AVA ]
AvAvAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA . 5

u nesp " 490LI0 DE MESQUITA FILHO” .y

Campus de Botucatu

AVALIACAO DA INFLUENCIA DO ESTRESSE EM
MODELO EXPERIMENTAL DE COLITE POR
ADMINISTRACAO DE ACIDO
TRINITROBENZENOSULFONICO (TNBS) EM
CONCENTRACAO SUBINFLAMATORIA

Camila Hiromi Chiba

Monografia apresentada ao Instituto de
Biociéncias, Campus de Botucatu, para
obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias

Biomédicas.
Orientador: Prof. Dr. Luiz Claudio Di Stasi

BOTUCATU - SP

2013



AVA ]
AvAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA s

u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO” )
Campus de Botucatu .y

lnstituto- de

Blocibnelasy

AVALIACAO DA INFLUENCIA DO ESTRESSE EM
MODELO EXPERIMENTAL DE COLITE POR
ADMINISTRACAO DE ACIDO
TRINITROBENZENOSULFONICO (TNBS) EM
CONCENTRACAO SUBINFLAMATORIA

ALUNA: Camila Hiromi Chiba
ORIENTADOR: Prof. Dr. Luiz Claudio Di Stasi

CO-ORIENTADOR: Dr. Celso Acéacio Rodrigues de Almeida Costa

Monografia apresentada ao Instituto de
Biociéncias, Campus de Botucatu, para
obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias

Biomédicas.

BOTUCATU - SP

2013



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICA AQUISICAO E TRATAMENTO DA INFORMACAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE

Chiba, Camila Hiromi.

Avaliacao da influéncia do estresse em modelo experimental de colite por
administracio de Acido Trinitrobenzenosulfonico (TNBS) em concentragio
subinflamatoria / Camila Hiromi Chiba. - Botucatu, 2013

Trabalho de conclusao de curso (bacharelado - Ciéncias Biomédicas) -
Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias de Botucatu

Orientador: Luiz Claudio Di Stasi

Coorientador: Celso Acéacio Rodrigues de Almeida Costa

Capes: 21003009

1. Colite — Fatores de risco. 2. Intestinos — Doengas inflamatorias.
3. Stress (Fisiologia). 4. Imobiliza¢do animal.

Palavras-chave: Conten¢ao; Doenga inflamatdria intestinal; Estresse; Frio;
TNBS.




Avaliadores

Prof. Dr. Luiz Claudio Di Stasi e Dr. Celso Acacio Rodrigues de Almeida Costa

Departamento de Farmacologia

Instituto de Biociéncias — UNESP — Campus de Botucatu

Dra. Aline Witaicenis

Departamento de Farmacologia

Instituto de Biociéncias — UNESP — Campus de Botucatu



Agradecimentos

Ao professor Luiz Claudio Di Stasi por ter dado a oportunidade de trabalhar em

seu laboratorio e por todo o conhecimento e sabedoria transferidos.

Ao Celso, pelos ensinamentos, pelo acompanhamento em cada experimento e pela

paciéncia no desenvolvimento da monografia.

A Ana, pelos ensinamentos e paciéncia no desenvolvimento de dosagens e

analises bioquimicas.

Aos meus amigos de laboratério Adriano, Alexandre Chagas, Alexandre
Tanimoto, Aline, Adriana, Elen, Fabiana, Juliana Rocha, Juliana Severi, Luiz, Tainan e

Ubirajara pelo apoio e ensinamentos constantes.

Aos meus pais e ao meu irmdo pelo fundamental apoio emocional e todo o

incentivo aos estudos.

A minha amiga de infancia Raira que, mesmo distante fisicamente, sempre esteve

presente.

As minhas amigas de republica e agregadas Thais (Garga), Marina Naves
(Babalu), Jussara (Godira), Marina Bellot (Push), Erica (Tosa), Amanda (Ahlelek),
Barbara (Wendy) e Larissa (Lec€) por me escutarem, incentivarem e ajudarem na vida

académica e pessoal.
Aos professores e funcionarios do Departamento de Farmacologia.
Aos funcionarios da se¢do de graduagao.

A todos que, direta ou indiretamente, auxiliaram-me na realizacao deste trabalho.



Sumario

1 INTRODUCAO 1
1.1 COLITE E ESTRESSE 1
1.2 EPIDEMIOLOGIA 3
1.3 MODELOS EXPERIMENTAIS 4
2 OBJETIVO 6
3 MATERIAL E METODOS 7
3.1 ANIMAIS 7
3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 7
3.3 AVALIACAO GERAL 10
3.4 OBTENCAO DO SORO 10
3.5 ANALISE MACROSCOPICA 10
3.6 DOSAGEM DE GLICEMIA 11
3.7 DETERMINACOES BIOQUIMICAS 11
3.7.1. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE 11
3.7.2 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE GLUTATIONA TOTAL 11
3.7.3 DETERMINACAO DO NiVEL DE CORTICOSTERONA NO SORO 12
3.8 ANALISE ESTATISTICA 12
4 RESULTADOS E DISCUSSAO 13
4.1 EXPERIMENTO 1 13
4.1.1 AVALIACOES MACROSCOPICAS 13
4.1.2 AVALIACOES BIOQUIMICAS 14
4.2 EXPERIMENTO 2 17
4.2.1 AVALIACOES MACROSCOPICAS 17
4.2.2 DOSAGEM DE GLICEMIA 20
4.2.3 AVALIACOES BIOQUIMICAS 21
4.3 EXPERIMENTO 3 24
4.3.1 AVALIACOES MACROSCOPICAS 24
4.3.2 DOSAGEM DE GLICEMIA 27
4.3.3 AVALIACOES BIOQUIMICAS 28
5 CONCLUSAO 32
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 33




Lista de Abreviaturas

DI Doenga Inflamatoria Intestinal

TNBS Acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfonico
DTNB 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoico)

GSSG Glutationa oxidada

NADPH  Fosfato de dinucledtido de nicotinamida

E.P.M. Erro padrao da média

TNBS 40  Acido Trinitrobenzenosulfonico na concentragdo de 40 mg/ml em etanol 50%

TNBS Acido Trinitrobenzenosulfonico na concentragio de 12,5 mg/ml em etanol
12,5 50%
TNBS 6

Acido Trinitrobenzenosulfonico na concentra¢do de 6 mg/ml em etanol 50%

TNBS 1 Acido Trinitrobenzenosulfonico na concentra¢io de 1 mg/ml em etanol 50%

IFN- vy Intérferon- y

IL-12 Interleucina-12
IL-6 Interleucina-6
IL-1B Interleucina-1f3
MPO Mieloperoxidase
GSH Glutationa

Thl T helper 1

TNF-a Fator de necrose tumoral-a.



Lista de figuras

Figura 1: Esquema ilustrando o delineamento do experimento 2. 9

Figura 2: Esquema ilustrando o delineamento do experimento 3. 9

Figura 3: Avaliagdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) em animais submetidos a
indugdo do processo inflamatdrio intestinal com diferentes concentragdes de TNBS. Dados
expressos em médiatE.P.M. Andlise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett.
Valores com letras distintas diferem em p<0,05 em relag¢do ao grupo TNBS 40. 15

Figura 4: Avaliacdo dos niveis de glutationa total (GSH) em animais submetidos a indug@o do
processo inflamatorio intestinal com diferentes concentragdes de TNBS. Dados expressos em
média+E.P.M. Analise de Varidancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. Valores com
letras distintas diferem em p<0,05 em relacdo ao grupo TNBS 40. 16

Figura 5: Avaliagdo da evolugdo do peso corporal dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite e estresse por conten¢do. Dados expressos em A peso corporal. 17

Figura 6: Avaliacdo do consumo de racdo por grupo, dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite e estresse por contengdo. Dados expressos em consumo (g)/nimero de
animais. 18

Figura 7: Relagdo peso da adrenal esquerda (mg)/peso do animal (g), dos animais submetidos ao
modelo experimental de colite e estresse por contengdo. Analise de Varidancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Dunnett. Valores com letras distintas diferem em p<0,05 em relacdo ao
grupo Branco. 18

