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RESUMO

Foram investigados os efeitos da glutamina sobre marcadores de estresse
oxidativo, ativacdo do fator de transcricdo nuclear Kappa Beta e mediadores pro-
inflamatorios em um modelo de colite experimental induzida por acido acético em
ratos Wistar. A glutamina (25 mg / Kg), foi administrada via retal 48 e 24 horas antes
da instilacdo de acido acético. A Glutamina reduziu significativamente os escores de
dano histolégico e preveniu parcialmente a diminuicdo das pressfes anais
esfincterianas nos animais que receberam acido acético.
Os valores da lipoperoxidacdo medidos por TBARS e quimiluminescéncia foram
significativamente inferiores no grupo que recebeu glutamina profilatica em
comparacdo ao grupo colite. A instilagdo de &acido acético induziu a um aumento
significativo na expressdo do NF-KB no nucleo, o que resultou em alteracdes nas
concentracdes citosolicas do IKK e da forma ndo fosforilada do inibidor IKB. A
expressdo da enzima oOxido nitrico sintase (INOS) e da cicloxigenase-2 (COX-2)
estdo significativamente aumentados. Todos estes efeitos foram parcialmente
prevenidos pela administracdo de glutamina. Concluiu - se que a atividade
antinflamatéria da glutamina no modelo de colite induzida por acido acético em ratos
deve-se, pelo menos em parte, pela inibicdo da expressao de certos mediadores pré

- inflamatdrios que sao regulados pela rota de transcricao do NF-KB.

Xiv



1 - INTRODUCAO

O intestino grosso é o segmento do trato gastrintestinal localizado entre o ileo
e o canal anal. Inicia-se no ceco que contém a valvula ileo-cecal e o apéndice cecal.
Progride cranialmente como célon ascendente em direcdo ao figado, onde angula
medialmente formando o angulo hepatico. Desloca-se para a esquerda como célon
transverso até a localizagcdo do bacgo, onde angula novamente no sentido caudal
para formar o c6lon descendente e sigmoide. Na porcao final do célon sigméide tem-
se uma alteracdo da camada muscular e uma dilatacdo do intestino grosso para
formar o reto. Este dltimo termina no canal anal (GARDNER, 1980; BURLEIGH et
al., 1992).

Histologicamente, o intestino grosso ndo difere muito do restante do trato
gastrintestinal. Apresenta uma camada mucosa com glandulas, uma submucosa
com vasos e duas camadas musculares. A camada muscular interna é circular, e a
externa € longitudinal. A musculatura longitudinal apresenta uma formacéao
caracteristica a partir do ceco, dispondo-se em trés agregados musculares que
percorrem todo o intestino grosso, fundindo-se no reto, para novamente formar uma
Unica camada muscular longitudinal. A este agregado muscular da-se o nome de
ténia (HAM & CORMACK 1978; ETTARH & CARR, 1997).

Sob o ponto de vista fisiolégico, o intestino grosso € responsavel pela
formacdo e transporte das fezes, absorcdo de agua e pelo metabolismo da uréia,
aménia e de determinados hormonios e algumas vitaminas. Apresenta, ainda,

movimentos segmentares e de propulsdo (GANONG, 1995).
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Assim como o restante do trato gastrintestinal, o intestino grosso também
pode ser acometido por inUmeras doencas. Entre elas, destacamos a colite,
enfermidade inflamatéria que compromete principalmente a mucosa e que pode ser
causada por agentes infecciosos, inflamatérios, téxicos, medicamentosos e auto-
imunes (DUTHIE, 1993).

Estudos prévios, realizados no Laboratério de Fisiologia Digestiva e Estresse
Oxidativo da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em ratos com
diabetes induzido por estreptozotocina, demonstraram significativas alteracfes de
carater inflamatério no intestino grosso dos animais estudados. Observou-se
aumento da lipoperoxidacdo e dos niveis de 6xido nitrico no homogeneizado da
mucosa do intestino grosso distal desses animais, sugerindo a presenca de
processo inflamatério no local. Cortes histoldégicos dos segmentos demonstraram
importante infiltrado inflamatério com a presenca de neutréfilos na mucosa e
submucosa. A analise histol6gica encontrou semelhanca entre o canal anal desses
animais e o de humanos (FILLMANN et al, 2002). Observou-se também um
infiltrado neutrofilico demonstrando a presenca de colite no intestino grosso dos
animais diabéticos (FILLMANN et al, 2002).

1.1 - Colite

O ambiente da mucosa intestinal € uma mistura complexa de antigenos da
dieta, flora bacteriana normal, produtos do metabolismo bacteriano e patégenos
potenciais. E essencial, portanto, que o sistema imunolégico seja capaz de
discriminar a presenca de cada um desses estimulos, prevenindo a entrada
excessiva de agentes patogénicos através da mucosa; enquanto, ao mesmo tempo,
mantém em estado irresponsivo para evitar uma resposta aos materiais antigénicos
complexos, porém inofensivos, que atravessam a mucosa (BERN et al., 1989). O
sistema imunolégico adquire essa funcdo através de mecanismos altamente
regulados e especializados que incluem imunoglobulinas (IgA) especializadas, tipos
especiais de células T diferenciadas e um padrdo de circulacdo que se dirige,

essencialmente, para uma resposta imune da mucosa (NIVATHVONGS et al, 1992).
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O processo inflamatorio pode ser dividido nas fases de iniciacdo, amplificacdo
e cicatrizagdo, embora, na maioria das vezes, essas fases ocorram todas ao mesmo
tempo e ndo isoladamente. Existem dois grandes caminhos pelos quais o sistema
imune poderia mediar a lesdo da mucosa durante a fase de iniciacdo da colite.
Diretamente, através de uma acdo auto-imune contra o epitélio intestinal e,
indiretamente, por uma acao nao-auto-imune de hiperativacdo das células T, através
de uma lesdo causada por um elemento local ndo-agressor (POVOA FILHO, 1995;
PANES & GRANGER, 1996).

A doenca intestinal inflamatéria idiopatica (DIl) compreende um espectro de
doencas que se caracterizam por uma inflamacao cronica do trato gastrintestinal
sem uma causa ou patdégeno especifico. Incluida nessa classificacdo estd a
retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI) que envolve exclusivamente o colon e o
reto, caracterizando-se por um infiltrado celular inflamatério mononuclear superficial
na mucosa e pela presenca de Ulceras superficiais. A outra forma bem conhecida de
apresentacao da DIl é a Doenca de Crohn que pode afetar qualquer segmento do
trato gastrintestinal. Essa doenca se caracteriza por um processo inflamatorio focal,
transmural e freqientemente granulomatoso, que pode resultar no aparecimento de

fistulas, perfuracdes e estenoses.

A retocolite ulcerativa, que tem sua etiologia desconhecida, é caracterizada
por ulceracbes da mucosa, infiltrado inflamatério na submucosa e eventuais
manifestacdes extra-intestinais (SINGLETON, 2005). A colite pode estar relacionada
com fatores ambientais, dietéticos, genéticos e da resposta imune (SINGLETON,
2005) (Figura 1).

O estudo da retocolite ulcerativa é importante pela sua maior e crescente
incidéncia em jovens nos ultimos anos, pela sua cronificagdo e malignizacéo
(CHAMBERS et al., 2005).
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Fatores externos ex
rmicrobacténias, drogas, toxinas

Fatores lesfio inespecifica Célula
{innocent bystander)
endogencs SISTEMAIMUNE _ <———— | Alvo
sistarma DA MUCOSA - .
neurcencacring
lesdo direta autoimune

Figura 1 — Interacdo entre os fatores que contribuem para a patogénese da colite. Adaptado de
Shanahan & Targan (SHANAHAN . & TARGAN , 1995).

A etiologia dessas duas formas de DII, retocolite ulcerativa (RCUI) e a Doenca
de Crohn, permanece incerta. Entretanto, anormalidades na imunidade celular e
humoral parecem estar implicadas na sua etiologia. A relacdo precisa entre as
alteracdes destas cascatas inflamatérias e o desenvolvimento da DIl ainda

necessitam ser definidas.

1.2 - Colite Experimental

Varios modelos experimentais de colite foram desenvolvidos uma vez que os
riscos oriundos da pesquisa em humanos sdo grandes. Panés & Granger (1996)
descreveram varios modelos animais de doenca intestinal inflamatéria que podem
ser classificados de acordo com as suas caracteristicas de apresentacédo (aguda ou
cronica), pela forma de desenvolvimento (induzido ou espontaneo) ou ainda pela
forma de inducgdo (toxica, infecciosa, imunomediada). Os modelos mais conhecidos

e suas caracteristicas estdo apresentados na Tabela 1.

Os modelos experimentais de colite auxiliam na investigacdo de diferentes
aspectos relacionados ao processo inflamatério do colon.Granger et al (2007)
recentemente demonstrou 0s mecanismos de recrutamento de leucocitos e
plaguetas em camundongos através da videomicroscopia intravital. Técnica
semelhante ja havia sido demonstrada por Panes. Gao et al (2007) apresentaram

uma analise histologica do intestino grosso de ratos Sprague Dawley submetidos a
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colite experimental com dextran e &lcool. InUmeros trabalhos foram publicados
demonstrando a eficacia dos modelos experimentais de colite para o estudo dessa
doenca, avaliando aspectos de biologia molecular, fisiologia, uso de drogas,
protetores ou indutoras de colite e também de estresse oxidativo. O uso desse
modelo experimental para avaliar a eficacia do tratamento da dor com acupuntura
também ja foi descrito.(Miranda et al,2007; Inoueet al,2007; Kim et al,2007)

Na grande maioria dos casos a via de administracdo do farmaco para induzir
a colite é feita via retal. Entretanto, modelos de administracdo via oral e
intraperitoneal também podem ser utilizados. A dose e o tempo de duracdo da
inducdo também sao variaveis. Alguns autores utilizam uma Unica dose na indugéo,
outros preferem a administragdo cronica de doses menores. (Fillmann et
al,2007;Kaya et al,2007)

Tabela 1 — Caracteristicas dos modelos experimentais, em ratos e camundongos,

de doenca inflamatoria intestinal.

MODELO (Indutor)  APRESENTACAO METODO DE INDUCAO

Acido Aguda Toxico
TBNS Aguda Possivelmente
Dextra Aguda Possivelmente
Poliss Aguda Imunomediado
Imuno Aguda Imunomediado
Indom Aguda Inibic&o
Tamar Crbnic Espontaneo

HLA- Crbnic Espontaneo
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1.3 - Estresse Oxidativo e Antioxidantes
1.3.1 - Espécies Ativas de Oxigénio (EAO) e Radicais Livres

O oxigénio € um elemento vital e também potencialmente nocivo para as
células. Em certas condi¢Bes, € responsavel por reacdes quimicas muito toxicas
(BOVERIS & CHANCE, 1973).

Na figura 2, a molécula de oxigénio, em seu estado natural, € um birradical
gue possui dois elétrons desemparelhados, sendo um bom agente oxidante, capaz
de oxidar outros atomos ou moléculas, aceitando um par de elétrons (LLESUY,
2002).

Energia
0, «— 0
+2e
+1e
+4 07y H>0-
+1e l +1e
H20¢ HO®* + HO
+1e

Figura 2. Esquema da producéo das EAO (LLESUY, 2002).

Os efeitos deletérios do oxigénio sobre os organismos aerdbios variam
consideravelmente devido a espécie do organismo, a idade, ao estado fisiologico e a
dieta. Os diferentes tecidos de um mesmo animal também podem ser afetados de
formas distintas (KYLE et al, 1990). Esses efeitos ocorrem devido a elevada

producéo de radicais livres (RL) ou de espécies ativas de oxigénio (EAO).

Os radicais livres sdo definidos como qualquer espécie quimica capaz de
existir independentemente e que contenha um ou mais elétrons desemparelhados,
sendo espécies paramagnéticas e altamente reativas, capazes de atacar qualquer

biomolécula (HALLIWELL, 1994). Tais radicais podem ser formados em situacdes
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fisiologicas ou patoldgicas e sdo danosos as células e ao organismo quando
produzidos em grandes quantidades (HALLIWELL, 1994).

Os RL reagem através de ligacdes covalentes ou reagfes bioquimicas em
cadeia. Na primeira situacdo, uma unido covalente ocorre quando dois radicais
formam um par, combinando os seus elétrons desemparelhados. As reacdes
bioguimicas em cadeia ocorrem quando reagem com outro ndo-radical e, ao final
dessa reacao, produzir-se-a outro radical. Além dessas duas vias, existem outras
formas de obtencdo de radicais livres, através da fagocitose na resposta
inflamatoria, em situacfes de exposicdo do organismo a radiacdes ionizantes, nas
contaminagdes, poluicdo, excesso de exercicio, hiperoxia e isquemia (Figura 3)
(HALLIWELL, 1997)

lnﬂamagéo

Toxicidade do oxigénic
Hadlacao

Subslancras quimicas
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Figura 3. O papel do O, na lesdo celular. A isquemia causa lesdo por reducdo dos suprimentos
celulares de O,, enquanto outros estimulos, induzem lesdes através de espécies ativadas toxicas de
oxigénio (KUMAR et al., 2000).

Os radicais livres podem ser pequenos, como a hidroxila, ou grandes e
complexos, contendo atomos de carbono e cadeias laterais. Os dois principais
radicais livres sdo o radical hidroxil (OH®) e o anion radical superéxido (O;%)
(DROGE, 2002).
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As espécies ativas de oxigénio (EAO), como o peroxido de hidrogénio (H205),
podem ser formadas durante o metabolismo normal de qualquer célula através da
perda ou ganho de elétrons por um nao-radical (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999)
e estdo envolvidas numa série de processos degenerativos devido a propriedade de
serem ou gerarem radicais livres (MENEGHINI 1987; YU 1994).

Nos organismos aerobios, o O, € reduzido a agua no final da respiracao
mitocondrial (Figura 4). A molécula de O, , mantém-se unida ao complexo IV da
cadeia respiratoria até que ocorra a reducao total do O, em agua. Durante esse
processo, por receber apenas um elétron de cada vez, ocorre a reducdo parcial do
0., gerando anion superédxido (0,%). Com a adicdo de um hidrogénio ao &anion
superoxido, este se reduz a peréxido de hidrogénio (H,O,). Posteriormente, se um
terceiro elétron for acrescido, ocorrera a formacdo de um radical hidroxil (OH®).
Desse modo, a formacdo de radicais ou de espécies ativas de oxigénio deve-se ao
fato do O, se reduzir & agua de forma monovalente, 0 que permite a geragédo de
moléculas ou ions reativos durante o0 processo de redugdo do oxigénio
(THANNICKAL e FANBURG 2000).

e e 2H'
04 0.° &
> e &g k)& 1o
Mo]e?u!a de » Anion __°  Perodxido Radical Agua
Oxigénio Superoxldo de Hndrogemo Hidroxil

Figura 4. Esquema da reducdo do O, em H,0, na respiragdo mitocondrial e a reducéo das
EAO (MENEGHINI, 1987).

