UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

Raquel Cristina Schwanke

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DO
FLAVONOIDE MIRICITRINA NA COLITE INDUZIDA PELO
SULFATO SODICO DE DEXTRANA (DSS) EM CAMUNDONGO
E ESTUDO DO SEU PERFIL FARMACOCINETICO EM
ROEDORES

Floriandpolis

2012






Raquel Cristina Schwanke

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DO
FLAVONOIDE MIRICITRINA NA COLITE INDUZIDA PELO
SULFATO SODICO DE DEXTRANA (DSS) EM CAMUNDONGO
E ESTUDO DO SEU PERFIL FARMACOCINETICO EM
ROEDORES

Tese submetida ao Programa de Pds-
Graduacdo em Farmacologia da
Universidade Federal de Santa
Catarina para a obten¢do do Grau de
Doutor em Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Batista
Calixto

Colaboragéo: Dré. Veronika
Butterweck

Floriandpolis

2012



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragio Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Schwanks, Raguel Cristina

AVALIACEC DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DO FLAVONSIDE
MIRICITREINA NA COLITE INDUZIDA PELO SULFATO SODICO LE
DEXTRRNA (DSS) EM CAMUNDONGO E ESTUDO DO SEU PERFIL
FAEMACOCINETICO EM ROEDORES. [tesa] / Raguel Cristina
schwanke ; orientadcr, Jedo Batista Calixto -
Floriandpolis, =2C, 2012,

212 p. ; 2lcm

Teaa (doutcorado} - Universidade Federal de Zanta
Catarina, Centro de Ciléncias Bioldgicas. Programa de Péa-
Graduagic em Farmacologia.

Inclui referé&ncias

1. Farmacologia. 2. colite. 3. farmacocinética. 4.
flavenoide. I. Calixto, Jofo Batista. II. Universidads
Fadaral de Santa Catarina. Programa de Pds-craduagio am
Farmacologia., III. Titule.




Dedico esta tese a minha familia, em
especial aos meus pais, Rudi e
Ingrid, a minha irma Rubia, e minha
sobrinha lzabela.






AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus por estar sempre presente e ter me dado
forca e determinacdo para vencer 0s momentos mais dificeis.

Ao meu orientador, professor Dr. Jodo Batista Calixto, pela
oportunidade da realizagdo deste doutorado, e pela orientagdo prestada
durante a execucdo do mesmo, a qual foi imprescindivel para meu
crescimento profissional e pessoal; sobretudo, Ihe agradeco pelo apoio,
paciéncia, credibilidade, e pelo exemplo de determinacdo, competéncia
e dedicacdo.

A minha co-orientadora, Dra. Veronika Butterweck, pela incondicional
ajuda na realizacdo deste trabalho, pela paciéncia, orientagdo, incentivo,
e, por ter me proporcionado um grande crescimento cientifico,
principalmente na area de farmacocinética.

A minha familia, meus pais Rudi e Ingrid, a minha irma Rlbia e minha
sobrinha Izabela, por todo apoio, incentivo, dedicacdo, paciéncia e
sobretudo, pelo amor incondicional que me deram forgas para vencer
todos os obsticulos e a alcancar essa tdo sonhada conquista. Vocés
foram, e, sempre serdo a minha base forte e a minha inspiracéo.

Ao meu namorado, Rafael, pelo apoio, incentivo, e principalmente, pela
paciéncia durante todos esses anos, afinal, foram 6 anos consecutivos de
muito estresse cientifico. Obrigada pela compreensdo por todos os
momentos de auséncia. Gostaria de agradecer também, a familia do
Rafael, que hoje considero como minha, por toda a amizade e incentivo.

Ao professor Dr. Anicleto Poli, o qual esteve sempre pronto para me
ajudar. Obrigada professor por grandes ensinamentos, cientificos e
profissionais, durante esses quatro anos; obrigada por toda forga e
incentivo. O senhor é um exemplo de ser humano e, sua dedicacdo a
vida académica e aos alunos é muito inspiradora.

A Juliana Chaves e & Flavia Meotti por toda ajuda prestada para a
realizacdo deste trabalho e pelas discuss@es cientificas que me ajudaram
no meu crescimento cientifico.



Aos colaboradores deste trabalho e grande amigos, Allisson, Rodrigo e
Rafael, por todo apoio na execucdo deste trabalho, pela troca de
experiéncias cientificas e, pela amizade e momentos de alegria.

Aos grandes amigos que aqui conquistei Mariane e Tatiana, obrigada
pela amizade, compreensdo, apoio e ajuda incondicional, levarei vocés
sempre N0 mMeu coracao.

As grandes amigas que conquistei durante meu doutorado sanduiche nos
EUA, Nivea e Aline. Obrigada por toda forca e grande amizade, a ajuda
de vocés foi fundamental para que eu pudesse atingir meus objetivos.

Aos colegas dos laboratérios nos EUA, em especial ao Dr. Chethan,
Karin e Dr. Mohamed, obrigada por toda ajuda e aprendizado cientifico.

Aos amigos que conquistei nos EUA, alemdes, obrigada a todos pela
amizade e pelos momentos de descontracgao.

Aos professores do departamento de Farmacologia da Universidade
Federal de Santa Catarina por terem contribuido em minha formacéo e
servirem como modelo de competéncia e dedicacéo.

As amigas, Patricia, Juliana e Aline, pela amizade, carinho, respeito, e
por todo apoio durante todos esses anos.

Para todo pessoal do LAFEX, pelo apoio e troca de experiéncias
cientificas.

A todos os funcionarios do Departamento de Farmacologia, em especial
ao Pedro, pela atencéo e suporte.

Aos amigos da vida, pela amizade, apoio, compreensdo, suporte
emocional e, por todos 0s momentos de muita descontracao.

As agéncias de fomento, CNPq e CAPES, pelo apoio financeiro
concedido durante a realizagdo deste trabalho.

E, por fim, a todos os meus familiares que sempre torceram por mim e a
todos aqueles que, direta ou indiretamente, contribuiram para a
realizacdo deste trabalho.



“Paciéncia ¢ a confianca colocada em pratica”

Hebreus 6.12-15






RESUMO

As doengas inflamatorias intestinais (IBD) sdo classificadas
como um grupo de disfuncbes do trato gastrointestinal e representam
importante problema de satde publica mundial. Atualmente, as opcdes
terapéuticas de primeira escolha para o tratamento das IBDs apresentam
eficécia limitada, além de diversos efeitos adversos. Por essa razdo, a
busca por terapias mais promissoras para o tratamento dessas doencas é
extremamente necessaria. Os flavonoides sdo compostos fenodlicos
amplamente distribuidos na natureza e possuem inimeras propriedades
bioldgicas, dentre elas, atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria, e
dessa forma, sdo apontados na literatura, como alvo potencial para o
tratamento das IBDs. O flavonoide miricitrina é encontrado em uma
grande variedade de vegetais, especialmente nas folhas da espécie
Eugenia uniflora. O presente estudo avaliou a acéo anti-inflamatéria da
miricitrina no modelo de colite induzida pelo sulfato sédico de dextrana
(DSS), bem como, alguns dos mecanismos envolvidos em seus efeitos
em camundongos. Além disso, para que a atividade farmacolégica da
miricitrina, no modelo de colite experimental, fosse corretamente
interpretada, desenvolvemos e validamos um método analitico, o qual
foi aplicado com sucesso para a determinagdo do perfil farmacocinético
da miricitrina em plasma de roedores. Nossos resultados demonstraram
que o tratamento oral com miricitrina (1, 3, e 10 mg / kg) causou acéo
anti-inflamatéria na colite aguda induzida pelo DSS, através da
prevencdo das lesdes macro- e microscépicas do célon, bem como, pela
inibicdo da migracdo de neutréfilos para o local inflamado. Além disso,
a miricitrina  reduziu  significativamente os  niveis  de
citocinas/quimiocinas pré-inflamatdrias, como, TNF-a, CXCL1/KC e
IL-6 e a expressdo das enzimas, NOS2 e COX-2, em tecido colbnico dos
animais com colite experimental. O tratamento oral com a miricitrina
inibiu importantes vias inflamatérias ap6s o tratamento DSS, incluindo a
proteina quinase PKCg, proteinas quinases ativadas por mitégeno, e o
fator de transcri¢do nuclear kB. Por fim, os métodos analiticos validados
neste trabalho mostraram-se seletivos, lineares, sensiveis, reprodutiveis
e, apresentaram precisdo e exatiddo dentro dos limites preconizados
pelas agéncias regulamentadoras e, por esta razdo, puderam ser
corretamente aplicados para a determinagdo do perfil farmacocinético
deste composto em ratos e camundongos. Os resultados do perfil
farmacocinético da miricitrina em plasma de roedores nos permitem



sugerir que, tanto a forma glicosilada da miricitrina, como 0s seus
metabdlitos formados, parecem ser os responsaveis pela sua ag¢do anti-
inflamatoria e antinociceptiva apds a administracdo oral do composto.

Palavras-chave: doencas inflamatdrias intestinais; colite; miricitrina;
farmacocinética.



ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBD) are classified as a group of
gastrointestinal disorders representing an important public health
problem. The current therapy used for the management of human
inflammatory bowel disease has limited efficacy and many adverse
effects. For this reason, the search for most promising therapies for the
treatment of these diseases is extremely needed. Flavonoids are phenolic
compounds widely distributed in nature and have a number of biological
properties, including, antinociceptive and antiinflammatory activities.
Therefore, the flavonoids are cited in the literature as a potential target
for the treatment of IBDs. The flavonoid myricitrin is found in a wide
variety of plants, especially in the leaves of the species Eugenia
uniflora. In order to better understanding the biological activity of the
compound, the determination of its pharmacokinetic profile is extremely
important. Thus, this study aimed to investigate the antiinflamatory and
antinociceptive actions of myricitrin in the model of acute colitis
induced by dextran sulfate sodium (DSS). Furthermore, we have also
developed and validated an analytical method which was successfully
applied to determine the pharmacokinetic profile of myricitrin in the
plasma of rodents. Our results showed that oral treatment with
myricitrin (1, 3, and 10 mg/kg) exerted a marked anti-inflammatory
action in DSS-induced acute colitis in mice, by preventing macro- and
microscopic damage to the colon and the migration of neutrophils to the
infected site. Furthermore, myricitrin significantly impaired the levels of
pro-inflammatory cytokines/chemokines, namely TNF-a, CXCL1/KC
and IL-6 and the expression of NOS2 and COX-2 enzymes in murine
colon tissue. Moreover, the oral treatment with myricitrin also prevented
important inflammatory pathways following DSS treatment, including
the protein kinase PKCe, mitogen-activated protein kinases, and the kB
nuclear transcription factor. The analytical methods validated in this
work were selective, linear, sensitive, reproducible, and showed
precision and accuracy within the limits preconized by regulatory
agencies. Thus, it could be properly used to determine the
pharmacokinetic profile of muyricitrin in rats and mice. The
pharmacokinetic profile in plasma of rodents allows us to suggest that
both, the glycosylated form of myricitrin, as well as, their metabolites,
seem to be the responsibles for its pharmacological activity in the
present study.



Key-words: Inflammatory bowel disease; colitis;  myricitrin;
pharmacokinetic.
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1. INTRODUCAO
1.1 Doencas inflamatorias intestinais

As doencas inflamatdrias intestinais (IBD, do inglés
inflammatory bowel disease) sdo amplamente estudadas, pois
representam um importante problema de salde publica mundial
(Baumgart e Sandborn, 2007a). As IBDs podem ser classificadas
genericamente por um grupo de disfungdes inflamatérias do trato
digestivo, caracterizadas por dano tecidual e inflamacdo da mucosa
intestinal. As duas principais IBDs sdo a doenca de Crohn (CD, do
inglés Crohn’s disease) e a colite ulcerativa (UC, do inglés ulcerative
colitis) (Aharoni et al., 2006).

A CD, também conhecida como ileite terminal, é uma doenca
crbnica, de causa desconhecida, que evolui por surtos de natureza
inflamatdria (Bonen e Cho, 2003). A CD tem caracteristica transmural,
afetando principalmente a mucosa e submucosa, ndo sendo restrita,
portanto, as areas ulceradas. Esta doenca intestinal pode acometer, de
forma descontinua, todo o trato digestivo, afetando desde a boca até o
anus. Os sintomas clinicos mais comuns incluem dor abdominal,
diarreia com ou sem sangue, nduseas, vomito, febre e anorexia. Além
disso, a presenca de fistulas no trato gastrointestinal (TGI) é muito
comum (Baumgart e Sandborn, 2007a).

Por outro lado, a UC é uma doenca inflamatéria ndo transmural,
a qual se limita a mucosa intestinal, mais especificamente, na regido do
célon e, o comprometimento é continuo, iniciando principalmente pela
parte distal do reto. A UC evolui por surtos, ocorrendo periodos de
exacerbacdo e remissdo das lesdes e dos sintomas, as vezes ao longo de
muitos anos. Os sintomas clinicos incluem principalmente diarréia
sanguinolenta, dor abdominal e eliminacdo de pus durante as evacuacgdes
(Baumgart e Sandborn, 2007a). Além disso, a presen¢a de fistulas no
célon é menos frequente que na CD. Porém, a incidéncia de abscessos
nas criptas intestinais é significativamente maior em pacientes com UC,
em relacdo aqueles portadores da CD (Baumgart e Sandborn, 2007a).
Uma das maiores complicacdes observadas em pacientes com algum
tipo de IBD, além dos eventos inflamatdrios ja descritos, é a provavel
evolucdo para o cancer de colon (Pohl et al., 2000), o qual é responsavel
pelo aumento da mortalidade desses pacientes quando comparado aos
individuos que apresentam céancer de célon de forma esporadica
(Richards et al., 1989).
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1.2 Epidemiologia

Estudos epidemiolégicos demostram que a incidéncia das IBDs
vem aumentando de forma significativa desde 1950, e que, até a Gltima
década, a maior incidéncia dessas doengas ocorria principalmente, em
paises desenvolvidos no mundo ocidental. Por outro lado, em paises em
desenvolvimento da Europa Oriental, América do Sul, Africa e Asia, a
taxa de incidéncia dessas doencas era muito inferior (Lakatos e Lakatos,
2006). Acredita-se que a maior incidéncia das IBDs em paises com
maior indice de desenvolvimento humano (IDH) ocorra pelo fato destes
paises apresentarem niveis de industrializacdo elevados, capazes de
gerar graves alteracBes no meio ambiente, 0s quais sdo responsaveis
pelas alteracbes em genes que estdo diretamente relacionados ao
desenvolvimento das IBDs. De fato, ha estudos demonstrando que
individuos que migraram de locais menos desenvolvidos para locais
mais desenvolvidos apresentavam maior chance de desenvolver alguma
disfuncdo genética associada as IBDs, enquanto que, individuos que
fizeram a migracdo de locais mais desenvolvidos para 0s menos
desenvolvidos ndo apresentavam essa tendéncia (Zheng et al., 2005).
Outro fator apresentado para explicar a diferenca no quadro
epidemiolégico mundial, é a diferenca dos métodos de sanitizacdo e
higiene entre 0s paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Os paises
em desenvolvimento apresentam condicfes sanitarias e de higiene mais
precérias e de dificil acesso a populacdo. Por esse motivo, acredita-se
gue as criangas recem nascidas e/ou bebés até 2 anos de idade (fase na
gual se desenvolve o arsenal imunolégico de um individuo)
desenvolveriam um sistema imune mais eficiente e por isso,
apresentariam  quando adultos, uma menor tendéncia ao
desenvolvimento das IBDs (Gent et al., 1994; Hampe et al., 2003).

Estudos recentes mostram que o quadro epidemiolégico das
IBDs no mundo estd mudando. Areas que antes eram consideradas de
baixa prevaléncia, como no sul da Europa, Asia e paises em
desenvolvimento, tém apresentado um aumento na incidéncia dessas
doencas. Por outro lado, em regies que antes eram consideradas de alta
prevaléncia, como na América do Norte e Norte da Europa, a incidéncia
dessa doenca vem se estabilizando (Lakatos, 2006). Até 2005, a taxa
mundial de incidéncia de UC variou entre 0,5-24,5/cem mil habitantes,
enquanto que, para a CD os nimeros oscilaram entre 0,1-16/cem mil
habitantes, apresentando taxa de prevaléncia de aproximadamente 400
casos em cem mil habitantes (Ouyang et al., 2005).
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1.3 Causas das doencas inflamatorias intestinais

A patogénese das IBDs é multifatorial e, desta forma, a
ocorréncia dessas doencas pode ser influenciada por diversos fatores,
tais como, idade, raca, etnia, regido geogréfica, e principalmente, fatores
genéticos (historico familiar) associados aos fatores ambientais, os quais
estdo relacionados aos habitos de vida dos individuos, como, por
exemplo, o tabagismo e a dieta alimentar (consumo excessivo de agUcar,
gordura animal e proteinas), que podem acelerar o desenvolvimento de
inflamagdes intestinais (Sartor, 2006; Bernstein e Shanahan, 2008;
Kaser et al., 2010a).

1.3.1 Fatores genéticos

O componente hereditario tem se mostrado bastante relacionado
ao desenvolvimento das IBDs. Parentes de primeiro grau de individuos
afetados pelas IBDs parecem ter um risco cinco vezes maior no
desenvolvimento desta patologia (Xavier e Podolsky, 2007). Estudos
realizados com gémeos monozigotos (que possuem 100% de
concordancia génica) e gémeos dizigotos (50% de concordancia génica)
mostraram que, mesmo crescendo em um ambiente similar, a taxa de
desenvolvimento de CD e UC foi significativamente maior em gémeos
monozigotos, 0s quais apresentaram um risco 800 vezes maior de
desenvolver a CD (Halme et al., 2006). Outra evidéncia da influéncia do
fator genético no desenvolvimento das IBDs é a existéncia de uma
correlagdo entre pacientes acometidos pelas IBDs e seus parentes de
primeiro grau. Estudos mostraram que pacientes acometidos pela CD ou
UC, apresentavam cerca de 2-16% e de 5-15%, respectivamente, de
parentes de primeiro grau acometidos pela mesma doenca (Baumgart e
Carding, 2007Db).

No ano de 2005, foi realizado um estudo de associacdo
gendmica (GWAS, do inglés, genome-wide association studies) com a
finalidade de identificar as principais alteracBes cromossémicas
responsaveis pelo desenvolvimento das IBDs. Os resultados obtidos
pelo estudo em questdo mostraram que existem loci (local fixo em um
cromossomo onde estd localizado determinado gene) os quais estdo
envolvidos de forma especifica com a CD, como: alteragcdes em loci de
receptores do tipo NOD (NOD2, do inglés, nucleotide-binding
oligomerization domain 2), intelectinas (ITLNZ, intelectina-1), e genes
relacionados a autofagia, como o ATG16L1 (do inglés, Autophagy-
related protein 16-1). Por outro lado, foram identificados loci que estéo
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relacionados, de forma especifica, com a UC, como: alterages em loci
relacionados a via regulatdria (IL-10 e ARPC2), a funcdo das células
epiteliais intestinais (ECM1), e a proteina ubiquitina ligase E3
(HERC2). Porém, o estudo também identificou outros locus os quais
parecem estar envolvidos com ambas as patologias (Budarf et al., 2009).

Nesse contexto, estudos mostraram que alteracbes no gene
CARD15 (do inglés, caspase recruitment domain 15), que codifica para
proteinas intracelulares como a proteina NOD2, que sdo responsaveis
pelo reconhecimento de fragmentos bacterianos, estdo associados ao
desenvolvimento das IBDs. A proteina NOD2 estd preferencialmente
expressa em macrofagos e células dendriticas e sua ativagdo, em
resposta & estimulagdo bacteriana, aciona vias de sinalizagdo
intracelulares, as quais ativam a via das proteinas quinases ativadas por
mitégeno (MAPK, do inglés, mitogen activated protein kinases) bem
como, fatores de transcri¢do, como o fator nuclear kB (NF-xB) (Bonen
e Cho, 2003; Inohara et al., 2003; Magalhaes et al., 2007).
Interessantemente, estudos evidenciaram que, de fato, mutagdes no gene
CARD15 ocorrem em cerca 10-15% dos pacientes com CD (Hugot et
al., 2001; Ogura et al., 2001).

Ja estd bem estabelecido na literatura que o equilibrio entre a
producdo de citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatdrias €
fundamental para a manutencdo da homeostase no intestino, e que a
desregulacdo desse sistema leva a iniciacdo e a perpetuacdo de uma
resposta inflamatdria intestinal. De fato, estudos mostraram que,
mutacBes nos genes que codificam citocinas e seus receptores,
responsaveis pelo controle da proliferacdo e ativacdo de células T, estdo
amplamente associadas ao desenvolvimento das IBDs (Baumgart e
Carding, 2007b). Mutacdes recessivas nos genes que codificam tanto o
receptor de interleucina 10 (IL-10), quanto a propria citocina IL-10,
estdo associadas com o desenvolvimento da CD em recém-nascidos
(Glocker et al., 2009). Além disso, ja é sabido que camundongos
deficientes em IL-10 desenvolvem colite de forma espontanea (Kuhn et
al., 1993). Uma possivel explicacdo pelo qual a delecdo da IL-10
desencadeia o desenvolvimento de IBDs reside no fato desta citocina ser
fundamental para a manutencéo da homeostase intestinal, uma vez que a
IL-10 é uma citocina do tipo anti-inflamatéria, capaz de reduzir a
ativacdo de linfocitos T auxiliares do tipo 1 (Thl) e do tipo 2 (Th2)
(Kuhn et al., 1993). Outra citocina que parece estar envolvida no
desenvolvimento das IBDs é a IL-22, responsavel pela estimulagdo da
producdo de muco pelas células epiteliais intestinais, como as células
caliciformes. Recentemente, foi demonstrado que a mucina-2 (MUC2),
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uma glicoproteina secretada pelas células caliciformes, cuja fungéo é
reparar e proteger a mucosa intestinal, apresentava-se mutada em
pacientes com IBD. Além disso, foi observado que camundongos com
deleco génica paraa MUC2 (MUC™) séo capazes de desenvolver colite
espontanea (Strober et al., 2007).

Outro tipo de mutacdo genética que parece estar diretamente
relacionada ao desenvolvimento das IBDs sdo as alteragdes nos genes
que codificam proteinas que regulam o processo de autofagia, como o
gene ATG16L1, amplamente expresso em celulas intestinais, como
células de Paneth. Estudos comprovaram que uma simples mutacédo
neste gene gera uma perda da capacidade de capturar bactérias,
aumentando desta forma o dano intestinal e o risco de desenvolvimento
da doenca de Crohn (Cadwell et al., 2008; Kuballa et al., 2008).

Embora as alteragcdes genéticas representem um importante fator
para o desenvolvimento das IBDs, conforme descrito anteriormente, é
necessario ressaltar que nem todos pacientes que apresentam algum tipo
de mutacdo genética desenvolvem inflamacéo intestinal, o que de fato,
ressalta que a interagdo entre os fatores genéticos e os fatores ambientais
é fundamental para o desenvolvimento das IBDs (Kaser et al., 2010b).

1.3.2 Fatores ambientais

Inimeros sdo os fatores ambientais que parecem estar
associados com o desenvolvimento das IBDs, tais como: tabagismo,
higiene e estresse (Sartor, 2006; Bernstein e Shanahan, 2008). Além
disso, alteragBes na microbiota intestinal induzida pela dieta,
antibiéticos, contraceptivos orais, estresse emocional e infeccdo
entérica, também representam um gatilho para o desenvolvimento das
IBDs (Tamboli et al., 2004; Sartor, 2006). Nesse contexto, estudos tém
demostrado que pacientes que apresentam alguma forma de IBD,
apresentam um desequilibrio entre os microorganismos da flora
intestinal. Foi observado, ainda, nesses pacientes, uma reducdo de
bactérias da ordem das Clostridiales, Firmicutes e Bacteroidetes,
constituintes da flora intestinal “normal” de humanos, e um aumento no
nimero de bactérias do tipo Enterobacteriaceae (familia de bactérias
Gram negativas que apresentam caracteristicas patolégicas), dentre elas,
a Escherichia coli (Sartor, 2008; Willing et al., 2010; Frank et al.,
2011). Além disso, estudos recentes levantam a hipéGtese de que o
intestino inflamado € capaz de selecionar o crescimento de certos
microorganismos  patogénicos, como por exemplo, Salmonella
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typhimurium, um soro-tipo da Salmonella causadora de gastroenterites
(Sartor, 2008).

Outro fator intimamente relacionado ao desenvolvimento das
IBDs é o tabagismo. A associacdo do tabagismo ao desenvolvimento das
IBDs é ainda uma questdo ambigua para muitos pesquisadores, pois, do
ponto de vista clinico, o tabagismo parece agravar os sintomas da CD,
além de aumentar consideravelmente os riscos de recorréncia clinica
guando comparados com pacientes ndo fumantes (Cottone et al., 1994;
Lee e Lennard-Jones, 1996). Por outro lado, na UC, o tabagismo parece
amenizar os sintomas da doenca, uma vez que, 0 ndmero de
hospitalizagdes de pacientes acometidos com a UC é inferior em
fumantes em relacdo a pacientes ndo fumantes (Boyko et al., 1988).
Além disso, o uso de adesivos de nicotina associado a terapias
convencionais tem sido utilizado em pacientes com UC moderada, uma
vez que esta associagdo promove a reducdo dos sintomas clinicos nestes
pacientes (Pullan et al., 1994). Os efeitos benéficos/maléficos do fumo
nas IBDs parecem estar relacionados ao efeito da nicotina na modulagéo
da resposta imune, através da inibicdo da resposta mediada por
linfécitos Th2 que predominam na UC, e ndo sob os linfécitos Thi,
caracteristicos da CD, o que explicaria o fato de a nicotina apresentar-se
como um fator protetor em pacientes com UC (Madretsma et al., 1996).
Ademais, estudos experimentais sugerem que o efeito benéfico da
nicotina na UC esteja relacionado ao aumento na producdo de muco,
diminuicdo na producdo éxido nitrico e melhorias na funcdo da barreira
epitelial. Na CD, a nicotina parece agravar ainda mais 0s sintomas,
devido ao aumento da migracdo de neutrdfilos para a lamina prépria
(Cosnes, 2004). Entretanto, até 0 momento, 0s componentes do cigarro
responsaveis por estas observactes ndo foram ainda identificados e, por
esta razdo, estudos mais especificos devem ser realizados para uma
melhor compreensdo dos efeitos do tabagismo sobre as IBDs.

1.3.3 Importancia da integridade da barreira da mucosa
intestinal

A conservacdo da integridade da barreira epitelial intestinal
representa a primeira linha de defesa do organismo frente a
microorganismos patogénicos e, desta forma, constitui outro fator
determinante para a manutencdo da homeostase intestinal. A barreira
epitelial intestinal é formada por células epiteliais especializadas, como
0s enterdcitos, as células caliciformes (ou, do inglés, goblet cells) e as



35

células de Paneth, as quais sdo cobertas por uma fina camada de muco
(Gersemann et al., 2011; Maloy e Powrie, 2011).

As células caliciformes sdo responsaveis pela producdo de
peptideos antimicrobianos (AMPs, do inglés, antimicrobial peptides) e
de muco, sendo cruciais para a protecdo do epitélio intestinal (Maloy e
Powrie, 2011). Conforme descrito anteriormente, pacientes com
inflamacdo intestinal apresentam alteragcBes na glicoproteina MUC2,
uma proteina amplamente secretada pelas células caliciformes que,
juntamente com lipidios, eletrdlito e dgua compdem o muco intestinal
(Strober et al., 2007).

As células de Paneth estdo presentes nas criptas intestinais e sao
responsaveis pela producdo de peptideos antimicrobianos como:
lisozimas, defensinas e lectinas, que tém como principal fungdo a
limitacdo da colonizacdo por bactérias comensais e protecdo do tecido
contra micro-organismos patogénicos (Gersemann et al., 2011; Maloy e
Powrie, 2011). Neste contexto, estudos mostraram que a mutagdo no
fator de transcricdo responsavel pela maturacdo das células de Paneth
esta associada ao surgimento de CD (Gersemann et al., 2011).

O terceiro tipo de célula epitelial constituinte da barreira epitelial
intestinal sdo os enterdcitos. Essas células possuem pequenas
vilosidades e atuam como um canal de conducdo para antigenos,
constituindo a interface entre o limen intestinal e o tecido linfoide
adjacente. Desta forma, através dos enterdcitos, os antigenos presentes
no limen intestinal sdo apresentados aos linfocitos, presentes nas placas
de Peyer e foliculos linfoides, através das células apresentadoras de
antigenos APCs (Mach et al., 2005).

Outro fator determinante para a integridade da barreira epitelial
intestinal é a forte aderéncia entre as células epiteliais através das tight
juntions (TJs), formando desta maneira, uma barreira fisica, cuja fungéo
é permitir a passagem de nutrientes e fluidos e, proteger o hospedeiro
contra micro-organismos patogénicos (Gersemann et al., 2011). Estudos
mostraram que as TJs desempenham um papel relevante nas IBDs, uma
vez que pacientes com CD apresentam alteracdes na expressdo de
proteinas que compdem as TJs, como as claudinas-2, 5 e 8, levando a
formacdo de uma barreira epitelial fraca e descontinua (Zeissig et al.,
2007). Ademais, citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a e IFN-y,
estdo aumentadas em pacientes com IBD, e sdo capazes de alterar a
funcéo de barreira das TJs do epitélio intestinal. De fato, o tratamento de
pacientes acometidos pelas IBDs com anticorpo anti-TNF-a foi efetivo
em reduzir os sintomas clinicos da doenca, devido a restauracdo das
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funcGes de barreira das TJs, restabelecendo desta forma, a integridade da
barreira epitelial (Suenaert et al., 2002).

Por fim, as células que compdem a barreira epitelial do intestino
sdo responsaveis, também, pela indugdo da migracdo de células
inflamatorias para o trato gastrointestinal (TGI) através da liberacdo de
guimiocinas, como a CXCLS8, ativando, desta forma, a resposta imune
inata no local da inflamacdo, capaz combater 0s micro-organismos
patogénicos e restaurar a homeostasia intestinal (Macdonald et al.,
2011).

1.4 Imunobiologia nas IBDs

Existem varios relatos na literatura indicando que o desequilibrio
entre 0s microorganismos presentes na flora intestinal, a barreira
epitelial intestinal e a resposta imunoldgica do hospedeiro, esta
diretamente associado a inicia¢do e desenvolvimento das IBDs (Xavier e
Podolsky, 2007). No individuo saudavel, por exemplo, o sistema
imunoldgico intestinal é regulado de forma delicada e controlada,
permitindo um equilibrio com a flora intestinal. Por outro lado, em
pacientes acometidos pelas IBDs, o funcionamento dos mecanismos
imunoregulatdrios ocorre de forma inadequada (Garrett et al., 2010). O
desenvolvimento de uma resposta imunolégica desregulada nas IBDs é
em grande parte mediada pela ativacdo desenfreada de células da
resposta inflamatoria como os neutréfilos, macrofagos e linfécitos T
(Baumgart e Carding, 2007b; Cassiano, 2009). Os mecanismos
envolvidos na ativagdo dessas células envolvem a liberagéo de grandes
guantidades de mediadores inflamatorios, como: citocinas, quimiocinas
e enzimas induziveis, principalmente a ciclooxigenase 2 (COX-2) e
oOxido nitrico sintase (NOS2), os quais coordenam a acéo e amplificacdo
do processo inflamatorio intestinal devido a um processo de resolucdo
deficiente (Sartor, 1994; Atreya et al., 2000). De fato, estudos
mostraram que o desequilibrio entre a ativacao de células T efetoras (as
quais liberam citocinas pro-inflamatérias) e células T regulatorias
(responsaveis pela liberacdo de citocinas anti-inflamatorias), esta
diretamente associado ao desenvolvimento das IBDs (Macdonald et al.,
2011; Hundorfean et al., 2012). O processo de resolu¢do envolve a
supressdo de mediadores pré-inflamatorios e da inflamacdo através da
estimulacdo da producgdo e liberacdo de mediadores anti-inflamatorios
como o TGF-B e IL-10 (Lawrence et al., 2002). Além disso, mediadores
enddgenos, como as resolvinas, lipoxinas e protectinas, bem como a
ativacdo de leucdcitos, cujas células sdo capazes de remover células
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inflamatdrias e microorganismos patogénicos do local da lesdo, exercem
papel crucial para a manutencdo da homeostasia do organismo
(Lawrence et al., 2002; Schwab e Serhan, 2006).

O sistema imunolégico associado ao TGI é extremamente
complexo, sendo formado por populacfes de células linfoides e ndo
linféides. No tecido linféide da mucosa intestinal estdo presentes
linfocitos T e B, granuldcitos, mastdcitos e células Natural Killer (NK)
(Mach et al., 2005); Abbas et al., 2008). Além disso, os enterdcitos
promovem o encontro entre o0s antigenos presentes no limen e as APCs
presentes na mucosa, tais como as células dendriticas e macréfagos
(Mach et al., 2005). As células dendriticas sdo cruciais no controle da
imunidade contra patgenos e na tolerancia & flora comensal. Estas
células possuem amplo espectro de receptores de reconhecimento
padrdo (PRRs) como, os receptores do tipo TOLL (TLR) e receptores do
tipo NOD (NLRs), os quais sdo capazes de reconhecer produtos
bacterianos e distinguir bactérias patogénicas das comensais, além de
ativar ou silenciar a resposta de células T (Magalhaes et al., 2007). Uma
vez que as células dendriticas entram em contato com 0s patdgenos,
ocorre 0 processo de maturacdo e posterior indugdo da resposta
imunoldgica.

Na auséncia de processo inflamatério e na presenca da
microflora comensal, ha um balango entre células efetoras e
regulatérias, que permite o controle da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatérias. Neste caso, no intestino do individuo
saudavel, as células dendriticas apresentam fenétipo imaturo e
estimulam a diferenciacdo das células T naive em células T regulatérias
CD4%, as quais liberam, de forma constitutiva, citocinas com
caracteristicas antiinflamatérias, como a IL-10 e o TGF-B. Estas
citocinas limitam a producéo de citocinas pré-inflamatérias como IL-12
e IL-23, bem como, reduzem a ativacao de células Thl e Th2 na mucosa
intestinal, e por esta razdo, sdo responsaveis por controlar a ativagéo
excessiva de linfocitos e limitar a perpetuacdo do processo inflamatério
(Banchereau e Steinnman, 1998).

Entretanto, diante de um processo inflamatério agudo, ocorre
ativacdo do sistema imunoldgico inato, o qual permite o controle dos
patégenos através da ativacdo de células efetoras secundarias, como as
células NK (responsaveis pela ativacdo de macréfagos), neutrofilos e
APCs. As células do sistema imunoldgico inato estdo presentes na
mucosa intestinal e sdo capazes de reconhecer o agente invasor,
promover a fagocitose, destruicdo dos microorganismos e, secretar
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citocinas pré-inflamatérias, as quais estimulam a cascata inflamatéria
(Banchereau e Steinman, 1998).

Diante de um processo inflamatério exacerbado, ocorre a
ativacdo da resposta imune adaptativa. A ativacdo da resposta adaptativa
ocorre apos as APCs reconhecerem 0s patdgenos e apresentarem 0S
fragmentos de antigenos aos linfocitos T CD4+ (naives), levando a
diferenciacdo e a proliferacdo de células T efetoras (Thl, Th2 e Thl7),
as quais tém funcdes distintas na inflamacdo. A ativacdo dessas células
resulta em uma maior producéo de citocinas pro-inflamatdrias quando
comparado a producdo de citocinas anti-inflamatérias pelas células T
regulatérias, gerando dessa forma, um desequilibrio na homeostasia
intestinal, que culmina com a exacerbacdo e perpetuacdo da resposta
inflamatdria (Ilwasaki e Medzhitov, 2004). Além disso, durante o
processo inflamatério, muitos leucécitos penetram no local da lesdo
através da vasculatura da mucosa e liberam quimiocinas, as quais atraem
mais células inflamatdrias para o sitio da inflamacdo e promovem a
amplificacdo e perpetuacdo do processo inflamatério, através de um
ciclo de retroalimentacdo positiva (Soehnlein et al., 2009). Por outro
lado, a fim de tentar recuperar a homeostasia intestinal, as células T
CD4" (naives), na presenca de citocinas como TGF-p e IL-10, podem se
diferenciar em linfécitos T regulatérios e controlar o processo
inflamatdrio (lwasaki e Medzhitov, 2004).

A figura 1 apresenta um esquema acerca do mecanismo
imunoregulatério desencadeado mediante processo inflamatério
instalado no intestino. Na figura em questdo, é possivel observar as
principais células do sistema imune inato e adaptativo, as quais séo
ativadas diante de um processo inflamatério instalado no intestino, e os
principais mediadores inflamatorios liberados por estas células.
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Figura 1: Mecanismo imunorregulatério desencadeado mediante processo inflamatério
instalado no intestino. IEC, Intestinal Epithelial Cell; IL, interleucina; NK, natural killer;
NKT, célula T natural killer; TNF, tumor necrosis factor ; TGF, transforming growth factor.

A resposta das células T apresenta caracteristicas diferentes entre
os dois tipos principais de IBD. Em pacientes com UC ha uma
predominéncia de linfocitos CD4+ com células do fendtipo Th2,
caracterizada pela alta producdo de IL-4 e TGF-B. Por outro lado, na
mucosa de pacientes com CD predomina a resposta do fenétipo Thi,
que é caracterizada pela producéo de interferon-y (IFN-y) e interleucina-
2 (IL-2) (Fuss et al., 1996). Na CD, a resposta Thl parece estar
influenciada pelas células Th17, que sdo caracterizadas pela producédo da
interleucina-17 (IL-17) (Kolls e Linden, 2004). A producdo desta
citocina é estimulada pela IL-6, TGF-B e IL-23 e, por produtos
secretados de neutrofilos e células apresentadoras de antigenos,
especialmente as células dendriticas (Sartor, 2006). De fato, estudos
demonstraram que tanto os niveis de 1L-23 quanto de IL-17, encontram-
se aumentados em tecidos de pacientes com CD (Shih e Targan, 2008;
Dutra et al., 2011b). Ja o perfil da resposta das células T na UC é mais
dificil de ser caracterizado. A produgdo das citocinas IL-4 e IL-5, as
quais estdo elevadas no tipo de resposta Th2, nem sempre é encontrado
em altos niveis em tecidos com UC, o que torna a caracterizacdo das
IBD muitas vezes controversa (Fuss et al., 1996). Contudo, o controle
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do equilibrio entre ativacdo de células T efetoras e regulatérias, bem
como, da producdo de citocinas pro- e anti-inflamatdrias, é fundamental
para a manutencdo da homeostasia intestinal nos individuos acometidos
pelas IBDs.

