti-inflammatory activities, as well as acting on metabolic
syndrome and central nervous system disorders, including neurological disorders.
It is a substance with great pharmacological potential. In this study, we induced
CD in animals. The animals were previously anesthetized intraperitoneally (i.p)
with ketamine (60mg/kg) and xylazine (5mg/kg) and challenged with acetic acid
(10mg/animal) for three consecutive days. Additional groups received acetic acid
(10mg/animal) plus naringin at concentrations of 200 mg/kg, 100 mg/kg, and 50
mg/kg. After the induction protocol of CD by acetic acid, the animals were
euthanized 6 hours after the last application. Colon segments of mice were
collected for the analysis of the following parameters: macroscopy, microscopy,
GSH, MDA, TNF-a, and IL-6. Naringin extract significantly reduced acetic acid-
induced macroscopic and microscopic lesions. Naringin at a concentration of 100
mg/kg prevented GSH depletion, reduced MDA levels, and decreased neutrophil
infiltration. Furthermore, naringin reduced levels of pro-inflammatory cytokines
TNF-a and IL-1B, reversing the effect of acetic acid. Therefore, naringin
demonstrated an anti-inflammatory and antioxidant effect in the Crohn's disease
model.

Keywords: Crohn's Disease; Antioxidant Activity; Flavonoids; Anti-Inflammatory
Activity.
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INTRODUGAO

As doengas inflamatdrias intestinais (DIl) sdo consideradas inflamagodes
cronicas e recorrentes de origem idiopatica que afetam o trato gastrointestinal.
Sua causa pode ser resultado de uma complexa interagdo entre fatores
ambientais, suscetibilidade genética, disfuncdo do microbioma intestinal e uma
resposta imunitaria inadequada. Duas doengas estéo incluidas no grupo das DII:
a doencga de Crohn (DC) e a colite ulcerativa (CU) (YUAN et al., 2022). Estudos
epidemioldgicos sugerem que a incidéncia da DC esta aumentando no Brasil,
passando de 0,24 por 100.000 pessoas em 1986-1990 para 24,1 por 100.000
pessoas em 2014 corroborando com uma tendéncia de crescimento no numero
de casos (FORTES et al., 2020).

A doenga de Crohn, assim como a colite ulcerativa, pode se manifestar em
qualquer parte do trato digestério, mas afeta principalmente o ileo terminal e o
célon, atingindo as camadas do tecido gastrointestinal e levando a quebra da
barreira epitelial. Como resultado dessas alteracdes, as DIl estdo associadas a
um risco de estenoses, fistulas, abscessos, lesdes intestinais e aumentam o risco
de cancer colorretal (D’HAENS et al., 2021). A CU, por outro lado, afeta
principalmente o cdlon e o reto, manifestando sintomas como diarreia frequente e
constante, presenca de muco, sangue e pus nas fezes, sangramento anal, célicas
abdominais, perda de apetite, perda de peso e anemia (D’HAENS et al., 2021).

Um dos fatores que parece estar fortemente associado as DIl é o estresse
oxidativo, caracterizado pelo aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio
(ERO), (SREEVALSAN; SAFE, 2013). Acredita-se que o estresse oxidativo
induzido pelas ERO intensifica a resposta inflamatoria, possivelmente através de
um mecanismo de retroalimentagdao positiva, resultando em um aumento na
producao de ERO e subsequente lesao tecidual (REZAIE; PARKER; ABDOLLAHI,
2007; TOMASELLOA et al., 2016). Além disso, as citocinas pro-inflamatorias
também estdo em niveis elevados nessa patologia, sendo o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) um dos principais alvos da terapia medicamentosa (LOUIS et
al., 2023).

A terapéutica convencional visa induzir e manter a remissao, minimizar as
complicagbes e manifestacbes da doenca e otimizar a qualidade de vida dos

pacientes. Entre as terapias disponiveis, os agentes anti-TNFa, como o infliximab
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e o0 adalimumab, sdo comumente usados para suprimir a inflamacgéo e promover a
cicatrizagdo da mucosa. No entanto, devido ao entendimento incompleto da
patogénese das DIl, a cura da patologia ainda ndo é viavel, tornando o
acompanhamento dos pacientes ao longo da vida indispensavel e resultando em
desconforto fisico consideravel e 6nus financeiro significativo (ZHAO et al., 2021).
O uso prolongado desses medicamentos também pode causar complicagbes
graves e efeitos colaterais indesejados, incluindo disturbios gastrointestinais,
imunossupressao sistémica, toxicidade renal, diabetes, ganho de peso,
hipertensdo e aumento do risco de infec¢des, além de desencadear outros
eventos adversos, aumentando o risco de infeccbes oportunistas ou graves e
disturbios linfoproliferativos (LOUIS et al., 2023;MENYIY et al., 2022).

Diante desses fatores, o uso de plantas medicinais constitui uma
abordagem promissora, pois possuem uma diversidade de compostos bioativos
com propriedades anti-inflamatodrias, analgésicas, imunorreguladoras e
antioxidante. (CONNO B. et al., 2022). Estudos e pesquisas demonstraram que
produtos naturais podem inibir a producdo de citocinas proé-inflamatérias, inibir
enzimas e modular a resposta imune, contribuindo assim para a homeostase e
inibicdo das doencas intestinais inflamatérias cronicas (MENYIY EL. N. et. al.,
2022).

Nesse contexto, a Naringina, um flavonoide encontrado em tomates,
toranjas e frutas citricas relacionadas, tem despertado consideravel interesse
devido a sua ampla gama de atividades biologicas, que englobam propriedades
anti-inflamatérias e antioxidantes (CAO et al., 2018; LI et al., 2018; OKUYAMA et
al.,, 2018). Além disso, a Naringina demonstra potencial efeito protetor no
desenvolvimento da aterosclerose, colite e carcinomas, bem como no tratamento
e prevencao de diversos disturbios, tais como obesidade, doencas cardiacas,
diabetes e sindrome metabdlica (CAO et al., 2018; HEIDARY et al., 2020; KUMAR
et al., 2018; SUIl et al., 2018; ZHANG et al., 2018; ZHAO et al., 2020).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anatomia do trato digestoério

Figura 1- Camadas da Parede do Célon Intestinal Normal.

Tecido do Intestino Normal
/ ( Corte Tranversal do Trato
Digestivo)

As Camadas da Parede do Colon

Epitélio

Tecido Conjuntivo

Camada Muscular Fina

- }Submucosa ’

Mucosa

‘Camada Muscular Espessa

Subserosa
Serosa

Fonte: (American Cancer Society,2020).

O colon e o reto fazem parte do sistema digestivo, também conhecido
como sistema gastrointestinal (Gl). A maior parte do intestino grosso consiste no
célon, um tubo muscular que mede aproximadamente 1,5 m de comprimento no
ser humano. As partes do colon sao identificadas de acordo com a trajetdria do
alimento (ACS, 2020).

O cdlon ascendente corresponde a primeira secado e comega com uma
bolsa chamada ceco, por onde o alimento nao digerido proveniente do intestino
delgado ingressa. Em seguida, ele segue para cima no lado direito do abdémen.
O colon transverso é a segunda segdo e atravessa o corpo da direita para a
esquerda. A terceira seg¢ao, o célon descendente, desce pelo lado esquerdo do
abdémen. O colon sigmoide é a quarta seg¢do, possui uma forma em "S" e
representa a parte final do célon. O cdélon sigmoide se conecta ao reto, que por
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sua vez se liga ao anus. Quando essas estruturas mantém sua integridade
preservada em termos de tecido e funcdo, elas desempenham suas atividades
normalmente (ACS, 2020).

2.1.1 Doengas Inflamatoérias Intestinais (DII)

As doencas inflamatérias intestinais, conhecidas em inglés como
Inflammatory Bowel Disease, sédo inflamagdes crénicas do trato gastrointestinal
(TGI). Seus sintomas, incluindo dor epigastrica, diarreia, tenesmo, presencga de
sangue e/ou muco nas fezes e quadros de vomito, manifestam-se de forma
recorrente e podem variar de acordo com a gravidade e local da inflamagao
(BRITO, 2020; BARROS et al., 2020; STROBER; FUSS; MANNON, 2007).

Diversos disturbios ocasionados pela DIl sdo percebidos pelos pacientes e
incluem alteragbes no Sistema Nervoso Entérico (SNE), aumento na percepgao
sensorial e na motilidade intestinal, comprometendo seriamente a fungao dos
orgaos que compdem o sistema digestdrio. Como exemplo, temos recorrentes
incontinéncias e urgéncia fecal (GEBOES; COLLINS, 2002).

Problemas no transporte intracelular, apoptose celular e defeitos nos
complexos juncionais apicais também afetam a permeabilidade intestinal. O
epitélio intestinal possui uma grande quantidade de complexos juncionais
celulares, € extremamente justaposto e contém uma variedade de mecanismos.
Suas jungdes celulares sdo responsaveis por manter o epitélio de revestimento
interno do trato gastrointestinal (TGI) ocluido, controlando a passagem de solutos
e solventes que ali transitam (MANKERT; SCHULZKE, 2007).

A patogénese destas doengas ainda ndo estda completamente elucidada;
no entanto, diversos estudos epidemiolégicos e genéticos demonstram a
importancia da microbiota, fatores genéticos e ambientais na influéncia do
surgimento e gravidade das DIl (FERREIRA et al., 2021; ANANTHAKRISHNAN et
al., 2017; ABRAHAM; CHO, 2009).

2.1.2 Prevaléncia das DIl

As DIl afetam cerca de 1,5 milhdes de individuos no continente americano,

2,2 milhdes no continente europeu e 1,2 milhdes no Brasil, de acordo com o Data



18

SUS (2020). As taxas de incidéncia e prevaléncia evoluiram a uma média de
14,87% ao ano, atingindo cerca de 100 casos para cada 100 mil habitantes. Em
paises desenvolvidos, as DIl podem chegar a 1% de prevaléncia. Portanto,
milhares de pessoas ao redor do mundo sao acometidas por esse problema de
saude publica (AGENCIA BRASIL, 2022; ANANTHAKRISHNAN, 2015). Logo, é
de extrema importancia determinar o grau de severidade ou atividade de ambas
as doengas, uma vez que a gravidade, duragao e a localizagdo da doenga sao
importantes na resposta ao tratamento oferecido (CARUSO, 2014).

A colonoscopia consiste em uma técnica capaz de visualizar de forma
objetiva o colon, permitindo o diagndstico de afeccdes que acometem o intestino
grosso até a parte final do intestino delgado (ileo terminal). Este recurso comegou
a ser utilizado a partir de 1970 e destaca-se como um dos métodos mais
eficientes de investigacdo das doengas colorretais, incluindo as Doengas
Inflamatdrias Intestinais, sendo os dois principais tipos a DC e a CU. A
colonoscopia possui vantagens sobre outros métodos de investigagdo, pois
possibilita a observacdo da mucosa colbnica e, muitas vezes, do ileo terminal, em
tempo real e de forma direta, além de permitir procedimentos durante o exame,
como a biépsia (ROCHA et al., 2019).

O estudo histologico nas bidpsias comprova o diagnostico diferencial entre
DC e CU, além de possibilitar o diagnéstico de displasia e cancer nos casos de
colite de longa evolugdo. A coleta de material para analise histolégica de todos os
segmentos € mandatoéria, incluindo os macroscopicamente normais, pois a
endoscopia digestiva na DIl desempenha um papel importante em relagdo ao
diagndstico, progndstico, vigilancia do céancer, terapia e as perspectivas
(LEIGHTON et al., 2006).

