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RESUMO

A colite ulcerativa (UC) ¢ considerada uma doenga inflamatoria caracterizada por
processo cronico de lesdo da mucosa do coélon e estd associada ao modo de vida
ocidentalizado moderno e alguns fatores de risco ligados ao ambiente. Como ndo ha
tratamento eficaz, busca-se novas abordagens de tratamento como o uso de toxinas, entre elas
a crotoxina (CTX), principal componente do veneno de Crotalus durissus terrificus (Cdt) que
apresenta a¢do imunomodulatéria. Estudos prévios demonstraram que o método mais
indicado para induzir quimicamente a UC ¢ por meio da ingestdo de sulfato sodico de
dextrana (DSS) por animais suscetiveis. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
acdo modulatoria da crotoxina administrada por via oral (gavagem) na evolucdo da UC
experimental. Para isso, foram utilizados camundongos selecionados fenotipicamente para
alta resposta inflamatdria aguda (AIRmax) ao Biogel que ao ingerirem DSS sdo suscetiveis ao
desenvolvimento de UC. Com isso, esses animais foram divididos em 6 grupos experimentais
(n = 3-5/ grupo) sendo esses: agua (A), CTX 37,5 ng/ Kg - 1x (C1), CTX 37,5 ng/ Kg - 2x
(C2), DSS 2,5% (D), DSS 2,5% + CTX 37,5 ng/ Kg - 1x (DC1) e DSS 2,5% + CTX 37,5 pg/
Kg - 2x (DC2). Os grupos receberam agua filtrada ou DSS para ingestdo durante 7 dias e
foram submetidos aos mesmos procedimentos. O estudo constituiu na determinagdo da DL50
oral da crotoxina, andlise do indice de atividade da doenca (IAD), andlise da
imunofenotipagem, determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO) e andlise
histoloégica do colon visando a identificagdo de alvos terapéuticos para o controle desta

patologia.

Palavras-chave: Crotoxina, colite ulcerativa, Sulfato de Dextrana, colon e inflamacao.



ABSTRACT

Ulcerative colitis (UC) is considered an inflammatory disease characterized by a chronic
process of colonic mucosal damage and is associated with the modern Westernized lifestyle
and some risk factors linked to the environment. As there is no effective treatment, scientists
are searching for new treatment approaches such as the use of toxins, including crotoxin
(CTX), the main component of Crotalus durissus terrificus (Cdt) venom, which has
immunomodulatory action. Previous studies have shown that the most indicated method for
chemically inducing UC is by ingesting sodium sulfate of dextran (DSS) by susceptible
animals. Thus, the objective of this work was to evaluate the modulatory action of
oral-administered crotoxin in the evolution of experimental UC. For this, phenotypically
selected mice for high acute inflammatory response (AIRmax) to Biogel were used in order to
develop UC in susceptible animals when ingesting DSS. Thus, these animals were divided
into 6 experimental groups (n = 3-5/ group) and these were: water (A), CTX 37,5 ng/ Kg - 1x
(C1), CTX 37,5 ng/ Kg - 2x (C2), DSS 2,5% (D), DSS 2,5% + CTX 37,5 ng/ Kg - 1x (DC1) e
DSS 2,5% + CTX 37,5 pg/ Kg - 2x (DC2). The groups received filtered water or DSS for
ingestion for 7 days and underwent the same procedures. The study consisted in the
determination of oral median lethal dose of crotoxin, analysis of disease activity index (IAD),
immunophenotyping analysis, determination of myeloperoxidase activity (MPO) and
histological analysis of the colon aiming at the identification of therapeutic targets for the

control of this pathology.

