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SANTOS, L.O. Azeite de oliva para o tratamento das doencas inflamatérias intestinais em
modelos animais: uma revisao sistematica. Sdo Cristovao: Programa de PoOs-graduacdo em
Ciéncias da Nutricdo, Universidade Federal de Sergipe, 2021.

RESUMO

O azeite de oliva (Olea europaea), comumente usado na dieta mediterrdnea, apresenta
propriedades atribuidas aos seus fitoquimicos como atividades antioxidantes, anti-inflamatorio
e anticancerigeno. Em razdo dessas caracteristicas, o azeite de oliva pode ser alternativa para o
tratamento das doencas inflamatdrias intestinais (DI1), compreendendo, principalmente, doenca
de Crohn (DC) e a colite ulcerativa (UC), as quais sdo caracterizadas por uma condicao
inflamatdria crénica, de carater multifatorial e com impactos negativos na qualidade de vida do
individuo. O tratamento medicamentoso atual é feito com aminossalicilatos e corticoides, estes
apresentam muitos efeitos colaterais o que impulsiona a procura por outras terapias. A
inflamacdo crénica da mucosa intestinal propicia extenso recrutamento de leucdcitos
fagocitarios, favorecendo a ativacdo do sistema NADPH oxidase e producdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio, tem como resultado o estresse oxidativo, 0 que perpetua a
resposta inflamat6ria. Assim sendo, o0 objetivo desta pesquisa foi realizar uma revisdo
sistematica sobre o potencial do azeite de oliva para o tratamento das DIl em modelos de colite
experimental em animais, utilizando as bases de dados PubMed, Scopus e Web of Science,
limitada a ensaios clinicos com animais. O risco de viés dos estudos foi avaliada usando a
ferramenta de andlise do risco de viés SYRCLE para estudos experimentais em animais. Nesta
revisao, foram selecionados 16 trabalhos e constatou-se que o azeite de oliva melhora
pardmetros clinicos, dano histoldgico, aumenta o sistema de defesa antioxidante e modula a
expressao de mediadores inflamatorios. Entretanto, mais estudos pré-clinicos e clinicos devem
ser realizados com o intuito de melhor conhecer os mecanismos de acdo e determinar a
quantidade adequada de azeite que apresente efeitos satisfatdrios.

Palavras-chave: Azeite de Oliva, Doencas Inflamatdrias Intestinais, Doenca de Crohn, Colite
Ulcerativa.



SANTOS, L.O. Olive oil for the treatment of inflammatory bowel diseases in animal models: a
systematic review. S&o Cristovdo: Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da Nutrigdo,
Universidade Federal de Sergipe, 2021.

ABSTRACT

Olive oil (Olea europaea), commonly used in the Mediterranean diet, has properties attributed
to its phytochemicals such as antioxidant, anti-inflammatory and anticancer activities. Due to
these characteristics, olive oil can be an alternative for the treatment of inflammatory bowel
diseases (IBD), comprising mainly Crohn's Disease (CD) and Ulcerative Colitis (UC), which
are characterized by an inflammatory condition chronic, multifactorial and with negative
impacts on the individual's quality of life. The current drug treatment is made with
aminosalicylates and corticosteroids, these have many side effects which drives the search for
other therapies. Chronic inflammation of the intestinal mucosa provides extensive recruitment
of phagocytic leukocytes, favoring the activation of the NADPH oxidase system and excessive
production of reactive oxygen species, resulting in oxidative stress, which perpetuates the
inflammatory response. Therefore, the aim of this study was to carry out a systematic review
of the potential of olive oil for the treatment of IBD in experimental colitis models in animals,
using the PubMed, Scopus and Web of Science databases, limited to clinical trials with animals.
Study quality was assessed using the Cochrane Collaboration's Risk of Bias Analysis Tool for
Experimental Animal Studies. In this review, 16 papers were selected and it was found that
olive oil improves clinical parameters, histological damage, increases the antioxidant defense
system and modulates the expression of inflammatory mediators. However, more pre-clinical
and clinical studies must be carried out in order to better understand the mechanisms of action
and determine the adequate amount of oil that presents satisfactory effects.

Keywords: Olive Oil, Inflammatory Bowel Diseases, Crohn's Disease, Ulcerative Colitis.
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1 INTRODUCAO

O azeite de oliva (Olea europaea) apresenta propriedades Unicas atribuidas aos seus
fitoquimicos como efeitos antioxidante, anti-inflamatério e anticancerigeno (PANG;
LUMINTANG; CHIN, 2021). A dieta mediterranea, na qual o azeite de oliva é a principal fonte
de gordura, esta associada a diminui¢cdo da mortalidade geral e cardiovascular em razdo da
quantidade de &cidos graxos monoinsaturados (AGMI) e compostos bioativos, 0s quais sao
responsaveis pelos efeitos benéficos a satde (FITO et al., 2005). Dos quais destacam-se 0s
triacilglicerdis (98-99%) e AGMI, correspondendo a 70-80%, principalmente, acido oleico,
mas também € composto por acido linoleico, &cido palmitico, acido estearico e &cido
palmitoléico em menores quantidades. Constitui-se também de uma fracdo insaponificavel com
mais de 200 componentes minoritarios, incluindo a- e y-tocoferois, tocotrienois, [B-caroteno,
fitoesterois, flavonoides e compostos fenolicos hidrofilicos (oleuropeina, hidroxitirosol, tirosol
e oleocantal) (FERNANDES et al., 2020).

Baseado em evidéncias cientificas, a dieta do mediterraneo pode reduzir resposta
inflamatdria, caracteristica presente em doencas cronicas, sendo o azeite de oliva considerado
o principal produto alimenticio responsavel por este efeito positivo (ESTRUCH, 2010;
YUBERO-SERRANO et al., 2019). Desse modo, ha a possibilidade de o azeite de oliva exercer
efeito positivo importante na doenca inflamatoria intestinal (DII), em particular doenca de
Crohn (DC) e colite ulcerativa (CU), cuja condicdo inflamatdria cronica é caracterizada pela
ativacdo imunoldgica inadequada contra elementos da microbiota na mucosa, com consequente
desequilibrio entre as citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatorias (ALLUE, 2015;
DIESTEL; SANTOS; ROMI, 2012). Como processo inflamatério constante proporciona
producdo excessiva de radicais livres, e por conseguinte, reduzindo a defesa antioxidante dos
pacientes com DII, mesmo na fase assintomatica da doenca, o0 estresse oxidativo desempenha
papel fundamental na perpetuacdo da inflamacdo (MOURA et al., 2015).

Sendo assim, como o azeite de oliva pode propiciar melhora na inflamacgéo sistémica,
afetando positivamente a composi¢do da microbiota intestinal e modulando o estado redox
celular, o uso no tratamento da DIl parece promissor preferencialmente a terapia
medicamentosa (ANGELONI et al., 2017; FRAGA et al., 2019). Esta inclui corticosteroides na
fase aguda, aminossalicilados — sulfassalazina e mesalazina — nas formas leve e moderada e
imunossupressores para casos graves, como a ciclosporina (GREVENITIS; THOMAS;
LODHIA, 2015), os quais podem causar efeitos adversos graves, tais como problemas
gastrointestinais, anemia, carcinogénese, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e reacdes de
hipersensibilidade (MOURA et al., 2015).



Em contrapartida, estudos demonstram a importancia da alimentacdo no controle dos
sintomas da doenga, a exemplo dos probioticos, e inclusive de alguns nutrientes que podem
estar envolvidos na modulacdo da resposta imune, como os acidos graxos émega 3 (DIESTEL;
SANTOS; ROMI, 2012). Além disso, também tem sido relatado o papel de compostos
bioativos, oriundo de frutas e outros vegetais, ervas e especiarias, como os polifendis, 0s quais
apresentaram comportamento anti-inflamatério por inibigcdo da ativagdo de fator nuclear kappa
B (NF-kB) (MOURA et al., 2015). Neste sentido, o0 azeite de oliva se denota alimento provavel

no alivio e tratamento dos efeitos adversos presentes nas DII.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aczeite de oliva (Olea europaea): constituintes e os efeitos benéficos a satide

Extraido do fruto da oliveira (Olea europaea), o azeite de oliva € conhecido por sua
qualidade nutricional e efeitos na satde cardiovascular, na reducdo do risco ao cancer e de
outras doencas cronicas ndo transmissiveis (FABIANI; VELLA; ROSIGNOLI, 2021). Os
componentes majoritarios do azeite de oliva so os triacilglicerdis que correspondem até 99%
da sua composicao total, dos quais 80% ¢é o acido oleico. Além disso, 0s compostos bioativos
representam até 2% do conteldo total, essas substancias incluem: compostos fenolicos,
carotenoides, alcoois triterpénicos e esteris (RODRIGUEZ-LOPEZ et al., 2020). Essas
substancias apresentam propriedades anti-inflamatoria e antioxidantes, sendo aliadas no
tratamento de doencas associadas ao estresse oxidativo (ROMANI et al., 2019; YUBERO-
SERRANO et al., 2019)

Dentre os componentes minoritarios, os compostos fendlicos sdo os principais
antioxidantes encontrados no azeite de oliva, classificados em: &lcoois fendlicos, acidos
fenolicos, flavonoides, lignanas e secoiridoides (SERVILI; MONTEDORO, 2002), em maiores
detalhes na figura 1.