Com o intuito de auxiliar no diagndstico da DC, Daperno et al. (2004)
criaram e validaram um escore endoscopico simplificado para a avaliacao da DC.
Para a construcao deste escore, foram levadas em consideragédo quatro variaveis:
ulceras, proporgao da superficie coberta pelas ulceras, propor¢cao de superficie
coberta por outras lesdes e estenoses. Cada variavel foi classificada em uma
pontuagcdo que varia de 0 a 3 nos diferentes segmentos, de acordo com os
seguintes critérios: as Uulceras foram classificadas conforme o seu tamanho
(diametro de 0,1-0,5 cm, 0,5-2 cm ou >2 cm); a proporgao da superficie ulcerada

foi expressa em porcentagem (30%), assim como a propor¢cdo da extensdo da
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superficie afetada (75%), e as estenoses foram avaliadas pelo numero e pela

possibilidade de serem ultrapassadas ou n&o pelo colonoscépio.

Tabela 01- Definicoes do Escore Endoscépico Simplificado para Doenga de Crohn.

Variavel Escore0 Escorel Escore 2 Escore 3
Tamanho das Ulceras Ulceras Ulceras
Glceras aftoides grandes maiores
01-05cm 0,5-2cm >2cm
oorads 0% 1030 >30%
ngiet:c'f;e <50% 50-75% >75%
Unica, Multiplas, Nao

Presenca de

ode ser odem ser odem ser
estenoses P P P

ultrapassada ultrapassadas ultrapassadas

Fonte: (FLORES, C. 2008)

2.1.3 Medicamentos para DIl

A conduta medicamentosa para esses pacientes é complexa e envolve o
uso de varias classes de farmacos. Os medicamentos mais utilizados incluem os
derivados do acido 5-aminossalicilico, os corticosteroides, os agentes
imunomoduladores e, mais recentemente, os agentes biolégicos (CARDOZO;
SOBRADO, 2015).

Atualmente, o SUS oferece sete medicamentos para o tratamento da
doencga de Crohn, que sao: ciclosporina, azatioprina, metotrexato, sulfassalazina,
mesalazina, infliximabe e adalimumabe. Compete aos gestores estaduais e
municipais estruturar a rede assistencial, definir os servigos de referéncia e
estabelecer os fluxos para o atendimento dos individuos com a doenca em todas
as etapas do tratamento (BRASIL, 2017).

O Protocolo Clinico de Diretrizes Terapéuticas (PCDT) utilizado pelo SUS
tem o objetivo de estabelecer os critérios de diagndstico e tratamento de cada
doenca, bem como as doses e medicamentos adequados para cada caso.
Também s&o avaliados os mecanismos para o monitoramento clinico em relagao
a efetividade do tratamento e a supervisdo de possiveis efeitos adversos,
orientando médicos, enfermeiros e demais profissionais de saude sobre como
realizar o diagnostico, o tratamento e a reabilitagdo dos pacientes. Isso é

realizado utilizando as Redes de Atencdo a Saude, que contam com sistemas
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logisticos e de apoio necessarios para garantir a oferta de agdes de promogao,
deteccdo precoce, diagnodstico, tratamento e cuidados paliativos e integrais por
meio da rede publica de saude (BRASIL, 2017).

2.1.4 Frequéncia das DIl

A idade média para o aparecimento da doenga de Crohn esta entre os 20-
30 anos, enquanto para a colite ulcerativa é entre os 30-40 anos, porém estas
doengas também podem aparecer em criangas (GASPARINI, 2018). Os casos de
DIl pediatrica abrangem 25% da populagdo mundial (LIMA; SPERIDIAO, 2021;
COSNES et al., 2011). Apesar da variagdo aparentemente irrelevante no Brasil
(14,87%/ano), é importante considerar a subnotificacdo aos individuos nao
diagnosticados, haja visto a queda da qualidade de vida desses pacientes em um
periodo da vida produtiva e o elevado custo aos sistemas de saude para tratar
recidivas e agravos relacionados a essas doencas. E relevante pensar estratégias
de informacéo, prevencgao e tratamento que sejam sustentaveis (PASQUALOTTO
et A., 2023).

Num processo inflamatério normalmente os antigenos presentes no lumen
desencadeiam uma resposta inflamatoéria controlada que rapidamente desaparece
apés a erradicagdo do patogeno. Nas DIl, em contrapartida, ocorre um
desbalango no processo inflamatério, resultando em um estado crénico de
inflamagéao (BRITO, 2020; PODOLSKY, 2002).

A combinacdo de fatores genéticos e ambientais iniciam alteracbes na
funcdo da barreira epitelial, permitindo que micro-organismos e antigenos migrem
do lumen para a parede do intestino. Caso o organismo nédo tenha sido capaz de
resolver esta inflamacdo aguda, se desenvolvera uma inflamagédo cronica,
envolvendo uma ativagcdo mais ampla do sistema imunolégico (BRITO et Al,
2019).

Alguns grupos celulares, como células apresentadoras de antigenos
(APC), macrofagos e células T atuam produzindo citocinas que mantém este
processo inflamatorio crénico do TGl (GONCALVES et Al., 2022; NEURATH,
2014). Ambas as doengas possuem um amplo espectro de sintomas que as
caracterizam como condicdes debilitantes, tendo uma influéncia direta na

qualidade de vida dos individuos que as possuem. Sintomas como dores
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abdominais, vOmitos, diarreias graves, sangramentos anais, anemia e perda de
peso séo recorrentes nos pacientes de DIl (BARROS et al.,2020; RANDHAWA et
al., 2014).

Atualmente ndo ha uma cura para estas doencas, e sim tratamentos que
amenizam os sintomas. Estes podem atuar na redugao da inflamacgao, a exemplo
do uso de anti-inflamatdérios e imunossupressores, além disso, estdo incluidas
mudancas na dieta, transplante de microbiota fecal, remocéo de fatores de risco e
em alguns casos mais graves € necessaria a remogao cirurgica de porgdes
degradadas do intestino (BORGES et al, 2021; CASTRO; FERREIRA, 2021;
LANGE; BARRETT, 2015).

Apesar de estarem incluidas no mesmo grupo clinico, a doenca de Crohn e
colite ulcerativa possuem diversas diferencas, que vao desde seu local de acao
no intestino, histopatologia, endoscopia, sintomatologia, até o perfil de citocinas
pré e anti-inflamatdrias envolvidas na imunopatogénese da doenga (TONTINI et
al., 2015).

Levando em consideragado o conjunto destas diferengas, sugere-se que a
DC e a CU possuem vias patogénicas diferentes (WIJMENGA, 2005). A colite
ulcerativa é tipicamente associada a regido do colon, mas quase sempre acomete
o reto (SANDS; KAPLAN, 2007). Sua analise histopatolégica restringe a
inflamacao as camadas mucosa e submucosa do intestino grosso, com erosdes e
ulceras superficial. Esta relacionada a hematoquezia ou hemorragia retal e
presenca de muco e pus (DANESE; FIOCCHI, 2011; LANGE; BARRETT, 2015).

Os sintomas mais comuns nas DIl incluem dor abdominal e diarreia com
sangue. Em aproximadamente 10% dos casos nao é possivel diferenciar a CU e
DC no momento do diagnéstico (ABRAHAM; CHO, 2009). A doenga de Crohn,
por outro lado, pode afetar o TGl inteiro, contudo, as areas mais comumente
afetadas séo a regido terminal do ileo, ceco, colon e regido perianal (HA; KHALIL,
2015b).

A histopatologia da DC mostra uma inflamacao transmural da parede
intestinal que afeta o tecido de forma salteada, ou seja, com a presenca de
segmentos normais e regides afetadas. Além disso, é caracterizada pelo
espessamento da parede do coélon, assim como a presenga de granulomas,
ulceracdes, fibrose e fissuras (ABRAHAM; CHO, 2009). A DC também esta
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relacionada a complicagées, como estenose, formacdo de abcessos, fistulas,
estomatite, obstrugdes e cancer de colon (ZHANG; LI, 2014).

Na doenca de Crohn, ha um aumento na populagcdo de Escherichia coli
(E.coli) nas regides do ileo e colon (MARTINEZ-MEDINA et al., 2006). Foi
encontrada também uma linhagem invasiva e aderente de Escherichia coli (AIEC).
Esta, por sua vez, € uma bactéria capaz de aderir e invadir as células epiteliais
intestinais (IEC). Sua sobrevivéncia e replicagdo irdo ocorrer dentro do
fagolisossoma, organela que se forma da fusdo de um fagossomo e lisossomo, de
macrofagos. Sao bactérias patdogenas que atuam estimulando as vias
imunolégicas do hospedeiro (PALMELA et al., 2017).

As interleucinas tem um papel muito importante nas DII, pois descobriu-se
que o agravamento do quadro de DC esta ligado a producéo de interleucina 12
(IL-12) e interferon gama (IFN-gama), enquanto a CU é agravada pela produgéo
de IL-13(BOUMA; STROBER, 2003). Esses dados elucidam a importéncia do
processo inflamatério no desenvolvimento e agravamento das DIl, devido a
gravidade da DC, a importadncia de novas descobertas, no presente estudo

corroboramos com novos achados para DC em modelo animal.

2.2 Microbiota do trato gastrointestinal (TGl)

A microbiota do trato gastrointestinal (TGI) humano representa uma das
maiores interfaces de comunicagao entre o organismo e o ambiente externo (250—
400 m?) (BENGMURK, 1998). Nela estdo presentes uma variedade de micro-
organismos, como virus, fungos e bactérias; estas ultimas coexistem de maneira
simbidtica envoltas pela estrutura anatdmica e funcional.

A TGI pode ser influenciada por diversas condi¢cbes, como alimentacéao,
ambiente, condicbes de saude, exposicdo a medicamentos e outras substancias
ao longo da vida. E relevante salientar que as fases iniciais da vida s&o um ponto
chave para o desenvolvimento de fungdes imunolégicas primarias que dependem
da colonizagdo dessa microbiota (ALVAREZ et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2021;
MORAIS et al., 2020; ECKBURG et al., 2005).

A microbiota intestinal humana é formada por aproximadamente 1150
espécies bacterianas principais, e cada individuo pode apresentar cerca de 160
destas espécies (UBEROS, 2020; QIN et al.,, 2010). Inicialmente, o numero
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estimado de micro-organismos no TGl de um adulto era de 10"™. Este valor
excederia em 10 vezes o numero de células que compdem o corpo humano
(COSTA, ROCHA, 2021).

Atualmente, os estudos mencionam a presenca de trilhdes de
microrganismos (GABRIELA et al., 2023; MARIANA et al., 2021), coexistindo de
forma equilibrada e diversificada em cada individuo. Embora ndo haja uma
padronizagao precisa do que seria o ideal em propor¢cdes de cepas bacterianas,
sabe-se que a presenca de espécies dos filos Bacteroidetes, Clostridium,
Bifidobacterium e Firmicutes é o esperado dentro domicrobioma normal
(GANDRA et al., 2021; JANDHYALA et al., 2015; GILL et al., 2006).

Diversos pacientes acometidos com a DC mostraram que uma dieta que
elimina e/ou restringe a ingestdo de alimentos lacteos, proteina animal, gordura
animal, emulsificantes e outros aditivos alimentares artificiais pode contribuir para
a remissao da DC (SANDEFUR K et al., 2019). Logo, a intervencéo dietética traz
bons resultados em pacientes com DC ativa, tanto do grupo de pacientes recém-
diagnosticados como em pacientes com DC estabelecida que ndo responderam
bem a terapia padrdo. Estes apresentaram taxas de remissdo que variam de
78,7% a 90,4%, respectivamente. O auxilio do tratamento com intervengao
dietética usando alimentos naturais também é bem tolerado por pacientes com
DC, com excelente adesdo (SANDEFUR K et al., 2019).

Estabelecer uma dieta com alimentos integrais fontes de fitoterapicos,
vegetais integrais e de proteina vegetal mostra também um resultado benéfico na
manutencdo da remissdo da DC. O acompanhamento de 22 pacientes, em
ambiente controlado, demonstrou uma taxa de remissao de 92% em pacientes
com DC que aderiram a uma dieta semi-vegetariana e integral por dois anos, em
comparagao com apenas 25% em pacientes que continuaram com uma dieta
onivora padrdo (SANDEFUR et al., 2019). Uma abordagem dietética de alimentos
integrais focada em fontes de nutricdo a base de plantas pode ser capaz de
fornecer o mesmo beneficio terapéutico que tratamentos medicamentosos
(SANDEFUR K. et al., 2019).