1.5 Alteracdes histopatoldgicas e manifestacGes clinicas das IBDs

Na UC, cuja doenga acomete apenas a mucosa de forma continua, a
regido afetada apresenta sinais de ulceracdo, hiperemia e hemorragia
(Baumgart e Sandborn, 2007a). As alteracdes histopatoldgicas
observadas no estagio inicial da doenca incluem: infiltrado de células
inflamatdrias na lamina prdpria, danos epiteliais e distor¢do das criptas.
Na fase tardia, as células inflamatdrias invadem as criptas intestinais e
as destroem. Nessa fase, também é possivel observar a perda de células
caliciformes e edema na mucosa intestinal. Entretanto, diante de um
processo inflamatdrio recorrente, o encurtamento do célon é observado
(Podolsky, 2002).

Na CD, caracterizada por uma inflamacdo crbnica que acomete
todo TGI, todas as camadas da parede intestinal sdo afetadas.
Macroscopicamente, é possivel observar o espessamento da mucosa
intestinal, enquanto que na andlise microscdpica, 0os granulomas sdo
evidentes. Além disso, pode-se observar a presenca de denso infiltrado
de células inflamatdrias, pontos de ulceracdo, fibrose e presenca de
fistulas/fissuras (Baumgart e Sandborn, 2007a).

Os sinais clinicos da UC séo principalmente, diarreia sanguinolenta
e dor abdominal, e nos casos mais graves, febre e perda de peso. Na CD,
as principais manifestacdes clinicas sdo febre, perda de peso, diarreia,
frequentemente com presenca de sangue e muco e, dor abdominal
(Baumgart e Sandborn, 2007a). Portanto, a dor abdominal é uma
manifestacdo clinica comum presente em ambas as formas das IBDs.

1.5.1 Dor abdominal: sintoma das doencas inflamatdrias intestinais

A sensacédo dolorosa exerce um papel fisiologico, pois funciona
como um sinal de alerta e nos permite deduzir e detectar qualquer
ameaca a integridade fisica do organismo (Chapman e Gavrin, 1999). A
percepcdo da dor ocorre pelo envio de um sinal apés a ativacdo dos
receptores sensoriais da dor, chamados nociceptores, frente a um
estimulo que possui potencial de dano. A sensacdo dolorosa pode ser:
transitoria, quando a ativagdo dos nociceptores ocorre na auséncia de
dano tecidual; aguda, quando ha uma lesdo e consequente ativacdo dos
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nociceptores no local da lesdo, ou ainda, cronica, quando a dor €
causada por uma lesdo cronica ou em caso de doenga, podendo
perpetuar através de fatores que ndo os causadores da dor (Mendell e
Sahenk, 2003).

Os nociceptores estdo localizados na porcdo distal dos
neurdnios aferentes sensoriais e sdo amplamente distribuidos na pele,
vasos, musculos, articulagfes e visceras (Chapman e Gavrin, 1999). Nas
IBDs, a ativacdo dos nociceptores presentes nas visceras do TGl
inferior, como intestino delgado e célon, é responsavel por gerar o
principal sintoma desta doenga, a dor abdominal (Mcmahon et al., 2005;
Griffis et al., 2006). Os neurbnios mecanorreceptores existentes na
musculatura lisa de todas as visceras ocas estdo presentes nas fibras do
tipo Ad e C, e respondem a estimulos mecanicos, tensdo aplicada ao
peritonio, contracdo e distensdo da musculatura lisa (Cervero e Laird,
1999; Gebhart, 2000). Esses neurdnios sao classificados em dois grupos:
0 grupo de baixo limiar de ativacdo, para estimulos mecanicos leves, e 0
grupo de alto limiar de ativacdo, para estimulos agressivos e ndo
agressivos. O segundo grupo é encontrado no es6fago, sistema biliar,
intestino delgado e colon, enquanto que o primeiro esta presente apenas,
no esdfago e célon (Cervero, 1991; Cervero e Janig, 1992).

Ja é sabido que, alguns nociceptores viscerais sdo ativados
apenas sobre condicdes especificas, como por exemplo, diante de um
processo inflamatorio (Cervero e Laird, 1999; Gebhart, 2000). Nesse
caso, mediadores inflamatérios como, histamina, serotonina, cinina,
citocinas, oxido nitrico e prostaglandinas, sdo produzidos e liberados no
local inflamado com a intencdo de restaurar a homeostasia intestinal
(Mcmahon et al., 2005; Griffis et al., 2006). A liberacdo destes
mediadores é responsdvel pela sensibilizacdo de receptores de alto
limiar e de nociceptores silenciosos, previamente nao-responsivos, 0s
quais perfazem 40% a 45% da inervacdo visceral aferente do célon
(Knowles e Aziz, 2009). Estes neurdnios nociceptivos contribuem para a
traducdo do sinal na dor visceral cronica, alteragdes prolongadas dos
reflexos espinhais e da regulacdo autondmica anormal dos 6rgdos
internos. A sensibilizacdo desses receptores persiste mesmo apés a
cessacdo do estimulo nociceptivo, traduzida por alteracbes das funcoes
motora e sensitiva (hiperalgesia visceral) (Cervero e Laird, 1999;
Gebhart, 2000; Knowles e Aziz, 2009). Estudos mostraram que amostras
de tecido de pacientes acometidos pelas IBDs apresentaram um aumento
na expressdo de receptores do tipo TRPV1 (do inglés, Transient
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Receptor Potential Vanilloid 1), sugerindo o importante papel deste
receptor na sensibilizacdo de aferentes viscerais apds um estimulo
inflamatdrio (Yiangou et al., 2001).

Recentemente, estudos mostraram o papel crucial dos neutrdfilos
na inducdo da hipernocicepcdo inflamatoria. Cunha e colaboradores
(2008) observaram que a migracdo de neutrdfilos para o local inflamado
esta diretamente associada a cascata de eventos que leva a indugéo da
hipernocicepcdo mecanica através da producdo de mediadores
hipernociceptivos de acdo direta, como a prostaglandia E,. J& é bem
descrito na literatura que no modelo de colite experimental induzida
pelo DSS, ha um aumento da migracdo de células inflamatérias para o
local da inflamagdo, e que, este aumento do infiltrado celular, esta
diretamente associado ao desenvolimento das IBDs (Bento et al., 2011a;
Dutra et al.,, 2011b). Dessa forma, corroborando com os estudos
supracitados, o grupo de Verma-Gandhu (2007), observou que, no
modelo de colite experimental induzida de forma aguda pela
administragdo de DSS em camundongos, ocorreu aumento da migracao
de células inflamatérias, em especial de neutrofilos, para o sitio
inflamatério e que, o aumento deste infiltrado celular, estava
diretamente associado a indu¢do da hiperalgesia visceral, cujo sintoma é
comumente observado nos individuos acometidos pelas IBDs.

Sendo assim, considerando que 0 aumento da migragdo das células
inflamatdrias no intestino inflamado, e, consequentemente, aumento da
liberacdo de mediadores inflamatérios no local, sdo aspectos
fundamentais para a inducdo da hiperalgesia visceral, sugere-se que a
regulacdo destes processos poderia representar um alvo importante para
0 desenvolvimento de novas drogas analgésicas e para o tratamento dos
sintomas associados as IBDs, como a dor abdominal.

1.6 Tratamento das IBDs

Os tratamentos atualmente empregados nas IBD servem apenas
para atenuar os sintomas e seus efeitos dependem da severidade da
doenca. A terapia de primeira escolha no caso de IBDs, de leve a
moderada, é o &cido 5-aminosalicilico (ASA, mesalazina), ou pro-
drogas orais como sulfasalazina, olsalazina e balsalazida derivadas do
ASA e, glicocorticoides, como a prednisona. Pode-se ainda, fazer a
associacdo de corticosterdides como hidrocortisona, budesonida e
beclometasona. A manutencdo do tratamento, apds atingir o estagio de
remissdo da doenca, € realizada com a administracdo de
imunomuduladores, como azatioprina (inibe a sintese do DNA) e
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infliximabe (anticorpo monoclonal para o TNF-a) (Baumgart e
Sandborn, 2007a).

No caso da UC, o procedimento cirdrgico (proctocolectomia) é
indicado quando h& uma situacdo que pode levar o individuo a morte
como: perfuracdo do cdlon, sangramento retal refratdrio e ndo
responsividade a terapia medicamentosa. Entretanto, na CD, a cirurgia é
indicada nos casos de formacdo de estruturas fibréticas que geram os
seguintes sintomas: obstrucdo parcial ou completa do intestino,
abscessos abdominais e fistulas enterovisicais e enterocutaneas. E
preciso ressaltar que a cirurgia ndo é curativa, mas sim, uma alternativa
para o tratamento das complicagdes e inducdo da remissdo da doenca
(Baumgart e Sandborn, 2007a).

Até os dias de hoje, as opcdes terapéuticas de primeira escolha para
o0 tratamento das IBDs apresentam eficacia limitada, além de inimeros
efeitos adversos, como, sindrome de Cushing, hipertensdo, diabetes
melitus, pancreatite, leucopenia, linfoma, e, infecces, e, por essa razéo,
a busca por terapias mais promissoras para o tratamento dessas doencas
€ extremamente necesséria. A tabela a seguir (Tabela 1) apresenta
alguns dos medicamentos mais recentes, que ja sdo utilizados na
terapéutica das IBDs:



44

Tabela 1: Compostos mais recentes utilizados para o

tratamento das doencas inflamatdrias intestinais.

Compostos Alvo Terapéutico Colite Doenca
terapéuticos Ulcerativa de
Crohn
Adalimumabe TNFa X X
Golimumabe TNFa, células T X
Basiliximabe Interleucina 2 X
Visilizumabe Células T X
MLN-02 Integrina A4p7 X
Atlizumabe Interleucina 6 X
(MRA)
Tocilizumabe IL-6 X
Certolizumabe TNFa X
Fontolizumabe Interferon-y X
Filgrastina Polimorfonucleares X

Fonte: Triantafillidis et al., 2011.
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1.7 Modelos experimentais de doengas inflamatdrias intestinais

A fim de tentar elucidar de forma mais consistente a patogénese
das IBDs e buscar novas estratégias terapéuticas, inimeros modelos
animais foram desenvolvidos e tém sido amplamente utilizados. Os
modelos experimentais utilizados como ferramenta para elucidar os
aspectos importantes das IBDs sdo divididos em quatro categorias:
modelo de colite espontanea, modelo de colite induzida por agentes
guimicos (ex: DSS e TNBS), modelo de transferéncia adaptativa e
modelo de modificacdo genética (delecdo génica e transgénica) (Hibi et
al., 2002).

O modelo de colite induzida por agentes quimicos € o modelo
mais utilizado por apresentar caracteristicas imunoldgicas e
histopatoldgicas que mimetizam as caracteristicas apresentadas pelos
individuos que possuem algum tipo de IBDs (Clapper et al., 2007). A
indugdo da colite pelo agente quimico DSS, foi primeiramente descrita
em camundogos, em 1990, por Okayasu e colaboradores (Okayasu et
al., 1990). Neste modelo experimental, o DSS é diluido na agua de
beber dos animais geralmente em concentra¢fes que variam entre 1-6%
sendo oferecido ad libitum por varios dias. Entretanto, estudos de Bento
(2012) (Bento, 2012) mostraram que a administracdo de DSS nas
concentracBes de 4 e 6% causa um baixo indicie de sobrevivéncia dos
animais ao final do primeiro ciclo de inducdo da colite experimental. O
mecanismo pelo qual o DSS induz a colite experimental é ainda
desconhecido, entretanto, sugere-se que esse processo ocorra devido a
sua capacidade de romper a barreira epitelial intestinal, tornando-a mais
permeavel e, permitindo dessa forma, o encontro da microflora intestinal
com os granuldcitos presentes na mucosa subjacente (Kitajima et al.,
1999; Strober et al., 2002). De fato, estudos mostram que o DSS altera a
barreira epitelial intestinal antes mesmo do inicio da reacdo da colite.
Além disso, observa-se que a inducéo de colite por DSS leva a ruptura
das criptas intestinais trés dias apés a indugdo e, consequentemente,
reduz a producdo de glicoproteinas, aumentando dessa forma, a
permeabilidade da barreira epitelial, sem mesmo apresentar algum sinal
clinico de inflamacéo (Kitajima et al., 1999). Nesse sentido, evidéncias
suportam a ideia da importdncia, tanto da integridade da barreira
epitelial intestinal, quanto da secrecdo de imunomodularores pelas
células epiteliais do intestino, na manutencdo da homeostasia intestinal e
prevencdo do desenvolvimento das IBDs, uma vez que esta representa
uma barreira fisica contra a invasdo por patdgenos (Kitajima et al.,
1999; Strober et al., 2002).
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O tipo de resposta celular apresentada na fase aguda deste modelo
experimental parece estar relacionado, principalmente, a ativacdo do
sistema imune inato, uma vez que estudos mostraram que mesmo sendo
deficientes em células T e B, os animais podem desenvolver colite ap6s
a administracdo do DSS, sugerindo desta forma, que a resposta imune
adaptativa ndo € muito expressiva para o desenvolvimento da colite
experimental na fase aguda (Dieleman et al., 1994; Wirtz et al., 2007).
Corroborando estes dados, estudos de Bento e colaboradores (2012)
mostraram que, apenas na fase cronica do processo inflamatério
intestinal induzido com DSS, a populacéo de linfécitos TCD4+ estava
aumentada, indicando mais uma vez que os linfocitos T parecem ter
pouca participagdo na fase aguda de desenvolvimento da colite neste
modelo experimental.

Outros dois agentes quimicos utilizados para inducdo da colite
experimental sdo o &cido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) e o da
oxazolona, os quais sdo administrados através da inser¢do de um catéter
no célon dos animais. Esses agentes quimicos sdo diluidos em etanol, e
a principal funcdo € quebrar a barreira da mucosa intestinal, causando
ulceragdes e necrose no tecido do célon, bem como, lesdo das criptas
intestinais, devido ao aumento do infiltrado celelar na lamina propria
(Morris et al., 1989; Wirtz et al., 2007).

Em alguns modelos, a colite experimental se desenvolve
espontaneamente. Nesses modelos, 0s genes que codificam receptores,
proteinas e/ou fatores de transcricdo responsaveis pelo controle do
processo inflamatdrio sofrem mutacdo genética e, desta forma, o
processo inflamatorio é induzido espontaneamente (Takeda et al., 1999;
Wirtz e Neurath, 2000). Além disso, a delecdo de genes responsaveis
pela transcricdo de citocinas, como por exemplo, camundongos
“knockout” para os genes que codificam as citocinas IL-10 e IL-2,
também promove o desenvolvimento da colite espontanea, devido a
desregulagdo entre as células do sistema imune e a flora intestinal (Kuhn
et al., 1993; Sadlack et al., 1993).

Por fim, o modelo de transfeccdo adaptativa também tem sido
utilizado como uma ferramenta para a melhor compreensdo dos
mecanismos imunoldgicos envolvidos nas IBDs. Estudos demonstram
gue a transfeccdo de linfécitos T ativados sdo capazes de promover
inflamac&o intestinal severa no intestino delgado e c6lon dos animais,
levando os animais a morte dentro de poucas semanas apos a
transfeccdo (Elson et al., 1995; Steinhoff et al., 1999).

Sendo assim, a utilizacdo de modelos experimentais animais, 0s
guais mimetizam as caracteristicas das IBDs, sdo fundamentais para o
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entendimento dos mecanimos fisiopatologicas destas doencas e,
constituem ferramentas valiosas para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para o tratamento destas doengas.

1.8 Novas alternativas terapéuticas para o tratamento das IBDs

Conforme descrito anteriormente, o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas para o tratamento das IBDs, que combinem alta
eficacia no tratamento e baixos efeitos indesejaveis se faz necessario,
uma vez que os varios medicamentos utilizados atualmente ndo sdo
seletivos para o tratamento destas doengas. Além disso, apesar de muitos
pacientes responderem e se manterem remissivos com as terapias
existentes, as opgdes disponiveis permanecem inadequadas para outros.
Somando-se a isso, 0s estudos mais recentes ainda ndo fornecem dados
suficientes sobre a total eficicia das novas terapias e de seus possiveis
efeitos colaterais. Em resposta a demanda de novos medicamentos para
a terapia das IBDs, os produtos naturais € componentes da dieta tém
sido amplamente estudados para o tratamento e prevencdo de desordens
inflamatdrias. Dentre esses, 0s compostos fenolicos sdo 0s componentes
mais abundantes presentes na dieta dos humanos e sdo alvos de
inimeros estudos, os quais tém mostrado o papel fundamental desses
compostos na modulacdo da resposta inflamatéria intestinal (Galvez et
al., 2001; Comalada et al., 2005; Kim et al., 2005). Os compostos
fenolicos sdo classificados em cinco grupos estruturais: acidos fenélicos,
flavonoides, antocianinas, lignanas e estilbenos. No presente trabalho,
iremos abordar a atividade bioloégica de um composto pertencente ao
grupo dos flavonoides, a miricitrina, e para tanto, nas préximas se¢des
deste trabalho serdo abordados aspectos relevantes apenas deste grupo.

1.8.1 Flavonoides: conceito e estrutura quimica

Os flavonoides sdo componentes essenciais das células de
vegetais superiores e sdo responsaveis pela interagdo do vegetal com o
ambiente. Regulam o metabolismo celular e crescimento do vegetal e
promovem a fixacdo do nitrogénio necessario para 0 desenvolvimento
da planta (Havsteen, 2002). Os flavonoides estdo presentes em frutas,
vegetais, gréos, chéas e vinhos e, desta forma, podem ser ingeridos pelos
mamiferos através da dieta. Estima-se que o consumo diario de
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flavonoides por individuos saudaveis seja cerca de 1-2 g (Havsteen,
2002).

Flavonoides sdo gama-benzopironas, cuja estrutura quimica €
composta por dois anéis aromaticos (anel A e B) ligados através de uma
cadeia composta por trés carbonos sendo que, a cadeia carbonada pode
formar um anel pirano central com um dos anéis benzénicos (anel C). A
figura 2 representa a estrutura quimica comum para os flavonoides. A
maioria dos flavonoides apresenta-se na forma glicosilada, na qual uma
ou mais porcBes monossacaridicas encontram-se ligadas a cadeia
propidnica do composto. Os aglicares mais comumente ligados sdo a
glicose e a ramnose, embora outros como galactose, arabinose e xilose
também possam encontrar-se ligados a esses compostos (Havsteen,
2002). Na auséncia desta ligacdo monossacaridica, o composto €
chamado de aglicona. Os flavonoides sdo divididos em seis subgrupos
dependendo do nivel de oxidagdo no anel C do composto, séo eles:
flavonol, flavanol, flavanonas, flavonas, isoflavonas e antocianidinas
(D'archivio et al., 2007). Existem na literatura varios estudos, in vitro e
in vivo, onde sdo demonstradas as propriedades antioxidantes
(Edenharder e Grunhage, 2003), analgésicas e antiinflamat6rias dos
flavonoides (Calixto et al., 2003; Calixto et al., 2004).

Figura 2. Estrutura quimica basica dos flavonoides.
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1.8.2 Flavonoides: propriedades biol6gicas

Os flavonoides tém-se mostrado como potenciais agentes
antioxidantes exdgenos capazes de neutralizar e suprimir a producéo de
radicais livres como o anion superoxido (O, "), proteger os &cidos graxos
insaturados presentes em membranas celulares e impedir a oxidacdo de
antioxidantes endogenos (Zloch e Ginter, 1979; Haenen et al., 1997;
Pietta, 2000; Kostyuk et al., 2003; Yokomizo e Moriwaki, 2005b), além
de remover fons metalicos pesados, como por exemplo o cobre (Cu®*) os
quais tém a funcdo de catalisar a formagéo de radicais livres (radicais
hidroxil, diéxido de nitrogénio e anion superdxido) e a oxidacdo de
biomoléculas (Halliwell e Gutteridge, 1990; Brown et al., 1998).

Além disso, os flavonoides tém apresentado importante atividade
antinociceptiva quando avaliados em diferentes modelos experimentais.
Estudos mostram que alguns flavonoides sdo capazes de prevenir a dor
causada por picadas de insetos, queimaduras ou cortes, através da
inibicdo de fosfolipases e ciclooxigenases (Liang et al., 1999; Havsteen,
2002). Além disso, ha também relatos sugerindo o papel antinociceptivo
dos flavonoides em diferentes modelos de dor experimental em
camundongos, induzido pela administracdo de agentes nociceptivos
como, administracdo intratecal de citocinas pro-inflamatérias e
administragdo intraplantar do adjuvante completo de Freund (CFA), de
glutamato, de PMA (do inglés, phorbol myristate acetate), da
bradicinina e da capsaicina (Havsteen, 2002; Meotti et al., 20064a;
Meotti et al., 2006b; Meotti et al., 2007b). Ademais, a acdo
antinociceptiva dos flavonoides foi também observada no modelo de dor
neuropética induzida pela constricdo do nervo ciatico em camundongos
(Meotti et al., 2006a). Além dos efeitos periféricos, os flavonoides
parecem exercer seus efeitos analgésicos por atuarem sobre o sistema
nervoso central, através da acdo estimulante dos receptores
adenosinérgicos, bem como do receptor para 0 GABA, sensiveis aos
benzodiazepinicos (Medina et al., 1997; Paladini et al., 1999).

Outra propriedade biolégica j& bem caracterizada para o0s
flavonoides é sua acdo anti-inflamatéria que tem sido observada em
diferentes modelos experimentais tanto in vivo, como in vitro
(Middleton et al., 2000; Havsteen, 2002). Estudos vém demonstrando
gue os flavonoides possuem importantes atividades anti-inflamatorias
devido as suas agfes neutralizadoras sobre os radicais livres e
reguladoras da producdo de eicosanoides, através da inibicdo de
metaloproteinases de matriz, que estdo intimamente relacionadas com o
processo inflamatorio (Sartor et al., 2002), ou por meio da inibicdo de
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enzimas como proteases e fosfolipases, as quais inibem a hidrolise e
geram os segundos mensageiros responsaveis pela transducédo do sinal e,
consequentemente, ativacdo do processo inflamatério (Kyo et al., 1998;
Mantle et al., 1999). Adicionalmente, os flavonoides sdo capazes de
inibir algumas enzimas envolvidas na cascata inflamatéria como, 5-
LOX e COX2, além de inibirem moléculas reguladoras da expressao
génica e a ativacdo do fator nuclear kB (NF-xB), responsavel pela
expressao de diversos mediadores inflamatérios (Chen et al., 2000; Raso
et al., 2001; Calixto et al., 2003; Santangelo et al., 2007; Romier et al.,
2008; Romier et al., 2009). Os mecanismos descritos na literatura para
acdo anti-inflamatoria dos flavonoides estdo associados a sua capacidade
de competir com o ATP pelo sitio de ligacdo em quinases intracelulares
(Middleton et al., 2000), o que torna esses compostos importantes
inibidores das PI3Ks e PKCs (Agullo et al., 1997; Gamet-Payrastre et
al., 1999). Além disso, os flavonoides sdo capazes de inibir a
fosforilagdo das MAPKSs e a ativacdo do NF- kB, que por sua vez,
inibem a liberacdo e expressdo de citocinas pré-inflamatdrias
(Wadsworth et al., 2001; Xagorari et al., 2001). Entretanto, embora as
proteinas quinases estejam envolvidas na via de sinalizago intracelular
ativada pela PI3K, grande parte desses estudos mostram que a inibicao
das MAPKSs pelos flavonoides ocorre de forma independente dessa via.
Além do exposto, os flavonoides podem inibir a sintese de
prostaglandinas e a secrecdo de serotonina e histamina pelos mastdcitos,
sendo empregados no controle de processos alérgicos como rinite e
asma cronica (Frostad, 1977; Havsteen, 2002).

Considerando suas atividades antioxidantes e antiinflamatérias, 0s
flavonoides tém sido avaliados contra inimeras doencgas as quais estdo
diretamente relacionadas aos processos oxidativos e inflamatorios como
diabetes, cancer, doencas neurodegenerativas e doencgas inflamatérias
cronicas, como, as doencas inflamatdrias intestinais (Scalbert et al.,
2005; Romier et al., 2009).

1.8.3 Atividade antiinflamatéria dos flavonoides nas doencas
inflamatdrias intestinais

Conforme descrito anteriormente, estudos comprovaram que 0s
flavonoides apresentam inUmeras atividades biolégicas, dentre estas,
atividade antiinflamatéria, a qual foi demonstrada em diferentes
modelos experimentais (Calixto et al., 2003; Edenharder e Grunhage,
2003; Calixto et al., 2004; Santangelo et al., 2007). Nesse sentido,
estudos tém sido realizados a fim de avaliar o possivel papel anti-
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inflamatdrio dos flavonoides em diferentes modelos experimentais de
IBD. Na Tabela 2, sdo apresentados os principais estudos in vitro, 0s
quais foram realizados em diferentes linhagens celulares do epitélio
intestinal de humanos ou roedores, e, na Tabela 3, sdo apresentados 0s
estudos in vivo, utilizando a colite experimental induzida pela
administragdo de indutores quimicos de inflamagéo intestinal como, o
sulfato sdédico de dextrana (DSS) e o 4&cido 2,4,6-trinitrobenzeno
sulfénico (TNBS).
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Tabela 2: Estudos in vitro da atividade de alguns flavonoides sob a
liberacdo de produtos relacionados ao desenvolvimento de processos

inflamatérios como, as doencas inflamatdrias intestinais.

FLAVONOIDE EFEITO TIPO CELULAR ESTIMULO | REFERENCIA
ANTI-INFLAMATORIO BIBLIOGRAFICA
Inibiu a ativacéo de EIC DE Humanos Kim e
QUERCETINA .
NF-Kb; Reduziu a (HT-29) TNF-a colaboradores
secregdo de I1L-8 (2005a)
Inibiu a expressédo de (O'leary et al.,
QUERCETINA .
COX-2 e a produgéao Caco-2 IL-1B 2004)
de NO
Bloqueio da Célula epitelial
LUTEOLINA . . . .
ativacdo/fosforilagéo intestinal de
APIGENINA
Akt; murino (Mode-K) TNF-a Ruiz e Haller
Redugdo da secre¢do (2006)
de IP-10;
Inibicdo atividade NF-
B
Célula epitelial
GENISTEINA Reducéo da secregdo intestinal de (Romier et al.,
de IP-10; murino (Mode-K) TNF-a 2008)
GENISTEINA Inibiu a produgao de Caco-2 LPS, IL-1B, Romier et al., 2008
TNF-a

IL-8

Legenda da Tabela 2: IP-10: do inglés Interferon gamma-induced protein 10; MIP-2: do
inglés macrophage inflammatory protein 2-alpha; IL-: interleucina; IxBo: inibidor da ativa¢do

do NF-xB; Caco-2:

linhagem celular de adenocarcinoma de c6lon humano; LPS:

lipopolissacarideo; TNF-a: fator de necrose tumoral-alpha; Akt: do inglés serine/threonine-
specific protein kinase; COX-2: ciclooxigenase 2; NO: 6xido nitrico; NF-«kB: fator de
transcri¢do nuclear- kB.
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Tabela 3: Estudos da atividade antiinflamatéria de alguns

flavonoides em modelo de colite experimental in vivo.

EFEITO ANTI-INFLAMATORIO MODELO INDUTOR REFERENCIA
FLAVONOIDE ANIMAL BIBLIOGRAFICA
Reduziu a severidade da colite
BAICALEINA Camundongos DSS Hong et al.,
(2002)
Reduziu a severidade da colite
e niveis de MPO
Inibiu a enzima 5-lipoxigenase
SILIMARINA Reduziu a formagdo de LTB4 Ratos TNBS (Cruz et al., 2001)
Reduziu a severidade da colite
e niveis de MPO
Reduziu os niveis de IL-1p e
MORINA LTB4 Ratos TNBS Galvéz et. al.,
Inibiu a atividade de INOS (2001)
Reduziu a severidade da colite
Reduziu os niveis de IL-1B
RUTINA Reduziu a expressdo do RNAm
(glicosideo de IL-6 e IL-1p. Camundongos DSS Kwon et. al.,
quercetina) (2005)
Reduziu a severidade da colite
e niveis de MPO
QUERCITRIN Restaurou os niveis de
A glutationa Kwon et. al.,
(glicosideo de Suprimiu a ativacéo de NF-xB Ratos DSS (2005)
quercetina) Reduziu a atividade NOS2
Reduziu a severidade da colite Ratos TNBS Kwon et. al.,
CATEQUINA e niveis de MPO (2005)

Legenda da Tabela 3: TNBS: do inglés, 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid; DSS: do inglés,

dextran sodium sulfate; MPO: mieloperoxidase; NOS2: enzima 6xido nitrico sintase induzida;
PG: prostaglandina; LTB4: leucotrieno B4; NF-xB: fator de transcri¢do nuclear- xB; IL- :

interleucina.



54
1.8.4 Miricitrina

A miricitrina (Figura 3) é um flavonoide encontrado em frutas de
vegetais do género Pouteria (marmelo) e da espécie Manilkara zapota
(‘sapodilha’) (Ma et al., 2003), e em grandes quantidades em folhas de
plantas do género Eugenia (pitanga e jamboldo) (Schmeda-Hirschmann
et al., 1987). A miricitrina pertence ao subgrupo flavonol e sua estrutura
quimica é formada por dois grupos fenil (A e B) que sdo unidos por uma
cadeia propionica (C) no qual estd ligado um agtcar, no caso a ramnose.
Estudos mostraram que as trés oxidrilas livres no anel B (grupo
pirrogalol) sdo importantes para o desenvolvimento das atividades
antioxidante, neutralizadora de radicais livres, prd-apoptotica, e
inibidoras de proteinas quinases e peroxidases deste flavonoide (Brown
et al., 1998; Gamet-Payrastre et al., 1999; Pietta, 2000; Kostyuk et al.,
2003; Ko et al., 2005).
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Figura 3: Estrutura quimica da miricitrina.

Estudos em humanos mostraram que a ingestdo de alimentos
compostos por miricitrina leva ao aumento dos niveis de lipoproteinas
de alta densidade e a reducédo dos niveis de triglicerideos (Kimira et al.,
1998). Além disso, estudos descrevem as atividades antioxidantes e
neutralizadoras de radicais livres para a miricitrina (Edenharder e
Grunhage, 2003; Yokomizo e Moriwaki, 2005b). Estudos realizados in
vitro mostraram que a miricitrina foi capaz de inibir a producdo de NO,
atavés da regulacdo da expressdao de NOS e da ativacdo de NF-xB
induzida por LPS de Eschericchia coli (Chen et al., 2000), enquanto
gue, estudos in vivo, demostraram uma importante atividade
antinociceptiva da miricitrina nos modelos de dor neuropética cronica e
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na dor inflamatéria persistente (Meotti et al., 2006a; Meotti et al.,
2006b; Cordova et al., 2011). Mais recentemente, Pereira e
colaboradores (2011) relataram o efeito antipsicotico da miricitrina em
doses que ndo induzem catalepsia nos animais. Além disso, a
miricitrina, quando avaliada em camundongos, demonstrou ser um
composto ansiolitico (Fernandez et al., 2009).

Estudos realizados com a miricetina (aglicona da miricitrina)
mostraram seu efeito anticancerogénico e anti-inflamatério em células
de carcinoma retal através da inibicdo da PKCa, reducdo da expressao
de metaloproteinases de matriz, fosforilagdo da ERK1/2 e a expressao
da c-Jun (Ko et al., 2005). O efeito inibitorio sobre a PKC e PI3K
(fosforila a PKC) parece estar diretamente associado a presenca das trés
oxidrilas livres no anel B, o que torna os flavonoides miricitrina e sua
aglicona, os mais potentes inibidores, do grupo dos flavonoides, de
ambas as classes das proteinas quinases, a PKC e a PI-3K. Esses dados
confirmam os dados apresentados por Meotti e colaboradores (2006a e
2006b), cujo grupo mostrou que a miticitrina foi capaz de promover
analgesia em modelos experimentais de dor em camundongo por meio
da inibi¢do da ativagdo de duas isoformas da PKC, a ¢ «.

Apesar de inimeros estudos descreverem com clareza as
principais vias pelas quais os flavonoides exercem seus efeitos anti-
inflamatorios, a forma com que estes compostos sdo absorvidos pelo
TG, se na sua forma integra (glicosilada), hidrolisada (aglicona) e/ou na
forma de metabdlitos, bem como, a identificacdo da forma ativa dos
mesmos, é apresentada de maneira bastante contraditoria na literatura, e
por essa razdo, ainda é foco de muitas pesquisas. Dessa forma, o estudo
do perfil farmacocinético destes compostos é de suma importancia para
a melhor compreensdo da sua atividade farmacolégica, eficacia e
seguranca.

1.9 Farmacocinética: conceitos

Para que um farmaco exerca o efeito esperado é necessario que
0 mesmo chegue ao tecido-alvo na concentracdo adequada, apds a sua
administracdo. Deste modo, a farmacocinética é a area que estuda a
velocidade de todas as etapas que um medicamento sofre desde sua
administracdo até sua excre¢do do organismo. O estudo da
farmacocinética de um composto compreende as seguintes etapas:
absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo (ADME) e €é de extrema
relevancia para o entendimento de sua atividade farmacoldgica (Lin e
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Lu, 1997; Meibohm e Derendorf, 1997; Graefe et al., 2001; Budha et
al., 2008; Vugmeyster et al., 2012).

A absorcdo de um composto representa a passagem do farmaco
do local de administracdo para a corrente sanguinea (Lin e Lu, 1997
Graefe et al., 2001; Vugmeyster et al., 2012). Esta etapa pode ser
influenciada por diversos fatores como: via de administracéo,
propriedades fisico-quimicas do farmaco e fatores relacionados ao
paciente (Lin e Lu, 1997). A biodisponibilidade de uma droga ¢ definida
como a fracdo da droga administrada que atinge a circulagdo sistémica
apo6s sua administracdo. Em geral, os efeitos de primeira passagem
(processo de biotransformacéo do farmaco que pode ocorrer, na parede
do intestino, no sangue mesentérico e, principalmente, no figado, antes
atingir o local de acéo) e a alta lipofilicidade de um composto diminuem
a sua biodisponibilidade (Lin e Lu, 1997; Graefe et al., 2001,
Vugmeyster et al., 2012).

ApoGs absorgdo, o farmaco é distribuido no corpo através da
circulagdo. Os padrBes de distribuicdo de um farmaco dependem de
alguns fatores fisioldgicos, como fluxo sanguineo tecidual, transporte
através da membrana celular, bem como, das propriedades fisico-
quimicas do composto (Lin e Lu, 1997; Budha et al., 2008). Farmacos
com alto peso molecular e com caracteristicas mais polares apresentam
baixa velocidade de distribuicdo, uma vez que estas caracteristicas
dificultam seu transporte através das membranas celulares (Hug, 1978;
Lin e Lu, 1997; Budha et al., 2008). Outro fator limitante da distribuicao
de um farmaco é a sua ligacdo as proteinas plasmaticas, capazes de
diminuir seu acesso ao meio intracelular, e consequentemente, alterar a
sua biodisponibilidade (Lin e Lu, 1997). Por outro lado, farmacos que
apresentam caracteristicas fisico-quimicas ideais como, baixo peso
molecular e boa solubilidade em meio aquoso, passam facilmente
através da membrana endotelial e apresentam velocidade de distribuicdo
dependente da taxa de perfusdo. Dessa forma, estes compostos séo
primeiramente distribuidos para os 6rgéos altamente perfundidos como
0 pulméo e, em seguida, para os de menor perfusdo, como o tecido
adiposo (Hug, 1978; Lin e Lu, 1997).

Os principais processos que determinam a eliminagdo de um
composto sdo a biotransformacéo e a excrec¢do (Hug, 1978). O processo
de biotransformacdo/metabolizacdo de um farmaco ocorre através de
diversas reagbes quimicas, intermediadas por diferentes enzimas do
organismo, as quais sdo responsaveis pela transformagdo do composto
original em moléculas mais hidrofilicas (soluveis), facilitando dessa
forma, a sua eliminagdo do organismo e/ou reduzindo a sua toxicidade
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(Hug, 1978; Lin e Lu, 1997; Budha et al., 2008). Por outro lado, 0
processo de biotransformacdo pode ainda converter um farmaco
administrado na sua forma inativa em uma forma ativa, ou mesmo,
produzir metab6litos muitas vezes mais ativos, e até mesmo, mais
toxicos, que a forma original administrada (Hug, 1978; Lin e Lu, 1997,
Budha et al., 2008). A estes compostos, 0s quais se tornam ativos apds
processo de biotransformacdo no organismo, chamamos de pro-drogas.
A excrecdo é a passagem do composto da corrente sanguinea para o
meio externo, processo em que 0s compostos sdo efetivamente
eliminados do organismo (Hug, 1978; Lin e Lu, 1997; Budha et al.,
2008). Os principais érgdos de excrecdo de farmacos séo rins, pulmdes,
suor, glandulas lacrimais e salivares, mama (leite materno) e tubo
digestivo (fezes e secrecdo biliar) (Hug, 1978).

1.10 Importéncia do estudo farmacocinético de novas drogas
durante a fase pré-clinica do desenvolvimento farmacéutico

Os estudos de farmacocinética, durante a fase pré-clinica de
desenvolvimento de um farmaco constituem uma das etapas mais
relevantes na pesquisa de um novo medicamento, pois, fornecem as
bases necessarias para selecionar e aperfeicoar as moléculas
promissoras, €, a0 mesmo tempo, permitem reconhecer e descartar as
moléculas inviaveis, reduzindo os custos e o tempo gasto, para colocar
no mercado, um medicamento que tenderia ao fracasso (Lin e Lu, 1997).
Nesse contexto, dados da literatura mostraram que muitas falhas
observadas no desenvolvimento de novos medicamentos sdo atribuidas
as propriedades farmacocinéticas indesejaveis dos compostos como,
baixa absorcdo e extensa metabolizacdo (efeito de primeira-passagem),
nos casos em que o metabdlito formado € inativo. Um estudo publicado
por Gombar e colaboradores (2003) mostrou que cerca de 50% dos
insucessos ocorridos durante a Investigagdo de Novas Drogas (IND) sdo
atribuidos as propriedades inadequadas de ADMET. Prentis e
colaboradores (1988) mostraram que, no final da década de 80, cerca de
60% das novas moléculas que estavam em estudos pré-clinicos no Reino
Unido, foram excluidas j& nas etapas iniciais de desenvolvimento. Os
principais motivos para a falha no desenvolvimento dessas moléculas
foram relacionados as suas propriedades farmacocinéticas inadequadas
(39,4%) e & falta de eficacia clinica (29,3%).

Tal fato se repetiu na década de 90 e foi fator determinante para a
reestruturacdo das etapas de estudo e desenvolvimento de novos
medicamentos. Atualmente, as industrias preferem realizar um estudo
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farmacocinético prévio da droga, durante a fase pré-clinica, através de
ensaios in vivo e in vitro, a fim de evidenciar qualquer problema
relacionado a ADME, que inviabilizaria a continuacdo do estudo desta
molécula. Dessa forma, e conforme mostrado na Figura 4, a
farmacocinética passou a representar uma menor propor¢ao na causa das
falhas no desenvolvimento de novos medicamentos. A Figura 4 mostra
que, em 1990, a farmacocinética representava 40% das falhas no
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desenvolvimento de novos medicamentos e, no ano de 2000, esta
porcentagem foi reduzida para menos que 10%.