Keywords: Crotoxin, ulcerative colitis, sodium sulfate of dextran, colon and inflammation.
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1.  INTRODUCAO

As doengas inflamatorias intestinais (IBD, do inglés inflammatory bowel disease) sao
patologias que afetam o trato gastrointestinal humano e sdo categorizadas em dois tipos de
alteragdes, sendo estas, a colite ulcerativa (UC, do inglés Ulcerative Colitis) e a doenga de
Crohn. A UC ¢ uma doenga crénica, complexa e multifatorial de etiologia desconhecida que
apresenta periodos intermitentes agravados por recaidas clinicas devido a inflamacdo
intestinal recorrente (ASAKURA et al., 2009; HOENTIJEN ef al., 2011). Essa patologia esta,
em sua maioria, restrita a regido do colon e caracteriza-se clinicamente por seus episodios de
diarreia sanguinolenta (hematoquezia) e sintomas associados como dores abdominais (célica),
sensacdo de defecagdo incompleta (tenesmo), urgéncia evacuatoria e elimina¢do de exsudato
mucopurulento nas fezes (BAUMGART; SANDBORN, 2007; DIGNASS et al., 2012). As
intervengdes farmacologicas sdo paliativas e visam induzir ¢ manter a remissao clinica e
evitar recidivas. Para isso, utiliza-se corticosteroides, aminossalicilatos, imunomoduladores
ou terapias direcionadas a componentes especificos da resposta imune (HOENTIJEN et al.,
2011; SAIRENII et al., 2017). Além disso, cirurgias sdo indicadas a pacientes com
diagnostico de displasia ou cancer, resposta inadequada ao tratamento com farmacos e uso
prolongado de medicamentos imunossupressores (BAUMGART; SANDBORN, 2007).

Em funcdo da cronicidade da doenca, problemas intestinais t€ém sido um desafio para
os sistemas de saude por estarem associados a morbidade e altos custos, principalmente em
paises com habitos ocidentalizados ¢ em rapido desenvolvimento socioecondmico (NG ef al.,
2017). Além disso, por ser uma doenga multifatorial, a UC ¢ resultado da interagdo entre a
susceptibilidade genética, resposta imunoldgica, antigenos da microbiota luminal e fatores
ambientais. Entretanto, nenhum desses fatores por si proprios sdo suficientes para iniciar o
desenvolvimento da doenca (ANANTHAKRISHNAN, 2015; KOBAYASHI et al., 2020;
SARTOR, 2006).

Com o objetivo de simular um quadro de UC in vivo, Okayasu e colaboradores
descreveram um modelo onde camundongos receberam sulfato sddico de dextrana (DSS) por
via oral e desenvolveram colite aguda e cronica que se assemelha a colite ulcerativa
(OKAYASU et al., 1990). A partir disso, passou-se a adicionar o DSS na 4gua ofertada aos
animais visando a inducdo da colite. Essa indu¢ao depende da concentragdo, duracdo e
frequéncia da oferta do DSS aos animais, sendo as doses mais adequadas de 2 a 5% de DSS
por um periodo de 4 a 9 dias. O mecanismo de acdo pelo qual o DSS induz a colite ainda ndo
¢ totalmente esclarecido, porém o mais aceito ¢ que o DSS induza alteragdes na barreira

epitelial intestinal levando a uma alteracdo nas estruturas com a ruptura das criptas intestinais
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e agressdo as células epiteliais, aumentando a permeabilidade da barreira epitelial
(CHASSAING et al., 2014). Com esse afrouxamento da barreira, a microbiota intestinal entra
em contato com os granulocitos presentes na mucosa adjacente levando a ocorréncia de
inflamacao e ulceragdo, seguida de uma cicatrizacdo e reparo tecidual, evidenciando assim, a
importancia da integridade da barreira epitelial intestinal na manuten¢do da homeostase e na
prevengdo de UC e IBD (KITAJIMA et al., 1999; STROBER et al., 2002).

Devido a falta de tratamentos eficazes, o uso do principal componente do veneno da
cascavel Crotalus durissus terrificus (Cdt) ¢ apresentado como uma nova abordagem
farmacoldgica por apresentar reacdo inflamatoria local menos pronunciada em
envenenamentos humanos e experimentais, fator a ser explorado nas IBD como a UC
induzida por DSS (MALAQUE; GUTIERREZ, 2015). Esse componente é denominado de
crotoxina (CTX) que apresenta duas subunidades: crotapotina, que nao apresenta atividade
catalitica, e a fosfolipase A2 (PLA2), que exerce sua funcdo patofisioldogica por meio do
bloqueio da transmissdo neuromuscular (BON et al., 1989; CARDOSO et al., 2001;
FRAENKEL-CONRAT; SINGER, 1956). Utilizando-se dessas particularidades, Almeida et al
demonstraram que a CTX apresenta efeito imunomodulador in vivo devido a sua capacidade
de atenuar a colite induzida quimicamente por TNBS em camundongos (ALMEIDA et al.,
2015).