Evidéncias demonstram que a dieta mediterranea pode reduzir a resposta inflamatoria,
caracteristica presente em doengas crénicas, sendo o azeite de oliva apontado como o principal
produto alimenticio responsavel por este efeito positivo (ESTRUCH, 2010; YUBERO-
SERRANO et al., 2019). Em especial, os polifendis ttm mostrado grande potencial para
modular o sistema imunoldgico humano, afetando a proliferacdo e a atividade das células
brancas do sangue, bem como a producgéo de citocinas ou outros fatores que participam da
defesa imunoldgica (GORZYNIK-DEBICKA et al., 2018). A esse respeito, os resultados de
estudos in vivo evidenciam os efeitos anti-inflamatdrios tanto do azeite de oliva quantos de suas
fracdes fendlicas, como relatado pelo estudo realizado em modelo experimental de artrite em
ratos, no qual foi utilizado um filme bicamada enriquecido com hidroxitirosol e 0 uso tépico
foi capaz de reduzir sintomas inflamatorios, sinovite e niveis séricos de IL-6 (NG; TAN;
BUANG, 2017). A microbiota intestinal é capaz de degradar algumas das substancias presentes
no azeite, produzindo metabdlitos ativos com efeitos quimiopreventivos no cancer colorretal,
como relatado na reviséo de estudos pré-clinicos realizada por Borzi et al. (2019).

Além disso, a ingestdo de azeite também consiste em melhorar defesas antioxidantes,
aumentando a expressao da atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx),
como também a oleuropeina e o hidroxitirosol agem como eliminadores diretos de radicais

livres, 0 segundo juntamente com oleocantal s&o inibidores de ciclooxigenases (COX) e a
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primeira neutraliza as oxidacgdes das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (ANGELONI et
al., 2017; FITO et al., 2005). Em razdo dessas atividades tem sido atribuido o papel
cardioprotetor do azeite, pois aumenta os niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL-c) e
diminui os niveis de LDL-c, facilitando o transporte reverso do colesterol e evita 0 acimulo de
moléculas de adesdo causadoras de lesdes celulares, o que resultaria em disfuncdo endotelial
(MARCELINO et al., 2019)

Figura 1 — Estrutura quimica dos principais compostos fendlicos encontrados no azeite de

oliva.
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Todos os componentes do EVOO podem contribuir potencialmente para a manutencao
da saude, apesar da sua acao sinérgica, alguns fenélicos se destacam isoladamente por estarem
relacionados a prevencdo ou inibicdo de doencas, a exemplo do hidroxitirosol, tirosol e
oleuropeina.

Estudos in vitro mostraram que derivados de hidroxitirosol, como acetato de
hidroxitirosol e 3,4-diidroxifeniletilenoglicol, apresentam papéis especificos nos efeitos anti-
inflamatorios dos fendlicos do azeite de oliva (APARICIO-SOTO et al., 2015; CARDENO et
al., 2014). Eles tém atividades potentes de eliminacao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
reduzem os niveis de nitrito e regulam negativamente a expresséo da ciclooxigenase 2 (COX-
2) e previnem a degradagéo de fatores envolvidos nas respostas celulares ao estresse oxidativo
em células de mamiferos (APARICIO-SOTO et al., 2015). Esses efeitos se somam as
conhecidas propriedades anti-inflamatdrias potentes dos secoiriddides EVOO, principalmente
oleocantal e oleaceina, que também sdo ressaltadas pela inibicdo da atividade da COX-2
(LOZANO-CASTELLON et al., 2020). Nikou et al. em 2019 encontram que o oleocanthal e a
oleina ativam vias citoprotetoras que promovem o envelhecimento saudavel em células de
mamiferos (in vitro) e em modelos de Drosophila in vivo. Esses efeitos incluem regulacéo
positiva da expressdo do proteassoma e inibicdo do estresse oxidativo, que pode ser
desencadeado pela ativacdo do fator eritrocitario 2 relacionado ao fator nuclear 2 (NFR2), que
esta associado a inflamacéo.

No que diz respeito a distarbios digestivos, o tratamento in vitro com extratos fendlicos
de azeite neutraliza os efeitos oxidativos e inflamatorios de lipidios oxidados, como
hidroperdxidos e oxiesterois em células Caco-2 semelhantes a enterdcitos (SERRA et al., 2018).
Neste modelo, os fendlicos do azeite demonstraram atenuar a via da proteina quinase ativada
por mitdgeno (MAPK)/fator nuclear kappa B, que tem sido implicada na patogénese de doencas
inflamatdrias intestinais (INCANI et al.,, 2016; SERRA et al., 2018). Esses resultados
apontaram o potencial efeito protetor dos fendlicos do azeite de oliva impedindo a producéo de
compostos oxidativos, modulando mediadores pro-inflamatorios ou inibindo o efeito toxico de
oxidantes dietéticos como produtos oxidados de colesterol presentes em alimentos contendo
colesterol (SERRA et al., 2018). O efeito dos compostos fenolicos EVOO contra doencas
inflamatdrias intestinais também foi avaliado em estudos in vivo em camundongos, foi
demonstrado um efeito anti-inflamatorio que previne disturbios digestivos, incluindo doenga
inflamatdria intestinal e colite ulcerativa aguda por dieta rica em polifenis EVOO
(SANCHEZ-FIDALGO, S. et al., 2010b).
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Dessa forma, as atividades bioldgicas dos polifendis que estdo intimamente ligadas a
acdo antioxidante e anti-inflamatdria tém a capacidade de reduzir o risco de e tratar doengas,
dentre as quais, destacam-se as DII, devido ao estado inflamatdrio crénico e aumento ou
estabelecimento do estresse oxidativo, e que o azeite de oliva poderia ter potencial terapéutico

contra a progressdo da doenca.

2.2 A doenca inflamatdria intestinal

A DIl compreende, principalmente, a DC e a CU, caracterizadas pelo estado
inflamatério cronico do trato gastrointestinal em periodos de remissdo e exacerbacdo.
Geralmente, acomete individuos na faixa etéaria de 15 e 30 anos de idade, contudo, a etiologia
ainda ndo foi totalmente esclarecida, mas sabe-se que é o resultado da combinacao de fatores
ambientais, genéticos e da resposta imune anormal a microbiota intestinal, que sucede em
lesdes. Apesar da DC e a CU pertencerem a mesma classificagdo de DII, apresentam
caracteristicas diferentes (CORRIDONI; ARSENEAU; COMINELLI, 2014; FAVA,
DANESE, 2011).

A DC, uma das formas mais comuns da DII, envolve locais diferentes ao longo do trato
gastrointestinal, entretanto a porcdo mais comumente afetada é o ileo e o colon.
Frequentemente, ha areas de inflamacédo descontinuada (lesdes em salto) e comprometem todas
as camadas, da mucosa a serosa. E caracterizada pela formacdo de estenoses, fistulas e
granulomas na mucosa. As manifestacdes clinicas da DC podem incluir diarreia ou diarreia
sanguinolenta (menos frequente), febre, desnutricdo, déficit de crescimento, dor abdominal e
perda de peso. Além disso, manifestacdes extraintestinais podem ocorrer, que se traduzem em
complicacgdes oculares, hepaticas, urinarias, dermatoldgicas, entre outras (DE MATTOS et al.,
2015; FREEMAN, 2014; HARLAN; MEYER; FISHER, 2016).

Diferentemente dos aspectos fisiopatoldgicos encontrados na DC, na CU a lesdo ocorre
de forma continua, ha o envolvimento do célon e reto e é limitada a camada mucosa. E
caracterizada por ulceragdes superficiais, granularidade e padréo vascular, como também por
transicdo nitida e bem demarcada entre o tecido normal e o acometido. As principais
manifestacdes clinicas da UC incluem diarreia com urgéncia, sangramento retal, dor abdominal
em cdlica e tenesmo (DE MATTOS et al., 2015; FORD; MOAYYEDI; HANAUER, 2013;
HARLAN; MEYER; FISHER, 2016).