Fonte: rmi-pharmacokinetics.com/Pharmacokinetics.asp

Figura 4: Razdes para falha no desenvolvimento de novas drogas.

Contudo, estes dados mostram que 0 sucesso no desenvolvimento
de um novo medicamento esta intimamente relacionado com a alta
biodisponibilidade, eficacia clinica, e, baixa toxicidade do composto.
Por esta razdo, o estudo do perfil farmacocinético de um novo composto
candidato a medicamento € extremamente importante, desde as etapas
de desenvolvimento pré-clinico.

1.11 Determinagdo do perfil farmacocinético de um composto

1.11.1 Uso de HPLC-MS para quantificacdo de compostos
em matriz bioldgica

Para a determinacéo do perfil farmacocinético de um composto,
primeiramente, é necessaria a escolha do método analitico que sera
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utilizado para a correta identificacdo e quantificacdo deste composto, em
matriz complexa. Dentre os métodos analiticos, 0 mais comumente
utilizado é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés, High
Performance Liquid Chromatography, HPLC), acoplada ao
espectrometro de massas (do inglés, Mass Spectrometry, MS).

A cromatografia liquida ¢ um método fisico-quimico de
separacdo, no qual os componentes de uma mistura migram de forma
diferencial devido a diferentes interagcdes entre as duas fases imisciveis
gue compdem o sistema, a fase mével (mistura de diferentes solventes
ou tampBes aquosos) e a fase estaciondria (adsorvente fixado em uma
coluna cromatografica) (Lough, 1995). Ao sairem da coluna, 0s
compostos eluidos passam por um detector o qual emite um sinal
elétrico que é registrado em forma de cromatograma. A grande
variedade de combinaces entre a fase mével, a fase estacionaria, bem
como, a disponibilidade de uso dos diversos detectores existentes no
mercado, tornam essa técnica extremamente versatil e de grande
aplicabilidade (Lough, 1995). A técnica da HPLC tem sido muito
utilizada, para analise, separacdo e quantificagdo de compostos em
matrizes complexas, como extratos de plantas, fluidos biolégicos,
andlise de efluentes dentre outros (Lough, 1995; Degani, 1997).

Os avangos nos campos da cromatografia instrumental,
espectroscopia e espectrometria, aumentaram as possibilidades
analiticas com relacdo a sensibilidade e a seletividade, permitindo a
deteccdo de pequenas quantidades de compostos em matrizes complexas
(Pereira, 2005). Nesse contexto, destaca-se a espectrometria de massas,
a qual é fortemente empregada na indlstria farmacéutica para a
pesquisa, desenvolvimento e controle de qualidade de novos farmacos e
cosméticos (Pereira, 2005). O desenvolvimento de técnicas de ionizacéo
a pressdo atmosférica, tais como a ionizacdo quimica a pressdo
atmosférica (“APCI”) e a 1ionizagdo por eletronebulizacio
(“electrospray, ESI”) possibilitaram a unido viadvel e efetiva de duas
poderosas ferramentas analiticas, a espectrometria de massas (MS) e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), cuja associacdo torna o
método ainda mais robusto. A HPLC-MS é aplicavel a uma grande
variedade de matrizes devido as inUmeras vantagens, como a
simplicidade da preparacdo da amostra (na maioria dos casos nao
necessita a execucdo de uma etapa de derivatizacdo) e o tempo de
analise, que pode ser inferior a 5 min (Pereira, 2005).

Apesar dos grandes avangos analiticos e da alta tecnologia
empregada atualmente nas técnicas cromatograficas, sempre que um
método cromatogréfico é escolhido para a analise e quantificagdo de um
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composto em matriz complexa, 0 mesmo precisa ser padronizado e
validado para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos (Degani,
etal., 1997).

1.11.2 Padronizacdo e validacdo de métodos cromatograficos
empregados para andlise de um composto em matriz bioldgica.

O método analitico empregado para a determinacdo quantitativa de
uma droga efou seus metabolitos em amostras bioldgicas é o principal
determinante na geracdo de dados reprodutiveis e confiaveis, 0s quais
sdo utilizados para a avaliacdo e interpretacdo de dados relacionados ao
perfil farmacocinético destes compostos (Shah et al., 2000; Ribani,
2004).

A padronizacgdo de um método analitico compreende uma das etapas
mais criticas no desenvolvimento de ensaios bioanaliticos e consiste da
escolha de todos os parametros cromatograficos que serdo utilizados
para a eficiente identificacdo e quantificagdo do composto de interesse
(Shah et al., 2000). Os parametros cromatograficos que devem ser
determinados séo: escolha da fase movel e fase estacionaria,
determinacdo do método de calibracdo (padronizacdo interna ou
externa), selecdo da técnica de extracdo da molécula da matriz bioldgica
e a escolha do tipo de detector que ird compor o sistema cromatografico.

A validacdo de um método analitico é definida como um processo
empregado para garantir a qualidade do método analitico utilizado, a fim
de assegurar a confiabilidade e reprodutibilidade do mesmo (Ribani,
2004). Uma validacdo completa é aquela que garante que o método
utilizado é reprodutivel, independente do local onde sera realizado e do
analista que farad a analise (Ribani, 2004). As agéncias reguladoras,
como a ANVISA (Brasil) e o FDA (EUA) definiram os parametros
necessarios para a validacdo de um método analitico, os quais foram
uniformizados pela ICH (International Conference on Harmonization)
(I.C.H, 1995; Cassiano, 2009). Desta forma, essas agéncias possuem
credenciamento para julgar a validacdo de um método analitico.

Os parametros necessarios para a validacdo de um método analitico
envolvem: Especificidade/Seletividade, Linearidade, Exatiddo, Preciséo
(repetitividade e reprodutividade), Limite de Detec¢do (LD), Limite de
Quantificacdo (LQ), Recuperacdo e Robustez (F.D.A, 2001; Brasil,
2003; Ribani, 2004; Cassiano, 2009).

Embora estudos prévios mostrem a importante atividade anti-
inflamatoria dos flavonoides nos modelos de colite experimental, até
hoje, nenhum estudo foi realizado a fim de verificar a atividade anti-
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inflamatdria da miricitrina nestes modelos experimentais. Além disso,
considerando as propriedades farmacoldgicas da miricitrina ja
mencionadas neste trabalho, é surpreendente que, até o momento,
nenhum estudo do perfil farmacocinético deste composto tenha sido
realizado. Desta maneira, o presente estudo buscou avaliar a atividade
anti-inflamatoria e antinociceptiva da miricitrina em um modelo de
colite experimental e determinar o perfil farmacocinético deste
flavonoide em roedores.
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2 HIPOTESE

Tendo em vista os inUmeros trabalhos supracitados, realizados
in vitro ou in vivo, 0s quais mostraram o efeito anti-inflamatério dos
flavonoides nas IBDs e, considerando que a atividade bioldgica da
miricitrina j& foi descrita em diferentes modelos experimentais,
aventamos a hipétese de que a miricitrina, quando administrada por via
oral, poderia apresentar acdo anti-inflamatéria em modelos
experimentais de inflamacdo intestinal. Assim como descrito para a
maioria dos flavonoides glicosilados, sugerimos que a forma ativa da
miricitrina, responsavel pela sua acdo farmacoldgica, seja a sua
molécula aglicona e/ou os demais metabolitos formados a partir da sua
biotransformacdo no organismo.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar os possiveis efeitos, anti-
inflamatdrio e antinociceptivo, da miricitrina no modelo experimental de
colite induzida pelo DSS em camundongos, investigar o (s) possivel (is)
mecanismo (s) de acdo anti-inflamatéria neste modelo experimental, e,
validar o método cromatografico para determinar o perfil
farmacocinético da miricitrina em plasma de roedores.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar os sinais da doenca e 0 dano macroscopico e microscopico
nos animais com colite experimental induzida pelo DSS, tratados ou
nao, com miricitrina pela via oral;

2. Investigar o possivel mecanismo de acdo anti-inflamatéria da
miricitrina no modelo de colite aguda induzida por DSS em
camundongos, através da expressdo e da quantificacdo de mediadores
inflamatdrios, o0s quais estdo diretamente associados com o
desenvolvimento das IBDs;

3. Avaliar o possivel efeito antinociceptivo da miricitrina no modelo de
colite aguda induzida por DSS;

4. Validar o método e os pardmetros cromatograficos para a
guantificacdo da miricitrina em plasma e avaliar os pardmetros de
farmacocinéticos em roedores;

5. Identificar os compostos presentes nas amostras de plasma e tecido
colénico de camundongos ap6s 7 dias de tratamento oral com
miricitrina.

6. Definir a forma ativa da miricitrina através do estudo de correlacdo
entre a atividade farmacoldgica da miricitrina em modelo de nocicepgéo
induzida por PMA na pata dos camundongos e seu perfil
farmacocinético;
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Para a avaliacdo da atividade farmacoldgica da miricitrina no
modelo de colite experimental, e para a analise do perfil farmacocinético
da miricitrina em camundongos, foram utilizados camundongos da
linhagem CD1 machos pesando entre 20 — 25 g, provenientes do
Biotério Setorial do Laboratério de Farmacologia Experimental
(LAFEX) do Departamento de Farmacologia da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC, Florianépolis, SC). Os experimentos foram
realizados durante a fase clara do ciclo (06:00-18:00). Todos os
protocolos foram previamente aprovados pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da UFSC (CEUA, processo nimero PP00496 e PP00470,
respectivamente).

Para determinacgdo do perfil farmacocinético da miricitrina em
ratos, foram utilizados ratos da linhagem Sprague-Dawley, machos,
pesando entre 300 — 350 g, provenientes do Charles Riever
(Wilmington, MA, USA). Os experimentos foram realizados de acordo
com o guia e a politica de uso do Comité Institucional de uso e cuidados
com animais (IACUC, do inglés, Institutional Animal Care and Use
Comitte) da Universidade da Florida, Gainesville, USA, e foram
previamente aprovados (IACUC, processo nimero 200903598).

Os animais foram mantidos sob condi¢Ges controladas de
temperatura (22 + 2 °C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas),
além de livre acesso a agua.

4.2 Inducao da colite experimental aguda pelo DSS

A colite experimental induzida por DSS foi realizada através da
administracdo de sulfato sddico de dextrana (DSS, de peso molecular:
36,000-50,000, obtido da ICN Biomedicals, Solon, OH, EUA) na agua
de beber. Os animais receberam DSS na concentracdo de 3%, em agua
filtrada, ad libitum, por um periodo de cinco dias consecutivos, seguido
por um periodo de dois dias recebendo apenas agua filtrada (Wirtz et al.,
2007). Durante todo o experimento, os animais foram monitorados e, ao
final do sétimo dia de experimento, os animais foram eutanasiados.
Imediatamente apds, os colons foram coletados, lavados em solugéo
salina (0,9 %), pesados e seus comprimentos mensurados. Os tecidos
colonicos foram armazenados em freezer -70 °C para andlises
bioguimicas ou, alternativamente, armazenados em formaldeido



68

tamponado a 4 % em temperatura ambiente até o processamento das
amostras para analise histologica.

4.3 Tratamento

Com o objetivo de avaliar o efeito do flavonoide miricitrina na
colite induzida pelo DSS, os animais foram tratados pela via oral (p.o.)
nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg de peso corporal, uma vez ao dia, do dia 0
ao dia 7. O composto miricitrina foi dissolvido 5% de Tween 80 e,
entdo, diluido em solucdo salina (0,9 %). A solucdao veiculo (5%
Tween 80 + solugdo salina 0,9%) foi utilizada para o tratamento dos
animais controle designados neste trabalho como: grupo “veiculo”, o
gual recebeu apenas agua durante todo protocolo experimental, e o
grupo “veiculo + DSS 3%” que recebeu DSS 3% na 4gua de beber
durante 5 dias, seguido de mais 2 dias com agua ad libitum.

4.4 indice de atividade da doenca (IAD)

Durante o protocolo experimental da colite induzida pelo DSS,
os animais foram examinados diariamente em relacdo ao indice de
atividade da doenca (IAD) (Cooper et al., 1993; Ghia et al., 2008). O
IAD é o somatorio combinado de escores referentes a perda de peso
corporal, consisténcia fecal e presenca de sangue nas fezes. Os escores
foram definidos de acordo com os seguintes parametros: a consisténcia
das fezes foi pontuada como escore O para auséncia de diarréia e fezes
consistentes; escore 2 para fezes frouxas e mal formadas; e escore 4 para
diarréia e fezes muito aquosas. A presenca de sangue nas fezes foi
avaliada como escore 0 para auséncia de sangue nas fezes; escore 2 para
a presenca de sangue oculto (Feca-cult, INLAB, SP, Brasil); ou escore 4
para sangue evidente nas fezes. A perda de peso corporal foi avaliada
como escore 0 para auséncia de perda de peso ou perda de até 1 % do
peso inicial dos animais; 1 para perda de peso de 1-5 %; escore 2 para
perda de peso de 5-10 %; escore 3 para perda de peso de 10-15%; e
escore 4 para perda de peso maior que 15 % do peso inicial.

4.5 Dano macroscopico
No sétimo dia apds o inicio do tratamento com DSS, 0s animais

foram eutanasiados, os c6lons removidos e abertos longitudinalmente
(em toda a extensdo) e cuidadosamente limpos com solugdo salina 0,9
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%. A gravidade do dano ao colon foi avaliada utilizando-se uma escala
de dano macroscopico conforme a tabela abaixo:

Tabela 4 - Grade de escores para avaliagdo do dano macroscdpico
total na colite induzida por DSS.

CONSISTENCIA DAS FEZES PRESENTES NO COLON

Escore Avaliacdo
0 Normal (bolos fecais bem formados).
1 Bolos fecais imidos e frouxamente formados.
2 Bolos fecais amorfos, Umidos e pegajosos.
3 Diarréia.

*Presenca de sangue visivel nas fezes: somar +1 ao escore.

DANO AO COLON
Escore Avaliagio
0 Sem sinais de inflamag&o.
1 Inflamacéo leve, hiperemia localizada.
2 Inflamacdo  moderada ou  distribuida  mais
amplamente.
3 Inflamacéo severa e/ou distribuida extensivamente.
4 Ulceras penetrantes e lesdes sanguinolentas.

Fonte: (Kimball et al., 2004; Kimball et al., 2006).
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4.6 Escore microscopico

Os tecidos colbnicos coletados dos grupos: veiculo, veiculo +
DSS3% e DSS 3% + miricitrina (10 mg/kg, v.0.), foram incorporados
em parafina e os cortes histologicos (5 um) foram utilizados para
confeccdo das laminas. Em seguida, as laminas foram desparafinizadas e
submetidas a coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E). As amostras
histologicas dos tecidos colénicos foram analisadas em microscopico
optico (Nikon Eclipse 50i, Melville, NY, EUA). A inflamac&o intestinal
foi quantificada de acordo com a escala proposta por Van der Sluis e
colaboradores (2006) como apresentado na tabela abaixo:

Tabela 5: Escore histologico para quantificagdo do grau de inflamacéo
intestinal.

Score
Critério 0 1 2 3 4

Células caliciformes = J W Wil Wy
Espessamento da mucosa - Lk e T A
Células inflamatérias 0 M T T
Infiltragdo celular na submucosa - == 0 A4 NN
Destruicdo da arquitetura - - =

Ulceras 0% 0-25% 25-50% 50-75% 75-100%
Abcessos nas criptas 0 1-3 4-6 7-9 >10

Fonte: Van der Sluis e colaboradores (2006).

Os escores obtidos em cada parametro (graduados conforme a
intensidade de cada um) foram somados para a quantificagdo do dano
microscopico total. Foram analisados trés cortes histologicos obtidos do
célon de cada animal, sendo que cada grupo experimental foi
constituido por no minimo quatro animais. As analises foram realizadas
por dois investigadores de forma independente.

4.7 Dosagem de citocinas

Os niveis teciduais de IL-6 e CXCL1/KC, foram avaliados
como descrito anteriormente (Bento et al., 2011a; Dutra et al., 2011b),
com poucas modifica¢bes. Resumidamente, os colons foram removidos
e homogeneizados em solu¢do salina tamponada com fosfato (PBS,
composi¢do: NaCl 137 mM, KCI 2 mM e tampéo fosfato 10 mM, pH
7,2-7,4) contendo Tween 20 (0,05 %), fluoreto de fenilmetilsulfonila 0,1
mM, cloreto de benzometénio 0,1 mM, EDTA sédico 10 mM, e
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aprotinina A 2 ng/ml. O homogeneizado foi centrifugado a 3.000 x g por
10 minutos a 4 °C, e o sobrenadante armazenado a -70 °C até 0 momento
da analise. A dosagem de proteinas existentes nas amostras foi realizada
segundo o método de Lowry (1951). Os resultados foram expressos
como a quantidade de citocina por miligrama de proteina da amostra. Os
niveis de citocinas foram determinados utilizando-se Kits especificos de
ELISA (do inglés, enzyme-linked immuno-sorbent assay), de acordo
com as recomendacdes do fabricante.

4.8 Analise imunoistoquimica

Para as reacfes de imunohistoquimica, os cortes teciduais do
colon, de espessura de 5 pm, foram mantidos em estufa a uma
temperatura de 70-90 °C até a completa fusdo da parafina ao redor dos
cortes. Posteriormente, os tecidos foram desparafinizados em xilol
(xileno) e hidratados por passagens sucessivas em etanol de
concentracGes decrescentes (etanol absoluto, etanol 90 %, etanol 80 % e
finalmente etanol 70 %). O blogueio da peroxidase enddgena dos
tecidos foi realizado com o objetivo de eliminar o desenvolvimento de
reacdes inespecificas falso-positivas. Para tanto, as laminas foram
imersas em uma solucéo de peréxido de hidrogénio a 1,5 % em metanol
absoluto (v/v) por 20 minutos, com posterior lavagem em agua
destilada. Previamente a incubacdo com o anticorpo primario, as
laminas foram submetidas ao tratamento para reativacao antigénica, com
a finalidade de recuperar os sitios antigénicos mascarados pela fixagéo e
inclusdo do tecido em formaldeido e parafina. Para este fim, foi
preparada uma solucdo composta por 180 ml de acido citrico 0,1 M e
820 ml de citrato de sédio 0,1 M; pH 6,0. As laminas foram imersas
nesta solucdo de reativagéo antigénica diluida 1:10 em &gua destilada, e
mantidas em banho-maria ajustado para 95-98°C, durante 45 minutos.
Logo apos, ainda como parte do processo de reativagdo antigénica
através do calor, as laminas foram retiradas do banho-maria, mantidas
durante 20 minutos a temperatura ambiente, e posteriormente lavadas
em agua destilada. Apos a lavagem das laminas, estas foram submersas
em PBS.

Os anticorpos primarios, anti-fosfo-p65 NF«xB (1:50), anti-
fosfo-ERK (1:300), anti-COX-2 (1:50), anti-fosfo-p38 (Thr 182)
(1:100), anti-fosfo-INK (G-7) (1:300) e anti-nPKCe (C-15)(1:100)
foram diluidos em solugdo Diluente® (Biocare Medical, Concord, CA,
EUA). A solucdo contendo o anticorpo foi adicionada sobre os cortes
teciduais e as laminas foram mantidas em cémara Umida a uma
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temperatura de 2-8 °C, durante 12-16 horas. A seguir, as laminas foram
lavadas com PBS & temperatura ambiente. ApOs lavagem, as laminas
foram incubadas com os respectivos anticorpos secundarios biotinilados
(Envision Plus, ready-to-use) por uma hora a temperatura ambiente, e
em seguida, submetidas a uma revelacdo colorimétrica com kit
comercial, através de uma solu¢do cromdgena contendo 0,03 % de 3,3-
Diaminobenzidina (DAB). Apés a revelacdo, foram realizadas as
seguintes etapas: contracoloracdo das laminas com solucdo de
hematoxilina de Harris; desidratacdo através de passagem das laminas
em concentracgdes crescentes de etanol (etanol 70 %, etanol 80 %, 90 %
e etanol absoluto); diafanizacdo em xilol e montagem em Entellan®. A
leitura das laminas foi realizada em microscopio optico (camera digital,
Sight DS-5M-L1, conectada a microscopio 6tico Eclipse 50i , ambos da
Nikon, Melville,NY) e a aquisicdo das imagens foi realizada através do
software Qcapture Pro 5.1; Qlmaging (Surrey, BC, Canada). O resultado
positivo foi revelado pelo aparecimento de coloracdo castanha no local
da marcacdo pelos anticorpos. Foram analisados de trés a quatro cortes
histolégicos da amostra de cada animal, sendo que cada grupo
experimental foi constituido de, no minimo, trés animais. Os resultados
foram expressos em unidades arbitrarias. Todos 0s grupos experimentais
foram processados sob as mesmas condigdes experimentais. As
configuragdes para aquisi¢do das imagens foram idénticas para todos os
tecidos. As imagens foram transferidas para um computador onde a
intensidade da coloragdo dos pixels, para cada anticorpo, foi calculada
para cada imagem utilizando o software NIH ImageJ 1.36b (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA).

4.9 Extracao do RNA total

A extragio do RNA total foi realizada através da
homogeneizacdo dos tecidos pelo kit SV Total RNA Isolation System
Z3100 (Prémega, Madison, WI, EUA). Para isso, 70 -100 mg de tecido
foram homogeneizados com 1 ml de RNA Lysis Buffer, com auxilio de
homogeneizador portétil, em tubo de centrifuga de 5 ml de capacidade.
Em seguida 175 pl de lisado obtido, foram adicionados 350 pl de RNA
diluition buffer e as amostras foram incubadas a 70°C por 3 minutos,
seguindo centrifugacdo a 13.000 x g por 10 minutos. Os sobrenadantes
contendo o RNA total foram transferidos para novo tubo de
microcentrifuga (1,5 ml) contendo 200 ul de etanol 95 % (Merk,
Alemanha). Apos homogeneizacgdo, as amostras foram transferidas para
uma coluna de filtracdo e foram centrifugadas a 13.000 x g por 1
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minuto. O RNA total retido no filtro foi lavado com 600 pl de RNA
wash solution. Apos centrifugacdo a 13.000 x g por 1 minuto, foi
adicionado diretamente sobre as membranas das colunas de filtracdo o
mix de DNAse contendo: 40 pl de yellow core buffer, 5 pul de MnCI2
0,09 M e 5 ul de DNAse | enzyme, seguindo incubacgdo por 15 minutos
a 25 °C. Foram entdo adicionados 200 ul de DNAse stop solution sobre
as membranas e as amostras foram centrifugadas a 13.000 x g por 1
minuto. Novamente, as membranas foram lavadas com 600 pl de RNA
wash solution e centrifugadas a 13.000 g por 1 minuto. As colunas
foram entdo transferidas para novos tubos de microcentrifuga e 0 RNA
total foi eluido com 100 ul de &gua livre de nucleases, com
centrifugacdo a 13.000 x g por 1 minuto. A concentracéo e a pureza do
RNA foram determinadas em espectrofotdbmetro NanoDrop 1100
(NanoDrop Technologies, Wilmington, Alemanha). O RNA foi
aliquotado e estocado em freezer a -70 °C até 0 momento do uso.

4.10 Confeccdo do DNA complementar (reacdo de transcricdo
reversa)

A fim de determinar a expressdo do RNAm codificador para a
ciclooxigenase-2 (COX-2), sintase do déxido nitrico 2 (NOS2), fator de
necrose tumoral-o. (TNF-0) e interleucina (IL)-6, no co6lon de
camundongos, foi realizado o ensaio de transcri¢do reversa seguido pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Para a reacdo da
transcricdo reversa, as amostras contendo 100 ng de RNA total foram
incubadas com 1 pl de oligo dT 15, 1 pl do mix de dNTP (10 mM) e
com agua ultra pura para um volume final de 12 pl. Essas amostras
foram aquecidas por 5 minutos a 65 °C, resfriadas por 5 minutos a 4 °C
e acrescidas de 4 ul de tampéo de primeira fita (Tris-HCI 250 mM, pH
8.3, KCI 375 mM e MgCl; 15 mM), 2 pl de DTT 0,1 mM, e | pl de
inibidor de RNase (2500 U). Posteriormente, essa mistura foi incubada a
37 °C por 2 minutos e a enzima M-MLV (1 pl, 200 U) adicionada. Apds
a adicdo da enzima, as amostras foram mantidas a 37 °C por 50 minutos
e a inativacdo da reacdo foi realizada por incubacdo a 75°C por 15
minutos. O DNA complementar (DNACc) foi estocado a 4 °C até a
realizacdo da reacdo de PCR em tempo real.
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4.11 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

O DNAc foi amplificado em duplicata utilizando o kit Master
Mix TagMan® Universal PCR, com sondas e probes especificos para
camundongos, com marcag¢do 3’quencher MGB e FAM, para COX-
2(Mm01307334_g1), NOS2(Mm01309898_m1), TNF-a
(Mm00443258-_m1) e IL-6 (Mm99999064_m1), e marcacdo MGB e
VIC para 0 GAPDH (NM_008084.2), o qual foi utilizado como controle
enddgeno. A reacdo de PCR foi realizada em uma placa de reacéo dptica
de 96 pocos. Cada reacdo continha: 1 pl de DNACc, 5 pl de master mix,
0,5 ul de cada sonda (alvo + controle endégeno) e 3 ul de agua
ultrapura, em um volume final de 10 pl. As amplificacbes foram
realizadas em um termociclador (StepOne Plus, Applied Biosystems)
para 50 ciclos. A fluorescéncia foi coletada a cada ciclo de amplificagdo
e os dados foram analisados utilizando o método 2*“' para a
quantificacdo relativa.

4.12 Obtencdo e cultura primaria de macrdfagos derivados da
medula 6ssea

Para a obtengdo de células da medula dssea, camundongos da
linhagem CD1 foram sacrificados por meio de deslocamento cervical e
tiveram seus fémures e as tibias extraidos. A extremidade proximal e
distal destes ossos foi seccionada e injetada com 3 ml de DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, GIBCO) sem soro em cada 0ss0.
A suspensdo de células obtida foi centrifugada a 1.000 r.p.m. por 10
minutos, e o precipitado foi ressuspendido em 10 ml/por animal de
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, GIBCO), e
entdo submetidas a uma filtragdo em separadores de nylon com a malha
de 70 um (BD FALCON). Logo em seguida, as células foram
ressuspendidas em 2 ml de DMEM suplementado. Em seguida, as
células foram contadas em uma camara de Neubauer.

As células extraidas da medula foram diferenciadas em
macréfagos plagueando-as em placas de 6 pogos na concentragdo de 2 X
10° células/poco. As células foram mantidas em DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB, GIBCO), 1% de HEPES 1 M
(GIBCO) e 20% de sobrenadante de cultura de L929 filtrado (LCCM,
L929 cell conditioned medium), como uma fonte de M-CSF (fator
estimulador de coldnias de mondcitos). As placas foram entdo incubadas
a 37 °C e sob atmosfera com 5% de CO,. Quatro dias ap6s o
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plagueamento das células, o meio de cultura foi trocado por um novo
contendo também 20% de LCCM.

4.13 Estimulacdo, incubacdo e coleta dos macrdfagos derivados da
medula 6ssea

Dez dias apés o plagueamento das células, os macrofagos foram
isolados e incubados em placa de 96 pocos 2 x 10° células/poco a 37°C
em 5 % de CO, e estimulados com lipopolissacarideo (Wu et al.), na
concentracdo de 1 pg/ml por 24 horas, na presenca ou auséncia de,
miricitrina (100 uM/pogo) e miricetina (forma aglicona da miricitrina)
nas concentragdes de 10 e 100 uM/pogo. Além disso, os compostos de
interesse foram adicionados separadamente a pogos contendo meio de
cultura sem a presenca de células (macréfagos) e serviram de controle
para verificar se 0s compostos poderiam alterar o0 meio de cultura e com
isso interferir na leitura dos dados. Vinte e quatro horas ap6s a
incubacéo as placas foram centrifugadas a 200 x g por 10 minutos, e 0s
sobrenadantes resultantes foram congelados a -70 °C para posterior
dosagem de citocinas.

A citocina TNF-a foi dosada pelo método de ELISA conforme
descrito anteriormente para o doseamento de citocinas.

4.14 Avaliacao da hiperalgesia secundéria

Para a avaliacdo da atividade anti-nociceptiva da miricitrina
sobre a hiperalgesia secundaria em camundongos causada pela colite, 0s
animais foram colocados em compartimentos de acrilico transparentes
individuais (7 x 9 x 11 cm), localizados em uma plataforma de arame
elevada, de modo a permitir o facil acesso ao abdémen para aplicagdo de
estimulos mecanicos. A indugdo da colite foi realizada conforme
protocolo descrito no subitem 4.2, da secdo Materiais e Métodos, do
presente trabalho. Entretanto, a dose de miricitrina, administrada aos
animais experimentais pela via oral, foi de 30 mg/kg. Os camundongos
dos trés grupos experimentais (Grupo veiculo sem inducdo com DSS
3%, grupo veiculo + Inducdo com DSS3% e grupo tratado + inducéo
com DSS3%) foram aclimatizados por pelo menos 2 horas antes dos
testes comportamentais. O limiar de retirada e/ou contracdo do abdémen
dos animais foi medido através da aplicacdo consecutiva de filamentos
de von Frey variando a forga do filamento: 0.008, 0.02, 0.04, 0.07, 0.16,
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0.4, 0.6, 1.0, 1.4, 2.0 g (VFH, Stoelting). Inicialmente, a aplicagdo no
abdémen dos animais partiu de um filamento cuja for¢a era de 0,6 g. O
aumento ou a reducdo da forca do filamento aplicado dependeu da
resposta anterior gerada pela aplicagdo de determinado filamento de
Von Frey. Os estimulos foram aplicados perpendicularmente a
superficie do abdémen dos animais por um periodo maximo de 2 s, ou
até que o animal apresentasse uma resposta nociceptiva de retirada do
abdbmen, caracterizado por salto imediato apés a aplicagdo do
filamento, estiramento abdominal, lambida do abdémen ou retracdo
abdominal. Para analise do decurso temporal da hiperalgesia
mecanica, os dados foram coletados no dia anterior ao inicio da indugéo
da colite e ap6s o inicio do tratamento com DSS 3%, em intervalos de
48, 72 e 144 horas (2°, 4° e 6° dias ap6s o inicio da inducdo). Os dados
foram apresentados a partir da média do limiar de retirada/contracdo do
abdémen obtida quando filamentos de Von Frey, de diferentes forgas,
foram aplicados (10 aplicagdes/medida) no abdémen dos animais (Souza
et al., 2002).

4.15 Padronizacdo do método analitico para a quantificacdo da
miricitrina em plasma de roedores

Os estudos de padronizacéo, validagdo e determinacdo do perfil
farmacocinético da miricitrina em plasma de camundongo, foram
realizados no LAFEX, no departamento de farmacologia da UFSC, sob
supervisdo do Dr. Jodo Batista Calixto. Entretanto, a padronizagdo,
validagdo e estudo de farmacocinética da miricitrina em plasma de rato
foram realizados no laboratério da Dra. Veronika Butterweck, em
colaboragdo com o Dr. Reginald Frye, na Universidade da Florida, na
cidade de Gainesville (Fl6rida, EUA), durante o estagio de doutorado
“sanduiche”.

4.15.1 Preparacéo das solugdes estoque e de trabalho

As solucdes de estoque da miricitrina, epicatequina (padrdo
interno, PI, para a validacdo analitica em plasma de camundongo) e
quercetina (padrdo interno, PI, para o0 método de validacdo em plasma
de rato) foram preparadas em metanol na concentracdo de 1 mg/mL. As
solucbes de trabalho dos padrbes internos epicatequina e quercetina
foram diluidas em metanol para uma concentracéo final nas amostras de
plasma de 250 ng/mL e 200 ng/mL, respectivamente. As solucdes de
trabalho da miricitrina, foram preparadas a partir da dilui¢cdo da solugéo
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estoque em metanol, nas concentragBes de 20,0 pg/mL para validacéo
do método em plasma de camundongo e de 16,0 pg/mL para validacdo
em plasma de rato, as quais representam uma concentracdo 10 vezes
mais alta que o ponto mais alto da curva de calibracdo. Para a
preparacdo das demais solucBes que compdem a faixa de trabalho,
foram realizadas dilui¢Ges seriadas (1:1 em metanol).

Para o procedimento de validagdo, foram selecionadas 3
concentragGes diferentes, compreendidas na faixa da curva de
calibracdo, as quais sdo conhecidas como amostras controle de
qualidade (do inglés, quality control, QC). Para tanto, foram
selecionadas uma concentracdo baixa (do inglés, Low Quality Control,
LQC), uma média (do inglés, Medium Quality control, MQC) e uma alta
(do inglés, High Quality Control, HQC). Para a validagdo em plasma de
camundongo, foram escolhidas trés concentragbes da curva de
calibragdo: 0,062 pg/mL (LQC), 0,25 pg/mL (MQC) e 1,0
pg/mL(HQC). Para a validacdo em plasma de rato foram escolhidas
amostras com concentragdes intermediarias da curva de calibracdo:
0,075 pg/mL (LQC), 0,8 pg/mL(MQC) e 1,2 pg/mL (HQC). Além
dessas concentragbes escolhidas, também foi selecionado o ponto
correspondente a concentracdo do limite de quantificagdo do método
analitico, no caso, 0,025 pg/mL (do inglés, Lower Limit of
Quantification, LLOQ) e uma amostra QC de diluicdo (Dil-QC) na
concentracdo de 1,0 pg/mL (concentracdo final em plasma). As solucbes
de trabalho das amostras QC foram preparadas a partir da diluicdo da
solucdo estoque de miricitrina em metanol, conforme descrito
anteriormente para preparacdo das amostras da curva de calibracdo, ou
seja, 10 vezes mais concentrada que a amostra final em plasma. No caso
da amostra QC de dilui¢do (Dil-QC), a solucédo de trabalho foi preparada
na concentracdo de 100 pug/mL. A amostra Dil-QC serve para garantir a
confiabilidade do resultado apresentado a partir do procedimento de
diluigdo de uma amostra. O procedimento de diluicdo deve ser aplicado
guando uma amostra coletada de animal, ap6s administracdo do
composto, apresentar concentracao superior ao Gltimo ponto da curva de
calibracdo.

4.15.2 Condic6es instrumentais e cromatograficas

A andlise de identificacdo e quantificacdo da miricitrina em
plasma de camundongo foi realizada pelo sistema cromatografico
CLAE-MS 2010AV Shimadzu® (Kioto, Japdo), composto sistema de
deteccdo por espectrometria de massas modelo LC-MS 2010AV
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equipado com uma interface eletrospray (ESI) e compreendido por um
analisador do tipo quadrupolo simples. A voltagem do capilar do ESI foi
de 1,6 kV, e, a temperatura da CDL e do bloco aquecedor foi de, 250°C
e 200°C, respectivamente. O nitrogénio foi utilizado como gas de
nebulizacdo na vazdo de 1,5 mL/min. O espectrometro de massas foi
operado no modo negativo de ionizacdo. Para as andlises de
quantificacdo da miricitrina e Pl em plasma de camundongo, foi
utilizado 0 modo SIM (selective ion monitoring), e 0s ions monitorados
foram: m/z 289, para o Pl e m/z 463 para a miricitrina . Como fase
estacionéria foi utilizada uma coluna de fase reversa C18 Shimadzu
®(150 x 2,dmm, 5 um) acoplada a uma guarda coluna
(5um,5mmx2.0mm; Shimadzu), e a fase mével utilizada foi a mistura de
acido férmico 0,1% (A) e metanol contendo 0,1% de acido férmico (B),
com um fluxo de 0,2 mL/min. O perfil de eluicdo foi: 0-24 minutos: 5-
56% de B (linear); 24-25 minutos: 56% de B (isocratico); 25-28
minutos: 56-5% de B (linear); 28-33 minutos: 5% de B (isocratico). Para
a aquisicdo dos dados e quantificacdo das amostras foi utilizado o
software LCMS Solutions (Shimadzu®, Kioto, Jap&o).

O sistema cromatografico empregado para identificacdo e
guantificacdo do flavonoide miricitrina em plasma de rato foi um LC-
MS/MS, compreendido de um amostrador automatico de HPLC
Surveyor, bomba quarternaria do MS Surveyor, e espectrometro de
massas do tipo triplo quadrupolo (TSQ, do inglés, Triple Stage
Quadrupol, Quantum Discovery) (ThermoFisher Scientific, San Jose,
CA, USA). O espectrometro de massas TSQ Quantum estava equipado
com uma fonte de ionizacdo eletrospray (ESI) e foi operado no modo
ion negativo. Os parametros do aparelho sdo: voltagem da ESI, 3,4 kV e
voltagem da fonte CID (do inglés, collision induced dissociation), 5 V.
O gas nitrogénio foi utilizado como gas de nebulizacdo e gas auxiliar
(35 e 10 respectivamente, unidade arbitraria). A energia de colisdo foi
48 eV para miricitrina e 24 eV para o PI. O instrumento foi operado no
modo de resolucdo com a largura do pico (largura total a meia-maxima,
FWHM) definido como 0,7 m/z para ambos, quadrupolo (Q) 1 e Q3. O
esquema de monitorizacdo da reacdo selecionada seguiu a transicdo do
ion precursor para o ion produto selecionado com os seguintes valores:
m/z 463 270, para a miricitrina e m/z 301 150 para a quercetina. A
coluna cromatogréfica utilizada foi a Gemini C18 (50 mm x 2 mm, 5
um), semi-micro (Phenomenex, Torrance, CA, USA). A fase mdvel
consistiu de um gradiente linear de &gua + acido acético 1 mM (fase
movel A) e acetonitrila:metanol (50:50) + &cido acético 1 mM (fase
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movel B), sobre uma taxa de fluxo de 250 uL/min. As amostras foram
injetadas no modo “full loop injection”, e o loop utilizado foi de 20 pL.
O perfil de eluicdo foi do tipo gradiente (de 10 a 90% de fase moével B),
compreendido num tempo total de analise de 5,5 minutos. A aquisicao
dos dados e quantificacdo das amostras foi realizada com auxilio do
software Xcalibur Versdo 1.4 (ThermoFisher Scientific, San Jose, CA,
USA). As amostras foram analisadas em temperatura ambiente.

4.15.3 Preparacdo das amostras em plasma

Para preparacdo das amostras em plasma de camundongo, um
“pool” de plasma branco de camundongos machos (sem tratamento com
a miricitrina) foi coletado através do método de puncdo cardiaca. A
partir das solugfes de trabalho, os pontos da curva de calibragdo e as
amostras QC em plasma de camundongo foram preparados através do
seguinte protocolo: 180 pL de plasma de camundongo foram
enriquecidos com 20 pL de solucdo de trabalho de miricitrina, 20 pL de
solucdo de trabalho do padrdo interno, 20 pL de &cido fosférico 0,1% e
1,8 mL de acetona grau HPLC. A amostra foi entdo agitada por 90
segundos, centrifugada (14000 rpm, 4°C, 15 minutos) e o sobrenadante
foi evaporado em banho-maria a 37°C sobre fluxo de nitrogénio gasoso.
Apos evaporagdo, o residuo foi ressuspendido com 200 pL de metanol,
centrifugado novamente para retirar qualquer residuo sélido ainda
presente na amostra. O volume de injecdo da amostra no sistema LC-MS
foi de 30 pL. As amostras QC, nos trés niveis de concentragdo, foram
preparadas da mesma forma que as amostras da curva de calibragdo. A
faixa empregada para a construcdo da curva de calibragdo em plasma de
camundongo foi de 0,062-2,0 pg/mL.