Em condi¢bes fisiologicas, a microbiota intestinal saudavel se encontra
numa relagdo simbidtica com o hospedeiro. Esta relacdo € caracterizada pelo
beneficio mutuo dos envolvidos (ALVAREZ et al., 2022; BACKHED et al., 2005).

Algumas das fungbes da microbiota que promovem o bem-estar do hospedeiro
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sdo: a) Regulagao do sistema imune (CAMPOS, 2018; GENSOLLEN et al., 2016);
b) Modulagédo da barreira intestinal (ANDRADE, 2023; NATIVIDAD; VERDU,
2012); c) Protecdo contra patéogenos (BAUMLER; SPERANDIO, 2016); d)
Digestdo dos alimentos e metabolismo energético do hospedeiro (ALEJANDRO,
2022; BESTEN et al., 2013).

A disfuncdo na interagdo entre a microbiota intestinal e o sistema
imunoldgico do hospedeiro caracteriza um processo conhecido como disbiose.
Ele pode ser causado por antigenos, micro-organismos patogénicos, agentes
quimicos ou radiacbes (ALMEIDA, 2021). Assim, a composicao, atividade
metabdlica e localizagdo da microbiota do hospedeiro encontram-se alteradas
(ALMEIDA, 2021). Neste contexto, bactérias patogénicas aumentam em
detrimento daquelas consideradas benéficas ao hospedeiro, a espessura da
mucosa é reduzida, podendo haver enfraquecimento das zonas de oclusdo do
intestino e aumento de permeabilidade intestinal (VINHA ET AL., 2023). Com isso,
alguns micro-organismos patogénicos podem colonizar o intestino, provocando
diversas categorias de disturbios (CHANG,; LIN, 2016).

As disfuncbes intestinais estdo diretamente relacionadas as doencas
gastrointestinais; entre elas estdo as doengas inflamatérias intestinais (LUPO et
al., 2023; ROUND; MAZMANIAN, 2009). Diversos estudos ja foram realizados
para analisar a composi¢cdo da microbiota intestinal, em segmentos inflamados e
nao inflamados do intestino, de pacientes com a doenca de Crohn e colite
ulcerativa (ROSSENE; COY, 2019). Os pacientes afetados por estas doencgas
apresentavam uma microbiota significativamente diminuida, instavel e menos
diversa em relagéo aos adultos saudaveis (JOOSSENS ET AL., 2011; ANDOH et
al., 2011).

2.3 Fatores Genéticos na DIl

A base genética das DIl é complexa, sendo identificados diversos genes e
loci génicos por meio de estudos de associagdo do genoma a doenga (GWAS, do
inglés Genome-wide Association Studies). Foram identificados 71 loci que
conferem risco a DC e 47 loci na UC; destes, 28 loci estdo relacionados com a
predisposi¢cao genética do individuo em ambas as doengas (ANDERSON et al.,

2011; FRANKE et al., 2010). A identificagdo de genes envolvidos nessas doengas
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ajuda a esclarecer seus mecanismos intracelulares, bem como as vias envolvidas
na homeostase intestinal (KHOR; GARDET; XAVIER, 2011).

No contexto das DIl dentro do genoma, o l6cus que contém o gene que
codifica a proteina NOD2 (do inglés, Nucleotide-binding Oligomerization Domain
Containing 2) foi considerado a primeira regidao de susceptibilidade as DIl, sendo
inicialmente associada a doenga de Crohn (SHAW et al., 2011). A NOD2 é uma
proteina intracelular relacionada a resposta imune inata contra diversos
patdgenos. Para atuar de forma efetiva nesta resposta imune, a NOD2 deve
reconhecer o patégeno ou bactéria, o qual é identificado por meio da resposta aos
fragmentos da parede celular bacteriana (CHEN et al., 2008). A NOD2 foi
originalmente descrita como um sensor de reconhecimento do muramildipeptideo
(MDP) (SHAW et al.,, 2011). O MDP é um padrdo molecular associado a
patégenos (PAMP) encontrado no peptidoglicano (PGN) de todas as bactérias,
sejam elas gram-positivas ou gram-negativas (MCDONALD; INOHARA; NUNEZ,
2005).

Estudos in vitro demonstraram, por meio de ensaios bioquimicos e
moleculares, que as ligagcdes entre a NOD2 e o MDP ocorrem pelo contato direto
entre eles. Observou-se que baixas concentragcdes de MDP nao eram suficientes
para desencadear uma resposta imune mediada pela NF-kB, enquanto altas
concentracbes de MDP, oriundas de baixos niveis de NOD2, desencadeavam
essa resposta.

Estudos in vivo demonstraram que a interagcdo entre NOD e MDP séo
diretamente dependentes do pH, com um pH entre 5.0 e 6.5 desencadeando a
maxima for¢a de ligacao (GRIMES et al., 2012). Essa premissa é importante por
ratificar a importancia das ag¢des de informacdo, cuidado e prevencdo aos
portadores de DII, visto que o pH esta diretamente relacionado aos habitos
alimentares, processos medicamentosos e niveis elevados de estresse do
individuo (Vieira et al., 2021).

As variantes do gene NOD2 encontradas em pacientes com DC possuem
mutag¢des no dominio de reconhecimento ao ligante, o que as torna incapazes de
induzir o processo autofagico em resposta ao MDP (HOMER et al., 2010). Como
resultado dessas alteragdes, a bactéria ndo € destruida e permanece atuando nas
células da mucosa, posteriormente desencadeando uma resposta imunologica

local que leva a um processo inflamatério (KENNEDY et al., 2018).
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Alguns outros genes de susceptibilidade as DIl incluem IL23R, IL12B,
JAK2, STAT3, CARDSY, IL1R2, REL, SMAD3 e PRDM1. Um amplo estudo de
associagao do genoma a doenca (GWAS) encontrou que o gene IL23R possui
uma alta associagdo a DC (DUERR et al.,, 2006). Apesar dos avangos na
descoberta de novos genes envolvidos nas DII, € preciso lembrar que a doencga é
multifatorial e individual, e que os estudos genéticos ndo sao suficientes para

desvendar sua patogénese.

2.4 Fatores ambientais nas DII

O ambiente desempenha um papel crucial na patogénese e no
agravamento dos sintomas em pacientes com DIIl. Diversos fatores ambientais,
como dieta, localizagdo geografica, tabagismo, uso de antibioticos, contraceptivos
orais, estresse e elementos psicologicos, sdo considerados de risco para essas
doencas (CAVALCANTE ET AL., 2020; LOFTUS, 2004). Entre os fatores
ambientais, o tabagismo é o mais amplamente estudado e apresenta acéo
antagbnica. Ele demonstra efeitos protetores no desenvolvimento da colite
ulcerativa, ao mesmo tempo em que aumenta o risco da Doenga de Crohn
(SANTOS et al., 2021; COSNES, 2008; BIRRENBACH; BOCKER, 2005).

Além disso, evidéncias sugerem que a poluicado do ar também atua como
um importante fator de risco para ambas as doencas, CU e DC. Esses dados
corroboram com uma maior incidéncia dessas doencas em paises
industrializados. A presenca de material particulado no ar induz uma resposta
inflamatdria sistémica, resultando em um aumento plasmatico de citocinas pré-
inflamatdrias, incluindo a IL-1B e IL-6 (REZENDE, TEODORO, 2021; BARBOSA,
2016; EEDEN et al., 2001).

2.5 Mecanismos do estresse oxidativo na doencga inflamatéria intestinal e o

potencial terapéutico dos antioxidantes

Embora seja amplamente reconhecido que a Doenga Inflamatdria Intestinal
(DIl) resulta de uma resposta imunoldgica inadequada a influéncias ambientais e
a microbiota intestinal, especialmente em individuos geneticamente suscetiveis,

0S mecanismos subjacentes ainda carecem de definicdo precisa (GOYETTE et
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al.,, 2007; TIAN; WANG; ZHANG, 2017; BOURGONJE et al., 2020). A mucosa
intestinal na DII, caracterizada pela infiltragdo de numerosas células inflamatorias,
desencadeia uma resposta imunoldgica crénica descontrolada, marcada pelo
aumento da produgao de citocinas pré-inflamatérias e pela atividade exacerbada
dos linfocitos efetores, resultando na perda de homeostase tecidual (NAITO;
TAKAGI; YOSHIKAWA, 2007; BOURGONUJE et al., 2020).

A inflamagao crénica esta diretamente relacionada a geracgéo e liberagao
de espécies reativas de oxigénio pelas células do sistema imunoldgico, que atuam
como moléculas sinalizadoras cruciais, mas também podem causar danos as
células e moléculas, perpetuando a inflamacao e contribuindo para a destruicéo
tecidual (CAMPBELL; COLGAN, 2019; BIASI et al., 2013), frequentemente
associada a desnutrigdo grave devido a absorgao intestinal prejudicada (ZHU; LI,
2012).

As superoxidos dismutases (SOD), enzimas dependentes de ions
metalicos, desempenham um papel fundamental na conversdo do radical
superoxido (O," ) em peroxido de hidrogénio (H02)(FRIDOVICH,1997). Em
mamiferos, trés isoformas de SOD estdo presentes: SOD1 (Cu / ZnSOD,
citosodlica), SOD2 (MnSOD, mitocondrial) e SOD3 (Cu / ZnSOD, extracelular). A
SOD1, predominante, atua na desmutagao do 0,* em H,0, no citoplasma e, junto
com a catalase, elimina o H,O, produzido na mitocéndria (MARKLUND, 1982; LI
et al., 1995). Estudos clinicos mostraram expressdes diferenciadas dessas
isoformas em pacientes com DIl: a SOD2 apresentou aumento significativo,
enquanto a SOD1 foi menos afetada e a SOD3 diminuiu, principalmente nas
células epiteliais intestinais (IECs) (KRUIDENIER et al., 2003).

Além disso, estudos de OZ et al. (2005) investigaram o impacto de
antioxidantes com propriedades diversas em um modelo murino de colite induzida
por dextrano sulfato de sédio (DSS). Os resultados indicaram que esses
antioxidantes, como S-adenosilmetionina (um precursor de glutationa), polifendis
do cha verde (um antioxidante conhecido) e acido 2-n-propiltiazolidina-4-
carboxilico (um pro-farmaco de cisteina envolvido na biossintese de GSH),
tiveram um efeito positivo na progressdo da colite em camundongos. Eles
reduziram sintomas, mantiveram o peso corporal, melhoraram a inflamagao no

colon, restauraram os niveis de glutationa reduzida, diminuiram marcadores
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inflamatdrios e restauraram a integridade do citoesqueleto. Esses resultados

sugerem o potencial uso terapéutico de antioxidantes na DII.

2.6 Tratamento convencional

O tratamento clinico da Doenga de Crohn (DC) tem como objetivo principal
o rapido controle inicial do processo inflamatério (indugdo da remissao) e a
conservacao desse controle a longo prazo (manutengcdo da remissao). Os
corticosteroides modulam a resposta imune ao interagir com os receptores de
glicocorticoides nos nucleos celulares. Suas principais fungdes incluem a
interferéncia na expressao da molécula de adesao e a posterior prevengédo da
migragdo de células inflamatérias para o trato gastrointestinal. Além disso,
reduzem significativamente a produgéo de citocinas pré-inflamatérias, como IL-1 e
IL-6, o fator nuclear kappa Beta (NFKB) e o fator de necrose tumoral (TNF). Os
corticosteroides podem ser administrados tanto por via oral (prednisona,
prednisolona, budesonida) como por via retal (acetato de cortisona e budesonida)
ou parenteral (metilprednisolona, hidrocortisona ou dexametasona) (BOUGUEN et
al., 2015).