Dessa forma, a geracédo das EAO ocorre durante os processos de oxidacdo
biolégica, dentre os quais podemos destacar a respiracdo celular acoplada a
fosforilacdo oxidativa para formacdo de ATP na mitocondria. A principio, 0 oxigénio
(O,) é reduzido até agua (H,O), recebendo quatro elétrons de uma sO vez pela
citocromo oxidase. Entretanto, em razdo de sua configuragdo eletrdnica, o oxigénio
tem uma forte tendéncia a receber um elétron de cada vez, gerando compostos
intermediarios altamente reativos. A formacdo dessas moléculas ocorre em,
aproximadamente, 5% de todo o processo de reducdo do oxigénio até agua.
(MENEGHINI 1987; YU 1994; DROGE 2002).
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O anion superoéxido (0,") é constituido pela reducdo do O, molecular por um
elétron apdés aporte energético. Normalmente, é removido pela reagdo de
dismutacdo que consiste na reacdo de dois anions de superéxido catalisada pela
enzima superoxido dismutase (SOD). O H,0O, é geralmente produto da dismutacéo
do anion superdxido pela enzima SOD. As enzimas oxidativas sdo capazes de
formar e degradar o peroxido de hidrogénio (H.O,), sendo comumente encontradas
nos peroxissomas. Dentre as mais comuns, encontram-se a catalase (CAT), D-
amino oxidase, urato oxidase, B-oxidase de acidos graxos e glutationa peroxidase
(GPx). O H20O,, apesar de ndo ser um radical livre, pode reagir com outro anion
superéxido, ou com metais de transi¢do, conforme a reacao de Fenton (Reacédo 1) e

Haber-Weiss (Reacéo 2), formando o radical hidroxil (OH®). (HALLIWELL, 1994).

Fe* + H,0, —Fe* + HO*+ HO (Reacéo 1)

‘O, + H, O, —» 0, + HO*+ HO’ (Reag,éo 2)

O radical hidroxil € uma EAO instavel, sendo um dos mais potentes oxidantes
em sistemas bioldgicos. E formado a partir da reagdo do H,O, com um &nion
superéxido ou com ions ferro (segundo a reacdo de Fenton - Reacdo 1) e nao
possui enzima que catalise sua remoc¢ao. Esse radical livre possui a capacidade de
atravessar as membranas e reagir com biomoléculas como lipidios insaturados e
DNA, apesar de sua baixa meia vida (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Os radicais peroxil — alcoxil sdo mais seletivos, reagem com as proteinas da
membrana e iniciam a sequéncia de reacdes em cadeia da peroxidacao de lipidios,

tendo por produto final o malondialdeido.

O oxigénio singlet € uma EAO produzida por fosforilacdo oxidativa, que se
caracteriza como um estado excitado do oxigénio molecular com mais energia pelo
arranjo de elétrons os quais reagem mais rapidamente que o oxigénio em estado
normal. Quando presente em pequenas quantidades, modula processos bioquimicos

e, em grandes concentracdes, provoca lesdes no DNA e destruicdo celular. E
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originado de reac¢fes entre o anion hipoclorito ou anion superéxido com H,0,. Uma
pequena quantidade de O singlet € produzida como resultado da absorcédo da luz
dentro da célula, causando formacdo de um gradiente de fotons através da
membrana celular e da membrana mitocondrial, alterando a permeabilidade celular
para varios ions (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999)

Os danos celulares causados pelos radicais livres podem ser a peroxidacao
lipidica (LPO), a inativac@o enzimética, a alterac@o do estado redox intracelular e o
dano ao DNA. A LPO é uma reacdo em cadeia de formacdo de radicais livres,
iniciada pelo radical hidroxil, que age sobre as cadeias de acidos graxos da
membrana fosfolipidica, na qual o radical hidroxil se transforma em hidroperoxidos
de lipidios (LLESUY, 2002).

A LPO ¢é a auto-oxidacdo das cadeias laterais dos acidos graxos
polinsaturados mediante a abstracdo de um atomo de hidrogénio do grupo metileno
(Fase de Iniciacdo). Apos essa fase, forma-se um radical lipidio-carbono que reage
com a cadeia lateral do acido graxo polinsaturado adjacente (Fase de propagacéao).
Dessa forma, um evento inicial pode desencadear varios ciclos de auto-oxidacao,
suficientes para alterar a funcdo da membrana interrompendo a agdo sobre a
permeabilidade seletiva. Isso causa um descontrole na entrada e saida de anions,
comprovado pela perda de fluidez (LLESUY, 2002).

Logo, em condi¢bes fisiologicas, o balanco entre agentes oxidantes e as
defesas antioxidantes se mantém-se equilibrado. Quando ocorre aumento na
producéo de EAO, diminuigdo das defesas antioxidantes ou ambas as situagdes, 0
equilibrio entre oxidantes e antioxidantes é rompido em favor dos agentes oxidantes
e, nessa situagdo, diz-se que a célula ou o organismo encontra-se sob estresse

oxidativo com potenciais danos a eles. (LLESUY, 2002).

1.3.2 - Defesas Antioxidantes

Existem estratégias celulares de defesa contra os processos mediados pelas
EAO que incluem os sistemas de defesas antioxidantes. Os antioxidantes podem ser

definidos como qualquer substancia que, quando presente em baixas concentragées
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comparadas aquelas de um substrato oxidavel — atrasa significativamente ou impede
a oxidacdo daquele substrato (o termo oxidavel inclui macromoléculas tais como
proteinas, lipidios, hidrato de carbono e DNA). A funcédo desses compostos € manter
0s niveis intracelulares de EAO em baixas concentragfes, e para isso, atuam
prevenindo a formacdo dessas espécies ou combatendo-as uma vez que tenham
sido formadas (REPETTO & LLESUY, 2002).

As defesas antioxidantes compreendem agentes que cataliticamente
removem radicais livres e outras espécies ativas, como as enzimas SOD, CAT e
GPx; proteinas que minimizam a disponibilidade de pré-oxidantes como ions ferro e
cobre ou como transferinas e hepatoglobinas; proteinas que protegem biomoléculas
contra dano por outros mecanismos como proteinas de choque térmico e
substancias de baixo peso molecular que combatem EAO e espécies ativas de
nitrogénio como glutationa, a-tocoferol, acido Urico, bilirrubina e outros (MENDES,
2004).

A atividade das defesas antioxidantes varia com o tipo celular e em diferentes
células do mesmo tecido (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). O sistema
antioxidante é constituido por componentes enzimaticos e nao-enzimaticos que
atuam conjuntamente na protecdo celular. O sistema enzimatico é considerado a
linha de defesa priméaria uma vez que evita o acimulo do anion radical superéxido e
do perdxido de hidrogénio. Existem também as defesas secundarias que impedem a
propagacédo da LPO e as terciarias, enzimas de reparo de danos ja instalados (YU,
1994).

Quando a substancia age neutralizando as EAO na fase de iniciagdo ou
propagacdo da LPO, levando a formacdo de um composto menos reativo, é
chamada de "scavenger'. Ao passo que, se a substancia antioxidante tiver a
propriedade de absorver a energia de excitacdo dos radicais, neutralizando-os, é
denominada de "quencher" (SIES & MURPHY, 1991; HALLIWEL, 1997) . A
distribuicdo das enzimas antioxidantes esta intimamente relacionada com as fontes
de espécies ativas de oxigénio (EAO) e, assim, podemos notar a importancia da
existéncia das defesas antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas. Sem elas, o
equilibrio celular seria alterado e facilitaria o surgimento de vérias disfun¢des que

poderiam levar a processos de doencga.
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1.3.2.1 - Defesas Antioxidantes Enzimaticas

O sistema enzimético, encarregado da detoxificagdo das EAO, é formado por
varias enzimas das quais destacam-se: superdoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx), sendo que cada uma delas desempenha papel

especifico no controle do balanco oxidativo.

A SOD tem por principal funcéo atuar na dismutacao do anion superéxido (O-
2") em H,O, e O,, sendo que o primeiro € menos reativo e pode ser degradado por
outras enzimas (Reacao 3). Essa enzima pode ser classificada em trés grandes
grupos, segundo o metal que se encontra presente no sitio ativo: a Cu-ZnSOD,
localizada no citosol; a SOD-Mn, presente na matriz mitocondrial e a FeSOD,

existente somente nos procariontes e plantas (SIES et al., 1979).

SOD

Oz._ + Oz._—+—2|=|+—> H,O, + O, (Rea(;éo 3)

Os produtos finais da dismutacdo sdo o peroxido de hidrogénio e o oxigénio.
O H,0,, apesar de nao ser um radical, reage facilmente, originando o radical
hidroxila. A remocéo dos peroxidos ocorre por meio das enzimas CAT e da GPx,
tendo a CAT mais afinidade ao peréxido de hidrogénio, enquanto a GPx catalisa a
reducdo do perdxido de hidrogénio e de hidroperéxidos organicos (LLESUY, 2002).

A acdo da CAT sobre o peréxido é apresentada na Reacgéo 4.
CAT

2H0—» 2H,0+ 0O, (Reacgao 4)

Entre as peroxidases que geralmente usam o grupo heme, sobressai-se a

atividade da GPx que se localizada no citosol e na matriz mitocondrial. Ela catalisa a
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reducdo do peréxido de hidrogénio, através da oxidacdo da glutationa reduzida
(GSH). Para reestabelecer a glutationa oxidada (GSSH) a reduzida, é necessario
gue a glutationa redutase (GR) promova a regeneracdo da GSSH, consumindo
NADPH, conforme demonstrado na Figura 5 (YU, 1994; HALLIWELL e

GUTTERIDGE, 1999).

20; 1

2 GSH NADP® + H*

GSSG /\ NADPH

% O,

Figura 5. Esquema da interagdo entre as enzimas antioxidantes modificado de Halliwell e Gutteridge
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

1.3.2.2 - Defesas Antioxidantes Ndo-Enzimaéaticas

Assim como as enzimas antioxidantes, que removem radicais livres ou EAO
antes que esses causem dano a membrana, existem substancias que atuam como
antioxidantes, evitando reacdes em cadeia como a lipoperoxidacdo. Elas sé&o
conhecidas como defesas antioxidantes ndo-enzimaticas, sendo as mais conhecidas
a glutationa, o acido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E), p-carotenos e
flavondides (MICHAELIS et al 1996; DIAS et al., 2005). Essas substancias, quando
atuam, podem evitar a formacéo de RL ou EAO, suprimir uma cadeia de peroxidacéo

na fase de propagacao e reparar ou reconstruir a membrana.

A glutationa é um tripeptideo de acido a-glutaminico, cisteina e glicina que,

além de ser um importante antioxidante ndo-enzimatico, participa de reacdes de
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enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase e a glutationa transferase.
Sendo assim, uma alta concentracdo de GSH intracelular protege a célula contra a
acdo de EAO, reagindo por via ndo-enzimatica com estas espécies. A sua acao se
deve a presenca de um grupamento sulfidrila que atua como doador de elétrons
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

A vitamina C é um composto hidrossollivel que atua como co-substrato na
biossintese do colageno, catecolaminas e carnitina. Atua como “scavenger” de O," e
OH" com a formagdo de um composto intermediario que vem reduzido
sucessivamente pela GSH (HALLIWELL, 1994).

A forma da vitamina E com maior atividade quimica é o a-tocoferol, que é um
composto lipossolavel, presente em altas concentracfes em muitos tecidos, em nivel
intracelular e esta presente nas membranas celulares e nas lipoproteinas. Sua agéo
como antioxidante esti associada a inibicdo da peroxidacéo de lipidios. Apés reagir
com radicais peroxil, retorna a forma de a-tocoferol pela acdo do ascorbato.
(LANDVIK, 2004).

Os pB-carotenos sao considerados antioxidantes porque apresentam a
capacidade de neutralizar radicais. Eles agem principalmente com o oxigénio singlet,
sendo que sua utilizagdo ocorre em concentracdes baixas, tém afinidade a luz e

absorvem a energia de excitacdo do radical (KRINSKY, 1989).

1.4- Colite e Estresse Oxidativo

Muitos fatores vém sendo implicados na patogénese da doenca intestinal
inflamatoria tais como a infiltragdo leucocitaria e a superproducdo de agentes pro-
inflamatorios. A lesao tecidual produzida por neutrofilos vem sendo atribuida a sua
capacidade de liberar grande variedade de espécies ativas de oxigénio (EAO) e de
nitrogénio. Esses agentes estdo envolvidos no desenvolvimento da leséo tecidual
em varias doencas inflamatdrias e também na colite. Medicamentos largamente
utilizados na DII, tais como a sulfassalazina e o acido 5-amino salicilico tém o seu

efeito benéfico justamente ao inibirem a formacédo de EAO pelos neutréfilos.
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Sob condig6es fisiologicas normais, as defesas antioxidantes protegem o0s
tecidos dos danos causados pelas espécies ativas de oxigénio e nitrogénio. As
substancias oxidantes podem causar lesdo e destruicdo dos tecidos quando a sua
taxa de producdo superar a capacidade de defesa dos antioxidantes endogenos.
Mecanismos de defesa antioxidante (superéxido dismutase, catalase e glutationa)
sdo relativamente deficientes no intestino grosso, quando comparados aos do
figado. Isso sugere que a inflamacdo do célon pode produzir altos indices de
substancias oxidantes que provavelmente, irdo exceder a relativa baixa capacidade

antioxidante do intestino grosso e provocar lesao tecidual.

Sabe-se que a capacidade antioxidante do célon é relativamente deficiente,
guando comparada com a de outros 6rgéos e tecidos, dessa forma, o dano oxidativo

ocorre de forma intensa e marcada na mucosa colonica (THAM et al., 2002).

Estudos de Harris et al. (1992) demonstraram que as espécies ativas de
oxigénio (EAO) desempenham um papel importante na patogénese da colite através
da lipoperoxidacdo. Biopsias realizadas no reto de pacientes com doenca intestinal
inflamatoria apresentaram um elevado indice de lipoperoxidacdo, quando
comparados a individuos normais (TUZUN et al, 2002). Estudos prévios em nosso
laboratério, com ratos diabéticos demonstraram a existéncia de um importante
infiltrado inflamatério na mucosa e na submucosa do intestino grosso (colite). Nas
medidas de estresse oxidativo realizadas no homogeneizado de intestino grosso
distal, encontrou-se aumento da peroxidacao lipidica medida por quimiluminescéncia
assim como aumento nos niveis de nitritos e nitratos (FILLMANN &MARRONI,
2002). Os mesmos resultados repetiram-se em estudos realizados com colite
induzida por acido acético. Nesses, observou-se significativo aumento da
lipoperoxidagdo no homogeneizado de intestino grosso distal dos ratos, quando
comparados a um grupo controle (FILLMANN & MARRONI, 2002). Para esse
estudo, utilizaram-se as técnicas de quimiluminescéncia (QL) (GONZALEZ-FLECHA
et al., 1991) e a das substancias que reagem ao acido tiobarbitirico (TBARS)
(BUEGE & AUST, 1978).