Para a preparacdo das amostras em plasma de rato, o “pool” de
plasma branco de ratos machos, foi obtido comercialmente da empresa
BioChemed (Winchester, VA, EUA). As amostras QC e a curva de
calibracdo em plasma de rato foram preparadas a partir das solucdes de
trabalho previamente preparadas. Para tanto, o seguinte protocolo foi
utilizado: 150 pL de plasma de rato foram enriquecidos com 15 pL de
solucdo de trabalho de miricitrina, 10 pL de solugdo de trabalho do
padrdo interno, 10 pL de acido acético 0,56 M e 600 yL da mistura de
acetonitrila:metanol (1:3) grau HPLC. As amostras foram entdo agitadas
por 10 minutos, centrifugadas (4000 rpm, 4°C, 15 minutos), e o
sobrenadante foi evaporado em banho-maria a 37°C sobre fluxo de
nitrogénio gasoso. Apds evaporacgdo, o residuo foi ressuspendido com
150 pL de metanol, centrifugado novamente para retirar qualquer
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residuo sélido na amostra. A amostra foi injetada no sistema LC-
MS/MS, no modo de injecdo “full loop” (loop de 20 pL). As amostras
QC, nos trés niveis de concentracdo, foram preparadas em plasma de
rato da mesma forma que as amostras da curva de calibragdo. A amostra
Dil-CQ foi preparada a partir da solucdo de trabalho preparada na
concentracdo de 100 pg/mL. Para tanto, a amostra foi diluida com
plasma branco na proporgdo 1:10 e a partir de entdo, 15 pL dessa
diluigdo foi diluida novamente com plasma branco para um volume final
de 150 pL, que passou pelo mesmo procedimento de extracdo, acima
mencionado, como as demais amostras. A faixa da curva de calibracdo
em plasma de rato foi de 0,025-1,6 pug/mL.

4.16 Validacéo do método analitico

Os métodos utilizados para as andlises da miricitrina em plasma
de camundongo e de ratos foram validados de acordo com as
recomendacfes da ANVISA (Guia para validacdo de métodos analiticos,
resolucdo RE n°899)(Brasil, 2003) e do FDA (Bioanalytical Method
Validation Guidance)(F.D.A, 2001).

4.16.1 Seletividade

Para a determinacdo da seletividade do método analitico
utilizado foram injetadas no HPLC-MS e HPLC-MS/MS, as seguintes
amostras:

a) amostra padrdo de miricitrina + padrao interno epicatequina
diluido em solvente organico em concentracdes conhecidas;

b) amostra padrdo da miricitrina + padrdo interno quercetina
diluido em solvente organico em concentra¢des conhecidas;

c) amostra do plasma branco de camundongo apés passar pelo
procedimento de extragdo (sem adicdo do composto de interesse e
padrdo interno), e

d) amostra do plasma branco de rato apdés passar pelo
procedimento de extracao.

4.16.2 Linearidade
A linearidade de um método é avaliada através da curva de

calibraco, preparada em matriz biol6gica, que corresponde ao modelo
matematico que estabelece uma relacdo entre a resposta instrumental
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(area/altura da banda/pico cromatografico, obtido para o analito em
analise) e, a concentracdo deste analito (Brasil, 2003; FDA, 2001).

Para tanto, as curvas de calibracdo foram preparadas em
triplicata, tanto para plasma de camundongo como de rato, a partir da
diluicdo seriada das solucdes de trabalho conforme descrito na secdo
4.15.1. Ap6s o procedimento de extracdo previamente descrito (item
4.15.3) dos compostos da matriz biol6gica, as amostras foram analisadas
por LC-MS ou LC-MS/MS, A curva de calibracdo é obtida em fungéo
da razdo entre a area do pico gerado para cada concentracdo de
miricitrina na amostra e a area do pico gerada para o padrdo interno
presente nesta mesma amostra em funcéo das respectivas concentragdes
nominais ou de referéncia. A partir da analise dos dados foi gerada a
equacdo da reta: y = ax + b, sendo “y” a resposta medida, “x” a
concentragdo, “a” a inclinagdo da curva de calibracdo (coeficiente
angular) e “b” a interseccdo com o eixo y (coeficiente linear). A
determinacdo da linearidade do método foi realizada através do
coeficiente de correlagdo linear (R?) gerado.

4.16.3 Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacédo

(LQ)

O LD e LQ em plasma de camundongo foram determinados
pelo método baseado na curva analitica. Primeiramente, o valor minimo
da curva de calibragdo foi determinado a partir da injecdo de solucGes
padrdo de miricitrina em concentragdes decrescentes e conhecidas, até
gue a integracdo do pico ndo fosse mais visivel no cromatograma. A
faixa da curva de calibracdo para determinacdo do LD e LQ em plasma
de camundongo foi de 0,062-0,5 ug/mL. A curva de calibracdo foi
preparada em triplicata. Apos injecdo das amostras, foi gerada a equagéo
da reta e os respectivos valores do coeficiente angular (a) e do
coeficiente linear (b), para cada uma das curvas de calibracdo. Em
seguida, foi calculada a média e os valores do desvio padrdo de b (Sh) e
do desvio padrdo de a (Sa), os quais foram aplicados as seguintes
formulas para calcular o LD e LQ:

LD =3,3xSh/Sa (Equacdo 1)

LQ=10xSh/Sa (Equagdo 2)
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Os limites de deteccéo e quantificacdo da miricitrina em plasma
de rato foram determinados a partir do método de inspecéo visual. Para
tanto, amostras de miricitrina em baixas concentracfes foram
adicionadas em plasma de rato, extraidas conforme o método descrito na
secdo 4.15.3, e analisadas por HPLC-MS/MS. O LD foi considerado
aquele em que a menor concentracdo da miricitrina pode ser detectada
(considerando a relagdo sinal/ruido igual a 3,3). O LQ do método foi
definido como a menor concentracdo injetada que permitiu a
guantificacdo da amostra, ou seja, que pode ser integrada, e que
apresentava valores de reprodutibilidade dentro dos limites aceitaveis
(£15%).

4.16.4 Ensaio de Recuperagéo

A recuperacdo determina a eficiéncia da técnica utilizada para
extrair o analito de interesse de uma matriz complexa (FDA, 2001;
Thompson, 2002; Brasil, 2003).

A determinagdo da eficiéncia de extragdo do composto miricitrina
do plasma de camundongo foi realizada a partir da analise comparativa
entre as solugdes QC da miricitrina (LQC, MQC e HQC) preparadas em
solvente orgéanico e as solugdes QC, nas mesmas concentracdes,
preparadas em plasma. As solugdes de trabalho das amostras QC foram
preparadas como descrito na secéo 4.15.1. As amostras QC preparadas
em plasma foram extraidas conforme o método padronizado e descrito
anteriormente (secdo 4.15.3). As amostras foram preparadas em
quintuplicata e analisadas por LC-MS conforme descrito na se¢éo
4.15.2. Os dados obtidos foram analisados e a recuperagdo foi calculada
de acordo com a equacao:

% R = Valor obtido X 100 (equacdo 3)
Valor real
Valor obtido = a area do pico obtido da miricitrina apds extracdo da
matriz bioldgica.

Valor real = &rea do pico obtido da miricitrina quando adicionados em
solvente orgéanico, sem procedimento de extragdo.
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Para avaliar a eficiéncia de extracdo do composto miricitrina do
plasma de rato, os 3 niveis de concentracdo utilizados foram: 0,075
pg/mL (LQC), 0,25 pg/mL (MQC) e 1,2 pg/mL (HQC). As solugdes de
trabalho foram preparadas como descrito na se¢do 4.15.1. Em seguida,
amostras de plasma de rato (plasma branco) foram enriquecidas com as
amostras QC de miricitrina e posteriormente extraidas conforme o
método descrito anteriormente (secéo 4.15.3). Além disso, amostras de
plasma branco de rato, contendo apenas &cido acético 0,56M (20pL),
foram submetidas ao mesmo procedimento de extracdo, e o residuo final
obtido foi ressuspenso, separadamente, com solucdo padrdo de
miricitrina, preparada em metanol, nas respectivas concentracdes das
amostras QC. As amostras de cada nivel de concentragdo foram
preparadas em quintuplicatas. As amostras foram analisadas por HPLC-
MS/MS, conforme as condicdes instrumentais descritas na se¢do 4.15.2.
A recuperacdo do método foi calculada pela mesma equacédo utilizada
para calcular a recuperagdo em plasma de camundondongo (equagao 3),
entretanto, neste caso, 0 “Valor obtido” corresponde a area do pico
obtido da miricitrina quando a mesma foi adicionada ao plasma ANTES
da_sua extracdo (pré-extracdo), e, 0 “Valor real” corresponde a area do
pico obtido para a miricitrina quando a mesma foi adicionada APOS o
procedimento de extracdo (pds-extracdo) do plasma branco.

O ensaio de recuperagdo para o Pl foi realizado em plasma de
rato. Para tanto, a solucdo de trabalho do PI foi preparada conforme
descrito na secéo 4.15.1, e, adicionada ao plasma de rato (concentracao
final do Pl = 0,200 ug/mL). Em seguida, a amostra foi extraida pela
técnica de extragdo descrita anteriormente (se¢do 4.15.3). Além disso,
amostras de plasma branco de rato sem adi¢do do PI, passaram pelo
mesmo processo de extracdo e o residuo resultante foi ressuspenso com
solucdo padrdo do PI, preparada em metanol, na mesma concentragao
final. As amostras foram preparadas em quintuplicatas. Para o calculo
da recuperagdo do PI, a mesma equagdo utilizada para o céalculo da
recuperacdo da miricitrina em plasma de rato (equagdo 3), foi utilizada.
Nesse caso, o “valor obtido” e o “valor real” representam a area do pico
gerada para o Pl, quando adicionado pré-extracdo e pds-extracdo,
respectivamente.

4.16.5 Efeito de Matriz em Plasma de Rato

O estudo do efeito de matriz é a analise da possivel interferéncia da
matriz biologica na ionizacdo/eluicdo do composto de interesse no
método analitico utilizado (FDA, 2001).
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A determinacdo do efeito de matriz foi realizada apenas em plasma
de rato utilizando-se o método de adicdo pds-extracdo. Para tanto,
amostras de plasma branco adicionados de &cido acético 0,56M foram
extraidas conforme descrito na sec¢do 4.15.3 e ressuspensas em solucéo
padrdo de miricitrina, preparada em metanol, nas concentracdes
correspondentes as amostras QC. Os resultados obtidos foram
comparados com a andlise das amostras padrdo de miricitrina, nas
mesmas concentragdes das amostras QC, as quais foram preparadas em
metanol. As amostras foram injetadas no equipamento (LC-MS/MS) e
analisadas conforme método descrito na secdo 4.15.2. As amostras
foram preparadas em quintuplicata. Desta forma, para calcular o efeito
de matriz, o resultado gerado da area do pico da miricitrina (QC) quando
adicionada apos extragéo, foi comparado com a area do pico gerado para
amostras QC preparadas apenas em solvente organico, através da
equacao 3, sendo que, neste caso, o “Valor obtide” corresponde a area
do pico obtido da miricitrina, quando adicionada ap6s 0 procedimento
de extracdo do plasma branco, e 0 “Valor real” corresponde a area do
pico obtido da miricitrina quando a mesma foi apenas diluido em
solvente orgénico.

O ensaio do efeito de matriz também foi realizado para o Pl em
plasma de rato. Para tanto, o plasma branco de rato foi processado
conforme descrito anteriormente e, ap6s o procedimento de extragéo, o
residuo foi ressuspendido com solucdo padrdo do Pl (para uma
concentracdo final de 0,200 pg/mL) preparada em metanol. Além disso,
amostras contendo o PI, na mesma concentragdo acima descrita, foram
preparadas apenas em metanol. As amostras foram preparadas em
quintuplicata. O calculo do efeito de matriz do Pl em plasma de rato foi
realizado da mesma forma que para o calculo do efeito de matriz da
miricitrina.

4.16.6 Precisdo

Para verificar a precisdo dos métodos analiticos empregados para
andlise da miricitrina em plasma de camundongo e no plasma de rato,
foram preparadas as solucBes de trabalho para a curva analitica, e,
solucdes de trabalho para as amostras QC conforme descrito na secao
4.15.1. O plasma branco dos roedores foi enriquecido com as
respectivas solugBes de trabalho da curva analitica e amostras QC
(contendo os respectivos Pls, nas concentracdes finais de 0,20 e 0,25
pg/mL para plasma de rato e camundongo), e, em seguida, submetidas
ao processo de extragdo de acordo com o método descrito na se¢do
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4.15.3. Apds processamento das amostras, as mesmas foram analisadas
no equipamento conforme método ja descrito (se¢do 4.15.2). As
amostras QC foram processadas em quintuplicata (plasma de
camundongo) ou em sextuplicatas (plasma de rato), enquanto que a
curva de calibracdo, para ambos os métodos, foi preparada em duplicata.

Para determinacdo da repetibilidade que analisa a precisdo entre as
amostras de mesma concentracdo processadas no mesmo dia (precisao
intra-dia), utilizou-se o calculo do coeficiente de variagdo (% CV). Para
tanto, primeiramente a curva de calibracdo resultante para plasma de
camundongo e plasma de rato foi calculada, e, a partir da equacdo da
reta gerada pela curva de calibracdo foi possivel determinar a
concentracdo encontrada de cada amostra QC injetada. Apos calcular a
concentracdo de cada amostra injetada, a média e o desvio padrdo da
média, para cada nivel de QC (LLOQ, LQC, MQC, HQC e Dil-QC),
foram calculados. De posse desses dados, foi possivel determinar a
precisdo intra-dia através do emprego do célculo do CV:

%CV = [s/M] x 100 (equacéo 4)
Onde,
s = desvio padrdo da concentragdo determinada entre as amostras de um
mesmo nivel de concentracao, e
M = média da concentracdo determinada para as amostras de um mesmo
nivel de concentracao.

Para a determinacdo da precisdo inter-dia (precisdo intermediaria),
as amostras foram preparadas em trés dias diferentes como descrito
acima, injetadas no equipamento e analisadas separadamente. A partir
da curva de calibragdo, a equacdo da reta foi gerada para cada dia de
andlise, e utilizada para calcular as concentragbes de cada amostra
injetada, e, em seguida, a média obtida para cada nivel de QC. Desta
forma, no final de 3 dias, foram geradas 3 médias para cada nivel de
concentracdo, uma para cada dia de andlise (M1, M2, M3). A partir da
média obtida em cada dia de analise, foi possivel calcular uma nova
média (M4) e o desvio padrdo entre essas médias (sdM4), para cada
nivel de concentragdo. Sendo assim, a precisdo inter-dia, ou, precisdo
intermediaria ap6s 3 dias de analise, foi calculada, de acordo com a
equacdo abaixo:

%CV = (sdM4/M4) x 100 (equagéo 5)
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4.16.7 Exatidao

Para determinacdo da exatiddo dos métodos analiticos
empregados para andlise da miricitrina em plasma de rato e
camundongo, foram utilizadas amostras QC nas mesmas concentracoes
utilizadas na analise da precisdo. As amostras da curva de calibracdo
foram analisadas e a equacédo da reta gerada, foi utilizada para calcular a
concentracdo de cada amostra QC injetada. A partir da determinagédo da
concentracdo calculada das amostras, foi possivel determinar a média
desta concentragdo para cada nivel de concentracdo. Desta forma, os
valores obtidos (calculados) foram comparados com os valores tedricos
(nominal), para cada concentracdo avaliada, de acordo com a equacao 6:

Exatiddo = [Concentracdo média calculada (QC)] x 100 (6)
Concentragdo nominal

Para a determinacdo da exatiddo inter-dia, as amostras foram
preparadas em trés dias diferentes conforme descrito anteriormente para
determinacdo da precisdo inter-dia. Desta forma, a injecdo das amostras
gerou, para cada dia de andlise, uma ‘concentra¢do calculada média’
para cada nivel de concentracdo, e no final de 3 dias, foi possivel obter
uma nova média. A partir dos dados obtidos ap6s 3 dias de analise, foi
possivel calcular a exatiddo intermediaria utilizando a mesma equacéo
descrita acima para determinar a exatiddo intra-dia (equacao 6). Nesse
caso, a ‘concentracgio calculada’ refere-se a média final encontrada apds
os 3 dias de andlise, para cada nivel de concentracdo das amostras QC.

4.16.8 Ensaio de Estabilidade em plasma de rato

A estabilidade do composto miricitrina foi determinada apenas
ap6s o processamento das amostras em plasma de rato. Para a
determinacdo da estabilidade da miricitrina, as amostras processadas
foram mantidas, por 24 horas, a 4°C no amostrador ou submetidas a 3
ciclos de congela-descongela. Para tanto, as amostras QC (LCQ, MCQ e
HCQ) da miricitrina e solucdo de trabalho do PI foram preparadas,
extraidas e analisadas conforme descrito na secdo 4.15. As amostras
foram preparadas em quintuplicata. Ap6s andlise dos resultados, as
amostras permaneceram no amostrador por 24h, e, apds esse periodo,
foram gentilmente agitadas e novamente injetadas no equipamento e
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analisadas. A estabilidade da miricitrina, ap6s permanecer 24 horas no
amostrador, foi calculada conforme a equacéo abaixo (equacéo 7):

% Estabilidade = (&rea da miricitrina/area do Pl apds 24h) X100

(area da miricitrina/area do Pl injetadas apGs preparo)

No caso da andlise de estabilidade da miricitrina através do
método congela-descongela, as mesmas amostras CQ e PI, acima
descritas, foram utilizadas. As amostras foram preparadas
(quintuplicata) e analisdas conforme descrito anteriormente.. Ao
término da injecdo das amostras, as mesmas foram acondicionadas em
freezer -20°C. Apos 24h, as amostras foram descongeladas, agitadas
gentilmente e novamente injetadas (1° ciclo congela-descongela). Esse
ciclo foi repetido por mais 2 vezes. A analise de estabilidade ao final do
terceiro ciclo congela-descongela foi determinado através da equagao
abaixo (equacéo 8):

% Estabilidade = (&rea da miricitrina/area do Pl ap6s 3° ciclo) x 100

(area da miricitrina/area do Pl ap6s preparo da amostra)

4.17 Estudo do perfil farmacocinético da miricitrina em roedores

4.17.1 Andlise da miricitrina em plasma de camundongo

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados
camundongos (n = 5) da linhagem CD1 machos pesando entre 20 — 25 g,
conforme descrito no item 4.1. Os animais receberam agua ad libitum e,
trés horas antes do inicio da coleta de sangue dos animais, a racdo foi
retirada. Os animais foram tratados com miricitrina na dose de 3 mg/kg
de peso corporal pela via intravenosa e 30 mg/kg de peso corporal pela
via oral.

Para administracdo oral em camundongo, a miricitrina foi
primeiramente dissolvida em Tween 80 (concentracdo final 5%) e
posteriormente diluida em solucgdo salina (obtidos da Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA). Para a administracdo via intravenosa em
camundongos, a miricitrina foi primeiramente dissolvido com
dimetilsulfoxido (DMSO) e solucdo fisioldgica (concentracdo final de
DMSO de 2%). No momento da coleta, os animais foram anestesiados
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com isoflurano e a coleta de sangue foi realizada através de puncéo
cardiaca. Os tempos de coleta de sangue para ambas as vias de
administragdo, apds o tratamento com o flavonoide miricitrina foi: 5, 15,
30, 60, 120, 240, 360 e 480 minutos. O sangue coletado foi
imediatamente  transferido para tubos de plastico contendo
anticoagulante heparina (50 Ul/mL). As amostras foram centrifugas
(13000 rpm, a 4°C, durante 15 minutos) e o sobrenadante (plasma)
coletado e armazenado em freezer a -80°C. As amostras de plasma
foram extraidas e analisadas conforme descrito nos itens 4.15.3 e 4.15.2,
respectivamente.

4.17.2 Analise da miricitrina em plasma de rato

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados ratos (n =
5) da linhagem Sprague Dawley, machos pesando entre 300 — 350 g,
conforme descrito no item 4.1. Os animais foram tratados com
miricitrina na dose de 2 mg/kg de peso corporal pela via intravenosa e
40 mg/kg pela via oral.

Para administracdo oral e intravenosa em ratos, a miricitrina foi
dissolvida com wuma mistura de etanol:polietilenoglicol:tween
80:solucdo salina (1:2:1:6). Os animais receberam &gua ad libitum e, trés
horas antes do inicio da coleta de sangue dos animais, a racdo foi
retirada. Os animais que receberam o composto pela via intravenosa
possuiam uma canula inserida na veia jugular e externalizada nas costas,
por onde foi realizada a administracdo da miricitrina. No momento da
coleta, os animais, tratados com miricitrina pela via oral ou intravenosa,
foram anestesiados com isoflurano e a coleta de sangue, foi realizada
pelo método de puncdo da veia sublingual, apds 5, 15, 30, 60, 120, 240,
360, 480 e 720 e minutos, da administracdo do composto. O sangue foi
coletado dentro de tubos de vidro contendo anticoagulante heparina
(concentragdo 50 Ul) e, em seguida, foram centrifugadas (4000 rpm, a
4°C, durante 15 minutos) e o sobrenadante (plasma) coletado e
armazenado em freezer a -80°C. O volume de sangue retirado era
reposto com solucéo salina. As amostras de plasma foram extraidas e
analisadas conforme descrito nos itens 4.15.3 e 4.15.2, respectivamente.

As curvas de calibragdo, em plasma de rato e camundongo
foram preparadas (em duplicata), e analisadas conforme os métodos
analiticos validados e descritos neste trabalho (secdo 4.15 e 4.16), e
injetadas juntamente com as amostras coletadas dos animais ap6s o
processamento das mesmas. A partir da curva de calibracdo, foi possivel
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calcular a concentracdo de miricitrina presente nas amostras de plasma
de rato e camundongo, coletadas apds administracdo intravenosa e oral
deste composto.

4.18 Estudo preliminar do processo de metabolizacdo da miricitrina
em camundongos

4.18.1 Coleta do material em camundongos

Para a realizacgdo dos experimentos foram utilizados
camundongos da linhagem CD1 machos pesando entre 20 — 25 g,
provenientes do Biotério Setorial do Laboratério de Farmacologia
Experimental (LAFEX) do Departamento de Farmacologia da UFSC
(Floriandpolis, SC), os quais foram mantidos sob as mesmas condigdes
descritas no item 4.1. (CEUA, processo nimero PP00496). Os animais
(n=6) foram tratados com miricitrina na dose 10 mg/kg de peso corporal
pela via oral, durante 7 dias, 1 vez ao dia, conforme protocolo descrito
para andlise do efeito anti-inflamatério da miricitrina no modelo de
colite experimental (secdo 4.3), entretanto, nesse caso, 0s animais foram
apenas tratados com miricitrina, sem inducdo da colite experimental. No
sétimo dia, decorridos 60 e 90 minutos da administragdo, os animais
foram anestesiados com isoflurano, o sangue foi coletado por pungéo
cardiaca e, ap0s sacrificio, a porc¢éo final do célon foi coletada e limpa
em solucdo salina. Apds coleta dos c6lons, os mesmos foram pesados e
1 mg de colon foi homogeneizado com 1 ml de tampédo fosfato. O
homegeneizado de célon e o plasma separado foram armazenados em
freezer a -80°C para analises posteriores.

4.18.2 ldentificacdo da miricitrina e seus possiveis
metabdlitos em plasma e no célon de camundongo pela técnica de
LC-MS/MS (Q-Tof)

Esse experimento foi realizado no laboratorio experimental da
Waters Corporation (S&o Paulo, SP) pelo Doutor Amadeu Hoshi
Iglesias. A técnica de extracdo utilizada para extrair a miricitrina do
plasma e do célon de camundongos foi realizada conforme descrito na
secdo 4.15.3. As amostras foram analisadas em sistema de UPLC (do
inglés, Ultra Performance Liquid Chromatography) acoplado a
Espectrometro de Massas Tandem com analisador de massas do tipo
quadrupolo-tempo de vdo (do inglés, quadrupole time of flight, QTOF),
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(Acquity UPLC — Xevo G2 Q-Tof, Waters, EUA), equipado com uma
fonte ionizadora do tipo eletrosspray, o qual foi operado no modo ion
negativo. As condi¢des de andlise foram otimizadas, sendo a voltagem
do capilar ajustada para 2.0 kV e a VVoltagem do Cone de 35 V. O modo
de aquisicdo utilizado foi o MSF, o qual permite uma informacéo de
massa exata tanto dos ions intactos quanto dos fragmentos que sdo
obtidos. A coluna cromatografica utilizada foi uma C18Acquity BEH
(2.1x50 mm, 1.7 um, Waters corporation, Dartford, UK), condicionada
em forno na temperatura de 40°C. A fase movel utilizada foi a mistura
de 0.1% acido férmico (A) e acetonitrila (B), ambas contendo 0.1%
acido formico e, a eluicdo foi realizada através de um método gradiente:
0 min — 5% de B; 0 — 1 min 50% de B; 1 — 3,5 min 95% de B; 3,5 - 4,5
min 95% de B; 4,5 - 4,51 min— 5% B. O fluxo de injecdo foi de 0,450
mL/min e o volume de amostra injetada foi de 5 pL. A aquisi¢do dos
dados foi feita pelo Software MassLynx® (Waters Corporation) e os
possiveis metabélitos analisados com auxilio do software MetaboLynx®
(Waters Corporation). O software MarkerLynx foi utilizado para
identificar, através de analises estatisticas diferentes, as diferencas entre
uma amostra e outra.

4.19 Estudo da correlagdo in vivo entre a atividade antinociceptiva
da miricitrina e sua concentracao plasmatica.

4.19.1 Avaliacéo da atividade antinociceptiva

O efeito antinociceptivo da miricetrina foi avaliado no modelo
de dor causado pela injecdo de PMA (do inglés, Phorbol Myristate
Acetate), na pata traseira direita dos camundongos. Imediatamente apos
a injecdo de PMA , os animais foram colocados isoladamente em caixas
de acrilico cujo piso é composto por uma grade metélica. A alodinia
mecanica foi avaliada através do uso de um filamento de von Frey
(0,6g), o qual foi pressionado na pata traseira de cada animal. Foram
realizadas 10 estimulacBes na pata traseira de cada animal e o resultado
foi expresso na forma de % de retirada da pata. Apds 2 horas da
administracdo de PMA, dois grupos de animais foram tratados
separadamente com miricitrina pela via oral e intravenosa, nas doses de
30 e 3 mg/kg, respectivamente. Decorridos 5, 15, 30, 60, 120, 240 e 480
horas da administracdo da miricitrina, os animais foram submetidos ao
teste de alodinia mecénica. Este procedimento também foi realizado
antes da injecdo de PMA e do tratamento com miricitrina, a fim de obter
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a resposta basal de cada animal utilizado no experimento. Os animais
que apresentaram um alto indice de resposta (>3 retiradas para cada
ensaio de dez toques) foram excluidos do experimento.

419.2 Estudo farmacocinético da miricitrina em
camundongos

Para o estudo da correlacdo entre a atividade farmacoldgica e a
concentracdo plasmética da miricitrina, foram utilizados os dados do
perfil farmacocinético da miricitrina em camundongos, apdés
administragdo oral e intravenosa, os quais foram determinados conforme
descrito no item 4.17.1.

4.20 Determinacdo do coeficiente de particdo da miricitrina em
octanol/agua

A determinacdo do coeficiente de particio do flavonoide
miricitrina em octanol/agua foi realizada segundo metodologia descrita
por Xavier e colaboradores (2006). Em tubos de ensaio foram
adicionados 2,0 mL de uma solucdo de miricitrina na concentracao de
50 uM e 2,0 mL de octanol previamente saturado com agua. A mistura
foi agitada durante 1 minuto e em seguida centrifugada por 15 minutos a
3000 rpm. Apo6s centrifugacdo, a concentracdo de miricitrina foi
determinada em cada uma das fases por HPLC-MS conforme método
descrito no item 3.4. Para calcular a concentragdo dos compostos em
cada uma das fases, aquosa ou oleosa, foi construida uma curva padrao
em solvente. O coeficiente de particdo octanol/solucdo aquosa foi
determinado pela equago:

K=C, (equacéo 9)
Car
onde:
C, = concentracao de miricitrina no Octanol
C,= concentracdo de miricitrina na solu¢do aquosa
r=razdo dos volumes entre a fase oleosa e a aquosa
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4.21 Drogas e reagentes

A miricitrina foi isolada pelo grupo do professor Moacir
Geraldo Pizzolatti, no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina, Brasil, a partir das folhas da planta do género
Eugenia, mais especificamente, da planta popularmente conhecida no
Brasil como pitangueira (E. uniflora). A miricetina, forma aglicona, foi
obtida através da hidrolise quimica da miricitrina com acido cloridrico
(HCI) a 10% em Etanol/Agua (1:1) e purificada por cromatografia em
coluna (Franco et al., 2010). Os compostos isolados foram identificados
por espectrometria de ressonancia nuclear (1H e 13C) e, por meio de
comparagdo com espectro anteriormente publicado para estes compostos
(Agrawal, 1989). Os flavonoides isolados apresentaram grau de pureza
superior a 98%.

O DSS (P.M. 36.000-50.000) foi adquirido da MP Biomedicals
(Solon, OH, EUA). O anticorpo monoclonal anti-fosfo- p65 e o0s
anticorpos policlonais anti-fosfo-ERK, e anti-fosfo-COX2, para
camundongo foram obtidos da Cell Signaling Technology, Inc.,
(Beverly, MA, EUA), e o anticorpo monoclonal anti-fosfo-JNK, e os
anticorpos policlonais anti-fosfo-p38 e anti-nPKCe (1:100), foram
obtidos da Santa Cruz Biotechnology, Inc. , Santa Cruz, CA, EUA. O
anticorpo secundario Ab EnVision Plus, estreptavidina—HRP, e 3,39-
diaminobenzidina foram adquiridos da DakoCytomation (Carpinteria,
CA, EUA). O perdxido de hidrogénio (H,0O,), Tween 20, Tween 80,
EDTA, aprotinina, PBS, H&E, tetrametilbenzidina (TMB), fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF) e lipopolissacarideo (Wu et al.) (sorotipo
0111:B4) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

Os Kits para a dosagem de CXCL1/KC, IL-6 e TNF-o foram
provenientes da R&D systems (Minneapolis, EUA). O Meio de cultura
Eagle Modificado por Dulbecco (DMEN), o Azul de Trypan, o soro
fetal bovino, &gua ultrapura, a penicilina e a estreptomicina foram
adquiridas da GIBCO BRL Life technologies (Gaithersburg, MD,
EUA). A enzima transcriptase reversa, Moloney Murine Leukemia
Virus (M-MLV), o oligo dT 15, os deoxinucleotideos (dNTPs), o
tampdo de primeira fita para a reagdo de transcrigdo reversa, o inibidor
de RNase (RNasin) e o dietiltreitol (DTT), foram procedentes da
Invitrogen (S&o Paulo, Brasil).

O kit Master Mix TagMan® Universal PCR, a placa de reago
Optica de 96 pocos, os primers especificos para camundongos, com
marcacdo 3’quencher MGB e FAM, para os COX-2(Mm01307334_g1),
NOS2(MmO01309898 m1), @ TNF-a  (Mm00443258 ml), IL-6
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(Mm99999064_m1), GAPDH (do inglés, glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase) (NM_008084.2) foram todos procedentes da Applied
Biosystems (S&o Paulo, SP, Brasil).

O DAB, o entellan®, o formaldeido e a hematoxicilina de Harris
foram adquiridos da Merck, (Darmstadt, Alemanha). O reagente de
Bradford € proveniente da Bio-Lab Laboratories (Richmond, VA,
EUA).

As amostras padrdo de epicatequina (pureza > 98%) e de
quercetina (pureza > 95%), as quais foram utilizadas como padréo
interno (PI), foram adquiridas da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). Os solventes metanol, acetonitrila e acetona, grau HPLC,
foram obtidos da empresa J. T. Baker (Xalostoc, Mexico). O acido
formico e o &cido acético foam obtidos das empresas Aldrich Chemical
Company (Milwaukee, USA) e Nuclear (Diadema, SP, Brasil),
respectivamente. A heparina sodica (5000Ul) foi obtida a partir da
industria farmacéutica Cristalia (Sdo Paulo, Brasil). A agua destilada foi
previamente purificada utilizando um sistema Milli-Q, fornecido pela
Millipore Corporation.

4.22 Analise estatistica

Para analise dos resultados obtidos a partir do estudo da
atividade anti-inflamatéria da miricitrina no modelo de colite
experimental, o teste estatistico de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn, foi utilizado para os dados ndo paramétricos. Para a anélise dos
dados paramétricos, as diferencas estatisticas entre mais de 2 grupos, foi
utilizada ANOVA de uma via seguida do teste Student Newman-Keuls.
As analises estatisticas foram realizadas usando-se o software Graphpad
Prism 4 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Todos os
dados estdo expressos como média * erro padrdo da média.

Os parametros determinados na etapa de validagcdo foram
expressos como: média (M), desvio padrdo da média (Sd) e coeficiente
de variagdo (CV).

Para analise do perfil farmacocinético da miricitrina, a curva da
concentracdo plasmatica média da miricitrina versus tempo de coleta,
obtida apds administracdo intravenosa ou oral do composto aos animas,
foi gerada a partir do software Graphpad Prism (version 4.0, San Diego,
CA, USA). Os parametros farmacocinéticos foram determinados
utilizando o método monocompartimental e bicompartimental, e cinética
de primeira ordem, com auxilio do programa WinNonlin®, versdo 5.3
(Pharsight Corp., St. Louis, MO, EUA).
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Farmacocinética  ndo-compartimental: Os  parametros
determinados foram, concentracdo no tempo 0 (Cg), constante da taxa de
eliminagdo terminal (K.), tempo de meia via de eliminacéo (t 1), area
sob a curva (AUC), volume de distribuicdo na fase terminal (V,) e
clearance (CL). A AUC q.nfinite foi calculada utilizando o método
trapezoidal linear/log a partir do tempo zero até o Gltimo tempo de
coleta apdés administracdo i.v. A fase terminal para calcular ke foi
especificado numa faixa de 0.5-1h (para camundongo) e 0,5-12h (para
rato) apds administracdo, e, o ke foi calculado pela regressao linear da
fase linear log terminal.

Farmacocinética compartimental: Os parametros
farmacocinéticos foram calculados usando o modelo de dois
compartimentos com método de minimizacdo Gauss-Newton e fator
ponderador, como 1/Yhat, 1/Y*Y, 1/Y e Uniform. O fator ponderador
de escolha deve ser aquele que apresentar menor valor para a soma
ponderada do quadrado dos residuos (do inglés, Weighted Sum of
Squared Residuals, WSSR). A equacéo para 0 modelo bicompartimental
é: C=A*e™ + B*e ™ onde C é a concentragdo da droga no plasma no
tempo t; A e B sdo coeficientes matematicos; a ¢ a constante de
distribui¢do; B € a constante da taxa de fase terminal; t é o tempo.

Os dados farmacocinéticos sdo apresentados como a média +
erro padréo, que foram calculados a partir do software winNonlin.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacéo da acdo do flavonoide miricitrina sobre a gravidade
da colite experimental induzida por DSS em camundongos

A fim de determinar a menor dose eficaz no modelo
experimental de colite induzida pelo DSS em camundongo, realizamos,
primeiramente, um estudo de dose-resposta. Conforme descrito
anteriormente, o DSS na concentracdo de 3% foi oferecido na agua de
beber dos animais do grupo controle positivo (grupo veiculo + DSS) e
do grupo tratado (grupo Miricitrina + DSS) durante cinco dias
consecutivos. No quinto dia, o DSS foi retirado e os animais receberam
apenas agua filtrada por mais 2 dias seguidos. O grupo veiculo recebeu
agua filtrada durante os 7 dias de experimento. O tratamento com
miricitrina, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, foi inicialmente administrado
aos animais pela via oral, 1 hora antes do inicio da indu¢cdo com DSS
3%, e seguiu durante todo protocolo experimental, sendo administrado
uma vez ao dia.

Durante todo protocolo experimental, os animais foram
monitorados e avaliados quanto a alteracdo do peso corporal, presenca
de sangue nas fezes e diarréia, cujos parametros permitiram calcular o
indice de atividade da doenca (IAD) através de um somatério de
escores. Como pode ser observado na Figura 5 A, a administracdo de
DSS 3% durante cinco dias, causou a perda de peso corporal de forma
gradativa, sendo apresentada de forma mais acentuada e significativa, a
partir do quinto dia. Entretanto, o tratamento oral com miricitrina, na
dose de 10 mg/kg, preveniu de forma marcante a perda de peso corporal
dos animais, a partir do quinto dia, enquanto que as demais doses, 1 e 3
mg/kg de miricitrina, inibiram a perda de peso dos animais a partir do
sexto dia de indugdo com DSS 3%. A avaliacdo do IAD (Figura5 B e C)
nos permitiu observar que 0s animais que receberam apenas DSS 3%
durante cinco dias consecutivos apresentaram aumento no 1AD, que foi
prevenido nos animais tratados com miricitrina de forma dose-
dependente, sendo melhor visualizado no grafico da area sobre a curva
(ASC) do IAD (Figura 5 C). Conforme mostrado na figura 5 B, o
tratamento oral com miricitrina permitiu reducdo do IAD ja a partir do
terceiro dia, entretanto, foi mais evidente a partir do quarto dia do
protocolo experimental.
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- Veiculo - Veiculo
A) -=-Veiculo + DSS 3% B) -=-Veiculo + DSS 3%
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Figura 5. Efeito do flavonoide miricitrina sobre os parametros macroscopicos na colite
experimental induzida pelo DSS em camundongos. Os animais receberam solugdo de DSS
3% na agua de beber durante 5 dias, seguidos por 2 dias de agua filtrada (grupo veiculo +
DSS3% e grupo Miricitrina + DSS3%), ou, apenas &gua durante 7 dias (grupo veiculo ou
controle). O tratamento oral com miricitrina (1, 3 e 10 mg/kg) iniciou-se 1h antes da inducédo
com DSS e seguiu durante os 7 dias de experimento, sendo administrado uma vez ao dia. (A) O
tratamento oral com miricitrina preveniu a perda de peso corporal dos animais com colite
experimental em todas as doses avaliadas, bem como bem como também reduziu de forma
depedente da dose o indice de atividade da doenca (IAD). (B) Este resultado pode ser melhor
evidenciado no grafico da area sobre a curva do IAD apresentado no gréfico (C). *p<0,05
quando comparado ao grupo veiculo. #p<0,05 quando comparado ao veiculo + DSS 3%. A
p<0,05 comparagdo entre os grupos experimentais. (ANOVA de uma via seguida pelo teste
post hoc de Student Newman-Keuls).