Com o objetivo de melhorar a biodisponibilidade local e proteger contra as enzimas
digestivas, encapsula-se a CTX na Silica Nanoestruturada SBA-15 (de Santa Barbara
Amorphous, n° 15), na proporcdo de 1 para 10 de forma a alcangar o intestino e ser absorvida.
A SBA-15 ¢ constituida por particulas de 6xido de silicio [Si02] com estrutura de mesoporos
altamente organizadas e apresentam propriedades como: alta capacidade de adsorcao/
incorporagdo de diversas espécies organicas, inorganicas ¢ bioldgicas, além de notavel
estabilidade térmica, hidrotérmica e mecanica (FANTINI et al., 2022; SCARAMUZZI et al.,
2016).

Para compreender os mecanismos envolvidos nas IBD, utiliza-se modelos animais
apesar de ndo englobarem a complexidade da doenca. Para isso, pesquisadores utilizam
linhagens isogénicas de camundongos suscetiveis a colite ou animais geneticamente
modificados em genes especificos para determinar os fatores genéticos envolvidos na UC,
bem como testar novas intervengdes terapéuticas (PERSE; CERAR, 2012). Como os modelos
citados nao refletem fielmente uma populagdo geneticamente heterogénea e por se tratar de

uma doenga multifatorial e complexa desenvolveu-se por um processo de selegdo fenotipica
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artificial, um modelo de camundongo para a alta (AIRmax) ou baixa (AIRmin) reatividade
inflamatoria aguda a um corpo estranho, o Biogel P100 (IBANEZ et al., 1992).

As linhagens AIRmax ¢ AIRmin foram obtidas por selecdo fenotipica bidirecional a
partir de uma populacdo geneticamente heterogénea (F0) oriunda de acasalamentos
equilibrados entre 8 linhagens isogénicas (Figura 1). Para selecionar os animais, foi injetado
gel de poliacrilamida (Biogel), substancia ndo imunogénica e ndo biodegradavel, no tecido
subcutaneo. A reacdo inflamatéria produzida foi avaliada de acordo com o numero total de
leucdcitos infiltrados e o teor de proteinas extravasadas no local. Os camundongos que
apresentaram alta ou baixa reatividade inflamatoria aguda foram acasalados seletivamente
entre si para a producao das linhagens AIRmax e AIRmin, respectivamente. Os acasalamentos
ocorreram ao longo das geragdes e na 20* geracdo houve o maximo de separagdo fenotipica
entre as linhagens. Neste momento, os genes responsaveis pela regulacdo de maxima ou
minima resposta fixaram-se em homozigose nas respectivas linhagens, mantendo um fundo
genético heterogéneo (BIOZZI et al., 1998; IBANEZ et al., 1992). Esse modelo animal ¢
utilizado para o estudo de varias doengas, entre elas a UC (DI PACE et al., 2006).

A DBA/2 P SWR SIL CBA BALB/c CS57BL/6

F1 F1 I F1 I F1

| r2

Figura 1. Selecao fenotipica bidirecional das linhagens AIRmax e AIRmin

Sabendo dos dados relacionados acima, o estudo da acdo modulatéria da crotoxina na
evolugdo da colite ulcerativa experimental induzida por DSS na linhagem AIRmax se mostra
de grande importancia tendo em vista: o potencial farmacologico da CTX como agente
modulador da imunidade, os mecanismos operantes na resisténcia ou sensibilidade desses
animais a UC e na utilizacdo de linhagens geneticamente heterogéneas que se comportam
como uma populacdo natural e com maior complexidade quando comparado com linhagens

isogénicas.


https://paperpile.com/c/1bV9TI/27YV
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https://paperpile.com/c/1bV9TI/yq6R
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar as agdes modulatorias da CTX incorporada a
silica SBA-15 administrada por via oral (gavagem) em animais AIRmax com fenétipo de
suscetibilidade a colite ulcerativa induzida quimicamente por DSS por meio do indice de
atividade da doenca (IAD), da imunofenotipagem, da atividade da mieloperoxidase (MPO) e

da anélise histologica.

