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Resuumo-



A Doenca Inflamatdria Intestinal (DII) engloba, fundamentalmente, duas doencas
distintas: a Doenca de Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativa (CU), ambas
caracterizadas por uma inflamacdo crénica do intestino, com periodos de
exacerbacgdo seguidos de intervalos prolongados de remissdo dos sintomas. Apesar
da DII ser objeto de pesquisa ha varias décadas, a sua etiologia ainda é
desconhecida e a principal limitagdo no entendimento dos mecanismos
fisiopatoldgicos desta doenca é a disponibilidade de modelos experimentais
adequados que mimetizem o carater cronico e de recidiva da DII em humanos e
gque possam ser de baixo custo, reprodutivel, facil de induzir e que apresente
caracteristicas clinicas e histopatoldgicas, respostas terapéuticas e mediadores
inflamatdrios similares ao que ocorre com a doenca em humanos. Dentre os varios
modelos experimentais disponiveis, o modelo de colite induzida por &acido
trinitrobenzenosulfonico (TNBS) em ratos tem sido considerado o mais adequado
para a avaliacdo de novos farmacos, assim como aquele que melhor mimetiza esta
doenca em humanos. Assim sendo, a caracterizacdao do papel de diferentes
mediadores do processo inflamatério intestinal neste modelo permitiria a
determinagdo de novos alvos terapéuticos, assim como geraria informacoes
importantes da fisiopatologia desta doenga. Neste sentido, o presente projeto teve
como objetivo determinar a participacdo da HSP70, Heparanase e HPRT,
mediadores do processo inflamatério intestinal em humanos, na fase aguda do
processo inflamatério intestinal induzido TNBS em ratos, assim como estudar os
efeitos de farmacos das trés principais classes farmacoldgicas usadas no
tratamento da DII em humanos, os aminossalicilatos (sulfassalazina), os
glicocorticoides (prednisolona) e os imunomoduladores (azatioprina) sobre esses
mediadores. Este estudo demonstrou que HSP70, Heparanase e HPRT podem ser
considerados mediadores do processo inflamatorio intestinal induzido por TNBS
uma vez que estes mediadores se encontram aumentados nos animais coliticos
quando em comparagao aos animais sadios. O tratamento com prednisolona foi
capaz de reduzir a expressao tanto da HSP70 quanto da HPRT; o tratamento com
sulfassalazina foi capaz de reduzir a expressao da Heparanase e da HPRT e o
tratamento com azatioprina foi capaz de alterar a expressao da HSP70, Heparanase
e HPRT. Esses resultados demonstram que o mecanismo de acdo desses farmacos
pode estar relacionado a alteragdes provocadas sobre esses mediadores uma vez
que se pode correlacionar uma melhora na inflamagao intestinal com alteracdes na

expressdo desses genes.
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Abstract



The idiopatic inflammatory bowel diseases comprise two types of chronic intestinal
disorders: Crohn’s disease and ulcerative colitis that are characterized by a chronic
inflammation of the intestine, with periods of remission and reactivation of the
inflammatory process. Although IBD is the subject of research for several decades,
its etiology remains unknown, and the major limitation to understanding the IBD
pathophysiology is the availability of experimental models that mimic the chronic
and relapse of human IBD. Is still important that experimental models can be
inexpensive, reproducible, easy to induce and present clinical and histopathological
features, therapeutic responses and inflammatory mediators similar to what occurs
in humans. Among experimental models available, the model of colitis induced by
trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS) in rats has been considered the most suitable
for the evaluation of new drugs, as well as the one that best mimics the disease in
humans. Therefore, the involvement of different IBD mediators in this experimental
model would allow the determination of new therapeutic targets, as well as
generate important information on the pathophysiology of this disease. In light of
this, the aim of present study was to determine the participation of HSP70,
Heparanase and HPRT, mediators of intestinal inflammatory process in humans, in
acute phase of inflammatory process induced by TNBS in rats, as well as, to study
the effects of drugs of the three main classes used in the treatment of human IBD,
i.e., aminosalicylates (sulphasalazine), glucocorticoids (prednisolone) and
immunomodulators (azathioprine) on these mediators. This study showed that
HSP70, Heparanase and HPRT participate as mediators of intestinal inflammation
induced by TNBS since these mediators are increased in colitic animals when
compared to healthy animals. Treatment with prednisolone was effective in
reducing the expression of both HSP70 and HPRT; treatment with sulphasalazine
was able to reduce the expression of Heparanase and HPRT and treatment with
azathioprine was able to alter the expression of HSP70, Heparanase and HPRT.
These results demonstrate that the mechanism of action of these drugs may be
related to changes on these mediators since it can correlate an improvement in

intestinal inflammation with altered expression of these genes.
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Introducdo-



1. Doenca Inflamatéria Intestinal

A Doenga Inflamatéria Intestinal (DII) engloba, fundamentalmente, duas
doengas distintas: a Doenga de Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativa (RCU). Ambas
caracterizam-se por uma inflamagdo cronica do intestino, com periodos de
exacerbacgao seguidos de intervalos prolongados de remissdo dos sintomas (Gitnick,
1996), sendo marcada pela ulceragdo e infiltracdo de neutrdfilos na mucosa,
desconforto ou dor abdominal com habitos intestinais alterados tais como diarréia e
constipacao (Singh et al., 2003), no entanto, ocorrem algumas diferencas quanto
as caracteristicas e distribuigdo do processo inflamatério.

A Retocolite Ulcerativa € uma doenca inflamatodria intestinal restrita ao colon
e que dependendo da extensdo e localizacdo da inflamacdo pode ser classificada em
proctite (parte inferior do célon e reto), colite distal (cdlon sigmoéide com ou sem
envolvimento do célon descendente) ou pancolite (envolvimento de todo o cdlon)
(Baumgart & Sandborn, 2007). Histologicamente, a inflamacdao na retocolite
ulcerativa se restringe a camada mucosa col6nica, sendo caracterizada pela
infiltracdo de linfécitos e granuldcitos e presenca de abscessos das criptas com
infiltracdo de neutréfilos (Collins & Croitoru, 1994).

Ja Doenga de Crohn é uma inflamagdo transmural do trato gastrointestinal
(TGI) que pode afeta-lo por completo, desde a boca até o anus. Normalmente se
apresenta de forma descontinua em varias porcoes do TGI e pode promover
complicagbes como estenoses, abscessos ou fistulas. Esta doenca caracteriza-se
ainda pela infiltragdo de linfécitos, formacdo de granuloma e fibrose (Collins &
Croitoru, 1994; Baumgart & Sandborn, 2007).

Clinicamente, a RCU é caracterizada pela ocorréncia de diarréia severa com
sangue, muco e pus, perda do peristaltismo e da rigidez da parede intestinal e

perfuracdo. Ja na doenca de Crohn, a apresentacdo clinica depende do local da
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inflamacdo, podendo incluir dor abdominal intensa, diarréia, febre, ocorréncia de
estreitamento do lUmen intestinal (estenoses), desenvolvimento de fistulas e até
mesmo sinais de obstrucdo intestinal (Bouma & Strober, 2003; Baumgart &
Sandborn, 2007).

As doencgas inflamatérias intestinais sdo consideradas um dos grandes
problemas da populagdo moderna, uma vez que geram repercussdes importantes
na qualidade de vida de seus portadores, acarretando alteracdes no ambito social,

psicoldgico e profissional (Carter et al., 2004).

2. Epidemiologia

A epidemiologia da Doenga Inflamatdria Intestinal estd sendo analisada em
diversos estudos e apesar das tendéncias para o aparecimento da DII estarem
mudando, certos padrdes demograficos parecem ser semelhantes. A Doenca de
Crohn se mostra mais presente em mulheres enquanto a Retocolite Ulcerativa é
mais comum em homens. Além disso, DC e RCU sdo mais comuns em populagdes
brancas do que em outras ragas (Thukkani et al., 2010).

As maiores taxas de incidéncia sdao normalmente relatadas em paises do
Norte e Oeste Europeus assim como na America do Norte, enquanto baixas taxas
sdo encontradas na Africa, America do Sul e Asia. As incidéncias sdo maiores em
paises desenvolvidos e mais industrializados, indicando a urbanizagdo como um
fator de risco (Lakatos, 2006).

Em paises industrializados a taxa de incidéncia varia de 6.5-16/100.000
pessoas/ano e a prevaléncia de 26-214/100.000 pessoas/ano (Victoria et al.,
2009).

Nos Estados Unidos estima-se que 1.4 milhdes de pessoas apresentem a

doenca (Abraham & Cho, 2009). Atualmente, as taxas de incidéncia da DII s&o



praticamente estaveis em paises em que ja é considerada alta e aumenta em
paises em que normalmente era baixa (Victoria et al, 2009).

No Brasil, poucos estudos analisam os aspectos epidemioldgicos da DII,
sendo que a maioria apenas descreve os aspectos clinicos e a freqiéncia de
admissao em hospitais em funcdao dessa enfermidade, sem qualquer tipo de
referéncia quanto a incidéncia ou prevaléncia na populagdo. Um estudo de Souza et
al. (2002) realizado em um hospital publico no interior de Sdo Paulo, mostrou que a
admissdao em hospitais em funcdo da DII é mais freqliente para casos de DC e que
ocorreu um aumento nas doencas inflamatorias intestinais de 40 para 61 casos
para cada 10.000 atendimentos realizados, em um periodo de cinco anos.

Victoria et al. (2009) constataram no hospital da Universidade Estadual
Paulista — Botucatu —-SP que a maioria dos pacientes atendidos era branca e morava
em centros urbanos e que a incidéncia de RCU chegava a 65% dos atendimentos
enquanto que de DC era de aproximadamente 25%. A ocorréncia das doencas
inflamatodrias intestinais observada foi de 14,81 casos para a retocolite ulcerativa e
5,65 casos de doenga de Crohn para cada 100.000 habitantes. Apesar destes
numeros estarem abaixo da prevaléncia mundial, representam um aumento

consideravel no numero de casos.

3. Etiologia

Apesar da DII ser objeto de pesquisa ha varias décadas, a sua etiologia
ainda é desconhecida. Um Unico agente ou mecanismo isolado ndo parecem ser
suficientes para produzir ou desencadear a doenga. A interagdo de fatores genéticos
e ambientais, em combinagcdo com a microbiota intestinal, dispara um mecanismo

que ativam células de origem imune e ndo-imune que compdem o sistema de



defesa da mucosa intestinal, de modo que sua origem é considerada multifatorial

(Fiocchi, 1998).

3.1.Fatores ambientais

Dentre os fatores necessarios para o desenvolvimento e progressdo da DII
um dos menos conhecidos e mais dificeis de determinar é o envolvimento dos
fatores ambientais. Esses fatores sdo provavelmente t3ao importantes quanto os
fatores genéticos.

Fatores ambientais potencialmente relevantes incluem eventos pré-natais,
aleitamento materno, infecgdes durante a infancia, agentes microbianos,
tabagismo, contraceptivos orais, dieta, higiene, ocupagdo, educagao, clima,
poluicdo, estresse além de diversos outros como apendectomia, transfusoes

sanguineas, contato com animais e atividades fisicas (Fiocchi et al., 1998).

3.1.1. Dieta

Considerando-se o local de ocorréncia das doencas inflamatérias intestinais,
uma potencial relagdao entre os componentes da dieta e a patofisiologia da doenca
devem ser consideradas. Diversos mecanismos imunoldgicos acabaram sendo
postulados ligando os antigenos dos alimentos com o desenvolvimento da
inflamagao intestinal (Danese et al., 2004).