Além dos parametros acima descritos, as alteracfes col6nicas
macroscépicas, a saber: hiperemia, pontos de ulceracdo e espessamento
do epitélio intestinal, também foram avaliados no célon dos animais ao
final do protocolo experimental. A partir da analise e do somatério de
escores dos pardmetros macroscdpicos supracitados, foi possivel
determinar 0 dano macroscépico no célon dos animais ap6s inducao
com DSS 3%. Conforme mostrado na figura 6, a administracdo com
DSS 3% gerou um processo inflamatério que esta diretamente associado
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a um aumento da hiperemia, edema e ulceracdo do tecido col6nico.
Interessantemente, esses pardmetros foram significativamente reduzidos
pelo tratamento com miricitrina nas doses de 3 e 10 mg/kg de peso
corporal, resultando em um menor dano ao célon destes animais.
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Figura 6. Efeito do flavonoide miricitrina sobre o dano macroscopico na colite
experimental induzida pelo DSS em camundongos. A colite experimental foi induzida pela
administragdo de DSS 3% na &gua de beber durante 5 dias, seguidos por 2 dias de agua filtrada
(grupo veiculo + DSS3% e grupo Miricitrina + DSS3%). O grupo veiculo (controle negativo)
recebeu veiculo por via oral e dgua durante os sete dias. O animais foram tratados com
miricitrina (1, 3 e 10 mg/kg, v.0.), uma vez ao dia, do dia 0 ao dia 7. O tratamento oral com
miricitrina nas doses de 3 e 10 mg/kg, preveniu o dano tecidual macroscépico do célon dos
camundongos com colite experimental. *p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo. #p<0,05
quando comparado ao veiculo + DSS 3%. Ap<0,05 comparagdo entre os grupos experimentais.
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

Outra caracteristica marcante do modelo de colite induzido pelo
DSS é o encurtamento do intestino grosso (Bento et al., 2011a). De fato,
foi observado que o pré-tratamento com miricitrina foi capaz de
proteger, de forma dependente da dose, 0 encurtamento do cdlon dos
animais com colite experimental (Figura 7 A e B).
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Figura 7. Efeito do flavonoide miricitrina sobre o tamanho do célon dos animais com
colite experimental induzida pelo DSS. Os animais receberam solucéo de DSS 3% na 4gua
de beber durante 5 dias, seguidos por 2 dias de agua filtrada. O animais foram tratados com
miricitrina (1, 3 e 10 mg/kg, v.0.) durante os sete dias do protocolo experimental. (A) O
tratamento oral com miricitrina nas doses de 3 e 10 mg/kg, preveniu o encurtamento do célon
dos camundongos com colite experimental de maneira dose-dependente. (B) llustragdo do
célon dos animais ao final do protocolo experimental. O tratamento oral com miricitrina (10
mg/kg) preveniu o encurtamento do célon, o dano macroscdpico associado a hiperemia e
espessamento da mucosa e a formagéo de fezes liquidas no célon dos animais com colite
experimental. *p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo. #p<0,05 quando comparado ao
veiculo + DSS 3%. Ap<0,05 comparagéo entre os grupos experimentais. (ANOVA de uma via
seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

Levando em consideragdo os resultados obtidos no estudo com
0 emprego de diferentes doses do flavonoide miricitrina no modelo de
colite induzido por DSS 3%, podemos inferir que o pré-tratamento com
a miricitrina na dose de 10 mg/kg pela via oral (v.0.) apresentou eficacia
superior em relacdo as doses de 1 e 3 mg/kg administradas pela mesma
via, e, portanto, foi a dose escolhida para a realizacdo dos demais
experimentos.

5.2 Avaliacéo do efeito do flavonoide miricitrina sobre o dano
microscépico do tecido col6nico na colite experimental induzida por
DSS em camundongos

A integridade da mucosa epitelial, bem como, o controle da
infiltracdo de polimorfonucleares no tecido inflamado representam
importantes fatores para manutencdo da homeostase intestinal. Estudos
prévios em modelo de colite experimental mostraram que o dano do
tecido epitelial intestinal est4 diretamente associado a um aumento na
infiltracdo de células inflamatérias, como por exemplo, neutréfilos, na
mucosa intestinal, o que caracteriza o inicio e posterior amplifica¢do do
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processo inflamatdrio (Bento et al., 2011a). A fim de avaliar o efeito do
tratamento oral com miricitrina (10 mg/kg) sobre o dano microscopico
no célon dos animais com colite experimental, foi realizada a analise
dos cortes histolégicos do tecido colbnico desses animais. Nossos
resultados demonstraram que o tratamento com DSS 3% induziu ampla
destruicdo da arquitetura do célon e das criptas intestinais, reduziu o
nimero de células caliciformes, aumentou o0 espessamento da
submucosa, além de apresentar grande quantidade de infiltrado celular
na mucosa intestinal. Por outro lado, o tratamento oral com a miricitrina
(10 mg/kg) reduziu drasticamente o dano epitelial causado pelo DSS,
uma vez que preveniu a destruicdo da estrutura epitelial e das criptas
intestinais, além de diminuir significativamente a infiltragdo celular na
mucosa intestinal (figura 8 A). A figura 8 B apresenta 0 escore
microscopico obtido a partir da andlise microscépica do célon, e,
corroborando com a analise histolégica do cdlon dos animais,
apresentada na figura 8 A, o tratamento oral com miricitrina (10 mg/kg),
foi capaz de reduzir significativamente o dano tecidual microscopico
guando comparado com o grupo veiculo + DSS 3%.
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Figura 8. Efeito do flavonoide miricitrina sobre o dano microscépico do tecido coldnico
na colite experimental induzida por DSS em camundongos. Ao final do sétimo dia da colite
induzida pelo DSS os célons foram coletados e corados com H&E. (A) Imagens
representativas de cortes histolégicos do célon dos animais controle (Veiculo), Veiculo +
DSS3% e Miricitrina (10mg/kg, v.0.) + DSS 3% corados com H&E. (B) O tratamento oral com
miricitrina reduziu de forma significativa o dano tecidual microscopico. As colunas
representam a média em uma escala de escore do dano microscdpico dos colons de 4-6
animais,e as linhas verticais, o erro padrdo da média. *p<0,05 quando comparado ao grupo
veiculo. #p<0,05 quando comparado ao veiculo + DSS 3%. (Kruskal-Wallis seguido de teste
post hoc de Dunn). As setas ( %) indicam as células caliciformes presentes no tecido col6nico.
Cortes histolégicos corados com H&E em aumento de 40 e 200 X.
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5.3 Avaliacéo do efeito do flavonoide miricitrina sobre os niveis de
citocinas no tecido colénico na colite experimental induzida por DSS
em camundongos

Ja estd bem estabelecido na literatura que citocinas e
guimiocinas (como por exemplo, a TNF-a, IL-6 e CXCL-1/KC) estao
criticamente envolvidas com o agravamento da colite, bem como, com o
recrutamento de células inflamatérias para o local da inflamacgéo (Barker
et al., 1991; Bento et al., 2008). A fim de avaliar se o tratamento oral
com miricitrina poderia inibir os niveis e a expressdo de
citocinas/quimiocinas no tecido coldnico dos animais com colite
experimental, os animais foram sacrificados ao final do protocolo
experimental os colons foram removidos e processados para a avaliacdo
dos niveis teciduais de citocinas inflamatérias. Como mostrado na figura
9 A, os niveis teciduais colbnicos da citocina pro-inflamatdria 1L-6
foram significativamente aumentados nos animais que receberam DSS
3% durante cinco dias quando comparados com o grupo controle, que
recebeu apenas agua. Entretanto, o tratamento com miricitrina (10
mg/kg), reduziu de forma significativa os niveis teciduais de IL-6
guando comparado com o grupo veiculo + DSS 3%. Além disso, 0s
niveis teciduais da quimiocina CXCL1/KC também foram avaliados no
colon dos animais e, conforme podemos observar na figura 9 B, os
niveis teciduais de quimiocina CXCL1/KC estavam aumentados no
grupo veiculo + DSS 3% porém, apresentaram-se notavelmente
reduzidos no grupo tratado com miricitrina (10 mg/kg).
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Figura 9. Efeito do flavonoide miricitrina sobre os niveis de citocinas no tecido coldnico
na colite experimental induzida por DSS em camundongos. Ao final do protocolo
experimental induzido pelo DSS, o célon dos animais foi coletado para dosagem do nivel de
citocinas no tecido colbnico através da técnica de ELISA. (A) O tratamento oral com
miricitrina (10 mg/kg), reduziu significativamente os niveis teciduais de IL-6 no c6lon dos
animais com colite experimental, quando comparado com o grupo veiculo + DSS3%. (B) Da
mesma forma, o nivel tecidual da quimiocina CXCL1/KC foi reduzida no cdlon dos animais
tratados com miricitrina (10 mg/kg), quando comparado com o grupo veiculo + DSS 3%. Os
resultados representam a média de 4-6 animais por grupo, e as linhas verticais, o erro padrdo da
média. *p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo. #p<0,05 quando comparado ao veiculo +
DSS 3%. D.O., densidade éptica. (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student
Newman-Keuls).

5.4 Avaliagdo do efeito do flavonoide miricitrina sobre a expressdo
de citocinas pré-inflamatérias na colite experimental induzida por
DSS em camundongos

Para a quantificacdo do RNAm das citocinas pré-inflamatdrias
IL-6 e TNF-a, amostras do tecido do c6lon dos animais foram coletadas
e submetidas a extracdo do RNA total e reacdo de PCR em tempo real.
Conforme pode ser observado na figura 10 A e B, a expressdo do
RNAmM para as citocinas pro-inflamatorias, IL-6 e TNF-a,
respectivamente, estavam  significativamente aumentas quando
comparadas com 0 grupo que recebeu apenas agua durante todo
experimento. No entanto, o tratamento oral com miricitrina (10 mg/kg)
foi capaz de reduzir a expressdo do RNAm para ambas citocinas pro-
inflamatdrias.
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Figura 10. Efeito do flavonoide miricitrina sobre a expressdo do RNAm para as citocinas
pré-inflamatérias, IL-6 e TNF-o, na colite experimental induzida por DSS em
camundongos. Ao final do sétimo dia da colite induzida pelo DSS os célons foram coletados
para avaliagdo da expressdao do RNAm de mediadores inflamatorios através da técnica da PCR
em tempo real. O tratamento oral com miricitrina (10 mg/kg), reduziu significativamente a
expressdo do RNAm para a IL-6 (A) e do RNAm para o0 TNF-a (B) no célon dos animais com
colite experimental, quando comparado com o grupo veiculo + DSS3%. Os resultados
representam a média Os resultados representam a média de 4-6 animais por grupo, e as linhas
verticais, o erro padrdo da média. *p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo. #p<0,05
quando comparado ao veiculo + DSS 3%. (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
Student Newman-Keuls).

Levando em consideracdo os resultados apresentados na figura
9 e 10, podemos sugerir que o efeito antiinflamatério da miricitrina
esteja ocorrendo devido a regulacdo sobre a producéo e expressao dessas
citocinas/quimiocinas pro-inflamatérias.

5.5 Avaliagdo do efeito do flavonoide miricitrina sobre a expresséo e
producdo de enzimas inflamatorias na colite experimental induzida
por DSS em camundongos

Além das citocinas e quimiocinas, as enzimas, COX-2 e NOS2,
também sdo induzidas diante de um processo inflamatério, as quais
exercem papel importante na modulagéo da inflamagdo (Moncada et al.,
1991; Oh et al., 2007). Conforme mostrado na figura 11 A e B, a
administragdo de DSS 3% provocou aumento significativo na expresséo
do RNAm para a COX-2 e NOS2 quando comparado com 0 grupo
controle. Entretanto, a administracdo oral de miricitrina (10 mg/kg),
reduziu significativamente a expressdo do RNAmM para essas enzimas.
Além disso, 0s niveis teciduais da enzima COX-2 também foram
avaliados através da técnica da imunohistoquimica, e conforme pode ser
observado na figura 11 C, ocorreu aumento acentuado para a marcacgao
da enzima COX-2 no tecido colénico dos animais que receberam apenas
DSS 3%, quando comparado aos resultados do grupo veiculo. Por outro
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lado, o tratamento oral com miricitrina (10 mg/kg) reduziu
significativamente a marcacdo para a enzima COX-2 no célon dos
animais, quando comparado com o grupo veiculo + DSS3%. A
quantificacdo (densidade Optica) dos niveis colénicos da enzima COX-2
estd representado na figura 11 D, na qual é mostrado aumento
significativo na imunomarcacdo para enzima COX-2 no grupo veiculo +
DSS3%, e reducdo significativa nos colons de animais tratados com
miricitrina (10 mg/kg). Levando em consideracdo os resultados obtidos,
o efeito anti-inflamatério da miricitrina parece também estar associado a
reducdo na expressdo de NOS2, bem como, na reducdo da expressao e
producdo da COX-2.
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Figura 11. Efeito do flavonoide miricitrina sobre os niveis da proteina e do RNAm para
as enzimas pro-inflamatérias, COX-2 e NOS2, na colite experimental induzida por DSS
em camundongos. Ao final do sétimo dia da colite induzida pelo DSS os célons foram
coletados para avaliacdo da expressdo de NOS2 e COX-2. O tratamento oral com miricitrina
(10 mg/kg), reduziu significativamente a expressdo do RNAm para a NOS2 (A), bem como
também foi efetivo em diminiuir a expressdo do RNAm (B) e da proteina (C-F) COX-2 no
célon dos animais com colite experimental, quando comparado com o grupo veiculo + DSS3%.
llustracdo das marcagdes para COX-2 através da técnica de imunohistoquimica nos grupos
veiculo + &gua (D), veiculo + DSS 3% (E) e miricitrina + DSS 3% (F). (C) Representacdo
gréfica para a imunomarcacdo da COX-2 no tecido colonico. A escala da barra corresponde a
25 um e aplica-se a todos os cortes histoldgicos. As setas indicam a imunomarcagéo positiva.
Os resultados representam a média de 4-6 animais por grupo, e as linhas verticais, o erro
padrao da média. *p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo. #p<0,05 quando comparado ao
veiculo + DSS 3%. (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-
Keuls).
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5.6 Avaliacédo do efeito do flavonoide miricitrina sobre a expressiao
da PKCzs na colite experimental induzida por DSS em camundongos

E atualmente conhecido que a via da PKCg exerce papel crucial
na modulagdo de um processo inflamatorio. Além disso, estudos
descreveram que a acdo antinociceptiva da miricitrina ocorre através da
inibicdo da via de sinalizacdo da PKCe (Meotti et al., 2006b). Dessa
forma, foi verificado pela técnica da imunohistoquimica, se 0s niveis
teciduais de PKCe estavam alterados na colite experimental induzida
com DSS3%. Conforme apresentado na figura 12 A foi observado
aumento na imunomarcagdo para a PKCe no colon dos animais que
receberam DSS 3%. De forma interessante, o tratamento oral com o
flavonoide miricitrina (10 mg/kg) preveniu de forma significativa o
aumento da imunomarcagdo para a PKCe no colén dos animais com
colite experimental. A quantificacdo (densidade Optica) dos niveis
colonicos da PKCe esta representado na figura 12 B, na qual pode ser
observado aumento significativo na marcacdo para a PKCe no grupo
veiculo + DSS3%, e redugdo significativa da no colon dos animais
tratados com miricitrina (10 mg/kg).
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Figura 12. Efeito do flavonoide miricitrina sobre os niveis de PKCs no célon dos animais
com colite experimental induzida por DSS. Ao final do sétimo dia da colite induzida pelo
DSS os colons foram coletados para a quantificagdo dos niveis de PKCe no tecido colonico
através da técnica de imunohistoquimica. (A) Representagdo da imunomarcagio para a PKCe
no corte histolégico do célon dos diferentes grupos experimentais: veiculo, veiculo + DSS3% e
miricitrina 10 mg/kg + DSS 3%. A escala da barra corresponde a 25 pm e aplica-se a todos 0s
cortes histoldgicos. As setas indicam a imunomarcagdo positiva. (B) Quantificagdo da
imunomarcagao apresentado no painel A, representado pela média da densidade Optica obtida
dos diferentes grupos experimentais. Os niveis de PKCe no tecido colonico dos animais com
colite experimental e tratados com miricitrina (10 mg/kg) foram significativamente reduzidos
quando comparados com o grupo veiculo + DSS 3%. Os resultados representam a média de 4-6
animais por grupo, e as linhas verticais, o erro padrdo da média. *p<0,05 quando comparado ao
grupo veiculo. #p<0,05 quando comparado ao veiculo + DSS 3%. (ANOVA de uma via
seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

5.7 Avaliacéo do efeito do flavonoide miricitrina sobre a ativacio
das MAPks na colite experimental induzida por DSS em
camundongos

A cascata de sinalizacdo das proteinas quinases ativadas por
mitdégenos (MAPKS) exerce papel fundamental no processo inflamatorio
e tem sido relacionada a inimeras imunopatologias, como no caso das
IBDs (Broom et al., 2009). Por esta razdo, a expressdo da forma
fosforilada (Hursel e Westerterp-Plantenga) das diferentes MAPKS:
ERK (p-ERK), p38 (p-p38) e JINK (p-JNK), foi avaliada pelo método da
imunohistoquimica nos diferentes grupos experimentais. Conforme
apresentado na figura 13 A-E foi verificado que a ativacdo das MAPKs
p-p38 , p-JNK e p-ERK , foi significativamente aumentada no tecido
colénico dos animais do grupo veiculo + DSS 3%. Interessantemente, o
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tratamento com miricitrina (10 mg/kg), inibiu de forma acentuada a
fosforilacdo dessas MAPKks no tecido col6nico dos animais com colite
experimental. Em concordancia com esses dados, a quantificacdo
(densidade optica) apresentou aumento significativo na expressao da p-
p38, p-JNK e p-ERK no grupo veiculo + DSS3%, aumento este que foi
reduzido de forma significativa no co6lon dos animais tratados com
miricitrina (10 mg/kg).
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Figura 13. Efeito do flavonoide miricitrina sobre a ativagdo das MAPKSs no cdlon dos
animais com colite experimental induzida por DSS. Ao final do sétimo dia da colite
induzida pelo DSS os colons foram coletados para avaliagdo da forma fosforilada das MAPK
p38 (A-B), INK (C-D) e ERK (E-F) através da técnica de imunohistoquimica. (A, C e E)
Representagdo da imunomarcagdo para a forma fosforilada da p-38, JNK e ERK,
respectivamente, no corte histoldgico do célon dos diferentes grupos experimentais: veiculo,
veiculo + DSS3% e miricitrina 10 mg/kg + DSS 3%. A escala da barra corresponde a 25 um e
aplica-se a todos os cortes histoldgicos. As setas indicam a imunomarcagéo positiva. (B, D e F)
Quantificacdo da imunomarcagdo apresentado no painel A, C e E, respectivamente,
representado pela média da densidade Optica obtida dos diferentes grupos experimentais. O
tratamento com miricitrina reduziu de forma significativa a ativa¢do de p-p38, p-JNK e p-ERK
no tecido col6nico dos camundongos com colite experimental, quando comparados com o
grupo veiculo + DSS 3%. Os resultados representam a média de 4-6 animais por grupo, € as
linhas verticais, o erro padrdo da média. *p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo. #p<0,05
quando comparado ao veiculo + DSS 3%. (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
Student Newman-Keuls).
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5.8 Avaliagdo do efeito do flavonoide miricitrina sobre a ativacédo do
NF-kB na colite experimental induzida por DSS em camundongos

Inimeros estudos mostram que o fator de transcricdo NF-«xB é
responsavel pela regulacdo da expressdo de diversos mediadores
inflamatdrios, os quais estdo diretamente envolvidos com o
desenvolvimento de doencas inflamatérias cronicas, como as IBDs
(Elis et al., 1998; Tak e Firestein, 2001; Spehlmann e Eckmann, 2009).
Sendo assim, foi avaliado através da técnica da imunohistoquimica, o
efeito da miricitrina sobre a expressdo da subunidade fosforilada p65 do
NF-xB (p-p65 NF-kB) no tecido do coélon dos animais com colite
induzida pelo DSS. Os resultados demonstraram pronunciada ativacdo
da subunidade fosforilada p65 do NF-xB no colon dos animais que
receberam apenas DSS 3%, quando comparado com o grupo veiculo
(controle negativo) (figura 14 A). Por outro lado, o tratamento oral com
miricitrina (10 mg/kg), reduziu significativamente a fosforilagdo do NF-
kB no tecido colonico dos animais com colite experimental (Figura 14
A). A quantificacdo (densidade optica) da expressdo da p-p65 NF-xB,
estd representado na figura 14 B, onde é possivel observar aumento
significativo na expressdo do NF-kB no grupo veiculo + DSS3%, e a
reducdo significativa da expressdo da p-p65 NF-kxB no célon dos
animais com colite experimental que foram tratados com miricitrina (10
mg/kg). Esses resultados sugerem que o efeito anti-inflamat6rio da
miricitrina parece também estar relacionado a sua capacidade em
modular a atividade do NFxB no modelo de colite experimental
induzida pelo DSS em camundongos, o qual, por sua vez, inibiria a
transcricdo de inimeros mediadores inflamatorios.



109

VEICULO + AGUA VEICULO + DSS3%
A}:ﬁ‘\ o =avia. RET T

NF-kB p65

E'H."‘%Z JK ] hiy
B)

p-p65 NF-xB
(Densidade optica)

e

0
Veiculo Veiculo Miricitrina
(10 mg/kg, v.0.)

DSS 3%

Figura 14. Efeito do flavonoide miricitrina sobre a ativacdo do NF-kB no célon dos
animais com colite experimental induzida por DSS. A determinagéo dos niveis da forma
fosforilada da subunidade p65do NF-kB no tecido colénico foi realizado através da técnica de
imunohistoquimica. (A) Representacdo da imunomarcagdo para a forma fosforilada da p-p65
do NF-kB, no corte histologico do célon dos diferentes grupos experimentais: veiculo, veiculo
+ DSS3% e miricitrina 10 mg/kg + DSS 3%. A escala da barra corresponde a 25 pm e aplica-se
a todos os cortes histolégicos. As setas indicam a imunomarcacéo positiva. (B) Quantificagdo
da imunomarcacéo para a p-p65 NF-«B apresentada no painel A, representado pela média da
densidade dptica obtida dos diferentes grupos experimentais. O tratamento com miricitrina
reduziu de forma significativa a ativagdo do NF-«xB no tecido colonico dos camundongos com
colite experimental, quando comparados com o grupo veiculo + DSS 3%. Os resultados
representam a média de 4-6 animais por grupo, e as linhas verticais, o erro padrdo da média.
*p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo. #p<0,05 quando comparado ao veiculo + DSS
3%. (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

5.9 Efeito do flavonoide miricitrina e sua forma aglicona, miricetina,
sobre a secrecdo de citocinas em cultura priméaria de macréfagos
estimuladas com LPS.

Apos vinte e quatro horas de incubagdo com LPS (1 pug/mL), o
sobrenadante da cultura de macrdfagos foi coletado e preparado para
dosagem da citocina TNF-o, pela técnica de imunoensaio ELISA. A
figura 15 apresenta os niveis de TNF-a no sobrenadante da cultura de
macréfagos, onde foi observado que a incubacdo com LPS (1 pg/mL)
estimulou significativamente a secre¢cdo de TNF-a na cultura primaria
de macréfagos. Além disso, foi possivel observar que a incubagdo com a
forma aglicona miricetina (10 e 100 pg/mL), reduziu de forma
significativa a secre¢do de TNF-a quando comparado ao grupo controle
LPS. Entretanto, a pré-incubacdo com o composto miricitrina (100
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pg/mL), ndo apresentou reducdo nos niveis de TNF-a. na presenga do
LPS (1 pg/mL). Vale ressaltar que a pré-incubacdo com a forma
aglicona (miricetina) ou com miricitrina em meio de cultura sem adicdo
de LPS nao interferiu significativamente nos niveis de TNF-a quando
comparados ao grupo controle + meio (sem inducdo com LPS) (Figura
15).
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Figura 15. Efeito do flavonoide miricitrina sobre a secrecdo de TNF-o. em cultura
priméria de macro6fago induzida por LPS. Os niveis da citocina TNF-o foram quantificadas
no sobrenadante da cultura de macréfagos estimulada com LPS. A incubagdo de macrofagos
com LPS (1pg/mL) resultou no aumento significativo da secrecdo de TNF-a quando
comparada com o grupo que ndo recebeu LPS (barra branca) . A pré-incubagdo com o
flavonoide miricitrina, na sua forma glicosilada (100 pM/pogo) ndo foi capaz de inibir a
secrecdo de TNF-o de macrofago apos a estimulagdo com LPS (1pg/mL). Entretanto, a pré-
incubagdo com o flavonoide miricetina, molécula aglicona da miricitrina, reduziu de forma
significativa a secre¢cdo de TNF-a. em macrofagos tratados com LPS (1pg/mL), nas duas
concentracgdes testadas, 10 e 100 puM/pogo. Os resultados representam a média de 4 andlises
por grupo amostral, e as linhas verticais, o erro padrao da média. *p<0,05 quando comparado
ao controle. #p<0,05 quando comparado ao controle + LPS. (ANOVA de uma via seguida pelo
teste post hoc de Student Newman-Keuls).
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5.10 Atividade antinociceptiva da miricitrina na hiperalgesia
mecénica referida no abdémen.

Ja foi descrito na literatura que a administracdo intracolonica de
TNBS em camundongos induz hiperalgesia mecanica na regido
abdominal (caracterizada por resposta de hipersensibilidade nociceptiva
pronunciada e prolongada) (Zhou et al., 2008). Por essa razdo, foi
avaliada a atividade do flavonoide miricitrina sobre a hiperalgesia
mecanica abdominal em camundongos com colite experimental induzida
pelo DSS. Conforme apresentado na figura 16, verificou-se que a colite
experimental induziu hiperalgesia mecéanica nos animais, evidenciada
pela reducdo no limiar de retirada e/ou contragdo do abddémen frente a
estimulacdo mecéanica com o filamento de VVon Frey (0,008 g - 2,0 g), a
partir do segundo dia de inducdo. Entretanto, o flavonoide miricitrina
(30 mg/kg), inibiu de forma significativa a hiperalgesia mecénica no
abdémen induzida pelo DSS em camundongos. Conforme pode ser
observado na figura 16, a hiperalgesia mecénica foi reduzida pela
miricitrina j& no inicio do desenvolvimento do processo inflamatério, ou
seja, a partir do segundo dia de inducéo.
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Figura 16. Efeito da administracdo oral de DSS 3% na sensibilidade dos camundongos
frente a uma estimulacdo mecénica na regido abdominal e acdo antinociceptiva da
miricitrina na hiperalgesia mecanica referida no abdémen. Um dia antes e durante todo
protocolo experimental (2°, 4° e 6° dia ap6s inducdo) de colite induzida por DSS em
camundongos, a sensibilidade, frente a uma estimulagdo mecanica no abdémen dos animais,
foi monitorada. Os dados representam a média do limiar de retirada/contragdo do abddémen
quando filamentos de Von Frey, de diferentes forgas, foram aplicados (10 aplicacdes/dia) no
abddmen dos animais. No segundo dia apds indugdo da colite experimental, os camundongos
que receberam DSS 3% desenvolveram hiperalgesia mecanica, a qual foi protegida pelo
tratamento com miricitrina (10 mg/kg, v.0.) . Cada ponto representa a média da resposta de
retirada/contracdo do abdémen + o erro do padrdo da média de 8 a10 animais. *p<0,05 quando
comparado ao grupo veiculo. #p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo + DSS 3%.
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Bonferroni).

5.11 Padronizacdo do método analitico para quantificacdo do
flavonoide miricitrina em plasma de camundongo e rato

5.11.1 Em plasma de camundongo

Para a selegdo da fase movel, diferentes solventes foram
testados: combinacdo de agua (fase movel A) com diferentes solventes
(fase movel B), dentre eles, o alcool metilico e acetonitrila, adicionados
ou ndo, de acido formico 0,1%. Além disso, foram avaliados diferentes
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métodos de elui¢do, como: método isocratico (propor¢do da fase movel
A e B, 50:50 e 10:90, respectivamente) e método gradiente (de 5 & 56%
de fase movel B, compreendido num tempo total de analise que variou
de 13 até 33 minutos). A fase mével e 0 método de eluigdo selecionados
foram: acido férmico aquoso 0,1 % (fase mdvel A) e metanol + 0,1%
acido formico (fase movel B), e modo gradiente de eluicdo, uma vez
que, estas foram as condi¢des que mostraram uma melhor separagéo,
simetria dos picos e resolucdo para a analise da miricitrina em plasma de
camundongo. A adi¢do do acido férmico na fase mdvel foi necessaria
para aumentar a ionizagdo dos compostos na amostra.

A fase estacionéria utilizada foi uma coluna de fase reversa,
C18, semi-micro (5um,150mmx2.0mm;Shimadzu) acoplada a uma
guarda coluna (5pum,5mmx2.0mm; Shimadzu), a qual apresentou uma
melhor resolucdo para 0s compostos presentes na amostra. O tempo de
retencdo da miricetrina, nas condi¢es de andlise utilizadas, foi de
aproximadamente 23 minutos. O tempo total de analise foi de 33
minutos, o0 mesmo ndo pode ser reduzido, devido aos outros
interferentes presentes no plasma que co-eluiam com a miricetrina.

Para determinacdo do padrédo interno, diversos compostos foram
injetados no sistema cromatografico pré-determinado para analise da
miricitrina, dentre eles, o composto baicaleina, a epicatequina, a
quercetina, o acido caféico e a cafeina. Entretanto, a epicatequina foi o
composto selecionado para ser utilizado como Pl do método, pois
apresentou um pico cromatografico bastante simétrico e tempo de
retencdo (aproximadamente 17 minutos) proximo, mas ndo igual, ao
tempo de retencdo do composto de interesse.

Para a determinacdo do método de extracdo da miricitrina do
plasma de camundongo, foram testadas as seguintes técnicas de
extracdo: extracdo de fase sélida, na qual foi empregado o solvente
metanol como solvente eluente; e a técnica de precipitacdo de proteinas,
na qual as proteinas plasmaticas foram precipitadas com diferentes
solventes, tais como: metanol, acetonitrila e acetona. O método
escolhido para a extracdo da miricitrina e epicatequina (PI) do plasma de
camundongo foi 0 método da precipitacdo de proteina, com o solvente
acetona, uma vez que estas foram as condi¢Bes que apresentaram maior
eficiéncia de extracdo, além de apresentarem, reprodutibilidade e
repetibilidade, dentro dos limites preconizados pela ANVISA e FDA.

A fim de determinar o0 modo mais intenso de ionizagao e os ions
majoritatios formados pela miricetrina e do Pl, a andlise por
espectrometria de massas com interface ESI foi realizada primeiramente
pelo método de varredura completa (Scan), nos modos negativo e
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positivo. O pico base escolhido para a quantificacdo da miricitrina foi o
fon de m/z 463 [M-H] e para a epicatequina foi 0 m/z 289 [M-H], ambos
no modo negativo de ionizacdo. Apds a selecdo dos pico base e escolha
do mode de ionizacdo, a quantificacdo da miricetrina em plasma foi
realizada no modo ion seletivo de monitoracéo (SIM).

5.11.2 Em plasma de rato

A andlise da miricitrina em plasma de rato foi realizada
utilizando um equipamento de maior sensibilidade (descrito na se¢édo
materiais e métodos, item 4.15.2), e cujo sistema suporta maior pressao
gerada durante a andlise, permitindo a utilizacdo de colunas
cromatograficas de tamanho reduzido (cerca de 50 mm de
comprimento), as quais possibilitam a realizagdo de analises mais
rapidas. Para a escolha da fase estacionaria foram testadas colunas de
fase reversa C18 e C8. A coluna cromatografica selecionada foi uma
coluna C18 (50 mm x 2mm) por apresentar uma alta resolugdo tanto
para a miricitrina, quanto para a quercetina, além de permitir uma
analise em curto periodo, cerca de 5,5 minutos.

Para a selecdo da fase mével empregada, diferentes solventes
foram testados: combinacdo de agua (fase movel A) com diferentes
solventes (fase mével B), dentre eles, o alcool metilico e acetonitrila, ou
a mistura destes, adicionados ou ndo, de &cido férmico 0,1% ou &cido
acético 1 mM. Além disso, também foram avaliados diferentes métodos
de eluicdo, como: método isocratico (proporcdo da fase movel A e B,
50:50 e 10:90, respectivamente) e método gradiente (de 10 a 90% de
fase mével B, compreendido num tempo total de analise que variou de 5
até 7 minutos). A fase modvel e perfil de eluicdo escolhidos foram:
gradiente linear de agua + acido acético 1 mM (fase moével A) e
acetonitrila:metanol (50:50) + 4cido acético 1 mM (fase mével B), uma
vez que estas condi¢Bes permitiram a eluigdo dos compostos de interesse
com alta resolucdo, simetria, seletividade e em um curto periodo de
analise.

Para determinacdo do padréo interno, diversos compostos foram
injetados no sistema cromatografico pré-determinado para a miricitrina,
dentre eles, a epicatequina e a quercetina. Entretanto, a quercetina
apresentou maior sensibilidade de ionizagdo e, portanto, foi 0 composto
escolhido como padréo interno.

Para a determinacdo do método de extracdo dos compostos de
interesse do plasma de rato, foi testada apenas a técnica de extragdo por
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precipitacdo de proteina, e para tanto, foram testados diferentes
solventes: metanol, acetonitrila, e a mistura destes solventes (2:2 e 1:3,
metanol:acetonitrila). O solvente que apresentou maior eficiéncia de
extracdo e repetibilidade dentro dos limites aceitaveis foi a mistura de
acetonitrila e metanol, nas proporcdes 1:3.

A fim de determinar os ions majoritarios e seus principais
produtos de fragmentacdo obtidos através da andlise da miricitrina em
LC-MS/MS, primeiramente, foi realizada a analise por infusdo direta de
solugdes padrdo, na concentragdo de 1 pg/mL, de miricetrina e da
quercetina (PI), e, os pardmetros de ionizagdo do equipamento foram
ajustados no modo MRM (Multiple Reaction Monitoring) até que os
compostos atingissem maior intensidade de ionizagdo. O mode negativo
de ionizacdo ([M-H]) foi o escolhido, uma vez que este apresentou
maior sensibilidade de ionizacdo para ambos 0s compostos. Desta
forma, os ions gerados a partir da ionizacdo dos compostos de
referéncia, foram: m/z 463,2 (ion precursor) > 270,4 (ion filho) para a
miricitrina e, m/z 301 (ion precursor) =150 (ion filho) para a quercetina.

A tabela 6 apresenta um resumo dos principais parametros que
foram selecionados e padronizados para a quantificacdo do flavonoide
miricitrina em plasma de camundongo ou rato.

Tabela 6 — Padronizacédo do método analitico para quantificacédo do
flavonoide miricitrina em plasma de camundongo e em plasma de
rato.

Fase Fase Extragao Detector Analisador Padréo
Estacionaria movel do Plasma interno
(Coluna)
Plasma C18 semi- Agua e Precipitacé MS Simples - Epicate-
de micro metanol + ode quina
camun- (150mm x 0,1% acido proteina: Quadrupolo
dongo 2mm) férmico acetona
Plasma C18 semi- Agua e Precipitacé MS/MS Triplo- quercetina
de rato micro (50mm metanol + ode
X 2mm) 1mM de proteina: quadrupolo
acido acetonitrila
acético : metanol
(1:3)

5.12 Validacdo do método analitico para quantificacdo do
flavonoide miricitrina em plasma de camundongo e rato

Uma vez estabelecidas as condi¢des cromatograficas e a técnica
de preparo das amostras, a etapa de validacdo da metodologia
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empregada para analise da miricitrina, tanto em plasma de camundongo
como em plasma de rato, foi realizada a partir da analise dos seguintes
critérios: seletividade, sensibilidade (limite de detec¢do e quantificacédo),
linearidade, precisdo e exatidao (intra- e inter-dia), recuperacdo, efeito
de matriz e estabilidade.

5.12.1 Seletividade

Um método é definido como seletivo quando os compostos de interesse,
presentes em uma amostra sdo eluidos em tempos diferentes, e também,
com tempo de eluicdo diferente dos possiveis interferentes da matriz
biologica (Green, 1996; Thompson, 2002; Brito, 2003). Diante da
analise das amostras de plasma branco de camundongo e de rato
extraidas a partir da técnica de precipitacdo de proteina (figuras 17 A e
18 A, respectivamente), foi observado que, ndo h& nenhum interferente
da matriz biolégica sendo co-eluindo com os analitos de interesse. Além
disso, 0 método analitico empregado para analise do composto
miricitrina tanto em plasma de camundongo, como em plasma de rato,
permitiu a completa separa¢do do pico da miricitrina em relagéo ao pico
dos compostos utilizados como Pl (epicatequina e quercetina,
respectivamente), conforme mostrado nas figuras 17 B e 18 B. Sendo
assim, o método analitico padronizado neste trabalho, para quantificacéo
da miricitrina em plasma de roedores, mostou-se um método seletivo.
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Figura 17. Avaliacao da seletividade do método analitico empregado para quantificagao
da miricitrina em plasma de camundongo. (A) Cromatograma representativo do plasma
branco de camundongo ap6s ser submetido ao procedimento de extracao através da técnica de
precipitagdo de proteinas, utilizando o solvente acetona. (B) Perfil cromatografico das solugdes
padréo de miricitrina e epicatequina (P1).
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Figura 18. Avaliacdo da seletividade do método analitico empregado para quantificacdo
da miricitrina em plasma de rato. (A) Cromatograma representativo do plasma branco de
rato apés ser submetido ao procedimento de extracdo pela técnica de precipitacdo de proteina
utilizando a mistura de acetonitrila e metanol (1:3). (B) Perfil cromatografico das solucdes
padrao de miricitrina e quercetina (PI).

5.12.2 Linearidade

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica em
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especifico
(Brasil, 2003; FDA, 2001).

Para a determinacdo da linearidade do método de quantificacdo
para a miricetrina por HPLC-MS foram construidas curvas de
calibracdo, em ftriplicata através da fortificacdo de plasma branco de
camundongo com solugdo padrdo de miricitrina em seis diferentes
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concentragcdes. O método analitico empregado para a quantificacdo da
miricitrina em plasma de camundongo apresentou boa linearidade na
faixa de 0,062 a 2,0 pg/mL, com média * desvio padrdo do coeficiente
de correlacdo linear (R?), igual a 0,9994 + 0,00071. A linearidade do

Al 35
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2=0,9999
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método pode ser visualizado na figura 19 A.

Figura 19. Determinacdo da linearidade do método analitico empregado para
guantificacdo da miricitrina em plasma de camundongo. (A) Curva média de calibracdo da
miricitrina em plasma de camundongo (n=3), na faixa de 0,062-2,0 pg/mL.