2.2. Objetivo especifico

Avaliar a colite apds 7 dias da ingestdo de DSS visando:

- os aspectos clinicos da colite experimental por meio do IAD que consiste na avaliagao
dos seguintes parametros: alteracdo do peso, consisténcia das fezes e a presenga de
sangue nas fezes e/ ou no anus do camundongo;

- as populagdes celulares que possam estar modificadas localmente no colon por meio
da andlise fenotipica por citometria de fluxo;

- a determinacao da atividade de MPO como medida indireta de infiltrado inflamatorio
neutrofilico;

- as alteracdes da arquitetura do colon decorrente do tratamento com DSS por meio de
preparagdes histoldgicas focando na possivel instalagdo de um processo inflamatorio.
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Camundongos da linhagem AIRmax, com idade entre 2 a 3 meses, foram mantidos no
biotério de experimentacdo do Laboratorio de Imunogenética do Instituto Butantan, em
condi¢des controladas de luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e temperatura
(23°C = 1°C). Os animais foram tratados com agua e ra¢do para roedores ad libitum e
mantidos de acordo com os Principios Eticos em Experimentagdo Animal, adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal. CEUAIB: protocolo aprovado

sob n°. 6966270422 (ID 002680).

3.2. Purifica¢do da fragdo Crotoxina do veneno de Crotalus durissus terrificus (Cdt)

Para obter a fracdo de CTX do veneno de Cdt foi realizada a purificagdo do veneno
segundo o método descrito por Bon (BON et al., 1989) no Laboratorio de Imunopatologia do
Instituto Butantan. Aliquotas de veneno diluidas em tampao fosfato (50 mM, pH 7) foram
submetidas a cromatografia de troca anionica em coluna MONO-Q HR 5/5 em sistema
Akta-FPLC (GE Healthcare, Brasil). As proteinas adsorvidas a resina foram eluidas em
gradiente linear de NaCl de 0 a 1 M, tamponado com fosfato 50 mM e as fragdes
correspondentes a CTX foram reunidas, dialisadas contra PBS e a concentracdo protéica
determinada pelo método de BCA.

Para a andlise das amostras foi utilizado um gel de empilhamento contendo 3% de
bisacrilaminda/ acrilamida em Tris-HCI 0,5M (pH 6.8) e 1% de SDS e um gel de separacao
contendo 15% de bisacrilamida/ acrilamida em Tris-Hcl 2,0 M (pH 8,8) e 1% SDS. Amostras
contendo de 5 a 10 pg de proteinas foram dissolvidas em tampao Tris-HCI 0,0625 M (pH
6,8); glicerol a 10% (v/v); B-mercaptoetanol 5% (v/v); 2% de SDS e 0,001% de azul de
bromofenol como corante. As solucdes foram aquecidas a 100°C / 5 min e aplicadas nos
pogos do gel. Utilizamos o padrdao molecular “Trail Mix Protein Markers” (Novagen). O
tampao de corrida ¢ constituido por solu¢do de Tris-HCI 0,025 M, glicina 0,19 M e SDS a
0,1% (pH 8,3).

A eletroforese foi realizada com uma corrente de 55 mA por 2 horas. As proteinas
foram coradas por 1 horas em uma solugdo de 0,2% (m/v) de Coomassie Blue R-250 em 4gua
e metanol na propor¢do de 1:1 (v/v). O gel foi descorado com metanol 30% / acido acético /

10% em agua destilada.


https://paperpile.com/c/1bV9TI/WQVw
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3.3. Determinagao da DL50 da Crotoxina por via oral

Para iniciar os estudos da modulagdo da CTX na colite por via oral, fez-se necessaria a
determinagdo da dose letal mediana (DL50). Para determinar a DL50, animais AIRmax e
AIRmin foram divididos em 5 grupos que foram tratados com CTX incorporada a Silica
SBA-15 na propor¢ao 1:10. As doses de 600, 300, 150, 75 e 37,5 ng/ Kg de peso corpdreo
foram administradas por via oral (gavagem) em volume de 300 uL (ALMEIDA et al., 2015) e

os animais foram observados visando a constatacao de sintomas de toxicidade.

