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RESUMO

As doencas inflamatorias intestinais (IBD) representam um
grupo de disfungdes do trato gastrointestinal, que acometem milhdes de
pessoas em todo o mundo e, até o momento, possuem poucos
tratamentos eficazes. Neste sentido, os modelos de colite experimental
ttm contribuido de forma crucial para o estudo dos eventos
patofisiologicos que ocorrem nas IBD e, também, na busca por
alternativas terapéuticas que venham a prevenir e/ou tratar essas
doencas. Recentemente, a necessidade da suplementagdo humana com
os acidos graxos poliinsaturados, do tipo dmega-3, tem ganhado grande
atencdo, devido ao fato desse lipidio ser precursor de varios mediadores
quimicos envolvidos em diversas funcdes celulares e na promocdo da
resolucdo da inflamagdo. Dessa forma, o presente estudo buscou mapear
a cinética de producdo de alguns mediadores inflamatérios e células
envolvidas no modelo de colite aguda e cronica induzida pelo sulfato
sodico de dextrana (DSS), bem como, avaliar o papel antiinflamatério
dos mediadores lipidicos derivados do d6mega-3, AT-RvD1, RvD2 e
17R-HDHA, em diferentes modelos de inflamacdo intestinal. Nossos
resultados demonstraram que a populacdo de neutréfilos foi
predominante nos estagios iniciais da colite induzida pelo DSS, sendo
que esse aumento do infiltrado celular foi acompanhado da producéo e
da expressdo de mediadores pré-inflamatérios, tais como o TNF-a, IL-
12 e CXCL1/KC. Ademais, observamos que durante as fases de
recuperacdo da inflamagdo ocorreu aumento na expressdo de citocinas
antiinflamatdrias, como a IL-10 e o TGF-B. Por ouro lad g a fase
cronica foi caracterizada pela massiva liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios; porém, com a co-producdo de citocinas antiinflamatorias,
além da significativa participacdo de macrofagos e linfécitos T,
caracterizando assim intensa atividade inflamatdria na mucosa intestinal
e cronificacdo da colite experimental. Além disso, verificamos que o
tratamento preventivo sistémico com a AT-RvD1, RvD2 ou com o0 17R-
HDHA reduziu de forma marcante a severidade da doenca, o dano
tecidual colbnico e a infiltracdo de neutrdfilos nos modelos de colite
induzida pelo DSS ou pelo &cido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em
camundongos.  Adicionalmente, constatamos que o efeito benéfico
desses mediadores lipidicos foi devido a reducdo na producdo e na
expressdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias, moléculas de
adesdo, e pela atividade reduzida do fator nucleatB (NFkB). Por fim,
demonstramos, através de experimentos in vitro que o efeito da AT-
RvD1, mas ndo da RvD2 ou do 17R-HDHA, sobre a reducdo na



secrecdo de mediadores pro-inflamatdrios, foi dependente da ativacdo
do receptor ALX/FPR2. Estes resultados corroboraram aqueles da colite
induzida pelo DSS, que demonstraram que o blogueio farmacoldgico do
receptor ALX/FPR2 reverteu significativamente o efeito benéfico da
AT-RvD1 sobre a severidade da colite experimental. Em concluséo,
nossos resultados ampliaram os conhecimentos acerca do modelo de
colite induzida pelo DSS, além de sugerir importantes implicacdes
terapéuticas. Além disso, demonstramos que a AT-RvD1, RvD2 ou o
17R-HDHA podem ser promissores candidatos na prevengdo ou
tratamento das IBD.

Palavras-chave: doencas inflamatdrias intestinais; 6mega-3; resolvinas;
colite.



ABSTRACT

Inflammatory bowel disease (IBD) represents a group of
gastrointestinal disorders, affecting millions of people around the world,
and, until now, have few effective treatments. Therefore, experimental
models of colitis have contributed crucially to the study of
pathophysiological events that occur in IBD, and also in the
investigations for effective therapies that may prevent and/or treat these
diseases. Recently, the human supplementation with polyunsaturated
fatty acids, such as omega-3, has emerged and received much attention,
because this lipid is a precursor of some chemical mediators involved in
various cellular functions and in promoting the resolution of
inflammation. Thus, this study aimed to investigate the kinetics of the
production of some inflammatory mediators and cells involved in the
model of acute and chronic colitis induced by dextran sulfate sodium
(DSS), and to assess the role of anti-inflammatory lipid mediators
derived from omega-3, AT-RvD1, RvD2 and 17R-HDHA, in different
models of intestinal inflammation. Our results showed that neutrophil
infiltration was predominant in the early stages of DSS-induced colitis,
and this increase was accompanied by the production and expression of
pro-inflammatory mediators, such as TNF-a, I1L-12 and CXCL1/KC.
Furthermore, we observed that during the recovery phase, the expression
of inflammatory cytokines such as IL-10 and TGF-p was increased in
the colonic tissue. On the other hand, the chronic phase was
characterized by the massive release of pro-inflammatory mediators;
however, with the co-production of anti-inflammatory cytokines and
significant participation of macrophages and T lymphocytes, featuring
intense inflammatory activity in the intestinal mucosa and chronicity of
experimental colitis. In addition, we found that preventive systemic
treatment with AT-RvD1, RvD2 or 17R-HDHA markedly prevented the
disease activity, the colonic tissue damage and neutrophil infiltration in
DSS or 2,4,6- trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) in mice.
Additionally, we showed that the beneficial effect of these lipid
mediators was due to reduced production and expression of pro-
inflammatory cytokines/chemokines, adhesion molecules, and the
reduced activity of nuclear factor kB (NFxB). Finally, we demonstrated
that the AT-RvD1, but not RvD2 or 17R-HDHA, reduced the secretion
of pro-inflammatory mediators, in LPS-induced macrophages, in an
ALX/FPR2 dependent manner. Moreover, the pharmacological blockade
of ALX/FPR2 receptor significantly reversed the beneficial effects of
AT-RvD1 in DSS-induced colitis. In conclusion, our results largely



extended the knowledge about the model of DSS-induced colitis, and
suggest important therapeutic implications. Finally, we demonstrated
that AT-RvD1, RvD2 or 17R-HDHA can be promising candidates for
the prevention and/or treatment of IBD.

Keywords: inflammatory bowel diseases; omega-3; resolvins; colitis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas inflamatdrias intestinais

As doengas inflamatorias intestinais (IBD, do inglés
inflammatory bowel disease) podem ser classificadas genericamente
como um grupo de disfungdes inflamatdrias do trato digestivo que sdo
caracterizadas por dano e inflamacdo da mucosa intestinal. As duas
principais IBD sdo a colite ulcerativa (do inglés ulcerative colitis, UC) e
a Doenca de Crohn (do inglés Crohn’s disease, CD) (Aharoni et al.,
2006). Ambas sdo também caracterizadas por serem de origem
desconhecida e podem levar o individuo a outras complicacdes de
salde, incluindo o aumento na incidéncia de cancer coloretal (Podolsky,
2002).

A CD é uma doenca inflamatéria transmural, ou seja, que pode
acometer todas as camadas teciduais do trato digestivo, podendo ocorrer
desde a boca até o anus. Os sintomas clinicos dessa doenca incluem
diarreia ou obstrucdo intestinal, dor abdominal, febre, bem como
eliminacédo de sangue e/ou muco nas fezes. Por outro lado, a UC é uma
doenca inflamatéria ndo transmural que geralmente esta restrita a regido
do célon, sendo que sua sintomatologia inclui diarreia sanguinolenta,
dor abdominal e eliminacdo de pus e/ou muco durante as evacuacdes
(Weylandt et al., 2007).

Estudos epidemioldgicos mostram que a incidéncia das IBD no
mundo ocidental vem aumentando consideravelmente desde 1950.
Pesquisas recentes indicam que a incidéncia das IBD estad em ascensao
em areas antes consideradas de baixa prevaléncia, como Sul da Europa,
Asia e paises em desenvolvimento. Porém, vem se estabilizando em
regides consideradas de alta ocorréncia, como a América do Norte e 0
norte europeu. Estudos mostram que na América do Norte, a incidéncia
da CD para latinos (4,1 para 100.000) e asiaticos (5,6 para 100.000) &
muito menor do que a incidéncia observada em brancos (43,6 para
100.000) e negros (29,8 para 100.000). Embora as IBD ocorram em
todos os grupos étnicos, existe uma maior prevaléncia em judeus,
sugerindo que fatores ambientais e o estilo de vida predispdem ao
desenvolvimento dessas doencas (Niv et al., 2000).

Um fator ambiental importante para o desenvolvimento das
IBD ¢é o tabagismo. Diversos trabalhos tém mostrado que em pacientes
com CD, o tabagismo agrava os sintomas clinicos da doenca, promove a
formacdo de fistulas e estenoses (Rubin e Hanauer, 2000). Por outro
lado, embora os componentes do cigarro responsaveis por essas
manifestagfes ndo tenham sido ainda identificados, o uso de adesivos
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transdérmicos de nicotina, juntamente com terapias convencionais,
amenizam os sintomas de pacientes com UC moderada (Pullan et al.,
1994). Alguns estudos sugerem efeitos opostos da nicotina na UC e CD.
Na UC parece desenvolver papel benéfico, o qual esta relacionado ao
aumento na producdo de muco, diminuicdo na producdo de citocinas
pré-inflamatorias e éxido nitrico, além de melhora na funcdo da barreira
intestinal. J& na CD, a aplicacdo de nicotina parece estar relacionada ao
aumento no influxo de neutrdfilos para a lamina prdpria, o que pode
ocasionar uma amplificacdo ndo controlada da resposta inflamatdria
intestinal (Cosnes, 2004).

Desde a descri¢do original por Crohn e colaboradores em 1930,
as IBD tém sido apresentadas como doencas com bases genéticas e
ambientais (Crohn et al., 2000). Essas evidéncias foram descritas pelo
préprio Crohn, devido as suas observacdes sobre a ocorréncia das 1BD
dentro de uma mesma familia. De modo semelhante, Crohn observou
que o diagnostico da CD exibia varias semelhangas com infeccdes
intestinais, tais como as derivadas de bactérias patogénicas, sugerindo a
participacdo de potenciais componentes ambientais (Greenstein, 2003).
A partir dessa observacdo, foram feitas inmeras buscas mal sucedidas
por microorganismos patogénicos que poderiam levar ao
desenvolvimento das IBD. Entretanto, ap6s anos, foi estabelecido que as
IBD séo determinadas por fatores genéticos e também por uma resposta
imune inapropriada, ndo apenas a um patdgeno, mas a uma série de
componentes da microbiota comensal (Kaser et al., 2010b).

Aproximadamente 10% dos pacientes com IBD apresentam
histérico familiar da ocorréncia de UC ou CD (Halme et al., 2006).
Além disso, a ocorréncia das IBD em gémeos monozigéticos é bastante
elevada, sendo aproximadamente 800 vezes maior que na populacdo
geral (Halme et al., 2006). De forma semelhante, a ocorréncia da UC em
gémeos monozig6ticos é da ordem de 10 a 20% (Halme et al., 2006).
Embora o risco para 0 desenvolvimento da UC em gémeos
monozigoticos seja menor do que o observado na CD, ndo é descartado
o envolvimento significativo dos fatores genéticos na patogénese da UC
(Kaser et al., 2010a). Entretanto, essas diferencas podem estar
relacionadas com uma complexa interacdo entre a suscetibilidade
genética e exposiches a fatores ambientais distintos, os quais
caracterizam essa hereditariedade com uma provavel natureza
poligénica na maioria dos pacientes com IBD (Kaser et al., 2010a).

Pesquisas recentes tém mostrado que o desenvolvimento das
IBD logo nos primeiros anos de vida pode ocorrer devido a mutagdes
em um Unico gene. Por exemplo, familias com mutacdes nos genes para



0 receptor da interleucina (IL)-10 a e B, os quais regulam a resposta
citocina antiinflamatéria IL-10, estdo associadas ao desenvolvimento de
CD (Glocker et al., 2009). Em concordancia com esses dados, ja esta
bem descrito na literatura que camundongos deficientes em IL-10 sdo
suscetiveis ao desenvolvimento de colite e que a sinalizacdo da IL-10
através de seu receptor envolve outros fatores de risco genético que
podem estar associados as IBD (Kuhn et al., 1993). Além disso, a
citocina IL-22 parece estar associada com a protecdo contra a
inflamacé&o intestinal devido sua acdo na producédo de muco pelas células
goblet intestinais (Sugimoto et al., 2008). De fato, as células goblet
constituem um componente importante do epitélio intestinal, pois sdo
responsaveis pela producdo de peptideos que sdo cruciais tanto para a
defesa como para o reparo do epitélio da mucosa intestinal (Mashimo et
al., 1996). Recentemente, foi demonstrado que a mucina-2 (MUC?2),
uma glicoproteina secretada em grande quantidade pelas células goblet,
apresenta mutacdo em pacientes com IBD. Foi demonstrado ainda que
camundongos com delecdo génica para a MUC2 (MUC”) séo
deficientes em células goblet e desenvolvem colite espontanea (Strober
etal., 2007).

Além do exposto, outros estudos indicaram que alteracdes
genéticas em pacientes portadores de IBD podem resultar em defeitos na
resposta imunoldgica, favorecendo a proliferacdo de diversos tipos de
bactérias patogénicas na mucosa intestinal (Swidsinski et al., 2002).
Neste contexto, foi observada a ocorréncia de mutagdes no gene
CARD15 (do inglés, caspase recruitment domain 15), em cerca 10 a
15% de pacientes com CD (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001). Esse
gene codifica proteinas intracelulares como a NOD2 (do inglés,
nucleotide-binding oligomerization domain 2), que sdo responsaveis
pelo reconhecimento de fragmentos derivados de bactérias, tais como o
dipeptideo muramil (MDP, do inglés muramyl dipeptide) (Inohara et al.,
2003; Strober et al., 2006). A ativacdo destas proteinas desencadeia uma
via de sinalizacdo celular que aciona a via das proteinas quinases
ativadas por mitégeno (MAPK), bem como o fator nuclear kB (NFxB)
durante processos inflamatérios (Inohara et al., 2003). Além disso,
outros estudos demonstraram que o transportador de cations organicos
do tipo N1 (OCTNL1, do inglés organic cation transporter N1) também
estd envolvido na suscetibilidade ao desenvolvimento das IBD
(Lamhonwah et al., 2003).

Diante do exposto, é evidente que as mutacGes em genes
relacionados a manutencdo da homeostase intestinal entre o sistema
imunolégico e as bactérias comensais sdo extremamente importantes
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para a patogénese das IBD. Ademais, os estudos anteriormente
apresentados demonstraram que a mutacdo em um Unico gene pode
resultar no desenvolvimento das IBD. Entretanto, é importante ressaltar
que nem todos 0s pacientes que apresentam essas mutacOes
desenvolvem inflamacdo intestinal, 0 que destaca ainda mais as
potenciais interacdes entre genes e 0 meio ambiente para 0
desenvolvimento das disfunc@es inflamatorias (Kaser et al., 2010a).

Enquanto o sistema imunoldgico de um intestino normal esta
sobre um delicado e controlado balango com a flora intestinal, nas IBD
ocorre 0 inadequado  funcionamento  desses  mecanismos
imunoregulatérios (Garrett et al., 2010). De fato, a ativacdo
descontrolada das células efetoras da mucosa intestinal tem sido
identificada como um dos principais mecanismos envolvidos na
iniciacdo e perpetuacdo da reacdo inflamatoria intestinal (Powrie, 1995;
Neurath et al., 2001). A ativacdo continua dessas células induz a
producdo anormal de varios mediadores inflamatérios, os quais
coordenam a acdo e amplificacdo do processo inflamatério intestinal
(Sartor, 1994; Atreya et al., 2000). Neste sentido, estudos tém
demonstrado que ao contrario dos demais tecidos, a mucosa do intestino
delgado e grosso possui um estado inflamatério pequeno, constante e
fisioldgico, devido ao direto contato do epitélio intestinal com os
microorganismos presentes no limen (Macdonald et al., 2011).

No tecido linféide da mucosa intestinal estdo presentes células
T, células B, granulécitos, mastécitos e células natural killers, as quais
estdo localizadas no tecido conectivo da lamina propria.
Adicionalmente, uma populacdo de enterdcitos altamente especializada
atua como interface entre o ldmen intestinal e o tecido linf6ide
subjacente. Essas células possuem pequenas vilosidades e servem como
um canal de conducgdo para antigenos, possibilitando o encontro com
uma variedade de linfécitos presentes nas placas de Peyer e foliculos
linfides. Nessa ocasido ocorre 0 encontro entre as células
apresentadoras de antigenos, tais como células dendriticas e macrdfagos,
e 0s antigenos provenientes do limen intestinal (Mach et al., 2005).
Além disso, como pode ser observado na Figura 1, as células dendriticas
podem abrir as jungdes oclusivas entre as células epiteliais e projetar
seus dendritos para fora do epitélio e entrar em contato direto com
fragmentos bacterianos do limen.
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Figura 1. Vias de interagdo entre microbiota e células do sistema imune nas IBD. A
homeostase intestinal envolve uma acdo coordenada entre células epiteliais e células da
resposta imune inata e adaptativa. A permeabilidade na barreira intestinal permite a penetragdo
de micrdbios, os quais sdo detectados pelo sistema imune inato. Esse, por sua vez, coordena a
resposta inflamatéria através da liberagdo extracelular de mediadores que auxiliam no
recrutamento de componentes celulares, tais como células do sistema imune adaptativo.
VariacOes genéticas, microbiota e fatores imunoldgicos afetam o balanco entre esses sinais. P
= células de Paneth; G = células goblet.

As células dendriticas sdo cruciais no controle da imunidade
contra patdgenos e na tolerdncia a flora comensal. Ao contrario das
células epiteliais e das células imunes efetoras, as células dendriticas
expressam todo o conjunto de receptores do tipo toll (TLR, do inglés toll
like receptor) e receptores do tipo nod (NLR, do inglés nod like
receptor), o que parece lhes garantir a capacidade de distincdo entre
bactérias comensais e patdgenos, além de permitir ativar ou silenciar a
resposta de células T (lwasaki e Medzhitov, 2004).

As funcbes das células dendriticas sdo reguladas por sua
localizacdo, nimero e estado de maturacdo (Banchereau e Steinman,
1998). Em individuos saudaveis, essas células apresentam fenotipo
imaturo e estimulam a diferenciacdo das células T naive em células T
regulatorias CD4", as quais sio responséaveis por controlar a ativacao
excessiva de linfdcitos e atenuar a resposta inflamatoria (Banchereau e
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Steinman, 1998). Entretanto, até o momento ainda ndo se sabe qual
populacdo de células dendriticas induz essa diferenciacdo. Dados da
literatura sugerem que a interacdo entre células dendriticas e certas
linhagens de bactérias probidticas induz a mudanca de fenotipo das
células dendriticas e a producdo rapida da interleucina-10 (IL-10),
citocina a qual conduz a diferenciacdo de células T naive em células T
regulatérias (Hart et al., 2004). No entanto, é de consenso geral que
quando essas células entram em contato com sinais de dano celular ou
patégenos ocorre 0 processo de maturacdo e consequente inducdo da
resposta imunologica. Este processo pode ocorrer, por exemplo, ap6s a
ativacdo dos TLR por lipopolissacarideo (LPS) presente na parede de
bactérias provenientes do lGmen intestinal (West et al., 2004).

Juntamente com as células dendriticas, 0s macrofagos
residentes participam do monitoramento e manutencdo da homeostase
intestinal, pois essas células aumentam a fagocitose e a atividade
bactericida, e ainda podem liberar mediadores antiinflamatérios (Swirski
et al., 2009). Ademais, estudos recentes mostraram que tanto
macréfagos murinos, como macréfagos humanos, podem apresentar
caracteristicas fenotipicas (nicas e vias de sinalizacdo diferente das
observadas nos mondcitos encontrados no sangue periférico (Denning et
al., 2007; Smythies et al., 2010). Por exemplo, certos macrofagos
intestinais ndo secretam citocinas pré-inflamatorias apés estimulacéo
dos receptores de reconhecimento padrdo (PRR, do inglés pattern
recognition receptor) tais como os receptores da familia dos TLR
(Smythies et al., 2005; Smythies et al., 2010). Além disso, podem
secretar seletivamente citocinas antiinflamatérias, como a IL-10 e,
auxiliar no processo de resolucéo da inflamacdo intestinal (Denning et
al., 2007). Entretanto, a migracdo indiscriminada e a ativagdo
descontrolada de macréfagos é considerada um dos fatores cruciais para
a patogénese das IBD em individuos geneticamente suscetiveis (Weber
etal., 2009).

Embora inGmeros trabalhos retratem o papel de células T,
macrdfagos e células dendriticas na patogénese das IBD, as células do
epitélio intestinal também merecem destaque para a compreensdo da
fisiopatologia dessas doencas. As células epiteliais do intestino podem
influenciar a migracdo de células T para o trato gastrointestinal através
da secrecdo de quimiocinas. Além disso, estudos tém demonstrado que a
secrecdo da quimiocina CXCLS8, pelas células do epitélio intestinal,
pode também controlar a migracdo de neutréfilos para o tecido
gastrointestinal (Macdonald et al., 2011). Interessantemente, algumas
células epiteliais especializadas podem secretar mucinas ou defensinas,
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as quais estdo diretamente relacionadas a manutencdo da homeostase
intestinal e protecdo contra microorganimos patogénicos (Smithson et
al., 1997; Buisine et al., 2001; Selsted e Ouellette, 2005).