A linearidade da andlise do método de quantificacdo da
miricitrina em plasma de rato foi avaliada de maneira semelhante a
anteriormente descrita, entretanto, neste caso, foram utilizados 7 pontos
de calibragdo para construcdo da curva. As amostras foram preparadas
em triplicata. A partir da obtencgao das curvas de calibracéo, foi possivel
determinar o coeficiente de correlacdo linear de cada curva. O método
analitico empregado para a quantificacdo da miricitrina em plasma de
rato apresentou boa linearidade na faixa de 0,025 & 1,6 pg/mL, com
média + desvio padréo do coeficiente de correlagéo linear (R?), igual a
0,9986 + 0,0016. A linearidade do método pode ser visualizada na figura
19 B.
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Figura 19. Determinacdo da linearidade do método analitico empregado para
quantificacdo da miricitrina em plasma de rato. (B) Curva média de calibragdo da
miricitrina em plasma de rato (n=3), na faixa de 0,025-1,6 pg/mL.

5.12.3 Sensibilidade

A sensibilidade de um método cromatogréafico é definida pelo
valor obtido para 0 LD e LQ do mesmo. O limite de detec¢do (LD)
constitui @ menor concentracdo do analito que pode ser detectada, mas
ndo necessariamente quantificada, através das condicfes experimentais
estabelecidas ((F.D.A, 2001; Thompson, 2002; Brasil, 2003). O limite
de quantificagdo é definido como a menor concentracdo do analito, que
pode ser quantificada na amostra, com exatidao e precisdes aceitaveis e
sob as condi¢des experimentais adotadas (Brito, 2003).

A partir da construgdo da curva analitica, em quadruplicata,
elaborada com valores proximos ao limite de deteccdo, foram obtidas as
equacdes da reta. Os valores do coeficiente linear e angular de cada uma
das equacOes da reta que foram geradas estdo descritos na tabela 7.
Esses valores foram utilizados para calcular o limite de deteccdo e o
limite de quantificacdo em plasma de camundongo. Os valores do LD e
LQ foram calculados através das equagdes 1 e 2 (apresentadas na secao
materiais e métodos). O valor do LD encontrado foi de 0,0202 pg/mL,
enquanto que para o LQ o valor encontrado foi de 0,0612 pg/mL.
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Tabela 7. Anélise estatistica para a determinacdo do LD e LQ da
miricitrina em plasma de camundongo.

CURVA Coeficiente linear Coeficiente
angular

1 0,341 12,774

2 0,345 12,746

3 0,349 8,582

4 0,369 10,006
Média 0,351 11,023
Desvio padréo 0,0128 2,084

LD = 3,3 x (0,0128/2,084) = 0,020 ug/mL
LQ = 10 x (0,0128/2,084) = 0,061 pg/mL

Para determinacdo dos limites de deteccdo e quantificagdo do
composto miricitrina em plasma de rato, 0 método de inspecéo visual foi
utilizado. O valor do LD encontrado foi de 8 ng/mL, e o valor do LQ foi
de 25 ng/mL, sendo que este Ultimo representou a menor concentragéo
da curva de calibracgéo.

5.12.4 Recuperacéo

A recuperacdo determina a eficiéncia da técnica utilizada para
extrair 0 analito de interesse de uma matriz complexa, ou seja, a relacéo
entre a quantidade do analito, recuperada ap6s o processamento da
amostra, em relacdo a quantidade real presente na amostra (FDA, 2001,
Thompson, 2002; Brasil, 2003).

A recuperacdo da extracdo de miricitrina do plasma de
camundongo pelo método de precipitacdo de proteina com o solvente
acetona, variou de 70,8 a 83,1 %, conforme mostrado na tabela 8. Sendo
assim, podemos dizer que o método de extracdo utilizado permitiu uma
eficiente e reprodutivel recuperacdo da miricitrina em plasma de
camundongo.
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Tabela 8. Eficiéncia de extracdo da miricitrina do plasma de

camundongo (n = 5, média £ DP).

Concentracdo Nominal Meédia da recuperacéo de
(ng/mL) processamento (%)
Miricitrina
0,062 75,5+ 0,709
0,25 83,1 + 6,304
1,0 70,8 £5,731

Os valores de recuperacdo obtidos ap6s extracdo de miricitrina
do plasma de rato, pelo método de precipitacdo de proteina com a
mistura de solvente acetonitrila e metanol (1:3) apresentaram variagdo
entre 76,1% a 106,7% para a miricitrina, e foi igual a 99,87% para o P,
conforme mostrado na tabela 9. Desta forma, o método de extracdo
utilizado, permitiu uma 6tima e reprodutivel recuperacdo da miricitrina

em plasma de rato.

Tabela 9. Eficiéncia de extracdo da miricitrina e quercetina (PI) do

plasma de rato (n = 5, média £ DP).

Concentracdo Nominal

Média da recuperacéo de

(ng/mL) extracdo (%)
Miricitrina
0,075 76,1 + 6,369
0,3 86,0 + 3,438
1,2 106,7 + 6,679
Quercetina (0,2) 99,9 £ 5,587
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5.12.5 Estudo do efeito de matriz para andalise da miricitrina e da
quercetina em plasma de rato

O estudo do efeito de matriz é a analise da possivel interferéncia da
matriz biol6gica na ionizagdo/eluicdo do composto de interesse no
método analitico utilizado (FDA, 2001). Valor de efeito de matriz >
100% indica uma intensificagdo ou aprimoramento da ionizagdo, e,
valor de efeito de matriz < 100% indica supressdo i6nica (Singh et al.,
2010).

O efeito de matriz foi expresso como a razéo entre a area média
do pico das amostras de plasma branco de rato fortificadas com
miricitrina e Pl somente ap6s procedimento de extracdo, com a area
média do pico de solugdes padrdo de miricitrina e de PI em metanol, nas
mesmas concentragcdes. Conforme podemos observar na tabela 10, o
efeito de matriz em plasma de rato foi de aproximadamente 15% para a
miricitrina, e, irrisério para a quercetina. Além disso, conforme o
esperado, o efeito de matriz foi observado de forma reprodutivel entre as
diferentes amostras QC da miricitrina analisadas.

Tabela 10. Andlise do efeito de matriz (plasma de rato) sobre a
miricitrina e a quercetina, utilizando sistema LC-MS/MS (n=5,
média + DP).

Concentracdo Nominal Média do efeito de matriz
(Mg/mL) (%)
Miricitrina
0,075 84,4 £ 3,569
0,3 84,4 +5,187
1,2 84,1 +9,288
Quercetina (0,2) 99,8 + 7,968

5.12.6 Preciséo e Exatidao

A precisdo de um método analitico avalia a dispersdo de
resultados entre ensaios repetidos e independentes, de uma mesma
amostra, em condi¢des experimentais definidas. Quanto mais proximos
os valores experimentais obtidos, mais preciso € o método analitico
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(FDA, 2001; Thompson, 2002; Brasil, 2003). A exatiddo de um método
analitico, também denominada de Tendéncia ou BIAS, é definida como
a concordancia entre o valor obtido experimentalmente com o valor
nominal ou de referéncia, aceito, convencionalmente como, o valor real
ou verdadeiro (FDA, 2001; Thompson, 2002; Brasil, 2003).

Para a determinacdo da exatiddo e da precisdo do método
analitico empregado para identificacdo e quantificacdo da miricitrina em
plasma de camundongo, as amostras controle de qualidade, nos trés
niveis de concentracdo, foram preparadas em quintuplicata. Os dados
descritos na tabela 11 mostram que o método utilizado apresenta
precisdo, inter e intra-dia, dentro dos valores aceitaveis pela ANVISA e
0 FDA, uma vez que o coeficiente de variacdo variou entre 5,13-
12,44%. De forma semelhante, o método apresentou boa exatidao, tendo
em vista que os valores de concentracdo encontrados variaram entre
89,9 e 118,0% quando comparado com & concentragdo nominal, e estdo
dentro dos valores aceitos pelos 6rgaos regulamentadores.

Tabela 11. Determinagdo da precisédo e da exatiddo da miricitrina
em plasma de camundongo através do ensaio intra-dia (n=5) e inter-
dia (n=15)

0,062 pg/mL 0,25 pg/mL 1,0 pg/mL
MIRICITRINA (LQC) (MQC) (HQC)

Intra;dia
Precisdo ¥ (%CV)
Exatidio” (%) 5,1+0,023 12,4 £ 0,335 7,7+0,901

118,0+ 2,187 | 97,2+10,118 | 91,8 +6,801

Inter-dia
Precisdo® (%CV)
Exatidio® (%) 10,9 £ 0,055 7,9+0,011 10,1 £ 0,027

115,0 + 3,252 93,2+4,461 | 89,9+2761

a) O valor da precisdo é expresso como: CV (%) + DP;
b) O valor da exatiddo é expresso como: média (%) + DP (%).

A determinagdo da exatiddo e da precisdio do método analitico
empregado para identificacdo e quantificacdo do flavonoide miricitrina
em plasma de rato, foi realizada de modo semelhante as andlises
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realizadas em plasma de camundongo, entretanto, além das amostras
LCQ, MQC e HQC, foram também avaliadas a precisdo e exatiddo para
as amostras LLOQ e Dil-QC. Conforme podemos observar na tabela 12,
0 método utilizado apresenta 6tima precisao, inter e intra-dia, uma vez
gue o coeficiente de variacdo variou de 1,85 a 9,72 %, além de boa
exatiddo, visto que os valores de concentracdo encontrado variaram
entre 90,70 e 104,0% quando comparado com a concentragdo nominal.
Estes resultados estdo de acordo com os valores preconizados pelos
orgaos regulamentadores, ANVISA e FDA.

Tabela 12. Determinacdo da precisdo e da exatidao da miricitrina
em plasma de rato através do ensaio intra-dia (n=6) e inter-dia
(n=18)

0,025 0,075 0,3 1,2 1,0
MIRICITRINA | ig/mL Hg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
(LLOQ) (LQC) | (MQC) | (HQC) (Dil-
QC)
Intra-dia
Precisdo® 39+0009 | 9,7+ 2,7+ 49+ 57+
(%CV) 0,007 0,007 0,057 0,057
Exatiddo” 943+3642 | 943+ 96,4 + 99,5 +
(%) 0,688 91,8 + 5,678 6,081
2,936
Inter-run
Precisdo® 28+0006 | 39+ 28+ 18+ 39+
(%CV) 0,003 0,007 0,022 0,041
Exatidgo® 914+1902 | 92,1+ 90,7 + 981+ | 960+
(%) 4,183 3,002 2,179 4,098

a) O valor da precisdo é expresso como CV (%) + DP;
b) O valor da exatidao é expresso como média (%) + DP (%).

5.12.7 Estudo da estabilidade da miricitrina ap6s extracdo do
plasma de rato

A estabilidade é definida como o tempo (dias, meses e anos) e
condi¢cdes de armazenamento (temperatura de estocagem) nos quais o
composto de interesse mantém suas caracteristicas fisico-quimicas
(Brasil, 2003; FDA, 2001). A estabilidade, pos-preparacdo do
flavonoide miricitrina foi avaliada a partir da analise de amostras
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controle de qualidade (LQC, MQC e HQC) em replicatas (n=5) ap6s
serem submetidas a técnica de extracdo do plasma de rato. As amostras
foram avaliadas quanto a estabilidade apds 3 ciclos de congelamento e
descongelamento, e, ap6s permanecerem no amostrador por 24h a 4°C,
Conforme podemos observar na tabela 13, a miricitrina apresenta-se
estavel apds ser submetida a 3 ciclos de congelamento e
descongelamento, ou mesmo, quando armazenada no amostrador por
24h.

Tabela 13. Estabilidade do composto miricitrina ap6s procedimento
de extracdo em plasma de rato (n = 5, média = DP).

Concentragio Area média das Area média das (%)
Nominal amostras injetadas amostras ap6s 24h Estabilidade do
(ug/mL) imediatamente pos armazenada em Amostrador

extracdo temperatura ambiente
Miricitrina
0,075 (LQC) 0,456 + 0,308 0,466 + 0,198 102,2
0,3 (MQC) 2,048 +0,014 2,046 + 0,018 99,9
1,2 (HQC) 6,584 + 0,211 7,164 + 0,063 108,8

Concentragéo Area média das Area média das Estabilidade apés 3
Nominal amostras injetadas | amostras apos 3 ciclos ciclos congela-
(ng/mL) imediatamente pos congela-descongela descongela (%)

extracao
Miricitrina
0,075 (LQC) 0,412 + 0,012 0,432 +£0,013 102,0
0,3 (MQC) 1,791 + 0,150 1,788 £0,172 99,8
1,2 (HQC) 6,586 + 0,149 6,584 + 0,301 99,8

5.13 Estudo de farmacocinética do flavonoide miricitrina em
camundongo

O estudo do perfil farmacocinético de um composto, através da
avaliacdo dos seus parametros farmacocinéticos, é fundamental para o
conhecimento do comportamento desta molécula no organismo.

A tabela 14 resume os principais pardmetros farmacocinéticos da
miricitrina calculados pela analise nao-compartimental utilizando o
software WinNonlin®. Os dados mostram que a miricitrina apresenta
uma concentracdo maxima de 9,549 ug/mL ap6s sua administragao pela
via intravenosa. Além disso, € possivel observar que o composto
apresenta um tempo de meia-vida de distribui¢do bastante curto, cerca




127

de 17 minutos. De forma semelhante, os dados mostram que a
miricitrina apresenta baixo volume de distribuicdo (285 mL/Kkg),
caracteristico de compostos que sdo amplamente degradados e/ou
apresentam alta taxa de ligacdo a proteinas plasmaticas.

Tabela 14 — Parametros farmacocinéticos ap6s administracdo Unica
de miricitrina na dose de 3 mg/kg em camundongos pela via
intravenosa (n=5)°.

Parametros® Média Erro Padréo
Cmax (Ug/mL) 9,549 0,819
C, (ug/mL) 79,991 12,327
Ke (1/min) 0,040 0,002
t 12 (Min) 17,231 0,712
AUC 275,488 36,723

(min*ug/mL)

Vz (mL/kg) 285,021 29,531
CL 11,691 1,579

(mL/min/kg)

a) Os dados foram calculados utilizando anélise ndo-compartimental.

b) AUC = do inglés, area under the curve; Cmax = concentragdo maxima; CO = concentragdo
extrapolada para o tempo 0 (min); Ke = constante de eliminagdo; t -, - tempo de meia-vida. CL =
clearance; VVz = volume de distribuic&o.

Conforme podemos observar na figura 20 A, o perfil da
concentracdo plasmatica versus tempo apds administracdo i.v. da
miricitrina apresenta duas fases (bifasico), subdivididas em uma répida
fase de distribuicdo e rapida fase de eliminacéo.

Entretanto, embora o perfil farmacocinético da miricitrina pela
via intravenosa apresente um modelo bifasico, ndo foi possivel calcular
0s parametros farmacocinéticos seguindo o modelo bi-compartimental
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pelo software WinNonlin, provavelmente, devido aos poucos pontos de
coleta obtidos (4 pontos para cada camundongo), uma vez que, apos 0
periodo de 60 minutos, a concentracdo de miricitrina no plasma de
camundongo estava abaixo do LQ, e por esta razdo ndo pode ser
guantificada.

A figura 20 B mostra o cromatograma observado em uma
amostra de plasma coletada e processada apds 15 minutos da
administragdo i.v da miricitrina.
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Figura 20. Perfil da concentracdo plasmatica versus tempo e cromatograma
representativo de uma amostra coletada apdés 15 minutos da administracio i.v. da
miricitrina em camundongos. A) Perfil da concentragdo plasmatica da miricitrina em funcéo
do tempo ap6s administracéo intravenosa na dose de 3 mg/kg em camundongos (n = 5). B)
Representagdo cromatografica da amostra de plasma de camundongo coletada ap6s 15 minutos
da administracéo i.v. da miricitrina em camundongos. Em rosa, o pico correspondente do Pl e,
em preto, da miricitrina.
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Entretanto, quando a miricitrina foi administrada pela via oral
em camundongos, na dose de 30 mg/kg, ndo foi possivel detecta-la no
plasma destes animais durante todo o tempo de analise (12 horas)
(Figura 21), e consequentemente, nao foi possivel obter o perfil da
concentracdo da miricitrina em funcdo do tempo, e, nem mesmo,
calcular os pardmetros farmacocinéticos e a biodisponibilidade deste
composto apds sua administragdo oral em camundongos.
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Figura 21. Representacdo cromatogréfica da amostra de plasma de camundongo coletada
30 minutos ap6s a administragdo oral de miricitrina (30 mg/kg) em camundongos. Em
rosa, o pico correspondente do PI.

5.14 Estudo de farmacocinética do flavonoide miricitrina em rato

A tabela 15 resume os principais parametros farmacocinéticos
da miricitrina em plasma de rato, calculados pela analise n&o-
compartimental. Os dados mostram que a miricitrina apresenta
concentracdo méxima de 45,78 ug/mL ap6s sua administracdo pela via
i.v.. Além disso, os dados mostram que o flavonoide é amplamente
distribuido para os tecidos, uma vez que 0 mesmo apresentou um alto
volume de distribuicdo, cerca de 2,9 L/kg, e é eliminado do organismo
de forma mais lenta, quando comparado ao t ¥ de eliminagéo observado
em camundongos.
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Tabela 15 — Parédmetros farmacocinéticos ap6s administracao Unica
de miricitrina na dose de 2 mg/kg em ratos pela via intravenosa
(n=6)%

Parametros’ Média Erro Padréo
Crmax (ug/mL) 45,783 22,426
C, (ug/mL) 73,686 41,087
K (1/min) 0,003 0,001
t 12 (Min) 309,071 74,059
AUC 580,782 181,324
(min*ug/mL)
Vz (mL/kg) | 2872,634 1317,560
CL
(mL/min/kg) | °°%8 1,951

a) Os dados foram calculados utilizando analise ndo-compartimental.

b) AUC = do inglés, area under the curve; Cméax = concentragdo maxima; C, = concentracao
extrapolada para o tempo 0 (min); Ke = constante de eliminagdo; t -, - tempo de meia-vida. CL =
clearance; VVz = volume de distribuigéo.

Além disso, conforme mostrado na figura 22 A, o perfil da
concentracdo plasmética versus tempo ap6s administracdo i.v de
miricitrina (2 mg/kg) em ratos, também apresentou uma caracteristica
bifasica compreendido por uma fase de distribuicdo rapida, seguida de
fase lenta de eliminagdo. A miricitrina foi quantificada no plasma de
rato até 480 minutos apos sua administracdo, entretanto, ap6s esse
periodo, a concentracdo de miricitrina apresentava-se abaixo do limite
de quantificacdo.

A figura 22 B mostra o cromatograma observado para uma
amostra de plasma de rato, coletada e processada apds 15 minutos da
administracdo i.v. da miricitrina.
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Figura 22. Perfil da concentracdo plasmatica versus tempo e cromatograma
representativo de uma amostra coletada apds a administracdo i.v. da miricitrina em
ratos. A) Perfil da concentragdo plasmatica da miricitrina em funcdo do tempo apés
administracdo intravenosa na dose de 2 mg/kg em ratos (n = 5). B) Representagdo
cromatogréafica de amostra de plasma coletado apds administracdo i.v. da miricitrina. Em rosa,
0 pico correspondente do Pl e, em preto, da miricitrina.

Considerando que o perfil farmacocinético i.v. da miricitrina
apresenta caracteristica bifésica, os parametros farmacocinéticos foram
também calculados através do modelo bi-compartimental. Entretanto, os
resultados das andlises realizadas para 0 modelo de dois compartimentos
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apresentaram altos valores de CV (dados ndo mostrados), por isto optou-
se pelo modelo ndo compartimental.

Conforme descrito anteriormente, a miricitrina ndo foi detectada
no plasma de camundongo apds administragdo oral da mesma quando
avaliado por um periodo de analise de 12 horas. De forma semelhante,
também néo foi possivel detectar a miricitrina no plasma de rato, mesmo
utilizando uma dose maior desse composto (40 mg/kg), e um método
analitico mais sensivel (Figura 23). Por esta razdo, o perfil da
concentracdo da miricitrina em funcdo do tempo, e, os pardmetros
farmacocinéticos e a biodisponibilidade deste composto, em plasma de
rato, também néo puderam ser calculados.
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Figura 23. Representacdo cromatogréafica de amostra de plasma de rato coletado ap6s 60
minutos da administracéo oral de miricitrina (40 mg/kg). O pico em verde refere-se ao Pl
quercetina, adicionado ao plasma de rato pré-extragcdo. O pico em amarelo, apresenta um
possivel interferente presente na amostra de plasma de rato.

5.15 Identificacdo do flavonoide miricitrina e/ou seus metabdlitos no
plasma e no célon de camundongo apés sua administracéo durante
sete dias consecutivos

5.15.1 Analise das amostras de plasma
Apos sete dias de tratamento por via oral com o flavonoide

miricitrina, na dose de 10 mg/kg, 1 vez o dia, 0 sangue dos animais foi
coletado e submetido a técnica de extracdo conforme o método descrito
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na secdo materiais e métodos, item 4.15.3. As amostras foram avaliadas
no sistema UPLC-MS/MS (analisador Q-Tof) sob condicGes
instrumentais descritas no item 4.15.2. A analise do m/z gerado ap6s a
ionizacdo e fragmentagdo dos compostos presentes nas amostras de
plasma dos animais tratados com miricitrina, foi comparada com a
injecdo do padrdo de miricitrina nas mesmas condi¢Bes experimentais
(ver anexo 1 e 2). Além disso, as amostras foram analisadas com auxilio
de um software de simulagdo que comparou os dados obtidos a partir da
injecdo das amostras de plasma com os obtidos ap6s a simulacdo da
formacdo de diversos metabdlitos, baseados com dados previamente
descritos na literatura para compostos pertencentes ab mesmo grupo e
subgrupo que a miricitrina.

Primeiramente, foi realizada a analise estatistica dos dados
utilizando o método PCA (principal component analisys) e o Loading
plot. O resultado desta andlise comprovou que, 0s picos do
cromatograma das amostras de plasma branco eram diferentes dos
obtidos para a andlise de animais tratados, € que, a maioria dos ions
detectados esta presente na amostra dos animais tratados (dados nao
mostrados). Adicionalmente, através da analise do gréfico de S Plot
(dados ndo mostrados), foi possivel observar que a amostra de plasma
branco apresenta perfil cromatografico de ionizacdo, diferente do
apresentado pelas amostras de plasma dos animais tratados.

A miricitrina ndo foi detectada em nenhuma das amostras de
plasma dos animais tratados pela via oral, entretanto, conforme
mostrado na figura 24, foi identificada a presenga de um composto com
tempo de retencéo de 0,38 minutos (figura 24 B), que ndo esta presente
no plasma branco (figura 24 A).
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Figura 24. Representacdo cromatografica do metabdlito, o &cido 3,5-dihidroxifenil
acético, identificado em plasma de camundongo apds a injecdo da amostra no sistema
UPLC-MS/MS (n = 6). (A) Plasma branco. (B) Amostra de plasma coletado ap6s sete dias de
administragdo oral com o flavonoide miricitrina na dose de 10 mg/kg.

Devido a alta resolucdo e reprodutibilidade do equipamento
UPLC empregado, foi possivel separar um composto de interesse e um
interferente da matriz bioldgica que apresenta tempo de retengdo com
diferenca de apenas 0,3s. Além disso, com o auxilio das analises
estatisticas e do software de simulagdo de metabdlitos, foi possivel
propor que o pico que aparece em 0,38 min nas amostras de plasma de
animais tratados com miricitrina é diferente do pico que aparece em 0,36
min na amostra de plasma branco. Estes dados juntamente com dados da
literatura sobre a metabolizagdo de outros flavonoides (Manach et al.,
2004; Manach et al., 2005), sugerem que este pico, com tempo de
retencdo de 0,38 min e com m/z 167,0358 (Figura 25 A e B), seja 0
acido 3,5-dihidroxifenil acético, que é um intermediario liberado a partir
da quebra do anel C da aglicona, conforme proposto na figura 25 C.
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Figura 25. Representacdo do espectro de ions referente ao pico com tempo de retencédo de
0,38 min, identificado em plasma de camundongo ap6s a injecdo da amostra no sistema
UPLC-MS/MS (n = 6). (A) Plasma branco. (B) Amostra de plasma coletado apés sete dias de
administracdo oral com o flavonoide miricitrina na dose de 10 mg/kg. (C) Proposta da
formacdo do metabdlito &cido 3,5 dhidrofenilacético, formado apés metabolizagdo da
miricitrina administrada pela via oral em camundongos.

Além do pico em 0,38 min, foi também observado nos
cromatogramas obtidos para analise dos animais tratados, um segundo
pico com tempo de retengdo de 1,10 min e com m/z 397,0245 (Figura 26
B e 27 B, respectivamente), que ndo foi encontrado em amostras de
plasma branco (Figura 26 A e 27 A, respectivamente). Através da
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andlise estatistica pelo método PCA e da simulacdo de formacgdo de
metabolitos, conforme ja descritas anteriormente, sugere-se que este
pico seja referente a molécula aglicona (miricetina) conjugada com um
grupo sulfato (miricetina sulfatada), conforme proposto na figura 27 C.
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Figura 26. Representacdo cromatografica do metabdlito, miricetina sulfatada,
identificado em plasma de camundongo ap6s a inje¢do da amostra no sistema UPLC-
MS/MS (n = 6). (A) Plasma branco. (B) Amostra de plasma coletado apds sete dias de
administragdo oral com o flavonoide miricitrina na dose de 10 mg/kg.
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Figura 27. Representacéo do espectro de ions referente ao pico com tempo de retencédo de
1,10 min, identificado em plasma de camundongo apds a inje¢do da amostra no sistema
UPLC-MS/MS (n = 6). (A) Plasma branco. (B) Amostra de plasma coletado apés sete dias de
administragdo oral com o flavonoide miricitrina na dose de 10 mg/kg. (C) Proposta de hidrélise
da miricitrina e sulfonacdo da porgéo aglicona, para formagéo da miricetina na forma sulfatada.

5.15.2 Analise das amostras de c6lon

Para a identificacdo da miricitrina no colon dos animais tratados
com esse flavonoide por sete dias consecutivos, na dose de 10 mg/kg, 1
vez 0 dia, o cllon dos animais foi removido 90 minutos apds a
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administragdo da ultima dose do composto. O co6lon foi homogeneizado
e a miricitrina foi extraida e analisada conforme descrito nos itens 4.15.1
e 4.15.2. A andlise dos dados foi realizada conforme supracitado para
analise das amostras de plasma. A partir dos dados obtidos, a miricitrina
administrada pela via oral ndo foi, em nenhum momento, detectada no
colon dos animais, como mostra a figura 28, assim como o observado
nas amostras de plasma. Porém, observa-se a presenca de um pico em
0,44 min que ndo foi detectado nas amostras de cdlon branco. A figura
29 mostra o espectro de ions gerados pela analise da amostra em questdo
e, conforme podemos observar o composto com tempo de retencdo de
0,44 min apresenta ion de razdo massa/carga igual a 151,0467 (B), o
gual ndo é encontrado na amostra de colon branco (A). Com auxilio da
andlise de simulagdo e baseando-se em dados da literatura sobre a
metabolizacdo de flavonoides previamente estudados (Manach et al.,
2004; Manach et al., 2005), sugere-se que este ion seja referente ao
acido 3-hidroxifenil acético, formado a partir da cisdo do anel C da
aglicona conforme sugerido na figura 29C.
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Figura 28. Representacdo cromatografica do metabélito, o acido 3-hidroxifenil acético,
identificado em tecido colonico de camundongo apds a injecdo da amostra no sistema
UPLC-MS/MS (n = 6). (A) Célon branco. (B) Amostra de c6lon coletado apds sete dias de
administragdo oral com o flavonoide miricitrina na dose de 10 mg/kg.
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Figura 29. Representacao do espectro de ions referente ao pico com tempo de retengédo de
0,44 min, identificado em tecido colénico de camundongo ap6s a inje¢do da amostra no
sistema UPLC-MS/MS (n = 6). (A) Célon branco. (B) Amostra de c6lon coletado apds sete
dias de administracdo oral com o flavonoide miricitrina na dose de 10 mg/kg. (C) Proposta da
formacdo do metabdlito, o &cido 3-hidrofenilacético, formado apds metabolizacdo da
miricitrina admnistrada pela via oral em camundongos.

Além do metabdlito acima identificado, a analise da amostra do
célon dos camundongos apresentou um composto com tempo de
retengdo de 0,38 minutos e ion de razdo massa carga 167,0436 (Figura
30 B), que ndo foi encontrado na amostra de célon branco (Figura 30
A). Este mesmo ion foi encontrado nas amostras de plasma, e refere-se
ao fon do &cido 3,5-dihidroxifenil acético, formado pela cisédo do anel C
da aglicona, conforme sugerido na figura 25C.
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Figura 30. Representacdo do espectro de fons referente ao pico com tempo de retencédo de
0,38 min, identificado em tecido col6nico de camundongo ap6s a injegdo da amostra no
sistema UPLC-MS/MS (n = 6). (A) Colon branco. (B) Amostra de colon coletado apés sete
dias de administracéo oral com o flavonoide miricitrina na dose de 10 mg/kg.

5.16 Correlacdo entre a atividade farmacoldgica do flavonoide
miricitrina e seu perfil farmacocinético, apés administracao pelas
vias oral e intravenosa.

A partir da andlise da atividade farmacoldgica da miricitrina no
modelo de nocicepcdo induzida pela inje¢do de PMA na pata dos
animais, podemos observar que a miricitrina apresentou atividade
antinociceptiva significativa por até 4 horas apds sua administracao i.v.
(figura 31 A). No entanto, a analise da concentragdo plasmética da
miricitrina (figura 31 B) mostra que foi possivel quantifica-la até no
maximo até 1 hora ap6s sua administracdo, devido ao seu curto tempo
de meia-via e amplo volume de distribuicdo em camundongos. Esses
resultados sugerem que a miricitrina, na sua forma glicosilada parece ser
a molécula ativa. Por outro lado, o fato da miricitrina apresentar
atividade antinociceptiva por até 4 horas apés sua administracéo, sugere
que ela esteja sendo rapidamente distribuida e metabolizada e que estes
metabdlitos formados sejam também responsaveis por parte da atividade
farmacoldgica observada neste modelo.
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Figura 31. Correlagdo entre a atividade farmacoldgica do flavonoide miricitrina e seu
perfil farmacocinético, ap6s administragéo pelas vias oral e intravenosa em camundongo.
A) Efeito da alodinia mecénica induzida pela injecdo de PMA (1pg/mL) na pata dos
camundongos em resposta a 10 aplicacdes do filamento de Von Frey 0,6 g. Os animais
receberam salina ou miricitrina (3 mg/kg,i.v.) 2 horas apés a injecdo de PMA. A medida do
limiar basal foi avaliada antes da injecdo de PMA. B) Perfil farmacocinético da miricitrina em
plasma de camundongo ap6s administragdo do mesmo, na dose de 3 mg/kg, pela via i.v.. Os
dados foram obtidos 0, 15, 30, 60, 120, 240 e 360 horas apos a injegdo com PMA. Os
resultados apresentam a média + S.E.M de 6-8 animais. Os dados foram submetidos a analise
estatistica de variancia de uma via (ANOVA), seguido de pos-teste Student—Newman—Keuls.



143

Os simbolos representam a diferenca significativa entre o grupo salina e o grupo induzido com
PMA (*) e entre o grupo apenas induzido com PMA e o grupo induzido com PMA e tratado
com miricitrina (#); (---) Representacéo da medida basal dos animais experimentais.

De forma semelhante, foi observado o efeito antinociceptivo
nos animais tratados com miricitrina pela via oral, e este efeito se
manteve também por até 4 horas apds a sua administracdo (figura 32).
Entretanto, a miricitrina ndo foi detectada no plasma apds sua
administracdo pela via oral, sugerindo que a miricitrina apresente uma
baixa absorcdo ou, alta taxa de metabolizagcdo quando administrada por
esta via, e que os efeitos antinociceptivos deste composto, observados
até 4 horas ap6s, sejam decorrentes da acdo dos metabolitos formados.
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Figura 32. Avaliagdo da atividade antinociceptiva da miricitrina, administrada pela via
oral, no modelo de dor induzida pela injegdo de PMA (1pg/mL) na pata dos
camundongos. Os animais receberam salina ou miricitrina (30 mg/kg, p.o.) 2 horas ap6s a
injecdo de PMA. A linha de base foi avaliada antes da injegdo de PMA. Os dados foram
obtidos 0, 15, 30, 60, 120, 240 e 360 horas apds a injecdo com PMA. Os resultados apresentam
a média £ S.E.M de 6-8 animais. Os simbolos representam a diferenca significativa entre o
grupo salina e o grupo induzido com PMA (*) e entre o grupo apenas induzido com PMA e o
grupo induzido com PMA e tratado com miricitrina (#), através da analise estatistica de
variancia de uma via (ANOVA) seguida de pos-teste Student-Newman-Keuls. (---)
Representacdo da medida basal dos animais experimentais.
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5.17 Determinacdo do coeficiente de particdo da miricitrina em
octanol/agua

O coeficiente de particdo octanol/agua € um parametro
usualmente empregado para a determinacdo da lipofilicidade de um
composto, e desta forma, é amplamente utilizado em experimentos de
absorcdo cutdnea (Xavier, 2006). A fim de determinar o grau de
lipofilicidade da miricitrina, o seu coeficiente de particdo (k) foi
analisado. O valor de k determinado para a miricitrina foi igual a 0,80.
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6. DISCUSSAO

As doengas inflamatdrias intestinais sdo consideradas como
uma desordem inflamatéria crénica do trato gastrointestinal e
representam um importante problema de salde publica no mundo.
Entretanto, até o presente momento, ndo existe nenhum medicamento
seguro, eficaz e seletivo para o tratamento agudo e cronico das IBDs
(Baumgart e Sandborn, 2007a). Sendo assim, a descoberta de novos
candidatos e novas terapias para o tratamento das IBDs é extremamente
necessario. Neste contexto inserem-se 0s polifendis que sdo compostos
amplamente distribuidos em plantas (até o ano de 2009 foram
identificados mais de 8000 compostos) e, sdo consumidos pela
populacdo, através da dieta alimentar (Havsteen, 2002). Os flavonoides,
um subgrupo derivado dos compostos polifendis, tém sido amplamente
estudados devido as inUmeras propriedades bioldgicas, dentre elas,
destacam-se as atividades anti-inflamatoria, analgésica,
anticarcinogénica, entre outras (Havsteen, 2002; D'archivio et al., 2007).
Estudos conduzidos in vivo e in vitro demonstraram que os flavonoides
sdo capazes de inibir a producdo de diversos mediadores inflamatérios,
através da regulacdo de diferentes vias de sinalizacdo, as quais parecem
estar ativadas em pacientes com algum tipo de IBD (Romier et al.,
2008). Por essa razdo, os flavonoides tém sido estudados na tentativa de
desenvolver novas opcOes terapéuticas para o tratamento das IBDs
(Romier et al., 2008).

O composto miricitrina, é um flavonoide glicosilado,
pertencente ao subgrupo flavonol, e é o principal constituinte das folhas
de Eugenia uniflora (Schmeda-Hirschmann et al., 1987). Estudos
realizados in vivo mostraram que este composto apresenta diversas
propriedades bioldgicas, dentre elas, acdo anti-inflamatoria,
antinociceptiva, antioxidante, além de exercer atividade ansiolitica e
antipsicotica (Tsacheva et al., 2004; Meotti et al., 2006a; Fernandez et
al., 2009; Pereira et al., 2011). Além disso, estudos in vitro mostraram
que o flavonoide miricitrina foi capaz de inibir a producdo de diversos
componentes inflamatérios, dentre eles, COX-2 e NOS2 (Chen et al.,
2008), os quais estdo associados ao desenvolvimento das IBDs.

Sendo assim, considerando as inimeras propriedades bioldgicas
ja descritas para o flavonoide miricitrina, o objetivo do presente estudo
foi avaliar o possivel efeito anti-inflamatério deste composto no modelo
de colite induzido por DSS 3% em camundongos. Além disso, a fim de
determinar o perfil farmacocinético da miricitrina em roedores,
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buscamos padronizar e validar 0 método analitico empregado para a
guantificacdo da miricitrina em plasma de roedores, de acordo com as
normas preconizadas pelas agéncias reguladoras, ANVISA e FDA. Por
fim, buscamos identificar a molécula ativa da miricitrina a partir da
correlagdo entre os dados farmacocinéticos obtidos e a atividade
farmacoldgica deste composto.

Nossos resultados mostraram que o tratamento preventivo com
a miricitrina, em diferentes doses, foi capaz de melhorar a colite aguda
induzida por DSS em camundongos; entretanto, a dose mais eficaz deste
composto, foi a de 10 mg/kg de peso corporal. A administragdo oral com
miricitrina preveniu a ruptura das células epiteliais intestinais e lesdes
do tecido colbnico, cujo efeito parece ser decorrente da reducdo da
migracdo de neutréfilos e redugdo da expressdo e producdo de
mediadores inflamatérios como, TNF-a, IL-6, bem como, de enzimas
associadas com o processo inflamatorio como a COX-2 e NOS2. Além
disso, o tratamento com a miricitrina foi capaz de reduzir, de forma
significativa, a ativagdo de diferentes vias de sinalizacdo, como o NF-
kB, MAPKs e PKCg, as quais estdo criticamente envolvidas na
producdo destes mediadores e parecem estar ativadas diante de um
processo inflamatorio intestinal.

Atualmente, varios modelos animais vém sendo desenvolvidos
com a finalidade de melhor compreender 0os mecanismos implicadas na
patogénese das IBDs. A utilizacdo destes modelos experimentais tem
sido fundamental, pois tem permitido um maior entendimento acerca
dos mecanismos inflamatorios envolvidos com a indugdo das IBDs,
possibilitando, desta forma, a busca por alvos terapéuticos mais
promissores para o tratamento dessas doengas (Jurjus et al., 2004). Os
modelos induzidos por agentes quimicos, como no caso o0 DSS, sdo os
mais comumente utilizados por serem capazes de reproduzir varios
aspectos imunoldgicos e histopatolégicos observados nas IBDs em
humanos (Clapper et al., 2007). O modelo de colite experimental
induzida pelo DSS foi primeiramente descrito por Okayasu e
colaboradores, no ano de 1990. Neste modelo, a colite aguda é induzida
pela administracdo de DSS na agua de beber em concentracdes que
variam entre 1-6%, por vérios dias. Dentre os principais sintomas
descritos para a colite induzida pelo DSS em camundongos estdo: forte
diarréia, presenca de sangue nas fezes e perda de peso, 0s quais em
conjunto, indicam o indice da atividade da doenca. Além disso,
alteragdes microscopicas também séo visualizadas como: presenga de
ulceracdes e inflamacgdo generalizada no tecido do colon, espessamento
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da mucosa e ruptura das criptas intestinais, além de macica infiltragéo de
granulécitos no sitio inflamatdrio (Cooper et al., 1993).