Figura 8: Relacdo peso da adrenal direita (mg)/peso do animal (g), dos animais submetidos ao
modelo experimental de colite e estresse por contengdo. Analise de Varidncia (ANOVA)
seguida pelo teste de Dunnett. Valores com letras distintas diferem em p<0,05 em relacdo ao
grupo Branco. 19

Figura 9: Dosagem do nivel glicémico dos animais submetidos ao modelo experimental de
colite e estresse por contencdo. Dados expressos em média+E.P.M. Analise de Varidncia
(ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. Valores com letras distintas diferem em p<0,05 em
relagdo ao grupo Branco. 21

Figura 10: Avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) em animais submetidos
ao modelos experimental de colite associada ao estressse por conten¢do. Dados expressos em
média£E.P.M. Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. Valores com
letras distintas diferem em p<0,05 em relag@o ao grupo TNBS 40. 22

Figura 11: Avaliagdo dos niveis de glutationa total (GSH) em animais submetidos ao modelo
experimental de colite associado ao estresse por contengdo. Dados expressos em média+E.P.M.
Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. Valores com letras distintas
diferem em p<0,05 em relagdo ao grupo TNBS 40. 22

Figura 12: Avaliacdo dos niveis de corticosterona no soro dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite associado ao estresse por contengdo. Dados expressos em média+E.P.M.
Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. Valores com letras distintas
diferem em p<0,05. 23

Figura 13: Avaliagdo da evolugdo do peso corporal dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite e estresse por contencao e frio. Dados expressos em A peso corporal. 24



Figura 14: Avaliacdo do consumo de ragdo por grupo dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite e estresse por contencao e frio. Dados expressos em consumo (g)/numero
de animais. 25

Figura 15: Relacdo peso da adrenal esquerda/peso do rato, dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite e estresse por contencdo e frio. Analise de Variancia (ANOVA) seguida
pelo teste de Dunnett. Comparagdo feita em relagdo ao grupo branco. Valores com letras
distintas diferem em p<0,05 em relagdo ao grupo Branco. 25

Figura 16: Relagdo peso da adrenal direita/peso do rato, dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite e estresse por contencdo e frio. Analise de Variancia (ANOVA) seguida
pelo teste de Dunnett. Comparagdo feita em relagdo ao grupo branco. Valores com letras
distintas diferem em p<0,05 em relacdo ao grupo Branco. 26

Figura 17: Dosagem do nivel glicémico dos animais submetidos ao modelo experimental de
colite e estresse por contengdo. Analise de Varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett.
Dados expressos em média+E.P.M. Valores com letras distintas diferem em p<0,05 em relacio
ao grupo Branco. 27

Figura 18: Avaliagdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) em animais submetidos
ao modelos experimental de colite associada ao estressse por contencdo e frio. Dados expressos
em médiatE.P.M. Andlise de Varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. Valores com
letras distintas diferem em p<0,05 em relacdo ao grupo TNBS 40. 28

Figura 19: Avaliagdo dos niveis de glutationa total (GSH) em animais submetidos ao modelo
experimental de colite associado ao estresse por contengdo e frio. Dados expressos em
médiatE.P.M. Analise de Varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. Valores com
letras distintas diferem em p<0,05 em relagdo ao grupo TNBS 40. 29

Figura 20: Avaliag@o dos niveis de corticosterona no soro dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite associado ao estresse por contengdo e frio. Dados expressos em
médiatE.P.M. Analise de Varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. Valores com

letras distintas diferem em p<0,05 em relagdo ao grupo Branco. 30
Lista de tabelas
Tabela 1: Critérios de avaliagdo da severidade e da extensdo de lesdes no colon. 10

Tabela 2: Avalia¢do dos parametros macroscopicos no modelo experimental da DII induzida por
TNBS em ratos. 13

Tabela 3: Avaliagdo dos parametros macroscopicos no modelo experimental da DII induzida por
TNBS em ratos e exposicao ao estresse por contencao. 20

Tabela 4: Avaliagdo dos pardmetros macroscopicos da indugdo do processo inflamatorio
intestinal e exposicdo ao estresse por contengao e frio. 27




Resumo

A doencga inflamatoria intestinal (DII) ¢ uma doenga cronica e recidivante provocada
pela resposta exacerbada do sistema imunologico. Ela representa um importante
problema de satde por limitar a qualidade de vida e por ser o principal fator de risco
para o cancer colorretal. Apesar da sua importancia, da alta incidéncia mundial e de ser
objeto de pesquisas hd varias décadas, a etiologia ainda permanece desconhecida.
Estudos indicam que haja uma interagdo entre fatores genéticos e ambientais, os quais,
juntamente com a microbiota intestinal, levam a uma resposta imunoldgica
descontrolada. Um dos fatores ambientais agravantes frequentemente discutidos ¢ o
estresse, visto que a vida cotidiana da populacdo atual em geral estd cada vez mais
corrida. A fim de se demonstrar a influéncia do estresse na DII, o presente estudo teve
como objetivo a padronizagdo de um modelo experimental que induzisse a colite pela
instilagdo de uma concentracdo subinflamatéria de acido trinitrobenzenosulfonico
(TNBS) e que a exposi¢do ao estresse intensificasse o quadro inflamatorio. Para tanto,
foi feito um experimento para determinar qual seria a concentracdo subinflamatoria.
Foram testados quatro diferentes concentragdes de TNBS (1, 6, 12,5 ou 40 mg/ml) e
definiu-se que 1 mg/ml foi a menor concentragdio de TNBS capaz de induzir uma
resposta subinflamatoria no intestino. Em seguida, foi realizado o segundo experimento
que induziu a colite e expds os animais ao estresse por contencao. Os resultados, porém,
mostraram que este estimulo ndo foi suficiente para agravar os danos causados no colon
pela concentracdo de 1 mg/ml de TNBS. Com algumas mudangas no protocolo, o
terceiro experimento associou frio e contengdo, além da mudanca no dia da eutanasia
dos animais, ocorrendo imediatamente apds a sessdao de estresse. Os resultados da
dosagem da atividade da mieloperoxidase foram inesperados, pois a concentragao
subinflamatoria de TNBS causou uma inflamagdo intestinal semelhante a da
concentracdo de 40 mg/ml. Apesar disso, os resultados da quantificagao do conteudo de
glutationa total bem como os niveis de corticosterona mostraram-se elevados nos grupos
que passaram pela sessdo de estresse. A partir dos dados obtidos, ndo foi possivel
determinar a influéncia do estresse no agravamento da colite. Dessa forma, um novo
estudo deve ser realizado a fim de se refinar as condi¢des do protocolo experimental

proposto.

Palavras chave: Conten¢do, Doenga Inflamatoéria Intestinal, estresse, frio, TNBS.



Abstract

Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic and relapsing disease caused by
exaggerated response of the immune system. It represents a significant health problem
by limiting the quality of life and being the main risk factor for colorectal cancer.
Despite of its importance, the high worldwide incidence and being the object of research
for several decades, the etiology remains unknown. Studies indicates an interaction
between genetic and environmental factors which together with the intestinal
microbiota, leads to an uncontrolled immune response. One of the aggravating
environmental factors often discussed is stress, as the daily life of the population in
general is increasingly rushed. In order to demonstrate the influence of stress on IBD,
this study aimed to standardize an experimental model of colitis induced by instillation
of a trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) noninflammatory concentration plus exposure
to stress that intensify the inflammation. Therefore, an experiment was done to
determine what would be the noninflammatory concentration. In this step, four different
concentrations of TNBS (1, 6, 12.5 or 40mg/ml) were tested and the lowest
concentration capable of inducing a noninflammatory response in the gut was defined as
1 mg/ml. Then, a second experiment was performed which induced colitis and exposed
the animals to restraint stress. The results, however, showed that this stimulus was not
enough to exacerbate the damage caused by the 1 mg/ml concentration of TNBS in the
colon. With some changes in the protocol, the third experiment associated cold and
restraint, as well as changes on the day of euthanasia, which occurred immediately after
the stress session. The results of myeloperoxidase activity measurement were
unexpected due to the noninflammatory concentration of TNBS caused an intestinal
inflammation similar to the concentration of 40 mg/ml. However, the results of
glutathione quantification and the corticosterone levels showed to be higher in the
groups that passed through the stress session. From the data obtained, it was not
possible to determine the influence of stress in the colitis exasperation. Thus, a new
study should be done in order to improve the conditions of the experimental protocol

proposed.