Neste sentido, Hermiston e Gordon (1995) constataram que um
defeito na producdo de a-defensina pelas células do epitélio intestinal
leva a ruptura ou mau funcionamento da barreira epitelial, estando
relacionada a ocorréncia da CD. Nesse mesmo estudo foi demonstrado
que camundongos deficientes para N-caderina, os quais perdem as
juncdes oclusivas entre as células, desenvolvem uma inflamacdo severa
na mucosa intestinal. Estudos em humanos também corroboram esses
achados, demonstrando que pacientess com CD apresentam
permeabilidade intestinal aumentada, mesmo estando em periodos de
remissdo da doenca (Hollander et al., 1986). Analises genéticas indicam
que o aumento da permeabilidade intestinal em pacientes com CD esta
relacionada a uma mutacao no gene que codifica NOD2 (Buhner et al.,
2006). Esta mesma mutacdo tem sido associada a diminuicdo na
producdo de IL-10 em células mononucleares do sangue periférico
(Noguchi et al., 2009). Uma das hip6teses que poderia explicar esse
aumento da permeabilidade intestinal seria a producdo anormal do fator
de necrose tumoral a (TNF-a), levando a uma disfgho na barreira
epitelial mesmo na fase de remissédo da doenca (Turner, 2009).

Alguns estudos mostraram que citocinas como 0 TNF-a e IFN-y
modificam a funcdo de barreira das jungBes oclusivas do epitélio
intestinal (Madara e Stafford, 1989; Taylor et al., 1998). Ja foi
demonstrado que um dos efeitos mais marcantes da terapia com
anticorpos contra 0 TNF-o para a CB a notavel restauracdo da
integridade da barreira epitelial (Suenaert et al., 2002). Além disso,
estudos relataram que o aumento na produgdo de TNF-a pode contribuir,
de forma significativa, para o aumento da permeabilidade da barreira
intestinal e o0 consequente aumento da suscetibilidade ao
desenvolvimento de colite em camundongos com deficiéncia na
biossintese de mucinas (Van Der Sluis et al., 2006; Heazlewood et al.,
2008). Embora alguns trabalhos abordem a permeabilidade da barreira
intestinal meramente como um indicador sensivel da ativagdo da
resposta imune, é importante ressaltar que esse fator é potencialmente
relevante para a progressdo das IBD (Turner, 2009).

1.2 Tratamento das doengas inflamatérias intestinais

O tratamento para as IBD inclui alteracdes no estilo de vida,
acompanhamento médico e intervenges cirlrgicas. Até recentemente, o
arsenal terapéutico disponivel para tratar UC e CD era relativamente
limitado, compreendendo essencialmente os compostos do acido 5-
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aminosalicilico (ASA), esterdides e a azatioprina/6-mercaptopurina.
Durante a década de 1990, novas alternativas terapéuticas foram
testadas, e os agentes imunorreguladores como o metrotexato e a
ciclosporina passaram a serem empregados no tratamento das IBD
(Korzenik e Podolsky, 2006).

A azatioprina e a 6-mercaptopurina sdo usadas, em baixas
doses, para o tratamento de UC e CD e, sdo geralmente co-
administradas com corticosteroides. Essas drogas atuam na reducédo da
populacdo de linfécitos durante o processo inflamatério (Xu et al.,
2004). O metotrexato € um medicamento bastante utilizado para o
tratamento de artrite reumatdide e psoriase; entretanto, esse composto
exerce efeitos benéficos em pacientes portadores de IBD. Essa droga é
utilizada quando o tratamento com corticosterdides ou com
azatioprina/6-mercaptopurina ndo geram efeitos satisfatorios (Xu et al.,
2004; Sandborn et al., 2008).

Estas terapias classicas utilizadas para o tratamento das IBD
estdo associadas a incidéncia de efeitos colaterais importantes,
sobretudo com a utilizagdo dos imunossupressores e imunomoduladores.
Alguns dos efeitos ndo desejados causados pela utilizacdo de
corticosterdides incluem a sindrome de Cushing, acne, infeccdes,
hipertensdo, estrias, diabetes melitus, osteoporose, catarata e glaucoma
(Marshall e Irvine, 1997; Lichtenstein et al., 2006). A azatiopreno e a 6-
mercaptopurina, por sua vez, podem causar pancreatite, febre, nauseas,
diarreia, trobocitopenia, leucopenia, infeccdes e linfoma (Kandiel et al.,
2005; Rutgeerts et al., 2005).

Um grande avanco na terapia das IBD foi a introducdo do
tratamento com o anticorpo monoclonal para a citocina TNF-a, o qual
efetivo particularmente para a CD. A eficdcia dessa terapia
provavelmente reflete os efeitos marcantes do TNF-o nas IBD.
Entretanto, a utilizacdo do anti-TNF-a.é também frequentemente
limitada devido a perda da eficAcia em alguns pacientes, ressaltando a
necessidade de busca por novas terapias (Abraham e Cho, 2009). O
tratamento com anticorpos anti-TNF-a, como o infliximab, apresenta
boa eficicia quando usado em altas doses, 0 que pode aumentar a
incidéncia de efeitos colaterais. Outro grande problema do tratamento
com infliximab é o preco elevado, podendo custar até 30 mil dolares por
ano, para um Unico paciente.

Recentemente, o anticorpo monoclonal para a subunidade p40
das citocinas IL-12 e IL-23 tem apresentado bons resultados no
tratamento da psoriase e CD (Krueger et al., 2007). A utilizacdo do anti-
p40 bloqueia as vias de sinaliza¢do tanto para IL-12 quanto para a IL-
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23, impedindo a perpetuacdo da resposta Tyl e Ty17, respectivamente.
Além disso, o bloqueio seletivo da IL-23 pode também ser feito através
da subunidade p19 (Yen et al., 2006; Elson et al., 2007). Porém, a
utilizacdo do anticorpo anti-p19 ndo tem apresentado efeito em todos o0s
modelos experimentais de IBD (Becker et al., 2006). No entanto, a
inibicdo seletiva da 1L-23 pode interferir nas vias de sinalizacdo de
células T e causar consequéncias indesejaveis (Sandborn et al., 2008).

A inibicdo da migracdo celular vem sendo alvo de diversos
estudos e tem-se mostrado vantajosa, uma vez que reduz indiretamente a
producdo local de diversas citocinas. Inibidores seletivos de moléculas
de adesdo interferem na migracdo de leucdcitos para o sitio inflamatdrio,
uma vez que essas moléculas sdo essenciais para que ocorra tal processo
(Korzenik e Podolsky, 2006; Weylandt et al., 2007). Dois estudos em
fase clinica Il mostraram que o Natalizumab, um anticorpo monoclonal
anti-a4-integrina, foi eficaz no tratamento de pacientes com CD
(Gordon et al., 2001; Ghosh et al., 2003). Outro anticorpo monoclonal
para molécula de adesdo, MLNO2 (anti-a4B7-integrina), mostrou-se
eficaz na terapia de pacientes com UC (Sandborn et al., 2008).

Embora existam algumas opcdes de tratamentos farmacolgicos
para as IBD, hd pacientes que ndo respondem a esses tratamentos
mesmo quando combinados, de modo que em muitos casos, uma
intervencao cirdrgica se faz necessaria. Em outros casos, 0s pacientes se
tornam dependentes das medicagdes e 0 uso de imunossupressores pode
aumentar o risco de infec¢bes oportunistas. Em vista das limitagdes dos
tratamentos disponiveis para as IBD, o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas que combinem alta eficacia com baixa
incidéncia de efeitos indesejaveis, se faz necessaria. Neste sentido,
também ha uma grande necessidade de ampliar os conhecimentos acerca
da prevengédo da doenga, sobretudo no que diz respeito ao estilo de vida
e a dieta.

1.3 Modelos experimentais de doengas inflamatdrias intestinais

Para melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na
patogénese das IBD, varios modelos animais vém sendo desenvolvidos
(Wirtz e Neurath, 2000). Embora esses modelos ndo representem na
totalidade a complexidade da doenga que acomete o homem e, ndo
substituam a utilizacdo de tecidos humanos doentes, eles constituem
ferramentas valiosas para analise de muitos aspectos importantes das
IBD que sdo dificeis de serem estudados em humanos, tais como
mecanismos  fisiopatolégicos envolvidos nas fases iniciais do



10

desenvolvimento da UC e a busca por alternativas terapéuticas
emergentes (Wirtz e Neurath, 2007).

Os modelos de colite induzidos por agentes quimicos sdo 0s
mais comumente utilizados e reproduzem varios aspectos imunologicos
e histopatoldgicos das IBD em humanos. O aparecimento da inflamacéo
intestinal nesses modelos é rapida, o que torna sua utilizacdo
relativamente simples (Wirtz et al., 2007). Alguns modelos quimicos
sdo realizados através da insercdo de um catéter no colén do animal
(camundongos, ratos ou coelhos) para instilagdo de um determinado
agente. Dois modelos bastante conhecidos e que utilizam esse tipo de
técnica sdo o do acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) e o da
oxazolona. Ambos agentes requerem a diluicdo em etanol, que tem
como funcdo quebrar a barreira da mucosa intestinal facilitando o
contato de antigenos luminais com as células do sistema imune
presentes na lamina prépria (Morris et al., 1989; Wirtz et al., 2007). A
resposta desencadeada por estes haptenos € mediada por um infiltrado
massivo de leucécitos, que liberam diversos mediadores pro-
inflamatorios, além de espécies reativas de oxigénio (Morris et al.,
1989; Palmen et al., 1995).

Outro agente quimico que pode induzir inflamagédo intestinal é o
sulfato sédico de dextrana (DSS). Esse agente é diluido na dgua que os
animais bebem e é administrado durante varios dias. J& foi descrito sua
utilizacdo em ratos, camundongos e cobaias. O desenvolvimento da
inflamacé&o intestinal causada pelo DSS é caracterizado principalmente
por diarreia, ulcerac@es e infiltracdo de granulécitos. Este modelo € um
dos mais utilizados por pesquisadores em todo o mundo e reproduz bem
a doenga em humanos (Okayasu et al., 1990).

Existem também modelos animais em que as IBD
desenvolvem-se espontaneamente. Nestes modelos, as mutagdes
genéticas relacionadas aos componentes do sistema imune causam
processos inflamatdrios intestinais de diversos tipos e, nestes casos, a
sintomatologia inflamatoria geralmente se intensifica progressivamente
até a morte do animal (Wirtz e Neurath, 2000; Elson et al., 2005; Wirtz
et al., 2007). Por exemplo, animais com delecdo de genes que codificam
receptores de células T (TCR) ou de proteinas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), apresentam quadro de inflamac¢do no
cllon apds 3 a 4 meses de vida e acabam morrendo de UC (Takahashi et
al., 1999). Um erro na codificacdo do fator de transcricdo STAT3 (do
inglés, signal transducer and activator of transcription 3) em macréfagos
e neutrofilos de camundongos pode causar uma enterocolite espontanea
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e, além disso, pode gerar o desenvolvimento de adenocarcinoma
coloretal em animais mais velhos (Takeda et al., 1999).

A delecdo de genes responsaveis pela transcricdo de algumas
citocinas também pode favorecer o desenvolvimento de colite
espontdnea em animais. Dentre estes modelos se destacam o0s que
utilizam camundongos knockout (KO) para as citocinas IL-10 e IL-2. Os
animais com essas caracteristicas desenvolvem enterocolite espontanea,
devido a desregulacdo da interacdo entre as células do sistema imune e a
flora entérica. A utilizacdo destes modelos é considerada altamente
reproduzivel e também influenciavel por fatores ambientais (Kuhn et al.,
1993; Sadlack et al., 1993).

Por fim, além dos modelos genéticos e de inducdo quimica, 0s
modelos de transferéncia adaptativa tém demonstrado grande relevancia
para a compreensao dos mecanismos imunoldgicos envolvidos nas IBD.
A transfeccdo de linfocitos T CD8" pré-ativado com proteina de choque
reativo 60 (hsp-60, do inglés heat shock protein-60), causa inflamacdo
severa no intestino delgado, que independe da flora bacteriana intestinal
para 0 acometimento da doenca (Steinhoff et al., 1999). A transfeccdo
de linfocitos T CD4" que expressam altos niveis da proteina CD45RB
leva a manifestacdo de inflamacéo intestinal semelhante a que ocorre
nos modelos quimicos de inducdo de colite, caracterizada por
hiperplasia e inflamagdo no célon, o que geralmente leva o animal a
morte dentro de semanas apdés a transfeccdo (Elson et al., 1995).

1.4 Resolucéo do processo inflamatorio

A resposta inflamatoria tem sido descrita como um fendmeno
crucial, tanto em processos fisiol6gicos, quanto em patolégicos.
Entretanto, os mecanismos moleculares e 0s eventos bioldgicos que
regulam a progressdo e a resolucdo da inflamagdo ainda permanecem
pouco compreendidos (Serhan e Petasis, 2011). Pesquisas recentes tém
fornecido fortes evidéncias de que a resolucdo da inflamagdo ndo é um
processo passivo como era descrito no passado (Levy et al., 2001). Ao
contrario do que se pensava, a resolugcdo da inflamagdo é um processo
biossinteticamente ativo, regulado por mediadores bioquimicos, vias de
ativacdo de receptores e mediadores lipidicos com atividades “pré-
resolucdo” (Serhan e Petasis, 2011).

A inflamacdo aguda faz parte da resposta normal do hospedeiro
ao dano tecidual e infeccdo por microorganismos patogénicos. Embora
essa resposta inflamatdria tenha o papel de proteger o hospedeiro, se
descontrolada, pode levar a inflamacdo crénica e ao desenvolvimento de
diversas disfungdes sistémicas. Além disso, algumas das doencas mais
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comuns e de dificil tratamento estdo relacionadas a inflamacéo
excessiva, descontrolada ou cronica, tais como doencas
cardiovasculares, artrite reumatoide, asma, diabetes e IBD, além de
doencas neuroldgicas como a doenca de Alzheimer (Libby, 2002;
Hansson e Libby, 2006). Embora o envolvimento das vias inflamatorias
na fase aguda dessas doencas seja bem conhecida, a contribuicdo real da
inflamacdo na progressdo dessas doencas ainda ndo esta bem
estabelecida. Os achados recentes que indicam que a resolu¢do da
inflamacé&o é regulada por mediadores especializados tém criado novos
paradigmas para a compreensao e tratamento dessas condi¢des (Serhan e
Petasis, 2011).

Um argumento tradicional ¢ de que o catabolismo dos
mediadores inflamatérios é suficiente para cessar 0 processo
inflamatorio. Entretanto, atualmente, se sabe que isso é apenas parte do
processo, pois a correta e eficaz remocao das células polimorfonucleares
(PMN) é essencial para que ndo ocorra lesdo tecidual adicional e
cronificacdo da resposta inflamatdria (Serhan et al., 2007). Dessa
forma, um processo inflamatério normal engloba também a morte de
PMN por apoptose, com sua consequente fagocitose e remocdo pelos
vasos linfaticos (Serhan et al., 2007), como pode ser observado na
Figura 2. Essa sequéncia de eventos é desencadeada pela acdo de
mediadores especializados que iniciam o processo de resolucdo da
inflamacé&o, o qual resulta no retorno a homeostase tecidual.

Recentemente, o papel de novas classes de mediadores lipidicos
na regulacdo do processo de resolucdo da inflamacéo tem sido descrito
em inameros trabalhos cientificos (Serhan, 2005; Serhan e Savill, 2005;
Serhan et al., 2008; Serhan e Petasis, 2011). Particularmente, foi
descoberto que uma nova classe de mediadores lipidicos derivados de
acidos graxos poliinsaturados, os quais sdo gerados endogenamente
durante a inflamacdo, possuem uma potente atividade antiinflamatéria e
sdo denominados como mediadores especializados “pré-resolucdo”
(Serhan e Chiang, 2008; Serhan, 2010).
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Figura 2. Linha do tempo da inflamagédo aguda e seu processo de resolugdo. Esse esquema
ilustra a cinética celular da inflamacéo e a sequencial liberacdo de mediadores inflamatérios
baseado em modelos experimentais agudos em animais. Inicialmente ocorre a liberacdo de
aminas vasoativas e mediadores lipidicos que estdo envolvidos na formagdo de exudato e
edema; isso é seguido pela expressdo de citocinas e quimiocinas que ativam o endotélio e
medeiam a migracdo de neutréfilos. Finalmente, mediadores antiinflamatérios, tais como a
lipoxinas atenuam a migracdo celular, promovem a fagocitose de células apoptoticas por
células mononucleares, além de acionarem a liberagdo de mediadores antiinflamatérios, tais
como o fator de crescimento transformador f1 (TGF-B1).

Estes novos mediadores lipidicos estdo classificados em trés
familias que incluem as resolvinas, as protectinas e as maresinas, as
quais sdo biossintetizadas a partir do acido graxo poliinsaturado 6mega-
3. Juntamente com essas novas classes estdo incluidas as lipoxinas, as
quais sdo derivadas do &cido graxo poliinsaturado 6mega-6 e também
sdo0 conhecidas por possuirem uma vasta acdo pro-resolucdo e
antiinflamatdria (Figura 3) (Serhan et al., 2007).
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Figura 3. Novas familias de mediadores lipidicos e suas a¢bes na inflamac&o. Mediadores
quimicos envolvidos no inicio da inflamacdo aguda, tais como prostaglandinas e leucotrienos
amplificam os sinais inflamatérios e auxiliam no recrutamento de PMN para o tecido
lesionado. Com o decorrer do processo a classe de mediadores quimicos € alterada e ocorre a
formacédo de mediadores lipidicos especializados na resolugéo do processo inflamatério. Esses
mediadores incluem as lipoxinas, as quais sdo derivadas do acido graxo 6mega-6, e as
resolvinas e protectinas, derivadas do &cido graxo 6mega-3. Esses mediadores estdo envolvidos
em mecanismos antiinflamatorios e pré-resolugdo, uma vez que promovem a remogdo de
células apoptéticas e promovem o reparo tecidual.

Essas familias de mediadores enddgenos prd-resolucdo néo
atuam como imunossupressores, mas acionam a resolugdo da inflamacéo
pela ativacdo de mecanismos especificos e multifatoriais que promovem
a homeostase tecidual. De forma geral, as lipoxinas, resolvinas,
protectinas e maresinas fornecem sinais potentes que regulam
negativamente a infiltracdo de neutrdfilos e eosinofilos; estimulam o
recrutamento ndo-flogistico de mondcitos, ou seja, sem a participacao de
mediadores  pro-inflamatérios;  induzem a  fagocitose  de
microorganismos e células apoptéticas por macréfagos, e aumentam a
saida dos fagocitos do tecido inflamado pelos vasos linfaticos,
estimulando a expressdio de moléculas envolvidas na defesa
antimicrobiana (Canny et al., 2002; Serhan et al., 2002; Campbell et al.,
2007; Serhan et al., 2007).

No inicio dos anos 1990, pesquisadores comprovaram que as
lipoxinas atuavam sobre neutr6filos e mondcitos humanos, porém
exerciam diferentes fun¢des nesses tipos celulares (Serhan et al., 1993).
De fato, varios grupos de pesquisa demonstraram que as lipoxinas
efetivamente blogqueavam o recrutamento de PMN, mas por outro lado,
aumentavam a ativacdo nado-flogistica de mondcitos (Serhan, 2011).
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Essas fun¢Ges ambiguas sobre esses dois tipos celulares classificaram as
lipoxinas ndo apenas como mediadores antiinflamatdrios, mas também
como moléculas intrinsecamente envolvidas no reparo tecidual e na
resolucdo do processo inflamatorio (Maddox e Serhan, 1996; Serhan,
1997).

As lipoxinas e os leucotrienos sdo formados por transformacdes
sequenciais do acido graxo poliinsaturado 6mega-6 sob acdo de
diferentes lipoxigenases. Por exemplo, a 5-lipoxigenase origina o
leucotrieno A4 a partir do acido araquidénico, enquanto que a 12-
lipoxigenase da origem a lipoxina A; (LXA,). Essas transformacOes
ocorrem endogenamente logo apds as primeiras horas da inflamacéo
aguda (Weylandt et al., 2007). No entanto, devido a rapida degradacao
desses mediadores no organismo, muitos estudos tém buscado
moléculas mais estaveis para a elucidacdo de seus mecanismos e para 0
tratamento de disfungdes inflamatérias. O desenvolvimento de analogos
estaveis das lipoxinas permitiu a realizacdo de experimentos cruciais
para demonstrar que esses mediadores podiam bloguear o recrutamento
de PMN, regular a inflamagdo, reduzir a fibrose e estimular os
macrdéfagos a fagocitar células em apoptose (Takano et al., 1997;
Takano et al., 1998; Godson et al., 2000; Serhan, 2005). Essas
descobertas foram criticas para diferenciar as lipoxinas dos demais
mediadores lipidicos derivados do &cido araquiddnico, tais como a
prostaglandina E, (PGE,); e também para esclarecer em qual local, e
momento, esses mediadores sdo endogenamente produzidos (Takano et
al., 1998; Levy et al., 2001).

Recentemente, foi descoberto que o &cido acetilsalicilico
(aspirina), além de ser um conhecido inibidor da formacdo de
prostaglandinas pro-inflamatérias, induz a formacdo de mediadores
lipidicos antiinflamatorios e pro-resolugdo. A aspirina modifica
covalentemente o residuo de serina proximo ao sitio ativo da enzima
ciclooxigenase 2 (COX-2), a qual passa a converter o 4&cido
araquidénico em moléculas precursoras que ddo origem as lipoxinas
(Serhan, 2007). De forma semelhante, a COX-2 acetilada pela aspirina
converte os acidos graxos eicosapentaenéico (EPA) em precursores que
originam as resolvinas da série E e o docosaexaendico (DHA) em
precursores das resolvinas da série D (Serhan et al., 2007). Esses
achados mostraram uma nova visao sobre uma droga usada ha décadas,
a qual se tornou novamente alvo de estudos por iniimeros grupos de
pesquisa, pelo fato de ser capaz de auxiliar ndo apenas no blogueio da
resposta pro-inflamatdria, mas também na geracao de epimeros estaveis
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de mediadores lipidicos pro-resolucdo, denominados de mediadores
lipidicos originados pela aspirina.

