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BIOintestil®

Foi reconhecido ha algum tempo, que o corpo humano é colonizado dez vezes mais por
bactérias do que por células, e que a maioria dessas bactérias vivem no trato
gastrointestinal. Estima-se que aproximadamente 100 trilhGes de bactérias ocupam o trato
gastrointestinal do ser humano.

Esse complexo de bactérias que vivem no trato digestivo é denominado microbiota
intestinal. As bactérias compartilham de uma relagdo benéfica de comensalismo com o
hospedeiro; essa relagdo acontece quando uma espécie é beneficiada, enquanto a outra
nao é afetada.

O principal beneficio para o hospedeiro é a recuperagdo de energia a partir da fermentagdo
de carboidratos ndo digeriveis (fibras) e subsequente absorcdo de acidos graxos de cadeia
curta (butirato, acetato e propionato). As bactérias intestinais, também desempenham um
papel importante na sintese de vitaminas do complexo B e da vitamina K, bem como
acidos biliares, sdo responsaveis pelos movimentos peristalticos do intestino, pela defesa
contra microrganismos patogénicos e integridade da mucosa intestinal, além de
necessarias para o desenvolvimento adequado do sistema imunoldgico com formacdo do
tecido linfoide e produgao de imunoglobulinas A.

Com mais de trés milhdes de genes, as espécies mais abundantes pertencem aos filos
Bacteroidetes e Firmicutes, que representam até 90% de todas as bactérias do intestino.
Um desequilibrio na microbiota intestinal, com aumento ou diminuicdo de certa espécie,
geralmente causado por uma dieta nutricionalmente desbalanceada, rica em gordura,
acucar, alimentos industrializados ou uso prolongado de antibiéticos, pode levar a disbiose.
A disbiose promove o aumento da permeabilidade intestinal, fazendo com que a barreira
intestinal perca sua seletividade, permitindo a passagem de particulas indevidas para a
corrente sanguinea, desencadeando dessa forma, diversas doencas inflamatdrias do
intestino, entre elas destacam-se cancer colorretal e Sindrome do Intestino Irritavel, e
doencas autoimunes como a doenca de Cronh, além das enfermidades extraintestinais
como esteatose hepatica ndo alcodlica, e as do trato respiratorio, que inclui alergias e
asma bronquica, e mesmo desordens psiquiatricas, como a depressao.

A presenca da disbiose também provoca a falta de absorcdo de vitaminas e inativacdo de
enzimas digestivas, resultando em prejuizos a digestdo e induzindo a fermentacdo com
sintomas de inchaco, desconforto abdominal, sobrepeso, desnutricdo e até doengas mais
graves como Diabetes Melitus tipo II.

O intestino como seu segundo cérebro

Com meio bilhdo de neurbnios e mais de 30 neurotransmissores (incluindo 50% de toda
dopamina e 90% da serotonina presentes no organismo) o nosso intestino ja € chamado
por alguns pesquisadores como “segundo cérebro”.

Novas pesquisas indicam que os neurbnios do intestino se comunicam diretamente com o
nosso cérebro através do nervo vago, afetando o comportamento e as emocgoes.

Essa rede de neurdnios digestivos forma o sistema nervoso entérico (SNE), que é uma
rede de neurbnios que percorre todo nosso abdémen, de 6 a 9 metros, comegando no
esb6fago, passando pelo estbmago, intestino e terminando no reto. Esses neurdnios sdo
responsaveis pela liberacdo de enzimas e sucos gastricos envolvidos no processo de
digestdo, além de comandarem o intestino para que ele empurre o bolo alimentar. O SNE
€ responsavel também pelo comando da liberacdo do hormoénio grelina, hormdnio que
sinaliza a fome para o cérebro quando o estbmago esta vazio.

Essas células nervosas que existem no intestino ndo controlam apenas a digestdo dos
alimentos, elas sdo responsaveis por sensagdes comuns como frio na barriga quando se
sente inseguro, ou nauseas em situacbes de raiva e vontade de ir ao banheiro em
situagOes de estresse. Tanto as células nervosas do cérebro como as células nervosas do
intestino produzem substéncias psicoativas que afetam o humor.

O impacto desses disturbios entre o cérebro e o intestino motivou a Federacdo Brasileira
de Gastroenterologia (FBG) a realizar o primeiro estudo sobre a saude intestinal da mulher
brasileira, onde dois tercos das 3.029 entrevistadas declararam ter inchago no ventre,
flatuléncias e prisdo de ventre. Quando questionadas de que maneira os incomodos
influenciavam na qualidade de vida, 89% diziam ter variagdes de humor e 88%
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reclamavam de menor concentracdo nas tarefas cotidianas. Esses nimeros mostram como
os sintomas abdominais chegam a modificar o comportamento.

CondigGes como a sindrome do intestino irritdvel, marcada por diarreia ou constipagdo sem
razao aparente, propiciam nervosismo e depressdo - assim como a ansiedade e o baixo-
astral desequilibram a flora e patrocinam as crises.

