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RESUMO

Introducgao: A retocolite ulcerativa indeterminada € uma doencga inflamatéria que
envolve exclusivamente o colon e o reto, sendo caracterizada por infiltrado
leucocitario e ulceras superficiais na mucosa intestinal. A produgao e liberagao de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio parecem ser cruciais na determinacao da
fisiopatologia da doenga, pois resultam em dano oxidativo. A partir dessas
informacdes, a busca por opgdes terapéuticas com propriedades antioxidantes sao
importantes e tém sido testadas na colite experimental. Objetivo: Este estudo tem
como objetivo avaliar os efeitos do extrato seco da planta Boswellia serrata em
modelo experimental de colite induzida por acido acético sobre os danos teciduais, a
pressdo anal esfincteriana, o estresse oxidativo, a atividade das enzimas
antioxidantes superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) e atividade
da glutationa (GSH), a concentragcdo dos metabdlitos do 6xido nitrico e expressao da
enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) por imunohistoquimica. Material e
métodos: Foram utilizados 25 ratos Wistar machos, com peso médio de 350gq,
divididos em 5 grupos: Controle (CO); Controle+Boswellia serrata (C+B); Colite (CL);
Colite+Boswellia serrata (CL+B) e Boswellia serrata+Colite (B+CL). Os animais
foram submetidos a administracido intracolénica por enema com solugcao de acido
acético diluido a 4% e com volume de 4 mL. O tratamento com o extrato aquoso da
planta via oral, na dose de 34,2 mg/Kg diluido em 4 mL de solucéo fisioldgica,
ocorreu uma vez ao dia durante 48 horas antes e apds a indugédo da colite. Foi
realizada a medida de pressdo anal esfincteriana dos animais. As analises
histolégicas do intestino foram através da coloracdo de Hematoxilina-Eosina e
realizada imunohistoquimca com anticorpo iINOS. O homogeneizado do intestino foi
utilizado para avaliagéo da lipoperoxidagao (LPO) através das substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS), avaliagdo dos metabdlitos do o6xido nitrico pela
técnica de nitritos e nitratos totais, avaliagdo da atividade das enzimas antioxidantes
SOD e GPx e avaliagdo da GSH. Resultados: Na analise da pressdo anal
esfincteriana os animais dos grupos CL+B e B+CL apresentaram um aumento
significativo em relagdo ao grupo CL. Nos niveis de LPO e metabdlitos do 6xido
nitrico foi observada uma diminuigéo significativa nos grupos CL+B e B+CL quando

comparados ao grupo CL. A atividade da SOD mostrou um aumento no grupo CL e



uma diminuicdo significativa nos grupos CL+B e B+CL equivalendo a média do
grupo CO. A GPx e GSH apresentaram um aumento significativo nos grupos CL+B e
B+CL em relagdo ao grupo CL. Conclusdo: Sugerimos que a administracdo do
extrato da planta Boswellia serrata possa ser uma possibilidade de terapia

antioxidante na colite ulcerativa.

Palavras-chave: Boswellia serrata, colite ulcerativa, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Ulcerative rectocolitis is an inflammatory disease that involves only the
colon and rectum, being characterized by leukocyte infiltrate and superficial ulcers in
the intestinal mucosa. The production and release of reactive oxygen and nitrogen
species appears to be crucial in determining the pathophysiology of the disease,
since both result in oxidative damage. Therefore, the search for treatment options
with antioxidant properties is important currently and has been tested in experimental
colitis. Objective: This study aimed to evaluate the effects of dry extract of Boswellia
serrata plant in an experimental model of colitis induced by acetic acid on tissue
injury, anal sphincter pressure, oxidative stress, on the activity of antioxidant
enzymes superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) and glutathione
(GSH), concentration of nitric oxide metabolites and expression of inducible nitric
oxide synthase enzyme (iNOS) by immunohistochemistry. Methods: We used 25
male Wistar rats with an average weight of 3509, divided into 5 groups: control (CO),
Control + Boswellia serrata (CO+B); Colitis (CL); Colitis + Boswellia serrata (CL+B)
and Boswellia serrata + colitis (B+CL). The animals were submitted to intracolonic
administration by enema with acetic acid solution diluted to 4% in a volume of 4 ml.
The treatment with aqueous plant extract was performed orally at a dose of 34.2
mg/kg diluted in 4 ml of saline. The administration occurred once daily for 48 hours
before and after the induction of colitis. We performed the measurement of anal
sphincter pressure animals. Histological analyzes of bowel the after were made
staining with hematoxylin-eosin and immunohistochemistry, performed with iINOS
antibody. The homogenized intestine was used for evaluation of lipid peroxidation
(LPO) through thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), assessment of nitric
oxide metabolites by the technique of total nitrites and nitrates and evaluation of the
antioxidant enzymes SOD, GPx and GSH. Results: The analysis of anal sphincter
pressure of the animals in groups CL+B and B+CL showed a significant increase
when compared to the CL group. LPO and nitric oxide metabolites levels
demonstrated significant decrease in groups CL+B and B+CL when compared to CL.
SOD activity showed an increase in CL group and a significant decrease in groups
CL+B and B+CL, remainig to the average of the CO group. The GPx and GSH

showed a significant increase in groups CL+B and B+CL group when compared to



CL group. Conclusion: We suggest that the administration of Boswellia serrata plant

extract may be a possibility of antioxidant therapy in ulcerative colitis.

Keywords: Boswellia serrata, ulcerative colitis, oxidative stress.
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INTRODUGAO

A Doenga inflamatdria intestinal (DIl) € um termo geral para doencas
inflamatdrias croénicas envolvendo o trato gastrointestinal. As mais frequentes sao a

Retocolite Ulcerativa Indeterminada (RCUI) e a Doenca de Crohn (DC) (1).

A etiologia da retocolite ulcerativa inespecifica e da doenga de Crohn decorre
de uma complexa interagao entre agentes exdgenos e/ou alteragées enddgenas de

causa indeterminada, cujo resultado final € um processo inflamatério (2).

A inflamagao tem um papel importante na patogénese da RCUI, pois as
substancias oxidantes que participam do processo da inflamagdo podem causar
lesdes e destruicdo dos tecidos desencadeando um desequilibrio entre agresséao e
defesa caracterizando estresse oxidativo (3,4). Em alguns estudos comprovou-se a
existéncia de alteragdes nos niveis oxidativos de biopsias de mucosas de cdélon

procedentes de pacientes com esta enfermidade (2).

Desta forma, a inibicdo ou neutralizagdo destes radicais livres, juntamente
com uma ativagao dos sistemas antioxidantes enddégenos, tanto enzimaticos como
nao enzimaticos, poderia ser benéfico no tratamento da DIl (5). Assim, o estudo de
novos compostos com atividade antioxidante € uma importante abordagem para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da DIl, o que é comprovado
por muitos estudos que mostram os efeitos benéficos de diferentes substancias com

propriedades antioxidantes em modelos experimentais de colite ulcerativa (6).

Estudos anteriores em nosso laboratério demonstraram que a administracéo
da glutamina, um potente antioxidante, em modelo de colite experimental
indeterminada (CUI) induzida por acido acético (AA) e no modelo induzido por &cido
trinitrobenzenosulfénico (TNBS), melhorou a lesdo colbnica e o perfil inflamatdrio
(7,8).
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Nos ultimos anos, vem ocorrendo cada vez mais o0 uso de fitoterapicos
desenvolvidos a partir do extrato de plantas consideradas medicinais, para
tratamento de diferentes doengas. Esses produtos naturais sob forma de (chas,
infusdes, oleos, fitoterapicos) estdo sendo pesquisados na tentativa de estudar seus

principios ativos que podem ser utilizados na clinica médica (9).

Entre os fitoterapicos atualmente utilizados esta a Boswellia serrata (B.
serrata). Essa planta contém compostos que atuam no organismo apresentando
baixa toxicidade e com poucos efeitos colaterais. Os seus principios ativos sdo
responsaveis por efeitos anti-inflamatérios benéficos em diversas doengas como

asma, osteoartrite e doencgas intestinais (10,11).

Estudos sugerem que a espécie B. serrata apresenta substancias com
propriedades antioxidantes, as quais sao responsaveis pela prevengao ou
diminui¢do dos danos oxidativos gerados por espécies reativas de oxigénio (ERO) e
radicais livres (RL) (12).