Além disso, deficiéncias nutricionais na DII estdo bem documentadas,
particularmente em relacdo ao zinco na doenca de Crohn associada a uma
disfuncdo imunoldgica. A efetividade de dietas especiais em reduzir o sintoma ou
induzir a remissdo dessas doencas é proposta, porém ndo universalmente aceita
até mesmo porque muitas destas dietas apresentam efetividade muito menor

guando comparadas aos tratamentos com corticosterdides ou aminossalissilatos.
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Além disso, as taxas de reincidéncia ndo parecem diferir entre os tratamentos
farmacoldgicos e nutricionais, até mesmo quando dietas mais rigorosas sao
utilizadas (Fiocchi, 1998).

Alguns alimentos especificos podem estar relacionados com o
desenvolvimento da inflamacdo intestinal, atuando como um antigeno. Dentre estes
podemos citar o aglcar refinado (Vind et al., 2008), o alcool, o café (Boyko et al.,
1989), o leite de vaca (Yamamoto et al., 2009) e um aumento no consumo de
carboidratos (Martini & Brandes, 1976).

Por outro lado, existem alguns alimentos que sdo relatados como
preventivos do processo inflamatorio intestinal, como por exemplo, produtos ricos
em O0mega-3, que tem demonstrado atividade antiinflamatdria (McCall et al., 1989),
bem como uma dieta rica em frutas, vegetais e fibras (Targan & Shanahan, 1994).

Os fatores da dieta sdo parametros dificeis de serem estudados, pois nao

atuam sozinhos, mas associados a alteracGes genéticas e do sistema imune.

3.1.2. Tabagismo

Curiosamente, o tabagismo possui efeitos opostos na doenga de Crohn e na
Retocolite Ulcerativa, reforcando a idéia que mecanismos distintos sdo responsaveis
por cada uma dessas enfermidades. Sabe-se que o cigarro é um fator de risco para
a Doenca de Crohn, aumentando a freqliéncia das recidivas e a necessidade de
cirurgia, e a sua descontinuidade melhora o curso da doenca. Em contraste, na
retocolite ulcerativa o cigarro esta relacionado com menor risco de ocorréncia da
doenca, sendo esta incidéncia de apenas 40% em relacdo as pessoas nao fumantes
(Targan & Shanahan, 1994). A nicotina pode ser maléfica para pacientes com
Doenga de Crohn por contribuir com o estado de hipercoagulagdo presente nesta

condicao (Fiocchi 1998).



O mecanismo pelo qual o cigarro atua na retocolite ulcerativa ainda ndo esta
esclarecido, porém pode estar relacionado com alteracdes do muco colGnico
(Targan & Shanahan, 1994). Cope & Heatley (1986) demonstraram que a producao
de muco em pacientes fumantes com retocolite ulcerativa é semelhante ao de
pessoas saudaveis. Em adicdo, sabe-se que esse habito afeta tanto a imunidade
sistémica quanto da mucosa, alterando uma gama de fungOes tanto da resposta
imune inata quanto adaptativa. Por exemplo, em fumantes estdao reduzidos os
niveis de imunoglobulinas, a capacidade de proliferacdo de células T e os niveis de
IL-1B, IL-2, IL-8 e TNF-a (Karban & Eliakim, 2007, Aldhours et al., 2008).

Apesar dos componentes do tabaco, responsaveis por essas observagoes,
nao serem conhecidos ainda, adesivos de nicotina utilizados junto com o
tratamento convencional melhoram os sintomas em pacientes com RCU leve a
moderada (Fiocchi, 1998, Danese et al., 2004).

Dessa forma, esses efeitos divergentes do tabagismo na DII indicam um

impacto complexo e ainda indeterminado desse fator sobre a inflamacao intestinal

(Danese et al., 2004).

3.1.3. Farmacos

Contraceptivos orais e antiinflamatoérios nao-esteroidais (AINEs) sdo as duas
principais classes de farmacos extensivamente estudadas como fatores que
predispde o desenvolvimento das doengas inflamatdrias intestinais. O risco relativo
de doenga de Crohn em mulheres tomando anticoncepcionais orais ¢
aproximadamente duas vezes maior que em controles (Danese et al., 2004;
Carbonnel et al., 2009). Diferentes estudos analisados por Cornish et al., (2008)
evidenciaram a associacdo dos contraceptivos orais e o desenvolvimento das
doencas inflamatdrias intestinais. O mecanismo pelo qual essa classe de

medicamentos atua ainda ndo estda claro, mas atribui-se esta propriedade



principalmente a sua atividade trombogénica. Estudos morfolégicos demonstram
que o infarto multifocal microvascular do TGI pode estar envolvido com a doenga de
Crohn (Wakefield et al., 1989). Considerando-se que a propriedade trombogénica
pode causar isquemia, alteracdo na integridade da mucosa pode ocorrer e
conseqlientemente facilitar a entrada de antigenos no limen (Targan & Shanahan,
1994).

Essa situagdo € menos ambigua no caso dos AINEs, pois seu uso esta
claramente associado a um aumento no risco de desenvolvimento destas doencas.
Inicialmente, pacientes em remissdo clinica podem desenvolver novamente a
doenca através da administracao de AINEs. Camundongos knockout para IL-10 que
desenvolvem colite através da administracdo de algum AINE exibem uma forma
mais rapida e severa de inflamagdo, associada ao bloqueio das prostaglandinas
protetoras e uma alteracdo da imunidade da mucosa, sugerindo um possivel
mecanismo pelo qual os antiinflamatdrios ndo-esteroidais podem agravar a DII
(Danese et al. 2004). Adicionalmente, essa classe de farmacos pode causar um
aumento da permeabilidade vascular e lesdo local acarretando em alteragdes na
permeabilidade col6nica e conseqientemente no desenvolvimento das doencas

inflamatdrias intestinais (Targan & Shanahan, 1994).

3.1.4. Aspectos geograficos e sociais

A DII é mais comumente observada em paises ocidentais e também
naqueles mais desenvolvidos (Bernstein et al., 2010), porém ha um notavel
aumento no numero de casos no Japdo e em outros paises orientais, fato este que
pode estar associado ao aumento no consumo de gorduras e proteinas de origem
animal, acidos graxos poliinsaturados e carboidratos, entre outros (Yamamoto et
al., 2009). Em adicdo, encontra-se uma a incidéncia € maior em areas urbanas que

em areas rurais (Carbonnel et al., 2009). Tradicionalmente, DII é mais freqliente



entre 0s grupos socioecon6micos mais altos, sem distingdo entre DC e RCU.
Curiosamente, trabalhadores rurais possuem um risco menor de desenvolver DII,
enquanto individuos com trabalhos em escritorios acabam sendo mais suscetiveis a
DC e RCU (Danese et al., 2004).

Diversas teorias estdo sendo desenvolvidas para tentar explicar essas
diferencas. Uma delas diz respeito a um transito intestinal mais lento associado ao
sedentarismo e dessa forma o tempo prolongado de contato dos antigenos dos
alimentos com a parede intestinal, resultando em uma estimulagcdo inapropriada e
uma reacdo inflamatéria (Danese et al., 2004).

Outra teoria seria a “hipdtese da higiene” que sugere que criangas menos
expostas a infeccGes ou condigbes ndo-sanitarias (“sujeira”) desenvolvem menos o
sistema regulatério das células-T e o sistema imune, fato este que pode estar
associado a um aumento na incidéncia de doencas imunes crbnicas, incluindo as
doencas inflamatdrias intestinais (Bernstein et al., 2010).

Essas variagbes geograficas na ocorréncia destas doengas podem ser
reflexos da variagdo na exposicdo aos diferentes fatores etioldgicos e/ou das

variagbes socio-demograficas da populagdo (Declercq et al., 2009).

3.1.5. Estresse

A idéia generalizada de que o estresse possa desencadear a DII é tipica
entre as pessoas que sofrem tanto de DC quanto de RCU, porém sugere-se que o
estresse atue modulando as manifestagGes clinicas da doenca, e ndo seja por si so,
o fator inicial e desencadeador (Danese et al., 2004).

Foi demonstrado em pacientes com DII que o estresse pode alterar a
permeabilidade intestinal. Alguns estudos relatam ainda que os diversos eventos da
vida e o estresse desencadeado por eles podem aumentar o risco de recidiva em

pacientes em remissao (Carbonnel et al., 2009).



Poucos estudos analisam a influéncia do estresse psicolégico em pacientes
com DII. No entanto, sabe-se que pacientes com RCU ou DC tém maior propensao
a quadros de depressdo e ansiedade, aspectos que podem agravar os sintomas da
inflamacdo, até mesmo causando recidivas (Hisamatsu et al., 2007; Brandi et al.,
2009).

O estresse estimula o eixo HPA (hipotalamo-pituitaria-adrenal), promovendo
como consequéncia a liberagdo do hormonio liberador de corticotrofina (CRH) pelo
hipotalamo e levando a liberagdo do hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH) pela
pituitaria. Esse hormonio por sua vez estimula a secrecdo de cortisol pela adrenal.
Dependente da concentragdo, o cortisol pode agir estimulando a producdo de
diversas substancias como, por exemplo, IL-6, IFN-y e TNF- a, os quais estdo

envolvidos com uma maior incidéncia das DII (Mawdsley & Rampton, 2005).

3.1.6. Alteracdes na microbiota intestinal

A microbiota bacteriana intestinal € um importante fator na etiologia das
doencas inflamatdrias intestinais (Ott et al., 2004), muitos dos quais mostram
evidéncias claras de que as bactérias comensais entéricas e seus produtos estdo
envolvidos com a iniciacdo e perpetuacdo do processo inflamatoério intestinal
caracteristico destas doencas (Papadakis & Targan, 1999).

Diversos estudos em modelos animais demonstram que a flora entérica
normal é necessaria para o desenvolvimento da DII. De fato, a inflamagao intestinal
sO se desenvolve em animais mantidos em ambientes normais e ndo em ambientes
“germ-free”, supostamente porque uma resposta imune direcionada as bactérias
entéricas seja necessaria para o desenvolvimento da doenga (Danese & Fiocchi,
2006). O aumento nos niveis de anticorpos contra as bactérias intestinais em
individuos com DII corrobora a importancia da microbiota intestinal na etiologia

destas doencas (Hyun & Mayer, 2006). Foi reportado um grande numero de
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bactérias associadas a bidpsias de pacientes com DC e com RCU quando
comparados com controles. Esse aumento, tanto de bactérias anaerdbicas quanto
bactérias facultativas, pode ser devido em partes, a uma disfuncdo da barreira
epitelial em individuos suscetiveis (Chichlowski & Hale, 2008). Diversos
microorganismos como, por exemplo, Listeria monocytogenes, Chlamydia
tracomatis, Escherichia coli, Cytomegalovirus, Saccharomyces cerevisiae, e outros
estdo sendo estudados como possiveis agentes desencadeantes da DII (Danese et
al., 2004).

Por outro lado, existem as bactérias consideradas benéficas, como por
exemplo, a Bifidobacterium longum, B. infantis, B. breve, Lactobacillus acidophilus,
L. casei, L. delbrueckii spp. bulgaricus, L. plantarum, e Streptococcus salivarius
spp. e S. Thermophilus. Um estudo realizado utilizando um produto contendo todas
essas bactérias benéficas como probidticos, demonstrou que elas podem normalizar
a funcdo fisiologica e a integridade da barreira, reduzir os niveis de citocinas pro-
inflamatdrias e aumentar a integridade das tight junctions entre as células epiteliais
(Madsen et al., 2001).

Neste aspecto, é importante constar que o balanco entre o numero de
bactérias benéficas e de espécies patogénicas no intestino poderd determinar a
homeostase intestinal e esse balango pode ser manipulado por antibidticos,
probidticos e prebidticos usados para o tratamento e para a prevencdo das

recidivas das doencas inflamatdrias intestinais (Sartor, 2008).