As resolvinas da série E compreendem a resolvina E1 (RVE1) e
a resolvina E2 (RvE2). A formacdo de RVE1 pode ocorrer durante a
inflamacdo quando células endoteliais interagem com leucdcitos. Por
exemplo, na presenca de aspirina, 0 EPA pode ser enzimaticamente
transformado em acido 18R-hidroxieicosapentaendico (18R-HEPE) pela
COX-2 do endotélio. A aspirina acetila a COX-2 impedindo a formacgéo
de prostandides. No entanto, essa acetilagdo promove a conversdo do
EPA em 18R-HEPE, resultando na formacéo das resolvinas da série E.
Durante as interacOes célula-célula, o 18R-HEPE é liberado a leucécitos
vizinhos e consequentemente convertido pela 5-lipoxigenase (5-LOX) a
RVE1 (Serhan et al., 2000; Arita, Bianchini et al., 2005). A RVE1 esta
presente no sangue humano e pode ser aumentada pela ingestdo de
aspirina (Arita et al., 2005). A RvE2 [acido 5S,18(R/S)-diidroxi-
eicosapentaendico] é sintetizada a partir do EPA em polimorfonucleares
humanos (Tjonahen et al., 2006).

O DHA é o precursor de dois grupos de resolvinas, referidas
como resolvinas D 17S e 17R, as quais sdo produzidas por diferentes
rotas durante a fase de resolugcdo da inflamacdo (Serhan et al., 2002;
Hong et al., 2003). O DHA enddgeno é convertido in vivo através de
mecanismos catalisados pela lipooxigenase (LOX) a séries de quatro
resolvinas contendo 17S-hidroxi, conhecidas como resolvinas D1 a D4
(Serhan et al., 2002; Hong et al., 2003). Especificamente, a biossintese
da RvD1 envolve oxigenagOes sequenciais pela 15-LOX e 5-LOX.
Porém, no caso do tratamento com aspirina, a COX-2 acetilada da
origem ao 17R-hidroxi-DHA (17R-HDHA), a qual sob subsequente
oxigenacdo pela 5-LOX resulta na producdo da 17-epi-RvD1, também
conhecida como resolvina D1 formada pela aspirina (AT-RvD1) (Serhan
et al., 2002; Serhan e Chiang, 2004). Ja foi demonstrado em alguns
estudos que as resolvinas da série D reduzem a dor inflamatéria,
bloqueiam a transcricdo da IL-1p induzida pelo TNF-a em elulas
microgliais e também atuam como reguladores potentes da migragdo de
PMN nos processos inflamatérios do cérebro, do peritonio e da pele
(Serhan et al., 2002; Hong et al., 2003; Marcheselli et al., 2003; Xu et
al., 2010). Além disso, ambas as resolvinas D 17R e 17S apresentam
acBes antiinflamatorias pronunciadas in vivo (Hong et al., 2003; Sun et
al., 2007).

Diante do exposto, é possivel observar que as novas familias de
mediadores lipidicos derivados dos acidos graxos poliinsaturados EPA e
DHA, ou seja, as resolvinas e as protectinas, juntamente com as
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lipoxinas provenientes do &cido araquidbnico permitiram abrir novos
caminhos para a compreensdo do processo inflamatorio como um todo.
A descoberta desses mediadores esta permitindo a realizacao de diversos
estudos que visam acelerar o processo de resolucdo da inflamacéo a fim
de prevenir o surgimento e complicacdo de doencas crbnicas que sdo
importantes problemas de salide em escala global. Além disso, terapias
que possam restaurar a homeostase do organismo se tornam mais
interessantes do que a inibicdo da resposta inflamatoria, por meio de
drogas, que muitas vezes estdo relacionadas a efeitos colaterais
pronunciados.

1.5 Resolvendo a colite: uma dieta rica em émega-3 pode ajudar?

Os seres humanos sd3o dependentes da suplementacdo
nutricional de dois tipos de acidos graxos poliinsaturados essenciais, 0
Omega-6 e Omega-3. Assim como muitos outros suplementos
alimentares, tais como as vitaminas e oligoelementos, esses acidos
graxos sdo cruciais para o funcionamento celular. Como exposto
anteriormente, esses acidos graxos sdo precursores de mediadores
lipidicos criticos para uma variedade de vias celulares (Weylandt et al.,
2007). Apesar da importancia do consumo de Omega-6 para o
funcionamento normal do organismo, varios estudos tém demonstrado
que uma dieta rica neste acido graxo pode aumentar significativamente a
suscetibilidade ao desenvolvimento de doencas inflamatérias cronicas,
enquanto que uma dieta rica em dmega-3 parece exercer inimeros
beneficios sem efeitos indesejaveis (Bernstein, 2010).

Estudos recentes revelaram que pacientes com IBD estdo
sempre em busca de informagdes sobre dietas e sua relagdo com a
doenca. Entretanto, pouco ainda se sabe como os alimentos podem
influenciar o desenvolvimento das IBD. Devido a grande prevaléncia
das IBD em paises desenvolvidos ocidentais e a uma menor ocorréncia
em paises desenvolvidos do oriente, € comum questionar se o estilo de
vida e os diferentes tipos de dieta nesses paises poderiam contribuir para
0 surgimento dessas patologias (Bernstein, 2010). Poderia uma dieta rica
em peixes, 0 qual é fonte abundante de émega-3, comparada a dietas
ricas em carne vermelha e acucares fazerem a diferenca? Sem divida, a
chamada fast food dos paises ocidentais se espalhou por todo 0 mundo, e
de fato um estudo japonés demonstrou que o aumento da incidéncia da
CD no Japdo aumentou consideravelmente apds um maior consumo de
proteina animal e a introducdo do fast food, além do aumento no
consumo de acido graxo dmega-6, comparado ao de 6mega-3 (Shoda et
al., 1996). Além disso, um estudo pediatrico realizado no Canada
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demonstrou que criancas com CD tinham dieta pobre em peixes, frutas e
demais fontes de 6mega-3 (Amre et al., 2007).

Neste contexto, as atividades antiinflamatdrias das lipoxinas e
seus epimeros formados pela presenca da aspirina, bem como de
analogos estaveis tém sido demonstrado recentemente em modelos
animais de colite e IBD, tanto in vivo como in vitro (Weylandt et al.,
2007). Por exemplo, Gewirtz e colaboradores (2002) demonstraram que
um analogo estavel da LXA, suprimiu a atividade do NFkB em cultura
de células do epitélio intestinal. Esses dados foram confirmados in vivo
neste mesmo estudo, uma vez que a administracdo oral de 10 pg/ml de
15-epi-16-para-fluoro-phenoxy-LXA, causou reducdo da severidade da
colite induzida pelo sulfato sédico de dextrana (DSS), com consequente
diminuicdo na expressdo de genes para proteinas pro-inflamatdrias.
Outro estudo similar evidenciou que administracdo de um analogo
estavel da lipoxina formado pela via da aspirina, 0 ZK-192, melhorou
significativamente os sinais inflamatérios da colite induzida pelo acido
2,4,6 trinitrobenzenosulfonico (TNBS) em camundongos (Fiorucci et
al., 2004). Adicionalmente, um estudo realizado em humanos
demonstrou que a producéo de lipoxina em colons de pacientes com UC
¢ drasticamente reduzida em relacdo aos c6lons de individuos saudaveis
(Mangino et al., 2006). Esses achados estdo de acordo com estudos que
observaram que a capacidade na sintese de lipoxinas é bastante reduzida
em leucdcitos do sangue periférico de pacientes com asma severa (Levy
et al., 2005).

Os modelos experimentais de inflamacao intestinal tém sido
amplamente aplicados para descoberta de novos alvos terapéuticos e,
alguns estudos visando desvendar o real envolvimento dos acidos graxos
Omega-3 e seus derivados na prevencdo e tratamento das IBD tém
demonstrado resultados surpreendentes. Um estudo realizado por
Camuesco e colaboradores (2005) demonstrou que o tratamento com
6leo de oliva suplementado com 6leo de peixe rico em EPA e DHA,
reduziu significativamente o indice de atividade da doenca e os niveis de
TNF-a e LTB4 no célon de ratos com colite induzida pelo DSS. Outro
estudo semelhante evidenciou que a suplementacdo didria com DHA
reduziu drasticamente o dano tecidual col6nico, bem como, a expressdo
génica de citocinas pré-inflamatérias como a IL-1B e o TNF-a no coldn
de camundongos com colite experimental induzida pelo DSS (Cho et al.,
2011).

Estes e varios outros estudos relatam que um aumento no
consumo de &cidos graxos derivados do 6mega-3 como o0 EPA e 0 DHA,
resulta no aumento proporcional desses acidos graxos nas membranas
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fosfolipidicas das células inflamatorias (Lee et al., 1985; Healy et al.,
2000). Além disso, pesquisas demonstraram que a incorporacao do EPA
e DHA nas células inflamatdrias ocorre de forma dependente da dose
(Healy et al., 2000; Rees et al., 2006), e que isso, em parte, reduz
significativamente a incorporacdo e os niveis celulares de &cido
araquidonico. Como resultado disso, ha menos substrato para a
producdo de prostandides pro-inflamatérios como a PGE,, LTB, €
tromboxanos, além de uma maior oferta de precursores para a formagédo
de mediadores pro-resolugdo como as resolvinas em processos
inflamatérios (Calder, 2008).

Apobs a descoberta e a purificacdo dos mediadores provenientes
do Omega-3, muitos grupos de estudo ao redor do mundo se
interessaram fortemente em pesquisar a acao direta desses mediadores
lipidicos em diferentes doencas de carater inflamatorio. A primeira
resolvina a ser totalmente identificada quanto a sua estrutura quimica e
propriedades antiinflamatérias foi a RvEL (2005). Neste estudo, Arita e
colaboradores verificaram que em doses na ordem de nanomolar a RvE1
reduziu a inflamacdo dérmica, a peritonite, a migracdo de células
dendriticas e a producdo da citocina pro-inflamatéria I1L-12. Ademais,
neste mesmo estudo foi descoberto que a acdo da RVE1 era mediada
através de sua ligacdo ao receptor orfao de membrana denominado
ChemR23, o qual desencadeia uma cascata intracelular que reduz a
atividade do NF«B.

primeiro estudo envolvendo as resolvinas e IBD foi realizado
por Arita e colaboradores (2005). Neste trabalho foi demonstrado que a
administragdo sistémica preventiva da RvE1l (1 pg/animal) aumentou
significativamente a taxa de sobrevivéncia, protegeu contra a perda de
peso corporal e dano tecidual do célon de animais com colite induzida
pelo TNBS. Além disso, o tratamento com RvVE1 reduziu a infiltracdo
de PMN, a atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO), bem como os
niveis de RNAm para os mediadores pré-inflamatérios IFN-y, IL-12,
TNF-0 e COX-2 no tecido col6nico (Arita, Yoshida et al., 2005).

Este mesmo grupo de pesquisa observou ainda que a
administracdo de RvVE1 na mesma dose reduziu o indice de atividade da
doenca, o dano tecidual do coélon, os niveis teciduais de TNF-o, IL-6 e
IL-1B, bem como a ativ&gd0 do NFkB no modelo de colite experimental
induzido pelo DSS (Ishida et al., 2010). Além disso, esses trabalhos
também comprovaram o envolvimento direto entre o receptor ChemR23
e a RVEL durante o processo inflamatdrio intestinal. Esses achados
corroboram outro estudo que demonstrou que camundongos
transgénicos para proteina fat-1, os quais apresentam niveis elevados de
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Omega-3, apresentam resisténcia no desenvolvimento de colite
experimental (Hudert et al., 2006). Em conjunto, esses estudos sugerem
existir um papel fundamental dos mediadores derivados do dmega-3 no
controle da inflamacéo intestinal.

Diante da variedade de mediadores derivados do émega-3, tais
como as resolvinas da série E e D, maresinas e protectinas, pouco ainda
se sabe sobre as acdes fisioldgicas e moleculares de cada um desses
mediadores lipidicos, bem como seus efeitos benéficos e pré-resolucdo
no processo inflamatorio em diferentes doencas importantes como as
IBD. Dessa forma, estudar os mecanismos envolvidos no processo de
resolucdo da inflamacdo nas IBD se mostra altamente necessario, uma
vez que a problematica em torno desta patologia e o alto custo dos
tratamentos mais eficazes dificultam muito o tratamento adequado dos
pacientes. Assim, 0 desenvolvimento de pesquisas que procurem avaliar
o efeito antiinflamatorio e pro-resolucdo dos mediadores anteriormente
citados, bem como desvendar os mecanismos pelos quais tais efeitos séo
desencadeados, pode ser fundamental para o desenvolvimento de uma
alternativa terapéutica para a prevencdo e/ou tratamento das IBD.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo geral do presente estudo foi investigar a cinética de producéo
de mediadores inflamatdrios e a resposta celular durante as fases aguda
e crbnica da colite induzida pelo DSS, bem como avaliar o efeito de
mediadores lipidicos derivados do acido graxo poliinsaturado 6mega-3
em modelos de colite experimental em camundongos.

2.2 Especifico

Para atingir o objetivo geral proposto, o estudo foi desenvolvido em
etapas, apresentados nos seguintes objetivos especificos:

* Padronizar o modelo agudo e crénico de colite induzida pelo DSS em
camundongos;

» Avaliar os parametros clinicos, bem como a cinética de migracdo
celular na colite induzida pelo DSS;

* Investigar a expressdo e producdo de mediadores inflamatérios nas
fases de surto e remissdo da colite induzida pelo DSS;

» Averiguar a acdo antiinflamatdria e pro-resolucdo dos mediadores
lipidicos derivados do 6mega-3, &cido 17R- docosaexaendico, AT-
resolvina D1 e resolvina D2 nos modelos experimentais de colite
induzida pelo DSS ou TNBS;

e Avaliar o possivel mecanismo de acdo dos mediadores lipidicos
derivados do 6mega-3 através da utilizacdo de técnicas in vitro e in vivo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados
camundongos da linhagem BALB/c machos pesando entre 20 — 25 g,
provenientes do Biotério Setorial do Laboratorio de Farmacologia
Experimental (LAFEX) do Departamento de Farmacologia da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC, Florianépolis, SC). Os
animais foram mantidos sob condi¢6es controladas de temperatura (22 +
1 °C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas), além de livre
acesso a agua e racdo. Os experimentos foram realizados durante a fase
clara do ciclo (06:00-18:00). Todos os protocolos foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica de Experimentagdo Animal da UFSC
(CEUA, processo nimero PP00568).

3.2 Colite experimental induzida pelo DSS

A colite experimental induzida por DSS foi realizada através da
administracdo de sulfato sédico de dextrana (DSS, de peso molecular;
36,000-50,000, obtido da ICN Biomedicals, Solon, OH, EUA) na agua
de beber. Os animais receberam DSS em diferentes concentracdes (2, 3,
4 e 6 % em agua filtrada) ad libitum por um periodo de cinco dias
seguido por um periodo de dois dias recebendo apenas agua filtrada
(Gewirtz et al., 2002). Adicionalmente, para a avaliagdo das fases aguda,
recuperacdo e cronica, os animais receberam DSS nas concentracdes de
2, 4 e 6 % durante cinco dias, seguido de um periodo de 10 dias
recebendo apenas agua filtrada. Apds esse periodo, os animais
receberam novamente DSS (2-6%) por cinco dias, seguido por mais 10
dias de agua filtrada, resultando em dois ciclos de DSS (Figura 4). Ao
longo do protocolo foi avaliado o indice de atividade da doenca (IAD),
onde os animais foram monitorados diariamente em relacdo a mudanca
de peso corporal, presenca de sangue nas fezes e consisténcia fecal. Ao
final de cada fase, os animais foram eutanasiados, os célons coletados,
lavados em solucdo salina (0,9 %), pesados e seus comprimentos
mensurados. Os tecidos col6nicos foram armazenados em freezer -70 oC
para analises bioquimicas, ou alternativamente, armazenados em
formaldeido tamponado a 4 % em temperatura ambiente até o
processamento das amostras para analise histolégica.
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Figura 6. Modelo de colite aguda e crdnica induzida pelo DSS. Animais da linhagem
BALB/c machos receberam DSS (2-6 %) durante cinco dias na dgua de beber. No quinto dia o
DSS foi retirado e substituido por agua filtrada, a qual foi ofertada por 10 dias. Um novo ciclo
de DSS (2-6 %) foi condicionado aos animais por cinco dias, seguidos por mais 10 dias de
agua filtrada, resultado em um total de 30 dias de protocolo experimental. As fases que o DSS
foi ofertado foram designadas como fase de inducéo; ja quando ocorreu oferta apenas de agua
filtrada as fases foram denominadas de fase de recuperacéo.

3.2.1 indice de atividade da doenca (1AD)

Durante o protocolo experimental da colite induzida pelo DSS
os animais foram examinados diariamente em relacdo ao indice de
atividade da doenca (IAD) como descrito anteriormente (Ghia et al.,
2008). O IAD é o somatdrio combinado de escores referentes a perda de
peso corporal, consisténcia fecal e sangramento das fezes. Os escores
foram definidos de acordo com o0s seguintes parametros: a consisténcia
das fezes foi pontuada como escore 0 para auséncia de diarreia e fezes
consistentes; escore 2 para fezes frouxas e mal formadas; e escore 4 para
diarreia e fezes muito aquosas. A presenca de sangue nas fezes foi
avaliada como escore 0 para auséncia de sangue nas fezes; escore 2 para
a presenca de sangue oculto (Feca-cult, INLAB, SP, Brasil); ou escore 4
para sangue evidente nas fezes. A perda de peso corporal foi avaliada
como escore 0 para auséncia de perda de peso ou perda de até 1 % do
peso inicial dos animais; 1 para perda de peso de 1-5 %; escore 2 para
perda de peso de 5-10 %; escore 3 para perda de peso de 10-15%; e
escore 4 para perda de peso maior que 15 % do peso inicial.

3.2.2 Escore macroscopico

Ao final de cada ciclo de DSS e das fases de recuperacao
(protocolo de 30 dias), ou sete dias ap6s o inicio do tratamento com DSS
(protocolo de cinco dias com DSS e dois dias com &gua filtrada), os
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animais foram eutanasiados, os célons removidos e abertos
longitudinalmente (em toda a extensdo) e cuidadosamente limpos com
solucdo salina 0,9 %. A severidade do dano ao célon foi avaliada
utilizando-se uma escala de dano macroscopico conforme descrita
originalmente por Kimball e colaboradores (Kimball et al., 2004;
Kimball et al., 2006) (Tabela 1).

Tabela 1 - Grade de escores para avaliacdo do dano macroscopico total
na colite induzida por DSS {Kimball, 2004 #443; Kimball, 2006 #61}.
PESO DO COLON
Escore Avaliacao
0 Ganho de peso <5%.

Ganho de peso de 5 — 14%.
Ganho de peso de 15 — 24%.
Ganho de peso de 25 — 35%.
Ganho de peso > 35%.
*Presenca de sangue visivel nas fezes: somar +1 ao escore.
ENCURTAMENTO DO COLON
Escore Avaliacao

0 Encurtamento <5%.
Encurtamento de 5 — 14%.
Encurtamento de 15 — 24%.
Encurtamento de 25 — 35%.
Encurtamento > 35%.

CONSISTENCIA DAS FEZES PRESENTES NO COLON
Escore Avaliacao

0 Normal (bolos fecais bem formados).
1 Bolos fecais Umidos e frouxamente formados.
2 Bolos fecais amorfos, Umidos e pegajosos.
3

AIWIN|F-

BAIWINF

Diarréia.
*Presenca de sangue visivel nas fezes: somar +1 ao escore.
DANO AO COLON
Escore Avaliacao

0 Sem sinais de inflamagao.

Inflamacdo leve, hiperemia localizada.

Inflamacdo moderada ou distribuida mais amplamente.
Inflamacdo severa e/ou distribuida extensivamente.
Ulceras penetrantes e lesdes sanguinolentas.

BAWINF
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3.2.3 Escore microscopico

Ap6s a confeccdo das laminas histoldgicas coradas com
hematoxilina e eosina (H&E), por empresa terceirizada (Lab onLine,
Floriandpolis —SC), os tecidos colonicos foram analisados em
microscopico oOptico (Nikon Eclipse 50i, Melville, NY, EUA). A
inflamacédo intestinal foi quantificada de acordo com a escala proposta
por Van der Sluis e colaboradores (2006): presenca de células goblet (0-
4), espessamento da mucosa (0-4), presenca de células inflamatérias (0-
4), infiltracdo celular na submucosa (0-4), destruicdo da arquitetura
tecidual (0-4), ulceragdo (0-4) e abcessos nas criptas (0-4). Os escores
obtidos em cada pardmetro (graduados conforme a intensidade de cada
um) foram somados para a quantificacdo do dano microscépico total.
Foram analisados trés cortes histoldgicos obtidos do célon de cada
animal, sendo que cada grupo experimental foi constituido por no
minimo quatro animais.

3.2.4 Tratamentos

Com o objetivo de avaliar o efeito dos mediadores lipidicos
derivados do acido graxo poliinsaturado 6mega-3 na colite induzida pelo
DSS (protocolo de sete dias), os animais foram tratados pela via
intravenosa (i.v.) nas doses de 0,1; 0,3 e 1 pg/animal com a resolvina D1
gerada na presenca de aspirina [AT-RvD1 (7S,8R,17R-trihidroxi-
47 9E,11E,137,15E,192-DHA)], resolvina D2 [RvD2 (7S,16R,17S-
trihidroxi-4Z,8E,10Z,12E,14E,19Z2-DHA)], ou o precursor das
resolvinas da série D gerado na presenca de aspirina [17R-HDHA (17R-
hidroxi-42,72,10Z,13Z,15E,19ZDHA)] todos adquiridos da Cayman
Chemical (Ann Arbor, MI, EUA), uma vez ao dia do dia 0 ao dia 7
(Figura 5).