Os principais compostos presentes no extrato da B. serrata sao os acidos
boswellicos que se mostram potentes inibidores da 5-lipoxigenase, enzima que
desencadeia a sintese dos leucotrienos (LT). Por essa razao, o extrato da B. serrata
esta sendo utilizado no tratamento da retocolite ulcerativa indeterminada, a qual é
um processo inflamatério que envolve a mucosa do intestino grosso,
comprometendo um grande segmento do mesmo (13,14). Esse processo esta
associado com o aumento da formacdo de leucotrienos, causando quimiotaxia,
guimiocinese, sintese de radicais superoxido e liberagdo de enzimas lisossémicas

pelos fagocitos (13).

Este trabalho pretende avaliar o estresse oxidativo, o envolvimento do 6xido
nitrico e os danos teciduais em animais submetidos ao modelo experimental de
colite ulcerativa indeterminada induzida por AA. Os animais foram divididos em cinco
grupos (n=5 animais em cada grupo) e tratados com o extrato seco da planta B.
serrata (Védica®- Apsen Farmacéutica) diluido em solug3o fisioldgica e administrado
aos animais por gavagem. Os procedimentos com 0s animais seguiram de acordo

com o preconizado pela Comissdo de Pesquisa e Etica em Saude do Grupo de
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Pesquisa e Pds-Graduagao (GPPG) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)

bem como o preconizado no Principles for Research Involving Animals (NAS) (15).



1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL (DII)

As doencas inflamatdrias intestinais (DII) caracterizam-se por uma inflamagéao
cronica do trato gastrointestinal com periodos de sintomas exacerbados e intervalos
de remissao dos mesmos. Podem apresentar uma causa ou agente patogénico
especifico como infecgdes, parasitoses, enterocolite poés-irradiagdo ou actinica,
isquémica e também pode ter causa desconhecida como nos casos da retocolite

ulcerativa indeterminada e da doenca de Crohn (16).

Ambas as doengas apresentam sintomas extremamente desagradaveis como
desconforto, dores abdominais, sangramento, perda de peso e alteragdo intestinal
(diarréia e constipagao), assim afetando a qualidade de vida dos pacientes.
Entretanto, apesar da similaridade em alguns fatores a RCUI e a DC diferem na
fisiopatologia e suas caracteristicas histologicas facilitam a distingdo entre as

doencas (figura 1) (17).

Caracteristicas:

Colite Depletada Célulasde muco Normal Doenga
Ulcerativa Comum Abscessos nas criptas Escasso de Crohn
Comum Infiltrado inflamatério Fragmentado
Atrofiada Arquiteturaglandular Preservada
Ausente Granulomas Presente
Espessada Muscularda mucosa Normal

Figura 1: Caracteristicas histologicas que auxiliam na distingdo entre a RCUI e DC.
Fonte: Adaptada (18).
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A RCUI envolve exclusivamente o reto e célon, sendo caracterizada por
inflamagao que ocorre normalmente na camada superficial da parede intestinal, na
mucosa e submucosa, apresentando abscessos nas criptas, infiltragao de leucécitos
e eosindfilos e comumente ocorrendo ulceracdes superficiais, edema, necrose no

epitélio e hemorragia (16, 17).

A DC pode afetar qualquer segmento do trato digestivo desde a boca até o
anus, sendo caracterizada por processo inflamatério transmural, aparecimento de

perfuracdes e esteanose com lesdes focais ou difusas (figura 2) (16-18).

."
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Doencga de Crohn Retocolite Ulcerativa Indeterminada

Figura 2: Modelo esquematico do padrao da distribuigdo das lesdes da DC e RCUI.
Fonte: Adaptada (19).

A associagao entre o cancer de colon e as DIl tem mostrado um risco elevado
entre os pacientes portadores de RCUI e DC, sendo fatores de pré-disposigao tanto
a extensao e duragao da doencga, quanto as complicagdes extra-intestinais e idade
do paciente. Estudos demonstram que a propensao de desenvolver cancer € maior

em pacientes com RCUI do que em pacientes com DC (20).



21

1.1.1 Retocolite ulcerativa indeterminada

A RCUI ocorre no mundo inteiro, porém a maioria dos casos da doenga é
registrada nos paises desenvolvidos e tem aumentado continuamente na Europa
Ocidental, Asia e América do Sul (21). Estudos revelam que a prevaléncia da RCUI
na América do Norte é de aproximadamente 10 a 200 casos por cem mil pessoas e

na Europa é de 160 a 320 casos por cem mil habitantes (22).

No Brasil, existem poucos estudos sobre os aspectos epidemioldgicos sobre a
RCUI e a maioria desses estudos, apenas descrever as caracteristicas clinicas e a
frequéncia de internagcado hospitalar. Alguns dados recentes do Ministério da Saude
mostram o0 numero de internacdes dos pacientes portadores de enterocolites,
incluindo a RCUIL. No Rio Grande do Sul, o numero de internacdes €& de
aproximadamente 67 em todo o estado, sendo que a maioria dessas internacées

ocorrem em Porto Alegre com 16 internagdes (23).

Alguns fatores como idade, sexo e diferenga étnica influenciam na incidéncia
da doenca. Ocorre um predominio da retocolite ulcerativa indeterminada em
pacientes do sexo masculino. Apesar de a doenca ser relatada em diferentes idades,
0 maior pico de ocorréncia é registrado entre a segunda e quarta década, podendo

ocorrer um segundo pico na sexta década de vida (22, 24).

Na retocolite ulcerativa indeterminada, varios mecanismos sédo descritos na
etiologia da doenga, principalmente os fatores de ordem genética, dietética,
imunoldgica e ambiental. Porém, a série de episodios que desenvolvem tal processo
inflamatdrio ainda € uma incognita, pois a célula epitelial, as bactérias e a resposta

imunoldgica parecem também estar associadas a essa doencga (figura 3) (24).

Os sintomas clinicos da RCUI incluem crises de diarreia, com presenca de
sangue e secregao de muco, dor abdominal e perda de peso (25, 26). Esses
sintomas podem permanecer por tempo indeterminado: dias, semanas ou meses.
Apos esse intervalo, ocorre uma regressdo com intervalo assintomatico que pode
perdurar por anos ou décadas até ocorrer uma recidiva da doenga (24).A fase ativa
da doenca caracteriza-se por abscessos nas criptas e ulceras que se estendem até

a camada muscular. Conforme a doenca evolui para a fase crbnica ocorre o
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rompimento das criptas para dentro da lamina propria e da submucosa, assim

difundindo o processo inflamatorio por todo o tecido (27).
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Figura 3: Hipdtese para a etiopatogenia da retocolite ulcerativa indeterminada.
Fonte: Adaptada (24).

Algumas manifestagdes extra-intestinais podem ocorrer em pacientes com
RCUI, tais como manifestagdes cutaneas, articulares, oculares, hepaticas e renais.
Os pacientes com DIl podem apresentar anemia leve e dispneia decorrente da

gueda da taxa de hemoglobina (13,20).
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1.1.2 Modelos experimentais de colite ulcerativa indeterminada

A pesquisa em modelos experimentais de colite ulcerativa indeterminada tem
uma fungcédo extremamente importante para o estudo da patogénese dessa doenca,
porque se sabe que ela ndo tem uma causa definida. Estudos apontam que a
eficacia dos modelos experimentais de CUI pode auxiliar na avaliagdo da fisiologia, e

no aspecto molecular no uso de drogas indutoras da doenga (28).

Os modelos experimentais podem ser desenvolvidos de diferentes maneiras,
cada um classificado de acordo com as suas caracteristicas como em casos agudos
e crbénicos de colite e com formas diferentes de indugao, por via oral ou via retal,

podendo ser toxicas, imunomediadas, infecciosas e espontaneas (28, 29).

Os modelos quimicos de colite tém muitas semelhangas com a retocolite
ulcerativa indeterminada dos humanos. A colite nos modelos animais tem inicio
definido e sao caracterizadas pela desregulacdo de citocinas e tornaram-se
ferramentas uteis para estudar a patologia da doenga com potencial para a
caracterizagdo da modulagédo imunoldgica e inflamatéria na iniciagéo e perpetuagao

da patogénese da doenca (6, 7, 30).

Dos varios modelos experimentais existentes de CUI, normalmente os
quimicos sdo os mais utilizados. As caracteristicas desses modelos incluem perda
de peso, diarreia e sangramento retal. As substancias indutoras mais conhecidas
séo o acido trinitrobenzenosulfonico, o acido acético e o dextran sulfato de sédio
(DSS) (30).

By

A colite induzida por TNBS assemelha-se a RCUI humana nas suas
caracteristicas histolégicas, incluindo infiltragcdo da mucosa do célon por neutréfilos e
macrofagos e aumento da produgdo de mediadores inflamatérios, incluindo as
citocinas pré-inflamatérias. A dose e duracdo desse modelo podem ser adaptadas
para caracterizar uma colite aguda ou cronica. Estudos indicam que o modelo de

CUl induzida por TNBS é util para testar novas estratégias terapéuticas (8, 31).