3.4. Indugao da colite por DSS e tratamentos com CTX 37,5 ng/ Kg

Os animais da linhagem AIRmax foram divididos em 6 grupos (n = 3-5 animais/
grupo), sendo esses: agua (A), CTX 37,5 pg/ Kg- 1x (C1), CTX 37,5 png/ Kg - 2x (C2), DSS
2,5% (D), DSS 2,5% + CTX 37,5 ng/ Kg - 1x (DC1) e DSS 2,5% + CTX 37,5 ng/ Kg - 2x
(DC2). As doses com CTX foram incorporadas a Silica SBA-15 na propor¢ao de 1 para 10.
Os grupos tratados receberam DSS (MP Biomedical, LLC) diluido a 2,5% em 4gua destilada
em bebedouros para ingestdo ad libitum, com anélise diaria da evolug¢do da doenca por meio
do Indice de Atividade da Doenca (IAD) durante 7 dias (DE FAZIO et al., 2014). Os demais
grupos receberam simultaneamente aos grupos tratados com DSS apenas agua filtrada em
bebedouros para ingestdo ad libitum e foram submetidos aos mesmos procedimentos dos
grupos tratados. A seguir encontra-se uma esquematizacdo do experimento realizado (Figura
2).

Atividade da
Gavagem Eutandsia Mieloperoxidase

. T

Imunofenctipagem Analise
Histolégica

=}
=

Analise do indice da Atividade da Doenga

Figura 2. Esquematizacao do experimento de indu¢ao da UC por DSS e tratamento com CTX

3.4.1. Analise fenotipica da colite

Para realizar a analise fenotipica da colite foram considerados os seguintes
parametros: alteragdo do peso, consisténcia das fezes e a presenca de sangue nas fezes e/ ou
no anus do camundongo. Esses parametros foram graduados separadamente em uma escala de
0 a 4 e a soma dos escores constituiu o IAD (Tabela 1) (DE FAZIO et al., 2014). Os animais

foram pesados e analisados diariamente em relagdo a esses escores. Apds 7 dias de avaliacao


https://paperpile.com/c/1bV9TI/KVcC
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clinica, os animais foram eutanasiados com doses letais de xilazina (30 mg/ Kg) e quetamina
(300 mg/ Kg) e tiveram o célon retirado, medido e registrado. Em seguida, o tecido foi fixado

para posterior avaliacao histoldgica.

Tabela 1. Escores do IAD, adaptacdao de De Fazio (DE FAZIO et al., 2014)

Escores
Escores | Perda de peso | Consisténcia das fezes Presenga de sangue
0 Ausente Normal Ausente
1 5-10% Semi pastosa Sangue restrito ao anus em pequenas
quantidades e/ou nas fezes
2 10 - 15% Pastosa Sangue nas fezes em quantidades
moderadas e/ou além do anus
3 15-20% Diarreico Sangue nas fezes e/ou além do anus em
abundancia
4 >20% - -

3.4.2. Imunofenotipagem

Para a realizacdo da imunofenotipagem, segmentos do colon distal foram retirados e
colocados em meio RPMI suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 2%. Em seguida
foram picotados e incubados por 40 minutos em colagenase (1 mg/mL) e DNAse (0,5 mg/
mL). Posteriormente foi feito o bloqueio da reacdo com PBS com 20% de SFB e as células
foram coletadas, filtradas e centrifugadas.

Essas células vidveis foram numeradas em cadmara hemocitométrica de Malassez.
Apds a contagem, uma aliquota de 100 pLL de uma suspensao celular a 1x10* células/ mL foi
marcada com anticorpos monoclonais dirigidos as moléculas GR1, CDI11b e realizada a
verificagdo quanto a viabilidade celular (FVS, do inglés Fixable Viability Stain), com
combinagdes diferentes de fluordforos. Para os isétipos controle foram utilizados anticorpos
nao especificos marcados com os respectivos fluoréforos. Todos os anticorpos foram obtidos
da BD Biosciences Pharmigen (BD Bioscience Pharmigen, Franklin Lakes, NJ, USA) e foram
adquiridas 20.000 células, utilizando FACSCantoll e analisado pelo programa FlowJo (Tree
Star).


https://paperpile.com/c/1bV9TI/mTqH
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3.4.3. Determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