Sindrome do intestino irritavel

A sindrome do intestino irritavel, antigamente denominada colite nervosa, é um disturbio
cronico que afeta predominantemente o funcionamento do intestino grosso, a porcao
responsavel por absorver dgua e sais minerais provenientes da digestdo dos alimentos e
por fazer movimentos coordenados, mais precisamente contracdes e relaxamentos
sucessivos, com o objetivo de eliminar o residuo restante do processo digestivo pela
evacuacao.

Esses movimentos, porém, ndo ocorrem de forma coordenada na sindrome,
desencadeando assim, um quadro de sintomas caracterizado sobretudo por desconforto
abdominal, dores, enjoos e flatuléncias, interferindo no humor, na concentragdo e até
mesmo nas relagdes sociais dos individuos.

No mundo, estima-se que cerca de 10 a 15% da populagdo adulta tenha a sindrome do
intestino irritavel. No Brasil, como em outras partes do mundo, a doenca é o principal
diagnostico no consultério dos gastroenterologistas. Entre as pessoas que procuram
atendimento médico com essas queixas, as mulheres jovens sdo maioria.

Os sinais clinicos incluem dor e/ou desconforto abdominal, que geralmente comegam apds
a alimentacdo e melhoram com a excrecdo das fezes, excesso de gases, distensdo do
abdémen e mudanca nos habitos intestinais - as pessoas apresentam crises de prisdo de
ventre alternadas com periodos de diarreia, sempre com alteracdes no formato das fezes,
e tém uma sensagdo constante de evacuagdo incompleta. Esses sintomas sdo bastante
frequentes na maioria dos portadores da sindrome.

Pode haver ainda outros sintomas menos especificos como nauseas, ma digestdo, dor de
cabeca e sensacdo de empachamento.

Varios fatores interferem na movimentacdo e na sensibilidade do intestino. Entre eles,
figuram habitos alimentares inadequados, consumo excessivo de bebidas alcodlicas, uso
cotidiano de determinados medicamentos e, sobretudo, alteragdes emocionais, ai incluindo
o estresse, a ansiedade, as variagdes de humor e a depresséo.

BIOintestil®

BIOintestil® é um produto natural e inovador para o bem estar da salde digestiva
desenvolvido pelo Departamento de Medicina Clinica da Universidade de Bolonha, na Italia.
Seus compostos demonstraram-se eficazes na reducdo de gases intestinais, nauseas,
refluxo e constipagdo intestinal. Além disso, BIOintestil® possui atividade no controle da
disbiose e da sindrome do intestino irritavel.

BIOintestil® é formulado através de um processo tecnoldgico patenteado (Patente
Européia, Application n® 16171535.4-1466) constituido por dois componentes: o dleo
essencial extraido da Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats, padronizado em geraniol, e a
fibra em pd obtida do rizoma de Zingiber officinale Roscoe, padronizado em 6-gingerol,
que permite a liberacdo simultanea das substancias ativas direcionadas ao célon.

Nesse processo tecnoldgico, o bleo essencial de Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats,
padronizado em geraniol, é absorvido pela fibra do rizoma do Zingiber officinale Roscoe,
através de uma mistura lenta capaz de distribuir homogeneamente o 6leo essencial na
fibra. A fibra liga-se as moléculas lipofilicas como colesterol e sais biliares, impedindo a
absorcdo no estdbmago e no intestino delgado, concentrando a liberacdo dos ativos
exclusivamente no célon, regido intestinal onde a fibra vai ser naturalmente degradada
pela microbiota intestinal.

Dose

600mg/dia para uso continuo.

600mg, trés vezes ao dia, durante 4-6 semanas para tratamento. Pode-se repetir esse
ciclo até 4 vezes no ano, com intervalo minimo de 4 semanas entre um ciclo e outro.
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Contraindicagdes

Criangas;

Mulheres gravidas;

Pacientes portadores de insuficiéncia renal e/ou hepaticas;
Pacientes com patologias relacionadas a coagulagao;
Concomitantemente com terapias anticoagulantes.

NENEUENEN

Farmacotécnica
Produto higroscépico. Recomenda-se a manipulagdo em ambiente com temperatura e
umidade controladas, utilizacdo de excipientes especificos, além da utilizacdo de capsulas
gastrorresistentes.

Aplicacoes

v' Aumento da motilidade intestinal;

v' Estimula a digestao;

v Equilibrio da microbiota intestinal;

v" Alivio de sintomas como gases, nauseas e vomitos;

v' Eliminacdo do inchago e dores abdominais;

v' Tratamento da sindrome do intestino irritavel.
Vantagens

v Acdo anti-inflamatdria especifica; reducao dos efeitos adversos comparado aos
anti-inflamatorios comuns;

v O efeito antimicrobiano ndo causa resisténcia bacteriana, efeito observado em
antibidticos comuns;

v' Potente efeito terapéutico na sindrome do intestino irritdvel devido a sua acgdo
direta no célon.