Estudos realizados por Panés & Granger (1996), com microscopia intravital
em animais com colite induzida por irradiagdo abdominal, demonstraram significativo

aumento da migracao e adesdao leucocitaria aos vasos do segmento examinado. Foi
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observado também que tal migracéo leucocitaria é responsavel pela elevacdo na
concentracdo de espécies ativas de oxigénio no tecido afetado e que este aumento,
associado ao aumento da producao de proteases, € responsavel pelo dano tecidual.
O aumento do estresse oxidativo através da avaliacdo da atividade das moléculas
de adesdo e do recrutamento de leucocitos em ratos submetidos a colite
experimental vem, desde entdo, sendo demonstrado. A microscopia intravital
mostrou nesses ratos aumento da adesdo e migracdo leucocitaria no célon
inflamado (SEGUI J et al., 2000). Murano et al (2000) demonstraram que citoquinas
tais como a interleucina-1,6 e 8 assim como os fatores de necrose tumoral alfa estao
aumentados em ratos submetidos a colite experimental. Carrier et al (2006)
demonstraram que ratos submetidos a colite por dextran apresentaram elevacdo do
estresse oxidativo avaliado por um aumento significativo da mieloperoxidase, TNF-
alfa, IL-1, lipoperoxidacédo e atividade do NF-KB. Ratos submetidos a colite por
acido acético também apresentaram um importante aumento do estresse oxidativo
com elevacdo da lipoperoxidacdo, mieloperoxidase, malondialdeido, fator de
transcrigcdo nuclear beta (NFK-B), assim como diminuigdo das defesas antioxidantes

como a superoxido dismutase e glutationa.

1.5- Glutamina

Inimeras substancias vém sendo utilizadas no tratamento e/ou na prevencao
de colites experimentais. Os experimentos visam a avaliacdo de novas drogas sobre
0 processo inflamatorio ou associacdo de drogas para obtencdo de melhores
resultados (MAXWELL, 1995; SALAS et al, 2002; CURI et al., 2005). Para a
prevencdo, utilizam-se substancias para inibir ou minimizar o processo inflamatorio
frente a agentes agressores. Uma das substancias utilizadas € a glutamina. A
glutamina € um aminoé&cido polar sem carga, € um aminoacido ndo essencial ou
ocasionalmente essencial, hidrofilico encontrado na superficie das proteinas onde
interage com a agua. Esta substancia foi inicialmente utilizada de forma profilatica
em pacientes a serem submetidos a radioterapia, quando se observou uma

diminuicdo da incidéncia e da gravidade da enterite actinica. (KLIMBERG, 1990).
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Observou-se também que a glutamina apresenta um papel fundamental na
defesa imunolégica da barreira mucosa do intestino através da sua participacédo na
formacdo de imunoglobulinas, especialmente IgA (CURI et al.,, 2005). Foi
demonstrado que a glutamina diminui os efeitos inflamatérios da enterocolite
induzida por metotrexato e que diminui a translocagcédo bacteriana em animais com
sépsis abdominal (GIANOTTI,1995). Este aminoacido age sobre a atividade dos
macrofagos, interferindo na fagocitose em sitios inflamatérios (CURI et al., 2005).
Além de efeitos protetores diretos, como os citados acima, a glutamina tem uma
importante funcdo em processos inflamatoérios intestinais, atuando sobre os radicais
livres de oxigénio. Welbourne & Miers (1998) demonstraram que a glutamina, na
presenca de inflamacdo, aumenta o fluxo de glutationa no figado e no trato

gastrintestinal.

1.6 - Glutamina e Estresse Oxidativo

A glutamina € um aminoacido multifuncional usado para a sintese hepatica de
uréia, amoniogénese renal, gliconeogénese e como o principal combustivel
respiratério para muitas células. Concentracdes baixas de glutamina séo
encontradas durante estresse catabdlico e estdo associadas a suscetibilidade a
infeccbes. A glutamina ndo € somente uma importante fonte de energia para a
mitocondria, mas é também a precursora do neurotransmissor cerebral glutamato
que, por sua vez, é utilizado na sintese do antioxidante glutationa. A glutamina €,

portanto, vital na regulacéo do equilibrio oxidativo intracelular. (MATES et al., 2002).

A glutamina é mais extensamente investigada na sua relacdo com o estresse
oxidativo no exercicio fisico. Rogero (2003) demonstrou que no exercicio fisico
exaustivo ocorre uma diminuicdo importante da glutamina plasmatica. Essa
diminuicdo é acompanhada de aumento significativo da atividade inflamatoria e dos
niveis de estresse oxidativo medido através da taxa de lipoperoxidacao. Observou-
se uma relacdo linear entre a diminuicdo da glutamina plasmatica e o aumento da
leucocitose em individuos submetidos a exercicios intensos e exaustivos. As
medidas de lipoperoxidacdo pela técnica de quimiluminescéncia no musculo de

animais submetidos a exercicios fisicos diarios mostraram valores superiores aos de
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grupos tratados previamente com glutamina. A glutamina é requerida para sintese
de glutationa, visto que é metabolizada no ciclo y-glutamil para producéo de
glutationa. A glutationa é produzida a partir de glutamato, glicina e cisteina (MATES
et al., 2002). A glutationa esta presente nas células tanto na forma oxidada quanto
na forma reduzida, sua a células in vitro pode conduzir a um aumento nha

concentracdo de glutationa total.

A glutamina tem sido utilizada como suplemento nutricional em pacientes
gravemente debilitados com o intuito de diminuir o efeito deletério do estresse
oxidativo no seu prognostico (HEYLAND et al., 2005). Ja foi bem demonstrado que
a prevencado do estresse oxidativo em pacientes graves, politraumatizados ou
submetidos a grandes cirurgias € benéfico como adjuvante na terapia especifica de
cada paciente. A terapia antioxidante melhora o progndéstico e diminui o indice global

de complicac6es em pacientes graves (NATHENS et al., 2006).

Observagbes clinicas demonstram que pacientes que recebiam
suplementagdo dietética de glutamina toleravam melhor as colites secundarias a
radioterapia para neoplasias de prostata e colo do utero (KLIMBERG &
McCLELLAN, 1996). A mesma substancia foi, entdo, utilizada em pacientes
portadores de Doenca de Crohn (enterocolite granulomatosa) e retocolite ulcerativa
inespecifica. Nesses pacientes, observou-se uma melhora do quadro clinico com
diminuicdo da diarréia, aumento na taxa de cicatrizacdo de fistulas e diminuicdo no

uso de medicacoes.

Uma vez que ficou demonstrada a importancia das espécies ativas de
oxigénio na génese da colite, passou-se a procurar a relagdo entre o estresse
oxidativo e o suposto efeito clinico benéfico da glutamina nas colites (PRAVDA,
2005).

1.7 - Fator de Transcricao Nuclear Kappa Beta (NF-xB)

O fator nuclear Kappa Beta é um fator da transcricdo que desempenha um

importante e determinante papel, tanto em situagcdes normais como na coordenacao
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de respostas imunes e adaptaveis, regulando a expressdo de muitos mediadores
celulares (ZINGARELLI et al., 2003).

Esse fator foi descrito primeiramente, em 1986, por Sen e Baltimore, sendo
capaz de ligar-se a sitios especificos kappa nas imunoglobulinas em células B (SEN
& BALTIMORE, 1986). E agora bem reconhecido que NF-kB esta expresso na
maioria dos tipos celulares, sendo constituido por um dimero composto dos

membros da familia da Rel.

A familia do NF-kB/Rel compreende cinco subunidades, chamadas p50, p52,
p65 (RelA), c-Rel, e RelB. Essas subunidades formam homodimeros e
heterodimeros em varias combinacdes. Geralmente, o NF-kB consiste em dois
polipeptideos: um de 50 kDa (p50) e um de 65 kDa (p65) (Figura 6). Em células em
homeostase, o NF-kB mantém-se no citoplasma em sua forma inativa associado
com as proteinas inibidoras do sitio kB, chamadas de inibidores kB (IxB). Sete
especies de IkBs séo descritas: IkBa, I«Bp, 1kBy, IkBg, Bcl-3, p100, e p105. O NF-«B
pode ser ativado por uma variedade de sinais relevantes a etiologia e a fisiopatologia
inflamatéria (ZINGARELLI et al., 2003).

Para ativar o NF-kB, sdo necessarios estimulos intracelulares e ou
extracelulares cujos os ativadores podem ser produtos bacterianos (endotoxinas,
peptideoglicanos), virus e componentes virais, protozoarios, citocinas, (fator de
necrose tumoral - TNF-a, interleucinas), radicais livres e ou oxidantes (ZINGARELLI
et al., 2003).

A ativacdo do NF-kB requer a fosforilacdo de seus inibidores fisiolégicos
(particularmente o IkBa) em residuos especificos de Serina (Ser-32 e Ser-36). Essa
fosforilacdo é mediada por um complexo protéico. O complexo kinase kappa B
(IKKs) é composto de trés subunidades, duas unidades cataliticas IKK-a, IKK-B, e
uma unidade reguladora IKKy (NF-xB essential modulator, NEMO). Apés a
fosforilacdo, ocorre a subseqlente degradacdo das IkBs através das ubiquitinas,
formando um proteossoma 26S (YAMAOKA et al. 1998). A degradacao proteolitica
dos IkBs permite a translocac¢do do NF-xB ao nucleo, onde é regulada a expressao

de centenas de genes que sdo importantes a resposta imune inflamatéria.
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Degradacéo 26S

Citocinas e outros
mediadores
inflamatérios

Figura 6: Rota de ativacéo do NF-«B.

1.8 - Estresse Oxidativo e Fator de Transcricdo Nuclear

O mecanismo pelo qual as espécies ativas de oxigénio participam da resposta
inflamatoria é iniciado pelo aumento na producdo de diversos marcadores
inflamatorios oriundos das células de defesa. A sintese de inUmeras citocinas proé-
inflamatorias depende de ativacdo do fator de transcricao nuclear kappa B (NF-xB),
a qual depende do potencial redox celular e consequentemente pode ser regulada
pela relacéo de glutationa. As EAO estimulam a ativagédo dos fatores de transcrigéo
celular, como o NF-kB, e as proteinas kinases ativadas por mitégenos (MAPKS).
Devido ao o aumento na producdo de citocinas inflamatorias, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a)) e de diversas interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8), ocorre a resposta
inflamatoria sistémica (CLOSA e FOLCH-PUY, 2004). O NF-kB possui uma regido
acida composta por 300 aminoacidos, conhecida como dominio homoélogo Rel, com
funcdo de mediar a interacdo com os inibidores do NF-xB. Especificamente, é
composto por um complexo heterodimico, denominado p50 e p65 (KARIN, 1999).
Diversos estimulos ativam o NF-xB através da fosforilacdo e da ativagdo do

complexo IkB kinase (IKK).
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1.9 - Estresse Oxidativo e a Oxido Nitrico Sintase Induzivel (iNOS).

O oxido nitrico (NO) € uma molécula biologicamente importante, um radical
livre inorganico que participa de inameros processos fisiol6gicos e patologicos,
geralmente como sinalizador ou como fator de relaxamento derivado do endotélio.
Moléculas com elétrons desemparelhados, gerados a partir da resposta inflamatéria,
como o anion superéxido, podem reagir com o NO, e formar as espécies ativas de
nitrogénio (EAN), como o peroxinitrito (ONOO") (SQUADRITO e PRYOR, 1995). O
ONOO’ pode reagir com os aminoacidos tirosina e cisteina e produzir a nitrotirosina

e a nitrocisteina, considerados os promotores das reacdes entre as EAO e o NO.

Mesmo sendo uma molécula simples, a sintese enzimatica do NO é bastante
complexa. O oxido nitrico participa diretamente nas reacdes que culminam com a
desregulacao de sua sintese (SZABO et al., 2000). O NO é sintetizado a partir da L-
arginina pela acdo da enzima o6xido nitrico sintase (NOS), que transforma a L-
arginina em L-hidroxiarginina, formando, assim, a citrulina e o NO. As 6xido nitrico
sintases (NOS) pertencem a familia enzimética que sintetiza o NO e sédo enzimas
gue utilizam como co-fator a forma reduzida do fosfato nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADPH) e moléculas de oxigénio. Sdo subdivididas, em funcdo de
sua atividade, em constitutivas (cNOS) e induzidas (iINOS) (GROSS & WOLIN,
1995).

As NOS sédo descritas como trés isoformas, baseadas em trés genes
diferentes, j& sequenciados: 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS); oOxido nitrico
sintase endotelial (eNOS) (ambas constitutivas) e Oxido nitrico sintase induzida
(INOS). (GROSS & WOLIN, 1995; SZABO et al., 2000). Quanto a acao de cada uma,
sabe-se que a eNOS, encontrada no endotélio vascular, gera baixas concentragfes
de NO, favorece a diminuicdo da pressdo sanglinea e auxilia na inibicdo da
agregacao plaquetaria. Ja4 a isoforma nNOS gera o NO que regula a transmissao
neuronal e apresenta a funcdo de neurotransmissor. A iNOS produz NO nos
macrofagos estimulada por certas citotoxinas. Este NO esta intimamente ligado aos
processos de defesa do organismo e, em funcédo da producdo excessiva, relaciona-
se aos processos destrutivos teciduais, presentes na inflamagéo aguda ou crbnica e
na apoptose celular (SZABO et al., 2000; PAZA e PEDROSA, 2001).
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1.10 - Colite e Fator de Transcrigdo Nuclear Kappa B

O fator nuclear Kappa Beta (NF-kB) € a molécula responsavel pela
transcricdo de uma grande variedade de genes celulares implicados na regulacao do
processo inflamatdério. Varias citoquinas pré-inflamatoérias sdo reguladas pelo NF-kB
e 0 aumento da sua expressao esta diretamente implicado com a patogénese da

doenca inflamatoria intestinal.

O NF-kB possui um papel chave na ativacdo destes genes envolvidos na
resposta inflamatoria, tanto no desencadeamento quanto na manutencdo da
inflamag&o. Varios genes pro-inflamatorios estdo implicados na patogénese da
doenca intestinal inflamatéria, incluindo a IL-1B, fator de necrose tumoral alfa (TNF-
alfa), IL-2, IL-6,IL-8 e IL-12. Todos possuem sitios de ligacdo para o NF-kB e tém a

sua transcri¢ao regulada por ele.