A inflamag&o cronica da mucosa intestinal propicia extenso recrutamento de leucocitos
fagocitarios, favorecendo a ativagdo do sistema NADPH oxidase, com consequente producao

de superdxidos, peroxidos de hidrogénio e acido hipocloroso, perpetuando a resposta
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inflamatoria (PAVLICK et al., 2002). Dessa forma, a producdo excessiva de espécies reativas
de oxigénio (ERO) tem como resultado o estresse oxidativo, decorrente da inabilidade de
eliminacdo de compostos oxidantes, em razdo do esgotamento de mecanismos enzimaticos
enddgenos — superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) — e
ndo-enzimaticos. Esse estado de desequilibrio conduz desde a morte celular a danos ao DNA e
oxidacdo de lipidios e proteinas. Estudos tém demonstrado que a lesdo mediada pelo oxidante
desempenha papel importante na fisiopatologia da DIl (BARBOSA et al., 2010; PIECHOTA-
POLANCZYK; FICHNA, 2014).

Além do estresse oxidativo, a producdo excessiva de espécies reativas de nitrogénio
(ERN) pode ocorrer na DII, devido ao processo inflamatdrio crénico. Durante a fase de
inflamacdo, aumenta a producdo de 6xido nitrico (NO), o excesso dessa substancia acaba
lesionando o célon, em decorréncia da producdo de peroxinitritos, que amplificam o estresse
oxidativo e danos teciduais (VEZZA et al., 2016).

2.2.1 Etiopatogénese

Como mencionado anteriormente, a etiologia da DIl ainda ndo estd completamente
elucidada, entretanto, estudos sugerem que fatores ambientais, genéticos e imunoldgicos
contribuem para o surgimento da doenca (MALIK, 2015; WIRTZ; NEURATH, 2007).

2.2.1.1 Fatores ambientais

Vaérios fatores ambientais tém sido associados com a DII. Estes incluem tabagismo,
dieta, medicamentos e higiene. Estes fatores tanto podem aumentar o risco de desenvolvimento
desta condi¢do quanto proteger, como também podem afetar o curso da doenca de forma
negativa ou positiva (DUTTA; CHACKO, 2016). Dessa forma, por causa da vasta quantidade
de influéncias ambientais, é provavel que a genética por si s6 ndo seja unicamente responsavel
no aparecimento da doenca (LOH; BLAUT, 2012).

Em relagdo a alimentacdo, acredita-se que fatores dietéticos estdo intimamente ligados
a incidéncia de DII, principalmente os habitos alimentares ocidentais, ricos em lipidios,
acucares refinados e baixo conteddo de fibras (LEGAKI; GAZOULI, 2016). A dieta pode
contribuir para o desenvolvimento de DIl por meio do efeito direto dos antigenos alimentares,
mudanga da microbiota intestinal, alteracdo da expressdo de genes e da permeabilidade
gastrointestinal (DURCHSCHEIN et al., 2016).
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2.2.1.2 Fatores genéticos

A patogénese da DII estéa relacionada a resposta imune exacerbada aos componentes da
microbiota intestinal em individuos com predisposicdo genética (FARRELL; LAMONT,
2002). O historico familiar positivo para DIl evidencia a contribuicdo da genética para o seu
inicio, sendo que existe maior relacdo da hereditariedade com a DC do que com a CU
(ANANTHAKRISHNAN, 2015).

Diversos estudos tém associado alguns genes como possiveis desencadeadores da DII,
sdo o0s responsaveis por codificar receptores de membrana nas células da resposta imune inata,
0s quais reconhecem padr6es moleculares bacterianos. Os principais receptores envolvidos séo
os receptores do tipo Toll (TLR) e os similares ao dominio de oligomerizagdo ligante de
nucleotideo (NOD), estes quando ativados por antigenos bacterianos, causam uma serie de
reacOes capazes de garantir o equilibrio entre a mucosa intestinal e 0 microrganismo.
Entretanto, na DII, acontecem alteracGes genéticas nesses receptores que provocam erros na
resposta imune ao patdgeno, causando o desequilibrio (DE LANGE; BARRETT, 2015;
PINHO, 2008).

O gene CARD15 — expresso no citoplasma de varias células imunoldgicas, como
mondcitos e células derivadas de mondcitos - codifica a proteina NOD2, a qual é composta por
uma regido de repeticOes ricas em leucina (RRL), reconhece um dipeptideo muramil presente
nos peptideoglicanos de bactérias gram-positivas e gram-negativas, um dominio de ligacdo de
nucleotideos e dois dominios de recrutamento de caspase. As alteraces dentro ou préximo ao
dominio de reconhecimento do dipeptideo muramil RRL tém sido relacionadas com ativacédo
incorreta do NF-kB e aumento da susceptibilidade, principalmente, para a DC (HU; PETER,
2013; JOSTINS et al., 2012; LI et al., 2004; MCGOVERN et al., 2005; SHEN et al., 2010).

Alteracdes genéticas da familia dos TLRs tém sido descritas tanto na DC quanto na CU,
esses receptores sdo proteinas transmembranares, normalmente expressos por células
apresentadoras de antigeno, e reconhecem padrées moleculares associados a patdgenos, como
consequéncia ativam as vias de transducéo de sinal dos genes da resposta imune inata, como o
NF-kB (RODRIGUEZ-BORES et al., 2007). O TLR2 e TLR4 sdo os mais comumente
relacionados a DII, o primeiro identifica bactérias gram-positivas e reconhece seus
componentes, como lipopeptideos e &cido lipoteicoico, enquanto o segundo identifica produtos
de bacterias gram-negativas, como os lipopolissacarideos. Estes receptores, sdo encontrados em
niveis reduzidos nas células epiteliais do intestino de um individuo normal, 0o que garante

reconhecimento baixo das bactérias comensais, contudo, em portadores de DII, os niveis
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encontram-se elevados, o que pode desencadear resposta imune exacerbada (MCGOVERN et
al., 2005; SHEN et al., 2010; SINGH et al., 2005; TAKEDA; AKIRA, 2005).

2.2.1.3 Fatores imunoldgicos

As bactérias comensais e patogénicas estdo em constante competicdo na microbiota e
vivem em interagdo intensa com o sistema imune da mucosa intestinal. Estudo em modelo
animal, constatou que os animais livres de germes ndo desenvolveram a DII, assim esses
achados sugerem que bactérias comensais podem induzir a inflamacdo da mucosa intestinal.
Entretanto, existem aspectos quem limitam esse estudo, pois ratos com defeito na
permeabilidade intestinal, apesar de apresentar resposta imune normal, desenvolveram a doenca
(STROBER; FUSS; MANNON, 2007).

Estudos sugerem que pelo menos trés aspectos da microbiota, simultaneamente ou néo,
estejam relacionados como a etiopatogénese da DII, como a presenga constante de um agente
patogénico, aumento da permeabilidade da barreira intestinal e a disbiose intestinal, culminando
em resposta inflamatéria (MATRICON; BARNICH; ARDID, 2010).

Ademais, pode ocorrer alteracdo na composicao da microbiota intestinal. Em relacéo a
CU, foi observada reducdo significativa de Bifidobacterium quando comparado ao grupo
saudavel. Enquanto a populacdo de Escherichia coli foi maior no grupo colitico, confirmando
a existéncia de disbiose nesses pacientes (MACFARLANE et al., 2004). Da mesma forma, na
DC também foi identificado desequilibrio da microbiota com quantidades diminuidas de
Faecalibacterium e Roseburia e aumento de Enterobacteriaceae e Ruminococcus gnavus,
principalmente nos pacientes com o ileo acometido (WALLACE et al., 2014).

E importante ressaltar que o ambiente intestinal representa grande desafio para o sistema
imune, pois ao mesmo tempo em que deve ser tolerante a microbiota comensal, deve também,
garantir resposta adequada na presenca de patdgenos. A quebra desse complexo resulta em
desordens inflamatdrias, como observado na DIl (MIR et al., 2016; WENZEL et al., 2015).