Mecanismo de agao
Os componentes de BIOintestil® agem através de uma acdo anti-inflamatoéria,
antimicrobiana seletiva, carminativa e antiemética.
BIOintestil® demonstrou uma notéavel atividade benéfica na modulacdo da microbiota
intestinal, regularizando o canal intestinal tanto em pacientes com Sindrome do Intestino
Irritavel do tipo diarreico, quanto em pacientes com Sindrome do Intestino Irritavel do tipo
mista e costipativa.
O dleo essencial extraido da Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats, padronizado em geraniol,
e a fibra em pé obtida do rizoma de Zingiber officinale Roscoe, padronizado em 6-gingerol,
possuem propriedades benéficas na funcdo digestiva.
O rizoma do gengibre possui uma acdao antindusea, age regularizando a mobilidade
gastrointestinal e eliminando os gases. O geraniol, naturalmente presente no odleo
essencial de citronela, atua como inibidor da COX-2, com consequente redugado dos niveis
de mediadores inflamatorios e atividade antimicrobiana.

e Acdo anti-inflamatdria
Estudos demonstraram que o 6-gingerol age sobre a COX-2 e sobre a lipoxigenase,
resultando na diminuigdo da liberacdo dos mediadores inflamatdrios, como leucotrienos.
Além disso, demonstrou-se que o extrato de gengibre é capaz de reduzir a sintese de
prostaglandina 2, tromboxano B2 e de aumentar os niveis de prostaciclinas sem, contudo,
aumentar os de prostaglandina E.
O geraniol também possui um papel essencial no mecanismo anti-inflamatdrio, pois é
capaz de reduzir a expressao de COX-2 e NF-KB, com consequente diminuicdo de
mediadores pré-inflamatdrios como TNF-a e IL-17.

e Acdo antimicrobiana seletiva (*Ndo age como antibidtico)
O geraniol é um composto hidrofébico capaz de se ligar a parede bacteriana modificando
sua organizagao dindmica, com consequente perda de ions e deplecao de ATP.
As bactérias patogénicas sao mais susceptiveis ao geraniol do que as espécies comensais
benéficas. Estudos mostraram que o geraniol foi capaz de aumentar a abundancia de
Lactobacillae.




@Farméma

moderna

e Atividade carminativa
O 6-geraniol é capaz de aumentar mobilidade intestinal e, portanto, estimular a digestéo,
ao mesmo tempo em que elimina a constipagdo e gases intestinais.

e Atividade antiemética
O 6-gingerol atua no trato gastrointestinal aumentando a motilidade gastrica devido sua
atividade agonista sobre os receptores colinérgicos M3 e atividade antagonista sobre os
receptores de serotonina. Dessa forma, age na diminuigdo da secregdo gastrica, reduzindo
as contragdes musculares da mucosa e diminuindo a sensagdo de nauseas e vomito devido
ao aumento do esvaziamento gastrico.

Estudos de Eficacia
1. Ensaio clinico em pacientes com Sindrome do Intestino Irritavel

Um ensaio clinico realizado no Departamento de Medicina Clinica de Bologna em 19
pacientes com Sindrome do Intestino Irritdvel, demostrou que BIOintestil® é capaz de
combater eficazmente a disbiose, avaliada com analises metagenémicas em material fecal.
Os pacientes passaram por coleta de sangue e amostra de fezes na visita 1, antes do inicio
do tratamento, na visita 2, apds 4 semanas de tratamento com BIOintestil® na dosagem
de 600mg, administrado 3 vezes ao dia, e na visita 3, 4 semanas apds a pausa do
tratamento (Figura 1).

Visita 1 (T1) Visita 2 (T2) Visita 3 (T3)

Tratamento com
Triagem BlOintestil® Pausa
v v v
Coleta de sangue Coleta de sangue Coleta de sangue
Amostra de fezes Amostra de fezes Amostra de fezes

Figura 1. Esquema experimental do ensaio clinico.

Do ponto de vista clinico, 63% dos pacientes obtiveram uma melhora significativa da
sintomatologia logo apds 2 semanas de administracdo do BIOinteatil®, resultado que se
manteve por toda a duracdo da terapia (4 semanas).

Em geral, o fator que foi mais influenciado pelo tratamento foi a estabilizacdo da funcdo
intestinal que ocorreu em 81% dos pacientes.

O segundo fator foi a intensidade da dor, com uma melhora em 68% dos pacientes.

O escore da doenca foi analisado com o teste de IBS-VAS (Escala Analdgica Visual para a
Sindrome do Intestino Irritdvel), amplamente validado em clinica. Os resultados
mostrados na Figura 2 indicam uma reducao significativa (p<0,05) do escore no tempo T2
(visita 2), e que em diversos pacientes ficaram mantidos também no tempo T3 (visita 3).
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Figura 2. Gravidade da doenga avaliada com base nos escores obtidos com o teste IBS-
VAS. Os escores na escala de 75-175 indicam uma sintomatologia leve; em uma escala
de 176-300, indicam uma sintomatologia moderada; valores acima de 300 indicam
sintomatologia grave. Os valores registrados no tempo T2 foram significativamente
inferiores (p<0,05) em comparagdo com aqueles no tempo T1 (andlise estatistica
ANOVA).

Além disso, o tratamento com BIOintestil® reduziu significativamente a inflamagdo nestes
pacientes, medida através da dosagem da quimiocina pré-inflamatoéria circulante MIP-1.
Ndo foram verificadas reacdes adversas de nenhum tipo relacionadas a administragdo do
suplemento.

