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Mariana Tofalini Silva (PIBIC/CNPq), Francielle Veiga Ramalho (CAPES),
Jurandir Fernando Comar (Orientador), e-mail: jfcomar@uem.br.

Universidade Estadual de Maringa /Centro de Ciéncias Bioldgicas/ Maringa,
PR.

Area e subarea do CNPg/CAPES: Ciéncias Biologicas/Bioquimica
Palavras-chave: inflamacé&o intestinal, alfa-bisabolol, morfometria intestinal.

Resumo

A colite ulcerativa e a doenca de Crohn sdo os dois tipos principais de
doencas inflamatorias intestinais. Ambas afetam o célon, causando diarreia
sanguinolenta e manifestacdes extraintestinais. O alfa-bisabolol € um
composto com propriedades antioxidante, antinociceptiva, antialérgica e anti-
inflamatéria. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do alfa-
bisabolol em ratos Wistar com colite induzida pelo &cido 2,4,6-
trinitrobenzenosulfonico (TNBS), por enema, modelo experimental que
mimetiza a doenca de Crohn. O alfa-bisabolol foi administrado oralmente nas
doses de 50 e 200 mg/kg por 7 dias apés a inducdo da colite. A atividade da
enzima mieloperoxidase (MPO) foi determinada no plasma, figado e colon
por espectrofotometria. A histologia do célon e figado foi realizada por
coloracdo HE (hematoxilina-eosina). A atividade da MPO aumentou nos
animais coliticos e o alfa-bisabolol na dose de 50 mg/kg diminuiu este
parametro nos trés tecidos. Animais coliticos tiveram area de hepatocitos
reduzida, sem alteracdo deste parametro com o tratamento. No intestino,
notou-se aumento da parede total dos grupos controle tratados e coliticos
com ou sem tratamento, da tunica mucosa e da profundidade de cripta
destes dois ultimos e da camada muscular dos coliticos (comparados ao
controle). Conclui-se que a dose de 50mg/Kg do composto diminui a
inflamacéo intestinal e sistémica em animais com colite induzida por TNBS,
sem reversdo nas alteragcbes morfométricas do intestino mesmo na dose
maior. Pelo contrario, o tratamento parece causar modificacbes na
morfometria intestinal de animais saudaveis.

Introducao

As doencas inflamatodrias intestinais (DIlI) afetam cerca de 0,5% da
populacdo mundial e a colite ulcerativa e a doenca de Crohn s&o os dois
tipos principais de DIIl. A primeira afeta primariamente a mucosa do célon,
enquanto a segunda afeta a parede intestinal inteira e pode atingir todo o
trato intestinal. Além de alteracdes gastrointestinais, 0s pacientes com
doencas inflamatorias intestinais também sédo afetados por manifestacdes
extraintestinais, como as complicacdes hepatobiliares (ORDAS et al., 2012).
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O alfa-bisabolol, um alcool sesquiterpénico monociclico, € o principal
constituinte do 6leo essencial de camomila-vulgar (Matricaria chamomilla).
Este composto possui atividades anti-inflamatéria, antiespasmadica,
antialérgica, antioxidante e antibiotica (KAMATOU et al, 2010). Desta forma,
0 presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do alfa-bisabolol

oralmente administrado sobre a inflamacdo e a morfologia do figado e do
coélon distal de ratos saudaveis e com colite induzida pelo TNBS.

Materiais e métodos

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Maringa (n° 4439150318).

Ratos machos da linhagem Wistar com 90 dias de idade (340-360g) foram
subdivididos em: controle (C); controles tratados com alfa-bisabolol 50 mg/kg
(CB50) e 200 mg/kg (CB200); coliticos (Col); coliticos tratados com alfa-
bisabolol 50 mg/kg (ColB50) e 200 mg/kg (ColB200). A inducédo da colite foi
realizada sob anestesia (Quetamina 100 mg/kg e Xilazina 20 mg/kg), via
enema, com 15 mg de TNBS em etanol 30%. Os animais foram oralmente
tratados por 7 dias (tratamento subcrénico). Apds este periodo, os ratos foram
submetidos a overdose de anestésico (tiopental sddico 100 mg/Kg). O sangue
foi coletado a partir da veia cava e o figado e intestino removidos e
processados. A atividade da MPO foi determinada no plasma e no
sobrenadante do homogenato de figado e c6lon por espectrofotometria com o-
dianisidina. Para a histologia, o colon e o figado foram corados com
hematoxilina-eosina (HE) a fim de determinar a morfometria e quantificacdo dos
hepatocitos e morfometria das camadas intestinais. Para as analises
morfométricas e quantitativas utilizou-se o programa Image-Pro Plus® 4.5. Os
dados foram expressos como médias + EPM e a significancia estatistica foi
analisada usando o GraphPad Prism Software (versdo 5.0) por meio de
ANOVA ONE-WAY seguido de teste de Tukey (p < 0.05).