Em outro bloco de experimentos os animais foram tratados com
uma injecdo i.v. do antagonista seletivo para o receptor de lipoxina A4
(ALX/FPR2) N-t-BOCPHE-LEU-PHE-LEU-PHE (BOC-1) (2 mg/kg,
uma vez ao dia). Os animais foram tratados apenas com BOC-1 ou em
combinacdo com AT-RvD1 (0,3 pg/animal, i.v.), 30 minutos antes,
desde o dia 0 ao dia 7. A escolha das doses dos mediadores lipidicos
derivados do ©Omega-3 e do BOC-1 foi baseada em estudos
anteriormente publicados (Amre et al., 2007; Sun et al., 2007; Spite et
al., 2009). Todos os compostos foram solubilizados em solugédo salina
(0,9 %). As solucbes veiculo foram utilizadas para o tratamento dos
respectivos animais controles.



26

17R-HDHA, AT-RvD1, RvD2 (0,1 — 1 pg/animal; 1x /dia)
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Figura 5. Tratamento preventivo com os mediadores lipidicos derivados do omega-3
durante a colite induzida pelo DSS. Animais da linhagem BALB/c receberam solugdo de
DSS 3 % durante cinco dias, seguidos de dois dias de agua filtrada. Os animais foram
sistemicamente tratados do dia 0 ao dia 7, uma vez ao dia, com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-
HDHA (0,1; 0,3 e 1 pg/animal, i.v.). Os animais do grupo controle receberam apenas solugéo
de NaCl 0,9 %. Durante o protocolo experimental os animais foram avaliados quanto ao indice
de atividade da doenca e ao final de sete dias foram eutanasiados e tiveram seus co6lons
removidos para analise futuras.

3.3 Colite experimental induzida por TNBS

A colite experimental foi induzida conforme método descrito
originalmente para ratos (Wallace et al.,, 1989) e modificado para
camundongos (Mccafferty et al., 1999), com poucas adaptacbes as
nossas condi¢des experimentais (Bento et al., 2008).

Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos e foram
mantidos em jejum sélido com livre acesso a solugédo de glicose 5% por
24 horas. Apds o jejum solido, os animais foram anestesiados com uma
solucdo de xilazina (10 mg/kg, i.p.) e quetamina (80 mg/kg, i.p.), e a
colite foi induzida através da administracdo intracoldnica (i.col.) de 0,1
ml do &cido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS, 1 mg/animal em 35
% de etanol), utilizando-se um cateter de polietileno PE — 50 (4 cm)
acoplado a uma microseringa. Os animais controle receberam 0,1 ml de
uma solucéo de salina 0,9 %. Apo6s a inducdo da colite, os animais foram
mantidos, durante dois minutos na posicdo de Trendelenburg, isto €, em
decubito dorsal com corpo inclinado a 45 °© e cabeca posicionada abaixo
do trem posterior. Decorridas 4 horas da inducdo, os animais tiveram
livre acesso a racdo e agua filtrada. Durante todo o experimento, 0s
animais foram monitorados em relacdo a mudanca de peso corporal e
taxa de sobrevivéncia. Os animais foram eutanasiados 72 horas (3 dias)
ap6s a inducdo da colite. Os colons foram removidos e as fezes
presentes retiradas. Para algumas analises, os tecidos colénicos foram
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abertos com o auxilio de uma tesoura cirlrgica, lavados com solugédo
salina estéril, pesados e acondicionados em freezer -70 °C. Para outras,
apos a retirada das fezes, os colons foram acondicionados em
formaldeido tamponado a 4 % e mantidos a temperatura ambiente até
Seu processamento.

3.3.1 Tratamentos

A fim de avaliar o efeito dos mediadores lipidicos pro-resolucédo
na colite experimental induzida por TNBS, os animais foram tratados
com, AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal, i.v., uma vez ao
dia). Os tratamentos iniciaram 30 minutos antes da instilacdo do TNBS
(dia 0) e continuaram até o dia 3 (Figura 6). Setenta e duas horas apés a
inducdo da colite os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical. Os animais controle receberam apenas solucédo salina (0,9 %),
V.

17R-HDHA, AT-RvD1, RvD2 (1 pg/animal; 1x /dia)

|
v v v v

TNBS (1 mg/animal, i.col.)

DIAS

Figura 6. Protocolo experimental. Ap6s 24 horas de jejum os animais receberam por via
intracolénica 0,1 mL de uma solu¢do do &cido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS 1
mg/animal em 35 % de etanol). Os animais controle receberam 0,1 mL de salina 0,9 %. Trinta
minutos antes a instilagdo do TNBS foram iniciados os tratamentos. Os animais foram tratados
com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal) pela via i.v. uma vez ao dia, do dia 0 ao
dia 3. Ap6s 72 horas (dia 3) a inducéo da colite, os animais foram sacrificados e tiveram seus
cdlons removidos para analises posteriores.

3.3.2 Escore macroscopico

Apbs a eutandsia dos animais, a porcdo final do célon foi
removida, aberta longitudinalmente e cuidadosamente limpa com
solucdo salina 0,9 %. A severidade do dano ao célon foi avaliada
usando-se a escala de dano macroscdpico baseada na tabela descrita por
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Wallace (1989) para ratos, mas adaptado para camundongos por
McCafferty (1999) com poucas modificacbes para as nossas condi¢bes
experimentais (Bento et al., 2008) (Tabela 2).

Tabela 2 - Grade de escores para avaliacdo de dano macroscopico na
colite induzida por TNBS {Bento, 2008 #734; Wallace, 1989 #24;
McCafferty, 1999 #31}.

ESCORE PARAMETROS

0 Auséncia de danos

1 Hiperemia sem Ulceras

2 Hiperemia e espessamento da parede do intestino sem a
presenca de Ulceras.

3 Um sitio de ulceracdo sem espessamento da parede do
intestino.

4 Dois ou mais sitios de ulceracdo ou inflamacéo.

0,5 cm de inflamacéo.

6-10 1 cm de inflamacdo. O escore é aumentado em 1 para cada
0,5 cm de dano observado chegando ao maximo de 10.

Ooul |Auséncia ou presenca de diarréia

Ooul |Auséncia ou presenca de estreitamento (estreitamento do
lumen dificultando a passagem das fezes).

0:10ou2 |Ausénciaou presenca de adesio media ou severa.

3.3.3 Escore microscépico

Ap6s a remocdo da porcdo distal do colon, o tecido foi
histologicamente analisado em microscopio éptico (Leica, Sdo Paulo,
SP), em aumento de 200 X. As imagens foram registradas com auxilio
da camera Nikon (Sight DS-5M-L1, Melville, EUA). Para avaliar a
severidade do dano, foram analisados trés cortes histoldgicos de
amostras de cada animal, sendo que cada grupo experimental possuia no
minimo um ndmero de quatro animais. A severidade do dano foi
avaliada usando-se a escala proposta por Neurath (1995) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Grade de escores para avaliagdo de dano microscopico na
colite induzida por TNBS (Neurath et al., 1995).

ESCORE DESCRIGAO

0 Sem sinais de inflamacao.

1 Pouca infiltracdo celular para o tecido.

2 Moderada infiltracdo celular para o tecido.

3 Grande quantidade de infiltracdo celular; aumento
da densidade vascular; espessamento da parede do
intestino.

4 Infiltracdo transmural; perda de células goblet.

3.4 Andlise histoldgica

Ao final dos protocolos experimentais de colite induzida pelo
DSS ou TNBS, a por¢do distal do cdlon foi removida, lavada com
solucdo salina 0,9 % estéril para a retirada das fezes, e entdo
imediatamente fixada em solucdo de formaldeido 4 %. Os tecidos foram
emblocados em parafina, seccionados a uma espessura de 5 pm,
transferidos para laminas de vidro, desparafinizados e corados com o
uso de hematoxilina e eosina (H&E), por empresa terceirizada (Lab
OnLine, Floriandpolis, SC) e analisadas em microscopio optico, como
exposto nos tépicos de escore microscopico descritos anteriormente.

3.5 Atividade das enzimas MPO, EPO e NAG

A migracdo de neutrofilos, eosindfilos e macréfagos para o
tecido do colon foi quantificada indiretamente através da determinacéo
da atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO), eosinéfilo peroxidase
(EPO) e N-acetilglucosaminidase (NAG), respectivamente. Para isso, 0s
cblons foram removidos, homogeneizados em tampdo EDTA/NaCl (pH
4,7), e centrifugados a 10.000 x g por 15 minutos a 4 °C. O precipitado
resultante foi resuspenso em tampéo 1 gelado (NaCl 0,1 M; NaPO4 0,02
M; Na/EDTA 0,015 M; pH 7,4). Foi adicionado entdo, NaCl 0,2 %
gelado e apds 30 segundos, NaCl 1,6 % contendo glicose 5 % (gelado).
A solucdo foi centrifugada a 10.000 x g por 15 minutos a 4 °C. O
precipitado formado foi resuspenso em tampao 2 gelado (NaPO4 0,5 M
e 5 % de hexadeciltrimetilaménio (H-TAB); pH 5,4), e as amostras
obtidas foram congeladas e descongeladas 3 vezes em nitrogénio
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liguido. Apdés o dltimo descongelamento, as amostras foram
centrifugadas novamente a 10.000 x g por 15 minutos a 4 °C; e 25 ul do
sobrenadante foram utilizados para o ensaio de atividade da MPO, EPO
e NAG. A reagdo enzimatica para MPO foi realizada na presenca de
tetrametilbenzidina (TMB) 1,6 mM, NaPO4 80 mM e peréxido de
hidrogénio (H202) 0,3 mM. A reacdo enzimatica para EPO foi realizada
com a adicdo de o-fenilenediamina 1,5 mM, Tris-HCI 0,075 mM e
peroxido de hidrogénio 6,6 mM (H202). Finalmente, a atividade da
NAG foi determinada pela adi¢do de 25 pl de p-nitrofenil-2-acetamidaf-
D-glucopiranosida 2,25 mM e 100 pl de tampéo citrato (pH 4,5). A
absorbéncia foi medida por espectrofotometria em 690, 490 e 405 nm
para MPO, EPO e NAG respectivamente, sendo que todos os resultados
foram expressos como densidade dtica por miligrama de tecido.

3.6 Dosagem de citocinas

Os niveis teciduais de IL-1p, CXCL1/KC, MIP-2, IL-10, TNF-
o, IL-17, 1L-12, IL-4 e TGF-B foram avaliados como descrito
anteriormente (Campos et al., 2002) com poucas modificacGes.
Resumidamente, os célons foram removidos e homogeneizados em
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, composi¢do: NaCl 137
mM, KCI 2 mM e tampdo fosfato 10 mM, pH 7,2-7,4) contendo Tween
20 (0,05 %), fluoreto de fenilmetilsulfonila 0,1 mM, cloreto de
benzometonio 0,1 mM, EDTA s6dico 10 mM, e aprotinina A 2 ng/ml. O
homogenato foi centrifugado a 3.000 x g por 10 minutos a 4 °C, e 0
sobrenadante armazenado a -70 °C até o momento da analise. A
dosagem de proteinas existentes nas amostras foi realizada segundo o
método de Bradford (1976). Os resultados foram expressos como a
quantidade de citocina por miligrama de proteina da amostra. Os niveis
de citocinas foram determinados utilizando-se Kits especificos de
ELISA (do inglés, enzyme-linked immuno-sorbent assay), de acordo
com as recomendac0es do fabricante.

3.7 Anélise imunoistoquimica

A expressdo da subunidade p65 fosforilada do fator de
transcricdo nuclear NB foi detectada em cortegigigsol
confeccionados a partir dos blocos de parafina contendo amostras da
porcao final do célon. Os cortes teciduais de espessura de 5 pm foram
mantidos em estufa a uma temperatura de 70-90 °C até a completa fusdo
da parafina ao redor dos cortes. Posteriormente, os tecidos foram
desparafinizados em xilol (xileno) e hidratados por passagens sucessivas
em etanol de concentragfes decrescentes (etanol absoluto, etanol 90 %,
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etanol 80 % e finalmente etanol 70 %). O bloqueio da peroxidase
enddgena dos tecidos foi realizado com o objetivo de eliminar o
desenvolvimento de reagdes inespecificas falso-positivas. Para tanto, as
laminas foram imersas em uma solucdo de perdxido de hidrogénio a 1,5
% em metanol absoluto (v/v) por 20 minutos, com posterior lavagem em
agua destilada. Previamente a incubacdo com o anticorpo primario, as
laminas foram submetidas ao tratamento para reativacdo antigénica, com
a finalidade de recuperar os sitios antigénicos mascarados pela fixacdo e
inclusdo do tecido em formaldeido e parafina. Para este fim, foi
preparada uma solucdo composta por 180 ml de &cido citrico 0,1 M e
820 ml de citrato de sé6dio 0,1 M; pH 6,0. As laminas foram imersas
nesta solucdo de reativacdo antigénica diluida 1:10 em &gua destilada, e
mantidas em banho-maria ajustado para 95-98°C, durante 45 minutos.
Logo apos, ainda como parte do processo de reativagdo antigénica
através do calor, as laminas foram retiradas do banho-maria, mantidas
durante 20 minutos a temperatura ambiente, e posteriormente lavadas
em agua destilada. Apos a lavagem das laminas, estas foram submersas
em PBS.

O anticorpo primario anti-fosfo-p65 NF«kB (1:50) adquirido da
Cell Signaling Technology (Danvers, MA, EUA) foi diluido em solugédo
Reinascence® (Biocare Medical, Concord, CA, EUA). A solucdo
contendo o anticorpo foi adicionada sobre os cortes teciduais e as
laminas foram mantidas em camara Umida a uma temperatura de 2-8 °C,
durante 12-16 horas. A seguir, as laminas foram lavadas com PBS a
temperatura ambiente. Ap6s lavagem, as laminas foram incubadas com
um polimero de deteccdo (PicTure ™ MAX Polymer detection kit), de
acordo com as instrucbes do fabricante. As amostras foram entdo
submetidas a uma revelagao colorimétrica com kit comercial, através de
uma solucdo cromogena contendo 0,03 % de 3,3,44-
tetraaminobifeniltetrahidrocloridrico (DAB). Apds a revelagdo, foram
realizadas as seguintes etapas: contracoloracdo das laminas com solugéo
de hematoxilina de Harris; desidratagdo através de passagem das
laminas em concentracBes crescentes de etanol (etanol 70 %, etanol 80
%, 90 % e etanol absoluto); diafanizacdo em xilol e montagem em
Entellan®. A leitura das laminas foi realizada em microscdpio dptico
(Leica, Séo Paulo, SP), em aumento de 200 x, sendo analisados todos o0s
campos da lamina. As imagens foram registradas com auxilio da camera
Nikon (Sight DS-5M-L1, Melville, NY, EUA). O resultado positivo foi
revelado pelo aparecimento de coloracgdo castanha no local da marcacgéo
pelos anticorpos. Foram analisados trés cortes histolégicos da amostra
de cada animal, sendo que cada grupo experimental foi constituido de,
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no minimo, trés animais. Os resultados foram expressos em unidades
arbitrarias. Todos os grupos experimentais foram processados sob as
mesmas condi¢Bes experimentais. As configuragdes para aquisicdo das
imagens foram idénticas para todos os tecidos. As imagens foram
transferidas para um computador onde a intensidade da coloracdo dos
pixels para a fosfo-p65 NF«kB foi calculada para cada imagem utilizando
o software NIH ImageJ 1.36b (National Institutes of Health, Bethesda,
MD, EUA).

3.8 Extracdo do RNA total

A extracio do RNA total foi realizada através da
homogeneizacdo dos tecidos pelo kit SV Total RNA Isolation System
Z3100 (Prémega, Madison, WI, EUA), Para isso, 70 -100 mg de tecido
foram homogeneizados com 175 pl de RNA Lysis Buffer, com auxilio
de homogeneizador portatil, em tubo de centrifuga de 5 ml de
capacidade. Ao lisado obtido, foram adicionados 350 pl de RNA
diluition buffer e as amostras foram incubadas a 70°C por 3 minutos,
sequindo centrifugacdo a 13.000 x g por 10 minutos. Os sobrenadantes
contendo o RNA total foram transferidos para novo tubo de
microcentrifuga (1,5 ml) contendo 200 pl de etanol 95 % (Merk,
Alemanha). Apds homogeneizacdo, as amostras foram transferidas para
uma coluna de filtracdo e foram centrifugadas a 13.000 x g por 1
minuto. O RNA total retido no filtro foi lavado com 600 pl de RNA
wash solution. Apo6s centrifugacdo a 13.000 x g por 1 minuto, foi
adicionado diretamente sobre as membranas das colunas de filtragdo o
mix de DNAse contendo: 40 pl de yellow core buffer, 5 pl de MnCI2
0,09 M e 5 ul de DNAse | enzyme, seguindo incubagdo por 15 minutos
a 25 °C. Foram entdo adicionados 200 pul de DNAse stop solution sobre
as membranas e as amostras foram centrifugadas a 13.000 x g por 1
minuto. Novamente, as membranas foram lavadas com 600 pul de RNA
wash solution e centrifugadas a 13.000 g por 1 minuto. As colunas
foram entdo transferidas para novos tubos de microcentrifuga e 0 RNA
total foi eluido com 100 pl de agua livre de nucleases, com
centrifugagdo a 13.000 x g por 1 minuto. A concentragdo e a pureza do
RNA foram determinadas em espectrofotdmetro NanoDrop 1100
(NanoDrop Technologies, Wilmington, Alemanha). O RNA foi
aliquotado e estocado em freezer a -70 °C até o momento do uso.
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3.9 Confeccdo do DNA complementar (reacdo de transcricdo
reversa)

A fim de determinar a expressdo do RNAm codificador para o
fator nuclear kB (NFkB), médula de adesdo vascular -1 (VCAM-1),
molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1), Integrina B2 (LFA-1),
ciclooxigenase-2 (COX-2), sintase do 6xido nitrico 2 (NOS2), fator de
necrose tumoral-o. (TNF-a), interleucina (IL)-1B, quimiocina derivada
de queratinécitos (CXCL1/KC), IL-17, IL-10, fator de crescimento
transformador-p (TGF-p), receptor de lipoxina A4 (ALX/FPR2), fator
de transcricdo FoxP3 e proteina CD25, no célon de camundongos, foi
realizado o ensaio de transcricdo reversa seguido pela reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) em tempo real. Para a reacdo da transcricdo
reversa, as amostras contendo 100 ng de RNA total foram incubadas
com 1 pl de oligo dT 15, 1 pl do mix de dNTP (10 mM) e com agua
ultra pura para um volume final de 1 2 ul. Essas amo $ras foram
aquecidas por 5 minutos a 65 °C, resfriadas por 5 minutos a 4 °C e
acrescidas de 4 pl de tampéo de primeira fita (Tris-HCI 250 mM, pH
8.3, KC1 375 mM e MgClI2 15 mM), 2 ul de DTT 0,1 mM, e 1 pul de
inibidor de RNase (2500 U). Posteriormente, essa mistura foi incubada a
371°C por 2 minutos € a enzima MFMLV (1 ul, 200 U) adicionada.
Apobs a adicdo da enzima, as amostras foram mantidas a 37 °C por 50
minutos e a inativacdo da reacdo foi realizada por incubacédo a 75 °C por
15 minutos. O DNA complementar (DNAc) foi estocado a 4 °C até a
realizacdo da reacdo de PCR em tempo real.

3.10 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

O DNAc foi amplificado em duplicata utilizando o kit Master
Mix TagMan® Universal PCR, com sondas e probes especificos para
camundongos, com marcacdo 3’quencher MGB e FAM, para odBF
(Mm00476361_m1), VCAM-1  (Mm01320970_ml), ICAM-1

(Mm00516024_g1), LFA-1(Mm01278854_mL), COX-
2(Mm01307334_g1), NOS2(Mm01309898_mL1), TNF-a
(Mm00443258-_m1), IL-1p  (Mm01336189 ml), CXCLI/KC
(Mm00433859_m1), IL-17 (Mm00439618_m1), IL-10

(Mm00439614_ml), TGF-f (MmO01178820 ml),  ALX/FPR2
(Mm00484464_s1), FoxP3 (Mm00475165_m1) e CD25
(MmO01340213_m1), e marcagdo MGB e VIC para o GAPDH
(NM_008084.2), o qual foi utilizado como controle enddgeno. A reacédo
de PCR foi realizada em uma placa de reacdo Optica de 96 pocos. Cada
reacdo continha: 1 pl de DNACc, 5 pl de master mix, 0,5 pl de primer e
3,5 pl de agua ultrapura, em um volume final de 10 pl. As amplificacdes
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foram realizadas em um termociclador (StepOne Plus, Applied
Biosystems) para 50 ciclos. A fluorescéncia foi coletada a cada ciclo de
amplificacdo e os dados foram analisados utilizando o método 2-[T ] Ct
para a quantificacdo relativa.

3.11 Obtencdo e cultura primaria de macréfagos derivados da
medula dssea

Para a obtencdo de células da medula 6ssea, camundongos da
linhagem BALB/c foram sacrificados por meio de deslocamento
cervical e tiveram seus fémures e as tibias extraidos. A extremidade
proximal e distal destes ossos foi seccionada e injetada com 3 ml de
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, GIBCO) sem soro em
cada 0sso. A suspensdo de células obtida foi centrifugada a 1.000 r.p.m.
por 10 minutos, e o precipitado foi ressuspendido em 10 ml/por animal
de suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, GIBCO) e
submetidas a uma filtracdo em separadores de nylon com a malha de 70
pm (BD FALCON) para a remocgdo de detritos e ruptura de ligacdes
célula-célula. Logo em seguida, as células foram ressuspendidas em 2
ml de DMEM suplementado. Em seguida, as células foram contadas em
uma cadmara de Neubauer.