Para a determinagdo da atividade de MPO, fragmentos distais do célon foram
homogeneizados com 1 mL de Brometo de Hexadeciltrimetilamonio (HTAB), a 0,5% em
EDTA (10 mM) no equipamento Polytron (BRICKMAN). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 1200 rpm durante 10 minutos a 4 °C. O ensaio de MPO foi conduzido em 10
puL do sobrenadante de cada amostra em placa de 96 pocos adicionando 200 pL de tampao
substrato (tampao fosfato a 50 mM, perdxido de hidrogénio a 0,1% e orto-dianisidina 1,3%
em agua). Apos 5 minutos, a reagcdo foi interrompida com a adi¢do de 50 puL de solucdo de
azida sodica a 1,3% em agua. Os valores da atividade de MPO foram expressos pelo valor das
absorbancias, por grama de tecido, obtidos a 450 nm em um leitor de ELISA (Bio-Tek

Instruments).

3.4.4. Analise histologica

Segmentos distais do cdlon foram removidos e fixados em paraformaldeido 10% por
24 horas, seguido de armazenamento em etanol 70% até o inicio do processamento
histologico. As amostras foram incluidas em parafina e seccionadas a 5 um para coloragao
com hematoxilina e eosina (HE). Os cortes foram analisados em microscopio optico Diaplan

Leitz e as imagens documentadas em camera Leica modelo DFC 295.

3.5. Analise estatistica

Os resultados obtidos pelo estudo e parametros avaliados foram analisados por meio
do teste paramétrico de ANOVA, seguido pelo teste de Tukey ou pelo teste #-student e
expressos como média + erro padrdo da média. As diferengas foram consideradas
significantes quando p < 0,05, bicaudal. As analises estatisticas foram realizadas com o

auxilio do programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Purificacdo da fragao de Crotoxina do veneno de Crotalus durissus terrificus (Cdt)

O veneno bruto de Cdt foi obtido do Laboratéorio de Herpetologia do Instituto
Butantan, sendo constituido por pool de diferentes serpentes da mesma espécie para manter a
heterogeneidade da amostra. Apos a purificagdo do veneno, obteve-se um pico correspondente
a CTX como resultado da cromatografia de troca anidnica (Figura 3). Para analisar as

amostras, realizou-se uma eletroforese do veneno total de Cdt e CTX purificada (Figura 4).
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Figura 3. Resultado da cromatografia de troca anidnica em coluna MONO-Q HR 5/5 em

sistema Akta-FPLC. O pico da Crotoxina corresponde ao destacado no grafico.
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Figura 4. Eletroforese de amostras de veneno total de Crotalus durissus terrificus e Crotoxina

purificada.
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4.2. DL50

O experimento para determinar a DL50 da Crotoxina foi realizado com as doses
variando de 600 a 37,5 ng/ Kg de peso corporeo em SBA-15, administradas por via oral
(gavagem). Os animais do grupo de maior dose apresentaram apenas sintomas leves de
toxicidade como coceira na regido proximal dos olhos por aproximadamente 20 minutos € ndo
houve mortalidade durante os 7 dias de observacdo. Com isso, ndo foi possivel determinar a

DL50 da CTX nas doses escolhidas por essa via.

4.3. Indugao da colite por DSS e tratamentos com CTX 37,5 ng/ Kg

4.3.1. Analise fenotipica da colite

Experimentos anteriores que utilizaram duas doses de CTX (75 e 37,5 ng/ Kg) por via
oral (gavagem) incorporadas a Silica mesoporosa SBA-15 evidenciaram uma maior eficacia
de inibicdo na menor dose. Uma vez estabelecida a dose a ser utilizada, iniciamos os
tratamentos com DSS e CTX por via oral (gavagem) na dose de 37,5 pg/ Kg em uma unica
aplicacdo ou com duas doses no intervalo de 4 dias.

A partir do 1° dia de experimento, os parametros do indice de atividade da doenca
(IAD) foram observados e registrados com escores conforme descrito na Tabela 1 da
metodologia. Durante os 7 dias de avaliacdo verificamos diferencas significativas nos escores
entre os grupos D vs DC1 nos dias 5, 6 ¢ 7 e entre D vs DC2 no dia 5 (Figura 5). Os grupos

controles tratados apenas com CTX ou 4gua ndo apresentaram indices de UC significativos.