Desse modo, a barreira intestinal, constituida por algumas células de Paneth
(consideradas primeira linha de defesa,) garante o equilibrio entre a absorcdo de nutrientes e
prevencdo de invasdo por microrganismos patogénicos. Tais celulas desempenham fungédo
antibacteriana por meio da secrecdo de defensinas e lisozimas (ABRAHAM; MEDZHITOV,
2011). Alem disso, celulas caliciformes produzem mucina — uma glicoproteina — que por
processo de hidratagdo forma o muco que reveste e lubrifica a parede intestinal. A principal
mucina é a MUC2, esta forma gel com capacidade de impedir a adesdo de patdgenos a mucosa
intestinal (DEPLANCKE; GASKINS, 2001; HANSSON; JOHANSSON, 2010; SWIDSINSKI
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et al., 2007). Somando-se a isto, as jungdes oclusivas também fazem parte da barreira epitelial
intestinal, sendo encontradas na membrana apical entre células adjacentes e formadas,
basicamente, pelas proteinas ocludina e claudina. Estas regulam a passagem de ions e solutos
através da via paracelular, garantindo a permeabilidade seletiva da mucosa intestinal
(TAMURA; TSUKITA, 2014).

Na DII, devido a inflamacg&o cronica, provoca disfuncdo nas células que compdem as
juncoes oclusivas, afetando negativamente a funcéo de barreira. Estudos tém relatado, a funcao
do TNF-a, que além da reducdo da barreira epitelial também provoca apoptose celular. 1sso
agrava ainda mais o processo inflamatério, pois permite 0 maior contato entre o patégeno e a
mucosa intestinal (Figura 2) (BISCHOFF et al., 2014; GITTER et al., 2001).

Figura 2 — Barreira intestinal: individuos saudaveis (A) e com doenca inflamatoria intestinal (B).

S » ¥ Normal S IBD

Muco x' Células dendriticas
D Células-tronco \ ¢ Bacténa
G Células de Paneth * % Denfensinas
@ Enterdeito Y IgA secretora

IBD: Doenga Inflamaténa

l o l Células calicformes @ enterdcito apoptético Intestinal

Fonte: Adaptado de Michielan e D’inca (2015).

Tanto na DC quanto na CU, as respostas imunes inata e adaptativa séo ativadas frente
as bactérias comensais entéricas, em individuos geneticamente suscetiveis (SARTOR, 2006).
Logo, os macrofagos reconhecem padrdes moleculares pertencentes aos patégenos -
lipopolissacarideo, peptidoglicano e flagelina — a partir do NOD e dos TRL, conduzindo a

ativacdo de NF-kB e a expressao de citocinas pelos mondcitos. Os macrofagos ativados, por
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sua vez, produzem citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a, IL-12, IL-1p ¢ IL-6 (ERRIDGE
et al., 2010; SARTOR, 2006).

A resposta imune adaptativa é iniciada quando os antigenos sdo apresentados a célula
CD4+, quando ativadas podem ser diferenciadas em células Thl e Th2. As células Thl
produzem as citocinas IL-2, TNF-a ¢ IFN-y, este induz apoptose do enterdcito e desencadeia a
liberacdo de TNF-o por macréfagos ativados na mucosa, acentuando a inflamagdo. Em
contrapartida, as células Th2 produzem IL-4, IL-5 e IL-10, as quais reduzem O processo
inflamatdrio. Com o processo cronico da doenca estabelecido, ha o aumento das células Thil,
elevando a producdo de citocinas pré-inflamatérias, como a IL-1, IL-8 e TNF-o. (BAUMGART,
SANDBORN, 2012; XU et al., 2014).

Além das células Thl, as células Th17 exercem papel importante na resposta imune.
(GHORESCHI et al., 2010) identificaram que a IL-23 é uma citocina essencial para expansao
das células Thl7, ainda na resposta imune inata. Essas células podem aumentar as vias
inflamatorias por meio da liberagéo de citocinas, como IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 e IL-26
(ERRIDGE et al., 2010).

O TNF-a ¢ fundamental na resposta imune inata ¢ adaptativa, pois induz a expressao de
genes associados com a inflamacdo, proliferacdo e coagulacdo. Além disso, 0 TNF-a, associado
a IL-1pB e IL-6, promove a expressdo endotelial local das moléculas de adeséo celular-vascular-
1 (VCAM-1), posteriormente o antigeno 4 da ativagdo tardia (VLA4) e moléculas de adesdo
intercelular-1 (ICAM1), estimulando a adesdo dos neutrofilos e mondcitos circulantes ao
endotélio inflamado. Ademais, 0 TNF-a favorece a diferenciagdo das células estromais em
miofibroblastos, promovendo a producdo de metaloproteinases de matriz (MMPS) nessas
celulas diferenciadas, resultando em destruigdo da mucosa afetada (GEREMIA et al., 2014;
SARTOR, 2006; STEYERS; MILLER, 2014).

2.3 Tratamento complementar na DIl como alternativa

O tratamento farmacoldgico na DIl visa suprimir a inflamacao e aumentar o periodo de
remissdo da doenca, contudo a terapia medicamentosa, apesar de sua eficécia, ndo esta livre de
causar efeitos colaterais, o que torna limitado o seu uso por tempo prolongado (GREVENITIS;
THOMAS; LODHIA, 2015, SIEGEL, 2011). Logo, alternativas tém sido pesquisadas, como 0
uso de plantas e seus derivados para amenizar essas intercorréncias. Nos ultimos tempos, tem-
se notado crescimento em nivel global do uso da terapia a base de vegetais na DII, em razdo de
alguns beneficios terapéuticos constatados (TRIANTAFYLLIDI et al., 2015).
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Mandalari et al. (2011) utilizaram pé natural de casca de améndoa — fonte de polifendis
— para avaliar a atividade anti-inflamatoria e antioxidante na DIl por meio de colite induzida
em ratos. Os autores verificaram reducdo dos niveis de TNF-a e de infiltrado de
polimorfonucleares no tecido do célon removido apos 4 dias de colite induzida por acido 2,4-
dinitrobenzeno sulfénico (DNBS). Além disso, constataram também a reducdo do estresse
oxidativo e nitrosativo.

Em um outro estudo experimental com colite induzida por DNBS, foi avaliado o efeito
antioxidante e anti-inflamatorio do suco de bergamota. O tratamento foi capaz de reduzir a
translocacédo do fator nuclear NF-kB, infiltracdo de leucdcitos, diminuir a diarreia e a perda de
peso (IMPELLIZZERI et al., 2014).

Em um ensaio clinico randomizado e controlado por placebo foi utilizada a Punica
granatum (roma) para o controle das manifestacdes clinicas da UC. A dose do extrato aquoso
da planta foi de 6 g da casca seca duas vezes ao dia durante quatro semanas. O extrato aquoso
obtido de P. granatum foi capaz de diminuir, principalmente, a incontinéncia fecal e terapia
medicamentosa para evitar diarreia (KAMALI et al., 2015).

Dessa forma, devido aos resultados positivos encontrados em estudos com derivados de
plantas e as caracteristicas especiais da composicdo do azeite de oliva, encoraja a busca por
alternativas mais naturais com grande potencial para o tratamento coadjuvante da DII. Assim
sendo, resumir as evidéncias disponiveis sobre o efeito do azeite de oliva na colite experimental
é fundamental para avaliar a seguranca e eficacia dos tratamentos a serem usados na saude

humana.

2.4 Modelos experimentais de colite

Modelos animais de DIl sdo utilizados ha mais de 5 décadas e sdo ferramentas
importantes para compreender diversos aspectos da doenca, assim como para testar farmacos e
para o desenvolvimento de outras opgOes terapéuticas mais seguras (VALATAS; VAKAS;
KOLIOS, 2013).

Existem muitos modelos animais estabelecidos que mimetizam as condigdes
histopatolégicas e imunoldgicas da DIl em humanos, como modelos de colite induzida por
produtos quimicos, modelo de transferéncia adotiva, modelo de colite espontanea e modelo
geneticamente modificado (RANDHAWA et al., 2014).
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2.4.1 Modelos de colite induzida por agentes quimicos

Os modelos quimicos de inducdo mais utilizados incluem colite induzida por acido
trinitrobenzeno sulfonico (TNBS), sulfato de sodio dextrano (DSS) e acido acetico. Esses
modelos sdo amplamente utilizados pois o inicio do processo inflamatorio € rapido e oferecem
reprodutibilidade (EICHELE; KHARBANDA, 2017).