O NF-kB também ¢é responsavel pela regulacdo da enzima o6xido nitrico
sintase induzivel (INOS) cuja expressao esta aumentada na célula epitelial do célon

de pacientes portadores de retocolite ulcerativa e doenca de Crohn.

Em todas as doencas inflamatdrias cronicas, existe recrutamento de células
inflamatorias como neutréfilos, eosindfilos e linfocitos T para a regido e o tecido
inflamados. Esse recrutamento € feito por moléculas de adesdo, cujo controle de
transcricdo também é executado pelo NF-kB. No estagio inicial do processo
inflamatério, ocorre aumento da expressao da molécula de adeséo intercelular-1 e
da E-seletina que promovem o rolamento e a adesdo de neutrdfilos ao endotélio.
Posteriormente, ocorre um estimulo para a expressédo da molécula de adeséao celular
vascular (VCAM-1) responsavel pelo recrutamento de mondcitos e linfécitos para a

area inflamada.

A expressdo induzida de um gene é um mecanismo regulado por
reconhecimento especifico que requer uma ou mais proteinas que ativem a
transcricdo através da ligacao ao DNA. Dos muitos fatores de transcricao que se tém
descritos, o NF-kB aparece com particular relevancia para regulacdo dos genes

envolvidos na cascata da inflamacéo.
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A ativacdo de NF-kB foi encontrada uniformemente nos modelos animais de
doenca intestinal inflamatéria (IBD, Inflamatory Bowel Diseases ), incluindo colite
induzida por TNBS (&cido trinitrobenzeno sulfénico), colite em ratos com
desligamento (knock-out) de IL-10 e com peptideoglicano/polissacarideo (NIELSEN
et al.,, 2004; CHEN et al., 2005). A ativacdo do NF-kB também foi demonstrada na
doenca intestinal inflamatéria em humanos (PANES, 1999). A ativacdo do NF-kB
est4 restrita a locais com atividade inflamatdria, tanto na Doenca de Crohn quanto na
colite ulcerativa. Na DIl, a ativacdo do NF-kB foi demonstrada ao ocorrer tanto na
lamina prépria das células mononucleares quanto nas células epiteliais (CHEN et al.,
2005).

A forma ativada o fator de transcricdo € descrita em células mononucleares e
epiteliais do colon inflamado (ROGLER et al., 1998), e sua inibicdo por
corticoesteroides estabiliza a proteina inibitéria alpha (IkB-o) (SCHREIBER et al.,
1998). A utilizacdo de oligonulceotideos antisenso para diminuir a transcricdo da
subunidade p65 na colite experimental mostrou beneficios no tratamento das
doencas inflamatorias intestinais (NEURATH et al., 1996). A diminuicdo na ativacao
do NF-xB em manifestacdes de colite ja foi demonstrada pelo uso de substancias
como a petrosaspongiolida M e a melatonina (BUSSEROLLES et al., 2005; LI et al.,
2005). Os resultados desses estudos indicam que a ativacdo do NF-xB € o evento
sinalizador inicial que contribui com a disfuncdo e/ou destruicdo celular.
(BROWNLEE, 2001).

1.11 - Colite e Oxido Nitrico

O oxido nitrico participa na regulacdo de muitas fungbes do intestino como
absorcao, secrecdo e motilidade. A expressdo da isoforma induzida da NOS e a
concentracdo do NO produzido desempenham um papel importante na patogénese
da DII. Biépsias de reto em pacientes com retocolite ulcerativa apresentam elevada
concentracdo de citrulina, um co-produto da NOS. Estudos em pacientes com
retocolite ulcerativa e Doenga de Crohn revelaram um aumento significativo da NOS
independente de Ca™" caracteristica da isoforma induzivel da NOS (KOLIOS et al.,
2004).
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O papel exato do Oxido nitrico na fisiopatologia da doenca intestinal
inflamatoria ainda ndo estd bem estabelecido, existindo evidéncias favoraveis e
contrarias a sua citotoxicidade no processo patoldgico. Sabe-se que a producdo de
oxido nitrico (NO) a partir da sua forma constitutiva da éxido nitrico sintase (NOS) é
vital para a manutencao da integridade tecidual e vascular do célon. Em condi¢des
fisiolégicas, o éxido nitrico age como neurotransmissor, influenciando diretamente a
motilidade intestinal. Ele apresenta um efeito antiinflamatorio na colite demonstrado
em inumeros trabalhos. A sua ag¢ao neste processo € realizada através da regulagéo
das moléculas de adesao e consequente diminuicdo da migracdo leucocitaria para
os tecidos. Além disso, o oxido nitrico diminui a agregacao plaquetaria, estimula a
sintese de cGMP e inibe a lipoperoxidacdo. Apresenta um efeito citoprotetor no
endotélio e muasculo liso, controlando a permeabilidade microvascular. O O6xido
nitrico € capaz de inibir determinadas citoquinas envolvidas na colite, tais como a
interleucina-2 (IL-2) e P-selectina (RACHMILEWITZ et al 1995).

A atividade da enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) esta aumentada
em pacientes portadores de retocolite ulcerativa e Doenca de Crohn. A expressao
desta enzima € maior nas areas de inflamacdo e est4d associada a parametros
inflamatorios histologicos tais como deplegcédo de células caliciformes e ulceracdes
(KIMURA et al.,, 1997). A administracdo de inibidores da INOS em animais
submetidos a colite tém apresentado resultados variaveis. Resultados favoraveis,
indiferentes e de piora da inflamacdo foram encontrados por diferentes autores
guando avaliaram parametros histolégicos e bioquimicos de inflamacédo. Entretanto,
0 uso de doadores de o6xido nitrico em estudos de animais submetidos a colite
parece apresentar resultados favoraveis. A suplementacdo exogena de 6xido nitrico
diminui a adesdo e a migracéo leucocitaria, modula a expressdo das moléculas de
adesdo, diminui a sintese de citoquinas e inibe outros agentes pro-inflamatérios

como o fator de transcricdo nuclear Kappa Beta (HOGABOAM et al 1995).

1.11.1 - Musculatura Anal Esfincteriana e o Oxido Nitrico

Segundo SPEAKMAN (1997), os neurotransmissores inibitorios executam

uma importante funcdo na propulsdo do contetdo do trato gastrointestinal através do
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relaxamento da musculatura intestinal em determinados pontos, favorecendo a forca
de propulsdo da musculatura imediatamente acima deste ponto de relaxamento. A
musculatura lisa dos esfincteres intestinais € favoravel ao estudo de
neurotransmissores inibidores devido ao seu constante estado de contracdo tonica.
A origem exata de todos 0s neurotransmissores inibitérios do intestino ainda néo é
conhecida; entretanto, duas substancias sdao bem conhecida e tém sua atividade

comprovada: polipeptideo intestinal vasoativo (VIP) e éxido nitrico.

Estudos recentes da musculatura lisa dos esfincteres do trato gastrointestinal
de ratos sugerem que o Oxido nitrico € um dos mediadores ou neurotransmissores
inibitorios. Essa sugestao baseia-se nos seguintes pontos: 1) agéo direta inibitoria do
oxido nitrico sobre a musculatura 2) bloqueio da acéo inibitéria dos neurdnios nao-
adrenérgicos e nao-colinérgicos através do uso de inibidores da NOS (BURLEIGT,
1993).

z

O esfincter anal interno € um mudsculo liso que reconhecidamente se
apresenta sob controle inibitério do 6xido nitrico. InUmeros estudos demonstram a
liberacdo de Oxido nitrico em resposta a estimulacdo de neurénios nao-adrenérgicos
e nédo-colinérgicos (NANC) do esfincter anal interno. Experimentos realizados em
ratos, com estimulacdo dos neurdnios NANC e bloqueio adrenérgico e colinérgico,
demonstraram um relaxamento da musculatura esfincteriana associado a uma maior
liberacdo de oOxido nitrico. O uso de inibidores da sintese da NOS bloqueou esse
efeito relaxante, e o uso de precursores do 6xido nitrico como a L-arginina aumentou
o relaxamento (HERBERT, 1996).

As altas pressfes do canal anal sdo primariamente devidas as propriedades
miogénicas do mdasculo esfincter interno (MEI), o qual representa um papel
importante na continéncia fecal, assim como no reflexo evacuatério reto-anal. O
relaxamento do MEI pode ser mimetizado “in vitro”, em fibras musculares isoladas
através da estimulacao elétrica de neurénios NANC (ADEBANJO, 1976).

Atualmente o conceito de que o 6xido nitrico é formado e liberado por células
endoteliais e de que apresenta um importante efeito relaxante sobre a musculatura
lisa dos vasos. Recentemente, porém, um espectro mais amplo de acdo do oxido

nitrico vem sendo evidenciado no que se refere a musculatura lisa. Observa-se um
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efeito de segundo mensageiro, mediador e também de neurotransmissor inibitorio
responsavel pelo relaxamento da musculatura lisa intestinal. Tais evidéncias sao
suportadas pelo efeito relaxante obtido com a L-arginina, bloqueio do relaxamento
pelo uso de inibidores da L-arginina (I-NNA) e pelo efeito direto do 6xido nitrico

sobre a musculatura lisa vascular e intestinal ( BARLOW, 1996 ).

A origem do oOxido nitrico que atua sobre a musculatura anal esfincteriana
ainda ndo é bem clara. A origem neuronal (neurdnios mioentéricos inibitérios) do
oxido nitrico vem sendo sugerida em alguns estudos, demonstrando a presenca de
NOS imunorreativa em neurdnios do plexo mioentérico do intestino de mamiferos.
Parecem existir, entretanto algumas evidéncias de que as células musculares lisas
do intestino podem ser as responsaveis pela sintese e liberagdo de 6xido nitrico em
resposta a neurotransmissao inibitéria. De acordo com o que foi investigado, parte
do processo de relaxamento da musculatura lisa intestinal, em resposta ao
neurotransmissor VIP, é mediada pela liberacdo de éxido nitrico pelas préprias
células da musculatura lisa. A sugestédo é fortalecida pelo fato do VIP ocasionar
relaxamento do musculo esfincter interno ao mesmo tempo em que ocorre um
aumento de liberacdo de 6xido nitrico. Além disso, esse relaxamento do musculo
esfincter interno induzido pelo VIP é bloqueado pela presenca de inibidores da NOS
(HECHTMAN, 1996).

Apesar da sugestao de que a sintese e a liberacdo de 6xido nitrico possam
ser feitas pelas células da musculatura lisa intestinal, a natureza exata do local
ainda ndo estad totalmente caracterizada. Estudos recentes demonstraram a
presenca da NOS constitutiva em células musculares lisas do intestino. A presenca
da NOS constitutiva nestas células sugere um importante papel do éxido nitrico na

neurotransmissao inibitéria e moduladora da motilidade intestinal.

Assim, fica evidente o importante papel do 6xido nitrico no controle do
musculo esfincter anal interno em resposta a estimulagdo dos neurdnios NANC. A
possibilidade de outros efeitos, além do de neurotransmissor sobre o muasculo
esfincter anal interno, deve ser considerada, sendo os mais significativos: 1)
mediador inibidor final em resposta a diferentes estimulos neuro-humorais 2)
envolvimento do 6xido nitrico na transducao do sinal ou como segundo mensageiro

em nivel de células-alvo que seria, entdo, responsavel pelo relaxamento da
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Y

musculatura do esfincter anal interno em resposta a estimulacao inibitéria dos

neurdnios NANC.

1.12 - Cicloxigenase

Os eucosanodides que incluem as prostaglandinas, os tomboxanos e o0s
leucotrienos, estdo entre os mais potentes reguladores das funcdes celulares e sdo
produzidos por quase todas as células do organismo. Participam em inameros
processos quimicos, particularmente na resposta inflamatoria que ocorre apds injaria
e infeccdo, na regulacdo da contracdo muscular do masculo liso, especialmente no
intestino e no utero, e aumentam a excrecdo de agua e sbdio pelo rim, estando

envolvidos no controle da pressao arterial.

Frequentemente, os eucosandides participam como moduladores e agem
como estimuladores ou inibidores no mesmo processo. Por exemplo, alguns agem
como vasodilatadores e outros, como vasoconstritores, no mesmo processo. O

mesmo pode ocorrer em relagéo ao controle da dilatacao brénquica.

O mais importante precursor dos eucosanodides é o acido araquidénico, um
acido graxo polinsaturado presente na membrana fosfolipidica. Ele é liberado da
membrana por ativacdo da enzima fosfolipase A, ou C. Esta ativagdo ocorre por

estimulo de substancias como a histamina e citoquinas.

z

Apb6s ser liberado no citoplasma, o acido araquidénico é convertido em
eucosanoides por uma grande variedade de enzimas que variam de acordo com o
tecido afetado. Esta variacéo explica por que algumas células, como as do endotélio
vascular sintetizam prostaglandinas, enquanto outras, como as plaquetas, sintetizam

tromboxano.

Trés rotas metabdlicas do &cido araquidénico levam a formacdo de
eucosandides. A primeira é a da cicloxigenase que forma prostaglandinas e
tromboxano. A segunda é a da lipoxigenase que forma os leucotrienos. A terceira,
catalisada pelo citocromo P450, participa da sintese de epodxidos cuja funcéo

bioldgica ainda néo esta bem definida.
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A cicloxigenase (COX) é a enzima responsavel pela formacdo de importantes
mediadores biolégicos chamados prostandides (prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxano). A COX converte o acido araquidénico em prostaglandina H;, o

precursor dos demais prostanoides.

7

Existem trés isoformas da cicloxigenase: COX;, COX; e COX3. A COX-3 é
uma pequena variagdo da COX-; sendo normalmente avaliada em conjunto com ela.
Diferentes tecidos expressam niveis variaveis de COX-; e COX-,. A COX-; é
considerada uma enzima constitutiva encontrada na maior parte das células do
organismo. A COX-,, por sua vez, é indetectavel na maior parte dos tecidos em
situacdes fisioldgicas. E considerada uma enzima induzivel, sendo encontrada em
grande quantidade em macrofagos ativados e em outras células em sitios de

inflamacéo (MARKS et al,1996).

1.12.1- Cicloxigenase e Colite

Ja foi descrita a localizacdo e a expressao das enzimas COX-; e COX-; no
intestino grosso normal e durante o processo inflamatério. Essas enzimas possuem
um papel importante ndo sé no processo inflamatorio, mas também na regulacéo da

motilidade intestinal e da tumorogénese. (Singer,1998)

A enzima COX-1 é expressa da mesma maneira e com niveis equivalentes no
célon normal e na colite. Ela se localiza preferentemente na base das criptas do

epitélio do ileo e do célon.