O modelo de colite por DSS tem sido amplamente utilizado para investigar os

mecanismos da doenca. Histologicamente, o modelo de DSS mostra extenso dano
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tecidual e processo inflamatério alterando a integridade epitelial, aumentando a
permeabilidade e resultando em uma reagao imunitaria contra antigenos luminais
(32, 33).

A colite induzida por enema de acido acético em animais de pequeno porte &
um meétodo simples e reproduzivel. Esse modelo apresenta similaridades com DlII
em humanos quanto a aspectos histologicos e metabdlicos relacionados ao acido

araquidonico (34).

O modelo por AA promove o desenvolvimento de edema da submucosa,
infiltrado inflamatodrio, ulceras no célon, destruicao das criptas e deplecéo das células
caliciformes. Por ser um modelo de caracteristicas agudas é possivel investigar os
componentes envolvidos na inflamagdao, bem como avaliar a eficacia de novas

drogas nesta fase aguda da doencga (6, 34, 35).

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES

1.2.1 Espécies Reativas de Oxigénio e Radicais Livres

O metabolismo do oxigénio (O2) é um dos responsaveis pelo fornecimento de
energia celular para as células do organismo, pois mantém as fungdes bioquimicas
intracelulares. Entretanto, alguns efeitos toxicos como a geragdo de espécies
reativas de oxigénio podem ocorrer durante o processo de redugédo da molécula de

oxigénio a agua (H,0O) na cadeia respiratéria mitocondrial (36).

A presenga de ERO é encontrada em todos os sistemas biolégicos sendo
produtos do metabolismo celular normal. Nas membranas mitocondrias encontram-
se as proteinas transportadoras de elétrons que reduzem a molécula de oxigénio a
agua durante o processo de respiragdao. A molécula de O, para a sua redugao
completa em H,O requer uma reducdo tetravalente, ou seja, quatro sucessivas

transferéncias de elétrons, assim resultando na formagao de H,O. A maior parte do
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O, (aproximadamente 95%) recebe os quatro elétrons de uma s6 vez. Entretanto,
em 5% das vezes, a molécula de O, recebe um elétron de cada vez ocorrendo uma
reducdo monovalente, ocasionado a formagao de intermediarios reativos (Figura: 4)
(37, 38).

Os intermediarios da redugdo monovalente do O, sdo anion superéxido (0",
peréxido de hidrogénio (H,05,), oxigénio singlet (*O,) e radical hidroxil ("OH). Todos
sdo denominados ERO por serem capazes de existir de forma independente. Dois
desses intermediarios sdo chamados de radicais livres (RL), sdo eles o O," e *OH
(39).

e e 2{H" e H° e H
Oz ( Oz. |\ H:04 r OH" ( f
Moléculade > _ Ani > Persxido 72 Radical Ny MO
olécula de nion eroxido : adica ____» Agua
—7 » — >
Oxigénio Superdxido de Hidrogénio Hidroxil

Figura 4: Processo da formagao de algumas espécies reativas de oxigénio.
Fonte: Adaptada (4).

Os RL sao definidos como qualquer espécie quimica capaz de existir
independentemente e que contenha um ou mais elétrons desemparelhados, sendo
espécies paramagnéticas, com alto grau de reatividade quimica e vida média curta,
sendo capazes de atacar qualquer biomolécula (40). Esses radicais podem ser
formados em situagdes fisioldgicas ou patolégicas e sdo danosos as células e ao

organismo quando produzidos em grande quantidades (40, 41).

O radical anion superoéxido é constituido pela redugao do O, molecular por um
elétron apds aporte energético. Normalmente, € removido pela reagdo de
dismutagdo que consiste na reagcao de dois anions superoxidos catalisados pela
enzima superoéxido dismutase (SOD). O H,O, é geralmente produto da dismutagao
do anion superoxido pela enzima SOD. As enzimas oxidativas sao capazes de

formar e degradar o H,O,, sendo normalmente encontradas nos peroxissomas. As
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mais comuns sdo a catalase (CAT), D-amino oxidase, urato oxidase, B-oxidase de
acidos graxos e glutationa peroxidase (GPx). O H,0O,, apesar de nao ser um radical
livre, pode reagir com outro anion superéxido ou com metais de transicéo, conforme
as reagbes de Fenton (Reacdo 1) e Haber-Weiss (Reagdo 2), formando o radical

hidroxil ("OH) (40).

Fe++ H,0, — 03+ OH 4+ OH- (Reacao 1)
O, + H,O, —_— 0, +OH*+0OH- (Reagdo 2)

O radical *OH é o mais deletério ao organismo, pois devido a sua meia-vida
muito curta, dificilmente pode ser sequestrado in vivo. Esses radicais
frequentemente atacam as moléculas por abstracdo de hidrogénio e por adicéo a
insaturagdes. A sua formagéo ocorre a partir da reagdo do peroxido de hidrogénio
com um anion superoxido ou com ions de ferro (reacdo 1). Esse RL possui a
capacidade de atravessar as membranas e reagir com biomoléculas, como o0s

lipidios insaturados e DNA (41).

A formacao dos RL pode ocorre durante o metabolismo normal de toda célula,
pela perda ou pelo ganho de um elétron de um nao radical. Eles podem também ser
formados quando uma ligagédo covalente é quebrada, na fissao homolitica onde cada
um dos atomos fica com um elétron, formando um radical (41). Os RL exercem
algumas fungdes importantes com efeitos benéficos ou prejudiciais no organismo

dos seres vivos (42), tais como:

EFEITOS BENEFICOS: EFEITOS PREJUDICIAIS:
e Sinalizacao celular; o Peroxidagao dos lipidios;
e Fagocitose; ¢ Oxidagéao de proteinas;
¢ Regulacéo do crescimento celular. e Danos ao DNA.

O excesso na formagao endogena de RL pode ser causada por: (1) ativagao
aumentada de fagocitos; (2) interrupgcao dos processos normais de transferéncia de
elétrons na cadeia respiratdria mitocondrial; (3) aumento da concentragao de ions

metalicos de transicdo por escape do grupamento heme de proteinas em locais de
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lesdo ou doengas metabdlicas e (4) por niveis diminuidos das defesas antioxidantes
(43). Os RL podem causar reagdes em cadeia e danos as membranas celulares
levando a lipoperoxidagéo (LPO) promovendo aumento na fluidez da membrana e

quebra das funcdes secretodrias e dos gradientes ibnicos (44).

A reacdo da lipoperoxidagdo € um processo natural de renovacido das
membranas celulares. Essa reagcdo ocorre em cadeia com as etapas de iniciagao,

propagacao e terminacgao.

A iniciacdo é o primeiro passo dessa reagao. O radical livre remove um atomo
de hidrogénio de um acido poli-insaturado. Na fase de propagacao, ocorrem duas
reacdes: 1) o carbono radical do lipidio tende a se estabilizar por rearranjo
molecular, produzindo dienos conjugados que rapidamente reagem com 0 oxigénio
formando um radical peroxil; 2) o radical peroxil capta um préton de outra molécula
de lipidio, assim formando um hidroperdxido. Na etapa final, dois radicais peroxil
reagem entre si, formando um tetréxido instavel que se decompde, dando origem ao

oxigénio singlet e a carbonilas excitadas (figura 5) (45).
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Figura 5: Representacéo esquematica da reagao da LPO.
Fonte: Adaptada (41).
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A producéo excessiva dos radicais livres, quando ultrapassam a capacidade
antioxidante ou quando ocorre uma diminuicdo das defesas antioxidantes no

organismo, favorece o que denominamos de estresse oxidativo (43, 46).

1.2.1.1 Colite e Estresse Oxidativo

A destruicdo celular que ocorre nas DIl, como na retocolite ulcerativa
inespecifica, pode ser desencadeada pelo aumento da geragédo de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio na mucosa inflamada (47). A infiltragado leucocitaria na RCUI
deve-se a ruptura da barreira colénica com a invasdo bacteriana; assim, ocorre a
liberacdo de mediadores inflamatérios, como citocinas e metabdlitos do acido
araquidonico e liberacao de radicais livres de oxigénio. Esses fatores podem levar ao
dano oxidativo (47, 48).