As células extraidas da medula foram diferenciadas em
macrdfagos plagueando-as em placas de 6 pogos na concentracdo de 2 x
105 células/pogo. As células foram mantidas em DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB, GIBCO), 1% de HEPES 1 M
(GIBCO) e 20% de sobrenadante de cultura de L929 filtrado (LCCM,
L929 cell conditioned medium), como uma fonte de M-CSF (fator
estimulador de colnias de mondcitos). As placas foram entdo incubadas
a 37 °C e sob atmosfera com 5% de CO2. Quatro dias apés o
plagueamento das células, 0 meio de cultura foi trocado por um novo
contendo também 20% de LCCM.

3.12 Estimulacgao, incubacao e coleta dos macréfagos derivados da
medula éssea

Dez dias ap6s o plaqueamento das células, os macréfagos foram
isolados e incubados em placa de 96 pocos 2 x 105 células/pogo a 37°C
em 5 % de CO2 e estimulados com lipopolissacarideo (LPS) (1 pg/ml)
por 24 horas, na presenca ou auséncia de, AT-RvD1, RvD2 ou 17R-
HDHA (300 nM/poco). Adicionalmente, as células com ou sem
estimulacdo com LPS foram incubadas apenas com BOC-1 (antagonista
seletivo do receptor ALX/FPR2, 10 uM/poc¢o), ou 30 minutos antes da
incubagdo com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (300 nM/pogo). Vinte
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e quatro horas ap0ds a incubacéo as placas foram centrifugadas a 200 x ¢
por 10 minutos, e os sobrenadantes resultantes foram congelados a -70
oC para posterior dosagem de citocinas.

As citocinas IL-6, proteina quimioatrante de mondcitos 1
(MCP-1), interferon-y (IFN-y) e TNF-o foram dosadas pelo Kit Bead
Array Mouse Inflammation, através da quantificacdo usando o citometro
de fluxo BD FACSCanto Il (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). As
analises foram realizadas utilizando FCAP Array Soft Flow USA (BD
Biosciences). As células aderentes foram coletadas para a realizacdo de
PCR em tempo real para COX-2 e NOS2 como descrito anteriormente.

3.13 Preparacdo dos extratos citosdlicos e nucleares

Os colons foram retirados, congelados em nitrogénio liquido e
entdo homogeneizados em tampéao contendo HEPES 10 mM (pH 7,4),
MgCI2 2 mM, KCI 10 mM, fluoreto de fenilmetanosulfonila (PMSF) 1
mM, leupeptina 1 mg/ml, pepstatina A 1 mg/ml, aprotinina 1 mg/ml,
ortovanodato de sédio 1 Mm, -glicerofosfato 10 mM, fluoreto de sédio
50 mM e ditiotreitol 0,5 mM. Ap6s a centrifugacdo (14.000 x g/1 h), o
sobrenadante contendo a fracdo citosdlica foi coletado e acondicionado
em freezer -70 °C para posterior analise. Para a extracdo da fracdo
nuclear, o pellet foi resuspenso em tampdo (HEPES 20 mM, pH 7,8,
NaCl 400 mM, MgCI2 1,5 mM, EDTA 0,2 mM, glicerol 25 %, PMSF
0,5 mM, DTT 0,5 mM, aprotinina 1 pg/ml, leupeptina 1 pg/ml e
pepstatina A 1 pg/ml) por 30 minutos em gelo e centrifugado a 15.000 x
g por 15 minutos. As concentracfes de proteinas foram determinadas
segundo o método Bradford (Bradford, 1976). Os extratos foram
congelados em freezer -70 °C para posterior analise.

3.14 Western blot

As amostras de proteinas (35 pg) foram adicionadas ao tampao
contendo; Tris 200 mM, glicerol 10 %, SDS 2 %, B-mercaptoetanol 2,75
mM e azul de bromofenol 0,04 % e, em seguida, foram fervidas durante
5 minutos. Posteriormente, as amostras foram separadas por eletroforese
(SDS-PAGE) em gel de acrilamida 10 % e eletrotransferidas para uma
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF). Apoés a transferéncia, a
fim de evitar ligacdo inespecifica do anticorpo, as membranas foram
incubadas inicialmente com leite desnatado diluido em TBS (Tris
buffered saline) overnight a 4 °C e entdo foram lavadas com TBS e
Tween-20 a 5 % (TBST), por trés vezes durante 5 minutos cada. Em
seguida, a membrana foi incubada com um dos seguintes anticorpos
para as proteinas de interesse: anti-p-IxBa., anti-p-p65, anti-lamin A/C



36

(1:200, todos adquiridos da Cell Signaling Technology, Inc., Beverly,
MA, EUA), e anti-pB-tubulin (1:200, Santa Cruz Biotechnology, Inc. ,
Santa Cruz, CA, EUA). Apds a incubacdo com os anticorpos primarios,
as membranas foram lavadas com TBST por trés vezes de 5 minutos
cada e incubadas com anticorpo secundario conjugado a peroxidase
1:800 por 1 h. As membranas foram novamente lavadas com TBST e
entdo incubadas com streptavidina por 30 minutos. A visualizac¢do das
proteinas foi realizada utilizando anticorpo secundario especifico
conjugado a peroxidase e as bandas imunoreativas foram visualizadas
utilizando-se kit de aumento de quimioluminescéncia e filme
radiografico, segundo recomendac@es do fabricante.

3.15 Quantificacao de linfécitos por citometria de fluxo

Os linfonodos mesentéricos de animais com colite induzida
pelo DSS (5, 10, 15, 20 e 30 dias) foram removidos e macerados com
PBS gelado em 1% de BSA, e posteriormente filtrados em separadores
de nylon com malha de 70 um (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA),
para a remocdo de detritos. As células foram quantificadas e
posteriormente repicadas em placas de 96 pocos (1x106 células por
poco), em seguida foram incubadas com anticorpos especificos contra
proteinas presentes na superficie de linfdcitos: anti-CD4-APC
(eBioscience, San Diego, CA, EUA), anti-CD8-FITC (BD Biosciences),
e 0 marcador de ativacdo celular anti-CD25-PE (BD Biosciences, San
Diego, CA, EUA). Os anticorpos foram incubados por 30 minutos no
escuro a 4 oC, em seguida a placa foi centrifugada a 1.500 r.p.m. por 10
minutos a 4 oC e o sobrenadante foi descartado, em seguida as células
foram ressuspensas em paraformaldeido 1% para fixacdo das células aos
anticorpos. Os dados foram analisados utilizando citometro de fluxo
FACSCanto Il (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA) e os resultados
foram analisados através do programa FlowJo (Tree Star, Inc., Ashland,
OR, EUA).

3.16 Drogas e reagentes

O DSS (P.M. 36.000-50.000) e BOC-1 foram adquiridos da
MP Biomedicals (Solon, OH, EUA). Os anticorpos monoclonais anti—
anti-fosfo-IxBa, anti-fosfo-p65, anti-lamin A/C para camundongo foram
obtidos da Cell Signaling Technology, Inc., (Beverly, MA, EUA), e
anti-B-tubulin (1:200, Santa Cruz Biotechnology, Inc. , Santa Cruz, CA,
EUA. O anticorpo secundario Ab EnVision Plus, estreptavidina—HRP, e
3,39-diaminobenzidina  foram adquiridos da DakoCytomation
(Carpinteria, CA, EUA). O perdxido de hidrogénio (H202), Tween 20,
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Tween 80, EDTA, aprotinina, PBS, H&E, tetrametilbenzidina (TMB),
2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS), fluoreto de fenilmetilsulfonila
(PMSF) e lipopolissacarideo (LPS) (sorotipo 0111:B4) foram obtidos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

Os Kits para a dosagem de IL-1B, CXCL1/KC, MIP-2, IL-10,
TNF-a, IL-17, 1L-12, IL-4 e TGF-B foram provenientes da R&D
systems (Minneapolis, EUA). O Meio de cultura Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEN), o Azul de Trypan, o soro fetal bovino, agua
ultrapura a penicilina e a estreptomicina foram adquiridas da GIBCO
BRL Life technologies (Gaithersburg, MD, EUA). A enzima
transcriptase reversa, Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV), o
oligo dT 15, os deoxinucleotideos (dNTPs), o tampédo de primeira fita
para a reacdo de transcricdo reversa, o inibidor de RNase (RNasin) e o
dietiltreitol (DTT), foram procedentes da Invitrogen (S&o Paulo, Brasil).

O kit Master Mix TagMan® Universal PCR, a placa de reacdo
Optica de 96 pocos, os primers especificos para camundongos, com
marcacdo  3’quencher MGB e FAM, para o0s NF-«xB
(Mm00476361_m1), VCAM-1  (Mm01320970_ml), ICAM-1

(Mm00516024_g1), LFA-1(Mm01278854_m1), COX-
2(Mm01307334_g1), NOS2(Mm01309898_m1), TNF-a
(Mm00443258-_m1), IL-1p  (Mm01336189 ml), CXCLI/KC
(Mm00433859_m1), IL-17 (Mm00439618_m1), IL-10

(MmOQ0439614_m1), TGF-B (Mm01178820_ml), PPARYy
(Mm00440940_m1), ALX/FPR2 (Mm00484464_s1), FoxP3
(Mm00475165_m1), CD25 (Mm01340213 ml) e GAPDH
(NM_008084.2) foram todos procedentes da Applied Biosystems (S&o
Paulo, SP, Brasil).

O DAB, o entellan®, o formaldeido e a hematoxicilina de
Harris foram adquiridos da Merck, (Darmstadt, Alemanha), o reagente
de Bradford foram provenientes da Bio-Lab Laboratories (Richmond,
VA, EUA); a quetamina da Sespo (Sao Paulo, SP, Brasil); a xilazina da
Vetbrands (S&o Paulo, Brasil) e o xilol da Labsynth (Diadema, SP,
Brasil). O corante Diffquick foi adquirido da Laborclin (Pinhais, PR,
Brasil). O anticorpo para citometria de fluxo anti-CD4-APC foi
adquirido da eBioscience (San Diego, CA, EUA), e os anticorpos anti-
CD8-FITC, anti-CD69-PE, e o Bead Array Mouse Inflammation para
dosagem de IL-6, MCP-1, IFN-y ¢ TNF-a foram adquiridos da (BD
Biosciences, San Diego, CA, EUA)
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3.17 Analise estatistica

Todos os dados estdo expressos como média + erro padrdo da
média. Para analise estatistica dos dados ndo paramétricos foi utilizado o
teste estatistico de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Para dados
paramétricos com dois grupos foi utilizado o test t ndo pareado. A
analise estatistica entre mais de 2 grupos foi realizada através de
ANOVA de uma via seguida do teste Student Newman-Keuls. Para 0s
grupos com mais de duas variaveis foi utilizada ANOVA de duas vias
seguida do teste de Bonferroni. As analises estatisticas foram realizadas
usando-se o software Graphpad Prism 4 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Mediadores quimicos e resposta celular na colite induzida pelo
DSS

4.1.1 Padronizacdo do modelo de colite experimental induzida pelo
DSS em camundongos

Inicialmente uma série de experimentos foi realizada com o
objetivo de padronizar uma dose efetiva e funcional de DSS aplicada a
camundongos da linhagem BALB/c. Como descrito anteriormente, o
DSS foi oferecido através de solucdo na dgua de beber dos animais, nas
concentracOes de 2, 4 e 6 %. Como detalhado anteriormente, o protocolo
experimental consistiu na administracdo de DSS por um periodo de
cinco dias seguidos por dois dias de oferta de agua filtrada. Esse
protocolo experimental teve como objetivo a determinacdo de uma dose
de DSS capaz de induzir colite experimental sem interferir, de forma
significativa, na sobrevida dos animais, fator este determinante para a
realizacdo de ciclos adicionais de DSS. Como pode ser observado na
figura 7 A, a administragdo de DSS (2-6 %) durante cinco dias, causou
perda gradativa do peso corporal dos animais, sendo que as doses de 4 e
6 % apresentaram perda de peso significativa a partir do quinto e quarto
dias, respectivamente. Além disso, a perda de peso corporal foi
acompanhada de diarreia e presenca de sangue nas fezes, sintomas os
quais podem ser observados pela somatdria de escores representados
pelo indice de atividade da doencga (IAD) (Figura 7 B). Todas as doses
avaliadas (2-6 %) foram capazes de induzir colite experimental,
ressaltando que as doses de 4 e 6 % chegaram ao final da avaliagdo com
um escore maximo de 12 (doze), as quais causaram sintomas de colite
experimental severa, levando cerca de 70 % dos animais a morte (Figura
70C).
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Figura 7. Peso corporal, indice de atividade da doenca e sobrevivéncia na colite induzida
pelo DSS. Durante sete dias os animais foram monitorados quanto a mudanca de peso corporal,
indice de atividade da doenga e taxa de sobrevivéncia. Os animais receberam DSS (2-6 %) na
agua de beber durante cinco dias. Ap6s esse periodo o DSS foi retirado e entdo foi oferecida
agua filtrada por dois dias. (A) Todas as doses de DSS foram capazes de reduzir de forma
significativa o peso corporal dos animais em relagdo ao peso basal (dia 0). (B) Apresentacdo do
IAD das diferentes doses de DSS avaliadas. As doses de 4 e 6 % atingiram um escore maximo
de 12 ao final de sete dias, indicando alto grau de severidade da colite experimental. A dose de
2% apresentou aumento gradativo do IAD de forma consistente e moderada. (C) Taxa de
sobrevivéncia apresentando alto indice de mortalidade nos grupos tratados com DSS 4 e 6 %.
Os resultados representam a média de 6-10 animais por grupo e as linhas verticais o erro
padrdo da média. * p<0,05 quando comparado ao grupo controle (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste post hoc de Bonferroni).

Além dos parametros sintomatolégicos observados, os colons
dos animais dos diferentes grupos experimentais foram avaliados quanto
ao dano macroscopico, tamanho do colon e atividade da enzima MPO.
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A figura 8 A apresenta 0 escore macroscopico do colon, o qual
considera parametros como lesfes epiteliais, espessamento e pontos de
ulceracdo no epitélio intestinal colénico. Os resultados demonstraram
que todas as doses de DSS (2-6 %) foram eficazes na indugdo da lesdo
tecidual coldnica, bem como no encurtamento do tamanho do colon
(Figura 8 A e B). Ademais, a infiltracdo de células polimorfonucleares
(PMN) para o colon foi mensurada indiretamente através da atividade da
enzima MPO. Como demonstrado na figura 8 C, a administracdo de
DSS (2-6 %) provocou aumento significativo na atividade da MPO
quando avaliados sete dias apds o inicio do tratamento com DSS,
indicando a presenca de PMN, sobretudo neutréfilos, no epitélio
intestinal dos animais com colite experimental.

Diante dos achados, concluiu-se que as doses de DSS de 4 e 6 %
foram capazes de induzir colite de forma severa e consistente; entretanto
ao final de sete dias de protocolo experimental poucos animais
sobreviveram ao regime de DSS. Por essa razdo, optou-se pela escolha
da dose 2 % para a realizagdo de experimentos futuros, pois a mesma
demonstrou ser eficaz na inducdo de todos os parametros classicos da
colite induzida pelo DSS, além de ndo interferir com a sobrevida dos
animais na fase aguda desse modelo.
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Figura 8. Dano col6nico e atividade da MPO na colite induzida pelo DSS. Sete dias ap6s o
inicio do tratamento com DSS os animais foram sacrificados e tiveram seus célons removidos
para analises de escore macroscdpico, comprimento do c6lon e atividade da MPO. (A) O dano
macroscopico foi significativamente maior em todas as doses de DSS avaliadas em relacdo ao
grupo controle. (B) Como caracteristica classica do modelo de colite induzida pelo DSS os
animais apresentaram reducdo no comprimento do cdlon ap6s o regime de DSS (2-6 %). (C) A
atividade da MPO, a qual é um indicativo indireto da migragdo de neutrdfilos, foi
significativamente maior em todos os grupos que receberam DSS, quando comparado ao grupo
controle. Os resultados representam a média de 6-10 animais por grupo e as linhas verticais o
erro padrdo da média. * p<0,05 quando comparado ao controle (ANOVA de uma via seguida
pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

4.1.2 Severidade da doenca durante as fases aguda e cronica da
colite induzida pelo DSS

Apos a caracterizacdo das diferentes doses de DSS (2-6 %), foi
definida a utilizacdo da dose de DSS 2 % para a realizagdo de ciclos
adicionais de DSS, como descrito no tdpico anterior. Como exposto na
secdo de matérias e métodos, os animais foram submetidos a um regime
de DSS 2 % durante cinco dias (ciclo 1), ao final desse ciclo o DSS foi
removido e os animais permaneceram 10 dias recebendo agua filtrada.
Apobs esse periodo, os animais foram submetidos a um novo ciclo de
DSS por cinco dias (ciclo 2), e subsequientemente foram submetidos a
mais uma fase de 10 dias de recuperacdo com agua filtrada. Como pode
ser observado na figura 9 A, 0s animais apresentaram reducdo
significativa do peso corporal no primeiro ciclo de DSS 2 %, o qual
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retornou gradativamente aos indices basais apds o periodo de
recuperacdo com agua filtrada. Apos o segundo ciclo de DSS 2 % os
animais voltaram a apresentar perda de peso significativa, a qual ndo
retornou ao indice adquirido ao final da primeira fase de recuperacao,
mesmo 10 dias ap6s o cessar do tratamento com DSS (Figura 9 A). De
forma semelhante, o IAD aumentou de forma marcante apds o primeiro
ciclo de DSS 2 %; entretanto, esse parametro foi reduzido
significativamente ao final da fase de recuperacédo (Figura 9 B). Apos a
inducdo do segundo ciclo de DSS, os animais voltaram a apresentar
aumento na atividade da doenca, a qual permaneceu significativamente
elevada em relacdo ao grupo controle e 14° dia, até o final da segunda
fase de recuperacdo (30° dia), indicando possivel cronificacdo da
inflamag#o intestinal. E importante ressaltar, que apenas no 26° dia nfo
houve diferenca significativa entre o grupo controle ou 14° dia e o grupo
DSS.
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Figura 9. Peso corporal e indice de atividade da doenca nas fases aguda e cronica da
doenga na colite induzida pelo DSS. Os animais foram submetidos a dois ciclos de DSS 2 %,
sendo o primeiro do dia 0 ao dia 5, e o segundo do dia 15 ao dia 20. Os periodos de
recuperacdo correspondem ao tratamento com agua filtrada (H20) do dia 5 ao dia 15, e do dia
20 ao dia 30. (A) A solugdo de DSS 2 % causou perda de peso corporal no primeiro ciclo de
DSS, o qual retornou aos niveis basais ap6s o periodo de recuperagdo. Apds o segundo ciclo de
DSS foi observado novamente a perda de peso corporal, a qual ndo retornou aos valores
observados ao final da primeira fase de recuperacdo. (B) Semelhante aos resultados do painel
A, ocorreu aumento do 1AD no primeiro ciclo de DSS, o qual foi atenuado apés a primeira fase
de recuperagdo. Apds o segundo ciclo de DSS houve aumento do IAD, o qual permaneceu
significativamente diferente em relacdo ao final do primeiro periodo de recuperagdo e aos
animais do grupo controle. Os resultados representam a média de 6-10 animais por grupo e as
linhas verticais o erro padrdo da média. * p<0,05 quando comparado ao controle; # p<0,05
quando comparado ao 14° dia (ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni).
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4.1.3 Migracdo celular durante a colite induzida pelo DSS

Com o objetivo de estudar as populacdes celulares de linhagem
mieldide nas fases aguda e crbnica da colite induzida pelo DSS,
realizou-se as medidas das atividades enzimaticas para MPO, EPO e
NAG, para determinar indiretamente as populacbes de neutrdfilos,
eosinofilos e macrofagos, respectivamente. Como demonstrado na
figura 10 A, cinco dias ap6s o inicio do tratamento com DSS 2 %, a
atividade da MPO aumentou, de forma significativa, em comparac¢éo ao
grupo controle. Ap6s a primeira fase de recuperacdo, os niveis de MPO
ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao grupo controle.
Entretanto, ao final do segundo ciclo de DSS, ocorreu aumento marcante
na atividade da MPO, a qual diferiu significativamente do grupo
controle e dos resultados obtidos do primeiro ciclo de DSS, indicando
agravacdo da migracdo de neutrofilos para o tecido colénico. Ademais,
ao final de 30 dias, os colons dos animais com colite experimental
apresentaram aumento significativo da atividade da MPO em relacdo ao
grupo controle, sugerindo a cronificacdo da inflamacao intestinal ou
possiveis falhas no processo de resolucdo da inflamacao.

De modo semelhante, foi observado aumento significativo para a
atividade da enzima EPO ao final do primeiro e segundo ciclo de DSS,
quando comparado ao grupo controle, evidenciando a participacdo de
eosinofilos principalmente nas fases de surto (ciclo 1 e 2) da colite
experimental induzida pelo DSS (Figura 10 B). Por outro lado, nas fases
de recuperacdo (5-15 e 20-30 dias), ndo foi observado nenhuma
diferenca importante nos niveis teciduais da enzima EPO.
Interessantemente, e de forma diferente dos resultados observados para
as atividades das enzimas MPO e EPO, ndo foi verificado aumento na
atividade da NAG ap6s o primeiro e segundo ciclos de DSS, sendo este
aumento observado apenas 30 dias apds o inicio do tratamento com DSS
(segunda fase de recuperacdo). Esse dado sugere que células
mononucleares parecem ter participagdo significativa principalmente em
estagios cronicos da colite induzida pelo DSS (Figura 10 C).
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Figura 10. Atividade das enzimas MPO, EPO e NAG nas fases aguda e crdnica da colite
induzida pelo DSS. A infiltragdo de neutréfilos, eosindfilos e macréfagos para o tecido do
cdlon foram indiretamente avaliadas pela medida das atividades das enzimas MPO, EPO e
NAG, respectivamente. (A) A atividade da MPO apresentou aumento ap6s o primeiro e
segundo ciclo de DSS, o qual continuou significativo ao final de 30 dias de protocolo
experimental. (B) A enzima EPO apresentou niveis elevados, ao final de cinco (5) e vinte (20)
dias da colite induzida pelo DSS, a qual caracteriza os pontos finais de dois ciclos de DSS. (C)
A atividade da NAG apresentou aumento apenas 30 dias ap6s o inicio do tratamento com DSS.
Os resultados representam a média de 6-10 animais por grupo e as linhas verticais o erro
padrdo da média. # p<0,05 quando comparado ao controle, * p<0,05 quando comparado aos
grupos selecionados (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-
Keuls).