O TNBS é administrado por via retal diluido em etanol, o qual rompe a barreira intestinal
possibilitando que o acido sensibilize a mucosa, hapteniza as células do cdlon e provoca
resposta inflamatdria que atinge as camadas mucosa e submucosa. Este modelo € capaz de
mimetizar as caracteristicas clinicas, imunoldgicas e histopatolégicas da DC em humanos
(MORRIS et al., 1989). A inflamac&o inicia-se de forma rapida ap6s a administragdo desse
agente quimico (1 -3 dias), a resposta imune é mediada principalmente pelo NF-kB dependente
de Thl, caracterizando processo inflamatorio crénico em razdo da grande producédo de IL-12.
Em consequéncia, os sintomas apresentados pelos animais séo: diarreia sanguinolenta, perda
de peso e espessamento da parede intestinal (MORAMPUDI et al., 2014). A suscetibilidade a
colite TNBS varia entre diferentes linhagens de camundongos, incialmente foi descrita em
camundongos SJL/J, por alteracdo genética que desencadeia alta resposta de IL-12, mas
atualmente também é realizado com a cepa BALBI/c, 0 qual est4 associada a uma hipertrofia
colénica mediada por th2 no desenvolvimento inflamatorio. no entanto camundongos C57BI/6
e 10 sdo resistentes (NEURATH et al., 1995; KAWADA; ARIHIRO; MIZOGUCHI, 2007).

Outro método de inducdo quimica é feito por DSS, um colitogénio quimico com
propriedades anticoagulantes, é capaz de induzir danos epiteliais com semelhancas
morfolégicas e sintomética a colite ulcerativa (EICHELE; KHARBANDA, 2017). O DSS é de
facil desenvolvimento e reprodutibilidade, pode ser realizado em camundongos
(C57BL/6NTac, C57BL/6 e BALB/C) e ratos Sprague-Dawley ou Wistar. O agente quimico é
administrado (2-5%) a agua potavel em ciclos repetidos que desencadeia um estado de
inflamacéo intestinal crénica ou aguda, dependendo da concentracdo, frequéncia e tempo da
exposicdo (RANDHAWA et al., 2014). O DSS ao se ligar a acidos graxos de cadeia média
presentes no colon do camundongo, induz a disfuncdo da barreira intestinal por meio da ruptura
de membranas celulares, levando a entrada de bactérias luminais e antigenos associados na
mucosa e permitindo a disseminagdo do contetdo intestinal pré-inflamatorio no tecido
subjacente (LAROUI et al., 2012). O dano tecidual que se segue permite a exposicao de células
imunes inatas as bactérias comensais acompanhadas por uma resposta imune robusta do tipo
Th1 para eliminar patdgenos infiltrantes e promover a cicatriza¢do tecidual. Varios tipos de

células participam da patogénese da colite induzida por DSS, incluindo células epiteliais
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intestinais, CD4 + e CD8 +Linfocitos T, células T reguladoras, neutrofilos e macrofagos,
assemelhando-se aos eventos patogénicos na colite humana (GKOUSKOU et al., 2014).

O método de colite induzida por acido acético foi proposto pela primeira vez em 1978
por MacPherson e Pfeiffer e mostrou-se de facil aplicabilidade e reprodutibilidade (NOA et al.,
2000). A administragdo intra-retal de acido acético 3-5% induz colite aguda na parte distal do
célon em ratos, inflamacdo ndo transmural caracterizada por aumento da infiltracdo de
neutrofilos no tecido intestinal, necrose macica das camadas mucosas e submucosas, dilatacéo
vascular, edema e ulceracdo submucosa (DANESHMAND et al., 2009). Assim sendo, em
decorréncia da extensa infiltracdo de neutréfilos e macréfagos, ocorre um desequilibrio entre
substancias oxidantes e antioxidantes, com elevada formacdo de anion superdxido e inicio de
uma cascata para a producdo de varias espécies reativas, o que resulta em destruicéo das células
epiteliais e comprometimento da barreira intestinal, semelhante aos eventos que ocorrem nas
DIl em humanos (BITIREN et al., 2010).

2.4.2 Modelos de colite espontanea/geneticamente modificado

Os modelos animais de DIl que envolvem manipulacéo genética podem ser por meio de
uma insercdo (transgénica) ou a delecdo seletiva (knockout) de um gene (OH et al., 2014).
Nesses modelos, genes responsaveis por regular o sistema imune sofrem mutacdes que
desencadeiam um estado inflamatorio intestinal semelhante & DIl humana (GALVEZ,
COMALADA, XAUS, 2010).

Os animais podem desenvolver colite espontanea por meio da inibicdo especifica de
celulas epiteliais intestinais de NF-xB, o que resulta em ruptura da integridade epitelial e
translocacdo de bactérias do limen para a mucosa, em razdo da extensa apoptose de células
epiteliais do colon. Além disso, apresentam expressdo reduzida de defensina-3, um peptideo
antimicrobiano produzido principalmente por células epiteliais intestinais especializadas,
chamadas Paneth, o que estd correlacionado com a predisposicdo a DIl em humanos
(WEHKAMP et al., 2006). Adicionalmente, camundongos deficientes em IL-10 podem
favorecer o desenvolvimento da colite espontanea devido a intolerdncia a sua microbiota
intestinal, consequentes respostas alteradas a estimulos inflamatérios ou autoimunes
(STURLAN et al., 2001; BERG et al., 2002).

3 OBJETIVOS
3.1 Geral
O objetivo desta revisdo sistematica foi avaliar o efeito do azeite de oliva no tratamento

da colite em estudos experimentais em modelos animais.



3.2 Especificos
e [dentificar, selecionar e interpretar artigos que avaliaram o0 uso do
tratamento da colite experimental,
e Avaliar a qualidade metodoldgica dos artigos selecionados;
e Sintetizar as evidéncias sobre o uso do azeite na colite experimental,

e Fornecer direcionamento para novas pesquisas.
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4 METODOLOGIA
4.1 Estratégias de pesquisa na literatura

Foi realizada uma revisdo sistematica, cuja busca eletrénica foi feita por dois
pesquisadores nas bases de dados Pubmed, Web of Science e Scopus, sem quaisquer restricdes
quanto ao idioma, com o objetivo de identificar trabalhos de texto completo, publicados até
novembro de 2020, que avaliaram a atividade do azeite de oliva na colite experimental. Os
estudos foram identificados usando as combinacdes das seguintes palavras-chave e termos
MeSH: ("Gastrointestinal Diseases"[Mesh] OR *"gastrointestinal® OR "Colitis" OR
"Inflammatory Bowel Diseases") AND ("Olive oil"[Mesh] OR "olive” OR "Olea*" OR "Olive
tree” OR "Olea europaea").

4.2 Critérios de elegibilidade e selecdo do estudo

Esta revisdo sistemética foi realizada com base na disponibilidade dos artigos originais
em texto completo. Trabalhos experimentais investigando a associagéo entre azeite de oliva e
DIl em algum braco do estudo foram elegiveis para serem incluidos nesta revisdo. As
publicacGes foram excluidas da analise se fossem artigos ndo originais, como resenhas, estudos
em humanos, cartas, comentérios, publicacfes repetidas, revisbes ou que ndo estivessem
disponiveis na integra. Além disso, estudos que avaliaram azeite de oliva enriquecido ou apenas

um de seus componentes foram considerados inelegiveis.

4.3 Extracdo dos dados / Avaliacdo do risco de viés

Dois pesquisadores selecionaram os estudos por titulo/resumo para a escolha dos artigos
elegiveis. Um terceiro investigador independente resolveu resultados discordantes entre os dois
revisores. As seguintes informag6es foram extraidas de artigos elegiveis: primeiro autor, data
de publicacdo, animais, modelo experimental, forma de administracdo, via de administracéo,
dose, momento da intervencao e desfechos. Os dados extraidos foram revisados e confirmados
por um terceiro investigador independente. Além disso, uma busca manual de todas as
referéncias de artigos incluidos foi realizada.

O risco de viés estudos foi avaliada usando a ferramenta SYRCLE para estudos
experimentais em animais, na qual aborda os seguintes tipos de vieses: viés de sele¢éo, viés de
desempenho, viés de atrito, viés de deteccdo e viés de relatorio. Os estudos considerados de
risco baixo, alto ou pouco claro de viés (HOOIJMANS et al., 2014).
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5 RESULTADOS
Foram encontrados 4.121 estudos, sendo 1.904 no Pubmed, 606 no Web of Science e

1.611 no scopus. Apoés a revisao do titulo, resumo e texto completo foram selecionados 16
trabalhos elegiveis para a revisdo sistematica (Figura 3). Entre os estudos incluidos, seis
avaliaram a atividade do azeite tanto na prevencdo quanto no tratamento da colite, para cinco,
0 momento de intervencao foi no tratamento e trés verificaram o efeito do azeite na prevencao

da inflamacé&o intestinal.