Keywords: restraint, Inflammatory Bowel Disease, stress, cold, TNBS.



1 Introducao

1.1 Doenga Inflamatdria Intestinal e estresse

A Doenga Inflamatoria Intestinal (DII) ¢ uma desordem gastrointestinal
comum definida como uma inflamacao intestinal exacerbada, caracterizada por uma
resposta acentuada do sistema imune (Jurjus et al., 2004). A DII ¢ representada,
principalmente, por duas doengas: a Retocolite Ulcerativa e a Doenca de Crohn. Ambas
sdo patologias cronicas e recidivantes (Gitnick, 1996), marcadas pela ulceracio e
infiltracdo de neutrofilos na mucosa, desconforto ou dor abdominal com diarreia e
constipacdo (Singh et al., 2003). A DII representa um importante problema de satide por
limitar a qualidade de vida e ser o principal fator de risco para o desenvolvimento de
cancer colorretal — sendo a incidéncia 19 vezes maior quando comparada com a
populagdo geral (Yang et al., 2009; Onken, 2008). Além disso, tem sido demonstrado
que o desenvolvimento da DII na infancia pode causar problemas de crescimento e
retardo da puberdade, devido a deficiéncia na absor¢do de nutrientes causada pela

inflamacao intestinal (Mamula et al., 2008).

Apesar da importancia, da alta incidéncia mundial e de ser objeto de
pesquisa ha varias décadas, a etiologia da DII ainda permanece desconhecida. Estudos
indicam que a patogénese ¢ considerada multifatorial, de modo que a interacdo entre
fatores genéticos e ambientais, juntamente com a microbiota intestinal, dispara um
mecanismo que ativa células do sistema de defesa da mucosa intestinal e leva a uma
resposta imune descontrolada (Fiocchi, 1998). Um dos fatores ambientais
frequentemente discutidos durante as ultimas décadas tem sido o estresse, em vista do
notavel crescimento dos transtornos psicoldgicos que tem afetado a vida cotidiana da

populacdo em geral (Reber, 2012).

A ideia entre a possivel relacdo de fatores psicologicos e a DII ndo ¢
recente, tendo surgido primeiramente na década de 1930 (Murray, 1930). Sabe-se que
qualquer estresse fisico ou psicoldgico que ameace a homeostase de um organismo pode
iniciar uma série de comportamentos e respostas neuroendocrinas que ajudam o
organismo a se adaptar a situagdo alterada (Giilpinar et al., 2004). Esse fendmeno
adaptativo ¢ de grande importancia, pois aumenta o nivel glicémico, acelera o fluxo

sanguineo, aguc¢a a cognicao e reduz a percep¢ao de dor, preparando o organismo para



respostas de luta ou fuga (Sapolsky et al., 2000). Por outro lado, porém, quando as
situagdes de estresse se apresentam de forma acentuada e prolongada podem influenciar
na fisiopatologia e no quadro clinico das condi¢des gastrointestinais, como foi
demonstrado em diversos estudos com humanos ou animais (Lindgren et al., 1991;

Lindgren et al., 1993; Buret, 2006).

Dessa forma, modelos experimentais animais tém demonstrado que a
exposicdo do roedor ao estresse facilita a ativagdo de linfocitos e a aderéncia bacteriana,
além de reduzir a produgdo de mucina ¢ aumentar a permeabilidade da mucosa,
influenciando no desenvolvimento da DII (Mawdsley, Rampton, 2005). Para observar
tais atividades, existem diversas técnicas de indugdo do estresse. Entretanto, ¢
importante considerar que hd vérios fatores que influenciam nessa resposta, como a
intensidade e a duracdo do estimulo, além do tipo de agente estressor, como conteng¢ao,
frio, barulho, choque, privacdo de 4gua e alojamento em ambiente agitado (Wilson,

Baldwin, 1999; Soderholm et al., 2002).

O mecanismo pelo qual o estresse influencia no quadro das DII ainda ¢
incerto. Segundo o endocrinologista Hans Selye (1937), a resposta ao estresse pode ser

dividida em trés fases:

1. Fase de alarme: resposta imediata do organismo ao estresse. Ocorre,
principalmente, estimulacdo do sistema simpatico e do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HHA), com descarga de adrenalina, noradrenalina e
cortisol.

2. Fase de resisténcia: estado em que o organismo mobiliza reservas
energéticas para responder adequadamente ao agente estressor, evitando
prejuizos para o seu funcionamento.

3. Fase de exaustdo: estado em que a duracdo e/ou intensidade do estimulo
estressor € muito grande, nao sendo mais possivel responder de modo
adequado. Dessa forma, a estimulagdo do eixo HHA promove a liberagao do
hormoénio liberador de corticotrofina (CRH) pelo hipotdlamo, que leva a
liberagdo do hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) pela hipofise. Este, por
sua vez, estimula a secrecdo de glicocorticoides (cortisol em primatas e
corticosterona em roedores) pela adrenal. Em concentracao elevada, devido a

intensa estimulacdo do eixo somada a perda do mecanismo de feedback

negativo que ocorre nesta fase, o excesso de glicocorticoide pode agir



estimulando a producao de diversas substancias como, por exemplo, IL-6,
IFN-y e TNF- a, as quais estdo envolvidas com uma maior incidéncia da DII

(Mawdsley, Rampton, 2005).

Além desse mecanismo, outro estudo relata ainda que diversos eventos da
vida cotidiana e o estresse desencadeado por eles podem aumentar o risco de recidiva
em pacientes em remissao (Carbonnel et al., 2009). Por fim, pesquisas observaram que
0 CRH e o ACTH também té€m participagdo, uma vez que o primeiro hormonio provoca
o aumento da permeabilidade intestinal (Buret, 2006) e o segundo influencia na
motilidade gastrointestinal (Fukudo et al., 1998). Os mecanismos, portanto, ainda ndo
estdo bem elucidados (Kuroki et al., 2011) e o melhor entendimento da influéncia do

estresse como um fator etioldgico da DII é necessaria.

1.2 Epidemiologia

A DII constitui a condi¢dao inflamatoria cronica mais séria ¢ comum do
intestino humano (Qiu et al., 1999). O niimero de casos esta aumentando com o passar
do tempo em diferentes regides, o que indica sua emergéncia como doenca global
(Molodecky et al., 2012), estimando-se que ela afete cerca de 28 milhdes de pessoas no
mundo (Schoultz et al., 2013). As maiores taxas de incidéncia sdo normalmente
relatadas em paises desenvolvidos e industrializados como os do Norte e Oeste
Europeu, assim como na América do Norte, indicando a urbanizacdo como um fator de
risco (Lakatos, 2006). Atualmente, entretanto, a frequéncia da DII tem aumentado nos
paises em que raramente haviam sido relatadas anteriormente, como India e China
(Cosnes et al., 2011). No Brasil, por exemplo, apesar da inexisténcia de dados
epidemioldgicos oficiais, a incidéncia tem crescido nos ultimos anos e se aproxima dos

niveis de paises desenvolvidos (Molodecky et al., 2012; Victoria, Sassak, Nunes, 2009).

Ao mesmo tempo, a prevaléncia de pacientes com DII que sofrem de
algum transtorno psicologico, como depressao e ansiedade, também ¢ elevada, sendo
mais do que o dobro quando comparada com a populacdo saudavel (Graff, 2010). Dessa
forma, considerando que a populagdo em geral esta cada vez mais sendo afetada por
transtornos psicoldgicos e pelo estresse, tornam-se necessarios estudos que demonstrem

e comprovem a influencia desse fator etiologico no desenvolvimento da DII.



1.3 Modelos experimentais

Os modelos experimentais de DII em animais podem ser divididos em
quatro classes principais: aqueles que envolvem animais transgénicos e knockout;
modelos de inflamacdo espontanea; modelos de inflamacao induzida; e, por fim,
modelos de transferéncia em animais imunologicamente comprometidos (Blumberg,

1999; Wirtz, Neurath, 2000; Jurjus et al., 2004).