Resultados e Discusséao

A é&rea dos hepatdcitos foi 19% menor nos animais coliticos (comparados
aos controles, C), mas o tratamento ndo modificou este parametro. O
namero de hepatdcitos ndo foi diferente entre controles e coliticos, mas o
tratamento com alfa-bisabolol na dose de 50 mg/kg reduziu este nimero por
aproximadamente 10% (Grafico 1). Resultados semelhantes foram
encontrados por KIM et al., 2020, no qual ndo foi possivel observar diferenca
na morfologia hepatica de ratos coliticos, especificamente necrose
hepatocelular.
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Gréafico 1: Area (A) e Niumero (B) dos hepatdcitos de ratos controle e coliticos, e seus
respectivos tratados com alfa-bisabolol nas doses de 50 e 200 mg/kg. Letras distintas no
mesmo grafico diferem estatisticamente (p<0,05).
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Na morfometria do colon distal (Tabela 1), a parede total dos grupos CB50,
CB200, Col, ColB50 e ColB200 aumentaram 45%, 41%, 39%, 44% e 58%,
respectivamente, em relacdo aos controles (C). A tinica mucosa dos Col,
ColB50 e ColB200 apresentaram aumento de 29%, 39% e 46%,
respectivamente. A camada muscular dos animais coliticos aumentou 62%
em relacdo aos controles, assim como aumentou em todos 0S grupos
tratados. A profundidade de cripta aumentou nos grupos Col, ColB50 e
ColB200, 32%, 46% e 56% respectivamente, quando comparados ao
controle. Resultados semelhantes com ratos coliticos induzidos por TNBS,
demonstraram aumento na parede total e na camada muscular do cdlon
distal. Além disso, destacaram-se edema e infiltrado inflamatorio no célon
destes ratos coliticos, ao qual foi atribuido consequéncia da doenca
inflamatoria intestinal (VICENTINI et al., 2018).

A atividade da MPO no figado, no célon distal e no plasma (Grafico 2) foi
aumentada no grupo colitico e o tratamento com alfa-bisabolol foi capaz de
reduzir este parametro em 40% no figado, 62% no co6lon e 39% no plasma.
VICENTINI et al., 2018 também demonstraram aumento da atividade da
MPO no plasma de ratos coliticos induzidos por TNBS. Quanto ao efeito do
alfa-bisabolol, ROCHA et al., 2011, observou reducéo da atividade tecidual
da MPO em animais tratados, demonstrando sua eficAcia no combate a
inflamacao.

Tabela 1: Morfometria do cdlon distal de ratos: parede total (PT), mucosa (Mu), muscular
(Mus), profundidade de criptas (Cr) de ratos controle e coliticos, e seus respectivos
tratamentos com alfa-bisabolol nas doses de 50 e 200 mg/kg. Resultados expressos como
média + EPM (n=5-6).

PT (um) Mu (um) Mus (um) Cr (um)

C 760,6 £50,77%  587,8+ 28,202 164,5 + 22,37° 459,2 + 25,90°

CB50 1105 +27,91°  720,2 +24,16*" 373,6 +25,09°  572,3 +30,89%"

CB200 1075 +66,27° 736,5+18,67*" 308,1+14,16°° 5453 + 30,60*"

Col 1059 +35,44° 7550 +17,18"  266,4+9,712°  606,4 + 18,43"°

ColB50 1096 +29,24"° 817,3+37,28" 3258 +21,43"° 670,5+30,74°°

ColB200 1200 +42,63° 858,6 +34,61° 351,5+16,49" 718,5 + 30,28°

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05). Andlise de variancia
One-Way ANOVA, pés-teste de Tukey.
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Grafico 2: Atividade da mieloperoxidase (MPO) no figado [A], c6lon distal [B] e plasma [C]
em ratos controle e coliticos, e tratados com alfa-bisabolol 50mg/kg. Letras distintas no
mesmo grafico diferem estatisticamente (p<0,05).

Conclusdes

O colon distal de animais coliticos apresentou alteracdes morfométricas de
suas camadas, mas o figado nao foi afetado morfologicamente, exceto por
uma pequena reducdo na area dos hepatécitos. Da mesma forma a
inflamacéao foi notada pelo aumento da atividade da MPO no plasma, figado
e intestino dos animais coliticos. O alfa-bisabolol na dose de 50 mg/kg foi
capaz de diminuir a inflamacéo intestinal e sistémica nos animais coliticos,
mas néo reverteu as alteracdes morfométricas do intestino mesmo na dose
de 200 mg/kg. Pelo contrario, o alfa-bisabolol parece causar modificacdes na
morfometria intestinal de animais saudaveis, um fendmeno que deve ser
cuidadosamente avaliado antes de recomendar o seu uso na terapia das
doencas inflamatorias intestinais.
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