Figura 3 - Fluxograma de estratégia de busca e processo de selecdo de artigos cientificos originais.
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Fonte: préprio autor.
Os ensaios experimentais foram realizados com camundongos (n=9) e ratos (n=7),

sendo o camundongo C57BL/6 o mais utilizado (n=8). O modelo de colite mais utilizado foi
por DSS (n=10), além desse foram utilizados 0os modelos com &cido acético (n=2), DNBS (n=2)
e colite esponténea (n=2). A via de administracdo do azeite foi por via oral em todos os estudos,
sendo que em nove estudos o azeite foi misturado na ragdo dos animais e em sete foi
administrado por gavagem na forma pura. As caracteristicas dos estudos incluidos estdo

descritas na tabela 1. A busca manual ndo identificou nenhum artigo relevante nas referéncias.
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Tabela 1 — Resumo dos estudos sobre o uso do azeite de oliva na colite experimental.

Referéncia

Animais

Modelo

Administracgéo

Dose

Principais resultados

ABU-
GHARBIEH;
BAYOUMI;
AHMED
(2014)

Ratos
wistar

DNBS Gavagem

6 mg/kg
PC

N&o apresentou diferencas
significativas sobre o dano
coldnico, ndo preveniu ou atenuou
a perda de peso, assim como nao
teve efeito relevante nas enzimas
SOD, CAT e GSH-px e nos niveis
de MDA.

LEE et al.
(2018)

Sprague-
Dawley

Acido

- Gavagem
aceético

2 mL/kg

Preveniu o dano col6nico, assim
como reduziu os niveis de MDA e
MPO. Néao teve aumento
significativo dos niveis de GSH e
SOD.

PARK et al.
(2019)

C57BL/6

DSS Gavagem

20007L/
dia

N&o apresentou diferencas
significativas sobre o peso
corporal, assim como ndo reduziu
IL-1pB, IL-6, IL-17, nitrotirosina e
8-OHG. Entretanto, diminui TNF-
o

CAMUESCO
et al. (2005)

Ratas
Wistar

DSS Racéo

4%

Né&o houve diferencas
significativas no IAD, mas o
comprimento do célon foi
mantido, reduziu a relagéo P/C e
aumentou os niveis de GSH.
Entretanto, aumentou a atividade
de MPO, os niveis de TNF-a,
fosfatase alcalina e LTB4, mas
reduziu iNOS.

SANCHEZ-
FIDALGO, et
al. (2013a)

C57BL/6

DSS Racéo

10%

Houve manutengéo do peso
corporal, comprimento do colon,
reducdo do IAD e baixo score
histopatoldgico. Regulacéo
negativa da expressdo de MCP-1,
TNF-o E PCNA. Assim como, a
expressdo coldnica de proteinas
inflamatérias COX-2, iNOS, p53
e JNK, além da regulacdo positiva
de PPARY.

NASCIMENT
O et al. (2020)

C57BL/6

DSS Racéo

10%

N&o apresentou diferencas
significativas sobre o IAD e score
histopatol6gico. Houve aumento
da expressdo IL-1f e iNOS.

SANCHEZ-
FIDALGO et
al. (2013b)

C57BL/6

DSS Racéo

10%

Reduziu a perda de peso e o IAD,
baixa pontuag&o histoldgica.
Reduziu a expresséo de TNF- a e
MCP-1, assim como reduziu p53,
JNK;, iNOS e COX-2. Ndo houve
diferenca para ERK e PPARYy.
Aumento [kBa, com consequente
aumento de NFkB.

BIGAGLI et
al. (2019)

HLAB27

Colite

espontanea Ragao

10%

N&o houve diferenca no peso
corporal e score histopatolégico.
Além disso, aumentou a
expressdo de iNOS, COX-2 e
TNF-alfa.

(continua)
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Tabela 2 — Resumo dos estudos sobre o uso do azeite de oliva na colite experimental.

Referéncia Animais

Modelo

Administracdo  Dose

Principais resultados

camundon
gos IL10 -
/-

HEGAZI et
al. (2006)

Colite
espontanea

Racédo 7%

O grupo tratado apresentou baixa
pontuacao histopatol6gica e houve
reducéo da

expressdo de COX-2.

CARIELLO

etal. (2020) C>/BL/G

DSS

Gavagem

Houve reducdo do sangramento
retal, da perda de peso e diminuiu a
permeabilidade intestinal. O grupo
tratado teve baixo score
histopatolégico e regulacdo negativa
de IL-1B, TGF-B e IL-6.

SANCHEZ-
FIDALGO C57BL/6
etal. (2010)

DSS

/10/1

Racéo 00g

dieta

Reduziu do sangramento retal e
IAD, mas ndo houve diferenga
quanto ao peso corporal e relacéo
P/C. Reduziu B-catenina e
adenocarcinomas e displasia de alto
grau, a expressao de TNF-a, IL-6 €
IFN-y. Nao houve diferenga para
P53, COX-2, iNOS e PGES-1.

TAKASHIM
Acetal.
(2014)

Sprague-
Dawley

DSS

Racdo 5%

O grupo tratado aumentou o peso,
reduziu o IAD e tiveram menor
encurtamento do cdlon. Ademais,
houve reduc¢do do infiltrado
leucocitério e baixa pontuacdo
histopatolégica. Como também,
reducdo de TNF-a, IL-1p, IL-6,
STAT3 e pSTAT3, COX-2 e iNOS,
além da PCNA e aumento da
caspase-3 clivada.

SANCHEZ-
FIDALGO C57BL/6
et al. (2012)

DSS

Racéo 10%

Reduziu o sangramento retal, IAD e
0 grupo tratado teve menor perda de
peso, mas ndo houve diferenca na
relagdo P/C. Também reduziu o grau
de infiltracdo leucocitaria e teve
baixa pontuacdo histopatolégica.
N&o houve diferenca de IL-1B, os
niveis de TNF-a foram mantidos e
houve aumento de IL-10. Reduziu
ativacdo da p38 MAPK, mas ndo da
iINOS e COX-2.

HYDER

(2019) C57BL/6

DSS

Racéo 20%

Os animais tratados tiveram menor
perda de peso corporal, IAD,
regulacdo negativa de IL-1p, IL-6 e
TNF-o e aumento do PGlyRP3.

TANIDEH Sprague-
etal. (2020) Dawley

acido
acético

Gavagem 5ml

Reduziu a perda de peso corporal, 0s
niveis de MDA, MPO e da IL-1p.

(continuando)
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Tabela 3 — Resumo dos estudos sobre o uso do azeite de oliva na colite experimental.

(concluséo)

Referéncia  Animais  Modelo  Administracdo  Dose Principais resultados
Em relacdo a perda de peso e IAD néo
diferiu, mas foi mantido o comprimento
do célon e houve reducgdo do score
histopatologico. Ademais, 0 grupo
tratado teve expressdo moderada EGFR.

HASSAN;
HASSAN, ?ALB d DSS Gavagem é”;'é"

2018

CAT: catalase; COX: Ciclooxigenase; DNBS: &cido 2,4-dinitrobenzeno sulfénico; DSS: dextrano sulfato de sddio;
GSH-px: glutationa peroxidase; GSH: glutationa; EGFR: receptor do fator de crescimento epidérmico; ERK:
quinase regulada por sinal extracelular; IL: interleucina; IAD: indice de atividade da doenca; iNOS: dxido nitrico-
sintase induzivel; IFN-vy: interferon-gama; IkB-a: inibidor do fator de transcri¢do nuclear kappa B alfa; JNK: c-
jun n-terminal quinase; LTB4: leucotrieno B4; MDA: malondialdeido; MPO: mieloperoxidase; NF-xB: nuclear
fator kB; 8-OHG: 8-hidroxiguanosina; PGE2: prostaglandina E2; p38: quinase p38 fosforilada; PGlyRP3:proteina
de reconhecimento do peptidoglicano; MCP1: proteina quimioatraente de mondcitos 1; PPARYy: receptor ativado
por proliferador de peroxissoma gama; SOD: superoxido dismutase; TNBS: &cido 2,4,6-trinitrobenzenosulfonico;
TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; TGF-f: fator de transformagéo do crescimento beta.
Fonte: préprio autor.