O modelo j& padronizado e utilizado pelo Laboratério de
Fitomedicamentos (LaFIT) do Departamento de Farmacologia da UNESP — Botucatu,
baseia-se na administragdo de 4cido trinitrobenzenosulfonico (TNBS) diluido em uma
solugdo de etanol a 50% por via intrarretal, classificado como um modelo de inflamacao
induzida. Este modelo ¢ considerado o mais adequado, pois se aproxima muito ao que
ocorre com seres humanos (Jurjus et al., 2004). O etanol age rompendo a barreira
bioldgica, aumentando a permeabilidade da mucosa e facilitando a entrada do TNBS (o
qual age como um hapteno - substancia de baixo peso molecular que por si s6 ndo é
imunogénica, mas que se torna imunogénica apds a sua conjugacdo com uma proteina
carreadora ou uma célula, sendo capaz de induzir a producdo anticorpos (Benjamini et
al., 2002)) do limen para a lamina prépria (Gongalves et al., 2008). Em seguida, o
TNBS associa-se a substancias de alto peso molecular, como proteinas teciduais, ¢
processado pelas células apresentadoras de antigenos e, entdo, apresentado para as
células T. O reconhecimento promove a secre¢do excessiva de IL-12, além de um
desbalango da resposta das células Thl, que leva a producdo, principalmente, de IFN-y.
Este, por sua vez, age nos macrofagos e provoca a secrecao de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-q, IL-6 e IL-1p, que desencadeiam uma inflamagao aguda no

local (Strober et al., 1998).

Ja para a inducdo do estresse, existem diferentes agentes estressores,
podendo ser de natureza bioldgica, quimica, fisica ou psicologica, cada qual com uma
gama de respostas caracteristicas (Mendes, 2011). O presente trabalho utilizou o método
de estresse por contencao — que induz ao estresse psicologico (reacao de escape) e fisico
(esfor¢o muscular) — associado ao frio — que afeta componentes psicoldgicos e
fisiologicos (Zaidi et al., 2005). O procedimento experimental consiste em restringir o
animal a um pequeno compartimento, com movimentos limitados dentro de um
ambiente com temperatura controlada a 4 °C. A contengdo ¢ um método privilegiado

por ser simples, de baixo custo, indolor e sem debilitacdo permanente. Além disso, em



comparagdo com outros estimulos estressores, a contencao permite a analise das
mudangas dos niveis hormonais de forma mais eficiente (Buynitsky, Mostofsky, 2007).
Ja o frio ¢ uma ameaca direta para o organismo. Foi observado que alteracdes na
temperatura do corpo de +4 °C pode comprometer fungdes fisicas € mentais. Uma das
alteragoes fisioldgicas provocada por este método esta relacionada com o consumo de
oxigénio, a indu¢do de mudangas na producdo de energia e posterior producdo de
espécies reativas de oxigénio (Fu et al.,, 2013), os quais tém sido implicados na

intensificacdo do processo inflamatorio (Halliwell, 1996).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo padronizar, para as
condi¢des experimentais do Laboratorio de Fitomedicamentos, o modelo de inducgao da
inflamacdo intestinal por meio do agente indutor TNBS associado a exposi¢do dos
animais ao estresse, tendo em vista a hipdtese de que baixas concentragdes de TNBS, as
quais, por si s6, nao seriam suficientes para promover um processo inflamatério no
intestino, poderiam ter seus efeitos acentuados pela adicdo do estresse por contencdo ¢
frio. A ideia foi baseada no estudo de Coélon e colaboradores (2004), que também
padronizaram um modelo experimental semelhante, porém utilizando fémeas de
roedores. Dessa forma, o desenvolvimento do presente modelo permitirda o melhor
entendimento da influéncia do estresse no desenvolvimento da inflamagdo intestinal,

além da busca de novos agentes farmacoldgicos, que possam ser usados para o

tratamento da DII.



2 Objetivo

O trabalho teve como objetivos determinar a menor concentra¢do de
TNBS que fosse capaz de induzir um estado subinflamatério no intestino; e
subsequentemente padronizar o modelo de indugao de colite, em ratos machos, pela
instilacdo de TNBS, em baixas concentragdes, associado ao estresse pelo método de

contencao e frio.



3  Material e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, pesando de 180 a
200g, provenientes da ANILAB (Animais de Laboratorio Criagcao e Comércio LTDA).
Os animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Fitomedicamentos do
Departamento de Farmacologia por, pelo menos, cinco dias antes dos procedimentos
experimentais, para aclimata¢do. Este biotério possui uma temperatura ambiente
controlada de 21+2 °C e um ciclo de claro-escuro de 12 horas. Os ratos ficaram alojados
em caixas e foram alimentados com ragdo Presence® peletizada e agua ad libitum.
Todos os experimentos obedeceram ao protocolo experimental 493, submetido e
aprovado pela Comissio de Etica em Experimentagio Animal, do Instituto de

Biociéncias da UNESP — Botucatu.

3.2 Delineamento experimental

A. Experimento 1: Definiu a menor concentragdo que induziu ao processo
subinflamatorio no intestino, para tanto foram determinados os seguintes grupos

experimentais:
e Grupo branco: animais sem indugdo do processo inflamatorio intestinal

e Grupo TNBS 40: animais com inducdo do processo inflamatorio
intestinal pela administracdo de uma solucdao de TNBS na concentragio

de 40 mg/ml em etanol 50%.

e Grupo TNBS 12,5: animais com indug¢do do processo inflamatorio
intestinal pela administracdo de uma solugdo de TNBS na concentragao

de 12,5 mg/ml em etanol 50%.

e Grupo TNBS 6: animais com inducao do processo inflamatdrio intestinal
pela administracdo de uma solucdo de TNBS na concentracdo de 6

mg/ml em etanol 50%.



e Grupo TNBS 1: animais com indu¢@o do processo inflamatorio intestinal
pela administragdo de uma solucdo de TNBS na concentragao de 1

mg/ml em etanol 50%.

B. Experimento 2: Avaliou a influéncia do estresse pelo método de contengdo no

desenvolvimento da colite. Os grupos experimentais foram:

e Grupo branco: animais sem induc¢do do processo inflamatorio intestinal e

sem exposi¢ao ao estresse pelo método de contengao.

e Grupo TNBS 40 (controle): animais com inducdo do processo
inflamatoério intestinal pela administracdo de uma solugdo de TNBS na

concentragdo de 40 mg/ml em etanol 50%.

e Grupo TNBS 1: animais com inducdo do processo inflamatdrio intestinal
pela administragdo de uma solucdo de TNBS na concentragao de 1

mg/ml em etanol 50%.

e Grupo TNBS+est: animais com indugdo do processo inflamatorio
intestinal pela administracdo de uma solu¢do de TNBS na concentragdo
de 1 mg/ml em etanol 50% e expostos ao estresse pelo método de

contengao.

e Grupo Estresse: animais sem indu¢do do processo inflamatorio intestinal

e expostos ao estresse pelo método de contencgao.

C. Experimento 3: Avaliou a influéncia do estresse por contengdo e frio no
desenvolvimento da colite, por meio dos mesmos 5 grupos experimentais

relatados no experimento anterior.

A indugdo do processo inflamatorio intestinal foi realizada pelo método
descrito por Morris e colaboradores (1989), com algumas modificagdes. Antes da
inducdo os animais foram submetidos a um periodo de jejum de 24 horas e,
posteriormente, anestesiados. O 4cido 2.,4,6-trinitrobenzenosulfonico (TNBS) foi
preparado a partir de um liofilizado obtido da solu¢do aquosa comercial de origem a 5%
(p/v), onde cada animal recebeu 0,25 ml, com concentra¢des diferentes dependendo do
grupo experimental. O TNBS foi administrado por via retal (intracolonica) com a ajuda

de um cateter de 2 mm de didmetro, até uma distancia de 8 cm. Os animais foram



mantidos em posigao vertical (de cabega para baixo) desde 0 momento da instilagdao da
solugdo até a recuperagdo da anestesia. Os animais do grupo branco e grupo estresse
foram submetidos a0 mesmo procedimento, mas com administracdo de solugdo salina

em substitui¢ao ao TNBS.