Estudos de Tuzln et al., (2002) demonstraram que ERO s&o produzidas em
excesso na RCUI gerando um aumento da lipoperoxidagdo, quando comparados a
individuos normais (49). No estudo de Fillmann et al., (2006) em animais com colite
ulcerativa indeterminada induzida por acido acético, foi avaliado o nivel de
lipoperoxidacdo através da técnica das substédncias que reagem ao &cido
tiobarbiturico (TBARS) e observaram um elevado indice de LPO nos animais com
colite comparados aos do grupo controle (35). Os mesmo resultados foram
observados por Sklyarov et al, (2011). Esse aumento da LPO foi comprovado
medindo o0s niveis de malondialdeido (MDA) o qual € um marcador para

lipoperoxidagao e lesao tecidual (34).

Evidéncias sugerem que as ERO produzidas em excesso pela mucosa
intestinal podem ser patogénicos na doenca inflamatdria intestinal. As principais
fontes que desencadeiam a geracdo de ERO na mucosa sdao os neutrofilos e
leucécitos ativados (50). Pravda (2005) aponta as ERO como as principais
responsaveis pela cascata de eventos que leva a colite ulcerativa. Os colondcitos

(células do célon) sado induzidos a gerar um excesso de RL que compromete a
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barreira local da mucosa colénica e causa uma ativagao imune transitoria produzindo

citocinas inflamatérias (51).

O infiltrado inflamatorio, caracteristico da RCUI, pode estar associado a
ativacdo de neutrofilos e leucocitos e a elevada produgdo de ERO (50). Esses
elementos levam a lesdo tecidual resultando na liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias como o fator de necrose tumoral (TNF-a) produzido pelos macrofagos
e células T, e a ativagcao de fatores de transcricao como o fator nuclear kappa B (NF-

KB), mediador da ativagao de genes envolvidos no processo inflamatdério (7, 8, 47).

Estudos realizados por Takagi et al., (2011) em modelo experimental de CUI
induzido por dextran sulfato de sédio (DSS) avaliaram o nivel de acumulagcédo de
neutrofilos pela técnica de mieloperoxidase (MPO) e a concentragao de TNF-a no
tecido intestinal, demonstrando que a atividade da MPO e o nivel de TNF-a estavam
aumentados na mucosa do intestino grosso de animais apos a administracédo de
DSS (52). Desta forma, a inibigdo ou neutralizacdo dos radicais livres e das vias
envolvidas na inflamagao, juntamente com uma ativagéo dos sistemas antioxidantes
endogenos, tanto enzimaticos como ndo enzimaticos, poderia ser benéfica no
tratamento da DIl (5, 7, 8).

Baseados nessas evidéncias, inumeros estudos sugerem que a administragéo
de antioxidantes podem ser benéfica para o tratamento da retocolite ulcerativa
indeterminada, pois possuem propriedades que contribuem para a lesdo tecidual,

processo inflamatorio e dano oxidativo.

1.2.2 Estresse Nitrosativo

O éxido nitrico (NO) é considerado um radical livre inorganico que participa de
muitos processos fisiolégicos e patolégicos, sendo um sinalizador ou fator de
relaxamento derivado do endotélio e também age como um regulador na adesao

plaguetaria, na agregacgao de neutroéfilos e na citoxicidade de macrofagos (53,54).
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A sintese do NO ocorre pela agdo da enzima oéxido nitrico sintase (NOS),
através da conversao de L-arginina e oxigénio em L-citrulina e NO (figura 6). Existem
trés formas de NOS identificadas: oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS)
encontrada no endotélio vascular e a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) que
regula a transmissao neuronal, ambas constitutivas. A 6xido nitrico sintase induzivel
(INOS) identificada primeiramente nos macrofagos esta relacionada aos danos

teciduais e presente na inflamagao e apoptose celular (54, 55).

NOS
L-arginina > L-citrulina
+ +
0, NO

Figura 6: Sintese do NO.
Fonte: Adaptada (54).

O NO pode ser dividido de acordo com o mecanismo de agao da molécula
com sua célula alvo. Esse mecanismo pode ocorrer de duas formas: quando
interage diretamente com a molécula do sistema alvo e quando existem
intermediarios de espécies reativas de oxigénio como o O," que podem reagir com o
NO, podendo levar a formagéao de espécies reativas de nitrogénio (ERN), como o
peroxinitrito (ONOQO") (53-55).

A produgdo exacerbada de espécies reativas de nitrogénio é conhecida como
estresse nitrosativo. Isso ocorre quando a geragdo de ERN em algum sistema

excede a habilidade do sistema em neutraliza-las e elimina-las (56).

1.2.2.1 Colite e Oxido Nitrico

O o6xido nitrico sob condigdes fisioldgicas desempenha um papel significativo
no fornecimento para os processos de modulagao de impulsos nervosos, regulagao
da integridade e motilidade intestinal, assim como a citoprotecgdo do intestino

grosso (57). Estudos experimentais com animais sugerem que o0 Oxido nitrico tem
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acao inibitoria sobre a musculatura lisa, promovendo o relaxamento do esfincter anal
(35).

Os mecanismos para o desenvolvimento da RCUI podem incluir a liberagdo
de citocinas pro-inflamatoérias (interleucinas) e radicais livres e o aumento da sintese
oxido nitrico, juntamente com uma elevada expressao da forma induzivel (iNOS) (34,
58). Essas alteragbes causam diminuicdo da barreira da mucosa coldnica,
inflamacao, ulceragbes e hemorragias no intestino grosso. Estudos relatam que na
mucosa intestinal de pacientes com RCUI foi observado um aumento da expressao
da iNOS (59, 60).

Estudos tém demonstrado que a liberacdo de NO esta associada a regulagcao
da iINOS que, quando expressada, gera danos criticos as celulas da mucosa e
submucosa do intestino (57, 61). A INOS apresenta expressao aumentada em focos
de inflamagédo associada com ulceragdes e deplecdo das células caliciforme (54).
Coburn et al. (2012) observaram uma expressao aumentada da iINOS em animais
com CUI experimental pela analise de Western Blot em tecidos do intestino,
corroborando com o estudo de Kazi et al. (2009) que demonstraram a mesma
expressao elevada; porém pela analise de PCR em tempo real (RT-PCR) também foi
observado o aumento dos niveis de NO nos animais com CUI (62, 31). Leitdo et al.,
(2011) observaram, no modelo experimental de mucosite que & considerada uma
doencga inflamatéria, o aumento da expressao da iINOS nas amostras de jejuno

avaliado por imunohistoquimica (63).

No presente estudo demonstramos a existéncia de infiltrado inflamatério na
mucosa e submucosa do intestino de animais com colite induzida por AA. Na
avaliagao dos niveis dos metabdlitos do o6xido nitrico, pela técnica de nitritos e
nitratos (NO,/NQ3), foi observado um aumento significativo de NO no intestino dos
animais com colite comparados aos controles (ANEXO A). A expressao da iNOS
também foi avaliada por imunohistoquimica, observando-se uma intensa marcagao

da enzima no grupo colite e a auséncia da mesma no grupo controle (ANEXO Al).
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1.2.3 Antioxidantes

O organismo para compensar 0s danos causados por processos oxidativos
possui um sistema antioxidante, constituido por componentes enzimaticos e nao
enzimaticos que atuam conjuntamente na protecao celular impedindo ou retardando
0 dano oxidativo. A fungdo desses compostos é manter os niveis intracelulares de
ERO em baixas concentragcdes e para isso atuam prevenindo a formacado dessas

espécies ou combatendo-as uma vez que tenham sido formadas (64).

O sistema enzimatico é considerado a linha de defesa primaria, uma vez que
evita 0 acumulo do anion radical superéxido e do peréxido de hidrogénio. Existem,
também, as defesas secundarias que impedem a propagacao da LPO e as

terciarias, enzimas responsaveis pelo reparo de danos ja instalados (42).

O sistema enzimatico encarregado de detoxificagdo das ERO é formado por
muitas enzimas. Dentre elas estdo: enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (46).

A SOD tem por principal funcdo atuar na dismutagdo do &anion
superoxido (0,") em H,O, e O, sendo o primeiro menos reativo e pode ser

degradado por outras enzimas (reagéo 3) (65).

SOD
Q%1 Oyt 4 2HY —> H,05+ O, Reacian 2

O H,0, apesar de nao ser considerado um RL, reage facilmente originando o
*OH. A remogédo dos peroxidos ocorre por meio das enzimas CAT e da GPx. A CAT
mostra mais afinidade ao peréxido de hidrogénio, de metila e etila, enquanto a GPx
catalisa a redugao do perdxido de hidrogénio e hidroperoxidos organicos (reagao 4)
(66).