3.1.7. Permeabilidade intestinal

A camada epitelial é essencial para o funcionamento correto do trato
gastrointestinal, e um aumento de sua permeabilidade para antigenos luminais
pode levar a processos inflamatdrios e danos na mucosa como observados na DII.

Fatores que alteram a eficacia dessa barreira incluem a presenca de bactérias
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patogénicas (por exemplo, Helicobacter spp.), disponibilidade de determinados
nutrientes e outros. Defeitos na permeabilidade desta barreira podem facilitar o
contato de antigenos bacterianos e adjuvantes com células da resposta imune inata
e adaptativa gerando respostas inflamatérias prolongadas (Chichlowski & Hale,
2008).

A fungdo de barreira seletiva é mantida pela formagdo de complexos que
ligam uma célula a outra através de desmossomos, juncdes de aderéncia e tight
junctions (Chichlowski & Hale, 2008). Alteragdes patoldgicas no intestino podem
permitir a abertura destes complexos, especialmente das tight junctions e permitir
a passagem de grandes antigenos (Snoeck et al., 2005).

E amplamente descrito na literatura que pacientes com DII possuem um
aumento na permeabilidade intestinal, que é conseqliéncia da ulceracdo da mucosa
e de apoptose, o que acarreta em uma diminuicdo na funcdo de barreira deste
epitélio (Fries et al., 2005; Edelblum & Turner, 2009; Groschwitz & Hogan, 2009).
Pacientes com a doenga clinicamente ativa apresentam um aumento da
permeabilidade intestinal, e em pacientes com a doenga inativa, esse aumento da
permeabilidade é um sinal da recidiva clinica. A diminuicdo da funcdo protetora em
pacientes com DII leva a um infiltrado inflamatdrio e um aumento da produgdo de
citocinas pré-inflamatdrias e outros mediadores que podem alterar ainda mais a
permeabilidade intestinal (Groschwitz & Hogan, 2009).

Esse aumento na permeabilidade do epitélio intestinal pode ser o fator
etiolégico mais importante no desenvolvimento, progressdo e recidiva destas

doengas em humanos (Secondulfo et al., 2001).

3.2.Fatores Imunologicos

O sistema imune intestinal é considerado o maior e mais complexo do

organismo humano, possuindo a capacidade de discriminar claramente organismos
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invasivos de substancias indcuas, como proteinas alimentares e bactérias
comensais. A resposta imune intestinal tem a funcdo de proteger o organismo da
entrada de agentes patogénicos, sendo essencial para a manutengdo da fisiologia e
para a prevencao de infecgdes. Por outro lado, quando a imunidade inata ou
adquirida responde contra o material ndo-patogénico, como antigenos da dieta ou
bactérias ndo-patogénicas, pode causar respostas inflamatérias como o
desenvolvimento das doengas inflamatorias intestinais (Mowat, 2003). Tais
aspectos permitem ainda a classificacdo destas doencas como doengas autoimunes
(Arseneau et al., 2007; Abraham, 2009).

O denominado sistema imune intestinal € um importante mecanismo de
defesa imunoldgico constituido por distintas células e moléculas, cuja fungdo é
evitar a entrada de agentes estranhos, sendo que a resposta desencadeada pelo
sistema imune intestinal pode ser do tipo inata ou adquirida (Plevy, 2002).

A imunidade inata é uma forma mais primitiva de imunidade sem grande
especificidade e memoria para patdgenos, sendo responsavel pelos estagios iniciais
da resposta imune em que a localizagdo e erradicacdo de patdégenos invasores se
tornam criticas para a sobrevivéncia do hospedeiro. No intestino, a imunidade inata
inclui a barreira epitelial e as células fagociticas presentes na lamina prépria
(macroéfagos, células dendriticas e neutrofilos) sendo demonstrado que pacientes
com alteragdes genéticas na resposta imune inata tem uma incidéncia maior de DII
(Mayer, 2010).

A imunidade adquirida se desenvolve em situacdes em que a imunidade
inata ndo é eficiente no controle de um determinado patdgeno. Sua ativagdo
normalmente leva dias, e a especificidade da resposta decorre da mobilizacao de
uma série de diferentes receptores encontrados nas células T e B. A sobrevivéncia
de algumas destas células T e B (células de memdria), depois da erradicagdo do
patégeno, permite uma resposta rapida em uma infeccdo subseqiiente pelo mesmo

agente (Ince et al., 2007).
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Células dendriticas ativadas e macrofagos secretam diversas citocinas que,
guando ativadas, regulam a resposta inflamatdria tanto na DC quanto na RCU. Uma
vez secretadas pelas células apresentadoras de antigenos, essas citocinas
desencadeiam e diferenciam varias células T ativando a resposta imune (Sanchez-
Mufioz et al., 2008).

Estudos em humanos e em animais levaram ao conhecimento de que
diferentes tipos celulares estdo envolvidos na DC e na RCU (Mayer, 2010). Analises
em amostras de tecidos intestinais e de sangue durante a fase ativa da doenca de
Crohn mostraram que niveis de citocinas como TNF-a, INF-y, IL-12 e IL-1 se
encontram aumentados, diferentemente da retocolite ulcerativa em que a secregao
de IL-5, IL-4, IL-10 e IL-13 é que estdo alteradas. Sendo assim, caracteriza-se a
DC como tipica resposta Thl e RCU uma resposta atipica de Th2 (Papadakis &

Targan, 2000; Sanchez-Mufioz et al., 2008; éventoraityté et al., 2008).

3.3.Fatores genéticos

Existem diversas evidéncias mostrando que a freqliéncia da DII em
determinados grupos étnicos € maior, por exemplo, € observada uma incidéncia
maior de RCU entre os caucasianos e menor entre os hispanicos e asiaticos
(Cavanaugh & Pavli, 1997).

Um estudo realizado com gémeos homozigotos mostrou que em
aproximadamente 50% dos casos ambos desenvolviam DC, mas apenas 10%
desencadeavam RCU, sugerindo que o fator genético tem maior influéncia na DC do
que na RCU (Cavanaugh & Pavli, 1997).

Em 2001, foi descoberto que mutacdes no gene NOD2/CARD15 tornam a
pessoa mais susceptivel a Doenga de Crohn. NOD2 é uma proteina citosélica que
reconhece componentes da parece bacteriana e desencadeia a producao de NF-kB.

Nao se sabe se essas mutagdes resultam em ganho ou perda da funcdao desse gene,
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porém essa descoberta levou a um novo meio de se estudar a relagdo entre
alteracoes genéticas e alteragbes na resposta imune, principalmente no que se diz
respeito a resposta imune inata (Henckaerts & Vermeire, 2007; Scaldaferri &
Fiocchi, 2007).

Aproximadamente 40% dos pacientes do Oeste europeu e da América no
Norte carregam pelo menos uma das trés principais variantes desse gene
(L1007fsinsC, G908R, R702W) comparadas a voluntarios saudaveis em que essa
porcentagem cai para 0.5%-20%. Individuos que apresentam essas variantes tém
um risco maior de desenvolver DC, sendo este risco relativo de 2-4 vezes maior em
individuos heterozigotos para qualquer uma dessas variantes e chega a mais de 20
vezes em homozigotos ou heterozigotos com mais de uma variante (Henckaerts &
Vermeire, 2007). Helié et al., (2003) descrevem que a variacdo 1007fs é a mais
observada em pacientes com DC e esta relacionada com a deficiéncia em induzir a
ativacdo do NF-kB mediada pelo LPS, o que aumenta o risco de DC na regido do
ileo.

Sabe-se que uma diminuicdo na ativagdo do NF-kB, devido a mutagdo do
gene NOD2 pode resultar em um desbalanco da homeostase, com conseqgiente
desequilibrio na quantidade das bactérias patogénicas intestinais, sendo necessaria
outra via de ativagdo do sistema imune, ocasionando um aumento na producdo de
outras citocinas pré-inflamatdrias, o que pode culminar com o desenvolvimento da
DC (Ishirara et al., 2009).

Atualmente tem-se pesquisado a influéncia do papel da regidao IBD5 do
cromossomo 531 em associagdo principalmente a DC. Diversos estudos mostram
variacbes nesses genes conhecidos como transportadores de cation organico
OCTN1 e OCTN2 (SLC22A4 e SLC22A5, respectivamente) (Waller, et al, 2006). Tem
sido sugerido que essas variantes alteram o transporte de substancias através das
barreiras celulares e interagem com variantes de outro gene associado as DII,
NOD2, aumentando o risco de se desenvolver essas doengas (Peltekova et al.,

2004, Waller et al., 2006).
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O estudo do fator genético na DII é um importante passo para o
entendimento dessa complexa doenga e a associacdo deste com a compreensdo das
alteracdes do sistema imune intestinal sdo os pontos criticos para o entendimento
de sua cronicidade e patofisiologia, bem como uma das estratégias para o

desenvolvimento de novos medicamentos.

4. Modelos experimentais de Doenca Inflamatoria Intestinal

A maior parte do progresso recente no entendimento da imunidade da
mucosa intestinal e da patofisiologia do intestino foi alcangado gragas ao
desenvolvimento de novos modelos animais de inflamagao intestinal. Apesar desses
modelos ndo representarem a complexidade da doenga no ser humano e nao
substituirem estudos com pacientes, eles sdo uma ferramenta valiosa para o estudo
dos diversos aspectos da doenca. Em adigdo, questdes de complexa analise em
pacientes, tais como as fases iniciais da inflamacdo e a efetividade de novas
estratégias terapéuticas, podem ser analisadas com grande confiabilidade em
modelos animais (Wirtz & Neurath, 2000).

Os modelos de DII em animais podem ser divididos em quatro classes
principais de ensaios bioldgicos: aqueles que envolvem animais transgénicos e
knockout; modelos de inflamagdo espontanea; modelos de inflamagdo induzida;
modelos de transferéncia em animais imunologicamente comprometidos (Blumberg,
1999; Wirtz & Neurath, 2000; Jurjus et al., 2004).

A administracdo do acido trinitrobenzenosulfonico (TNBS) por via intraretal,
classificada como um modelo de inflamagdo induzida é considerada o modelo mais
adequado para o estudo dos efeitos de novos compostos sobre a doenga
inflamatdria intestinal, sendo a técnica considerada mais adequada por simular de

forma muito parecida o que ocorre com a DII em humanos (Jurjus et al., 2004). A
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inflamagdo intestinal aguda em ratos promovida pela administracdo do TNBS esta
associada com um aumento na permeabilidade da mucosa intestinal como
conseqiéncia de uma necrose epitelial e um aumento na atividade da
mieloperoxidade. Um dano severo pode ser observado, o qual é aparentemente
relacionado a um aumento no nimero de macréfagos e granuldcitos. O modelo de
colite induzida por TNBS também tem sido muito utilizado para estudar varios
aspectos da inflamacgdo intestinal, incluindo os padrdoes de secrecdao de citocinas,
mecanismos de tolerancia, adesdo celular e imunoterapia (Wirtz & Neurath, 2000).