A escolha do medicamento e o0 manejo clinico sdo adotados de forma
individualizada, de acordo com a evolugdo da doenga e a resposta de cada
individuo. Sabe-se, porém, que os efeitos colaterais nos pacientes sao fatores
que trazem desconforto, como, por exemplo, 0 aumento de peso, edema, insénia,
labilidade emocional, psicose, acne, sindrome de Cushing, osteoporose, catarata,
glaucoma, estrias, miopatia, susceptibilidade a infecgcbes, esteatose hepatica,
hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus e pancreatite aguda (FROES,
2012).

Os medicamentos imunossupressores também sao utilizados no
tratamento, uma vez que na DC os linfécitos ndo conseguem atingir um estado de
vigilancia plena, perdendo a capacidade de controlar plenamente o estado
inflamatdrio. Os imunossupressores promovem a remissao e a cicatrizacao da
mucosa, sendo utilizados nas terapias com anti-TNFa, esteroides, tiopurinas,
metotrexato e infliximabe, que sao utilizados pelo SUS e indicados para pacientes

que nao respondem adequadamente a outros tratamentos (BRASIL, 2017).
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Dessa forma, devido ao substancial nimero de efeitos adversos e ao alto
custo dos medicamentos imunossupressores, a busca por agentes mais eficazes
e com menos efeitos colaterais tem sido considerada de grande relevancia.
Sendo assim, ha um continuo esforgo para descobrir e elucidar novos agentes
potenciais que sejam mais eficazes, menos dispendiosos e com menor incidéncia
de efeitos colaterais do que os farmacos utilizados atualmente (ARAB et al.,
2015). Nesse contexto, os compostos bioativos provenientes de plantas

medicinais tém despertado consideravel interesse.

2.7 Plantas medicinais na bioprospecc¢ao de novos compostos terapéuticos

Ao longo de milénios, a humanidade dependeu significativamente das
plantas, tanto como fonte de alimento quanto para o tratamento de doencas.
Nesse sentido, os produtos naturais desempenharam um papel crucial na
evolugdo da medicina moderna e continuam a ser fundamentais na busca por
novos medicamentos(SEM; SAMANTA, 2014). Exemplos histéricos incluem o uso
de glicosideos digitalicos no século XVIII para tratar doengas cardiovasculares e a
utilizagéo popular da casca do salgueiro para aliviar dores e febres. A exploragao
de recursos naturais tem levado a descobertas notaveis, abrangendo desde
antibiéticos até agentes anticancerigenos, além de compostos anti-inflamatérios e
analgésicos (SEM; SAMANTA, 2014; WHO, 2009).

Uma revisdo bibliografica indicou que as plantas medicinais tém
apresentado resultados promissores em estudos experimentais, principalmente
quando se trata dos seus efeitos anti-inflamatoérios e antioxidantes, podendo ser
uma alternativa no tratamento da DC, nesse levantamento foi visto que na maioria
das plantas selecionadas a presenca de flavonoides e terpenos contribui para os
efeitos farmacoldgicos, reafirmando o potencial das plantas medicinais como fonte
de abordagens alternativas de tratamento da DC (SANTANA et al., 2017).

Globalmente, o mercado de fitoterapicos movimenta cerca de US$ 44
bilhdes, atendendo as maiores industrias farmacéuticas (BRASIL, 2012). No
entanto, no contexto brasileiro, ndo ha dados oficiais sobre o mercado de
fitoterapicos, com estimativas da Associacado Brasileira de Empresas do Setor
Fitoterapico variando entre US$ 350 milhdes e US$ 550 milhdes (MIOTO, 2010;

BRASIL, 2012). Essa interligacdo entre plantas medicinais e a industria
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farmacéutica € impulsionada pelo uso da biotecnologia em conjunto com
conhecimentos tradicionais (BRASIL, 2012).

Especificamente no Brasil, que abriga aproximadamente 20% da
biodiversidade mundial, apenas 8% foram estudadas para pesquisas de
compostos bioativos e somente 1.100 espécies foram avaliadas quanto a
propriedades farmacoldgicas (BRASIL, 2006; BRASIL, 2023). Isso, ressalta a
importancia continua da pesquisa com plantas medicinais para bioprospecc¢ao de

novos compostos com atividade bioldgica.

2.8 Diversidade e Potencial Terapéutico dos Metabdlitos Secundarios de

Plantas

Metabodlitos secundarios representam um grupo heterogéneo de compostos
bioquimicos produzidos pelas plantas em resposta as pressodes seletivas de seu
ambiente. Essas substancias desempenham multiplas fungdes adaptativas,
influenciando aspectos-chave do ciclo de vida vegetal, exercendo atividades
antimicrobianas cruciais para a resisténcia a patdogenos e modulando interagdes
ecoldgicas ao funcionar como atrativos ou repelentes para outros organismos.
Além disso, € notavel a diversidade desse repertdrio bioquimico, com a
identificacdo de mais de 50.000 metabdlitos secundarios. Essa vasta gama de
compostos confere a esses compostos uma ampla variedade de atividades
biolégicas, tornando-os indispensaveis na busca por novos agentes
farmacolégicos e no desenvolvimento de terapias inovadoras (TEOH, 2016;
LAWLER 1986).

Os metabdlitos secundarios das plantas e suas propriedades terapéuticas
sdo amplamente documentados na literatura cientifica (TEOH, 2016). As
fitoalexinas sdo substancias de baixo peso molecular produzidas pelas plantas em
resposta a desafios microbianos, desempenhando um papel crucial na
conferéncia de resisténcia contra patégenos (LETCHER; NHAMO, 1975;
STOESSL; ARDITTI, 1984; TEOH, 2016). Os terpenos, por sua vez, sao
metabolitos de grande relevancia encontrados em diversas espécies vegetais,
como no 6leo de pinho. Além de atuarem como hormoénios vegetais, também
exibem propriedades inseticidas notaveis (REINECKE; KINDL, 1994; SIMONSEN,
1953; STOESSL, 1977; STOESSL; ARDITTI, 1984; TEOH, 2016; WINK, 2010;
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TEOH, 2016). Os alcaloides, compostos organicos nitrogenados, sao produzidos
por varias plantas e possuem importantes propriedades terapéuticas, como a
capacidade analgésica e o potencial no tratamento do cancer (LUNING, 1964,
1967, 1974, 1975, 1980; LAWLER, 1984; TEOH, 2016). As saponinas, compostos
com propriedades surfactantes, apresentam versatilidade em suas acoes,
podendo manifestar propriedades anti-inflamatérias, anticancerigenas e
toxicidade em relagéo a animais de sangue frio (COURTOIS, 1983; HARBORNE,
1988; LAU et al., 2016; SCHULY; ARN, 1973; STOESSL; ARDITTI, 1984). Ja as
bibenzilas e estilbenoides, frequentemente sintetizados por orquideas, revelam
atividade antimicrobiana e citotdxica, demonstrando sua relevancia na defesa das
plantas contra ameagas (CHEN et al., 2008; FRIEDERICH et al., 1998; GUO et
al., 2006; REINECKE; KINDL, 1994a; REINECKE; KINDL, 1994b; REINECKE;
KINDL, 1994c; STOESSL; ARDITTI, 1984). Por ultimo, os flavonoides, tais como
a Naringina e as antocianinas, apresentam uma ampla variedade de atividades
bioldgicas, sendo responsaveis por conferir cores vibrantes a flores e frutos, além
de desempenharem fungbes essenciais em diversos processos bioldgicos
(HARBORNE, 1988; KIM et al., 2010; LIN et al., 2005; LIN et al., 2014).

2.9 Potencial terapéutico da Naringina

A Naringina é uma biflavona glicosilada encontrada em frutos citricos,
especialmente em flores de toranja. Trata-se de um composto quimico
pertencente as flavonas, conhecida como 4,5,7-trihidroxiflavona-7-ramnoglucésido
(PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016). Sua formula molecular é C27H3,014, sendo
seu peso molecular de 580 g/mol. Foi descoberta pelo pesquisador De Vry em
1857 em flores de toranja, também conhecida como grapefruit (Citrus paradisi).
Sua estrutura quimica (Fig. 2) foi elucidada pela primeira vez em 1928 (BHARTI et
al.,, 2014). Além da estrutura basica de um flavonoide, a Naringina possui 0
dissacarideo neohesperidose ligado ao carbono 7 de sua porgcdo aglicona
(MEMARIANI et al., 2020). A substancia apresenta um sabor extremamente
amargo, a menos que seja tratada com uma base forte, como hidréxido de
potassio, alterando seu sabor para uma dogura de 300 a 1800 vezes mais intensa
que o agucar, com caracteristicas refrescantes, semelhantes ao mentol (ANSARI
et al., 2022).
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Embora seja comum em frutas citricas, como a laranja, e amplamente
utilizada como adogante nas industrias de alimentos, sua baixa solubilidade em
agua dificulta seu uso mais abrangente como conservante alimenticio (LI et al.,
2022). Ela é encontrada em grande quantidade nos tecidos de plantas jovens,
sofrendo redugcdo de quantidade pelo processo de amadurecimento, onde a
Naringina se converte em Naringenina ou em outros compostos (GUPTA et al.,
2022).

Ela € um dos principais compostos ativos em algumas ervas chinesas
medicinais, como Drynaria fortunei, Citrus aurantium L. (laranjeira azeda) e Citrus
medica L. (cidreira). Além de estar presente na toranja, € encontrada também em
tomate, feijao, cereja e orégano (EXARCHOU et al.,, 2003; YIN et al., 2015;
ZHANG et al., 2014). Estima-se que a concentragdo de Naringina em sucos de
toranja varie de 50 a 1.200 mg/L (HO et al., 2000). Quando ingerida, a Naringina é
hidrolisada a sua forma aglicona, a Naringenina, que é parcialmente absorvida e
metabolizada pelo corpo humano (ZENG et al., 2017).

As atividades antioxidantes e anti-inflamatérias da Naringina sao bem
descritas na literatura (CHEN et al., 2016). Além disso, diversos estudos tém
demonstrado o potencial terapéutico da Naringina contra diabetes, alergias, asma,
osteoporose, hipertensdo e cancer, além de efeito neuroprotetor e protecdo do
figado e do trato gastrointestinal (AHMED et al., 2019; BHARTI et al., 2014; CHEN
et al., 2016; MEMARIANI et al., 2020). Dentro desse contexto, abre-se caminho
promissor na busca por terapias inovadoras para doengas gastrointestinais e

diversas outras condi¢cdes de saude.

Figura 2 — Estrutura molecular da Naringina

Fonte: Adaptado de National Library of Medicine, 2023.
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3. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

As doencgas inflamatdrias intestinais, como a doenga de Crohn e a colite
ulcerativa, representam um desafio significativo em termos de saude publica,
tendo um impacto substancial na qualidade de vida dos pacientes. Apesar de a
subnotificagdo ser uma preocupagdo no contexto brasileiro, os dados globais
revelam uma crescente e alarmante incidéncia dessas doencgas, destacando a
necessidade premente de intervengdes preventivas e terapéuticas mais eficazes
em escala mundial (ROHN, GINZBURG, OPPENHEIMER, 1999; FORTES et al.,
2020; JACKSON et al., 2008; KLIMMEL et al., 2017).

O tratamento convencional das DIl frequentemente acarreta efeitos
colaterais indesejados e, em muitos casos, ndo proporciona alivio efetivo para
todos os pacientes, o que justifica a busca incessante por alternativas
terapéuticas. Diversos estudos tém evidenciado que compostos de origem
vegetal, como os polifendis, flavonoides, bibenzilas e estilbenoides, possuem
propriedades terapéuticas notaveis, tais como a capacidade anti-inflamatéria e
antioxidante (ARAB et al., 2015; CHEN et al., 2008; CONNO et al.,, 2022;
FRIEDERICH et al., 1998; MENYIY el al., 2022; SEM; SAMANTA, 2014).

Entre esses compostos, a Naringina, presente em quantidades
significativas na casca de Grapefruit, € um flavonoide multifacetado, reconhecido
por suas diversas atividades bioldgicas, incluindo acdo anti-inflamatdria,
antioxidante e neuroprotetora(Ll et al., 2022; CAO et al., 2016; OKUYAMA et al.,
2018; ZHANG et al.,, 2014). Isso fundamenta a sua selegdo como objeto de
estudo neste projeto.