A evolucdo da doenca, do ponto de vista do perfil inflamatorio, foi avaliada no soro dos
pacientes com a metodologia Luminex, e é representada na Figura 3.

Observa-se uma modificagdo do perfil inflamatério médio dos pacientes, com uma
tendéncia de melhora do quadro inflamatério em T2 (visita 2), evidenciado por uma
diminuicdo estatisticamente significativa da quimiocina MIP-1B, cuja evolucdo esta
associada com a gravidade da Sindrome do Intestino Irritavel.

Perfil inflamatorio pos- Perfil inflamatorio pos-
tratamento (T2) tratamento (T3)

LM

pg/mL

-100

Figura 3. VariacGes no perfil inflamatdrio sérico médio dos pacientes no tempo 2
(grafico da esquerda) e do tempo 3 (grafico de direita). O valor de MIP-1B no tempo
T2 era significativamente inferior (p<0,05) em comparagdo com aquele medido no
tempo T1 (analise estatistica ANOVA).
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As modificacdes da microbiota intestinal induzidas por BIOintestil® sdo evidentes
especialmente nos subgrupos da SII-D (Sindrome do Intestino Irritavel diarreica) e da SII-
M (Sindrome do Intestino Irritavel mista) (Figura 4).

SI-MTI SI-M T2 SI-M T3 Il BACTEROIDETES

[l STREPTOPHYTA
[l ACTINOBACTERIA
Il VERRUCOMICROBIA

B LENTISPHAERAE

[l FIBROBACTERES

SI-DTI SI-D T2 SI-DT3

[l CYANOBACTERIA

B SPIROCHAETES

[l PLANCTOMYCETES

[l CANDIDATUS SACCHARIBACTERIA

[l ELUSIMICROBIA

[ FIRMICUTES

SI-CTI

SI-CT3
[T} TENERICUTES

[1] SYNERGISTETES
[ PROTEOBACTERIA

] FUSOBACTERIA

[T] NITROSPIRAE

Figura 4. VariagGes da microbiota intestinal média dos pacientes, analisadas no tempo T1, T2 e
T3. De acordo com os critérios diagndsticos Roma 111, os pacientes foram divididos de acordo com
a sintomatologia em SII mistos (SII-M), SII diarreicos (SII-D) ou SII com prisao de ventre (SII-

C).

O efeito observado apds a administracdo de BIOintestil® em pacientes classificados com
sintomatologia mista (SII-M) ou diarreica (SII-D) é de uma modificacdo da relagdo entre
bacteroidetes e firmicutes (Figura 4). As alteragbes da microbiota em pacientes com SII
tém sido analisadas em diversos estudos, com resultados contrastantes. Isso ocorre
porque a microbiota é muito influenciada por fatores como dieta e tempo de transito
intestinal, que sdo extremamente varidveis nos diferentes pacientes diagnosticados com
SII.

Em pessoas saudaveis adultas, a proporcdao entre bacteroidetes e firmicutes deveria ser
em torno de 1:1. Em pacientes analisados com SII-M e SII-D, no inicio do estudo, a
microbiota intestinal apresentou-se, em média, caracterizada por bacteroidetes excessivas,
particularmente acentuada no SII-D. O tratamento com BIOintestil®, reduziu
significativamente o excesso de bacteroidetes no tempo T2, e essa reducdao € mantida
também no tempo T3 em pacientes com diagnodstico de SII-M.

Além disso, o tratamento com BIOintestil® também ocasiona um aumento geral do filo
Actinobactérias no tempo T2 em pacientes com diagnéstico SII-M e SII-D (Figura 4).
Finalmente, mesmo que os dados se refiram a apenas um paciente, também no grupo SII-
C o tratamento com BIOintestil® tem como efeito no tempo T2 um forte reequilibrio da
microbiota intestinal, seja em termos de biodiversidade quanto em termos de relagdo
bacteroidetes-firmicutes.
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Estes dados sdao particularmente interessantes quando considerados outros estudos que
tém demonstrado o fracasso dos tratamentos probidticos como uma tentativa de
reequilibrar a microbiota intestinal em pacientes com Sindrome do Intestino Irritavel.