Além da medida indireta de migracdo de células de linhagem
mieldide, foi realizada a quantificacdo de linfocitos T CD4+ e CD8+ por
citometria de fluxo, nos linfonodos mesentéricos dos animais com colite
induzida pelo DSS. Os animais foram sacrificados nos dias 5, 15, 20 ou
30, como descrito anteriormente, e tiveram os linfonodos mesentéricos
removidos para analise. A figura 11 A apresenta a populacdo de
linfocitos T CD4+ e CD8+ nos diferentes grupos experimentais. Nota-se
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que apenas 30 dias apds o inicio do protocolo experimental, foi possivel
verificar aumento significativo da populacdo de linfocitos T CD4+ e
CD8+. A quantificagdo desses resultados demonstrou que de fato,
ocorreu aumento de células T CD4+ e CD8+ ao final da segunda fase de
recuperacdo (30° dia), sugerindo envolvimento dessas células
inflamatorias nas fases tardias do modelo de colite induzida pelo DSS
(Figura11 B e C).

Além disso, a fim de verificar a populacdo de linfocitos T CD4+
e CD8+ ativados, ou seja, com co-expressao do marcador celular CD25,
foi realizada a dupla marcacdo para células T CD4+CD25+ e
CD8+CD25+, entre os diferentes grupos experimentais como exposto
anteriormente. Como pode ser observado na figura 12 A e B, a
populacdo de linfcitos T CD4+ encontra-se ativada significativamente
apenas 30 dias ap6s o inicio da inducdo da colite, ou seja, quando a
populacdo dessas células encontra-se elevada no linfonodo mesentérico.

Diferentemente dos resultados encontrados na quantificacdo de
linfocitos T CD4+CD25+, a marcacdo de linfécitos T CD8+CD25+
demonstrou que, mesmo ocorrendo aumento de células T CD8+ 30 dias
apés o inicio da inducdo da colite (Figura 11 C), essas células ndo se
encontram ativadas (Figura 13 A e B). A quantificacdo da populacédo
celular demonstrou que os linfécitos T CD8+CD25+ ndo apresentaram
diferenca significativa entre os grupos experimentais (Figura 13 B).
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Figura 11. Populagdo de linfécitos T CD4+ e CD8+ no linfonodo mesentérico de
camundongos durante a colite experimental induzida pelo DSS. Os animais tiveram o
linfonodo mesentérico removido nos periodos de 5, 15, 20 e 30 dias, de acordo com o
protocolo experimental exposto na secdo de materiais e métodos e figura 10. (A) Apresentacdo
da populacdo de linfocitos T CD4+ (eixo y) e T CD8+ (eixo x). (B) Quantificacdo dos
linfécitos T CD4+ no diferentes periodos de tempo, onde pode ser observado aumento
significativo desta populacdo celular 30 dias ap6s o inicio do protocolo experimental. (C)
Quantificagdo dos linfocitos T CD8+ no diferentes periodos de tempo, onde pode ser
observado aumento significativo desta populagdo celular 30 dias ap6s o inicio do protocolo
experimental. Os resultados representam a média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais
0 erro padrdo da média. # p<0,05 quando comparado ao controle (ANOVA de uma via seguida
pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).
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Figura 12. Populacdo de linfécitos T CD4+CD25+ no linfonodo mesentérico de
camundongos durante a colite experimental induzida pelo DSS. Os animais tiveram o
linfonodo mesentérico removido nos periodos de 5, 15, 20 e 30 dias, de acordo com o
protocolo experimental exposto na secdo de materiais e métodos e figura 10. (A) Apresentacdo
da populacgdo de linfocitos T CD4+ (eixo y) e CD25+ (eixo x). (B) Quantificacdo dos linfocitos
T CD4+CD25+ no diferentes periodos de tempo, onde pode ser observado aumento
significativo da ativacdo dos linfécitos T CD4+ 30 dias ap6s o inicio do protocolo
experimental. Os resultados representam a média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais
0 erro padrdo da média. # p<0,05 quando comparado ao controle (ANOVA de uma via seguida
pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).
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Figura 13. Populacdo de linfécitos T CD8+CD25+ no linfonodo mesentérico de
camundongos durante a colite experimental induzida pelo DSS. Os animais tiveram o
linfonodo mesentérico removido nos periodos de 5, 15, 20 e 30 dias, de acordo com o
protocolo experimental exposto na secdo de materiais e métodos e figura 10. (A) Apresentacdo
da populacgdo de linfécitos T CD8+ (eixo y) e CD25+ (eixo x). (B) Quantificacdo dos linfocitos
T CD8+CD25+ no diferentes periodos de tempo, onde nao foi observado aumento significativo
da ativacdo dos linfocitos T CD8+ entre nenhum dos grupos avaliados. Os resultados
representam a média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. #
p<0,05 quando comparado ao controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
Student Newman-Keuls).
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4.1.4 Producdo de citocinas durante as fases aguda e cronica da
colite induzida pelo DSS

Com o objetivo de avaliar quais mediadores inflamatdrios estdo
sendo produzidos e liberados durante as diferentes fases da colite
induzida pelo DSS, os colons dos animais foram removidos ao final de
cada fase (0-5; 5-15; 15-20; 20-30), como descrito na secdo de materiais
e métodos, e procedeu-se a quantificacdo de citocinas no tecido colénico
através da técnica de ELISA. A quantificacdo para os niveis teciduais de
TNF-a apresentou aumento significativo em todas as fases analisadas,
quando comparada ao grupo controle, sendo que este aumento foi mais
pronunciado na fase aguda da colite experimental (5° dia) (Figura 14 A).
Por outro lado, a figura 14 B indica que os niveis coldnicos da citocina
pro-inflamatoria IL-1B encontram-se aumentados de forma significativa,
em relacdo ao grupo controle apés o segundo ciclo de DSS 2 %, o qual
permaneceu elevado ao final da segunda fase de recuperagéo, sugerindo
seu possivel papel na cronificagdo da inflamagéo intestinal.
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Figura 14. Dosagem das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1p em &dons de
camundongos durante a colite experimental induzida pelo DSS. A quantificacdo dos niveis
teciduais de TNF-a e IL-1p foi realizada no tecido dodlon através da técnica de ELISA. (A)
Os niveis teciduais de TNF-o apresentaram aumento significativo em todos ieglgser
analisados, sobretudo cinco dias apés o inicio do tratamento com DSS 2 %. (B) A
quantificacdo coldnica de IL-1f apresentou aumento marcante 20 e 30 diasdspo inicio do
protocolo experimental. Os resultados representam a média de 4-6 animais por grupo e as
linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05 quando comparado ao controle, * p<0,05
quando comparado aos grupos selecionados (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc
de Student Newman-Keuls).
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Os niveis teciduais da citocina pré-inflamatéria IL-12 e da
quimiocina CXCL1/KC também foram quantificados nos tempos
anteriormente citados, de acordo com o protocolo experimental. A
figura 15 A apresenta a quantificacdo para IL-12, a qual apresentou
aumento significativo em relacdo ao grupo controle somente cinco dias
apos o inicio da administracdo de DSS 2 %. De forma interessante, a
citocina quimiotatica para neutr6filos CXCL1/KC, teve seus niveis
elevados significativamente ao final dos dois ciclos de DSS (5° e 20°
dias) (Figura 15 B). Além disso, foi observado que apés as duas fases de
recuperacdo (15° e 30° dias), os niveis teciduais retornaram aos indices
encontrados em animais controle.
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Figura 15. Dosagem de IL-12 e CXCL1/KC em célons de camundongos durante a colite
experimental induzida pelo DSS. A quantificagdo dos niveis teciduais de I1L-12 e CXCL1/KC
foi realizada no tecido do cdlon através da técnica de ELISA. (A) Os niveis teciduais de I1L-12
apresentaram aumento significativo apenas cinco dias ap6s o inicio do tratamento com DSS 2
%. (B) A quantificagdo coldnica de CXCL1/KC apresentou aumento significativo em 5 e 20
dias apds o inicio do protocolo experimental. Os resultados representam a média de 4-6
animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05 quando comparado ao
controle; * p<0,05 quando comparado aos grupos selecionados (ANOVA de uma via seguida
pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

Adicionalmente, o0s niveis teciduais para as citocinas
antiinflamatdrias IL-10, IL-4 e TGF-B foram quantificados no tecido
colénico dos animais. Diferentemente do observado para as citocinas
pré-inflamatorias, houve aumento significativo na producédo de IL-10 ao
final das duas fases de recuperacdo (15° e 30° dias), o qual ndo foi
observado no primeiro e segundo ciclos de DSS 2 %, quando comparado
ao grupo controle (Figura 16 A). A figura 16 B mostra o aumento nos
niveis de IL-4 quinze dias apds o inicio do protocolo experimental, mas
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ndo nos outros periodos avaliados, em relagcdo ao grupo controle. Por
fim, a quantificacdo para 0 TGF-p apresentou aumento somente 30 dias
apos o inicio do protocolo experimental (Figura 16 C), sugerindo sua
maior relevancia durante a fase crénica da colite experimental induzida
pelo DSS.
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Figura 16. Dosagem de IL-10, IL-4 e TGF-p em cdlons de camundongos durante a colite
experimental induzida pelo DSS. A quantificacdo dos niveis teciduais de I1L-10, IL-4 e TGF-
B foi realizada no tecido dod@on através da técnica de ELISA. (A) Os niveis teciduais de IL -
10 apresentaram aumento significativo ao final das fases de recuperagdo. (B) A quantificagdo
colbnica de IL-4 apresentou aumento significativo 15 dias apds o inicio do protocolo
experimental (1° fase de recuperacéo). (C) Os niveis teciduais de TGF-f apresentaram aumento
significativo no cé6lon dos animais 30 dias apds o inicio do tratamento com DSS. Os resultados
representam a média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. #
p<0,05 quando comparado ao controle; * p<0,05 quando comparado aos grupos selecionados
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

4.1.5 Expressdo do RNAm para alguns mediadores inflamatérios
durante a colite induzida pelo DSS em camundongos

Nessa etapa experimental, foi realizado um mapeamento de
alguns mediadores inflamatérios, receptores e moléculas importantes
para o processo de inflamacédo intestinal durante as diferentes fases da
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colite experimental induzida pelo DSS. O RNAm foi extraido do tecido
do colon dos animais, os quais foram coletados como descrito
anteriormente e de acordo com protocolo experimental apresentado na
figura 17. A expressdo do RNAm para a citocina pré-inflamatéria TNF-
o apresentou aumento expressivo cinco dias &g 0 inicio do protocolo
experimental, o qual foi reduzido significativamente apds a primeira
fase de recuperacdo (Figura 17 A). Entretanto, apds o segundo ciclo de
DSS 2 % ocorreu novamente aumento da expressdo do RNAm para o
TNF-a em compargdo ao grupo controle. Além disso, foi observado
aumento na expressdo do RNAm para a citocina IL-1 cinco dias apds o
inicio do tratamento com DSS, o qual foi reduzido na primeira fase de
recuperacdo. Entretanto, ocorreu aumento marcante do RNAm para a
IL-1B ao final do segundo ciclo de DSS (Figura 17 B), processo que
permaneceu significativamente maior que o nivel detectado no grupo
controle mesmo apds a segunda fase de recuperacédo.
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Figura 17. Expressdéo do RNAm para TNF-a e IL-1p em cdlons de camundongos durante
a colite experimental induzida pelo DSS. A quantificacdo da expressdo do RNAm para TNF-
o e [L-1B foi realizada no tecido ddlen através da técnic a de PCR em tempo real. (A) A
expressdao do RNAm para TNF-a apresentou aumento significativo nos ptados de 5, 20 e 30
dias ap6s o inicio do protocolo experimental. (B) A quantificagdo coldnica do RNAm para IL-
1B apresentou aumento significativo tarétn em 5, 20 e 30 dias apds o inicio do protocolo
experimental, porém com maior énfase apds o segundo ciclo de DSS. Os resultados
representam a média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. #
p<0,05 quando comparado ao controle; * p<0,05 quando comparado aos grupos selecionados
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

A expressdo do RNAm para a quimiocina CXCL1/KC e para a
citocina IL-17 também foi quantificada no tecido colénico durante a



54

colite experimental. A expressio do RNAm para a CXCLL/KC
encontrou-se elevada, de forma significativa, em relacdo ao grupo
controle, nos dias 5, 20 e 30 ap6s a inducdo da colite (Figura 18 A).
Notavelmente, a expressio do RNAm para a CXCLL/KC ap6s o
segundo ciclo de DSS apresentou aumento marcante e
significativamente diferente de todos os demais periodos avaliados.
Além disso, foi observado aumento significativo na expressdo do
RNAmM para a citocina IL-17 em todos os periodos avaliados, e de forma
semelhante a CXCL1/KC, demonstrou aumento expressivo ao final do
segundo ciclo de DSS (Figura 18 B).
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Figura 18. Expressdo do RNAm para CXCL1/KC e IL-17 em célons de camundongos
durante a colite experimental induzida pelo DSS. A quantificacdo da expressio do RNAm
para CXCL1/KC e IL-17 foi realizada no tecido do cdlon através da técnica de PCR em tempo
real. (A) A expresséo do RNAm para CXCL1/KC apresentou aumento significativo nos
periodos de 5, 20 e 30 dias ap6s o inicio do protocolo experimental. (B) A quantificagdo
colénica do RNAm para IL-17 apresentou aumento significativo em todos os periodos
avaliados. Os resultados representam a média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o
erro padrdo da média. # p<0,05 quando comparado ao controle; * p<0,05 quando comparado
aos grupos selecionados (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-
Keuls).

Ainda com o objetivo de verificar a expressdéo do mRNA para
citocinas no tecido do coélon de camundongos durante a colite
experimental, foi realizada a quantificacdo do RNAm para as citocinas
antiinflamatdrias 1L-10 e TGF-B. Como apresentado na figura 19 A, a
expressdo do RNAm para a IL-10 apresentou aumento significativo nas
duas fases de recuperacdo (15° e 30° dias), assim como observado com
0s niveis dessas citocinas. Além disso, foi observado aumento nos niveis
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de RNAm para o TGF-f ap6s o segundo ciclo de DSS (20° dia), o qual
perdurou mesmo ao final da fase de recuperacgdo (Figura 19 B).
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Figura 19. Expresséo do RNAm para IL-10 e TGF-B em cdlons de camundongos durante
a colite experimental induzida pelo DSS. A quantificagdo da expressdo do RNAm para IL-10
e TGF-B foi realizada no tecido délon através da técnica de PCR em tempo real. (A) A
expressdo do RNAm para IL-10 apresentou aumento significativo nos periodos de 15 e 30 dias
apos o inicio do protocolo experimental. (B) A quantificacdo colénica do RNAm para TGF-B
apresentou aumento apenas ap6s o segundo ciclo de DSS (20° e 30° dias). # p<0,05 quando
comparado ao controle; * p<0,05 quando comparado aos grupos selecionados (ANOVA de
uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

Devido aos resultados obtidos sobre o aumento de células
inflamatorias no cdlon dos animais com colite induzida pelo DSS, e em
funcdo do perfil de mediadores inflamatorios produzidos e liberados no
tecido do cdlon, foi realizada a avaliacdo da expressdo das moléculas de
adesdo VCAM-1 e ICAM-1, as quais estdo diretamente ligadas a
transmigracdo de células, tais como neutrofilos, para o tecido inflamado.
A figura 20 A apresenta a expressao do RNAm para VCAM-1, que
revelou aumento significativo nos periodos de 5, 20 e 30 dias ap6s o
inicio da inducdo da colite, quando comparado ao grupo controle. Os
resultados obtidos da expressdo do RNAm para ICAM-1 demonstraram
aumento significativo somente ao final do segundo ciclo de DSS (20°
dia), indicando seu possivel papel na producdo de ICAM-1 nas fases
mais tardias da colite induzida pelo DSS.
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Figura 20. Expressdo do RNAm para as moléculas de adesédo VCAM-1 e ICAM-1 em
c6lons de camundongos durante a colite experimental induzida pelo DSS. A quantificagdo
da expressdo do RNAm para VCAM-1 e ICAM-1 foi realizada no tecido do c6lon através da
técnica de PCR em tempo real. (A) A expressdo do RNAm para VCAM-1 apresentou aumento
significativo nos periodos de 5, 20 e 30 dias apds o inicio do protocolo experimental. (B) A
quantificacdo coldnica do RNAm para ICAM-1 apresentou aumento apenas ap6s o segundo
ciclo de DSS (20° dia). # p<0,05 quando comparado ao controle; * p<0,05 quando comparado
aos grupos selecionados (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-
Keuls).

Além da avaliagdo dos niveis teciduais col6nicos de citocinas
inflamatorias e moléculas de adesdo, foi verificado a expressdo do
RNAmM para enzima COX-2, que apresenta papel crucial para a
producdo de eicosanoides, e para o receptor de lipoxina (ALX/FPR2),
uma vez que desempenha papel importante nas fases de recuperacéo e
resolucdo do processo inflamatdrio. De forma interessante, a expressao
do RNAm para a COX-2 apresentou aumento significativo em todos os
periodos analisados (Figura 21 A), porém com expressivo aumento nas
fases de resolucdo do processo inflamatério intestinal (15° e 30° dias).
Por outro lado, a expressdo do receptor ALX/FPR2 apresentou aumento
somente 20 dias ap6s o inicio do protocolo experimental (Figura 21 B).
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Figura 21. Expressdo do RNAm para a enzima COX-2 e para o receptor ALX/FPR2 em
c6lons de camundongos durante a colite experimental induzida pelo DSS. A quantificagdo
da expressdo do RNAm para COX-2 e ALX/FPR2 foi realizada no tecido do cdlon através da
técnica de PCR em tempo real. (A) A expressdo do RNAm para COX-2 apresentou aumento
significativo em todos os periodos analisados, sobretudo ao final das fases de recuperacdo. (B)
A quantificacdo coldnica do RNAm para o receptor ALX/FPR2 apresentou aumento apenas
apds o segundo ciclo de DSS (20° dia). # p<0,05 quando comparado ao controle; * p<0,05
quando comparado aos grupos selecionados (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc
de Student Newman-Keuls).

4.1.6 Expresséo do RNAmM para marcadores de células T
regulatérias durante a colite induzida pelo DSS

Diante das inumeras evidéncias de estudos envolvendo os
linfocitos T regulatérios nas doencas inflamatdrias intestinais, e de seu
papel intrinseco na regulacdo e manutencdo da homeostase da mucosa e
epitélio intestinal, foi realizado a quantificacdo do RNAm para os
marcadores caracteristicos de células T regulatérias, o fator de
transcrigdo FoxP3 e marcador de membrana CD25.

A quantificacdo de ambos, FoxP3 e CD25, apresentou aumento
significativo ap6s a primeira fase de recuperacdo (15° dia), os quais
apresentaram aumento gradativo até o 30° dia de protocolo experimental
(Figura 22 A e B). Esses resultados parecem indicar a presenca das
células T regulatérias em fases de cronicidade da inflamacéo intestinal,
e que as mesmas parecem ser requeridas para o controle e reducdo dos
mediadores pro-inflamatdrios produzidos e liberados durantes essas
fases.
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Figura 22. Expressdo do RNAm para o fator de transcricdo FoxP3 e o marcador celular
CD25 durante a colite experimental induzida pelo DSS. A quantificacdo da expressdo do
RNAmM para FoxP3 e CD25 foi realizada no tecido do cdlon através da técnica de PCR em
tempo real. (A) A expressdo do RNAm para FoxP3 apresentou aumento significativo a partir
do 15° dia, o qual aumentou gradativamente até o final do protocolo experimental. (B) A
quantificacdo coldnica do RNAm para o CD25 apresentou resultado semelhante a expresséo de
FoxP3, ou seja, a partir do 15° dia. # p<0,05 quando comparado ao controle; * p<0,05 quando
comparado aos grupos selecionados (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
Student Newman-Keuls). NS = ndo significativo.