Dessa forma, considerando o impacto substancial das DIl na saude publica
em ambito global, bem como a urgente necessidade de terapias mais eficazes e
menos onerosas em termos de efeitos adversos, a investigagdo sobre a Naringina
assume uma relevancia significativa no ambito da busca por solugdes
terapéuticas alternativas e inovadoras (MENYIY el al., 2022; FORTES et al., 2020;
CONNO et al., 2022).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade anti-inflamatéria, antioxidante e o efeito protetor do
tratamento com Naringina na doenga de Crohn experimental induzida por acido

acético em camundongos

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito protetor do extrato de Naringina com 95% de pureza na
condicdo de anti - inflamatoria ;

e Avaliar a agao protetora do extrato solido de Naringina, através de uma
analise macroscoépica e microscopica, na lesédo induzida por acido acético
AA 8% em camundongos;

o Avaliar a toxicidade do extrato de Naringina nas concentragdes de 50, 100
e 200 mcg em células murino;

e Avaliar a agdo do extrato de Naringina sobre o estresse oxidativo no trato
digestorio, através de medidas da concentracao de malondialdeido (MDA)
e glutationa reduzida (GSH) na mucosa dos camundongos submetidos a
DC por acido acético AA 8%.

¢ Investigar o potencial antiinflamatério da Naringina no modelo experimental
de DC induzida pelo acido acético, através da determinacéo dos niveis das

citocinas pro-inflamatdrias: interleucina | beta (IL-1 beta) e TNF alfa.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Aspectos éticos

Todos os protocolos experimentais estdo em conformidade com os

Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (CONCEA). O projeto foi submetido e aprovado pela



35

Comissado de Etica em Uso de Animais (CEUA) n° 8723040422 da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC).

5.2 Animais

Foram utilizados nos experimentos camundongos Swiss machos (Mus
musculus) com massa corporal entre 25 g e 30 g, provenientes do Biotério
Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC. Durante o
estudo, os animais foram mantidos no Biotério do Nucleo de Estudos em
Microscopia e Processamento de Imagem, em gaiolas apropriadas, em grupos de
seis a oito, a uma temperatura de 22-24°C, sob um ciclo circadiano claro/escuro
de 12 horas, recebendo ragdo padrdo (Purina Chow) e agua ad libitum. Os
animais foram submetidos a um jejum de solidos de 16 horas antes da realizagéo

dos experimentos.

5.3 Drogas e Reagentes

Os farmacos, os reagentes e as solugdes utilizadas neste estudo

encontram-se detalhados no apéndice (APENDICE A).

5.4 Obtencao do material vegetal

O extrato sélido de Naringina foi fornecido ao Departamento de Morfologia
da Universidade Federal do Ceara pelo Departamento de Quimica da mesma
universidade. Inicialmente, o extrato foi adquirido com uma pureza de 95%
(HPLC) da empresa Xi'na Quanao Biotech Co., localizada em Xi'an, China. A
Professora Dra. Maria Elenir Nobre Pinheiro Ribeiro, responsavel pela correta
dissolugdo e liberagdo do extrato de Naringina para o Departamento de
Morfologia, nos apresentou a Naringina nas concentragbes adequadas para o

experimento.
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5.5 Modelo de Doenca de Crohn (DC) experimental induzido pela

administragio do Acido Acético (AA 8%) em camundongos

Inicialmente, para a preparagédo do célon, os animais foram submetidos a
um jejum de 12 horas, com acesso livre a agua. A indugdo da DC foi realizada
pela diluicdo de 8 mL de AA 8% em agua destilada (100 mL), com administracao
de 0,2 mL dessa solugdo para cada 10 gramas de peso corporal dos animais. Os
animais foram previamente anestesiados por via intraperitoneal (IP) com uma
mistura de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg) e posicionados em
decubito lateral esquerdo. Foi introduzido um cateter de polietileno n° 6, com 4 cm
de comprimento, por via retal, para a administracdo das solugdes de AA 8% ou
solugdo salina. Cada animal foi suspenso pela cauda por 30 segundos para evitar
o refluxo das solugdes (Figura 03). A indugao por acido acético para a doenga de
Crohn segue um protocolo semelhante a indugéo por TNBS, conforme o método
descrito por Morris et al. (1989). Foram tomados todos os cuidados necessarios
para garantir que os experimentos ndo causassem estresse, desconforto ou dor

excessiva aos animais, sendo os procedimentos de intensidade intermediaria.

Figura 3- Modelo de indugao da doenga de Crohn por acido acético

Figura ( A)
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Anestesia: guetamina (60ma/kg) @ 0.6 ml de solucdo de acido acético Suspensdo pela cauda por 30 segundos
xilazina (S5mg/kg) I.p ou salina via retal para evitar o retorno das solugdes

Fonte: Adaptado de (CARNEIRO, 2019).
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5.6 Protocolo Experimental

5.6.1 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais, cada um
composto por seis animais. Os grupos controles foram organizados da seguinte
maneira: Grupo Controle e Grupo Colite (acido acético 8%; AA 8%). Os grupos
tratados consistiram em trés grupos nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg de
naringina. Além disso, houve um grupo comparativo, Grupo Dexametasona (2
mg/kg DEXA - Decadron Injetavel®), conforme a estrutura abaixo:

Grupo Controle: Solucao salina a 0,9% em um volume de 0,8 mL por via retal, em

substituicdo a solugéo de acido acético (AA 8%).

e Grupo Acido acético 8% (AA 8%): Solugéo de AA 8% em um volume de 0,8
mL por via retal, para inducao da DC;

e Grupo Naringina 50: Naringina, dose de 50 mg/kg, via oral (v.0),
administrada 1 hora antes da inducdo da DC por solugdo de acido
acético(AA 8%), e uma vez ao dia pelo periodo de trés dias;

e Grupo Naringina 100: Naringina, dose de 100 mg/kg, via oral (v.0),
administrada 1 hora antes da indu¢do da DC por solucdo de acido
acético(AA 8%), e uma vez ao dia pelo periodo de trés dias;

e Grupo Naringina 200: Naringina, dose de 200 mg/kg, via oral (v.0),
administrada 1 hora antes da inducdo da DC por solucdo de acido
acético(AA 8%), e uma vez ao dia pelo periodo de trés dias;

e Grupo Dexametasona: Dexametasona 2 mg/kg, via subcutédnea (s.c.),
administrada 1 hora antes da indugdo da DC por solugdo de &acido
acético(AA 8%), e uma vez ao dia pelo periodo de trés dias.

Todos os grupos foram submetidos a indugdo da DC, exceto o grupo de
controle. Os animais foram pré-tratados da seguinte forma: o grupo CONTROLE
recebeu solugdo salina a 0,9% por via retal, os grupos experimentais nas doses
de 50, 100 e 200 mg/kg receberam extrato de Naringina nas respectivas doses
por gavagem, e o grupo DEXA recebeu dexametasona 2 mg/kg via subcutanea. O

grupo acido acético (AA 8%) nao recebeu pré-tratamento. 12 horas apds a
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administragao do ultimo tratamento, a eutanasia foi realizada e os segmentos do
célon foram coletados para avaliagdes posteriores. Essas avaliacdes incluiram
analises bioquimicas e morfolégicas do coldn, incluindo macroscopia, histologia e
a determinagdo dos niveis de peroxidagao lipidica (malondialdeido) e glutationa
reduzida por ELISA.

5.7 Procedimentos de Eutanasia

Doze horas apo6s a indugdo da colite, todos os animais do estudo foram
submetidos a eutanasia por meio de uma overdose de cetamina (300 mg/Kg) e
xilazina (30 mg/Kg), ambos administrados por via intraperitoneal. Utilizando
técnicas operatorias padronizadas, realizou-se uma laparotomia através de uma
incisdo mediana, procedendo-se a dissecgdo e remogdo de um segmento
colonico para fins de estudo. O limite proximal foi o célon descendente, a cerca de
6 cm da sinfise pubica, e o limite distal foi o reto, seccionado ao nivel da reflexao
peritoneal. As pegas foram abertas longitudinalmente, lavadas com soro
fisioldgico e armazenadas para avaliagbes posteriores macroscopicas,
histolégicas e bioquimicas.Apds a eutanasia, as carcagas dos animais utilizados
foram devidamente embaladas e refrigeradas em um freezer apropriado, sendo
posteriormente encaminhadas para incineragao pela empresa responsavel pela

coleta de material biologico da UFC.
5.8 Parametros avaliados

Apos a indugao da DC, o delineamento do estudo envolveu a realizagéo da
eutanasia, seguida da avaliagado dos parametros conforme apresentado na Figura
3.

Figura 4 - Parametros
avaliados

e Macroscopia -

e Microscopia t

e MDA

o
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e GSH
e |L-1beta
e TNF-a

Fonte: Autor (Machado S.M.P, 2023).

5.8.1 Avaliagcao macroscoépica

Apbés 12h da indugdo da colite, todos os animais do estudo foram
submetidos a eutanasia, seguida de exsanguinag&do. Usando técnicas operatérias
padronizadas, foi realizada laparotomia através de incisdo mediana, dissecgao e
remogao de segmento colbnico para avaliagdo macroscopica. As pecas foram
abertas longitudinalmente, lavadas com soro fisiologico e distendidas sobre uma
superficie plana, sendo avaliadas por um pesquisador cego para os grupos do
trabalho, que realizou uma analise macroscopica com a utilizacdo de lupa
estereoscopica e aplicou o escore de inflamagéo abaixo (Tabela 02) (MORRIS et
al., 1989):

Tabela 2 - Escore de Inflamagao através de Analise Macroscoépica

CRITERIO ESCORE

APARENCIA NORMAL 0

HIPEREMIA FOCAL, SEM ULCERA 1

ULCERAGCAO SEM HIPEREMIA OU ESPESSAMENTO DA PAREDE |2

COLONICA
ULCERACAO COM INFLAMACAO EM UMA REGIAO 3
ULCERACAO/INFLAMACAO EM DUAS OU MAIS REGIOES 4

LESAO PRINCIPAL SE EXTENDENDO POR 1 CM AO LONGO DO |5
COLON

QUANDO A LESAO PRINCIPAL SE EXTENDE POR MAIS QUE 2 CM | 6-10
AO LONGO DO COLON, 1 PONTO E DADO PARA CADA CM
ADICIONAL




40

5.8.2 Comprimento do colén

Apoés a eutanasia dos animais, o colon foi cuidadosamente retirado, lavado
e o comprimento foi mensurado considerando sua extens&do desde a jungéo com
0 ceco até o reto. A medida foi realizada com o auxilio de uma folha milimetrada,
em centimetros. O encurtamento do célon é um dos aspectos caracteristicos da
UC (SONG et al 2014). A relagao entre a massa do colon e o seu comprimento é
usado como indicador, na compreensdo da extensdo do edema, onde maior

proporgao, conota o grau de severidade do edema (CHEM et al., 2017).