CAT
ZHLO,  e— O+ 2H, 0 Reaciao d



33

Entre as peroxidases que geralmente usam o grupo heme, sobressai-se a
atividade da GPx que esta localizada no citosol e na matriz mitocondrial. Essa
enzima catalisa a reduc¢ao do peroxido de hidrogénio através da glutationa reduzida
(GSH) que sera regenerada pela agao da glutationa redutase (GRd) com consumo
de NADPH ocorrendo a razado celular entre a glutationa reduzida e a oxidada
(GSH/GSSG) (reagéao 5) (41).

GPx
F-O0H + 2 GEH  — F-0OH + G556+ H,0

GR

Reacao s
GSSG + 2NADPH =3 2(GS5SH + 2NADPH*

O sistema de defesa nao-enzimatico €& formado por antioxidantes
hidrossoluveis, como o a-tocoferol, também conhecido como vitamina E,
promovendo a inibicdo da peroxidagcdo de lipidios. O acido ascérbico, conhecido
também por vitamina C, atua como scavenger do radical anion superoxido e radical
hidroxil (41, 67, 68).

Os polifendis, outro grupo de antioxidantes, sdo compostos por um ou mais
anéis aromaricos que possuem grupos hidroxilas capazes de quelar metais e varrer
radicais livres. Nesse grupo sao encontrados os flavondides quelantes de metais,

varredores de radicais livres e neutralizantes do oxigénio singlet (69, 70).

1.3 Boswellia serrata

Desde tempos remotos, as plantas e seus produtos tém sido utilizados como
principais recursos de alimento, abrigo, roupas, aromas, fragrancias como também
valiosos para medicamentos para a humanidade (9). No reino vegetal a familia de
Burseraceae € representada com 17 géneros e 600 espécies, amplamente
distribuidas em todas as regides tropicais. Os géneros mais estudados e importantes

dessa familia sdo a Cammiphora e Boswellia. Esta compreende mais de 20
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espécies. Essas plantas tém valor comercial, pois produzem substancias utilizadas

como matéria-prima de balsamo e dleos (71, 72).

A origem botéanica de espécies de Boswellia tem sido caracterizada como
(73):

Divisao: Spermatophyta
Subdivisao: Angiospermae
Tribo: Rosopsida
Subtribo: Rosidae
Classe: Anacardiales
Familia: Burseraceae
Genéro: Boswellia

Espécie: Boswellia serrata

Quadro 1: Origem boténica da planta Boswellia serrata.
Fonte: Adaptada (73).

A espécie Boswellia serrata é encontrada principalmente na india, mas se
distribui também pela regi&o nordeste da costa da Africa e Oriente Médio. As arvores
dessa espécie sdo normalmente de tamanho médio, medindo uma altura de 3 a 12
metros (figura 7). As suas folhas sdo longas, serrilhadas, opostas, sésseis com

forma variada em ovaladas e lanceoladas (figura 8) (74).

A planta B. Serrata permanece com folhas por 2-3 semanas antes e durante a
floragao e frutificagdo. Em média, cada ramo produz 7,2 £ 2,3 inflorescéncias e cada
inflorescéncia produz aproximadamente 20 flores actinomorfas com coloragéo
branca e rosa (figura 8). Os frutos menores que 1 cm de comprimento sao capsulas
globosas e secas (figura 9), sendo a producdo de fruto escassa nessa espécie,

interferindo na reproducao da planta (75).

A partir da casca do tronco € obtido o 6leo-goma-resina, o qual tem sido

amplamente utilizado na medicina tradicional indiana. O 6leo-goma-resina é extraido
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de uma inciséo no tronco da planta, contendo 6leos volateis 5-10%, goma de 20-30
% e resina de 50-60% (79).

Figura 7: Vista geral da planta Boswellia serrata.
Fonte: Adaptada (76).

Figura 8: Vista geral das folhas e flores da planta Boswellia serrata.
Fonte: Adaptada (77).
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Figura 9: Vista geral dos frutos da planta Boswellia serrata.
Fonte: Adaptada (78)

A caracteristica desse o6leo, no momento da extragdo, €& semissoélido.
Entretanto, aos poucos torna-se solido e a resina endurecida é dividida em

pequenas partes e dividida de acordo com sua cor, forma e tamanho (figura 10) (79).

Figura 10: Resina obtida do tronco.
Fonte: Adaptada (78).

A resina obtida a partir da casca contém alguns constituintes quimicos
identificados como: alcaldides, terpendides, taninos, fendis, saponinas e triterpenos
pentaciclicos. Os constituintes majoritarios da resina sdo os acidos triterpenos

pentaciclicos, conhecidos como acidos boswellicos (BA) (figura 11) (79, 80).
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B — acido boswellico

a — acido boswellico

Figura 11: Estruturas dos acidos 3-boswellico e a-boswellico.
Fonte: Adaptada (80).

Os acidos boswellicos estao divididos em: B-boswellico, a-boswellico, 3-acetil-
B boswellico, 3-acetil-a-boswellico, 11-ceto-B-boswellico (KBA), 3-acetil-11-ceto-f3
boswellico (AKBA) (figura 12) (80).

Estudos recentes demonstram que o extrato de B. Serrata apresenta
propriedades antioxidantes como os compostos fendlicos: flavondides e taninos (81).
A partir de investigagdes realizadas por Sharma et al. (2011) foi sugerido o efeito
antioxidante do extrato aquoso de B. serrata pois demonstrou alta capacidade de
inibir alguns radicais livres, tais como: o radical anion superoxido e radical hidroxil
(82).
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B — acetil - acido boswellico a — acetil - acido boswellico

11 — ceto — B — acido boswellico 11 — acetil — ceto — B — acido boswellico

KBA

AKBA

Figura 12: Estruturas de quatro acidos triterpenos pentaciclicos.
Fonte: Adaptada (80).

A maioria dos extratos de plantas apresenta uma agao antioxidante devido a
presenca de flavonodides. Assim, sdo capazes de diminuir os efeitos oxidativos

gerados pelos RL e, por consequéncia, as doengas implicadas a eles (83).

Os principios ativos da B. serrata com atividade farmacolégica mais estudada
sédo os acidos boswellicos, pois possuem agao anti-inflamatdria, antiaterosclerética,
anti-fibrética, antimicrobiana, anti-tumorais e também antiulcerativa (11, 81, 84-86).
O extrato da B. serrata é utilizado para o tratamento de doengas com caracteristicas
inflamatdrias, pois se sugere que esses compostos tém acado direta na
inibicdo/diminuicdo da sintese de leucotrienos (LT), os quais estdo envolvidos na
iniciacdo e manutencédo da inflamagéo, onde a enzima chave do processo é a 5-

lipoxigenase (87-89).
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A investigagao desses compostos esta sendo realizada para o tratamento de
algumas doengas como: artrite reumatoéide, osteoartrite, asma brénquica e doengas
intestinais inflamatérias como retocolite ulcerativa indeterminada e doenga de Crohn
(11, 73, 90-92).

Trabalhos com modelos experimentais de doengas inflamatérias evidenciam a
acdo anti-inflamatoéria do extrato de B. serrata. Anthoni et al. (2006) utilizaram o
tratamento no modelo de colite ulcerativa indeterminada e observaram a atenuacgao
significativa do recrutamento de leucdcitos (14). Latella et al. (2008) administraram
via oral o extrato de B. serrata conjugado com Scutellaria e demonstraram que o
extrato de B. serrata possui atividade anti-inflamatéria e imunomoduladora devido
aos principios ativos contidos no extrato (93). Krieglstein et al. (2001) em modelo
experimental de ileite, também observou uma inibicado da adesao de leucécitos nos
animais tratados (94). Esses estudos relataram uma atividade protetora do extrato
de B. serrata contra a lesao tecidual da mucosa do intestino grosso e ileo de ambos
os modelos (93, 94).

Pesquisas clinicas sugerem que o0 extrato de B. serrata exerce efeitos
positivos no tratamento de algumas doengas como a retocolite ulcerativa
indeterminada e osteoartrite. Além disso, mostrou uma melhora dos sintomas em

pacientes com tumores cerebrais.

Gupta et al. (1997) evidenciaram que B. serrata seria um tratamento eficaz
para RCUI, pois 14 dos 20 pacientes tratados mostraram uma melhora dos sintomas
da doenga e entraram em remissao (95). Além disso, o tratamento com o extrato,
quando comparado com o tratamento convencional por sulfassalazina, n&o

demonstrou efeitos colaterais, 0 que nao impede o seu uso prolongado.