O TNBS atua com um hapteno, que ao associar-se com substancias de alto
peso molecular, como as proteinas teciduais, é capaz de desencadear uma resposta
imunoldgica. No cdlon, essa reagdo leva a uma inflamagdo caracterizada por um
infiltrado de células T e macréfagos em todas as camadas do epitélio intestinal
semelhante ao que ocorre na Doenca de Crohn (Strober et al.,, 1998).
Bioquimicamente, é observado um aumento da atividade de enzimas como a
mieloperoxidase (Sanches-Fidalgo et al., 2007) e a fosfatase alcalina (Sanchez de
Medina, 2004), além do aumento da expressao de citocinas pro-inflamatérias como
o TNF-a e IFN-y (Sanches-Fidalgo et al., 2007) e de interleucinas, como IL-1B, IL-
2, IL-6 e IL-12 (Strober et al., 1998; Strober et al., 2002; Strober et al., 2004;
Alex et al., 2009)

Apods a administracdo do TNBS, as proteinas sdo processadas e apresentadas
a células T por células apresentadoras de antigeno através da lamina propria,
levando a um aumento excessivo da secrecao de diversas interleucinas como IL-12,
e a um desbalango na resposta Th1 (Strober et al., 1998). Por fim, as citocinas Th1l
agem sobre os macrofagos induzindo a producdo de citocinas pré-inflamatérias
adicionais, como TNF-a, IL-1B e IL-6, que causam uma inflamagao aguda no local

(Strober et al., 1998).
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5. Principais farmacos utilizados na Doenca Inflamatdria

Intestinal

A terapéutica atualmente utilizada para o tratamento das doencas
inflamatdrias intestinais inclui um grande numero de farmacos, dentre os quais
estdo os aminossalicilatos, os glicocorticoides, os imunossupressores (Yamomoto-
Furusho, 2007) e a terapia bioldgica (Morrison et al., 2009). Infelizmente, a
terapéutica disponivel ndo representa a cura da DII e os farmacos disponiveis ou
possuem sérios efeitos colaterais, como os corticosterdides, e/ou sdo de alto custo,
como por exemplo, o infliximabe, aspectos que limitam imensamente sua
utilizacdo, além de existirem pacientes que ndo respondem a nenhum dos farmacos

existentes.

5.1.Glicocorticoides

Os glicocorticdides tais como prednisolona, prednisona e outros sdo
utilizados na terapia primaria para DII moderada a severa, no entanto a
dependéncia e os efeitos colaterais causados com o uso destes compostos
influenciam diretamente a seguranca e a tolerabilidade desses agentes (Navarro &
Hanauer, 2003).

Jani et al. (2002) mostraram que a taxa de remissdao em pacientes com RCU
chegou a 75% para casos mais moderados € em casos mais severos a apenas 31%
de remissdo, porém a manutencdo da remissdo ndo é efetiva. Diversos estudos
mostram que apdés um ano de tratamento, de 50% a 60% dos pacientes mantidos
com glicocorticoides voltaram a apresentar a doenca.

Em adicdo, varios efeitos colaterais de curto e longo prazo surgem, como

por exemplo, retencdo de liquidos, ganho de peso, instabilidade emocional e visdo
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turva. Efeitos a longo prazo mais sérios, que podem se desenvolver em fungdo da
administracao repetida ou prolongada, incluem catarata, osteoporose e miopatias
(Jani et al., 2002; Navarro & Hanauer, 2003).

O mecanismo geral de agdo destes farmacos consiste na ligacdo da molécula
dos glicocorticdides com os receptores intracelulares que controlam a transcrigao
génica. O complexo receptor-glicocorticéide promove a formacdo de dimeros que
migram para o nucleo da célula e ligam-se ao DNA, modificando a transcricdo
génica, induzindo a sintese de algumas proteinas, como por exemplo, a lipocortina-
1, e inibindo a sintese de outras, como da AP-1 e do NF-kB (Marx, 1995). Devido a
este mecanismo, os glicocorticdides afetam a funcdo de varias células envolvidas no
processo inflamatério e conseqientemente a expressdao de varias citocinas,
quimiocinas, cininas, diminuicdo das moléculas de adesdo, do 6xido nitrico sintetase
induzivel (iNOS) e da ciclooxigenase (COX-2) (Rogler, 2010).

Sabe-se também que a administragcdo de glicocorticoides reduz de maneira
significativa a incidéncia de diarréia, provavelmente devido a capacidade de
melhorar a absorcdo de sodio e de agua no cdlon de pacientes coliticos (Sandle et

al., 1986).

5.2.Aminossalicilatos

Os aminossalicilatos (5-ASA), sulfassalazina, olsalazina e mesalazina
representam a primeira terapia de escolha no tratamento da doenca inflamatdria
intestinal leve a moderada, assim como para a manutengdo da remissdao na RCU.
Os derivados do 5-ASA s3ao menos efetivos em manter a remissao em pacientes
com DC e por isto menos utilizados nesses casos (Duricova et al., 2010). A
sulfassalazina é amplamente prescrita em fungdo de seu baixo custo, eficacia

comprovada e boa tolerabilidade deste agente, assim como de outros derivados do
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grupo, depende principalmente da concentragdo do agente no lUmen intestinal
(Ryan et al., 2003).

Apesar desta classe de medicamentos ser considerada o tratamento de
primeira escolha, estas preparagdes tém o potencial de causar efeitos adversos em
todo o organismo. Os efeitos mais comuns, que chegam a levar a intolerancia,
incluem dores de cabeca, dispepsia, nauseas, vomitos, anorexia e fadiga em até
45% dos pacientes. Estas ocorréncias parecem estar relacionadas com a dose
administrada e com predisposicoes genéticas e os efeitos adversos podem ser
diminuidos pela administracdo da medicagdo com alimento, pela reducgdo
temporaria da dose e reintroducdo gradual de doses maiores, ou ainda pela
substituicdo por outros tipos de formulagdes farmacéuticas (Navarro & Hanauer,
2003).

Sulfassalazina contem o a&cido 5-aminosalicilico (5-ASA) ligado a uma
sulfapiridina por meio de uma ligagdo azo chegando intacta ao intestino. No cdlon,
a ligacdo azo é quebrada por bactérias azo-redutases liberando sulfapiridina e o 5-
ASA. A sulfapiridina é absorvida sistemicamente e é a principal responsavel pela
toxicidade e efeitos colaterais apresentados pelo farmaco. O 5-ASA é o composto
antiinflamatoério ativo (Jani et al., 2002).

Os derivados do 5-ASA sdo compostos antiinflamatdrios que agem inibindo
as vias da ciclooxigenase e da 5-lipoxigenase do metabolismo do &cido
araquidonico, resultando em redugdo nos niveis de leucotrieno B4 e prostaglandinas
(Jani et al., 2002; Whittle et al., 2010).

Apesar de se ndo saber o mecanismo preciso pelo qual os aminossalicilatos
agem na inflamacdo, acredita-se que possam apresentar também alguns efeitos
imunomodulatoérios. Estudos mostram que podem agir inibindo a produgdo de
imunoglobulinas, IL-1, IL-2 e NF-kB, além de prejudicarem a fungdo de linfocitos e
mondcitos e agirem como seqiiestradores de radicais livres (Jani et al., 2002; Ryan

et al., 2003; Whittle et al., 2010).

20



5.3.Imunossupressores

A eficidcia dos analogos de purina Azatioprina e 6-mercaptopurina ja esta
bem estabelecida na DII. A azatioprina € uma pro-droga rapidamente clivada a 6-
mercaptopurina, apds exposicdo com nucledfilos como a glutationa. Como produto
resultante, a 6-mercaptopurina age como um antagonista de purinas, inibindo a
sintese de proteinas, RNA e DNA, dessa forma inibindo o crescimento celular
(Ardizzone & Porro, 2002).

Cuffari et al., (2001) demonstram que o tratamento com Azatioprina ou 6-
mercaptopurina é eficaz em manter a remissdo em 70% dos pacientes de DC
dependentes de corticdides e é capaz de eliminar a necessidade de glicorticdides
em aproximadamente 75% dos pacientes. Quando em combinagdo com
prednisolona, é capaz de induzir a remissdo, mais rapido e mais freqlientemente,
utilizando-se doses muitos menores do glicocorticoide. Seus efeitos
imunossupressores melhoram a qualidade de vida de pacientes com DC através da
diminuicdao das complicagdes perianais (Cuffari et al., 1996; Derijks et al., 2006).

Apesar desse importante efeito imunossupressor, aproximadamente 20%
dos pacientes tratados com os analogos das purinas tém que interromper o
tratamento em funcgdo da ocorréncia de efeitos adversos (Derijks et al., 2006), tais
como reacgoes alérgicas, infecces, hepatites, supressdo medular e pancreatites

(Cuffari et al., 1996).

6. Busca por novos marcadores moleculares

Avaliar a participacdo de mediadores da DII em um modelo experimental
amplamente utilizado e bem estabelecido é uma ferramenta farmacolodgica
importante para a geracdao de dados que ampliem os conhecimentos da

fisiopatologia desta doenca ainda sem cura e tratamento, assim como nha
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identificagdo de novos alvos terapéuticos para a acdo de novos produtos com
atividade antiinflamatoéria intestinal.

Neste sentido, alguns mediadores recentemente apontados como
importantes na iniciagdo e perpetuacdo do processo inflamatoério intestinal em
humanos, mas pouco conhecidos nos diferentes modelos experimentais, foram
selecionados: a HSP70 (“Heat shock proteins”), heparanase e HPRT (hipoxantina

guanina fosforibosiltransferase).

6.1.“Heat Shock Protein” (HSP) 70

Altamente conservada em todas as espécies, as “Heat shock protein” (HSP)
sdo uma familia de proteinas de estresse que existem em todos os organismos
vivos, desde os procariontes até os seres humanos (O Petrof et al., 2004; Otaka et
al., 2006). Elas sdo amplamente classificadas em diversas familias de acordo com
seu peso molecular, seqliéncia de aminoacidos e funcdo. Levando-se em
consideracdo seu peso molecular se dividem em familia HSP 90, familia HSP 70,
familia HSP 60 e familia das HSP pequenas (O Petrof et al., 2004). Adicionalmente,
podem ainda ser dividida em dois grupos maiores, de acordo com suas fungoes:
HSPs constitutivas, como HSC70 e HSP60 e, HSP induziveis, como HSP70 e HSP25
(Hu et al., 2009).

As HSPs induziveis sdo normalmente sintetizadas sob condigdes de estresse,
conferindo uma protecdo celular por meio da capacidade de estabilizar proteinas
celulares essenciais, prevenindo assim a desnaturacao das mesmas e preservando
sua fungao (O Petrof et al., 2004; Arya et al., 2007; Hu et al., 2009; Liu et al.,
2010).

A expressdo das HSPs pode ser induzida nas células via diversas formas de

estresse, como hipertermia (febre), privacdo de nutrientes, estresse oxidativo ou
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toxico e exposicdo a citocinas inflamatdrias (Jin et al., 1997; Wieten et al., 2007;
Matsuo et al., 2009).

As formas mais induzidas por estresse pertencem a familia da HSP70, que
incluem tanto a forma constitutiva (HSC70), essencial para as fungOes celulares e,
a forma induzivel (HSP70) que aumenta em resposta ao estresse ambiental
(Ludwig et al., 1999; O Petrof et al., 2004; Wieten et al., 2010). Durante os
periodos de injuria dos tecidos ocorre liberagdo das “heat shock protein” no sangue
ativando as defesas imunes do organismo através da otimizagdo do processamento
e apresentacdo do antigeno (Niinisto et al., 2010).

Sabe-se que ocorre um aumento na indugdo e na expressao dessas
proteinas em bidpsias de tecidos inflamados e ndo inflamados de pacientes com
Doenca Inflamatoria Intestinal (Ludwig et al., 1999; O Petrof et al., 2004; Tanaka,
et al., 2007), além de um aumento significativo de sua expressao em alguns
modelos animais de DII como o modelo de DSS (dextran sulfato de sédio) em que
pode-se notar um aumento na quantidade de mRNA (RNA mensageiro) encontrado.
(Tanaka et al., 2007).

Ludwig et al., 1999 demonstraram que a expressdo da HSP70 esta
aumentada em doencas inflamatdrias intestinais, independentemente do grau de
lesdo, atuando como um indicador de lesdo celular. Musch et al., 1996,
demonstraram que as células epiteliais do intestino sdo mais resistentes ao
estresse celular quando existe uma indugdo primaria da sintese de HSP70,
indicando seu papel protetor. A expressdao colonica de HSP70 é importante para
manter a homeostase coldnica, tornando as células da mucosa menos suscetiveis a
injurias causadas por estresse e patdgenos e desta forma aumentando a protecdo e
preservando as fungdes da mucosa.