2. Seguranga
Estudos conduzidos em animais de laboratério e em humanos evidenciaram que os
componentes de BIOintestil® s3o seguros.
O p6 de gengibre (da raiz) é, de fato, tradicionalmente utilizado a nivel alimentar sem
evidenciar fend6menos particulares de toxicidade nas dosagens citadas. O geraniol,
componente do 6leo essencial de Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats., é classificado como
complemento alimentar seguro por parte das agéncias internacionais FDA, EFSA e
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA). A dosagem sem reacodes adversas
observaveis (NOAEL) é de 1000 mg/Kg dia, enquanto que a dosagem considerada ausente
de reacGes adversas (DNEL, Derived No Effect Level) é de 13,75 mg/Kg dia (EFSA, Joint
submission no. 203-377-1).
O geraniol contido no produto atinge o ponto maximo na dosagem sugerida, em uma
pessoa de 70 Kg de peso, a 32% do DNEL, enquanto que os outros componentes do 6leo
essencial de Citronela permanecem todos abaixo dos 13% do DNEL, indicando uma
absoluta seguranca na dosagem, pois resguarda a toxicidade hepatica e renal.
Os estudos pré-clinicos também demonstraram que o geraniol ndo possui toxicidade
hepatica ou renal de nenhum tipo, nas dosagens utilizadas. De fato, as dosagens das
enzimas desintoxicantes da fase I e II e antioxidantes, efetuadas tanto em nivel hepatico
guanto renal, ndo evidenciaram nenhuma alteragao significativa de suas atividades.
Em um estudo piloto realizado em pacientes com sindrome do intestino irritavel (ISS) foi
administrado geraniol por 4 semanas a uma dosagem de 10mg/kg dia e ndo foram
registrados efeitos adversos de nenhum tipo.
Ndo havendo estudos especificos disponiveis, por precaugdo recomenda-se evitar a
ingestao
de BIOintestil® durante a gravidez e amamentagdo, bem como em idade pediatrica.
Dada a capacidade de gingerol e geraniol de inibir a COX-2, e consequentemente a sintese
do tromboxano, ndo se aconselha o uso de BIOintestil® por pacientes submetidos a
terapias anticoagulantes ou com problemas de coagulacao.
Por fim, ndo é aconselhavel a ingestdo em caso de insuficiéncia renal ou hepatica sendo o
metabolismo dos dleos essenciais e de seus derivados essencialmente realizado pelo
figado e pelo rim.

3. Geraniol administrado via oral ou via enema para reducdo da disbiose e
inflamacao sistémica em ratos com colite induzida por dextrano sulfato de
sodio (DSS).

Tal como nos seres humanos, os dois filamentos bacterianos mais abundantes em ratos
C57BL6 / J sao os Firmicutes (60-80% das sequéncias) e os Bacteroidetes (20-40%).

As misturas de dleos essenciais tém demonstrado desempenhar um papel significativo na
modulagdo da microbiota intestinal, mas seu mecanismo de agdo permanece
incompletamente compreendido. Os o6leos essenciais (OE) sdo compostos complexos
naturais

Volateis, caracterizados por um forte odor e sintetizados por plantas aromaticas como
metabolitos secundarios. Sao misturas naturais altamente complexas que podem conter
até 60 componentes em concentragdes muito variadas.

Geraniol (Ge-OH) é um componente de monoterpeno naturalmente aciclico de OE extraido
de citronela, rosa e outras plantas aromaticas. Varios estudos sobre as atividades
bioldgicas de Ge-OH demonstraram ser um composto antimicrobiano altamente ativo, com
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias.

Ge-OH é um composto hidrofébico capaz de se ligar a parede bacteriana modificando sua
organizacao dinamica, com consequente perda de ions e deplecdo de ATP. Além da
inibicdo do crescimento bacteriano, especialmente eficaz em bactérias Gram-positivas, Ge-
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OH também danifica as proteinas bacterianas e os lipideos. E importante enfatizar que as
bactérias patogénicas humanas sdo mais sensiveis ao Ge-OH do que as espécies
comensais, mesmo que a natureza dessa seletividade permaneca inalterada.

O Ge-OH tem atividades antioxidantes em células eucaridticas. Ao reduzir o estresse
oxidativo, o Ge-OH pode prevenir a disfuncdo mitocondrial induzida por farmacos em
hepatdcitos. In vivo, demonstrou ser capaz de aumentar a neurodegeneracdao num modelo
de ratos da doenca de Parkinson.

In vitro e in vivo, Ge-OH inibe a expressdao de ciclooxigenase-2, enzima chave na
inflamacdo. As propriedades anti-inflamatdrias de Ge-OH foram avaliadas em diferentes
modelos animais e neste contexto tem sido demonstrado que a sua meta molecular ndo é
apenas COX-2, mas também NF-kB.

Considerando todas as suas atividades, o Ge-OH parece ser um excelente candidato para o
tratamento de inflamagdes intestinais e sistémicas e para o controle da disbiose intestinal.
Para determinar se o Ge-OH poderia se tornar uma opgao terapéutica em seres humanos,
foi administrado Ge-OH em formulagbes orais ou via enema em ratos disbidticos e
comparamos seus efeitos com uma terapia de hidrocortisona via enema, terapia padrao
usada para controlar a inflamagdo intestinal em pacientes com IBD.

Materiais e métodos

A formulagdo oral de Ge-OH via oral foi feita utilizando uma capsula de lecitina de soja. A
formulacado de Ge-OH para administracdao via enema foi preparada utilizando glicerina para
aumentar a viscosidade da solucdo. A solucdo de Enema Ge-OH foi preparada como se
segue: foi adicionado Ge-OH natural (4% v / v) a uma solucdo contendo PBS e glicerol
(30%

v / v). Uma quantidade de solucdo correspondente a 120 mg/kg (-1) (peso corporal,
matriz) foi preparada de fresco e administrada por enema durante a fase aguda da colite.
Uma solucdao de controle, misturada como anteriormente descrito, mas sem Ge-OH foi
também preparada e administrada ao grupo de controle de enema.