A enzima COX-2 ndo é detectada no epitélio normal, sendo apenas induzida
nas células apicais do epitélio inflamado do ileo terminal e célon. Existe um
importante aumento na expressdo da enzima COX-2 na doenca intestinal
inflamatoéria. Esse aumento ocorre tanto na forma aguda como na cronica e

relaciona-se diretamente com o grau de inflamacao da area afetada. (JIANG, 2006)

Dessa forma, a medida da expressdo da COX-2 serve como um parametro de
gravidade ou melhora do processo inflamat6rio no intestino grosso e sua medida

vem sendo feita com o intuito de demonstrar o grau de inflamacdo, bem como
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caracterizar a melhora do processo inflamatério com o uso de substancias que
inibam a sua funcao. (TSUBOUCHI, 2006; MARTIN, 2005)

A colite acarreta inumeras alteracbes de carater estrutural, fisiologico e
molecular no intestino grosso. Este trabalho se prop&e a demonstrar o efeito protetor
da glutamina sobre a colite experimental induzida em ratos Wistar avaliando esse
efeito através da andlise de parametros histoldgicos, fisiologicos, inflamatérios,

bioguimicos e moleculares.



2 - OBJETIVOS DO ESTUDO

2.1 - Geral

Este trabalho tem por objetivo geral avaliar os processos inflamatérios
intestinais de animais com colite induzida por acido acético e a acao protetora da

glutamina.

2.2 - Especificos

1) Avaliar as alteracdes histologicas no intestino grosso de animais submetidos a
colite experimental e & acdo da glutamina.

2) Demonstrar as alteracdes na pressao anal esfincteriana nos diferentes grupos de

animais submetidos a colite experimental e a acdo da glutamina.

3) Avaliar, nos diferentes grupos, a lipoperoxidagédo no intestino grosso, através da
determinacdo das substancias que reagem ao acido tiobarbitarico (TBARS) e
mediante a determinacdo da quimiluminescéncia (QL) no intestino grosso de animais

submetidos a colite experimental e a acdo da glutamina.

4) Avaliar o potencial antioxidante através da atividade da enzima glutationa
peroxidase (GPx), no intestino grosso de animais submetidos a colite experimental e

a acao da glutamina.

5) Determinar a expressado da subunidade p65 do NF-xB em nucleos, da proteina

inibitéria do NF-xkB (IkB) e da enzima inibidora da IkB (Ikk) em extratos
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citoplasmaticos através do Western blot no intestino grosso de animais submetidos a

colite experimental e & acdo da glutamina.

6) Determinar a expressao da Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) através do
Western blot no intestino grosso de animais submetidos a colite experimental e a

acao da glutamina.

7) Determinar a expressdo da enzima cicloxigenase (Cox2) em extratos
citoplasmaticos através do Western blot no intestino grosso de animais submetidos a

colite experimental e & acdo da glutamina.



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Delineamento da Pesquisa

Este estudo tem carater experimental quantitativo. Para isso, foi realizada a
inducdo de colite em ratos, cujos resultados foram comparados aos dos animais

controle e tratados com glutamina.

3.2 - Animais

Os procedimentos com o0s animais estdo de acordo com aqueles
preconizados pela Comissdo de Pesquisa e Etica em Saude do Grupo de Pesquisa
e P6s-Graduacdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) pela resolucéo
normativa 04/97(GOLDIN & RAYMUNDO, 1997).

Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso entre 250 e 350 gramas,
provenientes do Centro de Reprodugdo e Experimentacdo de Animais de
Laboratorio (CREAL) do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os animais foram mantidos no Centro de
Experimentacdo Animal do HCPA durante o experimento, em caixas plasticas de
47x34x18cm, forradas com maravalha, em ciclo de 12 horas claro/escuro e

temperatura entre 20 e 25°C. A agua e a racdo foram administradas ad libitum.
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3.3 - Delineamento Experimental

Foi utilizado um modelo experimental de colite, através da administracao

intracoldnica, por enema, de acido acético.
Foram utilizados 32 animais divididos em quatro grupos experimentais:
- Grupo controle (CO): submetido ao enema com solugéo fisiolégica.
- Grupo controle + glutamina (G): submetido ao enema com glutamina.

- Grupo colite (CL): submetido a inducdo da colite, por enema de acido

acético.

- Grupo glutamina + colite (G+CL): submetido ao enema com glutamina 24 e

48 horas antes da inducéo da colite por enema de acido acético.

O processo iniciou com uma leve anestesia do animal mediante inalagdo com
isoflurano® em um carro de anestesia. A técnica escolhida para a inducéo da colite
foi uma adaptacdo daquelas descritas por Yamada et al. (1992) e Tannahill et al.
(1995). Os animais sem qualquer tratamento prévio, foram submetidos a
administragdo intracoldnica, por enema, de uma solucao de acido acético diluido a
7% e com volume de 3 ml. Para a administracdo do enema, foi utilizado um cateter
plastico de 0,8mm de diametro com trés orificios distais para melhor disperséo da
substancia. O cateter foi introduzido, aproximadamente, 8 cm da margem anal,

sendo retirado gradualmente com a instilagdo do acido acético.

Os grupos G e G+CL receberam o enema com glutamina (L-glutamina,
Support-Aminofarma, 1 envelope, 10g) na dose de 25mg/kg diluidos em 3 mL de

solucao fisioldgica.

3.4 - Analise Histolbgica

Ap6s a morte dos animais, foi realizada a retirada completa do intestino

grosso. O material retirado foi fixado em formalina a 10% por um periodo minimo de



3 Materiais e Métodos 34

24 horas. Posteriormente, foi submetido ao processamento histolégico com
desidratacdo em cinco alcoois absolutos por uma hora, clarificagdo em dois xilbis por
uma hora e impregnacédo em parafina a 65 graus Celsius. A seguir, os blocos de
parafina foram submetidos a cortes em micr6tomo manual com espessura de cinco
micrometros. As laminas contendo os cortes foram coradas pelo método de

hematoxilina e eosina (HE) e montadas com laminula para avaliagao histoldgica.

A avaliacdo histologica foi realizada em duas etapas: macroscopica e

microscopica.

MACROSCOPICA: Foi realizada anélise macroscépica do intestino grosso
logo apos a morte do animal e abertura do mesmo. Os danos a mucosa foram
avaliados através de um escore que varia de 0 a 5 adaptado de Morris et al. (1989),

conforme a Tabela 2.

Tabela 2: indices macroscopicos de colite segundo Morris et al. (1989).

Escore Achados macroscopicos
0 Sem dano
1 Hiperemia sem ulceracfes
2 UlceracgOes lineares sem inflamacé&o significativa
3 Ulceraces lineares com inflamac¢éo em um local
4 Dois ou mais locais: inflamacéo e ulceragéo
5 Dois ou mais locais de inflamacao e ulceracdo com um

local de inflamacao/ulceracdo >1,0 cm.

MICROSCOPICA: O protocolo para avalia¢do histolégica da mucosa baseou-se no
indice Histologico de Atividade Inflamatéria descrito por Sandborn (1995), conforme
a Tabela 3.
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Tabela 3: indices microscopicos de colite segundo Sandborn (1995).

Grau Achados microscopicos
0 Normal
1 Leve

-Polimorfos nucleares (PMN) difusos na lamina prépria
-Criptite ocasional
-Minima destruicdo glandular e ulceracao

2 Moderada

-Moderado namero de PMN na lamina prépria com criptite e
abscessos

-Alguma destruicéo glandular

3 Grave
-Numerosos PMN com abundante criptite
-Abscessos criticos
-Destruicéo celular extensa
-Ulceragéo pode ser proeminente

3.5 - Medida dA Pressao Esfincteriana

Vinte e quatro horas ap0s a inducéo da colite, foram realizadas as medidas de
pressdo anal esfincteriana. Utilizamos um aparelho de manometria anorretal
(Proctossystem -Viotti — SP) com cateter de baldo e medida em cm de H,O. Foram
realizadas trés medidas subseqientes, sendo realizada a média entre os trés
valores. (READ et al, 1992).

3.6 - Determinacao do Estresse Oxidativo
3.6.1 - Preparacdo do Homogeneizado Fresco

Utilizaram-se 9 mL de solucdo tampéo fosfato (KCI 140mM) por grama de

tecido. O o6rgdo foi homogeneizado em Ultra-Turrax durante um minuto a
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temperatura de 2 graus Celsius. Foi, entdo, centrifugado por 10 minutos a 3000rpm
em centrifuga refrigerada. O precipitado foi desprezado, e o sobrenadante retirado e

congelado no freezer a —70° C para posterior utilizacdo nas dosagens.

3.6.2 - Proteinas

A concentragdo de proteinas no homogeneizado do intestino grosso distal foi
determinada, utilizando como padrdo uma solu¢cdo de albumina bovina 1mg/mL.
Para a curva de concentracéo utilizada no calculo, foram utilizados volumes de 50,
100 e 150 pL. Colocou-se uma aliqguota do homogeneizado (20uL) em 780uL de
agua destilada e 2,0 mL do reativo C que foi preparado com 50 mL de NaHCO3
(reativo A), adicionado com 0,5 mL do reativo B1 (CuSO4. 5H,0 1%) e 0,5mL do
reativo B2 (tartarato de sédio e potassio 2%). Apds a adicdo do reativo C, foram
aguardados 10 minutos e colocou-se 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau diluido
na proporcao 1:3 em agua destilada. Apos 30 minutos apareceu a coloracao azulada

gue foi, entdo, medida no espectrofotdbmetro a 625nm (LOWRY et al., 1951).

3.6.3 - Avaliacado da Lipoperoxidacéao
3.6.3.1 - Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

A técnica de TBARS consiste no aquecimento do homogeneizado com &cido
tiobarbitirico e na consequente formacdo de um produto corado, medido em
espectrofotdmetro a 535nm. O aparecimento da coloragdo ocorre devido a presenca
do malondialdeido e outras substancias provenientes da peroxidagdo lipidica no

material bioldgico.

As amostras de tecido foram colocadas em tubos de ensaio, nesta ordem de
adicdo, 0,75mL de &cido tricloroacético (TCA) 10%, 0,25mL do homogeneizado,
0,5mL de acido tiobarbitdrico (TBA) 0,67% e 0,25mL de &gua destilada. O TBA
reage com produtos da lipoperoxidacdo formando uma base de Schiff, o TCA foi
utilizado para desnaturar as proteinas presentes, além de acidificar o meio da

reacdo. Agitou-se cada tubo e eles foram aquecidos a uma temperatura de 100



3 Materiais e Métodos 37

graus Celsius. Apds, os tubos foram resfriados e acrescentado 1,5 mL de éalcool n-
butilico para extrair o pigmento formado. Eles, entdo, foram colocados em agitador
(Biomatic) por 45 segundos e centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (1110 x Q).
Por dltimo, o produto corado, presente na fracdo superior, foi lido em
espectrofotometro (CARY 3E — UV) com um comprimento de onda de 535 nm. A
concentracao de TBARS obtida foi expressa em nmol por mg de proteina (BUEGE &
AUST, 1978).

3.6.3.2 - Quimiluminescéncia

O método consiste em adicionar um hidroperéxido orgéanico de origem
sintética (hidroperoxido de tert-butila) ao homogeneizado de tecido em estudo.
Avalia-se a capacidade de resposta mediante a determinacao de quimiluminescéncia

(QL) produzida pela amostra.

A QL foi medida em um contador com o circuito de coincidéncia desconectado
e utilizando o canal de tritio (Liquid Scintilation Corenter, 1209 RACKBETA, LKB
Wallar) operando como um lumindmetro. Adicionaram-se 3,5 mL de tampao fosfato
em viais de vidro de 25 mm de diametro por 50 mm de altura. Para evitar a
fosforescéncia dos viais ativada pela luz fluorescente, eles foram protegidos da luz
até o momento do uso e as determinacdes feitas em sala escura. Primeiramente se
realizou apenas a leitura dos viais com tampéo (QL Basal). Apds, adicionar 0,5 mL
de homogeneizado de tecido e fez-se a leitura, que correspondeu a QL espontanea.
Em seguida, foi adicionado o hidroperoxido de tert-butila que aumenta a QL (QL
Méxima). A reagdo total consistiu em uma solugcdo reguladora de tampéo fosfato e
de t-BOOH 3 mM.

Para calculo de QL, iniciada por t-BOOH, foi considerada a emissdo maxima
(QL Maxima), descontada a emissao da QL espontanea (a QL do vial contendo o
tampdo e a amostra). Os resultados foram expressos em contagem por segundo
(cps) por mg de proteina (GONZALEZ-FLECHA et al., 1991).
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3.7 - Glutationa Peroxidase

A glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reacado de hidroperéxidos (ROOH)
com glutationa reduzida (GSH) para formar a glutationa oxidada (GSSG) e o produto
da reducédo do hidroperéxido (ROH). A regeneracdo da GSH, a partir da GSSG,

ocorre pela glutationa redutase em presenca de NADPH.

A determinacdo da glutationa peroxidase selénio dependente, obtida pelo
método de FLOHE & GUNTZLER(1985), consistiu na medida de oxidacdo de
NADPH por glutationa redutase, sendo que a oxidacdo se registrou

espectrofotometricamente a 340 nm (equacao 1 e 2).

2GSH + HyOp --mmmmmme- > GSSG + 2 H0 (1)

GSSG + 2NADPH--------- > GSH + 2 NADP* )

Os reativos para incubacdo tiveram um volume final de 800 pL: 500 pL
tampao fosfato potassio (0,1 M; pH 7,0), 100 uL EDTA (2mM), 50 uL NaN3 (20 mM),
50 puL GSH (40 mM), 50 pL glutationa redutase (2 U), 50 uL NADPH (2,4 mM). As
amostras foram incubadas a 25°C durante trés minutos, determinou-se a reducao da
absorbéancia a 340 nm, o qual foi provocado pelo consumo de NADPH né&o-
dependente do hidroperoxido. Posteriormente adicionou-se 100 uL do
homogeneizado total e 100 uL de peroxido de hidrogénio (2 mM), registrando-se a

leitura a cada minuto durante cinco minutos.