4.1.7 Ativacdo da via do NFkB durante a colite induzida pelo DSS

Devido o fato de que grande parte dos mediadores inflamatorios
envolvidos na resposta inflamatoria intestinal serem transcritos pela via
do NFkB, foi avaliada a expresdo das proteinas fosforiladas (ativadas)
para o IkB-a (p- IkB-a) e NFkB (p- NF«B), atra¥s da técnica de
Western blot. A figura 23 A apresenta a expressdo do p- IkB-a, onde foi
verificado aumento significativo em rela¢do ao grupo controle, a partir
do 15° dia. Esse aumento apresentou incremento gradativo no 20° e 30°
dias apos o inicio da inducdo da colite, indicando aumento da clivagem
do IxB-a e a lib¢éo das subunidades doxRF Esses dados
corroboram com a avaliacdo da expressdo para a subunidade p-p65 do
NFkB, o qwl tambm apresentou aumento significativo no tecido do
célon a partir do 15° dia de protocolo experimental, tendo sua expressdo
aumentada gradativamente até o0 30° dia (Figura 23 B).
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Figura 23. Expressdo doudB -o e NFkB fosforilados durante a colite experimental
induzida pelo DSS. A quantificagdo da expressdo do RNAm para p-IkB-a e p-p65 NF«B foi
realizada no tecido do célon através da técnica de Western blot. (A) A expressdo da proteina
fosforilada para IkB-a apresentou aumento significativo a partir do®1dia, o qual aumentou
gradativamente até o final do protocolo experimental. (B) A quantificacdo coldnica da proteina
ativada para a subunidade p65 do NFkB apresentou resultado semelhante & expressdo de
FoxP3, ou seja, aumento significativo a partir do 15° dia. # p<0,05 quando comparado ao
controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

4.2 Papel dos mediadores lipidicos derivados do 0mega-3 na
resolucdo da colite experimental

4.2.1 Efeito dos mediadores lipidicos derivados do émega-3, AT-
RvD1, RvD2 e 17R-HDHA na severidade da doenca da colite
induzida pelo DSS

A realizacdo desse protocolo experimental consistiu na
administracdo de DSS 3 % como descrito na se¢do de materiais e
métodos (figura 5), e de acordo com resultados prévios do nosso grupo
de pesquisa (Bento et al., 2011). A administragcdo de DSS 3 % por cinco
dias consecutivos causou inflamacgéo intestinal severa caracterizada por
diarreia sanguinolenta e gradativa perda de peso corporal. Com o
objetivo de avaliar o efeito pro-resolucdo e antiinflamatério dos acidos
graxos poliinsaturados derivados do 6émega-3 na fase aguda da colite
experimental, animais da linhagem BALB/c foram tratados uma vez ao
dia com, AT-RvD1, RvD2 e 17R-HDHA em trés diferentes doses (0,1;
0,3 e 1 pg/animal, i.v.). A administracdo do DSS 3 % resultou em perda
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sustentada de peso corporal, aumento do indice de atividade da doenga,
além de inflamacdo do cdlon associada com hiperemia, pontos de
ulceracdo, espessamento do epitélio intestinal, os quais culminaram em
aumento do escore do dano macroscopico do colon e reducdo do
tamanho do mesmo (Figura 24 A-D).

Notavelmente, o tratamento com AT-RvD1 (0,1; 0,3 e 1
pg/animal) preveniu significativamente a perda de peso corporal e o
aumento do IAD. Além disso, atenuou o dano macroscépico em 65 +
12, 65 + 17 e 89 £ 17 %, respectivamente. O tratamento com AT-RvD1
também protegeu contra a reducdo do tamanho do célon (Figura 24 A-
D), sobretudo nas doses de 0,3 e 1 pg/animal.
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Figura 24. Efeito da AT-RvD1 sobre os parametros macroscopicos da colite experimental
induzida pelo DSS. Os camundongos receberam solugdo de DSS 3 % durante cinco dias,
seguidos por dois dias com agua filtrada. Os animais foram tratados com AT-RvD1 (0,1 - 1
pg/animal, i.v.) do dia 0 ao dia 7. (A) O tratamento sisttmico com AT-RvD1, em todas as
doses avaliadas, preveniu a perda de peso corporal, (B) o aumento da severidade da doenga,
(C) o incremento do dano tecidual macroscopico do colon, e (D) s redugdo do tamanho do
cdlon. # p<0,05 quando comparado ao controle. * p<0,05 quando comparado ao veiculo + DSS
3 % (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).
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Além disso, o tratamento com RvD2 (0,1; 0,3 e 1 pg/animal)
também preveniu, de forma significativa, todos os sinais inflamatdrios
da colite induzida pelo DSS, como a reducdo do peso corporal e o IAD.
O dano macroscopico foi reduzido em 35 + 1, 41 + 7 e 86 £ 14 %,
respectivamente.  Ademais 0 mesmo  tratamento inibiu
significativamente a reducdo do tamanho do célon, principalmente nas
doses de 0,3 e 1 pg/animal (Figura 25 A-D).
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Figura 25. Efeito da RvD2 sobre os parametros macroscopicos da colite experimental
induzida pelo DSS. Os camundongos receberam solugdo de DSS 3 % durante cinco dias,
seguidos por dois dias com agua filtrada. Os animais foram tratados com RvD2 (0,1 - 1
pg/animal, i.v.) do dia 0 ao dia 7. (A) O tratamento sistémico com RvD2, principalmente nas
doses de 0,3 e 1 pg/animal, preveniu a perda de peso corporal e (B) o aumento da severidade
da doenca. (C) Todas as doses de RvD2 avaliadas preveniram de forma significativa o aumento
do dano tecidual macroscopico do célon, e (D) a dose de 1 pg/animal preveniu a reducdo do
tamanho do célon. # p<0,05 quando comparado ao controle. * p<0,05 quando comparado ao
veiculo + DSS 3 % (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-
Keuls).
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A atividade antiinflamatéria do precursor para as resolvinas da
série D, o 17R-HDHA, foi também avaliada através do tratamento
sisttmico nas doses de 0,1; 0,3 e 1 pg/animal. Os resultados
apresentados na figura 26 A-D demonstraram que o tratamento com o
17R-HDHA, sobretudo nas doses de 0,3 e 1 pg/animal, resultou em
prevencdo marcante da perda de peso corporal e do aumento do indice
de atividade da doenga. O dano macroscopico na mucosa epitelial do
intestino foi reduzido em 43 + 12, 68 + 14 e 92 + 17 % para as doses de
0,1; 0,3 e 1 pg/animal, respectivamente. Além disso, o tratamento com o
17R-HDHA preveniu significativamente a reducdo no tamanho do célon
em todas as doses avaliadas.
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Figura 26. Efeito do precursor para resolvinas da série D 17R-HDHA sobre os
parametros macroscopicos da colite experimental induzida pelo DSS. Os animais foram
tratados com 17R-HDHA (0,1 — 1 pg/animal, i.v.) do dia 0 ao dia 7. (A) O tratamento
sistémico com 17R-HDHA, principalmente nas doses de 0,3 e 1 pg/animal, preveniu a perda de
peso corporal, e (B) o aumento da severidade da doenga. (C) Todas as doses de 17R-HDHA
avaliadas preveniram de forma significativa o aumento do dano tecidual macroscépico do
cdlon, e (D) a reducdo do tamanho do cdlon. Os resultados representam a média de 4-6 animais
por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05 quando comparado ao
controle; * p<0,05 quando comparado ao veiculo + DSS 3 % (ANOVA de uma via seguida
pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).
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Como demonstrado nas figuras 24-26, os tratamentos com 0s
mediadores lipidicos derivados do 6mega-3 apresentaram eficacia na
prevencao e na atenuacao da severidade da colite experimental induzida
pelo DSS. Dentre as doses avaliadas, a administracdo sistémica de 1
pg/animal de cada composto apresentou reducdo consistente de todos os
parametros clinicos e macroscopicos avaliados. A figura 27 apresenta a
aparéncia e tamanho do célon do diferentes grupos experimentais, onde
foi observada reducdo significativa do tamanho do célon dos animais
que receberam apenas DSS 3 % em comparagdo ao grupo controle.
Entretanto, o tratamento sisttmico com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-
HDHA (1 pg/animal), também preveniu o encurtamento e danos
macroscopicos provocados pela ingestdo de DSS.

DSS3 %

1 pg/fanimal, i
Controle Veiculo +AT-RvD1 +RvD2 +17R-HDHA

T
i

Figura 27. Efeito dos tratamentos com os mediadores lipidicos derivados do dmega-3
sobre a aparéncia e tamanho do cdlon na colite experimental induzida pelo DSS. Os
camundongos receberam solucdo de DSS 3 % durante cinco dias, seguidos por dois dias com
agua filtrada. Os animais foram tratados com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal,
i.v.) do dia 0 ao dia 7. A figura ilustra o efeito benéfico do tratamento sistémico com os
diferentes mediadores lipidicos, os quais preveniram o encurtamento do célon, dano
macroscopico coldnico e formacéo de fezes frouxas e/ou diarréicas.




64

4.2.2 Efeito dos mediadores lipidicos derivados do démega-3, AT-
RvD1, RvD2 e 17R-HDHA sobre a atividade da enzima MPO e dano
tecidual microscopico na colite induzida pelo DSS

A migracdo de neutrofilos foi avaliada indiretamente através da
medida da atividade da enzima mieloperoxidase (MPOQO), no colon de
animais dos diferentes grupos experimentais. Sete dias apds o inicio da
administracdo do DSS 3 %, os animais foram sacrificados e tiveram seus
célons removidos para 0 ensaio enzimatico. A figura 28 demonstra que a
administracdo de DSS 3 % durante cinco dias, seguidos por dois dias de
agua filtrada, provocou aumento significativo da atividade da MPO em
comparacdo ao grupo controle. Além disso, foi observado que o
tratamento sistémico com AT-RvD1 ou RvD2 (0,1; 0,3 e 1 pg/animal,
i.v.) preveniu significativamente o aumento dos niveis de MPO no
tecido do célon com inibicGes de 49 £ 8, 66 + 13 e 72 £ 10 % para AT-
RvD1 (0,1 — 1 pg/animal), e 52 + 6, 66 + 10 e 72 £ 13 % para RvD2
(0,1 - 1 pg/animal) (Figura 28 A e B).

Além disso, foi observado que o tratamento intravenoso com o
precursor para as resolvinas da série D (17R-HDHA, 0,3 e 1 pg/animal),
reduziu, de forma significativa, a atividade da MPO no célon dos
animais com colite experimental em 55 + 2 e 74 + 16 %,
respectivamente (Figura 28 C).
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Figura 28. Efeito dos mediadores lipidicos AT-RvD1, RvD2 e 17R-HDHA sobre a
atividade da enzima MPO na colite induzida pelo DSS. Sete dias apds o inicio da indugdo
da colite a infiltracdo de neutréfilos foi indiretamente avaliada através da atividade da enzima
MPO no cdlon de camundongos. (A) O tratamento sisttmico com AT-RvD1l (0,1 - 1
pg/animal, i.v.) preveniu significativamente a atividade da MPO. (B) De forma semelhante, os
animais que receberam administragdo intravenosa de RvD2 (0,1 — 1 pg/animal) apresentaram
reducdo na atividade da MPO. (C) O tratamento com 17R-HDHA nas doses de 0,3 e 1
pg/animal, i.v., preveniu o aumento da atividade enzimatica da MPO. Os resultados
representam a média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. #
p<0,05 quando comparado ao controle, * p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo + DSS 3
% (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

Estudos prévios demonstraram que o dano tecidual no célon
durante a colite experimental esta associado ao aumento de células
inflamatorias, tais como neutrofilos, na mucosa intestinal (Bento et al.,
2008). Por essa razdo, e devido aos resultados apresentados
anteriormente, foram realizados cortes histoldgicos e posterior analise
do dano microscopico do célon. Como demonstrado na Figura 29 A, o
tratamento com a AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal, i.v.)
reduziu drasticamente o dano tecidual do célon, auxiliando na
manutencdo da estrutura epitelial, preservacdo das criptas intestinais,
bem como reducdo massiva no infiltrado celular na mucosa intestinal.
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Escore microscopico

Controle  Veiculo  AT-RvD1 RvDZ  17R-HDHA

(1 pg/animal, i.v.)
DSS 3%

Figura 29. Efeito dos mediadores AT-RvD1, RvD2 e 17R-HDHA sobre o dano tecidual
microscopico na colite induzida pelo DSS. Ao final do protocolo experimental de colite
induzida pelo DSS o dano tecidual microscopico foi avaliado entre os diferentes grupos
experimentais. (A) Imagens histolGgicas representativas do dano tecidual do c6lon de animais
controle (naive), Veiculo + DSS 3 %, ou tratados com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1
pg/animal, i.v.). (B) O tratamento sistémico com AT-RvD1l, RvD2 ou 17R-HDHA (1
pg/animal, i.v.) reduziu significativamente o dano tecidual microscopico. Os resultados
representam a média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. #
p<0,05 quando comparado ao controle, * p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo + DSS 3
% (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls). Cortes
histolégicos corado com H&E, aumento de 100 X.

A figura 29 B apresenta o escore obtido das analises histolégicas,
e demonstra que o tratamento sistémico com os mediadores lipidicos
derivados do 6mega-3 AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal,
i.v.), mostraram-se eficazes na reducdo do dano tecidual microscopico
observado no cdlon de camundongos com colite experimental, quando
comparado ao grupo veiculo + DSS 3 %. As analises do dano tecidual
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microscopico revelaram inibicBes de 73 = 17 (AT-RvD1), 73 = 15
(RvD2) e 66 + 18 % (17R-HDHA).

4.2.3 Efeito dos mediadores lipidicos derivados do 6mega-3 sobre 0s
niveis teciduais de citocinas na colite induzida pelo DSS

Seguindo o mesmo protocolo experimental para a avaliagdo do
efeito dos mediadores derivados do émega-3 na colite induzida pelo
DSS, ao final de sete dias os animais tiveram os célons removidos e
processados para avaliagdo dos niveis teciduais de citocinas
inflamatorias. Como pode ser observado na figura 30 A e B, os niveis
teciduais coldnicos das citocinas pro-inflamatorias IL-1p e TNF-o estdo
significativamente aumentados nos animais que receberam apenas DSS
3 % em relacdo ao grupo controle. Por outro lado, o tratamento com AT-
RvDl1l, RvD2 e 17R-HDHA (1 pg/animal, iv.) reduziu
significativamente os niveis teciduais de IL-1p (86 +3,71+8e 98 £ 8
%, respectivamente) e TNF-a (9 8+ 2,90+ 4 ¢ 97+ 6 %,
respectivamente), comparados ao grupo veiculo + DSS 3 %.
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Figura 30. Efeito dos mediadores AT-RvD1, RvD2 e 17R-HDHA sobre os niveis teciduais
de TNF-o e IL-1P na colite induzida pelo DSS. A dosagem de citocinas no colon foi
realizada sete dias ap6s o inicio da indugdo da colite através da técnica de ELISA. (A) O
tratamento intravenoso com AT-RvD1l, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal) reduziu
significativamente os niveis teciduais de IL-1p. (B) De forma semelhante, o tratamento
sisttmico com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal, i.v.) reduziu os niveis de TNF-a
no tecido do célon dos animais em comparagdo ao grupo veiculo + DSS 3 %. Os resultados
representam a média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. #
p<0,05 quando comparado ao controle, * p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo + DSS 3
% (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

Os niveis teciduais col6nicos da quimiocina CXCL1/KC foram
também significativamente reduzidos nos grupos experimentais tratados
com AT-RvD1 (84 + 1 %), RvD2 (66 + 3 %) ou 17R-HDHA (99 + 1 %)
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(1 pg/animal, i.v.), em comparagdo ao grupo veiculo + DSS 3 % (Figura
31 A). Além disso, os niveis teciduais para a quimiocina MIP-2 foram
reduzidos em 92 + 11, 75 + 10 e 95 + 6 % para as doses de AT-RvD1,
RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal, i.v.), respectivamente.
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DSS 3% DsS 3%

Figura 31. Efeito dos mediadores AT-RvD1, RvD2 e 17R-HDHA sobre os niveis teciduais
de CXCL1/KC e MIP-2 na colite induzida pelo DSS. A dosagem de citocinas no célon foi
realizada sete dias ap6s o inicio da indugdo da colite através da técnica de ELISA. (A) O
tratamento intravenoso com AT-RvD1l, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal) reduziu
significativamente os niveis teciduais de CXCL1/KC. (B) De forma semelhante, o tratamento
sistémico com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal, i.v.) reduziu os niveis de MIP-2
no tecido do célon dos animais em comparacdo ao grupo veiculo + DSS 3 %. Os resultados
representam a média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. #
p<0,05 quando comparado ao controle, * p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo + DSS 3
% (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

A quantificacdo da citocina pro-inflamatéria IL-17 também foi
realizada entre os grupos experimentais. De forma intrigante, ndo foi
observada diferenca significativa nos niveis teciduais de IL-17 entre os
grupos controle e veiculo + DSS 3 % (Figura 32 A). Ademais, 0s
tratamentos com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal, i.v.),
ndo alteraram os niveis teciduais de IL-17 em comparacdo aos demais
grupos experimentais. Por outro lado, a figura 32 B demonstra que a
administracdo de DSS 3 % causou reducdo significativa nos niveis de
IL-10 em relagdo ao grupo controle. Entretanto, os tratamentos com 0s
mediadores AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal, i.v.), ndo
alteraram significativamente os niveis de IL-10, quando comparados ao
grupo veiculo + DSS 3 %, sugerindo que a acdo antiinflamatoria e pro-
resolucdo desses mediadores é pouco dependente de IL-10.
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Figura 32. Efeito dos mediadores AT-RvD1, RvD2 e 17R-HDHA sobre os niveis teciduais
de IL-17 e IL-10 na colite induzida pelo DSS. A dosagem de citocinas no célon foi realizada
sete dias apds o inicio da inducdo da colite através da técnica de ELISA. (A) A administracdo
do DSS 3 % ou os tratamentos com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal) ndo
interferiram com os niveis teciduais col6nicos de IL-17. (B) A administracdo de DSS 3 %
reduziu de forma significativa os niveis teciduais de IL-10. Porém os tratamentos sistémicos
com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal, i.v.) ndo recuperaram os niveis de I1L-10
no célon de camundongos com colite experimental. Os resultados representam a média de 4-6
animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05 quando comparado ao
controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

4.2.4 Efeito dos mediadores lipidicos derivados do émega-3 sobre a
expressdo do RNAm para moléculas de adesdo na colite induzida
pelo DSS

Com o objetivo de avaliar a expressdo das moléculas de adesdo
envolvidas na transmigracdo de células inflamatérias para o colon
inflamado, foi realizada a quantificacdo do RNAm para as moléculas de
adesdo VCAM-1, ICAM-1 e LFA-1. A extracdo do RNA total foi
realizada no tecido do célon, sendo que o RNA obtido foi submetido a
reacdo de PCR em tempo real com sondas e primers especificos, como
descrito na secdo de materiais e métodos. Como pode ser observado na
figura 33 A-C, a administracdo de DSS 3 % provocou aumento
significativo na expressdo do RNAm para VCAM-1, ICAM-1 e LFA-1,
quando comparado ao grupo controle. Interessantemente, os tratamentos
com a AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal, i.v.), foram
eficazes em reduzir a expressao do RNAm para a VCAM-1 (97 + 4, 99
+1e94 +6 %, respectivamente), ICAM-1 (99 +9,99+7 e 96 = 2 %,
respectivamente) e LFA-1 (98 £ 2, 89 £ 5 e 95 £ 3 %, respectivamente)
(Figura 33 A-C), indicando o possivel papel regulador dessas moléculas
sobre a transmigracao de células inflamatorias para o tecido inflamado.
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Figura 33. Efeito dos mediadores AT-RvD1, RvD2 e 17R-HDHA sobre a expressdo do
RNAmM para moléculas de adesao na colite induzida pelo DSS. (A) A administracdo de AT-
RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal) reduziu de forma significativa a expressdo do
RNAm para VCAM-1 no colon de camundongos com colite experimental. Resultados
semelhantes foram obtidos com expressdo de (B) ICAM-1 e (C) LFA-1. Os resultados
representam a média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. #
p<0,05 comparado ao controle; * p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo + DSS 3 %
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

4.2.5 Efeito da AT-RvD1, RvD2 e 17R-HDHA sobre a expressédo do
NFkB na colite induzida pelo DSS

A atividade do NFxBé conhecida por influenciar a transcrico
de diversos mediadores inflamatorios, tais como citocinas e moléculas
de adesdo. Por essa razdo, foram realizados ensaios para avaliacdo da
expressdo da subunidade fosforilada p65 deBN@ -p65 NF«B)
através do método de imunoistoquimica nos diferentes grupos
experimentais. Adicionalmente, ao final do tratamento com DSS 3 %, 0s
célons foram removidos e processados para a analise dos niveis de
RNAm para o NF«B. Como apresentado na figura 34 A, foi observado
aumento expressivo para marcacdo da p-p65 NFxB nodlon dos
animais que receberam apenas solucdo de DSS 3 %, quando comparado
ao colon de animais do grupo controle. Por outro lado, o tratamento
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sisttmico com a AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal, i.v.),
reduziu a marcacdo para p-p65 NF«xB no élon de animais com colite
experimental. A quantificacdo (densidade dptica) da expressdo da p-p65
NF«xB esd apresentada na figura 34 B, onde é possivel observar
aumento significativo na expressdo do NkB no grupo veiculo + DSS 3
%, além de reducdo significativa da expressdo do ¥no élon de
animais tratados com os mediadores lipidicos AT-RvD1 (63 + 4 %),
RvD2 (74 £ 6 %) ou 17R-HDHA (73 = 6 %) (1 pg/animal, i.v.).

Além disso, foi observado aumento na expressdo do RNAmM
para o NF«B no ¢lon de animais com colite induzida pelo DSS 3 %
(Figura 34 C). Assim como observado na imunoistoquimica, a
quantificacdo do RNAm para do NkB foi significativamente menor no
cblon de animais tratados sistemicamente com AT-RvD1 (89 £ 12 %),
RvD2 (85 £ 14) ou 17R-HDHA (84 =7 %) (1 pg/animal) (Figura 34 C).
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Figura 34. Efeito dos mediadores AT-RvD1, RvD2 e 17R-HDHA sobre a expressdo do
NFxB na colite induzida pelo DSS. A expressdo da proteina fosforilada e do RNAm no célon
foi realizada sete dias apés o inicio da inducéo da colite. (A) A administracdo de AT-RvD1,
RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal, i.v.) reduziu de forma significativa a expresséo de p-p65
NF«B no 6lon de camundongos com colite experimental. (B) Quantificagdo dos dados do
painel A, apresentando as médias das densidades otica obtida dos diferentes grupos
experimentais. (C) A quantificagdo do RNAmM demonstrou que o tratamento com AT-RvD1,
RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal, i.v.) de fato reduziu a expressdo do®no s cdlon dos
animais com colite experimental. Os resultados representam a média de 4-6 animais por grupo
e as linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05 quando comparado ao controle

(ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls). Aumento de 400
X.