5.8.3 Avaliagao histolégica da mucosa gastrica de camundongos

Na area que macroscopicamente apresentava o maior comprometimento
inflamatério em cada colon dissecado foi isolado um segmento de 1 cm,
acondicionado em cassete e encaminhado para fixagdo em formol a 10%. Apds
24 horas todos os cassetes foram mergulhados em alcool absoluto para
desidratacdo. Apéds diafanizacdo com xilol e inclusdo com parafina, as laminas
foram preparadas e coradas com hematoxilina e eosina. As laminas foram
avaliadas por um pesquisador cego para os grupos do trabalho, que realizou uma
analise microscopica e aplicou o escore de inflamacado abaixo (tabela 03)
(APPLEYARD; WALLACE, 1995):

Tabela 03 - Escore de Inflamagéao por Analise Microscépica

CRITERIO ESCORE

PERDA DE ARQUITETURA DA MUCOSA 0-3

INFILTRAGAO CELULAR 0-3

ESPESSAMENTO DA CAMADA MUSCULAR |0-3

FORMACAQ DE ABSCESSO EM CRIPTA 0-1

AUSENCIA DE CELULAS CALICIFORMES 0-1
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5.9 Avaliagao da atividade antioxidante

5.9.1 Determinacao dos Niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

A concentracao de glutationa reduzida (GSH) sera realizada de acordo com
o0 método proposto por Sedlak e Lindsay (1968), que baseia-se na reacéo do
DTNB [5,5 ditidio-bis-(acido-2-nitrobenzdico)], com o tiol livre originando um
dissulfeto misto mais acido, o acido 2-nitro-5-benzdico; para determinagao de
grupos sulfidricos nao proteicos (NPSH).A determinagao da GSH, sera feita em
amostras de tecidos da mucosa intestinal correspondente ao ileo (100mg/mL)
onde, apos descongelamento, serdo mantidas no eppendorf em um bécker com
gelo e, posteriormente homogeneizada em um homogeneizador de tecidos
(Polytron®) em 0,02M EDTA refrigerado, para consequente preparagdo de um
homogenato a 10%. Aliquotas de 400 ul do homogenato serdo adicionadas a 320
Ml de agua destilada e a 80 ul de acido tricloroacético (TCA) a 50% para
precipitacdo de proteinas. Em seguida o material sera centrifugado a 3.000 rpm
por 15 minutos a 4°C. Apds a centrifugacao, 400 pl do sobrenadante sera retirado
e misturado a 800ul de tampao TRIS com concentracao de 0,4 M (pH 8,9) e 20 pl
de DTNB (reagente de Ellman) 0,01 M e agitadas por 3 minutos. A absorbancia
sera entdo mensurada a 412 nm em leitor de placa (Elisa®) contra um reagente
branco (sem homogenato). A concentragcao sera expressa por ug de GSH/g de

tecido a partir de uma curva padréo.

5.9.2 Determinagao dos Niveis de Malondialdeido (MDA)

Malondialdeido € um dos principais produtos da cascata de peroxidagao
lipidica, utilizado para confirmar o dano oxidativo, determinado pela reagdo com
acido tiobarbiturico (TBARS). Os niveis de MDA serao verificados pelo método de
Mihara e Uchiyama (1978), para isso, amostras de 50 mg tecido da mucosa
intestinal correspondentes ao ileo serdo homogeneizadas em 500 pl de solugao
de KCI a 1,15%, refrigerado, obtendo-se um homogenato a 10%. Desta obtencéo,
aliquotas de 250 pl do homogenato serdo adicionadas a tubos falcon plastico
contendo 1,5 mL da solucdo de H3PO4 a 1% e 500 uL da solugdo de TBARS

(0,6%). Em seguida, os tubos serdo alinhados em estantes para tubo de ensaio,
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envolta em plastico filme e aquecidos em banho-maria a 100°C, por um periodo
de 45 minutos, e entdo, resfriado em um banho de agua gelada, seguida da
adicdo de 2 mL de n-butanol. Em sequéncia, as amostras serdo agitadas em
vortex (Phoenix®) por um minuto, e posteriormente centrifugados (LEICA®) a
1200 rpm por 15 minutos. O sobrenadante, fase organica, sera mensurado a uma
absorbancia de 520 e 535 nm, em leitor de placa (ELISA®), sendo o resultado
obtido pela diferenca da absorbancia das duas leituras. Os resultados serdo

expressos em nmol/g de tecido intestinal.

5.9.3 Determinagao dos Niveis das Citocinas IL-1beta e TNF-a

Os niveis da citocina proé-inflamatoéria IL-1beta na mucosa gastrica foi
quantificada por ELISA. Para a dosagem de IL-1 beta e TNF-alfa, foi utilizado a
melhor dose de EACP (3 mg/kg). Os tecidos coletados foram homogeneizados
em PBS. A deteccao da citocina IL-1 beta foi realizada por meio do Kit DuoSet
(R&D Systems, EUA). Resumidamente, as placas para ELISA de 96 pogos foram
incubadas com o anticorpo de captura para IL-1beta por 18h em temperatura
ambiente com 100uL de anticorpo para cada pocgo. Posteriormente, as placas
foram lavadas trés vezes com 200uL de tampéo de lavagem (R&D Systems, EUA)
e bloqueadas com 200uL de BSA 1% (R&D Systems, EUA) por 1 h. Apdés o
bloqueio, 100uL das amostras ou da curva padrdao foram adicionadas em cada
poco e incubadas por 2 h em temperatura ambiente. As placas foram entao
lavadas trés vezes com 200ul de tampéao de lavagem e depois incubadas com
anticorpo de deteccdo para IL-1beta em temperatura ambiente por 2 horas. Na
etapa seguinte, as placas foram lavadas novamente por trés vezes com 200uL de
tampéo de lavagem e incubadas com 100 pL de estreptavidina em temperatura
ambiente por 20 minutos. Novamente, as placas foram lavadas trés vezes com
200uL de tampao de lavagem. Na etapa seguinte, 100 pL da solucédo substrato
para revelacédo (R&D Systems, EUA) foram adicionadas em cada pogo e
incubadas por 20 min a temperatura ambiente protegidos da luz. A reagao
enzimatica foi cessada, adicionando 50 uL solugdo de parada (H2SO4). Enfim, a

absorbancia foi medida a 450nm. O resultado foi expresso em pg/mL.
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5.10 Analise Estatistica

Todos os resultados quantitativos serdo expressos como média + desvio
padrdo da média (DPM), exceto os escores histopatolégicos que serdo expressos
pela mediana. A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio do software
GraphPad Prism®, versédo 5.0. Para a realizacdo da analise estatistica entre os
grupos serdo utilizados os seguintes testes: teste de analise de variancia
(ANOVA) seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Bonferroni e para os
escores histologicos sera realizado teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
Dunn. O nivel de significancia adotado sera de 5% (p < 0,05) e niveis descritivos

(p) inferiores a esse valor serdo considerados significantes.

6.0 RESULTADOS

6.1 Avaliagao macroscopica das lesées no célon de camundongos tratados
com Naringina no modelo de colite experimental por acido acético 8% (AA
8%)

Com base nas avaliagcbes macroscopicas (Tabela 02), é possivel observar
a presencga de aspectos inflamatérios, tais como ulcera, hiperemia, edema e
prolapso do colon em animais do grupo Colite (B), em comparagdo com o grupo
Controle (A). O pré-tratamento oral com Dexametasona (C) ou Naringina (E) na
dose de 100 mg/kg, demonstrou eficacia na prevengdo desses aspectos
inflamatdrios e no aumento do comprimento do célon. E importante notar que
Naringina nas doses de 50 e 200 mg/kg (D e F, respectivamente) nao
apresentaram efeitos semelhantes ao observado com Naringina na dose de 100
mg/kg.

Seguindo os critérios estabelecidos por Morris e colaboradores (1989), a
Tabela 04 apresenta os escores observados nos grupos estudados. O grupo
colite apresentou um aumento significativo na atividade inflamatdéria (3,0 + 0,298),
em comparagdo com o grupo controle (0,4 + 0,163) e o grupo tratado com
dexametasona (0,5 + 0,166). Os animais que receberam pré-tratamento com
Naringina nas doses de 100 mg/kg (0,8 £ 0,200) e 200 mg/kg (1,9 + 0,210)
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reverteram significativamente os escores inflamatérios quando comparados ao
grupo Colite. Nao foram observadas diferengas significativas entre o grupo tratado

com Naringina na dose de 50 mg/kg (2,2 £ 0,249) e o grupo Colite.

Figura 5 — Aspecto macroscopico do célon de camundongos tratados com Naringina no modelo
de colite experimental por acido acético 8% (AA 8%): (A) Grupo Controle, (B) Grupo Colite, (C)
Grupo Dexametasona, (D) Grupo Naringina, 50 mg/Kg, (E) Grupo Naringina, 100 mg/Kg e (F)
Grupo Naringina, 200 mg/Kg. As numeracgdes (1) a (11) nas figuras indicam a diferenca em

centimetros (cm) no comprimento do célon em relagdo ao Grupo Controle.
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Tabela 4 — Escores macroscopicos totais de inflamagédo no célon de camundongos com colite
induzida por acido acético 8% (AA 8%). Os resultados s&o apresentados como medianas
acompanhadas dos valores minimos e maximos (intervalo interquartil) entre parénteses. O teste
de Kruskal-Wallis foi realizado para identificar diferengas significativas entre os grupos. As letras
(a) e (b) indicam diferengas estatisticamente significativas com p< 0,05 em relagdo aos grupos

Controle e Acido Acético 8%, respectivamente.

ESCORES
GRUPOS EXPERIMENTAIS MACROSCOPICOS
Controle 0 (0-1)
Acido Acético 8% 3(1-4)°
Dexametasona 0,5 (0-1)°
Naringina 50mg/Kg 2 (1-3)
Naringina 100mg/Kg 1(0-2)°

Naringina 200mg/Kg 2(1-3)°




45

6.2 Avaliagdo do comprimento do célon de camundongos tratados com

Naringina no modelo de colite experimental por acido acético 8% (AA 8%)

Com relagao a analise do comprimento do cdélon, medido em centimetros
(cm) foi registrado um aumento significativo no comprimento do célon dos animais
com Colite (10,48 £ 0,43cm)em comparagao com o grupo Controle (8,4 *+ 6,28
cm). Esses resultados refletem um aumento de 24% no comprimento,
possivelmente associado o0s parametros macroscopicos inflamatorios
mencionados anteriormente. Tanto a Dexametasona (8,75 + 0,33 cm) quanto a
Naringina na dose de 100 mg/Kg (7,52 £ 0,09 cm) foi eficaz em prevenir o
aumento do comprimento quando comparados ao grupo com colite induzida por
AA 8%. Nao foram observadas diferengas significativas nas outras doses de

Naringina testadas em relagao a esse grupo (Figura 5).

Figura 6 — Avaliacdo do Efeito da Naringina sobre o comprimento do célon em camundongos
submetidos a um modelo experimental de colite induzida por acido acético 8% (AA 8%). Os
resultados sdo apresentados graficamente (painel A) e tabularmente (painel B), exibindo a média +
erro-padrao da média (EPM) do comprimento do colon, medido em centimetros (cm). A analise
estatistica foi conduzida por do teste de ANOVA One-way (Analise de Varidncia de Um Fator),
seguido pelo teste de Bonferroni para comparagdes multiplas. As letras (a) e (b) indicam

diferencas estatisticamente significativas com p< 0,05 em relagdo aos grupos Controle e Acido

Acético 8%(AA 8%), respectivamente.
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B

GRUPOS COMPRIMENTO DO
EXPERIMENTAIS COLON (CM)
Controle 8,4 + 6,28
Acido Acético 8% 10,48 +£ 0,43 *
Dexametasona 8,75+0,33°
Naringina 50mg/Kg 9,08 £ 0,42
Naringina 100mg/Kg 7,52 +0,09°
Naringina 200mg/Kg 8,82+ 0,47

6.3 Avaliacao microscopica do coélon de camundongos tratados com

Naringina no modelo de colite experimental por acido acético 8% (AA 8%)

Na analise microscépica utilizando escores totais de inflamagao, conforme
os critérios de Appleyard e Wallace (1995) (Figura 07 e Tabela 03)foram
observados que no grupo Colite por AA 8% alteragdes microscopicas
significativas, incluindo lesdes hemorragicas, edema, perda de arquitetura e
infiltracdo de células inflamatérias no cdélon dos animais avaliados, em
comparagao com o grupo Controle. Notavelmente, o pré-tratamento oral com
Naringina na dose de 100 mg/kg resultou em uma significativa redu¢cdo nos
escores microscopicos mencionados anteriormente. Resultados similares foram
observados no grupo tratado com Dexametasona (Figura 08 Ce Tabela 03).