O agente estressor primeiramente testado foi a contencdo. Os animais
foram introduzidos no contensor as 10 e retirados as 16 horas. Durante essas 6 horas,
todos os animais ficaram privados de dgua e comida. Tal procedimento foi repetido do
primeiro ao décimo primeiro dia, exceto no sexto dia em que foi feito a inducdo da
colite pela administracdo da solucdo de TNBS. No décimo segundo dia, os animais

foram eutanasiados por decapitagdo. Esquematicamente:

Dia 1 Dia5 Diab Dia/ Dia1ll Dial2
1 ! 1 I
~ 3 - 3
Estresze por contencde  Inducio daColite Estrezze por contengido Expenmento

Figura 1: Esquema ilustrando o delineamento do experimento 2.

No terceiro experimento, houve a adi¢do do frio no método de estresse.
Neste protocolo os animais foram introduzidos no contensor e colocados em uma
camara fria a temperatura de 4 °C durante 2 horas. Esse procedimento foi realizado
durante 11 dias, exceto no 6° em que foi feita a instilagdo do TNBS nos grupos coliticos.
No décimo primeiro dia, logo apds a sessdo de estresse, os animais foram eutanasiados

por decapitacdo. Esquematicamente:

Inducio da Colite Experimento

\ 4 A 4

Dia 1 Dia5 Diab Dia/ Dia 11

T T

Estresse por contengdo e fiio Estresse por contengdo e fiio

Figura 2: Esquema ilustrando o delineamento do experimento 3.



3.3 Avaliacéo geral

Durante o desenvolvimento dos experimentos, os animais foram avaliados
em diferentes parametros de carater geral tais como: consumo de alimento, peso

corporal e aparecimento de fezes diarreicas.

3.4 Obtencéo do soro

Ao final dos protocolos experimentais descritos, o sangue obtido por
decapitacdo foi coletado em tubos adequados do tipo Vacutainer® e deixados em
temperatura ambiente por 30 minutos para que ocorresse a coagulagdo. ApoOs esse
periodo o sangue foi centrifugado por 15 minutos a 4000rpm. O soro separado foi

armazenado a -80° C para a dosagem de corticosterona.

3.5 Analise Macroscépica
As adrenais foram retiradas, limpas e pesadas.

Nos coélons foram avaliados: Peso e comprimento, bem como a relagao
entre eles, a existéncia de aderéncias entre o intestino e 6rgaos adjacentes e a analise da
severidade e extensdo do prejuizo intestinal, de acordo com uma escala descrita

previamente por Bell e colaboradores, 1995 (Tabela 1).

Tabela 1: Critérios de avaliagdo da severidade e da extensio de lesdes no colon.

Escala Critério

0 Sem danos

| Hiperemia, sem ulceras.

2 Ulcera linear sem inflamacéo significante

3 Ulcera linear com inflamacio em um sitio

4 Dois ou mais sitios de ulceracdo/inflamacéo

5 Dois ou mais sitios de ulceracdo e inflamacdo ou um sitio de inflamacdo maior que 1 cm ao longo
da extensao do célon

6-10 Se o dano cobrir mais que 2 cm ao longo da extensdo do colon (a escala € aumentada em 1 ponto

para cada centimetro adicional)

Apos a andlise macroscopica, o colon foi dividido em 7 fragmentos
longitudinais, os quais foram congelados a —80 °C para determinagdo da atividade da

mieloperoxidase e da glutationa total.



3.6 Dosagem de glicemia

Imediatamente ap6s a decapitacdo, a glicemia foi mensurada a partir de

um glicosimetro portatil da marca TRUEread™ (USA).

3.7 DeterminacGes bioquimicas

Todas as determinagdes bioquimicas foram realizadas nos

homogeneizados dos fragmentos do cdlon.

3.7.1 Determinacao da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A determinagdo da atividade da mieloperoxidase foi realizada pelo método
de Krawisz e colaboradores (1984). Os resultados foram expressos como unidades de
mieloperoxidase por grama de tecido, onde 1 unidade de atividade de MPO ¢ definida
como aquela que degrada 1 pmol de perdxido de hidrogénio por minuto a 25 °C. A
atividade da mieloperoxidase se utiliza como marcador da infiltragdo de neutrofilos,

mesmo que esta enzima nao seja especifica deste tipo celular.

3.7.2 Determinacao do contetdo de glutationa total

A determinagdo do conteudo de glutationa total foi realizada de acordo
com o método descrito por Anderson (1985), que esta baseado na oxidagdo total da
glutationa reduzida (GSH) presente em uma amostra a sua forma oxidada (GSSQG),
mediante a incubagao da amostra com o acido ditiobisnitrobenzoico (DTNB). O DTNB
reduzido adquire wuma coloracdo amarelada, que pode ser determinada
espectrofotometricamente. O GSSG gerado ¢ reduzido por acdo da enzima glutationa
redutase na presenca de NADPH. O GSH formado se oxida novamente, gerando um
ciclo continuo, no qual a velocidade de redu¢do do DTNB (com o seu consequente
incremento de absorbancia a 412nm) ¢ proporcional a quantidade total de glutationa

(GSH+GSSG). Os resultados foram expressos em nanomoles por grama de tecido.



3.7.3 Determinacao do nivel de corticosterona

Os niveis de corticosterona foram determinados no soro por ensaio
imunoenzimatico (ELISA), de acordo com as instrugdes do fabricante (abcam®),

empregando-se anticorpos monoclonais especificos.

As placas de microtitulacdo ja vieram revestidas com anticorpos de
captura. Foram adicionados as amostras em duplicatas e, em seguida, o anticorpo de
detecgdo especifico em cada pogo. Apds 2 horas de incubagdo a temperatura ambiente, a
placa foi lavada e a enzima estreptavidina foi adicionada a cada pogo. Foi novamente
feito um periodo de incubagdao de 30 minutos e a placa foi lavada ao final deste
procedimento. Entdo, adicionou-se o substrato cromogénico em todos os pogos até que
eles adquirissem a cor azul e, por fim, foi colocado a solugdo de parada para que a
quantidade de corticosterona fosse determinada por absorbancia a 450 nm com corre¢ao

a 540 nm.

3.8 Andlise estatistica

Dados paramétricos foram expressos na forma de média + erro padrao da
média e submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste a
posteriori de multiplas comparagdes de Dunnett ou Bonferroni. Dados ndo paramétricos
foram expressos na forma de mediana (intervalo interquartil) e submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste a posteriori de Dunn. As propor¢des foram
comparadas pelo teste exato de Fisher. Todas as andlises foram feitas pelo software

GraphPad Instat com nivel de significancia minimo de p<0,05.



4 Resultados e Discussao

Apesar da etiologia da DII ndo estar totalmente elucidada, um crescente
numero de evidéncias indica que o estresse tem fungdo relevante na patofisiologia e/ou

curso clinico das condigdes gastrointestinais (Collins, 2011).

Para investigar a hipotese de que o estresse ¢ um importante fator
agravante na DII, o presente estudo uniu colite e estresse em um modelo experimental.
Isso permitira, futuramente, a realizagdo de testes de fArmacos que possam auxiliar no
tratamento da DII, diretamente no processo inflamatoério ou sob a circuitaria neural

relacionada ao estresse.

4.1 Experimento 1

A fim de se determinar a concentragdo subinflamatdria que permita avaliar

a influencia do estresse na DII, foram testados trés diferentes concentragoes de TNBS.

4.1.1 AvaliagBes Macroscopicas

Dois dias ap6s a inducdo do processo inflamatorio intestinal, os animais
foram eutanasiados e os colons, retirados. A partir do c6lon foram feitas as avaliagdes
macroscopicas de escore e extensdao da lesdo, relagdo peso/comprimento do 6rgao e
analise de presenga ou auséncia de aderéncia. Os dados de diarreia foram coletados no

dia da eutanasia dos animais.



Tabela 2: Avaliagdo dos pardmetros macroscopicos no modelo experimental da DII induzida por
TNBS em ratos.

Escore Extensio da Relacio
Diarreia Aderéncia
Grupo Macroscépico Lesao Peso/comprimento ; 3
1 2 2 (%) (%)
(0-10 (quartil)) (cm) (mg/cm)
Branco 0* 0* 99,68+4,64" 0? 0?
TNBS 1 7 (6,25-7)° 2,37+0,24° 149,79+4,32° 66,7 50%
TNBS 6 6 (5,25-6,75)° 2,18+0,35° 138,91+8,56" 33,3%® 33,3%
TNBS 12,5 7(7-8)° 2,62+0,56° 138,78+8.85" 50% 33,3%
TNBS 40 9 (7,25-10)° 4,1+0,39° 148,25+6,35° 100° 83,3°

'Os valores de escore estdo expressos em mediana (intervalo interquartil) e foram analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste a posteriori de Dunn, “extensdo da lesdo e
relacdo peso/comprimento estdo expressos em média+E.P.M. e foram analisados pela andlise de
variancia de uma via (ANOVA), seguido pelo teste a posteriori de multiplas comparagoes de
Dunnett, *diarreia e aderéncia foram analisadas pelo teste exato de Fisher. Valores com letras
distintas diferem em p<0,05.