Para o tratamento de hidrocortisona foi preparada uma solugao contendo glicerol e
hidrocortisona, correspondente a 2,5 mg/kg (peso corporal) e administrada por enema
durante a fase aguda da colite.

Foram utilizados 64 ratos C57BL / 6 alojados em gaiolas coletivas com ambiente
controlado. Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em oito grupos experimentais: o
primeiro grupo (I) denominado CTRL (n = 8) recebeu apenas agua da torneira durante 37
dias (1-37). O Grupo II denominado SoySusp recebeu apenas agua da torneira durante 37
dias (1-37) e foram tratados com suspensdo oral sem Ge-OH durante 17 dias (dias 8-24)
para analisar possiveis modificacbes da microbiota induzida pela lecitina de soja em ratos
saudaveis. Os demais grupos (III-VIII) receberam agua da torneira durante 16 dias (1-
16), administracdo oral de 1,5% (p / v) de sulfato de dextrano sédico durante 7 dias em
agua da torneira (dias 17 -23), e agua da torneira durante 14 dias (25-37).

Além do DSS, o grupo III, denominado DSS (n = 8), recebeu a suspensdo oral de controle
sem Ge-OH durante 17 dias (dias 8-24), enquanto o grupo IV, denominado DSS + Ger30
(n = 8) receberam Ge-OH oralmente [30 mg/kg (-1)] durante 17 dias (dias 8-24).

O grupo V, denominado DSS + Ger120 (n = 8), recebeu Ge-OH [120 mg/kg (-1)] durante
17 dias (dias 8-24) e o grupo VI (n = 8) denominado DSS + Ger120, recebeu quatro
administracdes via enema de Ge-OH nos dias experimentais 19, 21, 23 e 25.

O grupo VII (n = 8), denominado enema DSS + Susp, recebeu quatro administragdes de
enema de suspensao de glicerol-PBS nos dias 19, 21, 23 e 25.

O dultimo grupo VIII, denominado DSS + enema de hidrocortisona, recebeu quatro
administragdes de enema de glicerol-PBS-hidrocortisona nos dias 19, 21, 23 e 25. Este
grupo foi utilizado como um modelo para compreender como a colite é clinicamente
modulada por uma poderosa droga. A hidrocortisona foi administrada por enema em doses
de 2,5 mg/kg (-1) de peso corporal.

O desenho experimental é esquematizado na Figura 1.
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Figura 1. Desenho experimental do estudo. O tratamento dos animais e a coleta das amostras de
sangue e tecido estdo indicados em azul escuro.

Foram avaliados trés principais parametros:

e Indice de atividade da doenca (DAI): calculado pelo escore de perda de peso,
consisténcia de fezes e sangramento.

e A avaliacdo histolégica da colite: os ratos (n=2 para cada grupo) foram
anestesiados e sacrificados por deslocacdo da cervical no dia 25 (2 dias apds o
final do tratamento com DSS, quando atingiu maior valor de DAI) e no dia 37, o
colon foi retirado e quatro cortes micrométricos foram corados com hematoxilina-
eosina e observados para avaliagdo histolégica de lesdo epitelial por um
patologista de forma cega.

e Determinacdo dos niveis plasmaticos de citocinas: Amostras de sangue (200 pl)
foram retiradas da veia da cauda nos dias 25 e 37 e recolhidas em tubos
Eppendorf. O sangue foi centrifugado, e o plasma foi recolhido e armazenado. Os
niveis de citocinas foram determinados utilizando um kit de imunoensaio de pé de
rato multiplexado (Bio-Rad, CA, EUA). Os ensaios de seis plex (IL-1p, IL-6, IL-10,
IL-17A, IFNy, TNFa) foram realizados em placas de 96 pocos seguindo as
instrucdes do fabricante.

Resultados

Atividade de Colite Clinica

Todos os camundongos tratados com DSS comecaram a apresentar sinais clinicos ligeiros
da doenca 2 dias antes do final do tratamento DSS a 1,5% (dia 21) devido ao aumento
simultédneo do indice de consisténcia das fezes e do indice de sangramento (pontuagdo DAI
maxima = 2,3). Os sinais clinicos mais evidentes de cada grupo foram registrados entre os
dias 25 e 27 (Figura 2), com um escore maximo de DAI de 9,1 para o grupo DSS e com
perda de peso severa que atingiu o pico entre os dias 25 e 28 (Figura 2A). Ge-OH a 30
mg/kg (-1) reduziu o escore DAI de colite durante a fase aguda, mas ndo afetou esse
indice durante a fase de recuperacdo (Figura 2B). Nesta dose de Ge-OH, a pontuagdo DAI
manteve a mesma tendéncia observada em ratos tratados com DSS. Na dose oral mais
elevada, Ge-OH reduziu a pontuacdo de DAI durante quase toda a duracgdo da colite e
especialmente durante a fase de recuperagdo. Estes efeitos Ge-OH positivos foram ainda
melhorados quando os ratos coliticos foram tratados com Ge-OH administrado em enema,
resultando numa perda de peso muito baixa e uma pontuacdo DAI fortemente reduzida
para toda a duracgao da colite.
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Figura 2. Indice de variacdo de peso (A) e indice de atividade de doencga (DAI). Pontuacdo maxima
DAI foi atingida entre os dias 25 e 27. A perda maxima de peso (22%) foi registada entre os dias 22 e
27. Tempo de recuperacao de peso final no final da semana 37 (p <0,05).