Analise do IAD
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Figura 5. Anélise dos escores do indice de atividade da doenca (IAD) durante 7 dias de

tratamento (n = 3-5/ grupo). Valores expressos como média + E.P.M. Teste z-student,

*diferenga entre D e DC2 e * entre D € DC1 para p < 0,05.
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Juntamente com o IAD foi observado a variacdo do peso corpéreo dos animais durante
os 7 dias de tratamento e ndo foram observadas perdas de peso significativas entre os grupos

experimentais (Figura 6).

Variagao do peso corpoéreo
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Figura 6. Anélise da variagdo do peso corporeo durante 7 dias de tratamento (n = 3-5/ grupo).

Valores expressos como média + E.P.M.

No 7° dia de registro do IAD, os animais foram eutanasiados e os colons foram
removidos, medidos e registrados (Figura 7). O tamanho do cdlon foi similar entre os grupos

experimentais (Figura 8).
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Figura 7. Imagens dos colons de um representante de cada grupo experimental apds 7 dias de

analise (n = 3-5/ grupo). Sendo os grupos A-F, respectivamente, A, C1, C2, D, DC1 e DC2.
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Figura 8. Tamanho do cdlon ap6s 7 dias do inicio do experimento (n = 3-5/ grupo). Valores

expressos como média = E.P.M. ANOVA seguida pelo teste de Tukey.

4.3.2. Imunofenotipagem

A partir de segmentos distais do colon, as células foram extraidas, processadas e

marcadas com fluoréforos especificos para GR1/CD11b e verificadas quanto a viabilidade

celular. Os grupos C1 e D apresentaram uma maior quantidade de células marcadas com

GR1/CD11b enquanto os demais grupos apresentaram uma quantidade menor das mesmas

células (Figura 9). A seguir encontra-se uma esquematizacdo da andlise pelo programa

FlowlJo (Figura 10).

30+
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1x10% células/ mL

Imunofenotipagem
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Figura 9. Andlise da imunofenotipagem para as células marcadas com GR1/ CD11b no 7° dia

de experimento (n = 3-5/ grupo). Valores expressos como média = E.P.M. ANOVA seguida

pelo teste de Tukey.
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Figura 10. Analise da imunofenotipagem para as células marcadas com GR1/CD11b no 7° dia

de experimento (n = 3-5/ grupo). Os quadros referem-se, respectivamente, as singlets cells, as

células a serem analisadas, as células vivas (FVS) e a andlise da marcagdo GR1/CDI11b.

Imagens geradas pelo programa FlowJo.

4.3.3. Determinagao da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A determinacdo da atividade enzimatica da mieloperoxidase pode indicar processos

inflamatérios durante a instalacdo da colite pelo DSS. Assim, para a avaliagdo da MPO,

fragmentos do colon distal foram coletados e processados. Os resultados obtidos ndo mostram

diferengas significativas entre os grupos no periodo analisado (Figura 11).
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Atividade da mieloperoxidase (MPO)
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Figura 11. Atividade da mieloperoxidase (MPO) no 7° dia de experimento (n = 3-5/ grupo).
Valores expressos como média = E.P.M. ANOVA seguida pelo teste de Tukey.

4.3.4. Analise histologica

Com o objetivo de avaliar os efeitos locais do DSS no epitélio da por¢ao distal do
colon, realizamos cortes histologicos dos fragmentos coletados aos 7 dias de tratamento
utilizando HE como coloragdo. A seguir encontra-se um quadro representativo dos diferentes
grupos experimentais (Figura 12).

Verificamos nos grupos A, B e C a preservacao da arquitetura normal do epitélio do
colon, mostrando as vilosidades e os diferentes tipos celulares presentes nas criptas como as
Goblets cells. No grupo D, tratado apenas com DSS, podemos verificar uma leve alteragdo
epitelial e consideravel processo inflamatdrio na camada submucosa. Nos grupos E ¢ F, ndo

ha alteragoes significativas observadas no tecido (Figura 12).
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Figura 12. Andlise histolégica dos grupos experimentais, sendo os grupos A-F,
respectivamente, A, C1, C2, D, DC1 e DC2 com n=3-5/ grupo. Coloragdo com Hematoxilina/
Eosina (HE) e aumento de 40x. Indicagdes no quadro D, sendo a seta apresentando a alteragao

epitelial e o circulo a inflamagao.
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5. DISCUSSAO