Como foi possivel observar, o escore, a extensdo da lesdo e a relacao
peso/comprimento das quatro concentracdes foram diferentes significativamente do
grupo branco. Quanto aos parametros diarreia e aderéncia, as trés concentragdes
intermedidrias foram iguais ao grupo branco e ao grupo TNBS 40, mas esses dois
grupos foram diferentes entre si. Chama a aten¢do que ¢ possivel observar uma
tendéncia das concentracdes 1, 6 e 12,5 de se diferenciarem do grupo TNBS 40 em
relacdo ao escore e extensdao da lesdo. Por exemplo, a extensdo da lesdo do TNBS 40 ¢
praticamente o dobro da lesdo das outras concentracdes € o menor escore do TNBS 40

ainda estd mais elevado que o maior escore das concentracdes de 1 e 6 (Tabela 2).

Macroscopicamente, portanto, as quatro concentragdes foram eficazes em

causar lesdo intestinal, exceto pelos parametros diarreia e aderéncia.

4.1.2 Avaliagdes Bioquimicas

A instilacdo do hapteno leva a uma série de eventos, que resultam no
aumento do fluxo sanguineo local e da permeabilidade capilar. Esse fato promove o
extravasamento de granuldcitos, especialmente leucdcitos polimorfonucleares (Jurjus,
2004). Os neutroéfilos, entao, estimulados pelo TNBS presente na mucosa e submucosa,
liberam a enzima mieloperoxidase presente nos seus granulos primarios (azuréfilos)

(Nakamuta et al., 1993). Esta enzima constitui o sistema antimicrobiano, atuando como



catalisador da oxidacao de substancias na presen¢a de perdxido de hidrogénio (H,O,) e
um halogénio: H,O,+CI+H" M3 HOCL+H,0 (Kato et al., 2003), que resulta na ligagio
H,0,-halogénio-MPO, um sistema altamente tdxico para microorganismos (Oberg et
al., 1983). Apesar da importante acdo antimicrobiana, a ativacdo desregulada do sistema
imune leva a um excesso de neutrofilos ativados, que, por sua vez, secreta em excesso a
enzima MPO (Bos, Wever, Roos, 1978). O excesso dessa enzima causa dano tecidual
pela producdo dos radicais livres formados (Bos, Wever, Roos, 1978). Por este motivo,

a dosagem da atividade de MPO ¢ um interessante marcador para a DII.

Nesse experimento pdde-se observar um aumento da atividade da MPO
de todos os grupos que foram induzidos pelo TNBS, com maior atividade registrada no
grupo que recebeu maior concentracdo do hapteno, em relacdo ao grupo Branco.
Estatisticamente, os grupos que receberam as concentragdes 1, 6 e 12,5 foram
estatisticamente iguais quando comparados ao grupo Branco e simultaneamente iguais

quando comparados ao grupo TNBS 40, mostrando um resultado intermediario entre os

dois grupos (Figura 3).
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Figura 3: Avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) em animais submetidos a
indu¢do do processo inflamatdrio intestinal com diferentes concentragcdes de TNBS. Dados
expressos em média+E.P.M. Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett.
Valores com letras distintas diferem em p<0,05 em relagdo ao grupo TNBS 40.



Com o aumento da atividade de MPO ocasionada pela excessiva resposta
imunologica, ocorre um aumento da quantidade de radicais livres. Para neutraliza-los o
organismo conta com um sistema antioxidante constituido por compostos enzimaticos e
ndo enzimaticos. A glutationa ¢ um dos compostos antioxidantes ndo enzimaticos
(Roberts, Sindhu, 2009), sendo a primeira defesa intracelular contra os produtos toxicos
do oxigénio (Deleve, Kaplowitz, 1991). Portanto, a exposicdo da glutationa reduzida
aos agentes oxidantes, leva a formagdo de glutationa oxidada e a neutralizacdo dos
radicais livres no citoplasma, por meio da glutationa peroxidase. A reagdo inversa ¢
feita pela enzima glutationa redutase na presenga de NADPH, constituindo um ciclo
redox essencial para a manuten¢do da integridade do sistema protetor celular (Wang,
Ballatori, 1998). Em condicdes de excesso de agentes oxidantes, ocorre um desbalango
e maior formacdo da glutationa oxidada. Esta, por sua vez, sai da célula por difusdo com
maior facilidade, esgotando a glutationa intracelular (Karp, Koch, 2006; White, 1994).
Portanto, em quadros patolégicos que produzem grandes quantidades de radicais livres,
como a DII, ¢ possivel monitorar a intensidade do estresse oxidativo através da

glutationa total.

Ao analisarmos o nivel de glutationa total nos animais que receberam as
diferentes concentragdes de TNBS, ¢ possivel notar que todos eles tiveram deplecao dos

seus niveis, significativamente diferentes quando comparados ao grupo branco (Figura 4).
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Figura 4: Avaliacdo dos niveis de glutationa total (GSH) em animais submetidos a indugdo do
processo inflamatorio intestinal com diferentes concentragdes de TNBS. Dados expressos em
média+E.P.M. Analise de Varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. Valores com
letras distintas diferem em p<0,05 em relagao ao grupo TNBS 40.



Todos os grupos coliticos, portanto, tiveram tanto aumento da atividade
de MPO como deple¢do dos niveis de GSH. Esses resultados levaram ao segundo
experimento, no qual foi selecionada a concentragdo de 1 mg/ml de TNBS, visto ser esta
a menor das trés concentragdes que foi capaz de induzir o processo subinflamatorio
intestinal, j& que foi possivel notar uma tendéncia na reducdo dos parametros
macroscopicos (escore e relagdo peso/comprimento), redu¢do da diarreia e aderéncia,

além da redugdo da atividade da enzima MPO quando comparado ao grupo TNBS 40.

4.2 Experimento 2

A partir dos resultados anteriores, este experimento visou a padronizacao
de um modelo experimental de colite que avaliou a influéncia do estresse pelo método

de contencao.

4.2.1 AvaliacGes Macroscopicas

Apo6s o periodo de ambientacdo de uma semana, foi feito o controle do
peso e do consumo de ra¢do diariamente (Figuras 5 e 6, respectivamente). Foi
constatado que, apds a administragdo de TNBS, houve uma diminui¢do da quantidade
de alimento ingerido. Os animais ndo coliticos restabeleceram normalmente o consumo
apos o jejum. Como consequéncia da reducao do consumo de alimento, ocorreu também
reducdo do peso corporeo. Esses resultados ja eram esperados, visto que a indugdo do
processo inflamatodrio intestinal causa grande dor abdominal, a qual leva a reducdo do
apetite do animal e, consequentemente, do seu peso corporal. Ja os grupos branco e
estresse, que nao tiveram a instilacdo do hapteno, ndo tiveram nem a massa corporal

nem o consumo de racdo diminuidos.
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Figura 5: Avaliagdo da evolugdo do peso corporal dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite e estresse por conten¢do. Dados expressos em A peso corporal.
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Figura 6: Avaliagdo do consumo de ragdo por grupo, dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite e estresse por contengdo. Dados expressos em consumo (g)/nimero de
animais.

No décimo segundo dia, os animais foram eutanasiados por decapitacao e
as adrenais foram retiradas e pesadas, diferenciando-se direita e esquerda. A partir
desses dados, foi feita uma relagdo peso da adrenal (mg)/peso do animal(g), que pode

ser observada nas figuras 7 e 8.
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Figura 7: Relagdo peso da adrenal esquerda (mg)/peso do animal (g), dos animais submetidos ao
modelo experimental de colite e estresse por contengdo. Analise de Varidancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Dunnett. Valores com letras distintas diferem em p<0,05 em relacdo ao

grupo Branco.
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Figura 8: Relagdo peso da adrenal direita (mg)/peso do animal (g), dos animais submetidos ao
modelo experimental de colite e estresse por contengdo. Analise de Variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Dunnett. Valores com letras distintas diferem em p<0,05 em relacdo ao
grupo Branco.