Para determinar a atividade da glutationa peroxidase, foi utilizado o
coeficiente de extingdo molar de 6,2 mM™*cm™. A atividade da glutationa peroxidase

selénio dependente foi expressa em nmol de NADP* formados/mg de proteina/min.
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3.8 - Preparacao dos Extratos Nucleares

Os extratos nucleares, para determinar a expressao da subunidade p65 do
NF-xB por Western blot, foram preparados de secg¢fes teciduais congeladas
(Gutiérrez et al., 2006). As amostras foram homogeneizadas em 800 pL de tampéao
hipoténico A (10 mM HEPES pH 7.9; 10 mM KCI; 0.1 mM EDTA-Na; 0.1 mM EGTA;
1 mM DTT,; 0.5 mM phenilmetilsulfonil fluoride, PMSF) sendo adicionado a esta
solucdo Nonidet P-40 a 10%. O homogeneizado foi incubado em gelo por 15
minutos, transferido e centrifugado a 14.000 rpm por trés minutos a 4°C. O
sobrenadante foi removido, o pellet nuclear ressuspendido com 60 pL de tampé&o
hiperténico B (20 mM HEPES pH 7.9; 0.4 M NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1 mM
DTT; 1 mM PMSF) em vortex e incubado em gelo por 15 minutos. O extrato foi entdo
centrifugado a 14.000 rpm por trés minutos a 4°C, e o sobrenadante armazenado a -
80°C.

3.9 - Preparacao dos Extratos Citoplasmaticos

Os extratos citoplasmaticos utilizados para deteccdo da expressdo das
proteinas IkB-a, COXj, IKK e INOS foram preparados a partir de um homogeneizado
do intestino em um tampao de lise (NaCl 140 mM, EDTA 15 mM, glicerol 10%, Tris
20 mM; pH 8,0), ao qual se adicionaram inibidores de proteases. O homogeneizado
foi incubado durante 30 minutos a 4 °C, sendo centrifugado durante 30 minutos a

13.000 xg a 4 °C, o sobrenadante retirado em aliquotas e armazenado a -80°C.

3.10 - Expresséo Protéica

A técnica utilizada para deteccdo da expressao da p65, IkBa, Ikk e iINOS foi a
de Western blot, sendo utilizado o sistema descrito por Laemmli (1970) para a
eletroforese e, para o blotting, a técnica descrita por Towbin e colaboradores
(Towbin et al, 1979).

Foi selecionada uma quantidade de amostra equivalente a 75 pg de proteina

a qual adicionou-se a solugéao (H20, tris/HCI 0,5 M, DTT 1% e azul de bromofenol),
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incubando-a durante cinco minutos a 100 °C. Apos realizou-se a eletroforese em gel
de poliacrilamida a 9-12% em tampéo de eletroforese (Tris 25 mM, glicina 0,2 M,
SDS 3,5 mM; pH 8,8). Depois de separadas, as proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose, a fim de permitir a sua exposicdo aos anticorpos.
Para realizar a transferéncia, uma vez extraido o gel, este era equilibrado em um
tampédo de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 0,2 M e metanol 20). A transferéncia
realizou-se a 13 volts durante 25 minutos. Para comprovar que a transferéncia
estava correta, introduziu-se a membrana de nitrocelulose em uma solucdo de
vermelho Ponceau para visualizar as proteinas totais. A membrana foi lavada com
agitacao durante cinco minutos com PBS (0,14 M NaCl, 1,4 mM KH2PO4, 8 mM
Na2HPO4, 2,7 mM KCI). Depois foi colocada durante 30 minutos em solugdo de

blogueio (5% de leite em p6 desnatado em PBS-Tween 20 frio) a 37°C.

A membrana de nitrocelulose foi, entédo, incubada em overnight a 4° C com os
anticorpos primarios policlonais especificos para; p65 (65 kDa), (Santa Cruz
Biotechnology®), IkBa (36 kDa) (Cell Signaling®), iNOS (130 kDa) (BioMol®). Apos
essa atapa a mesma foi lavada cinco vezes com PBS-Tween 20%. Posteriormente
foi incubada durante uma hora e meia com um anticorpo anti-imunoglobulina de
coelho. (DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca). Transcorrido este tempo, novamente foi

lavada cinco vezes em PBS-Tween 20.

A deteccdo das proteinas foi realizada por quimiluminescéncia, utilizando um
kit comercial ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Gra-Bretanha),
expondo a membrana durante dois minutos a esta mistura comercial. Posteriormente
introduziu-se um filme em cassete para revelacdo (Amersham Hyperfiim ECL, UK)

durante aproximadamente dois minutos.

Depois de revelado, o filme foi secado e quantificadas as bandas por
densitometria, utilizando o programa Scion Image 4.02 para Windows (Scion
Corporation, Frederick, USA). Os resultados foram expressos em unidades
arbitrarias. As diluicGes utilizadas para cada anticorpo foram: p65 1/200 em leite a
3%; IkB e IKK: 1/1000 em leite a 3%; e INOS e COX-2: 1/1000 em leite a 1%.
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3.11 - Morte dos Animais

A morte dos animais controles e experimentais foi realizada da seguinte
maneira: 0 processo iniciou com a anestesia do animal mediante a administracéo de
farmacos anestésicos e posicionamento do mesmo para cirurgia. Foi utilizada uma
mistura de Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg de peso corporal e Cloridrato de
Cetamina 100mg/Kg de peso corporal intraperitonialmente. Inicialmente foi realizada
uma tricotomia manual da regido abdominal, seguida de intervencéo cirdrgica, que
iniciou com uma laparotomia mediana ventral e a exposi¢cdo das alcas intestinais,
para retirada do intestino grosso distal (2,5cm). Apds esse procedimento foi

realizado o pneumotdrax para a morte do animal.

3.12 - Anélise Estatistica

Apb6s a determinacdo de todos os parametros experimentais, realizou-se a
analise estatistica através de métodos adequados ao tamanho e tipo da amostra. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e para as

expressdes como média e desvio padrao para cada um dos grupos do experimento.

O teste utilizado para analise de variancia dos dados paramétricos foi o
ANOVA para medidas entre grupos diferentes; a fim de podermos comparar as
diferencas observadas em cada parametro estudado seguido do teste Student-
Newman-Keuls. Para analise dos dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de
Mann Whitney.

Consideramos diferenca estatisticamente significativa entre as variaveis
estudadas quando obtivemos um nivel de significancia de pelo menos, 5% (p<0,05)

para as analises histoldgicas e bioguimicas, e 1% para as analises das expressoes.



4 - RESULTADOS

4.1 - Estudo Histologico

O estudo histoldgico foi realizado através da coloracdo com hematoxilina-
eosina no intestino dos animais avaliados. O tecido foi retirado no momento do
sacrificio e analisado em aumento de 100X e 200x.

Na Figura 7 temos fotomicrografia de um animal CO. Nele, observa-se a
arquitetura do colon, onde identificamos a luz intestinal, o epitélio simples glandular

(EG), a lamina prépria (LP), a muscular da mucosa (MM), submucosa (SM) com

vasos e as camadas musculares circulares (MC) e longitudinais (ML).

_ P A
L=, 23w i A% Y \ - L b .' b
Figura 7: Fotomicrografia do intestino grosso de animais do grupo controle. Epitélio simples glandular
(EG), a lamina prépria (LP), a muscular da mucosa (MM), submucosa (SM) com vasos e as camadas
musculares circulares (MC) e longitudinais (ML), 100X.
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Na Figura 8, fotomicrografia de um animal CL, verifica-se uma alteracdo da
arquitetura colbnica na qual ocorre uma destrui¢cdo das criptas da mucosa intestinal
(CP) e um consideravel edema de submucosa (E), caracterizado por um grande
infiltrado inflamatorio (IF).

Y - ., TR i i ps -:- - - ]
Figura 8: Fotomicrografia do intestino grosso de animais do grupo colite. Destruicdo das criptas (CP)
com extenso edema de submucosa (E) caracterizado pelo infiltrado inflamat6rio (IF), 200X.

Na fotomicrografia de um animal do grupo G+CL (Figura 9) observa-se uma
preservacdo das criptas da mucosa (CP) e um menor edema de submucosa (E),
assemelhando-se, portanto, ao grupo CO.

F_igra 9: Fotomicrografia do intestino grosso de animais do grupo glutamina+colite. Preservacéo das
criptas (CP), Menor edema (E) 200X.
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Cabe ressaltar que ndo foram observadas alteracdes histoldgicas no grupo de

animais controles que receberam o enema com glutamina (Tabela 4).

Na Tabela 4, apresentam-se os indices macroscopicos e microscépicos na
avaliacdo do intestino nos diferentes grupos estudados. Observa-se um aumento
significativo no indice, tanto macroscopico quanto microscopico, do grupo CL, e uma

diminuicao desses indices no grupo G+CL.

Tabela 4: Média dos indices de danos macro e microscopicos na colite experimental.

indices de Dano Grupos Experimentais
CcO CO+G CL G+CL
Macroscopia (0-5) 0+0 0+0 4.7+0.2* 2,7+0.3"
Microscopia (0-3) 0+0 0+0 2,7+0.1* 1.8+0.3"

Os resultados foram expressos como a média + desvio padréo da média (DP) 8 animais cada grupo.
* - diferenca significativa entre o grupo CO e CL (p<0,05).
# - diferenca significativa entre o grupo CL e G+CL (p<0,05).

4.2 - Medida da Pressao Anal Esfincteriana

A pressado anal esfincteriana, avaliada por manometria ano-retal, demonstrou
haver uma diminuicdo significativa das pressfes em animais com colite, quando
comparados ao grupo controle. Os grupos e G+CL demonstraram um aumento

significativo das pressées, quando comparados ao grupo Cl.
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Figura 10: Valores médios das pressdes anais esfincterianas. Os resultados estdo expressos como
média + erro padrdo (EP), para oito animais em cada grupo. Os sinais representam as seguintes
significancias:

* - diferenca significativa entre o grupo CO e CL (p<0,05).

# - diferenca significativa entre o grupo CL e (G+CL) (p<0,05).

4.3 - Determinacgéo do Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo foi avaliado pelas técnicas de TBARS e QL.
Observaram-se alteragdes significativas principalmente entre o grupo CL e o0 CO, e
entre o grupo CL e o G+CL. O TBARS (Figura 11) dos animais do grupo CL
aumentou em relacdo ao CO (p<0,05). Nao foi apresentada diferenca significativa
entre 0s animais do grupo CO e G. Com a administracdo prévia da glutamina, grupo
G+CL, houve uma diminuicdo na lipoperoxidacdo desses em relacdo ao grupo CL
(p<0,05)
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Figura 11: Valores médios das substancias que reagem ao &cido tiobarbitrico (TBARS). Os
resultados estdo expressos como média + erro padrdo (EP), para oito animais em cada grupo. Os
sinais representam as seguintes significancias:

* - diferenca significativa entre o grupo CO e CL (p<0,05).

# - diferenca significativa entre o grupo CL e (G+CL) (p<0,05).

Ao avaliar a quimiluminescéncia (Figura 12) dos animais do grupo CL,
verificou-se que houve aumento em relacéo aos do grupo CO (p<0,05). Os animais
do grupo G+CL apresentaram uma reducao comparados aos do grupo CL (p<0,05).
Ressalta-se que nos animais do grupo CO e do grupo G a QL foi semelhante e ndo

houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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Figura 12: Valores médios da quimiluminescéncia (QL). Os resultados estao expressos como média
+ erro padrdo (EP), para oito animais em cada grupo. Os sinais representam as seguintes
significancias:

* - diferenca significativa entre o grupo CO e CL (p<0,05).

# - diferenca significativa entre o grupo CL e (G+CL) (p<0,05).

4.4 - Atividade da Enzima Antioxidante Glutationa Peroxidase

Na Figura 13, podemos observar os valores referidos a atividade da enzima
antioxidante GPx no homogeneizado dos tecidos dos diferentes grupos avaliados.
Houve diminui¢cdo nos animais do grupo CL, quando comparados aos do grupo CO
(p<0,05), e aumento nos animais do grupo G+CL, quando comparados aos do grupo
CL (p<0,05). A comparacao da atividade da GPx entre os animais do grupo CO e do

grupo G ndo mostrou diferengas significativas.
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Figura 13: Atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx). Os resultados estédo
expressos como média + erro padrao (EP), para oito animais em cada grupo.

* - diferenca significativa entre o grupo CO e CL (p<0,05).

# - diferenca significativa entre o grupo CL e G+CL (p<0,05).

4.5 - Expressédo da Subunidade p65 do Fator de Transcricdo Nuclear Kappa B

em Extratos Nucleares

A ativacdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-xB) foi avaliada pela
expressao da subunidade p65 do NF-kB, em extratos nucleares dos tecidos, através
de técnica de Western Blot (Figura 14). Observou-se que os animais do grupo CL
apresentaram aumento estatisticamente significativo ao serem comparados com o
grupo CO. Nos animais do grupo G+CL, houve diminuigdo, quando comparados aos
do grupo CL (p<0,01). A comparacdo da expressdo do p65 entre os animais do

grupo CO e do grupo G ndo mostrou diferencas significativas.
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Figura 14. Expressédo do p65 em extrato nuclear. (A) Representacdo da analise por western blot. B)
Valores foram expressos pela média + desvio padrao da média (DP) de trés diferentes observacoes.

* - diferenca significativa entre o grupo CO e CL (p<0,01).

# - diferenca significativa entre o grupo CL e G+CL (p<0,01).

4.6 - Niveis Citoplasmaticos do IkB.

A Figura 15 mostra os efeitos da colite e da administragcédo da glutamina sobre
o IkB. Observou-se que os animais do grupo CL apresentaram diminuicdo na
expressdo em relacdo aos do grupo CO. Nos animais do grupo G+CL ocorreu um
aumento, quando comparados aos do grupo CL (p<0,01). A comparacdo da
expressdo do IkB entre os animais do grupo CO e do grupo G ndo mostrou

diferencas significativas.
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Figura 15. Expressao do inibidor kappa beta (IkB). (A) Representacdo do Western blot. (B) Valores
expressos pela média + desvio padrao da média (DP) de trés diferentes observagdes.

* - diferenca significativa entre o grupo CO e CL (p<0,01).

# - diferenca significativa entre o grupo CL e G+CL (p<0,01).

4.7 - Niveis Citoplasméticos do IKK

A Figura 16 mostra os efeitos da colite e da administracao da glutamina sobre
o ikk. Observa-se que os animais do grupo CL apresentaram aumento na expressao
em relacdo aos do grupo CO. Nos animais do grupo G+CL, ocorreu diminuicao,
guando comparados aos do grupo CL (p<0,01). A comparacao da expressao do IKK

entre os animais do grupo CO e do grupo G nédo mostrou diferencas significativas.
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Figura 16. Expressdo da IKK. (A) Representacdo da andlise por Western blot. B) Valores foram
expressos pela média + desvio padrdo da média (DP) de trés diferentes observacdes.

* - diferenca significativa entre o grupo CO e CL (p<0,01).