5.1 Efeito do azeite de oliva na avaliagao clinica

O indice de Atividade da Doenca (IAD), o qual considera os parametros de perda de
peso, consisténcia das fezes e presenca de sangue na regido perianal, foi relatado em nove
estudos. Destes, duas pesquisas reportaram que a administracdo do azeite de oliva ndo reduziu
o score IAD (CAMUESCO et al., 2005; DE PAULA DO NASCIMENTO et al., 2020).
Enquanto que, sete artigos apresentaram efeito significativo (HASSAN; HASSAN, 2018;
HYDER, 2019; SANCHEZ-FIDALGO, S. et al., 2010a, 2013; SANCHEZ-FIDALGO, Susana
etal., 2012, 2013; TAKASHIMA et al., 2014). Treze estudos evidenciaram a eficacia do azeite
de oliva sobre o peso corporal dos animais, sendo que seis trabalhos mostraram ndo haver
diferenga significativa entre os grupos (ABU-GHARBIEH; BAYOUMI; AHMED, 2014,
BIGAGLI etal., 2019; HASSAN; HASSAN, 2018; PARK et al., 2019; SANCHEZ-FIDALGO,
S.etal., 2010a). Em cinco experimentos, a perda de peso foi significativamente menor no grupo
tratado (CARIELLO et al., 2020; HYDER, 2019; SANCHEZ-FIDALGO, S. et al., 2013;
SANCHEZ-FIDALGO, Susana et al., 2012; TANIDEH et al., 2020). Em dois estudos, houve
manutencao e ganho de peso corporal, respectivamente (SANCHEZ-FIDALGO, Susana et al.,
2013; TAKASHIMA et al., 2014).

5.2 Efeito do azeite de oliva na avaliagdo morfologica

O encurtamento e espessamento da parede do colon € comum na colite, desta forma, a
relacdo Peso/Comprimento (P/C) é um parametro importante para avaliar a inflamacédo
intestinal. Quatro trabalhos avaliaram o efeito do azeite de oliva na relacdo P/C, metade

observou que o azeite foi capaz de reduzir a relagdo P/C (CAMUESCO et al., 2005;
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SANCHEZ-FIDALGO, S. et al., 2013), enquanto que nos outros dois ndo houve diferenca
significativa (SANCHEZ-FIDALGO, S. et al., 2010a; SANCHEZ-FIDALGO, Susana et al.,
2012). A eficacia do azeite de oliva no comprimento somente do colon foi realizada em dois
estudos, e em um deles foi mantido o comprimento (HASSAN; HASSAN, 2018), enquanto no
outro, houve encurtamento, mas foi menor no grupo tratado com azeite (TAKASHIMA et al.,
2014).

5.3  Efeito do azeite de oliva nos parametros de estresse oxidativo

Os niveis de malondialdeido (MDA), produto secundario do processo de peroxidacao
lipidica, foram investigados em trés estudos. Destes, dois relataram a reducdo da concentragdo
de MDA (LEE et al.,, 2018; TANIDEH et al., 2020), enquanto que (ABU-GHARBIEH;
BAYOUMI; AHMED, 2014) observaram gue 0 azeite nao alterou os niveis MDA.

Trés estudos relataram o efeito do azeite de oliva no sistema antioxidante enzimético
enddgeno, o qual é responsavel por neutralizar o estresse oxidativo na mucosa intestinal. Um
trabalho avaliou apenas a enzima glutationa peroxidase, havendo aumento da atividade da
enzima (CAMUESCO et al., 2005), outro estudo foi quantificado as enzimas superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase, mas o azeite ndo foi eficaz em aumentar os niveis
destas (ABU-GHARBIEH; BAYOUMI; AHMED, 2014). Da mesma forma, (LEE et al., 2018)
ndo observaram efeitos sobre as enzimas glutationa peroxidase e superoxido dismutase.

Além disso, trés trabalhos avaliaram a atividade da mieloperoxidase (MPO), enzima
derivada de leucocitos que catalisa a formacao de espécies reativas oxidantes. A capacidade do
azeite de oliva de reduzir a atividade da MPO foi relatada em dois estudos (ABU-GHARBIEH,;
BAYOUMI; AHMED, 2014; TANIDEH et al., 2020), enquanto que, contraditoriamente,

(CAMUESCO et al., 2005) reportaram aumentou a atividade da enzima no grupo tratado.

5.4  Efeito do azeite de oliva nos mediadores de inflamatorios do cdlon

A analise da expressdo colonica de genes inflamatdrios foi realizado em cinco estudos.
(CARIELLO et al., 2020) obtiveram como resultado da administracédo do azeite de oliva a
regulacdo negativa na expressdo de genes inflamatérios como interleucina 1 beta (IL-1p), fator
de transformacéo do crescimento beta (TGF-B) e interleucina 6 (IL-6). Em consonancia, outro
estudo tambeém mostrou diminuicdo dos genes IL-1p, IL-6 e do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-0) no grupo tratado com azeite (HYDER, 2019). Ademais, outros dois estudos
encontraram resultados semelhantes, com reducdo da expressao de proteina quimioatraente de
mondcitos 1 (MCP-1) e TNF-o. (SANCHEZ-FIDALGO, S. et al., 2013; SANCHEZ-
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FIDALGO, Susana et al., 2013). Entretanto, no trabalho de (BIGAGLI et al., 2019) houve
aumento da expressdo do 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), Ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e
TNF-o.

A analise de citocinas col6nicas foi avaliada em seis estudos, sendo que em trés os
grupos tratados com azeite apresentaram aumento de TNF-a, IL-1p e do NF-kB (CAMUESCO
et al., 2005; DE PAULA DO NASCIMENTO et al., 2020; SANCHEZ-FIDALGO, S. et al.,
2013), respectivamente. Enquanto que no trabalho de (SANCHEZ-FIDALGO, S. et al., 2010a)
0 azeite foi capaz de reduzir TNF-a, IL-6 e Interferon-gama (IFN-y), assim como no estudo
de(TANIDEH et al., 2020) houve diminuicdo de IL-1p. Entretanto, um artigo relatou que nio
houve diferenca de IL-1p, os niveis de TNF-o foram mantidos e IL-10 aumentou (SANCHEZ-
FIDALGO, Susana et al., 2012).

5.5 Efeito do azeite de oliva na avaliagdo histoldgica

O efeito do azeite de oliva no dano col6nico foi avaliado em doze estudos. Em quatro,
os autores ndo encontraram diferenca significativa na pontuacdo do score histopatoldgico dos
animais tratados com azeite e o grupo controle (ABU-GHARBIEH; BAYOUMI; AHMED,
2014; BIGAGLI et al., 2019; DE PAULA DO NASCIMENTO et al.,, 2020; HASSAN;
HASSAN, 2018)). Em contrapartida, sete estudos relataram a reducdo da pontuagédo
histopatologica, significando poucos sinais de inflamac&o no tecido coldnico (CARIELLO et
al., 2020; HEGAZI et al., 2006; SANCHEZ-FIDALGO, S. et al., 2013; SANCHEZ-FIDALGO,
Susana et al., 2012, 2013; TAKASHIMA et al., 2014).

5.6  Analise do risco de viés

O risco de viés foi avaliado com a ferramenta SYRCLE, a maioria dos estudos
apresentaram alto risco, sendo que em todos os trabalhos 4 itens da ferramenta, os quais
correspondem aos vieses de desempenho e de deteccdo ndo foram relatados. As caracteristicas

gerais dos estudos estdo descritas na figura 4.
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Figura 4. Avaliacédo de Risco de Viés
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6 DISCUSSAO

A presente revisdo sistemética abordou de forma ampla os achados da literatura em
estudos preé-clinicos tendo por hipdtese que a administracdo de azeite de oliva melhora
parametros relacionados a progressao da colite em animais. Nos estudos abordados pode-se
observar expressiva variedade de modelos experimentais, sendo o azeite administrado por via
oral (gavagem ou ragdo). Em geral, os diversos trabalhos avaliaram diferentes aspectos da
colite, tais como estresse oxidativo, mediadores inflamatérios e dano tecidual, nos quais a

administracdo de azeite apresentou efeitos diversos (Tabela 1).

A partir de estudos prévios, sabe-se que a patogénese das doencas inflamatérias
intestinais, tais como a colite, envolve dano a mucosa intestinal, com consequente ativacdo de
cascatas de inflamacdo, contribuindo para o dano tecidual e a producdo de EROs, que sdo
compostos eletronicamente instaveis, destacando-se o peroxido de hidrogénio (H202), o0 que
compromete a funcdo de barreira intestinal (GINER et al.,, 2011; RYAN UNGARO,
SAURABH MEHANDRU, PATRICK B ALLEN, LAURENT PEYRIN-BIROULET, 2016;
TATIYA-APHIRADEE; CHATUPHONPRASERT; JARUKAMJORN, 2019). Esse aumento
de EROs ¢ atribuido a infiltracdo de leucocitos polimorfonucleares e mononucleares no tecido
intestinal (ABU-GHARBIEH; BAYOUMI; AHMED, 2014). De acordo com os resultados dos
modelos experimentais de colite, o azeite de oliva foi capaz reduzir o impacto do processo
inflamatério, citocinas inflamatérias e marcadores do estresse oxidativo (SANCHEZ-
FIDALGO et al., 2013b; TAKASHIMA et al., 2014).