Kirste et al. (2011) demonstraram que pacientes portadores de tumores
cerebrais que realizaram o tratamento com o extrato de B. serrata demonstraram um
beneficio na resposta a radiacdo e uma reducao do edema cerebral no grupo tratado
com o extrato (96). Gupta et al. (2011) observaram que 0S pacientes com
osteoartrite que receberam a administracdo do extrato via oral e tépica relataram

uma melhora da dor e dos sintomas relacionados a essa doenca (97).
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Estudos experimentais utilizando o extrato obtido da resina da planta
Boswellia serrata sdo necessarios para compreender seus efeitos e seus

mecanismos de acao.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito antioxidante do extrato da resina da planta Boswellia serrata

no modelo experimental de colite induzida por acido acético nos diferentes grupos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar as alteragbes na pressao anal esfincteriana nos diferentes grupos de

animais submetidos a colite experimental e a agao da Boswellia serrata;

2) Avaliar as alteragdes histolégicas da porgdo distal do intestino grosso dos

animais, através da coloragao por hematoxilina e eosina;

3) Analisar a expressdo da oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) por

imunohistoquimica;

4) Avaliar os niveis de lipoperoxidagado no intestino grosso dos animais através das

substancias que reagem ao acido tiobarbiturico (TBARS);

5) Avaliar a atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD) e glutationa

peroxidase (GPx) no intestino grosso dos animais;
6) Avaliar os niveis de GSH no intestino grosso dos animais;

7) Avaliar os metabdlitos do Oxido Nitrico (nitritos/nitratos) no intestino grosso dos

animais.
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Effect of Boswellia serrata on antioxidant status in an experimental model of
colitis rats induced by acetic acid

Renata Minuzzo Hartmann, Maria Isabel Morgan Martins, Juliana Tieppo, Henrique
Sarubbi Fillmann, Norma Possa Marroni

Abstract

Aim of the study: To evaluate the antioxidant effect of an extract of the plant
Boswellia serrata in an experimental model of acute ulcerative colitis induced by
administration of acetic acid (AA) in rats.

Materials and Methods: The extract of B. serrata (34.2 mg/kg/day) was administered
orally by gavage for 2 days before and after induction of colitis with AA diluted to 4%
and in a volume of 4 ml.

Results: The anal sphincter pressure in the groups treated with B. serrata showed a
significant increase compared to the colitis group (p<0.001). Histological analysis of
treated animals showed less edema with preservation of mucosal crypts. Lipid
peroxidation showed a significant decrease in the treated groups compared to colitis
group (p<0.001). The superoxide dismutase (SOD) enzyme activity showed a
significant reduction in the treated groups compared to the colitis group (p<0.001),
the glutathione peroxidase (GPx) significantly increased in the treated groups
compared to colitis group (p<0.05) and the same was the result of glutathione (GSH)
(p<0.05).

Conclusions: The extract of B. serrata has active antioxidant substances that exert
protective effects in acute experimental colitis.

Keywords: Antioxidant, Boswellia serrata, Inflammation, Oxidative Stress, Radical
scavenger, Ulcerative colitis

Abbreviations: ANOVA, one-way analysis of variance; GPx, glutathione peroxidase;
GSH, glutathione; IBD, inflammatory bowel disease; iINOS, inducible nitric oxide;
LPO, Lipid peroxidation; NO, nitric oxide; ROS, reactive oxygen species; SOD,
superoxide dismutase; UC, ulcerative colitis.
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1. Introduction

Inflammatory bowel disease (IBD) is characterized by chronic inflammation of
the gastrointestinal tract, involving an unknown specific pathogen [1,2]. Some
etiological factors, including genetic, immunological and environmental, have been
implicated in the pathophysiology of the disease. Thus, included in this classification
is ulcerative colitis (UC), which involves only the colon and rectum and is
characterized by leukocyte infiltration in the mucosa and superficial ulcers [3].

The leukocyte infiltration in UC is due to colonic barrier rupture and invasion of
bacterial and antigenic stimuli, with a release of inflammatory mediators, such as
cytokines, arachidonic acid metabolites and release of oxygen free radicals, which
can lead to oxidative damage [4,5]. In the study of Tlzun [6] it was found that the
reactive oxygen species (ROS) and nitrogen species are overproduced in patients
with colitis causing adverse effects, such as lipid peroxidation of membrane, attack to
tissue proteins and DNA [7].

The organism has defenses against ROS which are known as antioxidants.
They are divided in two main types: enzyme such as superoxide dismutase (SOD),
glutathione peroxidase (GPx) and catalase (CAT) and a non-enzimatic: glutathione
(GSH), ascorbic acid (vitamin C) and flavonoids, among others. The function of these
enzymes is to maintain the levels of ROS in low concentrations, thereby acting to
prevent the formation of such species [8,9].

Thus, it is necessary to find substances that can inhibit, prevent or ameliorate
the damage caused by reactive oxygen species produced in colitis, antioxidants with
anti-inflammatory action are consistent with the decrease of damage caused by these
substances [10].

Some plants have antioxidant properties for the organism, so they are
indicated for the treatment and prevention of many diseases, such as the plant
Boswellia serrata (B. serrata) from India. It is part of the group of angiosperms, the
family Burseraceae, which contains phenolic compounds that are characterized by a
benzene ring, a carboxyl terminus and one or more hydroxyl groups and/or methoxyl
in the molecule [11,12]. It confers antioxidant properties on the organism. The extract
of B. serrata, taken from its trunk, has been used in traditional medicine in India and
other eastern countries to treat inflammatory diseases such as arthritis, osteoarthritis

and IBD and is also effective in preventing lipid oxidation [13].
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The active substance in the extract of B. serrata is known as boswellic acid
(BA), which is characterized by a pentacyclic triterpenes containing antioxidant
properties [12], such as anti-inflammatory, anti-atherosclerotic, anti-hepatotoxic and
anti-hyperlipidemic [14]. These active ingredients act as free radicals scavengers,
and sometimes as metal chelators, acting in both as the initiation step in the
propagation of the oxidative process [15].

As already demonstrated in several studies, an excessive production of ROS
and inflammation occurs in UC, leading to oxidative damage in tissues, so it is
necessary to seek antioxidant therapies to reduce the damage generated. In this
study, we evaluated the antioxidant capacity of B. serrata to reduce oxidative and

tissue damage in experimental colitis by acetic acid in rats.
2. Materials and methods
2.1. Animals

The study used 25 male Wistar rats weighing 300g. They were divided in five
groups: control (CO), colitis (CL), control + Boswellia (CO+B), colitis + Boswellia
(CL+B) and Boswellia + colitis (B+CL). The animals were kept in the vivarium of the
Lutheran University of Brazil (ULBRA) during the experiment, in a cycle of 12 hours
light/dark and temperature between 20 and 25 °C. Water and food were given ad
libitum. The model chosen for the induction of colitis was adapted from those
described by Yamada [16] and Tannahill et al. [17]. The animals received intracolonic
administration of acetic acid 4% in a volume of 4 ml by enema. The groups received
extract of B. serrata orally, 34.2 mg/kg/day, corresponding to the dose of B. serrata
extract/kg applied in previous study Krieglstein et al. [18], 48 hours before and after
induction of colitis once a day until the end of the experiment. The drug used in this
experiment was the laboratory of the Vedica® Apsen Fitomedicine where 350 mg of
dry extract of B. serrata Roxb. ex Colebr - Burseraceae corresponds to 3 mg AKBA
acid (3-acetyl-11-keto-B-boswellic acid). The active are isolated boswellic acids
among them the 3-acetyl-11-keto-B-boswellic acid (AKBA), the active principle, which
is more relevant and potent in inhibiting the action of leukotrienes, through direct

action on the 5-lipoxygenase. The pharmacokinetics of AKBA include a peak plasma
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level is 4.5 £ 0.55 h, the half-life is determined as # 5.97 0.95 h, the mean volume of
distribution is 22 + 142.87, 78 |, and the clearance is 296.10 + 0.9 ml/min.

The death of the animals was performed after pressure measurements. For the
anesthesia of the animal we used xylazine hydrochloride 50 mg/kg and ketamine
hydrochloride 100 mg/kg body weight intraperitoneally for removal of the distal colon
(8 cm ). After that, euthanasia was performed by exsanguination under anesthesia.

Experiments followed a protocol observed by the Animal Ethics Committee of
the Lutheran University of Brazil (ULBRA) with the recommendations of the European
Union regarding animal experimentation - Directive of the European Counsel
86/609/EEC [19].

2.2. Anal sphincter pressure measurements

Before the euthanasia, the animals were lightly anesthetized with Isoflurane®
to perform the anal sphincter pressure measurement. We performed anorectal
manometry (Proctossystem-Viotti - SP) with a balloon catheter and measured in cm

of H,O. Three measurements were made subsequently made in each animal [20].