A relagdo peso da adrenal/peso do animal de ambos os lados foi
significativamente maior no grupo TNBS+est. Este fenomeno deve ter ocorrido pelo
fato de que o estresse gerado pela contencdo e o estresse causado pela agressdo do
TNBS levaram a ativagdo do eixo HHA, que, por sua vez, provocou um aumento do

metabolismo da adrenal, aumentando o peso desse 6rgdo pela maior sintese de cortisol
(Ulrich-Lai et al., 2006).



Em seguida, foi retirado o cdlon e avaliado o escore, a extensdo e a
relagdo peso/comprimento da lesdo. Também foram avaliados a presenca ou auséncia de

diarreia e de aderéncia.

Tabela 3: Avaliacdo dos parametros macroscopicos no modelo experimental da DII (induzida
por TNBS em ratos) associado ao estresse por contengao.

Escore Extensao da Relacao
Diarreia Aderéncia
Grupo Macroscopico Lesao Peso/comprimento 5 5
1 2 2 (%) (%)
(0-10 (quartil)) (cm) (mg/cm)
Branco 0 0 93,794+3,87% 0 0
TNBS 40 7 (4,75-8)° 1,95+0,44° 137,49+10,44° 87,5° 75°
TNBS 1 3(0,75-5)° 0,93+0,30° 115,58+8,04° 50%® 12,5°
TNBS+est 3 (0,75-5)" 0,90+0,24° 115,06+5,76" 37,5%® 0°
Estresse 0 0° 96,29+3,57* 0* 0*

'Os valores de escore estdo expressos em mediana (intervalo interquartil) e foram analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste a posteriori de Dunn, “extensdo da lesdo e
relacdo peso/comprimento estdo expressos em média+E.P.M. e foram analisados pela analise de
variancia de uma via (ANOVA), seguido pelo teste a posteriori de multiplas comparagdes de
Dunnett, *diarreia e aderéncia foram analisadas pelo teste exato de Fisher. Valores com letras
distintas diferem em p<0,05.

Podemos notar, na tabela 3, que o escore e a relagdo peso/comprimento
dos colons dos trés grupos que receberam a instilacio do hapteno foram
significativamente maiores que os grupos branco e estresse. J4 a extensdo da lesdo, o
grupo que recebeu a maior concentragdo do TNBS ficou diferente do grupo branco.
Com relagdo aos parametros de diarreia e aderéncia, somente o grupo TNBS 40 ficou
diferente significativamente do branco. Porém, ¢ possivel notar uma tendéncia dos
grupos que receberam a concentragdo de 1 mg/ml se diferenciarem do TNBS 40,
principalmente em relacdo ao escore e extensdo da lesdo em que os valores dos grupos

TNBS 1 e TNBS+est foram menos que a metade do grupo TNBS 40.

4.2.2 Dosagem de glicemia

Imediatamente apds a decapitacdo, o sangue foi coletado e a glicemia foi
mensurada. Em caso de estresse agudo, esperava-se que o nivel glicémico estivesse

alterado, pois o estresse ativa o sistema nervoso autdnomo simpatico e eleva a glicemia



plasmatica a fim de preparar o organismo para as reagdes de luta ou fuga (Sapolsky et
al., 2000). Porém, neste caso de estresse cronico, ndo foi encontrado nenhuma diferenca

significativa entre os niveis glicémicos de nenhum dos grupos (Figura 9).
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Figura 9: Dosagem do nivel glicémico dos animais submetidos ao modelo experimental de
colite e estresse por contengdo. Dados expressos em médiatE.P.M. Analise de Variancia

(ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. Valores com letras distintas diferem em p<0,05 em
relagdo ao grupo Branco.

4.2.3 Avaliagdes Bioquimicas

Quanto a atividade da MPO, esta apresentou-se elevada nos grupos TNBS
40 e TNBS+est. O grupo TNBS 1, por sua vez, apresentou igualdade estatistica em
relacdo ao grupo Branco e simultaneamente em relagdo aos grupos TNBS 40 e
TNBS+est, mostrando ser um resultado intermediario. Logo, apesar de ndo existir
diferenca significativa entre os grupos TNBS 1 e TNBS+est, ¢ possivel perceber uma
tendéncia para que haja diferenca, visto que o grupo TNBS+est teve grande

variabilidade dos dados (Figura 10).
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Figura 10: Avaliagdo da atividade da enzima micloperoxidase (MPO) em animais
submetidos ao modelos experimental de colite associada ao estressse por contengdo. Dados
expressos em média+E.P.M. Analise de Varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett.
Valores com letras distintas diferem em p<0,05.

A dosagem de glutationa, por sua vez, mostrou um resultado esperado,
pois o grupo TNBS 40 teve seus niveis de GSH depletados e o grupo TNBS 1, ndo
(Figura 11). A glutationa dos grupos que passaram pela exposi¢do ao estresse manteve-
se igual ao grupo branco, pois, segundo Maher (2005), a glutationa esta relacionada a

um sistema de defesa das células contra formas mais severas de estresse.
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Figura 11: Avaliacdo dos niveis de glutationa total (GSH) em animais submetidos ao
modelo experimental de colite associado ao estresse por contengdo. Dados expressos em
média+E.P.M. Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. Valores com
letras distintas diferem em p<0,05 em relagdo ao grupo TNBS 40.



A fim de avaliar se 0 método de estresse por contencao foi eficiente para

causar alteracdes fisiologicas, foi mensurado o nivel de corticosterona no soro.
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Figura 12: Avalia¢do dos niveis de corticosterona no soro dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite associado ao estresse por contencdo. Dados expressos em média+E.P.M.
Andlise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. Valores com letras distintas
diferem em p<0,05.

Os resultados observados nesta dosagem, figura 12,
demonstraram que somente os grupos estresse e branco ndo obtiveram diferenca
significativa. Esperava-se que o nivel de corticosterona dos grupos que foram expostos
ao estresse estivesse mais elevado em comparagdo aos outros. A ndo observancia de
diferencga significativa pode ser explicada pelo fato de que houve um periodo muito
longo entre o fim da sessdo de estresse e a eutanasia dos animais, tempo suficiente para
que os niveis de corticosterona retornassem ao basal. Além disso, varios estudos
sugerem que machos sdo mais resistentes ao estresse em relagdo as fémeas (Kudielka et
al., 2004; Young, 1998). Tendo em vista esses dados e os da MPO, o terceiro
experimento foi elaborado com duas mudangas no protocolo experimental: adi¢do de
um fator estressor ¢ mudanca no dia do experimento, para que a eutanasia dos animais

ocorressem imediatamente apds a sessao de estresse.



4.3 Experimento 3

Foram utilizados os mesmos grupos experimentais, a mesma concentracao
subinflamatoria de TNBS, a inducdo realizada no 6° dia e os 10 dias de exposicio ao
estresse. As mudangas no protocolo deste estudo foram: adi¢do do frio ao método de

estresse ¢ mudanga no dia da eutanasia dos animais.

Essas alteragdes relacionam-se ao fato do trabalho ter sido realizado com
ratos machos, pois eles sdo mais resistentes ao estresse quando comparados as fémeas
(Kudielka et al., 2004; Young, 1998). Por isso, apesar de a contencdo j& ser um estimulo
suficientemente grande para induzir a resposta de estresse no roedor (Mendes, 2011), foi
necessaria a associagdo com baixa temperatura para que ocorressem alteragdes

fisiologicas.

4.3.1 Avaliacdes Macroscopicas

O controle de peso e consumo de racao feito durante o experimento pode
ser observado nas figuras 13 e 14. Da mesma forma que o experimento anterior, os
animais tiveram queda do peso corporal e do consumo alimentar no dia da indugao do

processo inflamatorio intestinal.
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Figura 13: Avaliagdo da evolugdo do peso corporal dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite e estresse por contencdo ¢ frio. Dados expressos em A peso corporal.
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Figura 14: Avaliagdo do consumo de ragdo por grupo dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite e estresse por contencdo e frio. Dados expressos em consumo (g)/nimero
de animais.