Em estudos in vitro, farmacos antiinflamatdérios como os glicocorticdides
induzem a produgao de HSP70 (Pratt, 1993). No entanto, nao existem estudos que

detalham o envolvimento destas proteinas nas diferentes fases do processo
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inflamatério induzido por TNBS, assim como os efeitos de diferentes farmacos

antiinflamatorios sobre estas proteinas.

6.2.Heparanase

A Heparanase é uma endo-p-glucuronidase capaz de clivar cadeias laterais
de heparan-sulfato de proteoglicanos presentes na matriz extracelular e nas
superficies das células, apresentando um importante papel na estrutura celular, na
neurovascularizacdo e processo de autoimunidade (Nadir et al., 2006; Naomoto et
al., 2007; Waterman et al., 2007; Ben-Zaken et al., 2008; Barash et al., 2010).
Segundo Zhang et al. (2010) esta enzima é capaz de ativar fatores de crescimento
que promovem a proliferacdo celular e a angiogénese. O mecanismo pelo qual a
heparanase facilita tanto a proliferacao celular quanto a angiogénese é atribuido
principalmente a sua capacidade de liberar mediadores bioldgicos que estdo ligados
as cadeias de heparan-sulfato como, por exemplo, IL-2, IL-8 e IL-10 (Ben-Zaken et
al., 2008; Li & Vlodavsky, 2009; Barash et al., 2010).

Além disso, essa enzima induz a maturacdo de células dendriticas e ativa
macréfagos, liberando fatores como IL-1, IL-6 e prostaglandinas E2, fatores que
modulam a resposta imune (Dempsey et al., 2000).

Em condigdes normais, a atividade da heparanase esta restrita a placenta,
tecidos da pele e em células sanglineas como plaquetas, neutréfilos, mondcitos,
mastocitos e linfocitos T e B (Freeman & Parish 1998; Behzad & Brenchley, 2003;
Gigis-Velitski et al., 2004; Nadir et al., 2006), mediando o extravasamento e
mobilizagdo destas células para os locais da inflamagdo (Freeman & Parish 1998).
Naomoto et al. (2007) demonstraram que a heparanase parece agir como um fator
de transcricdo envolvido na indugdo da COX-2, mediador inflamatoério.

Estudos clinicos mostraram que a expressdo da heparanase ndo foi

detectada em tecidos de colon em condicbes normais, porém em tecidos
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danificados por retocolite ulcerativa e doenga de Crohn se detectou um aumento
significativo da expressdo dessa proteina (Waterman et al., 2007; Li & Vlodavsky,
2009). Varios autores tém sugerido que a heparanase pode representar um
importante alvo terapéutico para novos farmacos, especialmente em doengas
cronicas e/ou autoimunes como a Doenca Inflamatéria Intestinal, em outros
processos inflamatdrios e também no cancer (Nasser, 2008; McKenzie, 2007).
McKenzie, 2007 sugere claramente que a estratégia de monitorar por
modelos experimentais in vivo a inibicdo da atividade ou expressdao da heparanase
é crucial para a avaliacdo de novos farmacos com diferentes atividades bioldgicas,
especialmente em processos inflamatérios, assim como Waterman et al. (2007) que
considera essa enzima um alvo extremamente importante para o desenvolvimento

de novas drogas antiinflamatorias.

6.3.Hipoxantina Guanina Fosforibosiltransferase (HPRT)

A HPRT é uma enzima responsavel pela reciclagem de purinas, pois converte
as bases purinicas livres, hipoxantina e guanina, em nucleotideos re-utilizaveis.
Esta enzima é expressa na maioria dos organismos, desde as bactérias até os
mamiferos. Em mamiferos, se expressa em praticamente todas as células desde o
desenvolvimento, comegando nos estagios iniciais de blastocistos (Stout & Caskey,
1981; Albertini, 2001; Ceballos-Picot et al., 2009).

A reacdo catalisada pela HPRT foi inicialmente descrita como uma simples
funcdo de reciclagem na cadeia do metabolismo das purinas (Arnold & Kelley,
1991). Essa reagdo permite que bases livres sejam reutilizadas em sinteses de
nucleotideos novos. Funcdo importante uma vez que mais de 90% das bases
utilizadas em vertebrados sdo recicladas (Sculley et al., 1992).

A expressao basal dessa enzima parece ser semelhante em todos os tecidos

e células, porém niveis elevados de mRNA parecem estar presentes em diversas
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enfermidades; mais atualmente, foi demonstrado que esses niveis podem ser
afetados pela presenca de purinas e nucleotideos livres no intestino de ratos (Walsh

et al., 1990).
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Com base nestas consideragdes, o presente projeto se baseou na andlise e
validagdo de duas hipoteses:

HIPOTESE 1: A HSP70, heparanase e HPRT s&o mediadores do
processo inflamatdério intestinal induzido por TNBS em ratos.

Estratégia de teste: avaliar a participacao destes mediadores nas fases
aguda e crbnica do processo inflamatério intestinal induzido por TNBS em ratos.

HIPOTESE 2: A HSP70, heparanase e HPRT sdo alvos farmacoldgicos
para a avaliacdo de efeitos de farmacos com atividade anti-inflamatoria
intestinal.

Estratégia de teste: avaliar a atividade farmacoldgica de trés diferentes
farmacos usados no tratamento da DII em humanos (sulfassalazina, prednisolona e
azatioprina) e seus efeitos sobre os diferentes mediadores no modelo de inflamacao
intestinal induzido por TNBS em ratos.

A validagdo destas hipoteses, portanto, permitiria em um primeiro momento
uma melhor caracterizacdo e padronizacdao do modelo experimental de colite
induzida por TNBS em ratos, permitindo assim identificar a participacdo de
mediadores da DII em humanos neste importante modelo experimental e, em um
segundo momento, mas ndo menos importante, identificar se os efeitos
antiinflamatorios intestinais de trés dos farmacos mais comumente utilizados no
tratamento da DII estdo relacionados com agGes farmacoldgicas sobre a expressao

destes marcadores.
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Objetivos



Com base nestas informagdes foram objetivos deste trabalho:

1. Avaliar a participagado da HSP70, heparanase e HPRT no processo

inflamatdrio intestinal induzido por TNBS em ratos;

2. Avaliar a atividade farmacoldgica de trés diferentes farmacos usados no
tratamento da DII em humanos (sulfassalazina, prednisolona e azatioprina)
e seus efeitos sobre a expressdo de desses mediadores no modelo de

inflamacgao intestinal induzido por TNBS em ratos.
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Material e Métodos



1. Animais

Ratos machos albinos da Cepa Wistar de 180 a 220 g de peso, oriundos do
Biotério Central da Unesp, Campus de Botucatu, Sdo Paulo foram usados para os
testes de atividade antiinflamatéria intestinal. Os animais foram mantidos no
biotério do Departamento de Farmacologia, Instituto de Biociéncias, Unesp, durante
pelo menos cinco dias antes do inicio dos experimentos. Este biotério possui uma
temperatura ambiente controlada de 21 + 2°C e um ciclo de claro-escuro de 12
horas. Os ratos forma alojados em caixas, separadas por grupo, com no maximo
sete animais por caixa e alimentados com ragdo de manutencdo PanLab S.I. e dgua
corrente ad libitum. O estudo foi realizado de acordo com o protocolo experimental

aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal deste Instituto.

2. Delineamento experimental

A inducdo do processo inflamatério intestinal foi realizada pelo método
descrito por Morris et al., (1989), com pequenas modificacdes. Os animais foram
submetidos a um periodo de jejum de 24 horas e, posteriormente, anestesiados
com éter. O acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfonico (TNBS) foi preparado a partir de
um liofilizado obtido da solugdao aquosa comercial de origem a 5% (p/v), onde 0,25
mL de uma solucdo de 10 mg de TNBS em etanol a 50% (v/v). O TNBS foi
administrado via retal (intracolonica) com a ajuda de um catéter de teflon
(diametro de 2 mm), o qual foi introduzido pelo anus do animal até uma distancia
de 8 cm. Os animais foram mantidos em posicao vertical (de cabega para baixo)

desde o momento da instilagdo do hapteno até a recuperagdo da anestesia. Os
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animais do grupo branco foram submetidos ao mesmo procedimento, mas com

administracao de solugao salina em substituicdo ao TNBS. Os tratamentos foram

administrados por via oral utilizando-se uma sonda esofagica, e se realizaram as

96, 72, 48, 24 e 2 horas antes da indugao da colite. Como padrao de comparagao

se utilizou o grupo controle (com colite e sem tratamento farmacoldgico) e o grupo

Branco (sem colite e sem tratamento farmacoldgico). Os animais dos grupos

controle e branco receberam salina por via oral. Todos os animais foram mortos 48

horas apos a inducgdo da colite.

Na fase aguda os estudos foram realizados com os seguintes grupos

experimentais:

1. Animais N&o Coliticos:

a.

b.

C.

d.

Brancos: animais sem tratamento
Prednisolona: animais tratados com 2mg/Kg
Sulfassalazina: animais tratados com 50mg/kg

Azatioprina: animais tratados com 2mg/kg

2. Animais Coliticos:

Controle-TNBS: animais sem tratamento
Prednisolona: animais tratados com 2mg/Kg
Sulfassalazina: animais tratados com 50mg/Kg

Azatioprina: animais tratados com 2mg/Kg

3. Avaliacao da atividade anti-inflamatdria intestinal in vivo

3.1.Avaliacao macroscépica

Durante o desenvolvimento dos distintos experimentos, os animais foram

avaliados em diferentes parédmetros de carater geral tais como: consumo de
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alimento, peso corporal e aparecimento de fezes diarréicas. Ao final dos
experimentos os animais foram mortos, os colons extraidos e analisados quanto
aos prejuizos intestinais considerando-se parametros macroscopicos e bioquimicos.

Na anadlise macroscépica foram avaliados peso e comprimento do colon,
existéncia de aderéncias entre o intestino e 6rgdos adjacentes e analise da
severidade e extensdo do prejuizo intestinal de acordo com uma escala descrita

previamente por Bell et al., 1995 (Tabela 01).

Tabela 1. Critério de avaliagdo da severidade e extensao da lesdo colbnica

Escore Critério
0 Sem prejuizo
1 Hiperemia, sem Ulceras
2 Ulcera linear sem inflamacao significante
3 Ulcera linear com inflamagdo em um sitio
4 Dois ou mais sitios de ulceragdo/inflamacao
5 Dois ou mais sitios de ulceracdo e inflamacdo ou um sitio de inflamagdo
maior que 1 cm ao longo da extensdo do cdlon
6-10 |Se o prejuizo cobrir mais que 2 cm ao longo da extensdo do célon (o
escore é aumentado em 1 ponto para cada centimetro adicional)

Apoés a analise macroscopica, o colon foi dividido em cinco fragmentos
longitudinais, trés deles foram congelados a -30°C para determinagao de proteinas
e atividade da fosfatase alcalina, avaliacdo da atividade da mieloperoxidase e
determinagdo dos niveis de glutationa total. Este ultimo fragmento foi pesado e
congelado em 1 ml de acido tricloroacético (TCA) 5% (p/v) com o objetivo de inibir
sua degradacdao pela gama-glutamiltranspeptidase (Anderson, 1985). Os

fragmentos restantes foram armazenados a -80°C para as analises moleculares.
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3.2.Determinag¢des bioquimicas

Todas as determinagdes bioquimicas foram realizadas em homogeneizados
de mucosa intestinal colbnica, sendo que a homogeneizacdo foi realizada a frio
durante aproximadamente 45 segundos, com ajuda de um homogeneizador
automatico, provido de um pistilo de teflén e um recipiente de vidro de 10 ml de

capacidade.