A Figura 7 apresenta os resultados da avaliagdo microscépica, destacando
um processo inflamatério acentuado nos animais do grupo Colite (induzida por AA
8%), caracterizado pela presenga de infiltrado celular, perda da arquitetura da
mucosa, hemorragia e deplecao de células caliciformes (B). No grupo Controle (A)
e no grupo tratado com Dexametasona (C), observa-se um aspecto colénico
normal. Houve uma melhora notavel nos aspectos inflamatdrios induzidos pelo AA
8% nos animais que receberam pré-tratamento oral com Naringina na dose de
100 mg/kg (E). No entanto, os grupos tratados com Naringina nas doses de 50 e
200 mg/kg ndo conseguiram prevenir os efeitos do AA 8%, exibindo um padr&o
inflamatério semelhante ao observado nos animais com colite (D e F,

respectivamente).



47

Figura 7 — Avaliacdo microscopica da atividade inflamatdria (escore total) de acordo com os
critérios estabelecidos por Appleyard e Wallace (1995). As colunas representam a média + Erro-
Padrédo da Média (EPM) dos escores microscopicos, os quais foram submetidos a analise
estatistica utilizando o teste de ANOVA One-way (Analise de Variancia de Um Fator), seguido pelo
teste de Bonferroni para comparagbes multiplas. a" indicam diferencas estatisticamente

significativas com p< 0,05 em relacdo ao Grupo Controle, enquanto "b" indicam diferencas

estatisticamente significativas com p< 0,05 em relagdo ao Grupo Acido Acético 8%(AA 8%).
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Tabela 5 — Efeito da Naringina nos escores microscopicos de inflamagdo no cdlon de
camundongos com colite induzida pelo acido acético 8% (AA 8%), conforme os Ciritérios
Estabelecidos por Appleyard e Wallace (1995). Os resultados sdo apresentados como medianas
acompanhadas dos valores minimas e maximas (intervalo interquartil) entre parénteses. O teste
de Kruskal-Wallis foi realizado para identificar diferencas significativas entre os grupos. As letras

(a) e (b) indicam diferengas estatisticamente significativas com p< 0,05 em relagdo aos grupos

Controle e Acido Acético 8% (AA 8%), respectivamente.

GRUPOS ESCORES ESCORES
EXPERIMENTAIS MICROSCOPICOS MICROSCOPICOS
(média * EPM)

Controle 0 (0-1) 0,22 £ 0,140
Acido Acético 8% 3(1-3)° 2,44 +£0,29°
Dexametasona 1(0-2)° 0,88+0,20°
Naringina 50mg/Kg 2 (1-3) 2,00+0,16
Naringina 100mg/Kg 1(0-2)° 1,11+0,26°

Naringina 200mg/Kg 2 (0-3) 1,66 + 0,28
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Figura 8 — Fotomicrografias do cdlon de camundongos tratados com Naringina no modelo de
colite experimental por acido acético 8% (AA 8%). Magnificagéo de 50x, coloragédo: hematoxilina e
eosina. (A) Grupo Controle, (B) Grupo Colite, (C) Grupo Dexametasona, (D) Grupo Naringina 50
mg/Kg, (E) Grupo Naringina 100 mgKg e (F) Grupo Naringina 200 2 'Kg. Setas: perda da
arquitetura de mucosa; espessamento (edema);

== auséncia de células caliciformes. == infiltrado celular inflamatorio

6.4 Determinacdao dos niveis de glutationa reduzida (GSH) no célon de
camundongos pré-tratados com Naringina no modelo de colite experimental
por acido acético 8% (AA 8%)

A concentragdo dos niveis de glutationa reduzida no célon de
camundongos, expressa em mg de NPSH/g de tecido (Figura 9; painel A e painel
B), diminuiu significativamente apds a administracado de AA 8% (72,38 + 6,54), em
comparagao com o grupo Controle (161,9 + 15,83). Com base nos dados somente
a dose de 100 mg/kg (124,6 + 10,97) de Naringina demonstrou eficacia em
restaurar os niveis de glutationa reduzida, comparando-se ao grupo submetido a
colite por AA 8%. Este achado € de grande relevancia, uma vez que a Naringina
exibiu um efeito protetor significativo, mantendo os niveis de glutationa reduzida
semelhante aos observados no grupo tratado com Dexametasona (127,1 £ 6,31).
Por outro lado, as doses de 50 mg/kg (83,30 + 5,84) e 200 mg/kg (107,4 + 3,05)
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de Naringina ndo conseguiram evitar a deplecédo dos niveis de glutationa causada

pela colite induzida por AA 8%.

Figura 9 — O tratamento com Naringina aumenta os niveis de glutationa reduzida (GSH) no célon
de camundongos submetidos ao modelo experimental de colite por acido acético 8% (AA 8). O
grafico (A) e a tabela (B) exibem a média + Erro-Padrdo da Média (EPM) dos niveis de GSH,
expressos em mg de NPSH/g de tecido. A analise estatistica foi conduzida por meio do teste de
ANOVA One-way, seguido pelo teste de Bonferroni para comparagdes multiplas. As letras (a) e (b)
indicam diferengas estatisticamente significativas com p< 0,05 em relagcdo aos grupos controle e

acido acético 8%, respectivamente.
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Dexametasona 127,1+6,31°
Naringina 50mg/Kg 83,30 £ 5,84
Naringina 100mg/Kg 124,6 + 10,97 °

Naringina 200mg/Kg 107,4 = 3,05
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6.5 Determinagcdo dos niveis de malodialdéido (MDA) no célon de
camundongos pré-tratados com Naringina no modelo de colite experimental
por acido acético 8% (AA 8%)

Conforme evidenciado na Figura 9 (A e B), a colite induzida por AA 8%
resultou em um aumento significativo nos niveis de MDA (nMol/mg de tecido) em
comparagao com o grupo controle, indicando um processo severo de peroxidagao
lipidica induzido por espécies reativas de oxigénio.

A Naringina demonstrou desempenhar um papel antioxidante fundamental
no modelo experimental de colite estudado, especialmente na dose de 100 mg/kg
(1024 + 115,1), onde se observou uma reducgao significativa nos niveis de MDA
em comparacdao com o grupo Colite AA 8%. Resultados semelhantes foram
observados no grupo tratado com Dexametasona (1110 + 49,19) em comparagao
ao grupo com colite induzida por AA 8%. No entanto, as doses de 50 mg/kg (1380
+ 123,8) e 200 mg/kg (1320 £ 125,4) de Naringina ndo conseguiram reverter o

aumento da peroxidagao lipidica induzido pelo AA 8%.

Figura 10 — A Naringina reduz os niveis de substéncias reativas (TBARS) no cdlon de
camundongos submetidos ao modelo experimental de colite por acido acético 8% (AA 8%). O
grafico (painel A) e a tabela (painel B) apresentam a média + Erro-Padrdo da Média (EPM) dos
niveis de TBARS, expressos em nMol/mg de tecido. A analise estatistica foi conduzida por meio
do teste de ANOVA One-way, seguido pelo teste de Bonferroni para compara¢des multiplas. As
letras (a) e (b) indicam diferencas estatisticamente significativas com p< 0,05 em relagdo aos

grupos Controle e Acido Acético 8%, respectivamente.
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B
GRUPOS EXPERIMENTAIS MDA (nMol/mg de
tecido)
(média * erro padrao)

Controle 910+ 101,4
Acido Acético 8% 1715 + 239,4 @
Dexametasona 1110 £ 49,19 °
Naringina 50mg/Kg 1380 £ 123,8
Naringina 100mg/Kg 1024 + 1151 °
Naringina 200mg/Kg 1320 £ 125,4

6.6 Determinacdao dos nos niveis teciduais de TNF-a no célon de
camundongos pré-tratados com Naringina no modelo de colite experimental
por acido acético 8% (AA 8%)

As amostras colbnicas foram submetidas ao ensaio para determinacdo dos
niveis da citocina pro-inflamatéria TNF-a (pg/mL). Os animais do grupo AA 8%
apresentaram aumento significativo de TNF-a (108,1 + 1,7), em relagdo ao grupo
controle (35,69 + 3,6). Naringina 100m/Kg (68,34 + 8,2), bem como a
dexametasona (50,24 + 5,8) diminuiram o nivel desta citocina, quando comparado

ao grupo AA 8% (Figura 11).

Figura 11 — A Naringina reduz os niveis teciduais de TNF-a no modelo de colite experimental por
acido acético 8% (AA 8%). As colunas representam a média + EPM dos niveis de TNF-q,
expressos em pg/mL. Os dados foram analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste

de Bonferroni. ?p< 0,05 versus grupo Controle; I°p< 0,05 versus grupo Acido acético 8%.
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6.7 Determinagdao dos nos niveis teciduais de IL-18 no coélon de
camundongos pré-tratados com Naringina no modelo de colite experimental
por acido acético 8% (AA 8%)

Para avaliagao da citocina pré-inflamatdria IL-13, amostras coldnicas foram
submetidas ao ensaio por ELISA para determinagao dos niveis desta citocina. Os
animais do grupo AA 8% apresentaram aumento significativo de IL-1 beta (120,1
* 6,4), em relagdo ao grupo controle (45,09 £ 7,3). Naringina 100m/Kg (86,39 +
6,7) e dexametasona (53,24 + 8,8) diminuiram significativamente o nivel desta

citocina, quando comparado ao grupo AA 8% (Figura 12).

Figura 12 — A Naringina reduz os niveis teciduais de IL-1B no modelo de colite experimental por
acido acético 8% (AA 8%). As colunas representam a média + EPM dos niveis de IL-1(,
expressos em pg/mL. Os dados foram analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste

de Bonferroni. ?p< 0,05 versus grupo Controle; bp< 0,05 versus grupo Acido acético 8%.
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7.0 DISCUSSAO

A etiologia das DIl ainda permanece desconhecida na atualidade (KIM,;
CHEON, 2017). No entanto, diversos fatores, como a suscetibilidade genética e
elementos ambientais, possivelmente estdo associados ao seu desenvolvimento

(ZHOU et al., 2017). Além disso, ha a suposi¢cao de que a dieta ocidental, direta
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ou indiretamente, possa desencadear essa patologia (RODRIGUEZ-PALACIOS et
al., 2018).

Nesse sentido, os modelos de indugéo de colite com agentes quimicos,
como o acido acético, possuem a vantagem de provocar inflamagdo em
camundongos com sistema imunoldgico normal (NEURATH, 2012). Além disso,
sdo de facil administragdo e baixo custo (LOW et al., 2013). O acido acético,
quando administrado por via retal, € capaz de reproduzir a colite de forma difusa e
dose-dependente, resultando em inflamagao semelhante a colite ulcerativa (UC) e
doenga de Crohn (DC) em humanos, tanto em termos de mudancas moleculares
quanto de caracteristicas histologicas e clinicas (GOYAL et al., 2014).

A resposta inflamatéria ocorre devido a ruptura da barreira epitelial
(KAWADA; ARIHIRO; MIZOGUCHI, 2007), levando a liberagdo de prétons no
espacgo extracelular, promovendo acidificacdo intracelular e dano ao epitélio
(RANDHAWA et al., 2014). Além disso, o modelo de administracao retal de acido
acético em ratos induz uma inflamagéao aguda, possibilitando a observagao de
alteragdes em apenas 12 horas apos a administracdo (FILMANN, 2007).

Neste estudo, observou-se um aumento nos escores macroscopicos de
atividade inflamatdria no grupo com colite, 12 horas ap6s indugéo da doenga com
acido acético a 8%, em comparagao com os grupos controle. Somente a dose de
100 mg/Kg de Naringina foi capaz de reduzir os aspectos inflamatérios totais. Os
mecanismos intracelulares que levam a ruptura da barreira epitelial nesses
disturbios foram alvo de crescente interesse, assim como o refor¢co dessa barreira
por meio de intervengdes farmacolégicas. Em condigdes experimentais
adequadas, a permeabilidade da parede celular pode ser reduzida principalmente
afetando a estrutura das jungbdes (COLLARES-BUZATO, 2001).