2.3. Histological analysis

For histological examination, a portion of the intestine was placed in buffered
formalin. Later, they were included in paraffin blocks, after being cut on a rotary
microtome at a thickness of 3 um. We performed staining with hematoxylin-eosin
(HE) for histological usual. The slides were analyzed in LABOPHOT NIKON binocular

microscope at a magnification of x200.

2.4. Intestine homogenates

The intestines were weighed and homogenized for 30 seconds in an Ultra-
Turrax (IKA-WERK) for 40 seconds at 4°C in the presence of 1.15% KCI (9 ml per g
of tissue) and methyl phenyl sulfonyl fluoride (PMSF) at a concentration of 200 mM in
isopropanol (10uL per ml of KCI added). Then the homogenates were centrifuged for
10 minutes at 3,000 rpm in a refrigerated centrifuge (SORVALL Super T21 -



Condensed Operating Kendro Laboratory Products - USA). The supernatant was
pipetted into Eppendorf flasks, and the precipitate was discarded. The samples were

stored again at —80°C for posterior analyses [21].

2.5 Protein

The proteins were quantified by the method described by Lowry and
colleagues, using as a standard solution of bovine albumin at a concentration of 1
mg/ml. The samples were measured spectrophotometrically at 625 nm, and values
expressed in mg/ml. The values were used to calculate values of TBARS

(thiobarbituric acid-reactive substances) and antioxidant enzymes [22].

2.6 Lipid peroxidation

The amount of aldehydes generated by lipid peroxidation was measured by
the TBARS method, which measures the amount of substances reacting with
thiobarbituric acid. The samples were incubated at 100°C for 30 minutes after
addition of 500 ul of 0.37% thiobarbituric acid in 15% trichloroacetic acid and
centrifuged at 3,000 rpm (1,612.8g) for 10 minutes at 4°C. Absorbance was

determined spectrophotometrically at 535 nm [23].

2.7. Antioxidants Enzyme Analyses

The analysis of superoxide dismutase (SOD) is based on the inhibition of the
reaction of the superoxide radical with adrenaline, detected spectrophotometrically at
480 nm and values expressed in U/mg prot. [24]. The activity of glutathione
peroxidase (GPx) is based on the consumption of NADPH in the reduction of
oxidized glutathione, detected spectrophotometrically at 340 nm for three minutes
and values expressed in mmoles/min/mg prot [25]. The measurement of glutathione
(GSH) detected spectrophotometrically at 412 nm and values expressed in umol/mg

prot., made according to method of Beutler et al. [26].
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2.8. Statistic analysis

Statistical analysis

All data are presented as means + SE. Statistical significance was calculated
using Graphpad Instat, version 3.0 for Windows. We used variance analysis
(ANOVA) and Student’'s-Newman-Keuls test for multiple analysis, adopting a
significant level of 5% (p<0.05).

3. Results

3.1. Histology

The slides were stained with hematoxylin-eosin (HE) and analyzed at x200
magnification. Figure 1 A shows a photomicrograph of an animal in the control group
(CO) in wich we can observe the integrity of the crypts (CP) with simple glandular
epithelium and normal submucosa (SM). Figure 1 B is a photomicrograph of an
animal of control Boswellia group (CO+B) showing similar architecture to the control
group. Figure 1 C is a photomicrograph of an animal of colitis group (CL) showing
changes in the architecture of the colon, destruction of CP, submucosal edema (E)
and inflammatory infiltrate (IF). Figure 1 D is a photomicrograph of an animal of
prophylactic treatment group (B+CL) in which we can observe a preservation of CP
and inflammatory infiltrate. Figure 1 E is a photomicrograph of an animal of colitis
group treated with Boswellia serrata (CL+B) in which we can observe a preservation

of CP with glandular epithelium, and less inflammatory infiltrate.

3.2. Anal sphincter pressure and Lipid peroxidation

The results of the anal sphincter pressure showed a significant increase in the
treated groups (CL+B and B+CL) compared to the colitis group (p<0.001) (Figure 2
A). The analysis about the values of lipid peroxidation (LPO) obtained by TBARS
showed a significantly decreased of LPO in treated groups (CL+B and B+CL)
compared to the colitis group (p<0.001) (Figure 2 B).
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3.3. Superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) and
glutathione(GSH)

The SOD activity decreased significantly in the treated groups (CL+B and
B+CL) compared to the colitis group (p<0.001) (Figure A). The GPx (Figure B) and
GSH activity (Figure C) increased (p<0.05) in treated groups (CL+B and B+CL)

compared to colitis group.

4. Discussion

The etiology of the ulcerative colitis has not yet been well determined. For this
reason, several experimental models of colitis are in use, using a model with features
of toxic and acute presentation. The acetic acid causes an injury in the intestines of
animals, developing an inflammation that is considered one of the most prominent
features found in colitis [27]. The extract of B. serrata has active ingredients that
contain antioxidants with anti-inflammatory action and are distinguished by
preventing the synthesis of proinflammatory cytokines such as leukotrienes. They
inhibit the enzyme 5-lipoxygenase [15, 18, 28]. The study by Anthoni et al. [29]
indicated that boswellic acid 3-acetyl-11-keto-beta-bosvélico (AKBA) significantly
attenuated leukocyte recruitment, thus protecting the intestinal mucosa against tissue
injury caused by indomethacin, which was used to induced the experimental of colitis.

Histological evaluation of tissue from the intestines confirmed the development
of the inflammation in the colitis group. We observed a destruction of mucosal crypts,
significant edema in the submucosa with inflammatory infiltrate, similar results were
found by Fillmann et al. [30]. The animals treated with B. serrata showed a partial
preservation of the crypts and less mucosal edema. In animals previously treated
with B. serrata we also observed an attenuation of this phenomenon. These findings
are consistent with other studies using antioxidants such as glutamine, superoxide
dismutase, Abarema cochliacarpos, Boswellia serrata and Scutellaria baicalensis
[31-34]. The organism reaction to aggressive agents used in experimental models of
colitis such as acetic acid (AA), 2,4,6 trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS),
indomethacin and dextran sodium sulfate (DSS) [27, 35] promote vasodilation and
leukocyte chemotaxis, as well as an increase in blood flow, which generates a high

production of oxygen, hence the excessive production of reactive oxygen species
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(ROS) and nitrogen [36]. However, the colitis is an imbalance between oxidant and
antioxidant substances characterizing oxidative stress [37]. The ROS induce redox
process of LPO, which is a chain reaction that acts primarily on the lipid membrane
that spread in phases of initiation, propagation and termination [8]. In this study we
measured the LPO, and found a significant decrease in the treated groups when
compared with the colitis group. Therefore, we suggest that the plant extract B.
serrata was effective in reducing the production of reactive oxygen species, possibly
due to its antioxidant activity.

The are some studies using treatments with antioxidants with the reduction of
LPO, as in the study of Kretzmann et al. [30], where we observed a decrease of LPO
in the group treated with glutamine compared to the colitis group, and the study by
Lee et al. [38] who used the compound Berberine extract has antioxidant properties
with anti-inflammatory action. The results of treatment with Berberine showed an
inhibition of lipid peroxidation in animals of this group, suggesting the antioxidant
effect of the plant Mahonia aquifolium containing compound studied.

The internal anal sphincter is a smooth muscle that relax under the inhibitory
control of nitric oxide (NO). The release of INOS in ulcerative colitis and the
consequent increase of NO in response to a stimulation of neurons and non-
adrenergic non-cholinergic (NANC) show a relaxation of the sphincter muscles [39],
causing a decrease in anal sphincter pressure levels. The colitis group showed a
significant decrease in anal pressure when compared the other groups. However, the
groups CL+B and B+CL showed a significant increase in anal sphincter pressure
when compared to the colitis group. This suggests that animals with colitis had an
anal sphincter muscle relaxation; similar results were found in the study of Fillmann
et al. [40,41] with experimental models of colitis and diabetes in rats [42].