3.2.1. Determinacao da atividade da mieloperoxidase

A determinagdo da atividade da mieloperoxidase em fragmentos de célon de
rato foi realizada pelo método de Krawisz et al., 1984. A atividade da
mieloperoxidase se utiliza como marcador da infiltracdo de neutrdéfilos, mesmo que
esta enzima ndo seja especifica deste tipo celular. A determinagao foi realizada em
fragmentos de colon (150-300 mg), os quais apds descongelamento, foram
colocados sobre uma placa de Petri com gelo e picados com tesouras e com 1ml de
tampdo HTAB (brometo de hexadeciltrimetilaménio), durante 15 segundos. O
tampao HTAB, ao funcionar como um detergente, facilita a liberacdo da enzima
mieloperoxidase dos granulos intracelulares dos neutréfilos, nos quais esta
armazenada. Em seguida o material picado foi transferido para um tubo de vidro,
adicionando-se o restante de tampado, de modo a se obter uma proporgdo 1:20
(p/v), homogeneizando-se durante 45 segundos a frio, usando o homogeneizador
Heidoph. O homogeneizado resultante foi dividido em duas aliquotas de 1,0ml,
armazenadas em eppendorff. O material foi sonicado por 10 segundos e submetido
a um triplo processo de congelamento-descongelamento durante 1-2 dias. Apds o
ultimo descongelamento, a aliquota foi centrifugada a 7000G por 5 minutos a 4°C.
Em uma placa de 96 canais, foi adicionado 100ul do sobrenadante de cada amostra

em pocilhos distintos, 150ul do tampao de reagao (cloridrato de orto-dianisidina).
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Em seguida, se determinou o incremento de absorbancia a 450nm usando um
espectrofotOmetro. A atividade da enzima mieloperoxidase foi calculada por
interpolacdo em uma curva padrdo, realizada com MPO procedente de neutrofilos
humanos. Uma unidade de mieloperoxidase (U) foi considerada como aquela que
degrada 1nmol/min de perdxido de hidrogénio a 25°C. Os resultados foram

expressos em U/g de tecido.

3.2.2. Determinacao do contetudo de glutationa total.

A determinagao do conteudo de glutationa total foi realizada de acordo com
o método descrito por Anderson (1985) que esta baseado na oxidagdo total do
glutation reduzido (GSH) presente em uma amostra a sua forma oxidada (GSSG),
mediante a incubagdo da amostra com o acido ditiobisnitrobenzéico (DTNB). O
DTNB reduzido adquire uma coloragdo amarelada, que pode ser determinada
espectrofotometricamente. O GSSG gerado é reduzido por acao da enzima glutation
redutase na presenca de NADPH. O GSH formado se oxida novamente, gerando um
ciclo continuo, no qual a velocidade de reducdo do DTNB (com o seu conseqiiente
incremento de absorbdncia a 412 nm) é proporcional a quantidade total de
glutation (GSH+GSSG).

Para efetuar a determinacdo do conteido de glutationa total, foram
utilizados os fragmentos de célon congelados com &cido tricloroacético (TCA). As
amostras, apos descongelamento, foram picadas com tesouras durante 15
segundos aproximadamente, sobre uma placa de Petri com gelo e, posteriormente
homogeneizadas com uma solugdo de TCA 5% em uma proporgao final de 1:20
(p/v), usando um homogeneizador Heidoph. Apds a homogeneizacdo, o material foi
centrifugado a 2000G por 5 minutos a 4°C. Do sobrenadante se utilizou 20ul que foi
colocado em uma placa de 96 canais, onde se adicionou 140ul de NADPH, 5ul de
PBS e 20ul DTNB. A placa foi colocada no leitor de placas do espectrofotémetro,

onde permaneceu incubada por 5 minutos em uma temperatura de 30°C. Apds este

35



periodo adicionou-se 15ul de glutation redutase e registrou-se o incremento de
absorbancia a 412nm no espectrofotdbmetro. A concentracdo de glutation foi
calculada a partir da pendente da curva obtida por interpolacdo em uma curva
padrao realizada com Glutationa (GSH) e os resultados foram expressos como

nmol/g de tecido.

3.2.3. Determinacao de proteinas totais e da atividade da fosfatase

alcalina.

A determinagdo do conteldo de proteinas totais e da atividade da fosfatase
alcalina foram realizadas pelos métodos classicos descritos por Smith et al., (1984)

e Bessey et al., (1946).

3.3.Extracao de RNA (Protocolo Trizol - Invitrogen®) e reacao de

transcricdo reversa (Protocolo Superscript III - Invitrogen ®)

A extracdo de RNA foi realizada segundo o protocolo Trizol Invitrogen®. Ao
final da extragdo, as amostras de RNA total foram solubilizadas em agua destilada e
autoclavada. As concentracdes das amostras de RNA total foram mensuradas por
espectrofotometria (ND-1000, NANODROP).

A fim de evitar que uma eventual contaminacdo por DNA gen6Gmico
interferisse nos resultados, todas as amostras de RNA total foram tratadas com
DNAse antes de serem submetidas ao RT-PCR. Conforme as instrugdes do protocolo
DNAse I - Amplification Grade (Invitrogen®), o volume da solucdo de RNA total
tratado com DNAse foi calculado a fim de conter 1ug de RNA total. A este volume,
foi adicionado 1ul de tampdo DNAse, 1ul de DNAse I (1unidade/pl) e dgua “RNAse

free” suficiente para completar 10ul. Essa solucdo permaneceu a temperatura
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ambiente durante 15 minutos e, em seguida, foi acrescida de 1pl de EDTA (25 mM)
e incubada a 65°C por 10 minutos para inativagdo da enzima. Apds esse
procedimento, as amostras foram armazenadas em gelo até serem submetidas a
reagao de transcrigao reversa.

Para a reagdo de transcricao reversa (RT), foi utilizado o “kit" SuperScript III
(Invitrogen®), cujo protocolo inicia-se pela adicdo em tubo estéril de 8ul da solucdo
de RNA total tratada com DNAse, 1ul de oligonucleotideo iniciador Oligo dt
(500ug/ml), 1ul de dANTP Mix (10nM) e 3 ul de agua estéril. Essa solucdo foi
incubada a 65° C por 5 minutos e, em seguida, sofreu uma segunda incubagao em
gelo por 1,5 minutos. Apds essas etapas, foi adicionado a solucao 4ul de tampao
“First Strand” 5X, 1ul de DTT (0,1M) e 1pl de “RNAse OUT Inhibitor”
(40unidades/pl). Na sequiéncia, foi acrescido 1pl (200 U) de SuperScript III
(transcriptase reversa) e se iniciou a incubagdo, primeiramente a 50° C por 50
minutos, depois a 70° C por 15 minutos e, finalmente, em gelo por 2 minutos. As

amostras foram mantidas a -20° C para utilizagdo no PCR.

3.4.Investigacdo da expressao génica por PCR em tempo real

Para a amplificacdo dos genes alvos foi utilizado o sistema Power
Sybr®Green PCR Master Mix (Applied Biosystem) no ABI Prism 7500 Sequence
Detection System (Applied Biosystem), juntamente com os oligonucleotideos
iniciadores murino-especificos correspondentes (Tabela 02).

A andlise dos dados foi feita pela estimativa da eficiéncia de amplificacdo de
cada amostra em questdo utilizando o software “LinRegPCR” (Ramakers et al.,
2003) que considera a eficiéncia com base na curva de amplificagdo individual de
cada tubo. No minimo quatro pontos de cada curva de amplificacdo na fase
exponencial foram delimitados e a média desses valores determinou o Threshold

para cada gene. A eficiéncia de cada gene foi calculada pela média das eficiéncias
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individuais de cada amostra analisada (tabela 03).

Diferencas na taxa de expressao dos genes foram normalizadas pela
freqliéncia de expressao daquele que foi considerado o melhor controle endégeno
(GAPDH, HPRT ou B-actina). A expressao relativa dos genes analisados foi

determinada pelo método de Pfaffl (Pfaffl, 2001).

Tabela 2: Oligonucleotideos iniciadores murino-especificos utilizados para a amplificacdo dos

genes alvos.
Gene Seqguluéncia Temperatura de Concentracao
anelamento de oligo (nM)
(G®)
GAPDH F TGACTCTACCCACGGCAAGTTCAA 60 200
R ACGACATACTCAGCACCAGCATCA
B-actina F TTGCTGACAGGATGCAGAAGGAGA 60 100
R ACTCCTGCTTGCTGATCCACATCT
HPRT F AGGGAAGTGACAATCTACCTGACG 60 100
R GAAATGTCTGTTGCTGCGTCCCTT
HSP70 F ACTCCTTCGTTCGGTCTGCAATCA 60 200
R CTGGGAATGCAAAGCACACGTGAA
Heparanase F TGTCAAGAGTGAAAGGCCCAGACA 60 200
R GCAGCTTCAAGTGCTTGGTGACAT
NF-kB F AAACCAAAGCCCTGAAAGGCCATC 60 200

R TCGGAAGGCCTCGAATGACATCAA
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Tabela 3: Média das eficiéncias de amplificagdo individuais de cada amostra analisada.

Eficiéncia dos genes alvos

Genes Eficiéncia (%6)
GAPDH 90,5
B-actina 99,1
HPRT 97,0
Heparanase 93,7
HSP70 97,2
NF-kB 96,2

4. Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média = desvio padrdo da
média. Diferencas entre as médias foram testadas por Anadlise de Variancia
(ANOVA) seguida por testes de significancia. Dados ndo paramétricos (escores)
foram expressos como mediana e analisados pelo teste de Kruscal-Wallis. Dados
descontinuos foram analisados pelo teste X?. SignificAncia estatistica foi

considerada para valores de p < 0,05.
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Resultados



1. Avaliag¢des Macroscopicas

Conforme esperado, nos animais ndo coliticos, nenhum dos parédmetros de
lesdo macroscopica foi afetado pelos diferentes tratamentos utilizados. No grupo
dos animais coliticos ndo tratados (Controle), a administracdo intracol6nica de
TNBS resultou em inflamagdo no epitélio colénico, evidenciada apds 48 horas com
uma necrose na camada mucosa. Esta lesdao estendeu-se por 2.5 - 5.6 cm ao longo
do cdlon, e promoveu a ocorréncia de espessamento e hiperemia na parede
intestinal, acompanhada ainda por uma diferenca significativa da relacdo peso-
comprimento (mg/cm), incidéncia de diarréia e aderéncias em relagdo ao grupo
branco (Tabela 4). Apenas a relagao peso/comprimento foi afetada pelo tratamento
com 2mg/kg prednisolona, os demais tratamentos nao foram capazes de reverter

nenhum dos pardmetros analisados (Tabela 04).
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Apds a administragdo do TNBS, pode-se notar uma diminuigdo na
quantidade de alimento ingerida. Os animais ndo coliticos restabelecem
normalmente o consumo apods o jejum e diferiram estatisticamente na quantidade
de alimento ingerida quando comparados aos animais do grupo controle. Apenas os
animais tratados com prednisolona foram capazes de restabelecer o consumo de
alimento apo6s a indugdo do processo inflamatdrio colénico (p< 0.05, diferenca

estatistica ndo demonstrada no grafico) (Figura 01).
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Figural: Avaliacdo do consumo de ragao por grupo, dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em consumo/ numero de

animais.
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Como conseqliéncia da redugdo no consumo de alimento ocorre também
uma reducdo do peso corporeo. Os animais ndo coliticos foram capazes de
restabelecer o ganho de peso de antes do jejum. Nenhum dos tratamentos foi
capaz de restabelecer o ganho de peso nos animais coliticos quando comparados

com o grupo controle-TNBS (figura 02).
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Figura 2: Avaliagdo da evolugdo do peso corporal dos animais submetidos ao modelo experimental

de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em A peso corporal.