O estudo das toxinas provenientes de animais pegonhentos como serpentes, escorpioes
e aranhas, trouxeram beneficios a saitde humana como o desenvolvimento de farmacos
anti-hipertensivos provenientes de estudos com Bothrops jararaca como o Captopril®
(CUSHMAN; ONDETTI, 1991; PONTIERI et al., 1990; ZAMBELLI et al., 2016). Uma
toxina bastante estudada ¢ a CTX que advém do veneno de serpentes do género Crotalus e
apresenta potencial efeito antinociceptivo € imunomodulatério in vivo sendo uma possivel
intervencdo farmacologica a ser utilizada em doencas de carater inflamatorio (ALMEIDA et
al., 2015; CARDOSO et al., 2001; RANGEL-SANTOS et al., 2004). Entretanto, o potencial
terapéutico dessas terapias sdo limitadas por conta da sua toxicidade. Como uma maneira de
amenizar esse efeito, e melhorar a biodisponibilidade oral da CTX, utiliza-se a SBA-15
(PHILIPPART et al., 2016).

Para verificar a toxicidade de uma substancia sdo realizados testes in vivo como a
DL50. Assim, em nossos resultados, as doses administradas ndo provocaram efeitos toxicos
detectaveis e, portanto, nao foi possivel determinar a DL50. Uma das hipdteses discutidas € o
fato da SBA-15 diminuir os efeitos toéxicos da CTX quando encapsulada a ela fato que
corrobora com os dados obtidos neste experimento, uma vez que a SBA-15 age como um
carreador e protetor da CTX no trajeto do trato gastrointestinal até alcancar o seu alvo
terapéutico (LU et al., 2010; SANT’ANNA et al., 2019).

Por nao termos determinado a DL50, optamos por utilizar a menor concentracdo de
CTX considerando os experimentos anteriores do laboratorio que utilizaram as doses de CTX
encapsuladas a silica SBA-15 nas concentragdes de 75 e 37,5 pug/ Kg (Dados ndo publicados).
Além disso, foram consideradas as doses utilizadas em outros estudos (SANT’ANNA et al.,
2019) e vias de administragcdo (ALMEIDA et al., 2015). Estudos anteriores realizados no
nosso laboratério ¢ por Almeida et al evidenciaram a modulagdo da colite ulcerativa
experimental com o uso de CTX por via intraperitoneal em diferentes modelos experimentais
e vias de inducao da UC (ALMEIDA et al., 2015). Com isso, os experimentos realizados
estdo concordantes com esses dados tendo em vista a inibicdo total da colite ulcerativa
verificada nos Ultimos dias de inducdo por DSS, principalmente no grupo tratado com DSS e
crotoxina uma Unica vez (DC1).

Entretanto, nos aspectos que caracterizam a indu¢do da colite aguda como a perda de
peso, a diminui¢do do tamanho do célon, a presenca de células da resposta inflamatoria aguda
evidenciada por meio da imunofenotipagem e o aumento da atividade da MPO nao foram

verificadas alteragdes significativamente que corroborem com a modulagdo da UC observada
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na analise do IAD. Quando comparado esses dados com estudos realizados por Almeida ef al,
observa-se diferencas nesses parametros, uma vez que foram observadas redugdes
significativas em camundongos que receberam TNBS para a inducdo de colite e tratamento
com CTX (ALMEIDA et al., 2015).

A analise histologica, por sua vez, refletiu o cenario esperado dos grupos
experimentais uma vez que o grupo tratado apenas com DSS (D) apresentou maiores
alteragdes histologicas e os grupos tratados com CTX (DCI1 e DC2), apresentaram uma
manutengdo do epitélio do colon o que reflete as notas atribuidas pelo escore observada no

indice de atividade da doenca (IAD).

6.  CONCLUSAO

Esses resultados confirmam a atividade imunossupressora da CTX incorporada a silica
na dose de 37,5 pg/ Kg, administrada por via oral (gavagem) e evidenciada por aspectos
clinicos relacionados a colite como a redu¢do do indice de atividade da doenga (IAD) nos

grupos tratados com CTX como o DC1 e DC2.
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