No presente trabalho, utilizamos o modelo de colite aguda
induzida pelo agente quimico DSS em camundongos da linhagem CDL1.
Os resultados obtidos neste trabalho apresentam as caracteristicas macro
e microscépicas esperadas para este modelo de colite experimental, uma
vez que, a administragdo de DSS 3% causou aumento significativo no
indice de atividade da doenca e reducdo do peso corporal,
principalmente a partir do quinto dia do protocolo experimental. Além
disso, a analise macroscépica do célon dos animais com colite
experimental evidenciou a presenca de hiperemia no tecido col6nico,
com espessamento da mucosa intestinal e presenca de fezes mal
formadas. Interessantemente, o0 tratamento com  miricitrina,
principalmente nas doses de 3 e 10 mg/kg, preveniu a perda de peso
corporal, o aumento do indice da atividade, reduziu o dano
macroscopico e impediu o encurtamento do célon dos animais com
colite experimental. Além das trés doses testadas, 1, 3 e 10 mg/kg, cujos
resultados foram apresentadas neste trabalho, a dose de 30 mg/kg
também foi avaliada neste modelo experimental (dados ndo mostrados).
Entretanto, os resultados das observacGes macroscdpicas do célon dos
animais mostraram que a reducdo do dano tecidual coldnico foi menor
na dose de 30 mg/kg, quando comparado as doses de 3 e 10 mg/kg.
Esses resultados indicam a possivel atividade dose-resposta para a
miricitrina, em formato de curva em U invertido. Especula-se que, em
altas concentragdes, os flavonoides possam causar enfraquecimento das
tight junctions no tecido epitelial do intestino, sendo absorvidos antes
mesmo de serem metabolizados, e por esta razdo, a atividade destes
compostos é reduzida (Vissiennon et al., 2011).

Conforme descrito anteriormente, o DSS € capaz de induzir a
colite experimental em camundongos, através da ruptura da barreira
epitelial intestinal (Strober et al., 2002). Corroborando com estes dados,
nosso estudo mostrou que a administracdo de DSS foi capaz de causar
dano ao tecido epitelial intestinal com perda considerada das criptas
intestinais e infiltracdo de células inflamatorias. Dessa forma, assim
como os estudos realizados por Bento e colaboradores (2011a), nossos
dados também mostraram que ha uma associacdo direta entre 0 aumento
da severidade da doenca, dano ao epitélio intestinal e o consequente
aumento da infiltragcdo de neutrofilos na mucosa do intestino no modelo
de colite experimental induzido por DSS. Entretanto, o tratamento com
miricitrina foi capaz de reduzir a infiltracdo de células inflamatdrias na
camada da sub-mucosa, bem como, preveniu a destruicdo das criptas
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intestinais e preservou as células caliciformes, as quais sao responsaveis
pela producdo de muco e glicoproteinas, cuja funcdo € proteger o
epitélio intestinal. Portanto, o tratamento com miricitrina preveniu o
dano ao epitélio intestinal causado pela inducéo da colite com o agente
guimico DSS.

Os neutrofilos sdo os leucocitos circulantes em maior
abundéncia nos humanos, representando cerca de 60% de todos os
leucécitos circulantes (Smith, 1994). Os neutréfilos representam a
primeira linha de defesa celular do organismo e sua principal funcéo é a
destruicdo de organismos patogénicos. Esses leucocitos sdo providos de
grande variedade de proteinas antimicrobianas, responsaveis pela
destruicdo do patogeno, sdo elas: enzimas produtoras de espécies
reativas de oxigénio, quelantes de vitamina e enzimas capazes de
degradar componentes da parede celular (Nemeth e Mocsai, 2012).
Entretanto, os varios tipos de metabdlitos tdxicos produzidos
primeiramente para destruir o patdégeno invasor, quando produzidos em
excesso, podem também danificar os componentes do tecido do
hospedeiro e amplificar a resposta inflamatéria (Weiss, 1989; Smith,
1994; Bruno et al., 2004; Xiao et al., 2005; Nemeth e Mocsai, 2012).
Estudos demonstraram que a ativacdo excessiva de neutréfilos estd
associada ao desenvolvimento de inimeras doengas autoimunes, como a
artrite reumatoide, bem como, no desenvolvimento de patologias
cronicas, como as IBDs. De fato, estudos no modelo de colite induzida
por agentes quimicos, mostram que a deplecdo de neutrdfilos, ou o
bloqueio da adesdo de neutréfilos, sdo capazes de reduzir o dano
tecidual no célon e o tamanho das ulceragcdes (Palmen et al., 1995;
Natsui et al., 1997). Contudo, os neutr6filos parecem ser uma das
principais células responsaveis pelas lesdes e disfun¢des relacionadas as
IBDs e, portanto, o bloqueio da migracdo destas células para o célon
inflamado poderia representar um possivel mecanismo para controle do
processo inflamatorio no intestino.

Nesse contexto, sugere-se a importancia das quimiocinas, as
quais exercem um papel crucial no recrutamento de leucécitos para o
sitio da inflamagdo. A CXCL1/KC, cujo receptor ¢ 0 CXCR2, é uma
quimiocina que estd amplamente envolvida na migracdo dos neutréfilos
e parece estar diretamente relacionada com a gravidade de um processo
inflamatdrio (Bento et al., 2008). Chintakuntlawar e Chodosh (2009),
mostraram que a quimiocina CXCL1/KC e seu receptor, CXCR2, séo
responsdveis pela quimiotaxia de neutrdfilos e, consequente
agravamento do quadro infeccioso no modelo de ceratite adenoviral
induzida em camundongos. De forma semelhante, a quimiocina
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CXCL1/KC efou seu receptor parecem estar associadas ao
desenvolvimento das IBDs uma vez que, estudos realizados em célons
de pacientes com UC, apresentaram uma alta taxa de expressdo dessa
quimiocina (Mazzucchelli et al., 1994). Além disso, a inducdo de colite
experimental em camundongos com delecdo génica para o0 receptor
CXCR2 demonstrou que o dano macroscopico e histolégico do célon
desses animais foi drasticamente reduzido quando comparados com 0s
animais selvagens (sem delegdo para este receptor) com colite
experimental (Buanne et al., 2007). Ademais, Bento e colaboradores
(2008) mostraram que o tratamento com anticorpo anti-KC, reduziu
significativamente a gravidade da colite experimental induzida em
camundongos.

Sendo assim, dada a importancia da quimiocina CXCL1/KC no
recrutamento de neutréfilos para o sitio inflamatério e, considerando que
0 aumento excessivo dessas células inflamatdrias esta diretamente
associado ao dano epitelial intestinal e ao desenvolvimento das
IBDs/colite experimental, buscamos quantificar os niveis protéicos da
guimiocina CXCL1/KC no tecido colénico dos animais, através do
ensaio de ELISA, ap6s indugdo da colite com o agente quimico DSS.
Corroborando os dados da literatura, o presente estudo demonstrou que
a quimiocina CXCL1/KC apresentou aumento significativo no célon dos
animais que receberam DSS, enquanto que nos animais que foram
tratados com miricitrina (10 mg/kg), 0s niveis proteicos dessa
guimiocina estavam significativamente reduzidos. Além disso, esses
dados podem ainda ser validados pela analise histoldgica do colon dos
animais, visto que, foi observado grande quantidade de infiltrado celular
na lamina prépria da mucosa intestinal dos animais com colite induzida
pelo DSS, enquanto que nos animais que foram tratados com miricitrina,
a quantidade de infiltrado celular estava bastante reduzida. Portanto, a
partir dos dados obtidos, podemos sugerir que a migracdo de neutrofilos
para o tecido intestinal inflamado estava reduzido no célon dos
camundongos com colite experimental tratados com miricitrina devido,
pelo menos em parte, a reducdo na producédo da quimiocina CXCL1/KC.

Estd bem estabelecido na literatura que, durante um processo
inflamatdrio intestinal, células
inflamatdrias, como os macrdfagos e neutrofilos, bem como, células
endoteliais, fibroblastos e células epiteliais, secretam inUmeros
mediadores inflamatorios, dentre eles, citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias, os quais atuam na regulagdo dos processos inflamatorios.
Além disso, ja é sabido que, a producdo de citocinas pré-inflamatorias e
anti-inflamatérias de forma néo balanceada, est4 diretamente associada
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ao desenvolvimento das IBDs. Por esta razdo, o papel das citocinas na
regulacdo do sistema imune do processo inflamatdrio intestinal vem
sendo amplamente estudado (Rogler e Andus, 1998a) e representam um
alvo interessante para o desenvolvimento de drogas anti-inflamatérias
clinicamente relevantes. De fato, estudos clinicos demonstraram que o
bloqueio de varios mediadores inflamatérios, principalmente de
citocinas pré-inflamatérias, pode proporcionar melhora significativa no
tratamento dos pacientes com IBDs (James e Klapproth, 1996).

Dentre as principais citocinas pro-inflamatérias produzidas na
fase aguda do processo inflamatério intestinal, destacam-se as citocinas
TNF- a e IL-6. Estudos realizados em humanos mostram que, pacientes
com IBD apresentam niveis elevados, no intestino e sangue periférico,
da sintese das citocinas pro-inflamatorias, IL-1p, TNF-o e IL-6 (Gross et
al.,, 1991), e que essas citocinas sdo principalmente sintetizadas por
macrofagos/mondcitos ativados (Reimund et al., 1996). Ademais,
inimeros estudos suportam a idéia de que essas citocinas pro-
inflamatdrias estejam envolvidas com a amplificagdo do processo
inflamatdrio, visto que estas citocinas estimulam a secre¢do de outras
citocinas, ou mesmo, sdo capazes de estimular sua propria liberacéo
através da ativacdo do sistema imunoldgico (Reinecker et al., 1993).

Diante do exposto, os niveis da producdo da IL-6 e a expressao
do RNAm para as citocinas pré-inflamatorias, 1L-6 € TNF- a, no tecido
colénico dos camundongos ap6s inducdo da colite experimental foram
avaliados no presente estudo. Os resultados obtidos mostraram que 0s
animais com colite experimental os quais foram tratados com miricitrina
(10 mg/kg) apresentaram niveis reduzidos de IL-6 no tecido col6nico,
bem como, reducdo da expressdo do RNAm para a IL-6 e TNF-a.

O TNF-a, ¢ uma importante citocina pro-inflamatéria produzida
principalmente por macréfagos e mondcitos, e em menores proporcdes,
por neutréfilos, mastocitos, fibroblastos e queratindcitos (Owczarek et
al., 2009). Os fatores que estimulam a secrecdo desta citocina sao
endotoxinas, antigenos e estresse osmético; entretanto, a produgdo desta
citocina é influenciada principalmente pela presenca de citocinas como
IFN-y e IL-1pB (Owczarek et al., 2009). Quando estimulada, esta citocina
desenvolve uma cascata intracelular, estimulando a producdo de
inimeras citocinas, e parece participar ndo apenas da inducdo do
processo inflamatdrio, mas também da manutencdo deste quadro (Van
Deventer, 2000; Owczarek et al., 2009). No tecido, 0 TNF-a estimula as
células endoteliais a produzirem moléculas de adesdo, propiciando,
desta forma, o aumento da infiltragdo leucdcitos no tecido inflamado
(Owczarek 2009; Van Deventer, 2000).
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Inimeros estudos em diferentes modelos de colite experimental
ttm demonstrado que os niveis de TNF-o estdo aumentados,
principalmente na fase aguda do processo inflamatdrio, sugerindo que
esta citocina pro-inflamatéria é responsavel pela indugdo e ativacdo
deste processo (Braegger et al., 1992; Maeda et al., 1992; Katayama et
al., 2003; Bento, 2012). Além disso, niveis elevados dessa citocina
foram encontrados na mucosa inflamada de pacientes com IBD ativa
(Breese et al., 1994). Sendo assim, 0 TNF-o parece ser uma citocina
pré-inflamatoria crucial no desenvolvimento das IBDs e, por esta razédo,
inimeros estudos clinicos tém avaliado o efeito de anticorpos
monoclonais contra 0 TNF-o nas IBDs (Popivanova et al., 2008).
Entretanto, apesar de ser atualmente um dos medicamentos mais
eficazes para o tratamento e inducdo da fase de remissdo das IBDs
(Popivanova et al., 2008), estudos tém mostrado que um terco dos
pacientes ndo respondem ao tratamento anti- TNF- o e, muitos outros
perdem eventualmente a responsividade ou tornam-se intolerantes a esse
agente (Melmed e Targan, 2010).

Outra citocina que parece estar diretamente associada a
patofisiologia das IBDs, € a IL-6 (Atreya e Neurath, 2005; Bosani et al.,
2009). A IL-6 é uma citocina pleiotrépica com papel crucial na
regulacdo imune, inflamacdo e hematopoiese (Scheller et al., 2006;
Bosani et al., 2009; Rose-John et al., 2009). A expressao dos receptores
de IL-6 ligados a membrana ocorre principalmente nos hepatécitos,
neutréfilos, macréfagos/mondcitos e em alguns linfécitos (Scheller et
al., 2006; Bosani et al., 2009; Rose-John et al., 2009). Na chamada via
classica, a ativagdo da IL-6 ocorre a partir da ativacdo da resposta imune
na fase inicial, que consequentemente, ativa a expressdo de diversas
proteinas de fase aguda (Mitsuyama et al., 2006). Estudos tém mostrado
gue 0 aumento nas concentracfes de IL-6 e/ou de seu receptor (IL-6R)
estdo diretamente relacionados ao desenvolvimento da CD, e que o
anticorpo anti-IL-6R (Atlizumab ou MRA), causa melhora significativa
no quadro clinico dos pacientes com esta desordem inflamatéria
intestinal cronica (Ito et al., 2004).

Além das citocinas supracitadas, outros componentes
inflamatdrios que também parecem estar envolvidos com a resposta
inflamatdria nas IBDs sdo as enzimas, COX-2 e NOS2 (Rachmilewitz et
al., 1995; Hendel e Nielsen, 1997; Agoff et al., 2000) e, por esta razéo,
também foram analisados no presente trabalho. Vérios relatos da
literatura tém demonstrado que os flavonoides podem inibir a producédo
e/ou expressdo de COX-2 e NOS2 e, desta forma, reduzir os danos
inflamatdrios associados ao desenvolvimento da colite experimental
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(Liang et al., 1999; Chen et al., 2000; Comalada et al., 2005; Kim et al.,
2005d). Corroborando com estes estudos, os resultados apresentados
neste trabalho mostraram que o tratamento oral com o flavonoide
miricitrina também foi capaz de reduzir a expresséo das enzimas, COX-
2 e NOS2, nos animais com colite induzida pelo DSS.

A enzima COX é responsavel pela conversdo do acido
araquidénico em diversos mediadores inflamatorios e fisiol6gicos como,
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxano. As duas isoformas
majoritarias da COX, é a COX-1 e a COX 2 (Greenhough et al., 2009).
A COX-1 é expressa de forma constitutiva na maioria dos tecidos,
incluindo o trato gastrointestinal, enquanto que, a COX-2 é uma
ciclooxigenase induzivel, cuja producédo é estimulada por IL-1B, TNF-a
e outros mediadores inflamatérios (Greenhough et al., 2009). Indmeros
estudos demonstram a funcéo crucial da COX-2 nas fases iniciais do
processo inflamatdrio, uma vez que, esta enzima é responsavel pela
producdo de prostaglandina E2 (PGE2), que promove alteragdes
vasculares favorecendo a infiltracdo de leucocitos, secrecdo de
mediadores quimicos e conseqiente amplificacdo da resposta
inflamatoria (Greenhough et al., 2009).

Entretanto, embora muitos estudos apontarem a COX-2 como
uma enzima pré-inflamatéria, sobretudo nas IBDs (Agoff et al., 2000;
Greenhough et al., 2009), evidéncias recentes tém apontado a COX-2
como uma enzima responsavel pelo reparo do dano tecidual e promotora
da resolucéo da inflamacdo (Mccafferty et al., 1999). Acredita-se que o
papel dual da enzima COX-2 esteja relacionado principalmente a fase de
indugdo da doenca, ou seja, durante a fase aguda ou fases iniciais do
processo inflamatério, a COX-2 produz derivados do é&cido
araquidoénico, como a PGE; e o leucotrieno B4, os quais parecem estar
relacionados diretamente com a inducdo do processo inflamatorio. Por
outro lado, nas fases de resolucdo da inflamagdo intestinal, foram
observadas importantes alteracbes no papel do metabolismo do &cido
araquidénico e nos derivados desse acido, a partir da acdo da COX-2,
cujos derivados foram capazes de promover a resolucdo do processo
inflamatdrio intestinal (Wallace, 2006). Corroborando com estes
estudos, Bento (2012) mostraram que 0 aumento da expressdo da
enzima COX-2 nas fases de recuperac¢do da colite induzida pelo DSS em
camundongos, esta diretamente relacionado ao reparo e resolucdo da
inflamacéo intestinal.

A produgdo de 6xido nitrico (NO) tem sido considerada um
importante fator envolvido em diversas condi¢des inflamatorias
(Roediger et al., 1986; Boughton-Smith et al., 1993; Singer et al., 1996).
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O NO é expresso de forma constitutiva, em niveis basais, pela enzima
oxido nitrico sintase associada ao endotélio vascular (eNOS ou NOS3) e
presente nos nervos (NNOS ou NOS1) (Nathan e Xie, 1994). Entretanto,
a forma da NOS capaz de produzir altas concentragdes de NO de
maneira independente de célcio, é a forma induzivel da NOS, a chamada
iNOS ou NOS2 e tem sido implicada na patofisiologia de diversas
doencas intestinais (Grisham et al., 1994; Rachmilewitz et al., 1995). A
iNOS é uma enzima expressa no endotélio, epitélio e células
inflamatdrias como macréfagos, neutréfilos e células mononucleares e
pode ser induzida por citocinas ou componentes bacterianos como o
LPS. Evidéncias sugerem que o aumento da expressdo de iNOS ocorre
principalmente nos neutréfilos (Mccafferty et al., 1999). Diante do
exposto, considerando que a NOS2 é principalmente expressa pelos
neutréfilos e, considerando que nossos resultados mostraram que o
tratamento oral com miricitrina foi capaz de reduzir a migracdo de
neutréfilos para o sitio inflamado, é plausivel sugerir que a reducdo na
expressdo da NOS2 pode estar associada ao efeito da miricitrina sobre a
redugdo da migracdo de neutrdfilos no tecido coldnico dos animais com
colite experimental.

Atualmente, o papel do NO vem sendo amplamente discutido,
uma vez que esta molécula parece ter um papel dual durante o processo
inflamatorio. Estudos realizados por Zingarelli e colaboradores (1999)
mostraram que a mortalidade dos animais deficientes em NOS2 (NOS2 -
") foi significativamente menor (38%) quando comparada aos animais
do tipo selvagem no modelo de colite induzida pelo TNBS. Além disso,
0 grupo verificou que ap6s 4 dias de indugdo da colite, os animais
deficientes em NOS2 apresentavam reducdo significativa da colite
experimental, e no sétimo dia, apresentaram 100% de resolugdo da
colite, enquanto que o tipo selvagem apresentou dano severo a mucosa
intestinal ap6s 7 dias de inducdo da colite. Por outro lado, MacCfferty e
colaboradores (1999) utilizando o mesmo modelo de colite
experimental, demonstraram que nas primeiras 72h de inducéo da colite,
os animais NOS2 7 apresentaram um aumento de 50% no dano
macroscépico quando comparado com o0s animais do tipo selvagem.
Porém, sete dias apds a inducdo da colite, ndo foi observada diferenca,
relacionada aos parametros macroscépicos do colon, entre os diferentes
grupos experimentais (Mccafferty et al., 1999).

J& é bem descrito na literatura que o efeito anti-inflamatério dos
flavonoides parece estar relacionado a modulagdo de diferentes vias de
sinalizacdo, bem como, na regulacdo da producdo e expressdo de
mediadores inflamatdrios, os quais sdo responsaveis pela ativacdo e
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perpetuacdo do processo inflamatdrio (Jobin et al., 1999; Raso et al.,
2001; Kim e Jobin, 2005c). Inimeros estudos apontam os flavonoides,
principalmente do subgrupo flavonol, do qual a miricitrina faz parte,
como os inibidores mais potentes das vias de sinalizagdo da PKC, PI3-k
e Akt (Agullo et al., 1997; Gamet-Payrastre et al., 1999; Meotti et al.,
2006b). Corroborando com estes estudos, Meotti e colaboradores
(2006b) demonstraram que o flavonoide miricitrina foi capaz de
produzir atividade antinociceptiva pronunciada através da inibicdo da
ativacdo de duas isoenzimas diferentes da PKC, a PKC o e &. Dessa
forma, a fim de determinar a possivel via intracelular modulada pelo
flavonoide miricitrina no modelo de colite induzida pelo DSS, o papel
da enzima PKC foi avaliado neste trabalho. Somando aos resultados
acima descritos, o presente estudo demonstrou que o tratamento oral
com miricitrina reduziu de forma significativa a imunomarcacdo para a
PKCe no tecido colénico de camundongos com colite induzida pelo
DSS, sugerindo que o flavonoide miricitrina exerce parte dos seus
efeitos anti-inflamatorios na colite através da inibicdo da expressdo pela
via da PKCe.

A via da PKC desempenha papel crucial na transdugdo do sinal
envolvido na proliferagdo celular, diferenciacdo, apoptose, angiogénese
e na resposta inflamatéria (Griner e Kazanietz, 2007). Estudos recentes
demonstraram que a PKC é responsavel pela inducdo da expressdo de
genes inflamatorios, como a NOS2 (Oh et al., 2007) e pela ativacdo de
NF-xB (Lallena et al., 1999; Zhao et al., 2005). Ademais, produtos
formados a partir da ativagdo dessa cascata de sinalizagéo parecem estar
amplamente envolvidos no desenvolvimento das doencas inflamatérias
cronicas, como as IBDs.

A PKC ¢é uma familia de enzimas proteina quinase envolvidas
na modulacdo de outras proteinas através da fosforilagdo de grupos
hidroxila dos residuos de aminodcido serina-treonina (Jaken, 1996;
Griner e Kazanietz, 2007; Ali et al., 2009). A familia da PKC é dividida
em trés subfamilias de isoenzimas, baseadas na sua estrutura e
propriedades bioquimicas, sdo elas: isoenzima classicas (cPKC),
composta pelas formas o, B1, B2 e v, que sdo ativadas pelo aumento da
concentracdo de célcio no meio; a subfamilia de isoenzimas novas
(nPKC) compreendida pelas formas g o, 6, e m, as quais sdo
independentes de calcio; e, por fim, a subfamilia das isoenzimas
atipicas, composta por & e VA (Jaken, 1996; Griner e Kazanietz, 2007;
Ali et al., 2009). E sabido que as subfamilias cPKC e nPKC sdo ativadas
pelo mensageiro secundario lipidico diacilglicerol (DAG) (Jaken, 1996;
Griner e Kazanietz, 2007; Ali et al., 2009). A ativagdo da PKC ocorre a



155

partir da estimulacdo dos receptores de tirosina-quinase e receptores
acoplados a proteina G, que ativam a fosfolipase C, levando ao aumento
dos niveis de DAG na membrana plasmatica. O aumento dos niveis de
DAG promove re-localiza¢do (do citosol para a membrana) e ativa as
diversas isoenzimas da PKC (Jaken, 1996; Griner e Kazanietz, 2007; Ali
et al., 2009). Esta ligacdo da PKC a membrana induz alteracdo
conformacional na proteina, permitindo a exposi¢éo dos sitios de ligacdo
do dominio quinase (Newton, 2003). Os eventos subsequentes incluem a
ativacdo das vias MEK-ERK (Marshall, 1996; Cai et al., 1997) e PI3K-
Akt (Balendran et al., 2000).

J& é descrito na literatura que a ativacdo da via da PKC pode
modular as vias do NF-xB ¢ das MAPKSs (Toton et al., 2011), as quais
representam duas vias de sinalizagdo muito importantes na modulagdo
da resposta inflamatoria intestinal (Barnes, 1997; Waetzig e Schreiber,
2003). Além disso, estudos mostram que a fosforilacdo das MAPKSs gera
um ciclo de retroalimentagdo positiva na inflamacéo, uma vez que as
MAPKs ativam fatores de trancricdo, como o NF-xB, que regulam a
transcricdo de genes de citocinas pro-inflamatdrias (Carter et al., 1999;
Carter e Hunninghake, 2000; Kaminska, 2005). Ademais, o efeito anti-
inflamatério dos flavonoides, em diferentes modelos de colite
experimental, parece estar associado com a capacidade destes
compostos em inibir a via das MAPKs (Kim e Jobin, 2005c) e a via do
NF-xB (Camuesco et al., 2004; Ruiz e Haller, 2006; Ruiz et al., 2007).
Contudo, corroborando os estudos supracitados, o presente trabalho
demonstrou que o tratamento oral com o flavonoide miricitrina preveniu
significativamente a ativacdo das as vias de sinalizacdo, das MAPKs
(ERK1/2, INK1/2, and p38) e do NF-kB, no tecido colénico dos animais
com colite experimental. Esses dados sugerem que a inibicdo da
ativagdo das vias da PKC, MAPKSs e NF-«xB pelo flavonoide miricitrina,
pode constituir um mecanismo de acdo importante sobre a reducdo da
liberacdo e/ou expressdo de citocinas e enzimas inflamatérias durante a
colite experimental.

Em humanos, foram identificadas 3 formas majoritarias da
MAPK: a quinase regulada por sinais extracelulares (Kaminska, 2005),
a quinase c-Jun N-terminal (JNK) e a MAPK p38. As MAPKs podem
ser ativadas por inimeros estimulos extracelulares, tais como patdgenos,
LPS, fatores de estresse, e diversas citocinas envolvidas no processo
inflamatdrio, incluindo a IL-1B, IL-17, TNF-a e IFN-y (Lewis et al.,
1998; Widmann et al., 1999; Kyriakis e Avruch, 2012). Uma vez
ativadas, as MAPKs podem ativar diversos fatores de transcricdo, 0s
quais sdo responsaveis por produzirem mediadores inflamatorios que
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estdo envolvidos no desenvolvimento e perpetuacdo do processo
inflamatorio, ou mesmo na resolu¢do da inflamacdo (Lewis et al., 1998;
Widmann et al., 1999; Kyriakis e Avruch, 2012). Estudos demonstraram
gue amostras coletadas do intestino de pacientes com IBD apresentaram
aumento na expressao de p38a, em macrofagos e neutrofilos da lamina
propria (Waetzig et al., 2002). Corroborando esses dados, um estudo
piloto em pacientes com doenca de Crohn demonstrou que 0 composto
inibidor da fosforilagdo de p38 e JNKs, o CNI-1493, melhorou os
aspectos clinicos referentes a doenga. Além disso, o composto foi
efetivo em 50% dos pacientes que ndo eram responsivos a terapia com
anti-TNF-o (Hommes et al., 2002). Além disso, ja foi demonstrado que
inibidores da via da JNK apresentaram efeito protetor em roedores com
colite experimental (Roy et al., 2008). Desta forma, a via das MAPKs
parece representar um alvo importante para o desenvolvimento de novas
terapias anti-inflamatdrias para o tratamento das IBDs (Kaminska,
2005).

Outra via de sinalizagdo importante no desenvolvimento de
doencas inflamat6rias é a do NF-xB (Barnes, 1997; Hayden et al.,
2006). A familia de fatores de transcicdo do NF-xB ¢ formada por 5
membros: RelA ou p65, cRel, RelB, p105/p50 e p100/p52, que formam
dimeros capazes de influenciar a expressdo de genes que contenham
sitio kB na sua regido promotora. As proteinas pS0 e p52 apresentam
efeito inibitorio sobre a expressdo dos genes dependentes de kB. Por
outro lado, as demais proteinas, como a p65, contém um dominio de
transativacdo que permitem a estimulacdo da transcricdo de genes
(Hayden e Ghosh, 2008), os quais codificam varios mediadores proé-
inflamatdrios como: as citocinas e quimiocinas (IL-1p, TNF-a, I1L-2, IL-
6, IL-8 e IL-12), receptores de superficie (IL2R e CD40), proteinas
imunoregulatdrias (moléculas MHC classe | e I1), enzimas inflamatorias
(NOS2 e COX-2) e moléculas de adesdo (ICAM-1 e VCMA-1)
(Campbell e Perkins, 2006), que estdo diretamente envolvidos com a
regulagdo do processo inflamatdrio e sobrevivénvia celular (Hayden e
Ghosh, 2008; Wullaert, 2010). De fato, evidéncias demonstraram que
este fator de transcricdo esta crucialmente associado a patofisiologia das
IBDs (Hayden et al., 2006; Wullaert, 2010). Além disso, amostras da
mucosa coldnica e células mononucleares da lamina prépria, de
pacientes com IBD, apresentaram aumento dos niveis nucleares de p65
guando comparada com amostras de individuos saudaveis (Ellis et al.,
1998; Schreiber et al., 1998). Estudos realizados em células intestinais
epiteliais e macrdfagos coletados da mucosa intestinal inflamada de
humanos, mostraram que ocorre aumento significativo na expresséo do
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NF-«kB em ambos os tipos celulares (Rogler et al., 1998b).
Corroborando estes estudos, Neurath e colaboradores (1996) mostraram
gue o tratamento com oligonucleotideo antisense contra p65 foi capaz de
prevenir o desenvolvimento da colite experimental induzida pelo TNBS
em camundongos.

Diante do exposto, os resultados apresentados neste trabalho
sugerem de forma geral que a miricitrina exerce sua atividade anti-
inflamatdria através da inibicdo de vias de sinalizacdo upstream, tais
como as vias da PI3-k e PKCe, as quais inibem a fosforilacdo das
MAPKSs e do NF-«xB, que consequentemente reduzem, a super-expressao
de PKCg, COX-2, iNOS, IL-6, e TNF-a, bem como a migracdo de
neutréfilos e demais células inflamatérias para o tecido inflamado no
modelo de colite experimental induzida pelo DSS em camundongos
(Figura 33).

Atualmente, muitos pacientes com IBD sdo tratados com
analgésicos para o alivio da dor decorrente do processo inflamatorio
existente, entretanto, esses medicamentos causam Vvarios efeitos
adversos (Bielefeldt et al., 2009). Dessa forma, novas terapias para o
tratamento da dor em pacientes com IBD devem ser investigadas.
Dentre os sintomas apresentados pelos pacientes com algum tipo de
IBD, a presenca de dor abdominal é comumente observada nestes
individuos (Baumgart e Sandborn, 2007a). Nesse contexto, este trabalho
avaliou se o0 a inducdo da colite experimental com DSS poderia induzir a
hiperalgesia mecénica nos camundongos e, se 0 tratamento com o
flavonoide miricitrina (30 mg/kg) poderia prevenir esse efeito nos
animais com colite experimental. O presente estudo demonstrou que a
colite induzida pelo DSS promoveu hiperalgesia mecénica na porcao
abdominal dos camundongos com colite experimental. Além disso, foi
possivel observar que o efeito hiperalgésico ocorreu a partir do 4° dia
apos o inicio do tratamento com DSS, correspondendo ao momento em
gue 0s animais comegaram a apresentar os sintomas de inflamagéo
intestinal. Por outro lado, o tratamento oral com miricitrina reduziu de
forma significativa a hiperalgesia mecénica induzida pelo DSS.

Estudos da resposta da dor visceral em pacientes com IBD sdo
bastante conflitantes, uma vez que individuos com colite ativa aguda
apresentam reducdo da tolerancia da dor, enquanto que, pacientes que
possuem a doenca na forma cronica ou quiescente, apresentam maior
tolerancia frente a estimulos dolorosos (Bernstein et al., 1996; Chang et
al., 2000a; Mayer et al., 2005). Entretanto, estudos mais recentes
mostraram que a percepcao da dor visceral esta diretamente associada ao
aumento da migracdo de células inflamatdrias para o local inflamado
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durante a fase aguda deste processo e, que a sensacdo dolorosa, parece
ser criticamente influenciada pelo tipo celular dominante no contetdo
intestinal (Cunha et al., 2008). Dessa forma, acredita-se que os linfocitos
T, que ocorrem especialmente na fase cronica das IBDs e nos modelos
de colite experimental parecem exercer caracteristicas antinociceptivas
e, por esta razdo, 0s pacientes com a doenca nesta fase apresentam maior
tolerancia a dor. Estudos complementares de Verma-Gandhu e
colaboradores (2006), demonstraram que a administragdo aguda de DSS
resultou no aumento da sensibilidade na por¢cdo abdominal dos animais,
uma acao que estava associada aos sinais graves da colite, bem como, ao
aumento significativo da atividade da MPO e da producdo de IL-1p
(Verma-Ganhu, 2006). Por outro lado, a sensibilidade colénica
observada nos animais que receberam DSS de forma crbnica estava
reduzida e, este efeito estava associado com o aumento do ndmero de
células T no sitio inflamatorio, sugerindo novamente, o efeito
antinociceptivo dessas células na fase crénica do processo inflamatério.

Desta forma, corroborando com os estudos supracitados, nossos
resultados mostraram que a percepc¢do da dor visceral estd diretamente
associada aos sinais inflamatérios da colite aguda induzida pelo DSS.
Além disso, considerando que a migracdo de células inflamatérias para
0 sitio da inflamacdo parece contribuir para a inducdo da sensacdo
dolorosa, sugere-se que o efeito antinociceptivo da miricitrina no
modelo de colite experimental aguda esta diretamente associada ao seu
efeito na reducdo da migracdo de neutréfilos para o sitio inflamatério,
cujo resultado foi apresentado anteriormente neste trabalho. Por outro
lado, Souza e colaboradores (2002) mostraram que a ativacao da via da
PKC em tecido periférico leva ao desenvolvimento de resposta
nociceptiva espontanea, sugerindo que a ativagdo desta proteina quinase
in vivo parece ser essencial para o estabelecimento da resposta
nociceptiva induzida (Souza et al., 2002). Dessa forma, é possivel que a
atividade antinocicetiva da miricitrina observada no modelo da colite
induzida pelo DSS poderia ocorrer devido a inibigdo da ativacdo da via
da PKC, uma vez que, conforme descrito anteriormente, a miricitrina
apresenta atividade inibitdria sobre esta proteina quinase.

Considerando que a miricitrina reduziu significativamente os
niveis teciduais dos mediadores inflamatdrios anteriormente descritos, o
préximo passo do presente trabalho foi avaliar se a expressdo e
producdo desses mediadores poderia ser apenas uma consequéncia da
diminuicdo da infiltracdo celular para o colon. Para isso, foi avaliado o
efeito direto da miricitrina sobre a secrecdo de TNF-a em cultura
primaria de macro6fagos frente a estimulagdo com LPS. Os resultados
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mostraram que a incubacdo com LPS estimulou significativamente a
secrecdo de TNF-a na cultura de macréfagos; entretanto, a pré-
incubacdo com miricitrina ndo foi capaz de reduzir de forma
significativa os niveis desta citocina. Conforme descrito anteriormente,
0s macréfagos desempenham papel importante no desenvolvimento das
IBDs, uma vez que estdo associados a producdo de altos niveis de
citocinas pro-inflamatérias como TNF, IL-6 e IL-1p (Hanauer e Present,
2003). Diante desses dados, & possivel sugerir que a modulagdo da
expressdo e producdo dos mediadores inflamatorios observados neste
estudo parece estar relacionada com a migracdo leucocitaria para o
tecido do colon na colite experimental, e ndo pela acdo direta da
miricitrina sobre a producdo desses mediadores. Entretanto, para
confirmar essa hipotese da acdo da miricitrina na modulacdo da
expressao e producdo dos mediadores inflamatérios, estudos adicionais
S30 Necessarios.

Por outro lado, é preciso considerar que o estudo da acdo da
miricitrina na modulacdo da expressdo e producdo dos mediadores
inflamatorios em cultura de macréfagos foi realizado em um sistema in
vitro, e, estudos realizados neste sistema apresentam, muitas vezes,
resultados diferentes daqueles observados quando o mesmo composto é
analisado em um sistema bioldgico/in vivo. Esses efeitos contraditérios
observados estdo, geralmente, associados as caracteristicas fisico-
guimicas e aos aspectos farmacocinéticos do composto que esta sendo
analisado (Lin e Lu, 1997; Alavijeh e Palmer, 2004). Ja é bem descrito
na literatura que, grande parte dos compostos quando administrados pela
via oral, precisam ser biotransformados para que possam gerar
compostos/metabdlitos mais ativos, 0s quais representam nesses casos, a
forma ativa deste composto (Lin e Lu, 1997; Alavijeh e Palmer, 2004).
Dessa forma, a identificacdo da forma ativa de um composto no sistema
biolégico é fundamental para a correta interpretacdo dos efeitos
biolégicos do mesmo. Sendo assim, considerando os aspectos acima
descritos, a extrapolacdo dos resultados in vitro para o sistema bioldgico
do organismo intacto pode ser muito desafiante e gerar muitas vezes
interpretacGes errbneas. Por essa razdo, o conhecimento do perfil
farmacocinético de um composto é extremamente necessario para a
melhor compreensdo e interpretacdo dos resultados obtidos a partir da
andlise dos efeitos deste composto em diferentes sistemas, in vitro e in
vivo.

Apesar de inumeros estudos descreverem com clareza as
principais vias pelas quais os flavonoides exercem seus efeitos
antiinflamatérios, o estudo do perfil farmacocinético e a forma com que
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estes compostos sdo absorvidos pelo TGI, se na sua forma integra
(glicosilada), hidrolisada (aglicona) e/ou na forma de metabolitos, é
ainda foco de pesquisa. De fato, estudos in vivo com o flavonoide
quercetina e seus analogos glicosilados mostraram resultados um tanto
controversos. Comalada e colaboradores (2005) observaram que a forma
aglicona da quercetina foi capaz de reduzir a proliferacdo de macréfagos
in vitro apés estimulacdo pelo M-CSF (do inglés, macrophage-colony
stimulating factor), além de inibir a expressao de IL-1B, TNF-a e iNOS
em cultura de macréfagos estimulada com LPS. Por outro lado, o
mesmo grupo demonstrou que a forma glicosilada (quercitrina) nédo
apresentou efeito significativo sobre a reducdo desses mediadores nas
mesmas condi¢des experimentais. No entanto, Kwon e colaboradores
(2005) mostraram que a quercetina, na sua forma glicosilada, apresentou
efeito antiinflamatério na colite induzida pelo DSS em camundongos.
Dessa forma, acredita-se que o efeito contraditorio, in vivo e in vitro,
deste composto pode ser explicado, pelo menos em parte, pelo diferente
perfil farmacocinético dos mesmos, o qual sugere que a forma ativa da
miricitina parece ndo ser sua forma glicosilada, mas sim a forma
aglicona formada apds o processo de biotransformagdo no organismo.

Levando em consideracdo os estudos supracitados, o efeito da
pré-incubacdo com o composto miricetina, que é a forma aglicona do
flavonoide miricitrina, sobre a secrecdo de TNF-o. em cultura de
macréfagos  estimulada com LPS, foi também avaliado.
Interessantemente, nossos resultados mostraram que a miricetina reduziu
significativamente os niveis da citocina pro-inflamatéria TNF-a na
cultura de macréfagos estimulados com LPS. Dessa forma, sugere-se
que ou o flavonoide miricitrina ndo é capaz de modular diretamente a
producdo de citocinas pelas células inflamatdrias, ou que a forma ativa
do flavonoide, quando administrado pela via oral in vivo, é a forma
aglicona, formada ap6s processo de hidrélise do composto glicosilado
no organismo. Entretanto, para afirmar corretamente a forma ativa in
vivo da miricitrina, apos sua administracdo pela via oral, foi realizado o
estudo do seu perfil farmacocinético.