2. Avaliagoes Bioquimicas

Apos a administracdo do TNBS diversos parametros bioquimicos se
encontram alterados no célon, como por exemplo, aumento da atividade da MPO
(figura 03) e da fostatase alcalina (figura 04) e deplegdo dos niveis de glutationa
total (figura 05) quando se comparam os animais do grupo controle TNBS com os
animais do grupo branco.

Nos animais ndo coliticos, nenhum destes parametros foi afetado apds o
tratamento com prednisolona, sulfassalazina e azatioprina. No entanto, o pré-
tratamento dos animais coliticos com prednisolona, sulfassalazina e azatioprina

evitou a deplecdo nos niveis de glutationa coldnica, quando comparado ao grupo
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controle TNBS (Figura 05). Adicionalmente, estes tratamentos promoveram
diminuicdo da atividade da enzima mieloperoxidase (Figura 03). No entanto,
apenas o pré-tratamento dos animais coliticos com prednisolona e azatioprina
promoveu uma diminuigdo da atividade da fosfatase alcalina quando comparados
ao controle TNBS (figura 04), diferentemente dos animais coliticos tratados com

sulfassalazina que nao diferiram significativamente do grupo controle TNBS.
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Figura 3: Avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidade (MPO) em animais submetidos
ao modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média +

E.P.M. Valores sem letras em comum diferem em p<0.05.
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Figura 4: Avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina (FA) em animais submetidos ao

modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média +

E.P.M. Valores sem letras em comum diferem em p<0.05.
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Figura 5: Avaliagdo dos niveis de glutationa colonica (GSH) em animais submetidos ao

modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média +

E.P.M. Valores sem letras em comum diferem em p<0.05.
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3. Avaliacoes Moleculares

Em relagdo a expressdo relativa do gene da HSP70, observamos inicialmente
que esta expressdo foi alterada apds a administracdo de TNBS. Observou-se ainda
gue nos animais nado coliticos, o grupo tratado com azatioprina diferiu
significativamente do grupo branco, promovendo um aumento de aproximadamente
80% nos valores dessa expressdo, enquanto que o pré-tratamento com
sulfassalazina e prednisolona ndo interferiram com esta expressdao nos animais
saudaveis. Nos animais coliticos o tratamento com prednisolona promoveu uma
diminuicao significativa em relagdo ao grupo controle TNBS (p<0.05), sendo que os

demais tratamentos ndao promoveram alteracdes na expressao desse gene (figura

06).
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Figura 6: Avaliagdo da expressdo relativa de HSP70 em animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média + E.P.M.

Valores sem letras em comum diferem em p<0.05.
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Na expressao relativa do gene HPRT (figura 07) observa-se um aumento no
grupo controle TNBS em comparacao ao grupo branco (p<0.01). A administracao
dos diferentes farmacos aos animais ndo coliticos ndo alterou a expressdo basal
dessa enzima. J& nos animais coliticos, o pré-tratamento com prednisolona,
sulfassalazina e com azatioprina foi capaz de reduzir de maneira significativa a

expressdo deste gene (p<0.05, p<0.01 e p<0.05 respectivamente).
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Figura 7: Avaliagdo da expressdo relativa de HPRT em animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média += E.P.M.

Valores sem letras em comum diferem em p<0.05.
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Na analise da expressdo relativa da heparanase (figura 08) foi possivel
observar um aumento significativo nos animais do grupo controle TNBS quando
comparados aos animais do grupo branco (p<0.05). O pré-tratamento dos animais
ndo coliticos com prednisolona, sulfassalazina ou azatioprina ndo alterou a
expressdo basal dessa enzima. Os animais coliticos tratados com sulfassalazina e
azatioprina apresentaram uma expressdao diminuida deste gene em relagdo ao
grupo controle TNBS, mas o pré-tratamento com prednisolona ndo reduziu a

expressao deste gene (p<0.01 e p<0.05 respectivamente).
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Figura 8: Avaliacdo da expressao relativa de Heparanase em animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média + E.P.M.

Valores sem letras em comum diferem em p<0.05.
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Quanto a expressdo relativa do gene NF-kB (figura 09) é possivel observar
um aumento de trés vezes nos animais do grupo controle TNBS em relagdo aos
animais do grupo branco (p<0.05). A administracdao dos farmacos de referéncia nos
animais ndo coliticos ndo altera a expressdao basal deste fator de transcrigdo.
Somente os animais coliticos pré-tratados com sulfassalazina apresentaram uma

diminuicdo na expressdo deste gene (p<0.05).
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Figura 9: Avaliagdo da expressdo relativa de NF-kB em animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média = E.P.M.

Valores sem letras em comum diferem em p<0.05.
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1. Validac¢ao do modelo experimental

Para investigar a patofisiologia da DII, diversos modelos experimentais de
inflamagdo tém sido desenvolvidos. Um dos mais utilizados € o modelo de colite
induzida pelo acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS). Acredita-se que este modelo
assemelha-se a DC uma vez que a inflamagdo resultante é mediada por uma
resposta Thl com uma grande producdo de citocinas pré-inflamatérias como, por
exemplo, IFN-y, TNF-a e IL-12 (Jurjus et al., 2004; Velde et al., 2006; Alex et al.,
2008).

A colite induzida por TNBS se desenvolve rapidamente caracterizando-se por
perda de peso dos animais e danos na mucosa colonica. Histologicamente, a
inflamagdo é caracterizada por infiltracdo de neutrofilos, macréfagos e mastdcitos,
tanto na mucosa quanto na submucosa, além de linfécitos e fibroblastos (Hoffmann
et al., 2001; Fiorucci et al., 2004). Jurjus et al. (2004) demonstraram ainda
diminuicdo na absorgdo de agua na mucosa inflamada, podendo ser este fator
responsavel pela ocorréncia de diarréia que ocorre ndo apenas em animais coliticos
como também em pacientes com DII.

Bioquimicamente, é observado um aumento da atividade de enzimas como a
mieloperoxidase (Sanches-Fidalgo et al., 2007) e a fosfatase alcalina (Sanchez de
Medina, 2004), bem como alteracdes nos sistemas antioxidantes da mucosa
intestinal. Kim & Berstad (1992) demonstraram que a inflamagao caracteriza-se por
uma diminuigdo nos niveis de glutationa (GSH), provavelmente devido a produgdo
de metabolitos reativos de oxigénio pelo TNBS.

A GSH é predominantemente a primeira defesa antioxidante intracelular
contra os produtos toxicos de oxigénio (Deleve & Kaplowitz, 1991). Apds a
exposicdo da GSH em sua forma reduzida ao agente oxidante, como as espécies

reativas de oxigénio e nitrogénio, ocorre sua oxidacdo a sua forma oxidada (GSSG),
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cuja reagdo é catalisada pela glutationa peroxidase (GPx). A recuperagdo da GSSG
é feita pela enzima glutationa redutase (GSHred), na presenca de NADPH,
constituindo um ciclo redox essencial para manutencdao da integridade do sistema
protetor celular (Wang & Ballatori, 1998). Em situagGes em que o sistema de éxido-
reducdo esta integro, ha recuperacdo da GSH, entretanto, sob condigdoes de
excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor, ocorre
desequilibrio entre o consumo de GSH e a producdo de GSSG, o que acarreta em
estresse oxidativo (Shan et al., 1990; Gilbert, 1990; Halliwel, 1993). Assim, a
intensidade do estresse oxidativo pode ser monitorada pela glutationa total
(GSH+GSSG).

Ao analisarmos os niveis de glutationa total nos animais controles podemos
notar uma deplecdo em seus niveis em 40% quando comparados aos animais
brancos, confirmando o aumento do estresse oxidativo no local da aplicagdao do
TNBS. Todos os tratamentos foram eficazes em evitar a deplegdo dos niveis de GSH
indicando uma fungdo antioxidante dos farmacos utilizados.

A enzima mieloperoxidase, encontrada predominantemente nos granulos
azurofilos dos neutroéfilos, é considerada um importante marcador bioquimico que
caracteriza a infiltracdo desse tipo celular e a inflamagdo tecidual (Winterbourn &
Brennan, 1997). A redugao na atividade da enzima mieloperoxidase pode ser
interpretada como uma propriedade antiinflamatdéria de determinado composto
indicando uma diminuicdo na migragdo de neutréfilos para a area inflamada
(Krawisz et al., 1984).

Em nosso experimento pode-se observar um aumento na atividade da MPO
quando comparamos os animais do grupo controle TNBS com os animais do grupo
branco indicando uma migracdo aumentada de neutréfilos no local da inflamacéo.
Os tratamentos com os farmacos de referéncia foram eficazes em diminuir a
atividade dessa enzima diminuindo assim a inflamagdo tecidual mesmo apds a

administracao do TNBS.
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O terceiro marcador avaliado foi a atividade da fosfatase alcalina. A
fosfatase alcalina € uma glicoproteina de membrana ligada ao fosfatidilinositol e
compreende uma familia de enzimas que quelam radicais fosfato em pH alcalino.
Essa enzima pode ser encontrada em diferentes tipos celulares, incluindo os
neutrofilos (Karlsson et al., 1995) e leucocitos (Smith et al., 1984). Sua fungdo
fisioldgica é ainda desconhecida, mas sabe-se que esta enzima fica aumentada no
processo inflamatorio intestinal (Sanchez de Medina et al., 1996; Gonzalez et al.,
2001; Sanchez de Medina et al., 2004). Desta forma, a reducdo na atividade da
fosfatase alcalina pode ser interpretada como uma manifestacdao da atividade
antiinflamatoria das substancias em estudo (Sanchez de Medina et al., 2004).

Os resultados observados neste estudo demonstram um aumento da
atividade da fosfatase alcalina em aproximadamente 50% quando comparamos 0s
animais controles com os animais do grupo branco. Esse aumento reflete o
aumento da atividade inflamatdéria local. O tratamento com prednisolona e
azatioprina foi eficaz em diminuir a atividade desta enzima indicando uma
diminuicdo do processo inflamatério.

Outro marcador analisado neste estudo foi a expressdo génica do fator de
transcricao nuclear (NF-kB). Uma variedade grande de sinais como, por exemplo,
citocinas pro-inflamatorias, fatores de crescimento, hormoénios, estresse oxidativo e
infeccdes virais podem causar a ativacdo do NF-kB. Esse fator de transcricao
ativado induz a transcricdo de varios outros genes como, por exemplo, citocinas,
fatores de crescimento, moléculas de adesao além de genes anti-apoptose (Badr et
al., 2009). Visto sua capacidade de induzir a expressdo de varios mediadores pro-
inflamatérios, o NF-kB tem sido descrito como um dos fatores chave na
patofisiologia de diversas doencas inflamatdrias cronicas (Wullaert, 2010).

A ativacdo deste fator ocorre principalmente por duas vias de sinalizacao
conhecidas como via classica (candnica) e alternativa. A primeira via afeta
primariamente diversos dimeros do NF-kB, dos quais o mais comum é o

heterodimero RelA(p65)-p50, por meio de fosforilacdo induzida por protedlise de
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quinases responsaveis pela ativagdo do NF-kB, chamadas de quinases Ik-B (IKK),
enquanto que a segunda via afeta somente a ativacdo do dimero RelB-p52, por
meio da fosforilacdo induzida por proteinas precursoras (Karin, 2005). Ha amplas
evidéncias sugerindo que a via classica é a mais importante para a iniciacdo e
propagacdo da resposta inflamatdria (Senftleben et al., 2001), enquanto a segunda
€ mais importante para o desenvolvimento de drgdos linfdides secundarios e
imunidade adaptativa (Bonizzi & Karin, 2004). Tem sido considerado improvavel
que a simples ativacdao desta via seja suficiente para a iniciacdo da resposta
inflamatdria, visto que muitos dos promotores estudados, tais como o INF-y,
necessitam da assisténcia de outros fatores (Karin, 2004).