# - diferenca significativa entre o grupo CL e G+CL (p<0,01).

4.8 - Expressdo da Enzima Oxido Nitrico Sintase Induzivel (iNOS)

Na Figura 17, s@o observados os resultados da expressao da oOxido nitrico
sintase induzivel (iINOS) nos homogeneizados de tecidos. Observou-se que 0S
animais do grupo CL apresentaram aumento estatisticamente significativo ao serem
comparados com o grupo CO (p<0,01). Nos animais do grupo G+CL, houve
diminuicdo quando comparados aos do grupo CL. A comparacédo da expressdo da
INOS entre os animais do grupo CO e do grupo G ndo mostrou diferencas

significativas.
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Figura 17. Expressao da NO sintase induzivel (iNOS). (A) Representacdo da andlise por Western
blot. B) Valores foram expressos pela média + desvio padrdo da média (DP) de trés diferentes
observagoes.

* - diferenca significativa entre o grupo CO e CL (p<0,01).

# - diferenca significativa entre o grupo CL e G+CL (p<0,01).

4.9 - Expresséao da Cicloxigenase 2 (COX-2)

Na figura 18 sdo demonstrados os resultados da expresséo da cicloxigenase
2 no homogeneizado de tecidos. Observou-se que os animais do grupo CL
apresentaram aumento estatisticamente significativo ao serem comparados com o
grupo CO (p<0,01). Nos animais do grupo G+CL houve diminuicdo da expressao,
guando comparados aos do grupo CL. A comparagéo da expressdo da COX2 entre

0s animais do grupo CO e do grupo G nao mostrou diferengas significativas.
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Figura 18. Expresséo da COX2. (A) Representagcdo da andlise por Western blot. B) Valores foram
expressos pela média + desvio padréo da média (DP) de trés diferentes observacgdes.

* - diferenca significativa entre o grupo CO e CL (p<0,01).

# - diferenca significativa entre o grupo CL e G+CL (p<0,01).



5 - DISCUSSAO

A doenca intestinal inflamatoéria (DIl) € uma condicdo clinica cuja etiologia
ainda é desconhecida. Muitos fatores, entretanto, vém sendo implicados na sua
patogénese tais como a infiltracdo leucocitaria e a superproducdo de agentes pro-
inflamatorios. A lesao tecidual produzida por neutréfilos vem sendo atribuida a sua
capacidade de liberar uma grande variedade de espécies ativas de oxigénio (EAO) e
de nitrogénio. Esses agentes estdo envolvidos no desenvolvimento da leséo tecidual
em varias doencas inflamatérias e também na colite. InUmeras substancias vém
sendo pesquisadas no sentido de melhorar a DIl através de uma acéo direta sobre o

processo inflamatorio e também sobre o estresse oxidativo.

Neste trabalho utilizamos a glutamina tépica via anal para demonstrar o efeito
benéfico dessa substancia no processo inflamatorio do célon. A glutamina foi
inicialmente utilizada de forma profildtica em pacientes a serem submetidos a
radioterapia pélvica, quando se observou uma diminuicdo da incidéncia e da
gravidade de enterite actinica, além de apresentar um papel fundamental na defesa
imunoldgica da barreira mucosa do intestino através da sua participacdo na
formacdo de imunoglobulinas, especialmente a IgA (CURI et al., 2005). Foi
demonstrado também que a glutamina diminui os efeitos inflamatérios da
enterocolite induzida por metotrexato e que diminui a translocacdo bacteriana em
animais com seépsis abdominal (MACHLIN & BENDICH, 1985). Este aminoéacido é
também capaz de agir sobre a atividade dos macréfagos, interferindo na fagocitose
em sitios inflamatérios (CURI et al., 2005). Além de efeitos protetores diretos como
os citados acima, a glutamina tem uma importante funcdo em processos

inflamatdrios intestinais, atuando sobre os radicais livres de oxigénio. Welbourne &
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Miers (1998) demonstraram que a glutamina, na presenca de inflamacdo, aumenta o

fluxo de glutationa no figado e no trato gastrintestinal.

Para reproduzir a DIl em ratos, utilizamos o modelo de acido acético via anal.
Trata-se de um modelo de indugdo aguda, toxica e ja extensamente utilizado em
pesquisas com animais. Reproduz o processo inflamatorio do célon com formacéo
de abscessos cripticos, infiltrado leucocitario, edema de submucosa e ulceracdes de
mucosa. (AKGUN et al., 2005; MAHGOUB et al.,, 2005). Akgun et al (2005)
verificaram a presenca de um importante infiltrado inflamatério intersticial na mucosa
e submucosa de ratos submetidos a colite experimental. EI-Medany (2006), além de
descrever a lesédo tecidual provocada pelo acido acético no célon de ratos, também
estabeleceu uma relacéo entre esta lesdo e um escore histolégico. O &cido acético
permite, rapidamente, o estudo do processo inflamatdério, pois apenas 12 horas apos
a inducdo ja € possivel que sejam observadas as alteracBes inflamatérias. A
utilizacédo de escores histolégicos permite a quantificacdo mais objetiva da lesdo no

célon, bem como os seus parametros de melhora.

Na avaliacdo dos indices macroscOpicos e microscépicos do intestino em
nosso modelo (Tabela 4), confirmam-se os achados da colite nos grupos induzidos
pelo acido acético (Figura 8) pelos escores apresentados (p<0,05), quando
comparados com o grupo controle (Figura 7). Pode-se observar importante infiltrado
leucocitario, edema de submucosa, focos hemorragicos, abscessos cripticos e
destruicdo de criptas com formacao de Ulceras. Os animais do grupo G+CL (Figura
9), por sua vez, apresentaram diminuicao significativa na extensao e no grau dessas
alteragbes, com diminuicdo do infiltrado inflamatorio e, consequentemente, uma
reducdo significativa nos escores macro e microscopicos da colite. Este mesmo
efeito foi encontrado por outros autores que utilizaram a glutamina sob a forma de
enema dois dias antes da inducdo da colite (ISRAELI et al., 2004). Em estudos de
Ameho (1997) e colaboradores, com suplementacédo de glutamina em modelo com
ratos Wistar, foram constatadas: reducédo das areas de necrose, um menor acumulo
de células inflamatérias e consequente reducdo nos indices macro e microscopicos
de inflamagédo. Resultados semelhantes foram encontrados com a acao da glutamina
ou de outras substancias antioxidantes, como a N-acetilcisteina e a superéxido
dismutase com melhora nos indices histologicos tanto macro quanto microscopicos
de leséo colonica (ISRAELI et al., 2004, SEGUI et al., 2004; AKGUN et al., 2005) .
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A infiltracdo leucocitaria é a caracteristica mais importante e patognomoénica
de um processo inflamatério. Como ja foi demonstrado, na colite existe um
importante acumulo de células inflamatorias no intestino inflamado. Inameros
trabalhos ja constataram o aumento da expressdo de moléculas de adesdo nos
vasos do collon submetido a colite. Tais moléculas sdo as responsaveis pela
migracdo leucocitaria para a area inflamada. Dessa maneira, o aumento da
expressdo das moléculas de adesé@o confirma também o aumento de infiltrado de

células inflamatoérias no tecido inflamado.

Os leucécitos, especialmente os neutrofilos, sdo algumas das células
inflamatorias responséaveis pela producdo das espécies ativas de oxigénio (EAO), e;
portanto, do surgimento de estresse oxidativo no tecido inflamado. Estudos
realizados por Panés & Granger (1996) observaram também que esta migracao
leucocitaria € responsavel pela elevacdo de espécies ativas de oxigénio no tecido
afetado e que esse aumento, associado ao aumento da producdo de proteases, é
responsavel pelo dano tecidual. A producéo de espécies ativas de oxigénio aumenta

com a progressao e a gravidade da doenca.

Os neutrofilos ativados podem, por exemplo, produzir o &anion radical
superoxido (Oy) através da reacdo da NADPH oxidase, a qual reduz o oxigénio
molecular em anion radical superoxido (BABIOR et al., 1973), radical livre, este,

capaz de provocar dano tecidual.

Os danos celulares causados pelos radicais livres possibilitam a peroxidacéo
lipidica (LPO), a inativacdo enzimatica, a alteracdo do estado redox intracelular e o
dano ao DNA. A LPO é uma reagdo em cadeia de formagdo de radicais livres,
iniciada pelo radical hidroxil, que age sobre as cadeias de acidos graxos da
membrana fosfolipidica, na qual o radical hidroxil se transforma em hidroperéxidos
de lipidios (LLESUY, 2002).

Estudos de Harris et al. (1992) demonstraram que as espécies ativas de
oxigénio (EAO) desempenham um papel importante na patogénese da colite através

da lipoperoxidacéo.

A injuria toxica, causada ao intestino pelo acido acético, é reconhecida por

aumentar os niveis de lipoperoxidacdo em ratos e, em contraponto, varios agentes
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terapéuticos usados na colite experimental diminuiram estes niveis peroxidativos tais
como a superoxido dismutase, sulfasalazina, N-acetilcisteina e glutamina
(CETINKAYA et al., 2005; MAHGOUB et al., 2005; TRIANTAFILLIDIS et al., 2005).

A diminuicéo da lipoperoxidacdo em manifestacdes de colite em humanos ja
foi demonstrada pelo uso de outras substancias com agao antioxidante como a N-
acetilcisteina (ISRAELI et al., 2004; AKGUN et al., 2005) e superdxido dismutase
(SEGUI et al., 2004).

Em nosso estudo, avaliamos o estresse oxidativo através de dois métodos:

substancias que reagem ao &cido tiobarbitirico (TBA-RS) e quimiluminescéncia

(QL).

Em relagdo ao TBARS (Figura 11), observamos um significativo aumento nos
niveis de lipoperoxidacdo no grupo colite, quando comparado ao grupo controle (CL
0,78nmol/mg prot. X CO 0,52nmol/mg prot. P<0,05). No grupo pré-tratado com
glutamina, observa-se uma diminuicao significativa dos niveis de lipoperoxidacao em
relacdo ao grupo colite (CL 0,78nmol/mg prot. X G+CL 0,49nmol/mg prot. P<0,05).
Portanto, quando avaliamos o estresse oxidativo através da técnica de TBARS,
observamos uma significativa melhora no grupo que foi previamente tratado com

glutamina, quando comparado ao grupo colite.

Em relagcdo a técnica de quimiluminescéncia (QL) (Figura 12), obtivemos
resultados semelhantes. O grupo colite apresentou valores significativamente
superiores aos do grupo controle (CL 1450 cps/mg prot. X CO 610 cps/mg prot.
P<0,05). No grupo colite pré-tratado com glutamina observamos valores
significativamente inferiores aos do grupo colite (CL 1450 cps/mg prot. X G+CL 650
cps/mg prot. P<0,05). Ficou demonstrado, portanto, que pela técnica de QL também
houve uma diminuicao significativa do estresse oxidativo no grupo pré-tratado com

glutamina.

A melhora nos achados histolégicos da mucosa intestinal € acompanhada
pela modificacdo observada nos parametros enzimaticos, assim como a restauragao
na integridade da membrana plasmatica é traduzida pela reducdo na
lipoperoxidagédo (CETINKAYA et al., 2005).
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Elevados niveis intracelulares das EAO podem ser o resultado de um
aumento na producdo das proprias EAO ou a diminuicdo da protecdo dos
antioxidantes. Na colite ocorre um desbalanco entre as substancias oxidativas e
antioxidantes, como o observado em nosso trabalho, levando ao processo de
estresse oxidativo. A glutamina, por sua possivel acdo antioxidante, parece proteger
o intestino grosso, melhorar a resposta ao dano inflamatério e diminuir o dano
oxidativo do trato gastrointestinal, fato observado neste trabalho e também em

trabalhos anteriores (MATES et al., 2002; ISRAELI et al., 2004).

As células possuem um sistema de defesa antioxidante enzimatico que
converte espécies oxidantes reativas em moléculas menos reativas e protege o
organismo dos efeitos deletérios do estresse oxidativo (FORMICA & REGELSON,
1995). A glutationa peroxidase (GPx) é responsavel pela neutralizagdo de 91% do
peréxido de hidrogénio, em conjunto com um tripeptideo antioxidante glutationa
(GSH). Estudos demonstram o envolvimento direto da GPx com a colite na qual
ratos com Knockout da GPx desenvolveram colite espontaneamente (Pravda, 2005).
Foi demonstrado por Ardite et al (2000) a relacdo da colite com a glutationa. Em

ratos submetidos a colite experimental por TNBS, observou-se uma diminui¢éo

significativa dos niveis de glutationa quando comparado ao grupo controle.

Em nosso estudo, observamos uma diminuigéo significativa da atividade da
GPx no grupo colite, quando comparado ao grupo controle (CL 0,23umol/mg prot. X
CO 0,28umol/mg prot.). Durante a colite ocorre grande formacdo de radicais
superoxido e consequente formacédo de H,O,. Devido a isso, ocorre um estimulo ao
consumo dessa enzima no sentido de neutralizar a formagéo de radicais livres. No
grupo de animais pré-tratados com glutamina, observamos um aumento na atividade
da GPx, quando comparada ao grupo colite (G+CL 0,31umol/mg prot. X CL 0,23
umol/mg prot.). Tal fato confirma a atuacdo da glutamina junto a atividade

antioxidante enzimatica.(Figura 13)

Em diversos tecidos, a resposta inflamatdria causa geracao elevada das EAO,
0 que contribui para 0 aumento no estresse oxidativo. Os mecanismos moleculares
do estresse oxidativo podem contribuir para o desenvolvimento de alteragfes
fisiopatoldgicas (JOBIN & SARTOR, 2000; DIAS et al., 2005). Na auséncia de

respostas compensatérias apropriadas do sistema antioxidante ha ativagéo das vias
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de sinalizacdo sensiveis ao estresse oxidativo, como o complexo composto pelo
fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-xB), entre outros (JOBIN & SARTOR,
2000).

Recentes estudos demonstram que o NF-xB é um fator de transcricdo que
desempenha uma funcdo reguladora no sistema imune e noS Pprocessos
inflamatorios. Sendo regulador de varios genes, como citocinas, moléculas de
adesdo e proteinas de fase aguda. E, portanto, muito importante nos processos
inflamatoérios (PANES, 1999; DIAS et al., 2005; LI et al., 2005, a).

O NF-kB possui um papel chave na ativacdo destes genes envolvidos na
resposta inflamatéria tanto no desencadeamento quanto na manutencdo da
inflamag&o. Varios genes pro-inflamatorios estdo implicados na patogénese da
doenca intestinal inflamatoria, incluindo a interleucina-1B (IL-1B), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-alfa), IL-2, IL-6,IL-8 e IL-12. Todos possuem sitios de ligagcdo para

o NF-kB e tém a sua transcri¢céo regulada por ele.

A colite € uma doenca intestinal inflamatéria diretamente relacionada com a a
ativagcdo do NF-«xB, e a ativagdo esta intimamente envolvida na manifestagéo clinica
da doenca. A inibicdo de sua ativacdo corresponde a uma excelente ferramenta no

tratamento da colite.