Para a correta determinacdo e interpretacdo dos parametros
farmacocinéticos de um composto em matriz bioldgica, o
desenvolvimento e a validaghio de um método analitico sdo
fundamentais para garantir a confiabilidade e assegurar a credibilidade
frente aos resultados obtidos (Cass, 2001; Pereira, 2005). Nesse sentido,
embora inimeros estudos apontem o flavonoide miricitrina como uma
molécula com grande potencial farmacol6gico (Meotti et al., 2006a;
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Fernandez et al., 2009; Pereira et al., 2011), ndo ha, até o momento,
relatos na literatura referentes ao perfil farmacocinético deste composto.

No presente estudo, foram desenvolvidos e validados dois
métodos cromatograficos utilizando a técnica da cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada ao espectrometro de massas para a
identificacdo, quantificacdo e determinacdo do perfil farmacocinético da
miricitrina, em roedores. Os métodos validados mostraram-se seletivos,
lineares, sensiveis, reprodutiveis e, apresentaram precisdo e exatiddo
dentro dos limites preconizados pelas agéncias regulamentadoras e, por
esta razdo, puderam ser corretamente aplicados para a determinacéo do
perfil farmacocinético deste flavonoide em ratos e camundongos.

A padronizacdo do método analitico para a quantificacdo da
miricitrina no plasma de camundongo foi realizada em um instrumento
LC-MS, cujo analisador consistiu de um quadrupolo simples, enquanto
gue a padronizago em plasma de rato foi realizada em instrumento LC-
MS/MS, contendo um analisador do tipo triplo-quadrupolo. Ambos 0s
métodos utilizados foram altamente seletivos e bastante sensiveis.
Entretanto, os resultados mostraram que a utilizacdo de um equipamento
LC-MS/MS permitiu uma melhor sensibilidade de deteccdo e de
quantificacdo do flavonoide miricitrina em plasma de rato, quando
comparada com a metodologia empregada para quantificacdo deste
mesmo composto em plasma de camundongo. O analisador do tipo
triplo-quadrupolo utiliza dois estagios de espectrometria de massas,
sendo um deles usado para isolar o ion de interesse e 0 outro para
estabelecer uma relagéo entre o ion parental e os outros ions que foram
gerados a partir da sua decomposi¢do induzida (sub-produtos). Por esta
razdo, este analisador é mais seletivo e sensivel, além de permitir a
reducdo da interferéncia espectral de compostos presentes na matriz e de
aumentar a quantidade de informacdo estrutural que se pode obter
(Chiaradia, 2008).

Outro componente importante do espectrdmetro de massas € a
fonte ionizadora. No presente trabalho, a interface eletrospray foi
corretamente selecionada uma vez que foi capaz de ionizar 0s
compostos presentes nas amostras de plasma de roedores, bem como
permitiu a obtencdo de um método seletivo e bastante sensivel. A ESI é
a técnica de ionizacdo por pressdo atmosférica mais utilizada atualmente
para a ionizacdo de molécula polar de pequeno tamanho, como por
exemplo, os flavonoides, como a miricitrina (Vekey, 2001; Ardrey,
2003). Entretanto, a eficiéncia de um método analitico por LC-MS néo
depende apenas da técnica de ionizacdo e do espectrdmetro de massas
utilizado, mas também, dos componentes compreendidos em um sistema
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de LC, como por exemplo, a fase estaciondria e a fase mével (Ardrey,
2003). No presente trabalho, a fase estacionaria empregada para ambas
as metodologias desenvolvidas foi uma coluna de fase reversa C18, que
é ideal para analise de compostos com polaridade intermediaria, como
os flavonoides, e permite 0 uso de solu¢des aquosas no sistema de fase
movel. Entretanto, para a padronizacdo do método em plasma de rato,
foi utilizada uma coluna com comprimento menor (50 mm) do que a
coluna utilizada para a padronizagdo em plasma de camundongo (150
mm). Desta forma, a reducdo no comprimento da coluna nos permitiu
reduzir aproximadamente seis vezes o tempo total da analise em plasma
de rato.

Outra razdo pela qual a cromatografia em modo reverso é a
mais empregada atualmente é devido & possibilidade de utilizagdo de
fase mdvel aquosa para analise seletiva dos compostos de uma amostra
(Cass, 2001). No presente trabalho, a fase mdvel utilizada constituiu de
uma mistura de agua com solvente organico, e, em ambos 0s métodos
padronizados neste trabalho, os compostos de interesse foram eluidos
guando o gradiente de eluicdo apresentava altas concentragdes de
solvente organico (aproximadamente 56%). De fato, é descrito na
literatura que a sensibilidade de uma analise é aprimorada quando os
compostos presentes em uma amostra sdo eluidos em altas
concentracdes de solvente organico (Needham et al., 2000; Dams et al.,
2002; Gao et al., 2005; Kostiainen e Kauppila, 2009). Além disso, a fim
de aumentar a resposta de ionizacdo para 0s compostos estudados,
miricitrina e Pls (quercetina e epicatequina), foram adicionados na fase
movel aditivos como o 4cido formico 0,1% e 4cido acético 1 mM, os
quais foram capazes de otimizar a sensibilidade da analise, tanto por
MS, quanto por MS/MS (dados ndo mostrados). De fato, inimeros
aditivos e/ou modificadores tém sido amplamente utilizados na fase
movel da LC com a finalidade de melhorar a sensibilidade, resolucdo e
reprodutibilidade da anélise (Wu et al., 2004; Gao et al., 2005).

A determinagdo da técnica de extracdo do composto de interesse
da matriz biolégica é outro fator fundamental no desenvolvimento de
um método analitico por LC-MS, pois é responsavel por eliminar
qualquer interferente e/ou contaminante presente na amostra, que possa
danificar a coluna cromatografica ou mesmo interferir com a andlise do
analito de interesse (Cassiano, 2009). Os resultados apresentados neste
trabalho mostram que a técnica de extracédo utilizada foi empregada com
sucesso, pois permitiu que a extragdo do composto de interesse fosse
realizada de forma eficiente e reprodutiva e, livre de qualquer
interferente presente na matriz bioldgica. Conforme descrito na
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literatura, a técnica de precipitacdo de proteina é uma das técnicas mais
utilizadas atualmente para a extracdo de compostos flavonoides da
matriz complexa, pois & um método simples, com baixo custo, eficiente
e que apresenta boa reprodutibilidade (Zhao et al., 2012).

Para evitar a degradacdo dos compostos de interesse, miricitrina
e Pls presentes nas amostras bioldgicas de roedores, foram utilizadas
durante todo processo de analise, algumas das técnicas ja descritas na
literatura que permitem a estabilizagdo de moléculas instaveis em matriz
complexa (Li et al., 2011) . Para tanto, as amostras de sangue ou de
cblon coletados dos animais, foram imediatamente armazenadas em
freezer refrigerado a -80°C e, durante o preparo, foram descongeladas e
mantidas em gelo (0-4°C) durante todo o procedimento. Da mesma
forma, ap6s a etapa de extracdo dos analitos de interesse da matriz
bioldgica, as amostras foram imediatamente armazenadas em freezer
sob temperatura de -80°C. Além disso, para evitar qualquer reacdo
enzimatica que pudesse degradar 0os compostos presentes nas amostras,
0 pH do meio foi controlado através da adicdo de solugdo acida. Desta
forma, o pH do meio foi mantido em um valor de aproximadamente 4,5.

A determinagdo da estabilidade é uma varidvel pré-analitica
muito importante para a analise e quantificacdo de compostos presentes
em matriz bioldgica utilizando sistema HPLC-MS/MS (Li et al., 2011).
Sendo assim, a fim de determinar a estabilidade da miricitrina diante do
método analitico empregado foi realizado o ensaio de estabilidade desta
molécula em plasma de rato. Os resultados mostraram que, ap6s 0
processamento das amostras de plasma contendo miricitrina, estas
apresentaram alta estabilidade, mesmo apds serem submetidas a 3 ciclos
congela (20 °C)-descongela (temperatura ambiente), ou ap0ds
permanecerem 24h armazenadas a 4°C. Entretanto, a estabilidade da
miricitrina, quando armazenada em diferentes temperaturas e por longos
periodos de tempo, nédo foi analisada neste trabalho, e, portanto, deve ser
futuramente avaliada.

A instabilidade de um composto pode ocorrer em qualquer
estdgio do processo bioanalitico, incluindo, coleta da amostra,
processamento, armazenamento, extracdo e até mesmo, durante a analise
por sistema cromatografico LC-MS ou LC-MS/MS (Li et al., 2011). As
causas mais comuns da instabilidade de um analito em bioanalise
quantitativa por LC-MS ou LC-MS/MS sdo: degradacdo da amostra
ativada por enzimas, como as esterases, hidrélise dos metabdlitos
conjugados, reatividade quimica, degradagdo fotoquimica ou mesmo,
fragmentacdo e/ou transformacdo do composto na fonte do
espectrdmetro de massas (Briscoe e Hage, 2009). Estudos mostraram
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gue o tempo entre a coleta e 0 armazenamento das amostras bioldgicas
em freezer é fundamental para evitar a degradacdo de compostos
instaveis, e por essa razdo, deve ser o mais curto possivel (Eriksson e
Bjorkman, 1997; D'esposito et al., 2008). Além disso, durante o
processamento das amostras, as mesmas devem ser mantidas em gelo
Umido (0-4 °C) para evitar qualquer problema de degradacdo (Chen e
Hsieh, 2005). Outro fator extremamente importante para evitar a
degradacdo de um analito instavel, é o controle do pH da amostra. Ja é
bem descrito na literatura que o pH tem papel fundamental nas reacdes
enzimaticas ou nao-enzimaticas catalisadas por acido ou base (Fura et
al., 2003). Além disso, pesquisas também mostraram que o pH de uma
amostra de plasma, tratada ou ndo, pode aumentar para um valor igual a
8,8 quando mantidas sob temperatura ambiente ou a 37 °C, e durante 0
preparo desta amostra o pH pode chegar até 9,5, resultando na
aceleracdo das reacBes enzimaticas mediadas pela hidrolases efou
esterases, as quais sdo capazes de degradar os composto de interesse
presentes na matriz biolégica (Fura et al., 2003; Vainchtein et al., 2007).

Outro aspecto que deve também ser considerado durante analise
por espectrometria de massas é a possivel interferéncia da matriz na
andlise do analito, que é capaz de causar alteragdes nas analises
cromatogréaficas, como: mascaramento do pico do analito de interesse,
erro na identificacdo do analito e aumento do sinal do detector (Pinho,
2009). O estudo sobre o efeito da matriz empregada para analise da
miricitrina em plasma de rato mostrou que os constituintes do plasma
parecem interferir com a andlise do flavonoide miricitrina através do
sistema LC-MS/MS, de forma que foi observado uma supressdo de
aproximadamente 15% na ionizacgdo deste composto. Entretanto, o efeito
de matriz observado para a miricitrina ocorreu de forma reprodutivel
entre as replicatas das amostras CQ nos trés niveis de concentracdo em
gue foram analisadas. Desta forma, é possivel observar que o efeito de
matriz para 0 composto miricitrina ocorre de forma semelhante,
independente da concentracdo da amostra analisada, ndo interferindo
com a reprodutibilidade do método analitico em questao.

Ap0s as etapas de padronizacdo e validacdo do método analitico
para quantificacdo da miricitrina em plasma de roedores, 0 mesmo foi
utilizado com sucesso, nos estudos in vivo, para a determinacgdo do perfil
farmacocinético deste flavonoide. Este estudo foi realizado
separadamente em camundongos e ratos e os dados obtidos foram
analisados pelos modelos farmacocinéticos, ndo-compartimental e de 2
compartimentos. No entanto, a analise dos resultados através do modelo
de dois compartimentos apresentou altos valores de CV, e, por isso,
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optou-se por analisar os dados farmacocinéticos, a partir do modelo néo-
compartimental. Esta variacdo ocorre normalmente porque o modelo
compartimental representa uma simplificacdo do organismo e é
altamente dependente da espécie em estudo, além de ndo considerar
outros fatores interferentes como, a ligacdo do farmaco as proteinas
plasmaticas (Vaughan e Hope, 1979; Rohatagi et al., 1997; Nora, 2008;
Wolfsegger e Jaki, 2009). O modelo ndo compartimental apresenta
relagdo anatémica e fisioldgica mais realista pois considera a influéncia
de outros fatores como o fluxo sanguineo e o volume real de sangue
presente em cada 6rgdo, permitindo assim uma analise mais fidedigna
do perfil farmacocinético de um determinado farmaco, e por esta razdo,
€ o modelo farmacocinético mais utilizado (Rohatagi et al., 1997;
Wolfsegger e Jaki, 2009).

A andlise do perfil farmacocinético da miricitrina em plasma de
camundongo, ap6s administracdo i.v., mostrou que este flavonoide
apresenta um perfil farmacocinético bifésico, incluindo uma fase de
distribuicdo rapida, além de uma fase rapida de eliminagdo. Os baixos
valores apresentados para os parametros de farmacocinética como,
volume de distribui¢do, tempo de meia-vida, e, clearance, indicam que,
possivelmente, a miricitrina, assim que administrada pela via
intravenosa seja rapidamente hidrolisada para formagdo da molécula
aglicona. De fato, estudos mostram que, compostos glicosilados,
guando administrados pela via intravenosa sdo detectados no plasma em
baixas concentracdes e por um periodo de tempo bastante curto, além de
apresentarem répida distribuicdo e eliminagéo no organismo (Lambert et
al., 2003; Guo et al., 2008; Kang et al., 2009; Chen et al., 2011).

Além disso, ja estd bem estabelecido na literatura que
flavonoides glicosilados sdo rapidamente hidrolisados no organismo,
para a formacdo da molécula aglicona, ap6s sua administracdo, pelas
vias oral ou intravenosa, devido a acdo das enzimas hidrolases (para
revisdo ler (Manach et al., 2004; Manach et al., 2005). Adicionalmente,
a ligacdo dos compostos flavonoides a proteinas plasméticas é outro
fator que deve ser considerado, uma vez que estes compostos
apresentam alta afinidade por proteinas plasmaticas, principalmente a
albumina. Além disso, relatos da literatura mostram que, a presenca de
grupos hidroxilas no anel B dos flavonoides, como no caso da
miricitrina, aumenta consideravelmente a afinidade destes compostos
pelas proteinas plasméticas (Manach et al., 2004; Xiao e Kai, 2012).
Entretanto, para determinar a taxa de ligacdo da miricitrina com as
proteinas plasmaticas estudos adicionais devem ser realizados.
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De forma semelhante, os dados farmacocinéticos obtidos para a
miricitrina em plasma de rato apresentaram perfil bifasico, sendo
compreendido por uma fase rapida de distribuicdo, porém, com uma fase
de eliminagcdo mais lenta e prolongada, que pode ser determinado pelo
valor de tempo de meia-vida de aproximadamente 5 horas (cerca de 18
vezes maior que o valor determinado para camundongos). O alto volume
de distribuicdo da miricitrina em plasma de rato (2,97 L/kg), diferente
dos dados encontrados em plasma de camundongo, pode sugerir que
este composto seja amplamente distribuido para os tecidos periféricos
guando administrado em ratos, 0 que explicaria, pelo menos em parte, 0
aumento do seu tempo da sua meia-vida de eliminacdo e a sua menor
depuracdo plasmética deste composto quando comparado aos valores
obtidos para camundongo. Além disso, um valor maior da AUC
observado em ratos, esta de acordo com o menor valor de CL observado,
sugerindo uma reducdo do processo de filtragdo glomerular ou
depuracdo hepatica. Da mesma forma, o valor reduzido da constante de
eliminacdo (Ke) observado no plasma de rato, estd de acordo com o
valor reduzido do CL obtido. Além disso, o tempo de meia-vida mais
longo, observado em ratos, pode ser explicado pela utilizacdo de um
método analitico mais sensivel, o qual permitiu que o composto fosse
detectado por mais tempo no plasma. Por outro lado, as diferencas entre
o0s parametros farmacocinéticos obtidos para camundongos e ratos neste
estudo, podem ser atribuidas as diferencas fisioldgias e biogquimicas
existentes entre as espécies, como por exemplo, a variabilidade na
expressdo das enzimas metabolizadoras, principalmente do sistema
CYP 450, as quais podem interferir nos processos de metabolizacdo de
uma droga (Sharma e Mcneill, 2009; Toutain et al., 2010).

Outro parametro farmacocinético observado que apresentou
diferenca significativa entre ratos e camundongos foi a concentracéo
maxima obtida apds administracdo intravenosa da miricitrina. Em ratos
a Crax foi muito superior aquela encontrada em camundongos, cerca de
cinco vezes maior. Além das diferencas supracitadas entre as espécies,
os dados contraditérios podem ser explicados pela forma com que o
composto foi administrado nos animais. Em ratos, a administracdo do
composto ocorreu pela canula inserida na veia jugular dos animais, ou
seja, 0 composto foi injetado diretamente na circulagdo sistémica e os
problemas relacionados a perda de volume ndo ocorre. Em
camundongos, a administracdo intravenosa ocorreu pelo plexo ocular.
Quando um composto é administrado pelo plexo ocular, pode ocorrer
muitas vezes, pequeno extravasamento de sangue ap6s puncéo do plexo,
0 que leva a uma perda considerada da quantidade total de composto
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administrado ao animal. Além disso, através da administracdo pelo
plexo ocular, ndo é possivel visualizar se a administragdo do composto
esta sendo completamente injetada na veia. Entretanto, apesar dos
problemas apresentados pela administracdo de um composto pelo plexo
ocular, os valores encontrados para a miricitrina em plasma de
camundongo, apresentaram pouca variabilidade entre os animais e
podem ser visualizados pelos baixos valores de erro padréo apresentados
no grafico da curva da concentracdo em funcdo do tempo.

Além da determinacdo do perfil farmacocinético pela via
intravenosa, 0 presente trabalho buscou avaliar também o perfil
farmacocinético da miricitrina pela via oral. No entanto, a miricitrina
ndo foi detectada em concentra¢des quantificaveis em ambas as espécies
avaliadas durante todo o tempo de andlise (12 horas), e por isso, a
biodisponibilidade oral deste composto ndo pode ser determinada.
Contudo, € sugerido que a miricitrina, quando administrada pela via
oral, seja rapidamente hidrolizada e biotransformada no organismo.

Os resultados do presente trabalho corroboram os dados da
literatura, os quais mostram que os flavonoides apresentam baixa
biodisponibilidade quando administrados pela via oral (Piskula e Terao,
1998; Crespy et al., 1999; Piskula et al., 1999; Scalbert et al., 2002).
Um dos fatores responsaveis pela baixa biodisponibilidade de um
composto refere-se & baixa taxa de absorcdo e ampla distribui¢do do
mesmo, 0 que estd diretamente relacionado as suas caracteristicas
fisicas-quimico, como por exemplo, sua lipofilicidade (Xavier, 2006;
Budha et al., 2008). Sendo assim, a determinagdo da lipofilicidade de
um composto é extremamente importante para predicdo da taxa de
absorcdo oral do mesmo (Xavier, 2006).

Desta forma, a fim de determinar a caracteristica lipofilica do
flavonoide miricitrina e da sua forma aglicona (miricetina), estudos do
coeficiente de particdo (P), 6leo/agua (o/a), destes compostos foram
realizados. Os resultados do presente estudo mostraram que a miricitrina
apresenta baixa lipofilicidade, uma vez que, o coeficiente de particéo
calculado foi inferior a 1, e por esta razdo, a sua passagem pela
membrana biolégica é reduzida. De fato, estudos da permeabilidade da
miricitrina em linhagem celular de adenocarcinoma do célon humano
(células Caco-2) mostraram que a maior concentracdo deste composto
ficou retida na porcdo apical, e que apenas 0,68% de miricitrina (100
M) permearam as células (Yokomizo e Moriwaki, 2005a).

Outro aspecto bastante relevante quanto & absor¢do dos
flavonoides, é o fato de que a taxa de absor¢do desses compostos é
influenciada pela ligagdo de um aglcar a esses compostos, e, ao tipo de
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acucar ligado. Estudos de Gee e colaboradores (1998) mostraram que
compostos glicosilados tendem a proteger 0 composto de uma possivel
degradacdo na porcdo superior do TGI, e que esta caracteristica esta
relacionada ao tipo de acUcar ligado a molécula. De fato, estudos de
Muellen e colaboradores (2008) mostraram que a quercetina glicosilada,
guando administrada pela via oral, permanece em altas concentragdes no
estbmago dos animais, por até 1 hora ap6s a sua administracao.
Ademais, estudos sugerem que compostos fendlicos que possuem um
acucar do tipo ramnose ligado a molécula, ndo sdo absorvidos na porcao
do intestino delgado e, desta forma, conseguem atingir o intestino
grosso, mais especificamente o colon, em maior concentracdo, onde sao
hidrolisados pelas enzimas ramnosidases da microflora intestinal, e os
metabolitos sdo absorvidos. Entretanto, no colon, a area de troca e o
sistema de transporte sdo reduzidos, 0 que torna mais lenta e menos
eficiente a absor¢do dos flavonoides ligados a ramnose quando
comparada aos demais flavonoides glicosilados (Manach et al., 1995;
Hollman e Katan, 1997). Estudos de Yokomizo e colaboradores
(2005b) mostraram que o flavonoide miricitrina, assim como a
guercetina glicosilada, parece ndo sofrer nenhum processo de
degradacdo em condicBes experimentais que condizem com as
caracteristicas fisiolégicas do estbmago (pH &cido = 1,5). Entretanto,
guando colocadas em pH correspondente ao pH intestinal (pH 8,5), ha
uma extensa degradacao deste flavonoide. Desta forma, podemos sugerir
gue a miricitrina, por apresentar um aclcar do tipo ramnose, resiste a
hidrélise &cida no estdmago e, atinge a porcdo intestinal de forma
intacta, onde passa a ser metabolizada pela acdo da microflora intestinal,
uma vez que, ndo foi possivel detectar a miricitrina, na sua forma
glicosilada, no plasma de roedores e nem mesmo, no coélon de
camundongos apos sua administracao pela via oral.

Nesse contexto, o fato da miricitrina ter apresentado efeito anti-
inflamatdrio e antinociceptivo no modelo de colite experimental apds
sua administracdo pela via oral, embora ndo tenha sido detectado no
plasma dos animais apds tratamento pela mesma via, sugere que a a¢do
deste composto ocorra devido ao seu acimulo no sangue e/ou nos
tecidos alvos, ou, que a miricitrina seja metabolizada ap6s sua
administracdo, e os seus metab6litos formados, sejam 0s responsaveis
pela atividade bioldgica observada.

Para responder esta questdo foi realizado tratamento por 7 dias
consecutivos com a miricitrina, uma vez ao dia com a dose 10 mg/kg e,
amostras de sangue e de c6lon foram coletadas e analisadas pelo sistema
UPLC QTof, cujo analisador, é o mais adequado para a identificacéo e
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quantificacdo dos metabdlitos de um composto de referéncia, uma vez
gue estes equipamentos possuem diferentes softwares e bibliotecas de
dados, os quais permitem identificar as diferencas existentes entre uma
amostra e outra através de calculos estatisticos, e sugerir, 0s possiveis
metabolitos presentes em uma amostra para um determinado composto
(Chiaradia, 2008).

Nossos resultados mostraram que, mesmo apés 7 dias de
tratamento, ndo foi possivel detectar a miricitrina nem no plasma, nem
no colon dos camundongos tratados. Entretanto, os dados obtidos
sugerem a presenca dos metabolitos, sulfato de miricetina e 3,5-
dihidroxifenilacético (3,5-DHPA) no plasma, e os acidos fendlicos, 3-
hidroxifenilacético (3-HPA) e 3,5-dihidroxifenilacético (3,5-DHPA) no
colon dos animais tratados. Sendo assim, é possivel sugerir que 0s
metabdlitos formados apds administracdo da miricitrina pela via oral,
sejam realmente os responsaveis pelo efeito farmacolégico observado no
modelo da colite induzida pelo DSS. No entanto, para confirmar essa
hipotese, bem como, para determinar se o efeito anti-inflamatério dos
metabdlitos originados a partir da administracdo oral da miricitrina,
neste modelo experimental, é sistémico ou local, estudos mais
especificos devem ser realizados.

Os resultados do presente trabalho, corroboram com dados da
literatura, os quais mostram que, os flavonoides apresentam baixa
biodisponibilidade quando administrados pela via oral, devido a sua alta
taxa de metabolizacdo ou baixa absorcdo (Piskula e Terao, 1998; Crespy
et al.,, 1999; Piskula et al., 1999; Scalbert et al., 2002). Conforme
descrito na literatura, 0 metabolismo dos polifendis ocorre por uma via
comum, ou seja, compostos glicosilados precisam ser hidrolizados pelas
enzimas intestinais para que possam ser absorvidos e, durante o
processo de absorcdo, estes compostos na forma aglicona s&o
conjugados, principalmente com sulfato ou glucuronideo (Scalbert e
Williamson, 2000). Por esta razdo, a forma aglicona ndo é detectada ou
aparece na circulagdo sanguinea geralmente em baixas concentracfes
(Boersma et al., 2002; Mullen et al., 2008; Vissiennon et al., 2011).
Além disso, inimeros estudos in vivo e in vitro, tém mostrado que 0s
flavonoides sdo extensivamente metabolizados pela microbiota
intestinal, ocorrendo principalmente, a hidrolise das ligacdes
glicosidicas e a fissdo do anel propi6nico, que levam a formacdo dos
diferentes &cidos fendlicos, como por exemplo, os acidos fenilacéticos
(Day et al., 2001; Sesink et al., 2001; Aura et al., 2002; Lee et al., 2002;
Schoefer et al., 2002; Natsume et al., 2003; Schoefer et al., 2003; Labib
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et al., 2004; Keppler e Humpf, 2005; Ruiz et al., 2007; Winter et al.,
2010).

Os acidos fenolicos parecem ser formados a partir da acdo dos
microorganismos presentes na flora col6nica. Estudos mostraram que os
acidos fendlicos possuem inimeras propriedades farmacoldgicas, dentre
elas, acdo sobre o crescimento e proliferacdo celular (Franco et al.,
2003; Li et al., 2004). Além disso, o acido 3,4-dihidroxifenilacético
demonstrou possuir atividade antiproliferativa em células cancerosas de
colon e prostata (Gao et al., 2006). Estudos realizados em células HT29
mostraram que os acidos 3-fenilpropiénico, 3-hidroxifenilacético e 3,4"-
fenilpropiénico reduziram a expressdo da COX-2 a concentracdes
fisioldgicas (Karlsson et al., 2005). Recentemente, estudos mostraram
gue os metabolitos dos flavonoides gerados a partir da acdo da
microflora colbnica exercem atividade anti-inflamatéria (Larrosa et al.,
2009) e anti-apoptdtica (Krajka-Kuzniak et al., 2008) in vivo. Desta
forma, pode-se sugerir que os flavonoides sejam pro-drogas e
necessitem ser biotransformados para exercerem suas agdes
farmacoldgicas. A ideia de que os flavonoides sejam pro-drogas foi
primeiramente considerada por Kim e colaboradores (Kim et al., 1998),
0S quais observaram que os metabdlitos formados pela degradacdo da
rutina e quercetina pelas bactérias intestinais in vitro, os acidos 3,4-
dihidroxifenilacético e 4-hidroxifenilacético, apresentavam atividade
antiplaquetaria mais eficiente que a molécula original. De forma
semelhante, Vissiennon e colaboradores (2011) mostraram que 0s
flavonoides luteolina, kaempferol e miricetina, necessitam da atividade
da microflora intestinal para exercerem sua atividade ansiolitica, uma
vez que esta atividade ndo foi observada quando os mesmo foram
administrados pela via intraperitoneal ou mesmo quando 0s animais
foram pré-tratados com antibidticos.

Nesse sentido, estudos em camundongos, mostraram que a
miricitrina apresenta efeito ansiolitico e antipsicotico (Fernandez et al.,
2009; Pereira et al., 2011). Desta forma, considerando que 0s possiveis
metabdlitos identificados no presente trabalho, os acidos 3-HPA e 3,4-
DHPA, apresentam inlUmeras atividades biologicas, assim como, sdo
capazes de permear a BHE (Gerhart et al., 1997), sugere-se que o efeito
ansiolitico e antipsicotico da miricitrina ocorra devido a acdo destes
metabdlitos formados apds sua metabolizacdo. Porém, a acdo da
miricetina na sua forma conjugada (miricetina sulfatada), cujo
metabdlito foi encontrado no plasma dos camundongos, ndo pode ser
descartada. Por outro lado, estudos mostraram que o flavonoide
miricitrina, quando administrado pela via intraperitoneal, apresenta
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atividade farmacoldgica em diferentes modelos experimentais in vivo
(Meaotti et al., 2006a; Meotti et al., 2006b), e, por esta razdo, podemos
sugerir também que, além dos metabdlitos identificados no plasma dos
camundongos, o flavonoide miricitrina, na sua forma original, também
exerca acdo farmacologica.

Portanto, a fim de determinar a forma ativa do flavonoide
miricitrina, a correlacdo entre o seu perfil farmacocinético e sua agdo
antinociceptiva no modelo de dor induzida pela administracdo
intraplantar de PMA nos camundongos foi avaliada. Para tanto os
animais foram tratados com miricitrina por via intravenosa (3 mg/kg) e
oral (30 mg/kg), e os dados da resposta farmacologica foram
comparados & concentragdo plasméatica da miricitrina, quando
administrada pelas mesmas vias e doses.

Nossos resultados mostraram que a miricitrina, quando
administrada tanto pela via oral, quanto pela via intravenosa, produziu
efeito antinociceptivo por até 4h. De forma semelhante, Meotti e
colaboradores (Meotti et al., 2007b), observaram que a miricitrina,
guando administrada pela via intraperitonial, foi capaz de inibir a
alodinia mecéanica induzida pela injecdo de CFA na pata dos
camundongos por um periodo de até 4 horas apés sua administracao.
Sendo assim, podemos inferir que, por apresentar efeito analgésico logo
apos inducéo da hiperalgesia, a miricitrina parece ser a forma ativa deste
composto, e que o efeito observado por um periodo de até 4 horas, pode
ser decorrente da sua acdo na modulacdo de cascatas de sinalizagdo as
quais estdo diretamente envolvidas na transducéo do sinal doloroso.

Nesse contexto, estudos de Souza e colaboradores (2002)
mostraram que a ativacdo da via da PKC em tecido periférico leva ao
desenvolvimento da resposta nociceptiva espontanea, sugerindo que a
ativacdo da PKC in vivo, é essencial para o estabelecimento da resposta
nociceptiva induzida. Além disso, estudos de Ferreira e colaboradores
(2005) mostraram que a administracdo i.pl. de PMA induz a ativacéo de
duas isoformas de PKC, a PKCa e a PKCe. Ademais, estudos mostram
gue a via da PKC esta diretamente envolvida na ativacdo da cascata
inflamatdria (Lallena et al., 1999; Toton et al., 2011). Desta forma,
considerando que a miricitrina apresenta atividade inibitéria sobre a via
da PKC, conforme demonstrado neste trabalho, podemos sugerir que a
atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva da miricitrina, ocorram pela
inibicdo dessa via de sinalizacdo a partir da administracdo deste
flavonoide pela via intravenosa, e que, uma vez inibida, esta possa atuar
por um periodo de até 4 horas.
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Entretanto, conforme descrito anteriormente, a analise do perfil
farmacocinético da miricitrina mostrou que quando administrado pela
via intravenosa, este composto ndo é mais detectado no plasma a partir
de 1h. Além disso, com base na andlise dos seus parametros
farmacocinéticos, quando administrada por esta mesma via, foi
observado que esta molécula apresenta um baixo tempo de meia vida e
baixo clearence, sugeririndo que a miricitrina seja rapidamente
deglicosilada e/ou metabolizada ap6s sua administracdo, e que, 0S
metabodlitos formados, sejam também responsaveis por suas acdes
farmacoldgicas.

Esta hipotese é reforcada pelos resultados apresentados neste
trabalho, os quais mostraram que a miricitrina embora tenha apresentado
acdo antinociceptiva e anti-inflamatoria quando administrada pela via
oral, ndo foi detectada no plasma e célon dos animais tratados. Dessa
forma, é possivel sugerir, conforme ja aventado para outros flavonoides
como o kaempferol e a quercetina (Vissiennon et al., 2011), que a
miricitrina é uma pro-droga, e desta forma, os metabdlitos identificados
sejam os responsaveis pela sua atividade farmacoldgica no modelo de
colite experimental.

Por fim, considerando que a forma aglicona conjugada ao grupo
sulfato foi identificada no plasma dos animais ap6s administracdo da
miricitrina pela via oral, é possivel sugerir que a miricitrina sofreu
processo de deglicosilacdo no célon dos animais para formacdo da
molécula aglicona, assim como de fato, & demostrado para a maioria dos
flavonoides glicosilado que sdo administrados pela via oral (Manach et
al., 2004; Manach et al., 2005). De fato, essa hip6tese corrobora com 0s
dados in vitro obtidos no presente trabalho, os quais mostraram que a
forma aglicona foi capaz de reduzir os niveis da citocina TNF-o nas
células de macréfagos. O fato de ndo termos identificado a molécula
aglicona no colon e no sangue dos animais pode ser explicado, pelo
menos em parte, pelo fato de a coleta das amostras de plasma e célon ter
sido realizada em apenas um Unico tempo apds a administracdo da
Gltima dose de miricitrina (apos sete dias de tratamento) pela via oral.
Portanto, para confirmar essa hipétese, estudos adicionais, em diferentes
tempos de coleta, devem ser realizados.

Em conclusdo, o presente estudo demonstrou que o flavonoide
miricitrina foi efetivo em prevenir a colite experimental induzida pelo
DSS em camundongos através da inibicdo da infiltragdo de células
inflamatdrias para o colon inflamado, da reducdo da producéo e/ou
expressdo de mediadores inflamatérios no tecido coldnico e modulacédo
de importantes vias de sinalizagdo, as quais estdo amplamente
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relacionadas ao  desenvolvimento das IBDs, tais como,
PKCe/MAPKSs/NF-kB-p65 (ver esquema proposto na figura 33).
Ademais, o presente trabalho demonstrou que o flavonoide miricitrina
foi capaz de prevenir a dor visceral induzida pela colite experimental.
Adicionalmente, os resultados do presente trabalho nos permitem
sugerir que tanto a forma glicosilada da miricitrina, como a forma
aglicona, bem como os seus metabdlitos formados, podem representar a
forma ativa deste flavonoide, e desta forma, contribuem para sua agdo
farmacoldgica. As figuras 34 e 35 representam a possivel correlacdo
entre o perfil farmacocinético e a atividade farmacol6gica da miricitrina
apos sua administracdo intravenosa e oral.

Em conjunto, estes resultados sugerem que a miricitrina ou um
composto analago pode representar um candidato promissor para 0
desenvolvimento de novos medicamentos para a terapia das IBDs. Além
disso, os resultados da analise do perfil farmacocinético da miricitrina
ajudam na melhor compreensdo da sua atividade farmacoldgica, bem
como, permitem sugerir a forma ativa deste flavonoide.
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Figure 33. Representacdo esquematica do mecanismo pelo qual a miricitrina regula a
fisiopatologia no modelo de colite induzida pelo DSS em camundongos. O pré-tratamento
oral com miricitrina no modelo de colite experimental induzido pelo DSS, reduz os niveis e/ou
a expressdo de mediadores pro-inflamatérios, como IL-6, CXCL1/KC e TNF-a, assim como
inibe a expressdo de enzimas inflamatérias como a NOS2 e COX-2, através da modulagéo das
vias de sinalizacdo PKCe/MAPKSs/NF-kB-p65 no tecido colbnico dos animais. PKC, proteina
quinase C; DAG, diacilglicerol; PLC, fosfolipase C; MEKKK, mitogen activated protein
kinase kinase kinases; ERK1/2, quinase regulada por sinal extracelular; p-38, quinase p-38;
JNK1/2, quinase c-jun-N-terminal; IKK, quinase lkappaB; NF-«xB, fator nuclear kappaB; IL,
interleucina; TNF-o, fator de necrose tumoral alfa; CXCL1/KC, quimiocina derivada de
queratindcitoc; COX-2, ciclooxigenase-2; NOS2, 6xido nitrico sintase 2. ( 1), inibigdo; (— ),

estimulacéo.
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Figura 34. Correlagdo entre a atividade farmacoldgica e o perfil farmacocinético da

miricitrina ap6s sua administragdo pela via intravenosa.
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7. CONCLUSOES

O presente estudo buscou avaliar a possivel atividade anti-
inflamatdria e antinociceptiva da miricitrina no modelo de colite
experimental induzido pelo DSS, em camundongos. De acordo com os
resultados apresentados, a miricitrina reduziu o0s pardmetros
inflamatdrios avaliados nos animais com colite experimental,
caracterizados principalmente pela diminuicdo dos danos macro e
microscopicos no colon dos animais. Ademais, buscamos determinar os
possiveis mecanismos pelos quais a miricitrina exerce estas agfes. Os
resultados sugerem que a inibicdo da inflamacdo, induzida pela
miricitrina no modelo DSS, esta associada com o bloqueio da migracdo
de células inflamatérias e & reducdo dos niveis de produgdo e/ou
expressao de citocinas, quimiocinas e enzimas inflamatdrias as quais sao
responsaveis pela ativacdo e perpetuagdo do processo inflamatdrio.
Além disso, a mirictrina inibe importantes vias inflamatérias, como as
vias da PKC/MAPKSs/NF-«B.

Adicionalmente, foram desenvolvidos e validados, os métodos
analiticos para a quantificacdo da miricitrina em plasma de camundongo
e rato, através do sistema HPLC-MS e HPLC-MS/MS, respectivamente.
O perfil farmacocinético da miricitrina em plasma de camundongos
sugere que o composto seja amplamente degradado e/ou conjugado a
proteinas plasmaticas, enquanto que, o perfil farmacocinético deste
composto, determinado em plasma de rato, sugere que 0 mesmo seja
rapidamente eliminado do sangue e transferido para os tecidos, onde ¢é
metabolizado. As analises das amostras de plasma e célon apo6s o
tratamento com miricitrina por via oral durante sete dias consecutivos
sugerem a presenca de metabdlitos formados através da hidrélise da
porcao glicosilada da miricitrina, para formagdo da molécula aglicona, a
qual é conjugada com grupo sulfato, e através da cisdo no anel C da
aglicona, para formacgdo dos &cidos fendlicos. Assim, tanto a forma
glicosilada da miricitrina, como os seus metabdlitos formados, parecem
estar envolvidos nas suas acdes farmacolégicas.
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ANEXO 1

Perfil cromatogréafico do padréao de miricitrina analisada pelo
sistema LC-MS/MS (QTof)
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ANEXO 2

Representacdo do espectro de ions (com fragmentacéo) do padréo
de miricitrina analisada pelo sistema LC-MS/MS (QTof)
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