Hollenbach et al. (2004), Fichtner-Feigl et al., (2005) e Joh et al. (2010)
demonstraram que no modelo de colite induzida por TNBS sdo encontrados niveis
elevados desse fator de transcricdo e que a administracdo de inibidores de NF-kB
podem levar a uma melhora dessa inflamagao.

Neste estudo, semelhante ao encontrado na literatura, os animais do grupo
controle TNBS apresentaram um aumento de trés vezes nos niveis de NF-kB
guando em comparacado aos do grupo branco e a administracdo dos farmacos de
referéncia ndo aumentou a expressdo basal desse gene. A administracdo de
prednisolona e azatioprina aos animais coliticos ndo foi capaz de alterar esse
parametro.

Assim como demonstrado por diversos autores, a administracao de
sulfassalazina foi capaz de diminuir a expressao de NF-kB. Wahl et al. (1998),
Weber et al. (2000) e Zhao et al. (2010) demonstraram que a administracdao de
sulfassalazina é capaz de reduz ou até mesmo inibir a expressdo desse fator de
transcricdo tanto in vitro quanto em modelos animais de colite como a colite
induzida por DSS demonstrando que a cascata de ativacdo do NF-kB pode fazer
parte de seu mecanismo de agao.

Com os resultados obtidos nestes parametros analisados, validamos o

modelo experimental em estudo e iniciou-se o estudo para a avaliagdo da
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expressao de alguns genes neste modelo experimental. Foram selecionados para
este estudo a HSP70 e a Heparanase, além da expressdao da HPRT que fora

inicialmente escolhido como um gene enddgeno.

2. “Heat shock protein” 70

A HSP70 é conhecida como uma proteina do estresse e confere resisténcia a
varios tecidos sendo sintetizada rapidamente apds a exposicao por apenas alguns
minutos ao agente estressor. E Gtil na manutencdo da homeostase, facilitando o
reparo de areas danificadas e fornecendo protecdo contra injurias (Kaufmann,
1990; Liu et al., 2010)

Alguns estudos tém sugerido que a expressdao e sintese da HSP70 sdo
induzidas quando as células sdo expostas a situagdes como temperatura elevada,
agentes quimicos, infecgdes, inflamagdo e hipdxia podendo assim agir como
marcadora de danos celulares (Jin et al., 1997; Ludwig et al., 1999; Matsuo et al.,
2009; Wieten et al., 2010).

Diversos autores tém demonstrado que tanto em pacientes com DC quanto
em pacientes com RCU a expressdo desse gene estd aumentada. Além disso,
modelos animais de indugao de colite como a administracao de DSS faz com que
ocorra um aumento da sintese e da expressdo desse gene na mucosa colbnica
(Ludwig et al., 1999; O Petrof et al., 2004; Tanaka et al., 2007).

Por outro lado sabe-se que as células intestinais epiteliais sdo mais
resistentes ao estresse celular quando ocorre uma inducdo primaria das “heat
shock protein” corroborando a fungdo protetora desta proteina. Esse acumulo de
HSP70 faz com que proteinas que venham a ser danificadas sejam prontamente
recuperadas ou entdo sofram protedlise tornando o local menos propenso a danos

(Ludwig et al., 1999; Noonan et al., 2008).
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Em nossos experimentos a expressao da HSP70 se mostrou trés vezes maior
nos animais do grupo controle em comparagao aos do grupo branco, indicando um
dano significativo no local da administracdo do TNBS semelhante ao que ocorre em
pacientes com DII. O pré-tratamento dos animais com os diferentes farmacos
demonstrou que apenas a azatioprina foi capaz de aumentar a expressao desta
proteina reparadora tanto em animais saudaveis como em animais coliticos. O
tratamento dos animais saudaveis com sulfassalazina e prednisolona ndo interferiu
com a expressdo deste gene, no entanto, o tratamento com prednisolona impediu o
aumento da expressao de HSP70 induzido pela administracdao de TNBS. Este efeito
€ similar aos produzidos pela sulfassalazina, apesar de se verificar uma tendéncia

ndo significativa de aumento da expressdo de HSP70 nos animais coliticos.

3. Heparanase

A Heparanase é uma endo-B-glucoronidase capaz de clivar as ligagbes das
cadeias de heparan-sulfato em locais pré-determinados liberando fragmentos e
desestabilizando o local. Tradicionalmente sua atividade foi relacionada com a
invasdo celular associada a angiogénese, inflamacgdo, autoimunidade e metastase,
sendo relacionada atualmente a malignidade de um ndmero cada vez maior de
tumores (Bame et al., 1998; Behzad & Brenchley, 2003; McKenzie, 2007).

Acredita-se que sua ativacado possa liberar diversos mediadores que estavam
ligados as cadeias de heparan-sulfato. Esses mediadores podem ser fatores de
crescimento, citocinas e quimiocinas, dessa forma afetando as fungbes tanto das
células quanto dos tecidos (Doviner et al., 2006; Ben-Zaken et al., 2008).

Um estudo de Li & Vlodavskym (2009) demonstrou que em tecidos normais
de coélon ndo havia expressdo dessa enzima € NnoS poucos casos em que se
encontrou uma expressdo, esta era fraca e restrita a superficie do epitélio luminal.

Quando pode se observar um aumento o mesmo estava relacionado a inflamacdo
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colOnica provavelmente devido a uma maior vascularizagdo no local e a degradagao
da membrana basal subendotelial do tecido (Li & Vlodavskym, 2009). Outro estudo
realizado por Waterman et al. (2007) demonstrou um grande aumento na
expressdo da heparanase em amostras provenientes de bidpsias de pacientes com
doenca inflamatdria intestinal e que a administracdo de um inibidor de heparanase
foi eficaz no tratamento destes pacientes, sugerindo que a heparanase esta
intimamente relacionada a essa patologia e dessa forma deve ser considerada como
um alvo para o desenvolvimento de novas terapias antiinflamatoria.

No presente estudo, semelhante ao que ocorre em humanos com DII, pode-
se notar um aumento da expressao da heparanase nos animais do grupo controle
sugerindo que também no modelo de colite induzida por TNBS essa enzima esteja
alterada. Esse aumento chegou a aproximadamente 70% nos animais controles,
devido provavelmente, a clivagem da matriz das células presentes no intestino
aumentando o dano encontrado no local da inflamacgao.

O tratamento de animais sadios com os diferentes farmacos nao alterou sua
expressdo basal, indicando que ndo houve uma indugdo primaria de sua expressao,
porém quando comparamos os animais do grupo controle com os animais coliticos
tratados com sulfassalazina e azatioprina notamos uma diminuicdo nos niveis de
heparanase, dessa forma sugerindo que esses farmacos sejam pelo menos em
parte, inibidores dessa enzima. No caso do tratamento com prednisolona ndo
encontramos diferengas significativas entre os animais do grupo controle e animais
coliticos tratados com esse corticoide sugerindo que seu mecanismo de agdo ndo

esteja correlacionado com a expressao desta enzima.

4. Hipoxantina Fosforribosiltransferase

Hipoxantina Fosforribosiltransferase (HPRT) é uma enzima responsavel pela

reciclagem de purinas, convertendo as bases livres, hipoxantina e guanina, em
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nucleotideos purinicos utilizaveis (Arnold & Kelley, 1971; Ceballos-Picot et al.,
2009). Essa reciclagem permite a utilizacdo dessas bases em novas sinteses de
nucleotideos e acido nucléico, sendo que 90% das purinas utilizadas sdo de origem
reciclada, o que possibilita uma diminuigdo no gasto energético celular (Sculley et
al., 1992).

Pouco se sabe sobre a influéncia de alteracGes na expressdo da HPRT em
pessoas saudaveis, porém foi relatado que a auséncia funcional da mesma leva a
um quadro de retardo mental e em casos graves a uma sindrome conhecida como
Sindrome de Lesch-Nyhan (Arnold et al., 1991; Albertini, 2001).

Em nosso estudo, inicialmente o objetivo da avaliagao da expressao da HPRT
estava relacionado com a escolha de um gene enddgeno para futuras comparagoes,
porém, ao analisarmos os resultados, observamos que sua expressdo estava
aumentada nos animais coliticos. Desta forma a HPRT transformou-se de um
simples gene enddgeno em um gene com significancia funcional neste modelo
experimental.

Através da anadlise dos nossos resultados podemos notar um aumento de
aproximadamente 88% na expressdo da HPRT nos animais coliticos quando
comparamos 0s animais do grupo branco. Esse resultado pode significar um
aumento significativo no dano aquele sitio de inflamagdo. Ao administrarmos o
TNBS grande quantidade de células é danificada, restando uma grande quantidade
de bases purinicas livres e prontas para a “reciclagem”. Walsh et al.,(1990)
demonstrou que os niveis de mMRNA de HPRT podem ser afetados pelo simples
aumento dos niveis de purinas e nucleotideos livres no intestino de ratos. Esse
aumento na disponibilidade de bases no local da inflamagao provavelmente levou
ao aumento na expressdo génica da HPRT encontrado em nosso experimento.

A administracdo dos trés farmacos de referéncia foi eficaz em reduzir a
expressao desse gene, indicando um papel do mesmo no mecanismo de acao da
sulfassalazina, da prednisolona e da azatioprina, uma vez que a diminuicdo da

expressao desse gene foi acompanhada da diminuicdo da inflamacao local.
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Com base nestes resultados podemos considerar validadas as duas
hipéteses levantadas, visto que foi possivel verificar a participacdo da HSP70,
heparanase e HPRT no processo inflamatorio intestinal induzido por TNBS em ratos,
assim como determinar os efeitos de forma diferenciada da azatioprina,
sulfassalazina e prednisolona sobre estes marcadores moleculares. Estes resultados
indicam claramente que estes genes podem ser utilizados como marcadores do
processo inflamatério intestinal induzido por TNBS, similarmente ao que ocorre,
especialmente para HSP70 e heparanase em humanos. Da mesma forma, estes
genes se mostraram como alvos farmacoldgicos, indicando a importancias dos
mesmos na pesquisa e avaliagdo de atividade antiinflamatdria intestinal de novos

farmacos.
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Conclusdo-



Com base nos objetivos propostos, nos resultados e discussdes

apresentadas, foi possivel concluir que:

1) A HSP70, heparanase e HPRT sdo trés importantes marcadores do
processo inflamatério no modelo de doenca inflamatéria intestinal
induzida por TNBS em ratos, uma vez que se apresentam aumentados
nos animais submetidos a inducdo do processo inflamatério quando em
comparacdo aos animais sadios, podendo assim ser utilizados como
marcadores moleculares no modelo de colite induzida por TNBS em
ratos.

2) A prednisolona foi capaz de reduzir a expressao tanto da HSP70 quanto
da HPRT, sugerindo que esses genes fagam parte de seu mecanismo de
acao antiinflamatorio.

3) A sulfassalazina foi capaz de diminuir a expressdao da HPRT e da
Heparanase, sugerindo que a inibicdo desses genes possa ser em
partes, responsavel por sua atividade.

4) A azatioprina foi capaz de alterar de modo significativo os trés genes
estudados, diminuindo a expressdao da HPRT e da Heparanase e pré-
induzindo a expressao da HSP70, demonstrando que sua atividade sobre

a inflamagdo intestinal possa estar relacionada a esses marcadores.
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