O heterodimero do NF-«xB ativado transloca ao nucleo, apés a fosforilacao de
um de seus inibidores, o IkB-a, pelo IKK. A ativacéo desse fator de transcricdo pode
ser avaliada a partir da expressao da subunidade p65 contida em extratos nucleares

através da técnica de Western blot.

Kellym e colaboradores (2005) demonstraram que o cultivo de células
endoteliais na presenca de lipopolissacarideos (LPS) com privacdo de glutamina
apresentou diminuicdo na expressao l|kB-a, o que permite, por sua vez, uma
translocacao nuclear do NF-kB, regulando a resposta inflamatoéria e imune, incluindo
diversas citocinas (KELLYM et al., 2005).

Em nosso estudo, ao avaliarmos extratos nucleares das células intestinais
dos animais do grupo CL em relacdo a ativacdo do NF-kB, encontramos um

aumento significativo da expressdo do p65, quando comparado ao grupo controle
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(CL 0,85 U.A. X CO 0,55 U.A. p<0,05). Entretanto, no grupo pré-tratado com
glutamina, a ativacdo do NF-k[ avaliada pela determinacdo da expressdo do p65
apresentou uma diminuicéo significativa em relacédo ao grupo colite ( G+CL 0,53 U.A.
X CL 0,85 U.A.). (Figura 14)

Quando comparamos os dados do NF-kl3 em ambos os grupos com os dados
ja referidos de estresse oxidativo, percebemos haver uma estreita relacdo entre o
aumento dos niveis de NF-kB e o aumento dos niveis de estresse oxidativo nos

grupos submetidos a colite. O oposto ocorre no grupo pré-tratado com glutamina.

Esses resultados suportam a hipétese de que o estresse oxidativo presente
na colite estimule a expressdo do NF-«B e que a administracdo da glutamina em
animais submetidos a colite experimental reduza os seus valores até proximo ao dos

animais do grupo controle.

A identificacdo do p65 (NF-xB) é predominante nos dois principais modelos de
inflamac&o intestinal crénica a Colite Ulcerativa e a Doenca de Crohn, predizendo
um aumento da expressdo do NF-kB na doenca inflamatéria intestinal humana.
Assim como no nosso estudo, outros trabalhos encontraram uma ativacao de NF-xB
nos pacientes com colite. Neurath e colaboradores (NEURATH et al., 1996;
NEURATH & PETTERSSON, 1997) demonstraram um aumento significativo de
niveis da proteina p65 em macrofagos da lamina propria em células endoteliais de
pacientes com a Doenca de Crohn, o que foi acompanhado pela producédo

aumentada das citocinas pro-inflamatérias como a IL-1b, IL-6, e 0 TNF-a.

A diminuicdo na ativagdo do NF-«xB em manifestacdes de colite ja foi
demonstrada pelo uso de outras substancias, como a petrosaspongiolida M e a
melatonina (BUSSEROLLES et al., 2005; LI et al., 2005,a). Os resultados desses
estudos indicam que a ativacdo do NF-xB € o evento sinalizador inicial que contribui
com a disfuncao e/ou destruicdo celular. (BROWNLEE, 2001). Nossos dados estéao
de acordo com os encontrados por Li e colaboradores (2005), pois a melatonina
reduz o dano inflamatério e inibe a expressao de moléculas pré-inflamatorias e a
ativacdo do NF-kB. Isso ocorreu, possivelmente, devido ao bloqueio da degradacéo

da IkB-a que impede a transcrigcdo do NF-kB no ndcleo da célula. (Li et al., 2005 ).
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Em nosso estudo, observamos uma diminuicdo significativa do kB no grupo
colite quando comparado ao grupo controle (CL 0,09 U.A. X CO 1,03 U.A. p<0,05). A
diminuicdo do IkB no grupo colite permitiu 0 aumento da expressédo do NF-xB e sua
entrada no nucleo para a transcricdo junto ao DNA. No grupo pré-tratado com
glutamina observa-se um aumento significativo da expressdo do IkB em relagédo ao
grupo colite (G+CL 0,44 U.A. X CL 0,09 U.A. p<0,05). (Figura 15).

Resultados semelhantes foram encontrados em estudos com ratos
submetidos a colite experimental em que a expressdo de moléculas pré-
inflamatdrias, juntamente com a expressao do p65, mostraram-se aumentadas. Esse
aumento foi acompanhado de uma diminui¢éo nos niveis do IkB (JOBIN & SARTOR
2000; LI et al., 2005).

Como ja foi visto, para que o NF-xB penetre no nucleo a fim de promover a
transcricdo junto ao DNA, € necessario a fosforilizagdo do seu inibidor 1kB. Isto é
feito através da ativacdo da molécula inibidora do IkB, chamada IKK. Sendo assim,
nas situagdes em que ocorre um aumento da expressédo de NF-xB e diminuicdo da

expressao de IkB, é esperado que haja um aumento da expresséo de IKK.

Em nosso estudo isso se confirmou. No grupo colite, observamos um
aumento significativo da expressdo de IKK, quando comparado ao grupo controle
(CL 0,69 U.A. X CO 0,45 U.A. p<0,05). O aumento da expressao de IKK ocasionou
a diminuicdo da expressao do IkB e consequente aumento da expresséo do NF-kB.
No grupo pré-tratado com glutamina observamos uma diminuicdo significativa da
expressao do IKK, comparado-o ao grupo colite( G+CL 0,51 U.A. X CL 0,69 U.A.
p<0,05). Em consegliéncia disso, como ja foi demonstrado, obtivemos no grupo pré-
tratado com glutamina, um aumento da expressdo de IkB e uma diminuicdo da

expresséo de NF-«xB. (Figura 16).

Resultados semelhantes foram descritos em outros estudos em que foram
avaliadas expressbes de moléculas pro-inflamatérias como o NF-xB junto a
diferentes tipos de substancias antioxidantes tais como a quercitina (DIAS et al.,
2005). Nesses estudos, também ficaram constatadas as alteracbes de expressao
com inibicdo e ativacdo do NF-xB pelas moléculas IkB-a e IKK na presenga ou ndo

de substancias antioxidantes.
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A principal consequéncia da ativacédo das vias de sinalizacao intracelular pelo
NF-xB séo os produtos decorrentes dos genes estimulados. Um desses produtos é o
oxido nitrico (NO). Sabe-se que o Oxido nitrico € capaz de provocar diversos danos
celulares e é responsavel pelo aparecimento de algumas complicacbes encontradas
na colite (FILLMANN et al, 2002; KOLIOS et al., 2004).

O NO funciona como um sinalizador celular, mediando a vasodilatacéo,
guando produzido pela o6xido nitrico sintase (NOS) em células vasculares
endoteliais, mas também como uma fonte altamente téxica e oxidante, quando
produzido em altas concentragdes pela NOS de macréfagos no processo patologico
(FILLMANN e al, 2002). Nessa situagdo, o NO pode reagir com as espécies ativas
de oxigénio, formando o peroxinitrito que é uma espécie oxidante altamente reativa,
contribuindo para o estresse oxidativo ou nitrosativo (LLORENS & NAVA, 2003).

O papel do 6xido nitrico na fisiopatologia da colite ndo estd completamente
estabelecido, mas existem evidéncias de que favorecem o envolvimento do NO
nestes processos patologicos (FILLMANN et al, 2002).

Sabe-se que pacientes com retocolite ulcerativa e Doenca de Crohn,
comparados a controles, revelaram um significativo aumento da isoforma induzivel
da NO sintase (BOUGHTON-SMITH et al., 1993).

ApoOs serem expostas a citocinas proé-inflamatorias, as células endoteliais
intestinais apresentam niveis aumentados de mRNA da iNOS. A colite induzida por
acido acético estabelece um aumento na expresséo, tanto da proteina quanto do
MRNA, da enzima iNOS, que é acompanhada pelo aumento na geracdo de NO
(KANKURI et al., 2001).

Ja foi demonstrado também que a atividade enzimatica da NOS esta
aumentada em modelos experimentais de colite e na doenca intestinal inflamatdria
humana. A intensidade da manifestacdo clinica da doenca esta diretamente
relacionada ao valor da expressdo da enzima Oxido nitrico sintase induzivel
(INOS)(CROSS & WILSON, 2003).

A gquantidade elevada de INOS, gerada durante a inflamagéo, favorece o

desenvolvimento da colite experimental (IWASHITA et al., 1998). Williams e
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colaboradores verificaram que na retocolite ulcerativa h4 uma elevacéo nos niveis da
expressdo INOS que foram correlacionadas com a severidade da doenca
(WILLIAMS et al., 2002).

Na figura 17, observamos um aumento significativo da expressdo de iINOS
nos animais do grupo colite quando comparado ao grupo controle (CL 0,5 U.A. X CO
0,22 U.A. p<0,05). O aumento na expressao da iNOS relaciona-se diretamente com
0 aumento também encontrado na expressao do NF-kB no grupo colite. Nos animais
que receberam o pré-tratamento com glutamina, observa-se uma diminui¢do
significativa da expressao da iNOS (G+CL 0,25 U.A. XCL 0,5 U.A. p<0,05) tal qual
ocorreu com a expressdo do NF-xB. O efeito protetor da glutamina, portanto,
também foi demonstrado na avaliacdo da expressao da enzima 6xido nitrico sintase

induzivel.

Nossos resultados estdo de acordo com os achados encontrados por Dong e
colaboradores na colite por acido acético (DONG et al., 2003) e em outros modelos
experimentais, tais como cultivos de macréfagos estimulados por LPS (MU, et al.,
2001) e colite experimental induzida pelo &cido trinito-benzenossulfénico (TNBS) (LI
et al., 2005) ou dextran sulfato de sodio (DSS) (REED et al., 2005). Um aumento na
expressdo da INOS foi também demonstrado na colite em células endoteliais,
indicando uma relacdo entre a ativacdo vascular e a patogénese da doenca
intestinal inflamatoéria (PRICE & LOSCALZO, 1999).

Sabe-se, atualmente, que o aumento da expressdo da iINOS é um dos
responsaveis pelos efeitos deletérios a funcdo e a integridade intestinal na doenca
intestinal  inflamatoéria,  contribuindo  significativamente  para  alteracdes
imunopatologicas gastrointestinais durante os eventos inflamatérios crénicos.
(HOGABOAM et al.,, 1995; RACHMILEWITZ et al., 1995; KIMURA et al., 1997;
SALAS et al., 2002 ;GRISHAM et al., 2002).

Em estudo recentemente publicado por Fillmann e colaboradores (2007), ficou
demonstrado que o uso de substancias que bloqueiam a atividade da NOS, tais
como o L-NAME, produz uma melhora significativa em varios parametros
inflamatérios em animais submetidos a colite experimental com acido acético. Nesse

trabalho, ratos submetidos a colite com acido acético e posteriormente tratados com
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L-NAME apresentaram uma significativa reducdo nos valores da expressdo da iNOS,
guando comparados ao grupo colite. Neste mesmo grupo, observou-se também a
reversdo de uma hipotonia da musculatura anal esfincteriana apos a utilizagéo de L-
NAME por via retal sob a forma de enema. Tais resultados confirmam os achados
em nosso estudo onde encontra-se uma estreita relagéo entre a expresséao da iNOS
e a intensidade das alteracdbes em parametros bioquimicos, histolégicos e

fisiolégicos em nossos animais. (Fillmann et al, 2007).

No presente estudo, avaliamos a presséo anal esfincteriana dos ratos Wistar
como um parametro fisioldgico de atuacdo do oxido nitrico. A exemplo de estudos
anteriores, também aqui encontramos uma importante alteracéo da funcdo muscular
diretamente relacionada a inflamacdo e a expressdo de iINOS. O grupo colite
encontra-se marcadamente hipotonico, quando comparado ao grupo controle (CL
29cm H,O X CO 68 cm H,O , p<0,05). Os baixos valores da pressao anal
esfincteriana no grupo colite foram parcialmente revertidos no grupo pré-tratado com

glutamina (GL+CL 55cm H,0O X CL 29cm H,0, p<0,05). (Figura 10).

Como ja foi visto, o estresse oxidativo esta definitivamente implicado como
um fator etiolégico da doenca intestinal inflamatéria. A produgéo de espécies ativas
de oxigénio e nitrogénio oriundas de diversas fontes diferentes inicia uma cascata de
eventos que culmina com a lesao celular. Além das ja demonstradas neste trabalho,
a oxidacao do acido araquiddnico constitui outra fonte geradora de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, sendo a enzima cicloxigenase-2 (COX-2) a mais

frequentemente envolvida no processo da colite.

Inameros trabalhos ja demonstraram haver um importante aumento da
expressao da COX-2 na colite experimental. Martin et al (2005) avaliaram a atividade
da COX-2 na colite experimental em ratos Wistar e compararam-na com diferentes
parametros inflamatérios tais como a infiltracdo leucocitaria e a atividade da
mieloperoxidase. Os resultados mostraram um importante aumento da atividade da
COX-2 que se relacionou diretamente com um aumento dos demais parametros de
inflamacdo. Fornai et al (2006) avaliaram a expressdo da COX-2 na camada
neuromuscular do intestino de ratos submetidos a colite através das técnicas de
PCR e imunoistoquimica. Também aqui foi encontrado um aumento significativo da

expressdo da COX-2 quando comparado ao grupo controle. JIANG et al (2006)
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avaliaram ndo apenas a expressdo da COX-2 em animais submetidos a colite
experimental, mas também a atividade das prostaglandinas diretamente
relacionadas a esta enzima. Em nosso estudo, foi observado um aumento
significativo da expressao da COX-2 e também das prostaglandinas produzidas por

ela, quando comparados ao grupo controle.

No presente trabalho, observamos, na figura 18 um aumento significativo na
expressdo da COX-2 no grupo de animais submetidos a colite quando comparados
ao grupo controle (CL 1,2 X CO 0,65 U.A.). Os resultados assemelham-se aos
encontrados nos trabalhos acima citados. No grupo pré-tratado com glutamina,
observamos uma reducao significativa da expressdo da COX-2 em relacado ao grupo
colite (G+CL 0,85 X CL 1,2 U.A), mostrando um efeito protetor da glutamina
também na cadeia do acido araquidénico. Ndo existe comprovagdo sobre uma
relacdo direta da glutamina com a atividade da COX-2; entretanto, sabemos que a
glutamina age de forma inibitéria sobre o estresse oxidativo a julgar por nossos
resultados. Assim sendo, o0 processo inflamatorio e conseqientemente a ativacao da
cascata do acido araquidénico também ficam inibidos. Como consequéncia, tem-se

uma diminuigdo na expressdo da COX-2 em animais pré-tratados com glutamina.

Tendo em vista os resultados obtidos no presente trabalho, sugerimos que a
glutamina, através de seu potencial antioxidante, exerca uma acao protetora sobre o

intestino grosso nesse modelo experimental de colite.
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