Perfil de Citocina Inflamatéria da Colite

Os niveis plasmaticos de IL-1B, IL-6, IL-10, IL-17, TNFa e IFNy foram detectados em
amostras de sangue de todos os ratos experimentais em dois momentos diferentes, um
correspondente a fase aguda da colite (dia 25), e uma no final da fase de recuperagao (dia
37). O tratamento com DSS aumentou significativamente (P<0,05) todas as citocinas
medidas, tanto no dia 25 como no dia 37 (Figura 3).

No dia 25, a administracdo oral de Ge-OH na dose mais baixa de 30 mg/Kg (-1) nao
modificou o perfil inflamatorio de ratinhos tratados com DSS. A administracdo oral da dose
de Ge-OH mais elevada de 120 mg/kg (-1), e de administracdo de enema de Ge-OH 120
mg (-1) reduziu significativamente a IL-10, IL-17, TNFa e IFNy (P <0,05) mas nao reduziu
IL-1B nem IL-6. No dia 37, quando a colite tendeu a tornar-se cronica, os ratos tratados
com Ge-OH apresentaram um perfil inflamatério melhor do que os ratos tratados com
DSS. Em particular, a menor dose de Ge-OH oral reduziu significativamente todas as
citocinas medidas (P<0,05). A administracdo oral de doses mais elevadas de Ge-OH
diminuiu significativamente a IL-13, IL-17, IFNy e TNFa (P <0,05), mas nao IL-6 nem IL-
10.
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Figura 3. VariagGes plasmaticas de citocinas durante a colite experimental avaliada nos dia 25 e 37
(p<0,05).

Avaliacdo histoldgica da colite

A avaliacao histoldgica do colon foi feita a partir da jungao colocecal ao anus. Em geral, a
lesdo do tecido tendeu a ser limitada as regiGes terminais do célon e do reto e pode ser
classificada como colite moderada (Figura 4).

No dia 25 (Figuras 4A-C), a mucosa do célon nos camundongos tratados com DSS mostrou
uma perda difusa de células caliciformes, abscessos criptas focais, hiperemia difusa,
infiltragdo celular moderada na mucosa e erosdes epiteliais focais. Hiperemia difusa, leve
perda de células caliciformes, infiltracdo celular leve, mas sem abscessos de cripta,
ou erosdes epiteliais também estavam presentes na mucosa de camundongos tratados
com Ge-OH oral em ambas as doses administradas. O célon dos ratos tratados com enema
Ge-OH foi

caracterizado por uma menor distorcao da mucosa (alongamento) e mostrou uma perda
moderada de epitélio e baixas infiltracdes de leucdcitos.

Ap0s a recuperacdo do peso (dia 37), a mucosa do célon nos camundongos tratados com
DSS mostrou uma perda difusa de células de calice, abscessos de cripta focais, hiperemia
difusa e infiltracdo celular leve (Figura 4D), enquanto a mucosa de ratos tratados com Ge-
OH apresentaram hiperemia difusa, mas uma perda mais suave de células caliciformes,
uma infiltragao celular mais suave e sem abscessos de cripta com a dose administrada
(Figuras 4E, F).

A mucosa do célon nos camundongos tratados com enema de Ge-OH mostrou uma
arquitetura normal semelhante a mucoso do célon controle (saudaveis). Em conclusdo, as
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melhorias histologicas e clinicas foram evidentes nos ratos tratados com Ge-OH e
particularmente nos animais tratados com enema.

Ge-OH 120 or

Ge-OH 120 en

i

Figura 4. Diferengas na arquitetura histoldgica induzidas por Ge-OH 120mg/kg (-1) e hidrocortisona
2,5mg/kg (-1) durante a colite experimental. Os espécimes de cdlon foram recolhidos de murganhos
nos dias 25 (A-D) e 37 (E-H).

Modificagdes da microbiota induzidas por Ge-OH

Uma vez que a suspensao livre de Ge-OH nao induziu alteragdes de microbiota, investigou-
se o impacto do tratamento de Ge-OH na disbiose de microbiota induzida por DSS em
ratos. As fezes dos ratos foram recolhidas nos dias 18, 25, 29 e 37. A Figura 5 ilustra a
estrutura filogenética da microbiota intestinal caracterizada utilizando a plataforma
universal HTF-Microbi.Array.

O tratamento com DSS induziu mudancas profundas, progressivas e transitérias na
composicao da microbiota de camundongos, em comparagdao com os controles colite-
negativo (grupo I), definindo uma peculiar trajetéria de microbiota durante a colite
induzida.