No décimo primeiro dia, os animais foram expostos a ultima sessdo de
estresse e logo em seguida foram eutanasiados por decapitacdo. As adrenais, direita e
esquerda, foram retiradas e pesadas. Foi possivel fazer, entdo, a relagdo peso da adrenal

(mg)/peso do animal(g), que pode ser observada nas figuras 15 e 16.
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Figura 15: Relagdo peso da adrenal esquerda/peso do rato, dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite e estresse por contengdo e frio. Analise de Variancia (ANOVA) seguida
pelo teste de Dunnett. Comparacdo feita em relagdo ao grupo branco. Valores com letras
distintas diferem em p<0,05 em rela¢do ao grupo Branco.
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Figura 16: Relagdo peso da adrenal direita/peso do rato, dos animais submetidos ao
modelo experimental de colite e estresse por contencdo e frio. Andlise de Variincia
(ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. Comparagdao feita em relacdo ao grupo
branco. Valores com letras distintas diferem em p<0,05 em relacdo ao grupo Branco.

Nota-se que os grupos expostos ao estresse tiveram a relagdo peso da
adrenal/peso do animal significantemente maior do que os outros grupos, devido ao

metabolismo aumentado desse 6rgdo, como ja foi discutido anteriormente.

Em seguida, o coélon foi retirado e avaliados o escore, a extensdo da
lesdo, a aderencia e a relacdo peso/comprimento do cdlon. Também foram obsevadas a

presenca ou auséncia de diarreia no dia da eutanasia dos animais.



Tabela 4: Avaliagdo dos parametros macroscopicos da indugdo do processo inflamatoério
intestinal e exposi¢do ao estresse por contengao e frio.

Escore Extensiao da Relacao Di . Aderénci
1arreia erencia
Macroscépico Lesao Peso/comprimento
Grupo b b (%)" (%)"
(0-10 (range))® (cm) (mg/cm)
Branco 0* 0? 103,28+3,78* 0? 0?
TNBS 40 8,5 (8-9) 3,10+0,50° 240,23+41,08" 33,3° 83,8°
TNBS 1 7(5,75-7)° 2,14+0,20° 181,88+20,98" 25° 62,5"
TNBS+est 7 (5-7) 1,97+0,32° 143,29+10,60° 0* 57,14°
Estresse 0 0* 94,62+3,2° 0? 0?

*Os valores de escore estdo expressos em mediana (intervalo interquartil) e foram analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste a posteriori de Dunn, "extensdo da lesdo e
relacdo peso/comprimento estdo expressos em média+E.P.M. e foram analisados pela analise de
variancia de uma via (ANOVA), seguido pelo teste a posteriori de multiplas comparagdes de
Dunnett, ‘diarreia e aderéncia foram analisadas pelo teste exato de Fisher. Valores com letras

distintas diferem em p<0,05.

Semelhantemente com o observado nas avaliacdes macroscopicas do
experimento anterior, neste os grupos TNBS 1 e TNBS+est ficaram muito semelhantes,
exceto na relagdo peso/comprimento. Surpreendentemente, os parametros escore,
extensdo da lesdo, diarreia e aderéncia ficaram iguais entre os trés grupos que receberam

o TNBS (Tabela 4).

4.3.2 Dosagem da glicemia

Novamente o perfil do nivel glicémico manteve-se semelhante ao experimento

anterior, ndo mostrando alteragdes significativas entre os diferentes grupos (Figura 17).
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Figura 17: Dosagem do nivel glicémico dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite e estresse por contencdo. Andlise de Varidncia (ANOVA)
seguida pelo teste de Dunnett. Dados expressos em média+E.P.M. Valores com letras
distintas diferem em p<0,05 em relagdo ao grupo Branco.

4.3.3 Avaliac6es Bioquimicas

Neste experimento, a atividade da MPO esteve elevada em todos os grupos
que receberam a indugdo do processo inflamatorio intestinal. A concentragdo de 1
mg/ml de TNBS, ao contrario do que se esperava, provocou um processo inflamatorio

de intensidade semelhante a concentragcdo de 40 mg/ml (Figura 18).
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Figura 18: Avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) em animais
submetidos ao modelos experimental de colite associada ao estressse por contengdo
e frio. Dados expressos em média+E.P.M. Analise de Variancia (ANOVA) seguida
pelo teste de Dunnett. Valores com letras distintas diferem em p<0,05 em relagdo ao
grupo TNBS 40.



A dosagem de glutationa, figura 19, demonstrou que os animais do grupo
induzido com TNBS 40 apresentaram uma propensdo a deple¢do nos niveis de
glutationa, enquanto os animais do grupo TNBS 1 ficaram iguais ao grupo Branco. J4 os
animais do grupo estresse tiveram os niveis de GSH elevados significativamente quando
comparados aos outros grupos devido ao sistema de protegdo que esse composto

fornece ao organismo em situagdo de estresse (Maher, 2005).
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Figura 19: Avaliagdo dos niveis de glutationa total (GSH) em animais submetidos ao modelo
experimental de colite associado ao estresse por contengdo e frio. Dados expressos em
média+E.P.M. Analise de Varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. Valores com
letras distintas diferem em p<0,05 em relagdo ao grupo TNBS 40.

E, por fim, a dosagem de corticosterona neste experimento mostrou o
resultado esperado. Os grupos expostos ao estresse pelo método de contengdo e frio
tiveram seus niveis de corticosterona circulantes elevados significativamente em relagao

aos grupos nao expostos (Figura 20).
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Figura 20: Avalia¢do dos niveis de corticosterona no soro dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite associado ao estresse por contencdo e frio. Dados expressos em
média+E.P.M. Analise de Varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. Valores com
letras distintas diferem em p<0,05 em rela¢do ao grupo Branco.

Apesar do estresse ter sido eficaz, a avaliacdo da atividade da MPO dos
trés grupos TNBS 40, TNBS 1 e TNBS+est mostraram-se elevadas no mesmo nivel.
Esperava-se que o grupo TNBS 1 tivesse menor atividade da MPO e os outros dois
grupos (TNBS 40 e TNBS+est) estivessem com a atividade da enzima elevada. Isso
mostraria que apenas a instilagdo da concentra¢do de 1 mg/ml ndo seria capaz de induzir
tamanha inflamac¢do quanto a administracdo de 40 mg/ml. Além disso, seria possivel
verificar a influéncia do estresse no agravamento do processo inflamatorio, o qual
supostamente tornaria-se exacerbado a ponto de causar uma lesdo semelhante ou maior
aquela causada pela maior concentragdo do hapteno. Uma hipotese para o ocorrido pode
ser o fato de que os animais do grupo TNBS 1 fossem mais suscetiveis e por isso
desenvolveram tamanha inflamagdo quando induzidos, mesmo com a baixa

concentrac¢ao do acido.



Finalmente, apesar das avaliagdes macroscOpicas e bioquimicas de
inflamacdo ndo terem demonstrado um resultado esperado, o estresse pelo método de
contengdo e frio foi eficiente e proporcionou o aumento do nivel de corticosterona no
soro dos animais expostos ao estresse. Além disso, foi possivel observar que somente o
estresse ndo foi capaz de desenvolver a DII por si sd, sendo este apenas um fator

agravante do quadro inflamatorio.

Considerando essas possibilidades, um novo estudo deve ser realizado a
fim de se refinar as condigdes do protocolo experimental, como, por exemplo, uma
menor concentragao de TNBS, bem como uma maior aleatorizagdo dos animais entre os

diferentes grupos testados.



5 Conclusao

Com base nos objetivos propostos, foi possivel concluir que a menor
concentragdo de TNBS capaz de induzir uma condi¢do subinflamatéria no intestino
deva ser menor que a de 1 mg/ml de TNBS. Logo, nao foi possivel determinar a
influéncia do estresse no agravamento da colite, uma vez que o grupo TNBS 1
desenvolveu um processo inflamatoério de mesma intensidade que o grupo TNBS 40 ¢
TNBS+est. No entanto, verificou-se que o protocolo de estresse foi eficaz e deve ser
mantido para estudos futuros, j& que o nivel de corticosterona mostrou-se alterado

significativamente em rela¢do aos grupos que nao passaram pela contencao e frio.
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