Os (glicocorticoides, como a dexametasona, podem diminuir a
permeabilidade da barreira e, consequentemente, reduzir o edema in vivo
(GUYTON; HALL, 1996). A dexametasona, um glicocorticoide sintético, exerce um
efeito direto na formacdo e manutencao das jungdes na linha celular endotelial
cultivada (ROMERO et al., 2003), modulando a localizacdo, estabilidade e
montagem de proteinas de jungdo na membrana celular (PEIXOTO et al., 2006).
E relevante destacar que a Naringina apresentou resultados semelhantes a

dexametasona, indicando um efeito bioldgico promissor.
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Além dos efeitos promissores da Naringina nos parametros macroscopicos,
os resultados da analise microscopica também foram semelhantes. Apds o
tratamento com Naringina, os parametros microscépicos que indicam inflamagéo
induzida pelo acido acético, como perda da arquitetura da mucosa, espessamento
da camada muscular, formacado de abscessos, infiltrado celular inflamatério e
auséncia de células caliciformes, diminuiram e se assemelharam aos resultados
obtidos com o uso da dexametasona. A Naringina demonstrou um direcionamento
eficaz para o local alvo, baixa toxicidade e longo tempo de circulagao.

Em relacdo aos marcadores antioxidantes, a Naringina mostrou efeito
benéfico na preservagao dos niveis totais de GSH e na redugdo dos niveis de
MDA, indicando um papel antioxidante importante na protecdo contra a
peroxidacao lipidica. O aumento da oxidacdo e peroxidacao lipidica € uma
caracteristica chave desse modelo (VENKATASHIVAN S.K. et al.). Corroborando
com os dados desse trabalho, Xiaolei Yu et al. (2023), relataram que a Naringina
na concentragdo de 100 mg/Kg aumentou a atividade de GSH enquanto diminuiu
os niveis de MDA, que é um importante subproduto da peroxidacao lipidica,
refletindo os graus de peroxidacgao lipidica e dano celular. Correia-Sa et al. (2020)
também avaliou a atividade inflamatéria em um modelo de colite ulcerativa em
ratos tratados com Naringina e obteve resultados semelhantes, incluindo a
reducdo da expressao da enzima iNOS e a inibicdo da transcricdo de NF-kB,
indicando uma agao antioxidante e redugao de espécies reativas de oxigénio.

Tanto a administragdo de dexametasona quanto a de Naringina a 100
mg/Kg sugerem um efeito bioldgico provavelmente relacionado a regulagao
positiva da citocina IL-1B, inibindo a resposta inflamatéria e favorecendo a
protecdo do coélon. Esse efeito € esperado, visto que alguns glicocorticoides,
como a dexametasona, sdo eficazes na inibicdo da cascata inflamatdria e na
inibicdo da transcricdo de mediadores, como o TNF-a (MORA et al., 2012). No
caso da Naringina, seus flavonoides demonstram atividades antioxidantes, anti-
inflamatorias e gastroprotetoras (AMMAR. HH. et al., 2015).

Ratificamos as andlises em H&E no trabalho da (Ribeiro M.E.N.P. et al
2022) que indicam que o tecido que recebeu o tratamento com o extrato de
Naringina, um importante polifenol, apresentou uma importante recuperagao da
estrutura do coldn e diminuiu a presenca de células inflamatorias na regiéo,

diferente do grupo sem tratamento com o extrato polifendico que apresentou
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disturbios na estrutura mucosa, epitélio danificado e uma grande presencga de
células inflamatodrias, indicando que o extrato se mostrou eficaz no tratamento de
colites.

Ressaltamos que no trabalho (FONTES N. F. A. 2023) o extrato da alga
CT e as nanoparticulas de ouro biossintetizadas com C. tamariscifolia (Au@CT),
apresentaram resultados semelhantes ao farmaco padrdo dexametasona,
indicando assim que a alga CT possui efeito biolégico promissor, semelhante ao
farmaco padrdo dexametasona e a Naringina. Diante dos efeitos bioldgicos
promissores da alga CT nos parametros macroscopicos € microscopicos
avaliados, foi de extrema importancia que os resultados destes compostos
naturais fossem semelhantes.

Portanto, os resultados deste estudo destacam o potencial terapéutico
promissor da Naringina, comparavel ao da dexametasona, no contexto das DII.
Estas descobertas sugerem a possibilidade de abordagens mais eficazes e com
menos efeitos colaterais para o tratamento dessas condicbes complexas, com a
Naringina demonstrando beneficios notaveis na redugdo da inflamacdo e na

protecao antioxidante.
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8.0 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo forneceram uma compreensdo mais
aprofundada dos potenciais beneficios da Naringina no contexto da prevencao e
tratamento de doencas inflamatérias intestinais. Com base nas conclusdes deste
estudo, € possivel inferir que a Naringina demonstra propriedades antioxidantes e
anti-inflamatérias significativas, particularmente no modelo experimental de colite
induzida por acido acético. Estes achados sugerem que a Naringina,
especialmente quando administrada na dose de 100 mg/kg, poderia se configurar
como uma alternativa terapéutica promissora no tratamento da Doencga de Crohn
e da Colite Ulcerativa. Contudo, € crucial salientar que sao necessarias pesquisas
adicionais e ensaios clinicos para validar esses resultados e estabelecer as
diretrizes para a utilizagao clinica da Naringina como terapia complementar ou

alternativa nesse contexto.
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10.0 ANEXO - 01

APENDICE A - FARMACOS, REAGENTES E SOLUGOES

Farmacos
Farmaco Principio Ativo Fabricante
Calmin Xilazina 2% Agener Uniao
Cetamin Cloridrato de cetamina10% Syntec
Decadron Injetavel Fosfato dissodico
de dexametasona Aché

Acido Acético 8% Acido acético 8% Exodo cientifica
Extrato de Naringina Extrato de Naringina Cedida pela Dra.
Maria

Elenir Nobre
Pinheiro

do
departamento de

quimica da
UFC adquirida

da Xi'an
Quanao

Biotech Co.,
localizada em

Xi'an, China.
Reagentes
Reagentes/materiais Fabricante
Acetona Dinémica
Acido acético Exodo
cientifica
Acido fosférico (H 3 PO 4) Vetec quimica
fina

Acido tiobarbiturico (TBA) Mp biomedicals



Acido tricloroacético (TCA)

Acido tricloroacético (TCA) a 50%
Alcool Absolute

cientifica

Anticorpo COX-2

Anticorpo de captura (IL-1 B e TNF-a) IL1:

e TNF-a:

Anticorpo IL1

Anticorpo INOS

Anticorpo TNF-a e polimero
Avidina-peroxidase

Cloreto de potassio (KCL)
Cloreto de Sadio (NaCl)
Aldrich

Cloreto de Tolonio (Azul de Toluidina)
DAB

Diidrocloreto de O-dianisidina
Aldrich

Diluente de anticorpo Spring
DPPH

Aldrich

DTNB

Aldrich

EDTA bissddico P.A
cientifica

Estreptomicina

Etanol

Fosfato de Potassio Dibasico
Fosfato de Potassio Monobassico
Fosfato Sédio (NaH2PO4)
Aldrich

GSH

Aldrich

HCL
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Dinamica
Dinamica

Exodo

Abcam
Santa cruz
Abcam
Santa cruz

Abcam

Abcam
Dako
Dinadmica

Sigma-

Gasypath
Dako
Sigma-

Bioscience

Sigma-
Sigma-
Exodo

Gibco

Dinamica

Dinamica

Dinamica

Sigma-

Sigma-

Dako



Hexano

Hidréxido de calcio

Aldrich

HTAB

Insulina

Aldrich

KiT citocinas para TNF e IL1
Systems

Metanol

MTT brometo de [3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-
2,5- difeniltetrazélio])

Aldrich

n-Butanol

OPD o-fenilenediaminadiidrocloreto
Peréxido de Hidrogénio

Solugao de parada (dosagem de citocinas)
Systems

Sulfato anidro

Tris

Trolox

Aldrich

Tween 20

Xilol

Formol (H 2 CO)

Solugdo Salina Tamponada de
Fosfato (PBS)

Solucdes

Preparo

Anticorpo biotinilado Tampao de lavagem

1% de soro de carneiro

Formol tamponado 10%

Dinamica

Sigma-

Dinamica

Sigma-

R&D

Dinamica

Sigma-

Dinamica

Dako

Dako
R&D

Synth
Promega

Sigma-
Biorad
Dinamica

Dinamica

Dulbecco



6,5g de fosfato de sddio dibasico

49 de fosfato de s6dio monobasico

800 mL de agua destilada

Apos dissolver as substancias,

adicionar 100 mL de formaldeido 37%.

Completar para 1000 mL.

Solugao Acido Fosférico 1% 1,176ml do H 3 PO 4 85% para,
100mL de H3 PO 4 1%

Solugao Acido Tiobarbiturico 0,6% 0,6g de Acido tiobarbiturico em,
100mL de Acido acético 7%

Solugédo de Dianisidina 27mL de agua destilada

5mg de Dianisidina (croméforo-cancerigeno)

3ml do tampao fosfato,

15ulde H2 O 2 1%.

OBS: Fazer esse procedimento protegido da luz;

Solugédo de DTNB 13,2 mg de DTNB

3,33 mL de metanol

Solugao de EDTA 0,02M 10mL de solucado de EDTA 0,2M
100mL de agua destilada

Solucdo de EDTA 0,2M 1,737g EDTA 23,3mL de agua destilada

Solugcdo de H 2 O 2 a 3% 3mL de peroxido de hidrogénio (agua oxigenada)

97mL de agua destilada.

OBS: manter em vidro ambar

Solugadode H2021% 30 uilde H2 O 2 30%
970 pL de agua destilada.

25 mmol/L de glicose,

10 mg de insulina (10 pg/mL)

50 Ul/mL de penicilina

50 pg/mL de estreptomicina

Solugdo KCL 1,15% (0,15M) 1,15g de KCI
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100ml de agua destilada

Tampao citrato pH 6,0 29,4g Citrato de Sodio
1000mLH20O

Ajustar pH 6,0 com HCL 1M

Tampao fosfato de potassio Solugdo A: 6,8g de fosfato de potassio
monobasico em 1L de agua destilada.
Solugao B: 8,79 de fosfato de potassio

dibasico em 1L de agua destilada.

OBS: Armazenar ambos em refrigeragao.

Tampao fosfato: 988mL de A + 12mL de

B para preparar 1L de tampéao

Tampao HTAP 0,5% 5g de HTAB (pd) + 1L de Tampéo
fosfato de potassio.

Ajustar o pH em 6,0.

OBS: Armazenar ambos em refrigeracéo.

Tampao TRIS 4,849 de tris

10 mL de 0,2 M EDTA

Ajustar o pH para 8,9

Tripsina a 0,05% Pesar 0,5 g de tripsina e dissolver em 50
mL de PBS [10X].

Completar o volume para 400 mL (agua MilliQ).

Metanol aquoso a 5% 5mL de metanol

95mLdeH20

Agua destilada acidificada com HCI 0,1M Dissolver 8,4mL de HCL
concentrado em agua e completer a 1L

PBS- Tween 20 a 0,1% Cloreto de sodio 137 mM

Cloreto de Potassio 2,7 mM

Fosfato dissodico 4,3 mM

Fosfato monopotassico 1,4 mM



0,1% (v / v) de Tween-20 (Polisorbato 20)
Solugdo tamponada de fosforo (PBS) Solugdo Tampao PBS — pH 7.2 [10x]

Na2HPO4................. 10,5 grgsp 1L de
H20 NaH2PO4 + H20......3,55 gr

OBS: Solucao concentrada, portanto

diluir 100 ml de PBS para cada 900 ml

de H20 (Milli-Q).

Solugao de DPPH a 0,1mm 0,0394g DPPH

Completar com 10mL de metanol

OBS: Preparo em ambiente escuro e armazenar em refrigeragao
Preparo do DPPH a 1:100 v/v:

100 pL da solugao de DPPH a 0,1mm

100 mL de metanol a 80%
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