Em particular, no dia 18, apds 1 dia de tratamento com DSS, a estrutura microbiana global
de ratos DSS ainda se assemelhava a dos ratos do grupo controle. No dia 25, apos sete
dias de DSS, observou-se uma reestruturacdo temporaria global da composicdo da
microbiota intestinal. No dia 29, foi registrada uma reducdo transitoria de Bacteroidetes
associada com um aumento em Firmicutes. No entanto, no dia 37, os ratos tratados com
DSS recuperaram uma estrutura de microbiota semelhante a dos controles saudaveis.
Enquanto o tratamento oral com Ge-OH a 30 mg/kg (-1) exerceu apenas um leve impacto
na dindmica temporal da disbiose microbiana induzida pelo DSS, o tratamento oral e de
enema com uma dose de 120 mg/kg (-1) resultou em consideravel protecdo contra a
reducdo transitéria dependente de DSS de Bacteroidetes, favorecendo uma recuperagao
mais rapida de um perfil de comunidade semelhante ao de controles saudaveis. Em
particular, no dia 25, Ge-OH a 120 mg/Kg (-1) (tanto enema como administrado por via
oral) desencadeou um aumento de Lactobacillaceae que atingiu uma abundancia relativa
de 11,2% e 9,7% respectivamente, notavelmente superior ao valor correspondente em
ratos do grupo controle. Esta abundancia relativa de Lactobacillaceae dependente de Ge-
OH foi mantida até o dia 29, apds os ratos tratados com Ge-OH recuperarem-se
permanentemente da reducao de Bacteroidetes induzida por DDS, 8 dias antes em relagao
aos ratos tratados somente com DSS.

Diferentemente do observado em ratos tratados com DSS, em ratos saudaveis, o
tratamento com Ge-OH, mesmo na dose de 120 mg/kg (-1) (administrado oralmente), ndo
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produziu as mesmas alteragdes marcadas na microbiota. De fato, a composigdao microbiana
de camundongos tratados com Ge-OH 120 mg/kg (-1) mostrou um ligeiro aumento nas
familias de Lactobacillaceae, Bacillaceae e Bacteroidetes (ver Figura 2).
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Figura 5. Dinamica temporal a nivel familiar da comunidade microbiana fecal de ratos tratados com
dextrano sulfato de sédio (DSS). A composicdo microbiana de camundongos saudaveis (CTRL),
camundongos coliticos (DSS), camundongos coliticos tratados com geraniol oralmente [Ge-OH 30
mg/kg (-1), 120 mg/kg (-1)] e camundongos coliticos tratados com geraniol enema [120 mg/kg (-
1)]. Outras familias de Bacteriodetes e Firmicutes que ndo sdo listadas separadamente foram
combinadas em um Unico grupo. A composicdo da microbiota do grupo de ratos tratados com
suspensdo oral livre de Ge-OH ou suspensdo de enema livre de Ge-OH ndo mostrou diferencas
relativas ao grupo de ratos saudaveis.

Down-Regulacdao de COX-2 através de tratamento com Ge-OH

Uma vez que a COX-2 desempenha um papel crucial na producao de muitos mediadores
lipidicos envolvidos na inflamagao intestinal, e é um dos principais alvos da terapia
farmacologica IBD, analisamos a expressao de RNAm de COX-2 nos tecidos do célon
durante colite induzida por DSS (Figura 6) .

Os dados suportam a descoberta previamente relatada de que o RNAm de COX-2 aumenta
significativamente na parede do intestino de camundongos tratados com DSS. No dia 25,
observou-se um aumento significativo (1,8 vezes, P<0,05) na expressao de COX-2 na
parede do intestino de ratos tratados com DSS. Ge-OH diminuiu a expressao de COX-2 em
ratos tratados com DSS, com valores comparaveis ao controle.
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Figura 6. Geraniol (Ge-OH) modula a expressdo da ciclooxigenase-2 (COX-2) in vivo de célon durante
a fase aguda (dia 25). A expressao de RNAm de COX-2 foi avaliada por PCR em tempo real (p<0.05).

4. Propriedades fitoquimicas, farmacoloégicas e toxicologicas do gengibre
(Zingiber officinale Roscoe): Uma revisao de pesquisa recente.

Gengibre (Zingiber officinale Roscoe) é uma planta medicinal amplamente utilizada em
todo o mundo, desde a antiguidade, para uma variedade de doengcas como artrite,
reumatismo, dor de garganta, constipagdo, indigestdo, vomito e hipertensdo. As principais
acoes farmacoldgicas do gengibre e seus compostos isolados incluem acdo
imunomoduladora e anti-inflamatéria. O principal constituinte quimico do gengibre é o 6-
gingerol. Foi demonstrado que o gengibre contém possui propriedades farmacoldgicas
semelhantes aos agentes anti-inflamatérios ndo esteroidais de dupla agdo (AINEs) in vitro
em leucdcitos humanos. Sabe-se que tais inibidores tém menos efeitos secundarios e sdo
mais eficazes do que os AINES. Além disso, foi demonstrado que os gingerdis sdo muito
ativos na inibicdo de prostaglandinas e leucotrienos em células RBL-1. Mais recentemente,
foi demonstrado que o gingerol é eficaz contra citocinas sintetizadas e segregadas em
locais de inflamagao.
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