The antioxidant system is a compensatory mechanism for the oxidation
process consisting of enzymatic and non-enzymatic substances working against
oxidative damage. The enzyme system, such as SOD and GPx, prevents the
accumulation of superoxide anion (O,*) and hydrogen peroxide (H,0O,), and is
therefore considered the primary line of defense. These enzymes are not found in the
cytosol but in mitochondria, where most free radicals are produced. However, the
increase in SOD may result in increased formation of H,O,, which may cause an

accumulation of H,O, in the tissues, inducing oxidative stress [43].
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In our study, we observed a significant increase in SOD activity in the colitis
group, probably to compensate the damage caused by the action of acetic acid in the
animals intestine. The enzyme SOD has an essential role in cellular redox balance,
promoting dismutate in an attempt to free radicals, protecting tissues against
oxidative damage [44]. In contrast, animals with colitis who were treated with B.
serrata kept the values of SOD enzyme activity close to the control group. In the
study by John et al. [45] the oxidative damage in erythrocytes of animals caused by
dimethoate also showed an increase in SOD activity in the group exposed to the
insecticide and as in our study.

The glutathione peroxidase (GPx) has a great physiological importance
because it catalyzes the decomposition of inorganic peroxide and organic peroxides,
using GSH as co-substrate. In our study we observed a significant increase in groups
CL+B and B+CL group compared to CL. Studies suggest that GPx is responsible for
the detoxification of (H,O,), when it is present at low concentration [46]. The
reduction of GPx activity in the intestine of animals with colitis is blocked after
administration of antioxidant [47]. This was also verified in this study. Glutathione
(GSH) is a key component protecting against damaging of free radicals in the
physiological system [48]. In our results the GSH showed a significant increase in
treated groups CL+B and B+CL. A similar result was demonstrated in the study by
Tahan et al. [49], which was administered doses of melatonin in the colitis group and
also observed an increase in the GSH.

In conclusion, the study results suggest that B. serrata acts by inhibiting lipid
peroxidation and its antioxidant effect is significant in the restoration of the enzymes.
However, it also showed a significative improvement in the colon inflammation of
animals with colitis induced by acetic acid. Thus, the results justify its use for the
treatment of gastrointestinal diseases, but more detailed studies should be

conducted in order to evaluate the protective effect in humans.
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FIGURES

Figure 1

Effect of administration of Boswellia serrata on colon injury in colitis model in rats
induced by acetic acid.

(A) control group (CO), (B) control Boswellia group (CO+B), (C) colitis group (CL),
(D) prophylactic treatment with Boswellia serrata (B+CL) and (E) colitis group treated
with Boswellia serrata (CL+B).

CO: control group; CO+B: control group + Boswellia serrata, CL: colitis group; CL+B:
colitis + Boswellia serrata; B+CL: Boswellia serrata + colitis.

Legend: crypts (CP), submucosa (SM), edema (E), inflammatory infiltrate (IF).
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Figure 2
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Effect of administration of Boswellia serrata on anal sphincter pressure and
lipoperoxidation in colitis model in rats induced by acetic acid. Data are expressed as
the meanstS.E.M.

(A) Pressure (cmH,0). (B) Lipoperoxidation (TBARS nmoles/mg prot).

Asterisk - Significant difference between groups CL+B and B+CL and the CL group
(p<0.001). CO: control group; CO+B: control group + Boswellia serrata, CL: colitis
group; CL+B: colitis + Boswellia serrata; B+CL: Boswellia serrata + colitis.
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Effect of administration of Boswellia serrata on the activity antioxidants enzyme SOD
(A) (U sod/mg prot), GPx (B) (hnmoles/min/mg prot) and GSH (C) (umoles/mg prot) in
colitis model in rats induced by acid acetic. Data are expressed as the means+S.E.M.
Asterisk - Significant difference between groups CL+B and B+CL and the CL group.
SOD (p<0.001), GPx and GSH (p<0.05).

CO: control group; CO+B: control group + Boswellia serrata, CL: colitis group; CL+B:
colitis + Boswellia serrata; B+CL: Boswellia serrata + colitis.



CONSIDERAGOES FINAIS

O modelo experimental de colite ulcerativa pela indugdo de acido acético é
reconhecido como modelo capaz de reproduzir as alteragdes fisiopatoldgicas da
colite em humanos. O estudo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da

colite e a busca por terapias eficazes sao esséncias.

A partir dos dados obtidos em nosso estudo, concluiu-se que a administracao
do extrato de Boswellia serrata no modelo de colite experimental induzida por acido

acético demonstrou:

e Aumento na pressdo anal esfincteriana nos animais dos grupos tratados

com extrato de Boswellia serrata;

e Na histologia do intestino grosso dos animais tratados observou-se uma

diminuicdo de edema e uma restauracgao e preservacgao das criptas;
¢ Diminuiu a expressao de iNOS no intestino grosso dos animais tratados;

e Diminuiu a lipoperoxidacdo (TBARS), processo de dano oxidativo, no
intestino grosso dos animais tratados em comparagdo aos animais do

grupo colite.

e Manteve 0s niveis da enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD)

nos grupos tratados similares ao do grupo controle;

e Aumentou a atividade da enzima GPx e da GSH nos grupos tratados,

demonstrando uma restauragao da atividade antioxidante;

e Diminuiu os metabdlitos do NO nos animais dos grupos tratados.
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A partir desses resultados, sugerimos que B. serrata atua inibindo a
lipoperoxidacédo e o seu efeito antioxidante € significativo na restauracdo das
enzimas. Além disso, mostrou uma melhora significativa na inflamac¢ao do intestino
grosso de animais com colite induzida por acido acético. Assim, os resultados
podem justificar a sua utilizagdo para o tratamento de doencgas gastrointestinais.
Entetanto, outros estudos devem ser realizados, a fim de acrescentar mais

conhecimentos sobre a planta Boswellia serrata e seu extrato.



PERSPECTIVAS FUTURAS

O aumento constante da Doenga Inflamatéria Intestinal no nosso meio
associado ao grande numero de duvidas que cercam a sua etiopatogenia tem levado

a um numero cada vez maior de linhas de pesquisa nesta area.

O uso de substancias antioxidantes com comprovada ag¢ao anti-inflamatoéria
vem sendo testada com relativo sucesso no arsenal terapéutico desta doencga. Este
trabalho demonstrou claramente o beneficio de uma substancia antioxidante agindo

sobre determinadas rotas pro-inflamatérias.

A partir de agora partiremos para determinar outras rotas de estresse
oxidativo e inflamagao envolvidas, assim como testar a eficiéncia de determinadas

substancia em diminuir esta acédo pré-oxidante e pré-inflamatéria.

A identificacdo da linhagem do linfécito Th (T helper) envolvido na inflamagéo
a partir da determinagao das citocinas envolvidas no processo inflamatério € muito
importante no estudo da DIl e dos diagndsticos diferenciais desta doenca. Para
tanto, utilizaremos o mesmo modelo ja amplamente testado e partiremos para a
avaliagdo de um numero maior de interleucinas, assim como do TNF-alfa e de

fatores de transcricdo nuclear envolvidos nesta rota inflamatéria.



ANEXOS
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ANEXO A — Analises para posteriores publicacoes

ANEXO A1 - Efeito da administragao de Boswellia serrata nos niveis de metabdlitos

do 6xido nitrico.

NO,/NO,
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Figura 1: Os resultados dos niveis de NO nos grupos tratados (CL+B e B+CL)
mostraram um diminui¢ao significativa em comparagdo com o grupo colite (P <0,01).
O tratamento de B. serrata poderia reverter a produgao de NO em modelo de colite
induzida por acido acético. Portanto, o extrato de B. serrata possivelmente exerce

um efeito protetor sobre a colite induzida por acido acético.
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ANEXO A2 - Efeito da administragdo de Boswellia serrata na expressdo da 6xido

nitrico sintase induzivel.

Figura 2: Imunohistoquimica da oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) no intestino
grosso de animais com colite induzida por acido acético e tratados com o extrato da
planta Boswellia serrata. Figura A - Grupo controle sem marcacao para iNOS.
Figura B: Grupo controle + Boswellia nao foi detectada marcacao. Figura C: Grupo
colite intensa marcagéo (coloragdo marrom) para iNOS. Figura D: Grupo colite +
Boswellia demonstrou leve marcagao. Figura E: Grupo Boswellia + colite apresentou
leve marcacgao.
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ANEXO B - Produgao cientifica durante a vigéncia do mestrado

PARTICIPAGCAO EM PROJETOS DE PESQUISA:

2012-2016: O efeito da glutamina no intestino e figado de animais submetidos a
isquemia e reperfusao intestinal.
Situacdo: Em andamento.

2011-2012: Boswellia serrata e sua agao anti-inflamatdria e antioxidante.
Situagao: Em andamento.

2010-2012: Papel do estrogénio na hipertensao portal e sua relagdo com o estresse
oxidativo.
Situagao: Em andamento.

2009-2012: Avaliagédo da agao antioxidante da quercetina sobre o figado de animais
com esteatohepatite ndo-alcoolica experimental.
Situagdo: Encerrado.
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