Resultados in vitro sustentam a hipdtese de que compostos fendlicos podem agir
diretamente nas células epiteliais, modulando a liberacdo de citocinas apds estimulo
inflamatério (VEZZA et al., 2017). As citocinas desempenham funcdo essencial,
principalmente na sinalizacdo das células imunes, estimulando, portanto, a producéo de outros
mediadores pro-inflamatérios e propagando a inflamacdo (TATIYA-APHIRADEE;
CHATUPHONPRASERT; JARUKAMJORN, 2019). Dentre essas citocinas, 0 TNF-a
desempenha papel-chave na imunopatogénese da colite. Na fase ativa da doenga, a producéo
de TNF-a pelos macrofagos, fibroblastos e cé€lulas T, ¢ aumentada significativamente. O
hidroxitirosol, um dos principais compostos fendlicos presentes no azeite de oliva extravirgem,
demonstrou importante atividade in vitro frente a acdo do TNF-a, reduzindo a expressdo de
diversas moléculas pré-inflamatérias (SCODITTI et al., 2019). Neste sentido, estudos pré-
clinicos analisados nesta revisdo demonstram que animais alimentados com ragdo contendo 5 -

10% de azeite de oliva é capaz de suprimir a expressdo de citocinas inflamatorias como IL-18,
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IL-6, TNF-o. , TGF-B e IFN-y (CARIELLO et al., 2020; SANCHEZ-FIDALGO, Susana et al.,
2013; TAKASHIMA et al., 2014).

Os polifenois podem atuar em diversas vias relacionadas com a inflamagéo, tais como
a via das MAPKSs (mitogen-activated protein kinases) e da via dependente do acido aracddnico
(KHAN et al., 2019). As MAPKs compreendem um grupo de proteinas quinase serina/treonina
(JNKs, ERK-1/2 e p38) que sdo ativadas por estresse, mitdgenos e fatores de crescimento,
estando envolvidas na expressdo de varios genes de proteinas inflamatdrias, tais como TNF-a,
INOS e COX-2 (APARICIO-SOTO et al., 2017). Em relacdo a via dependente do &cido
aracdénico, os polifendis podem inibir as isoenzimas COX e LOX (Cicloxigenase e
lipoxigenase, respectivamente). Estas, quando disponiveis, reagem com o &cido aracdénico,
produzindo mediadores lipidicos (prostaglandinas e tromboxanos A2) que contribuem para o
processo inflamatdrio, sendo assim potencial alvo terapéutico (KHAN et al., 2019). Estes
achados estdo consoantes com o estudo feito por (SANCHEZ-FIDALGO, Susana et al., 2012),
no qual os animais coliticos tratados com dieta rica em azeite de oliva (10%) apresentaram
reducdo a expressdo de iINOS e COX-2, possivelmente pela supressdo p38 MAPK.

A composicdo quimica do azeite, marcada pela presenca de acidos graxos
monoinsaturados (98-99%) e compostos minoritarios (1-2%), destacando-se 0s compostos
fendlicos, os quais tém sido relacionados a reducéo do risco associado ao desenvolvimento de
diversas doencgas, pode desempenhar relevante funcéo reparadora e/ou protetora em quadros de
doencas inflamatorias (GINER et al., 2011). Os compostos fendlicos sdo reconhecidos pela
expressiva acao antioxidante e anti-inflamatoria, destacando-se como potenciais alternativas
terapéuticas nas doengas autoimunes (KHAN et al., 2019). No azeite de oliva, o hidroxitirosol,
o tirosol e a oleuropeina apresentam-se em maiores quantidades, os quais sdo potentes redutores
de EROs e atuam como componentes anti-inflamatérios (ROBLES-ALMAZAN et al., 2018).
O pré-tratamento com a dose de 2 mL/kg de azeite de oliva aumentou ligeiramente as atividades
das enzimas antioxidantes e reduziu significativamente o dano inflamatério e a peroxidacéao
lipidica, identificado pelo decréscimo dos niveis de MPO e MDA, respectivamente (LEE et al.,
2018). Além disso, (CAMUESCO et al., 2005) verificaram que a dieta a base azeite de oliva
(4%) restaurou os niveis de GSH, corroborando suas propriedades antioxidantes.

O azeite € o principal alimento-fonte de &cido graxo oleico, pertencente a familia dmega
9, sendo um AGM que proporciona diversos beneficios a saide (ROMANI et al., 2019).
Destaca-se que diversos acidos graxos atuam, direta ou indiretamente, em processos
inflamatdrios, inclusive na expressdo génica (ROCHA; BRESSAN; HERMSDORFF, 2017).

Assim sendo, também foi verificado que, na colite experimental em ratos, o azeite regula
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negativamente a expressdo génica de IL-1p, IL-6, TGF-p e TNF-a (CARIELLO et al., 2020;
HYDER, 2019).

Em suma, esses efeitos do azeite de oliva podem estar relacionados a acdo antioxidante
dos compostos fendlicos, atuando contra EROs; reduzindo, consequentemente, a expressao de
TNF-0, observada em diversos estudos analisados (figura 5).

Entretanto, esses achados s&o conflitantes, como demonstrado em um estudo
experimental de colite utilizando 6 mg/kg de peso corporal de azeite de oliva, o qual nédo
apresentou resultados positivos nos parametros clinicos, assim como ndo teve efeito relevante
sobre as enzimas SOD, CAT e GSH-px e na reducéo dos niveis de MDA (ABU-GHARBIEH,;
BAYOUMI; AHMED, 2014). Em consonancia, (CAMUESCO et al., 2005) constataram que
no grupo tratado houve aumento da MPO, dos niveis de TNF-a, da fosfatase alcalina ¢ de LTB4,
apesar de reduzir iNOS. Ressalta-se, nesses casos, que a grande variabilidade de modelos
adotados, quantidade de azeite de oliva empregada e as distintas espécies de roedores a
disposicao influenciam significativamente os resultados obtidos, o que pode explicar algumas

discrepancias.
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Figura 5 - Potenciais mecanismos de a¢do do azeite de oliva nas doencas inflamatorias intestinais.
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ROS: espécies reativas de oxigénio; RNS: espécies reativas de nitrogénio; NF-kB: fator nuclear kappa B; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; MAPK: proteina quinase ativada
por mitogénio; pJNK: cinase N-terminal c-Jun fosforilada; p38: quinase p38 fosforilada; MPO: mieloperoxidase; MCP-1: proteina-1 quimioatraente de mondcito; TGF-f3: fator
transformador de crescimento beta; IL-1f: interleucina 1 beta; PPARY: receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma; IL-10: interleucina 10; IkBa: inibidor kappa B-
alfa; IL-6: interleucina 6; MDA: malondialdeido; COX-2: ciclooxigenase; iNOS: 6xido nitrico sintase induzivel; STAT: transdutor de sinal e ativador de transcri¢do. Marcas:
aumentar (1), diminuir ().

Fonte: préprio autor.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os trabalhos analisados, o azeite de oliva apresenta efeito potencialmente
benéfico no tratamento da colite experimental. Esses resultados sdo observados, possivelmente,
em razdo das atividades antioxidante e anti-inflamatoria, o que melhora os parametros clinicos,
dano histolégico, aumenta o sistema de defesa antioxidante e modula a expresséo de mediadores
inflamatorios. Entretanto, os trabalhos incluidos apresentaram alto risco de viés, o que
impossibilita realizar inferéncias acerca da real eficacia da intervencdo. Dessa forma, mais
estudos pré-clinicos que apresentem de forma adequada todas as etapas e medidas de resultado
homogéneas devem ser realizados com o intuito de melhor conhecer os mecanismos de agéo e
determinar a quantidade adequada de azeite que apresente efeitos satisfatorios, para que possa
sustentar trabalhos clinicos com maior assertividade e, no futuro, o azeite possa ser utilizado de
forma segura como tratamento auxiliar das DIl em humanos a partir de sua inclusdo no habito

alimentar.
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