4.2.6 Efeito dos mediadores lipidicos derivados do 6mega-3
sobre a expressao das enzimas COX-2 e NOS2 em cultura primaria
de macrdéfagos estimulados com LPS

Os macrofagos constituem algumas das principais células
inflamatdrias envolvidas na patogénese da colite experimental e das IBD
em humanos, os quais produzem grandes quantidades de COX-2 e
NOS2 durante estes estagios patolégicos (Weylandt et al., 2007).
Devido a essas evidéncias, foi realizada cultura primaria de macréfagos
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provenientes da medula 6ssea, os quais foram incubados com AT-RvD1,
RvD2 ou 17R-HDHA (300 nM/pocgo) apenas em meio de cultura, ou na
presenca de LPS (1 pg/ml), por um periodo de 24 horas. Ao final do
protocolo experimental, as células aderidas foram coletadas para
extracdo do RNA total e realizacdo da quantificacdo de COX-2 e NOS2
por PCR em tempo real.

A figura 35 A mostra a quantificacdo do RNAm para COX-2 dos
grupos com ou sem tratamento com AT-RvD1, RvD2, ou 17R-HDHA,
na auséncia ou presenca do LPS. Os resultados demonstraram que a
incubacdo por 24 horas com LPS (1 pg/ml) provocou aumento
significativo na expressdo da COX-2 em relacdo ao grupo controle.
Entretanto, a pré-incubacdo (30 minutos antes) com os mediadores
lipidicos derivados do 6mega-3 AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (300
nM/poco), reduziu significativamente a expressdo do RNAm da enzima
COX-2 na presenca de LPS em 52 =+ 8, 68 £+ 4 e 97 + 3 %,
respectivamente.

A expressdo para a enzima NOS2 foi quantificada usando o
mesmo protocolo experimental descrito anteriormente. Na figura 35 B
observa-se que o LPS ocasionou aumento expressivo nos niveis de
RNAmM para a enzima NOS2 em comparagdo ao grupo controle.
Entretanto, de forma inesperada, a incubacdo prévia com AT-RvD1,
RvD2 ou 17R-HDHA (300 nM/pogo), ndo foi capaz de reduzir a
expressdo do RNAm para a NOS2, sugerindo que o mecanismo de acdo
dos mediadores lipidicos em estudo parece ndo defender, de forma
importante, da expressdo de NOS2 nos macroéfagos.



74

(A) 10

3.5

COX-2 RNAm
Quantificagdo relativa

*
- ] == -

Controle AT-RWD1 RwD2 17R-HDHA Controle AT-RWD1 RwD2 17R-HDHA
300 nM 300 nM

+LPS (1 pg/mL)

(B) 20004

#
15001 4
# #

1000+

500-

1.0

031 T

0.0/ | = o=

Controle AT-RvD1 RvD2 17R-HDHA Controle AT-RWD1 RvD2 17R-HDHA
300 nM 300 nM

+LPS (1 pg/mL)

NOS2 RNAm
Quantificagdo relativa

Figura 35. Efeito dos mediadores AT-RvD1, RvD2 e 17R-HDHA sobre a expressao das
enzimas COX-2 e NOS2 em cultura primaria de macréfagos. A expressdo do RNAm para
as enzimas COX-2 e NOS2 foi avaliada em macréfagos derivados da medula dssea e
estimulados com LPS. (A) A pré-incubagdo (30 minutos antes) com de AT-RvD1, RvD2 ou
17R-HDHA (300 nM/poco) reduziu de forma significativa a expressdéo do RNAm para COX-2
na presenca de LPS (1 pg/ml). (B) Diferentemente dos resultados obtidos para a expressdo da
COX-2, os tratamentos com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (300 nM/pogo) ndo reduziram
significativamente a expressdo da NOS2 nos macréfagos estimulados com LPS. Os resultados
representam a média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. #
p<0,05 quando comparado ao controle; * p<0,05 quando comparado ao grupo LPS (ANOVA
de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).
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4.2.7 Efeito e possivel mecanismo de acdo da AT-RvD1, RvD2 e
17R-HDHA sobre a secrecdo de citocinas em cultura primaria de
macrdéfagos estimulados com LPS
Vinte e quatro horas ap6s a incubagdo com LPS (1 pg/ml), o

sobrenadante da cultura de macréfagos foi coletado e preparado para
dosagem de citocinas com anticorpos especificos por CBA (do inglés
cytometric beads array) em citometro de fluxo. Com o objetivo de
avaliar se o efeito dos mediadores lipidicos era dependente da ativacdo
do receptor para lipoxina A4 (ALX/FPR2), além da incubacdo com AT-
RvD1, RvD2, ou 17R-HDHA (300 nM/pog¢o) na presenca ou auséncia
de LPS, foi adicionado a cultura de macréfagos o BOC-1 (10 uM/poco)
(antagonista seletivo do receptor ALX/FPR2), 30 minutos antes da
incubacdo com os mediadores lipidicos. A figura 36 A e B apresenta os
niveis de IL6 e MCP-1, respectivamente, e mostra que a incubacdo com
LPS (1 pg/mil) foi significativamente eficaz em induzir a secrecdo de IL-
6 e MCP-1 na cultura de macréfagos. Além disso, foi demonstrado que a
pré-incubacdo com AT-RvD1l (300 nM/pogo), reduziu de forma
significativa os niveis de 1L-6 (29 = 2 %) (Figura 36 A) e MCP1 (74 £
1 %) (Figura 36 B). Interessantemente, observou-se que o bloqueio do
receptor ALX/FRP2, através da incubacdo com BOC-1 (10 uM/poco),
reverteu de forma significativa o efeito da AT-RvD1 sobre a reducéo da
secrecdo de IL-6 e MCP-1. Notou-se que a incuba¢do somente com
BOC-1 ndo interferiu significativamente com a secrecdo de 1L-6 e MCP-
1 (Figura 36 A e B).

De forma semelhante, a secrecdo das citocinas pro-inflamatérias
IFN-y e TNF-a foi tamtém reduzida frente ao pré -tratamento com AT-
RvD1 (300 nM/pogo), em macréfagos estimulados com LPS (1 pg/ml),
com inibicGes de 46 + 5 % (IFN-y) e 40+ 5 % (TNF-a). Assim como
observado na figura 36, a incubacgdo prévia com BOC-1 (10 uM/pogo)
reduziu significativamente o efeito da AT-RvD1 sobre a reducdo da
citocinas IFN-y e TNF- a (Figura 37 A e B).
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Figura 36. Efeito da AT-RvD1 sobre a secrecdo de IL-6 e MCP-1 em cultura primaria de
macrd6fagos. Os niveis das citocinas IL-6 e MCP-1 foram quantificados no sobrenadante da
cultura de macréfagos estimulados com LPS. (A) A pré-incubacgdo (30 minutos antes) com AT-
RvD1 (300 nM/pogo) reduziu de forma significativa a secrecdo de (A) IL-6 e (B) MCP-1 em
macrofagos tratados com LPS (1 pg/ml). A incubagdo com BOC-1 reverteu parcialmente o
efeito da AT-RvD1 na reducéo dos niveis de IL-6 e MCP-1. Os resultados representam a média
de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05 quando
comparado ao controle; * p<0,05 comparado ao controle + LP8;p<0,05 quando comparado
aos grupos selecionados (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-
Keuls).
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Figura 37. Efeito da AT-RvD1 sobre a secrecdo de IFN-y e TNF-a em cultura priméria de
macrofagos. Os niveis das citocinas IFN-y e TNF-a foram quantificados no sobrenadante da
cultura de macréfagos estimulados com LPS. (A) A pré-incubacgdo (30 minutos antes) com AT-
RvD1 (300 nM/pogo) reduziu de forma significativa a secrecéo de (A) IFN-y e (B) TNF-a em
macrofagos tratados com LPS (1 pg/ml). A incubagdo com BOC-1 reverteu parcialmente o
efeito da AT-RvD1 na reduc¢éo dos niveis IFN-y e TNF-a. Os resultados representam a édia
de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05 quando
comparado ao controle; * p<0,05 quando comparado ao controle + A PSP,05 quando
comparado aos grupos selecionados (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
Student Newman-Keuls).
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Os resultados demonstraram ainda que, a pré-incubacdo com
RvD2 (300 nM/po¢o) reduziu significativamente a secrecdo de IL-6 (30
+ 2 %) e MCP-1 (73 = 5 %) na cultura de macré6fagos derivados da
medula dssea estimulados com LPS (figura 38 A e B). Entretanto, a
incubacdo prévia com BOC-1 (10 uM/poco) ndo interferiu com o efeito
benéfico da RvD2 sobre a reducdo dos niveis das citocinas IL-6 e MCP-
1 (Figura 38 A e B, respectivamente).
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Figura 38. Efeito da RvD2 sobre a secrecdo de IL-6 e MCP-1 em cultura primaria de
macrdéfagos. Os niveis das citocinas IL-6 e MCP-1 foram quantificados no sobrenadante da
cultura de macro6fagos estimulados com LPS. (A) A pré-incubagdo (30 minutos antes) com
RvD2 (300 nM/pogo) reduziu de forma significativa a secrecdo de (A) IL-6 e (B) MCP-1 em
macro6fagos tratados com LPS (1 pg/ml). A incubacdo com BOC-1 ndo interferiu com o efeito
da RvD2 sobre a reducdo dos niveis de IL-6 e MCP-1. Os resultados representam a média de 4-
6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05 quando comparado
ao controle; * p<0,05 quando comparado ao controle + LPS (ANOVA de uma via seguida pelo
teste post hoc de Student Newman-Keuls).

A secrecdo de INFe TNF -o tamtem foi reduzida frente ao
tratamento das células com RvD2 (300 nM/pogo) na cultura de
macrofagos estimulada com LPS (1 pg/ml), com inibi¢Ges de 30 + 16 e
44 + 3 %, respectivamente. Ademais, a pré-incubacdo com o BOC-1 (10
UM/pogo) também néo interferiu na acdo da RvD2 sobre a reducdo da
secrecdo de INF e TNF -o (Figura 39 A e B). Vale ressaltar, que a
incubacdo somente com BOC-1 (10 uM/pocgo), ou em combinagdo com
LPS (1 ug/ml), ndo interferiu nos niveis de citocinas entre 0s grupos
experimentais.



78

RvD2
(A) (B)
0.30 # 30
- — #
"'3 0.25 ,_"s 25
2 0.20 s
-3 . wld 20 -
mg 0.15: 2 15
B ]
c
£ 0o = 10
: i
g oos S 5
=
oo J 2 e=mm o o—_—
LPS (1pg/mL) - - - + + + o+ LPS (1ug/ml) - . N . - 5. &
RvDZ (300 M) - + . = + + = RuD2(300nM) - + - - + +
BOC (10 pM) - - + - - + o+ BOC (10 M) - - + - - + o+

Figura 39. Efeito da RvD2 sobre a secre¢do de IFN-y e TNF-a em cultura primaria de
macrdéfagos. Os niveis das citocinas IFN-y e TNF-o foram quantificados no sobrenadante da
cultura de macro6fagos estimulados com LPS. (A) A pré-incubagdo (30 minutos antes) com
RvD2 (300 nM/pogo) reduziu de forma significativa a secrecéo de (A) IFN-y e (B) TNF-a em
macro6fagos tratados com LPS (1 pg/ml). A incubacdo com BOC-1 ndo interferiu com o efeito
da RvD2 sobre a reducéo dos niveis IFN-y e TNF-a. Os resultados representam a dia de 4 -6
animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05 quando comparado ao
controle; * p<0,05 quando comparado ao controle + LPS (ANOVA de uma via seguida pelo
teste post hoc de Student Newman-Keuls).

Além disso, foi avaliado o efeito da incubacdo com o precursor
para as resolvinas da série D, o 17R-HDHA, em cultura de macréfagos
estimulados com LPS. A figura 40 demonstra que o 17R-HDHA (300
nM/poco) foi eficaz em reduzir a secrecdo de 1L-6 (42 + 3 %) e MCP-1
(88 + 1 %) em macrofagos estimulados com LPS (1 pg/ml) (Figura 40 A
e B). Resultados semelhantes aos obtidos para RvD2, foram observados
com a incubagdo combinada entre BOC-1 (10 puM/pogo) e 17R-HDHA,
ou seja, a incubacdo prévia com BOC-1 néo interferiu com o efeito do
17R-HDHA sobre a reducdo das citocinas IL-6 e MCP-1.
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Figura 40. Efeito do 17R-HDHA sobre a secrecdo de IL-6 e MCP-1 em cultura primaria
de macrofagos. Os niveis das citocinas IL-6 e MCP-1 foram quantificados no sobrenadante da
cultura de macro6fagos estimulados com LPS. (A) A pré-incubagdo (30 minutos antes) com
17R-HDHA (300 nM/pogo) reduziu de forma significativa a secrecdo de (A) IL-6 e (B) MCP-1
em macréfagos tratados com LPS (1 pg/ml). A incubagdo com BOC-1 ndo interferiu com o
efeito do 17R-HDHA sobre a reducéo dos niveis de IL-6 e MCP-1. Os resultados representam
a média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05
quando comparado ao controle; * p<0,05 quando comparado ao controle + LPS (ANOVA de
uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

Por fim, os resultados obtidos da pré-incubacdo com 17R-
HDHA (300 nM/pogo) demonstraram também que a secrecdo das
citocinas pro-inflamatdrias IFN-y (51 + 3 %) e TNF-a (51 + 2 %) foi
reduzida significativamente na cultura de macréfagos estimulados com
LPS (1 pg/ml) (Figura 41 A e B). Assim como observado para 0s niveis
de IL-6 e MCP-1, a incubacéo prévia com o0 antagonista seletivo para o
receptor ALX/FPR2 (BOC-1, 10 uM/po¢o), ndo interferiu de maneira
significativa com o efeito do 17R-HDHA sobre a secre¢do de IFN-y e
TNF-a em macréfagos estimulados com LPS.
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Figura 41. Efeito do 17R-HDHA sobre a secre¢do de IFN-y e TNF-o em cultura prinfria
de macrdfagos. Os niveis das citocinas IFN-y ¢ TNF-a foram quantificados no sobrenadante
da cultura de macréfagos estimulados com LPS. (A) A pré-incubagdo (30 minutos antes) com
17R-HDHA (300 nM/poco) reduziu de forma significativa a secre¢do de (A) IFN-y e (B) TNF-
a em macofagos tratados com LPS (1 pg/ml). A incubacéo com BOC -1 ndo interferiu com o
efeito do 17R-HDHA sobre a reducéo dos niveis IFN-y e TNF-a. Os resultados representam a
média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05 quando
comparado ao controle; * p<0,05 quando comparado ao controle + LPS (ANOVA de uma via
seguida pelo teste post hoc de Student Newman-Keuls).

4.2.8 Efeito do bloqueio farmacoldgico do receptor ALX/FPR2 sobre
a acdo benéfica da AT-RvDL1 na colite induzida pelo DSS
As analises dos dados apresentados no tdpico anterior
demonstraram gue a incubacdo com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA
reduziu significativamente a secrecdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias em cultura de macrdfagos derivados da medula dssea
estimulados com LPS. Entretanto, o bloqueio do receptor ALX/FPR2 foi
eficaz em reverter, de forma significativa, o efeito da AT-RvD1, mas
ndo a da RvD2 ou do 17R-HDHA, sobre a reducdo na secrecdo dos
mediadores inflamatérios. Em vista disso, e com a finalidade de avaliar
o efeito do bloqueio do receptor ALX/FPR2 sobre a acdo benéfica da
AT-RvD1 na colite experimental e baseado em dados prévios da
literatura, foi realizado tratamento in vivo com o antagonista seletivo do
receptor ALX/FPR2 (BOC-1, 2 mg/kg, i.v.), uma vez ao dia, do dia 0 ao
dia 7, 30 minutos antes a administracdo da AT-RvD1 (0,3 pg/animal,
iv.).
Como pode ser observado na figura 42 A e B, o tratamento com a
AT-RvD1 (0,3 pg/animal, i.v.), preveniu de forma significativa a perda
de peso corporal e o indice de atividade da doenca, como demonstrado
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anteriormente. Entretanto, a administracdo sisttémica do BOC-1 (2
mg/kg), reverteu de forma significativa o efeito benéfico da AT-RvD1
sobre os sinais clinicos da colite induzida pelo DSS, sugerindo que o
efeito antiinflamatério e pré-resolucdo causado pela AT-RvD1 parece
ser mediado, pelo menos em parte, pela ativacdo do receptor ALX/FPR2
(Figura 42 Ae B).
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Figura 42. Efeito do bloqueio do receptor ALX/FPR2 sobre o peso corporal e atividade da
doenca na acdo antiinflamatéria da AT-RvD1l na colite induzida pelo DSS. Os
camundongos receberam solucdo de DSS 3 % durante cinco dias, seguidos por dois dias com
agua filtrada. Os animais foram tratados com AT-RvD1 (0,3 pg/animal, i.v.) do dia 0 ao dia 7.
O tratamento sistémico com AT-RvD1 preveniu a (A) perda de peso corporal e (B) 0 aumento
da severidade da doenca. A administracdo prévia do antagonista seletivo do receptor
ALX/FPR2 (BOC-1, 2 mg/kg, i.v.) reverteu significativamente o efeito benéfico da AT-RvD1
na mudanca de (A) peso corporal e (B) o indice de atividade da doenca. Os resultados
representam a média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. . #
p<0,05 quando comparado ao controle; * p<0,05 quando comparado ao veiculo + DSS 3 A6;
p<0,05 quando comparado aos grupos selecionados (ANOVA de uma via seguida pelo teste
post hoc de Student Newman-Keuls).

Além dos pardmetros clinicos observados durante o
desenvolvimento da colite experimental induzida pelo DSS, os colons
foram analisados quanto ao dano tecidual macroscopico e comprimento.
Sete dias apds o inicio da inducdo da colite foi observado que o
tratamento com AT-RvD1 (0,3 pg/animal, i.v.), reduziu
significativamente o escore macroscopico do célon, além de prevenir a
reducdo do comprimento do célon em relacdo ao grupo que recebeu
apenas DSS 3 %. Notavelmente, o tratamento sistémico prévio com o
BOC-1 (2 mg/kg), bloqueou o efeito benéfico da AT-RvD1 sobre o dano
tecidual macroscopico e encurtamento do célon (Figura 43 A e B). O
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tratamento somente com BOC-1 (2 mg/kg, i.v.), ndo interferiu

significativamente em nenhum dos parametros analisados na colite
induzida pelo DSS.
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Figura 43. Efeito do bloqueio do receptor ALX/FPR2 sobre o dano macroscopico e
encurtamento do célon na agdo antiinflamatéria da AT-RvD1 na colite induzida pelo
DSS. Os animais foram tratados com AT-RvD1 (0,3 pg/animal, i.v.) do dia 0 ao dia 7. O
tratamento sistémico com AT-RvD1 reduziu significativamente o (A) escore macroscopico e
(B) preveniu o encurtamento do coélon. A administragdo prévia do antagonista seletivo do
receptor ALX/FPR2 (BOC-1, 2 mg/kg, i.v.) reverteu de forma significativa o efeito benéfico da
AT-RvD1 sobre o (A) dano tecidual macroscépico e (B) o tamanho do célon. Os resultados
representam a média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. #
p<0,05 quando comparado ao controle; * p<0,05 quando comparado ao veiculo + DSS 3 A6;
p<0,05 quando comparado aos grupos selecionados (ANOVA de uma via seguida pelo teste
post hoc de Student Newman-Keuls).

4.2.9 Efeito dos mediadores lipidicos derivados do 6mega-3 na colite
induzida pelo TNBS

Diante dos achados apresentados anteriormente, foi questionado
se os mediadores lipidicos AT-RvD1, RvD2 e 17R-HDHA poderiam
apresentar efeitos benéficos em outro modelo experimental de colite.
Para isso, foi realizado o protocolo experimental de colite induzida pelo
TNBS, o qual consiste na instilagdo do hapteno TNBS (1 mg/animal) em
35 % de etanol, através da via intracol6nica. Trés dias apds a inducdo da
colite 0 grupo que recebeu apenas TNBS apresentou taxa de
sobrevivéncia de apenas 30 % dos animais (Figura 44 A). Por outro
lado, os tratamentos sistémicos com AT-RvD1, RvD2, ou 17R-HDHA
(1 pg/animal), uma vez ao dia, do dia 0 ao dia 3, apresentaram indices
de sobrevivéncia de 80, 60 e 100 %, respectivamente, 0s quais foram
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significativamente diferentes do grupo que recebeu apenas TNBS
(Figura 44 A).

A\ (B)
Controle - Controle
-=TNBS (1 mg/animal) -=TNBS (1 mg/animal)
++AT-RvD1 (1 pgfanimal, i.v.) -+ AT-RvD1 (1 pg/animal, i.v.)
<-+RvD2 (1 pg/animal, i.v.) o+ RvD2 (1 pgfanimal, i.v.)
-~+17R-HDHA (1 pg/animal, i.v.) g <+ 17R-HDHA (1 pg/animal, i.v.)
1004 To! = O+ T_;
! 5
= . e
% 754 3
E # . §
‘2 501 o
E o
2 3
o i 8
< 25 k]
“ =]
= 1 0 1 2 3
co 1 2 3 JEIUM Dias

Dias ap6s a administracao do TNBS

Figura 44. Efeito dos mediadores lipidicos derivados do 6mega-3 sobre a taxa de
sobrevivéncia e peso corporal na colite induzida pelo TNBS. Os camundongos
permaneceram em jejum solido durante 24 horas, e em seguida receberam instilacdo da solugdo
de TNBS (1mg/animal, etanol 35 %). Os animais foram avaliados quanto ao indice de
sobrevivéncia e mudanca de peso corporal por até 3 dias apdés a inducdo da colite. Os
tratamentos com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal, i.v.) aumentaram
significativamente a (A) taxa de sobrevivéncia e (B) preveniram contra a perda de peso
corporal. Os resultados representam a média de 4-6 animais por grupo e as linhas verticais o
erro padrdo da média. # p<0,05 quando comparado ao controle; * p<0,05 quando comparado
ao veiculo + TNBS (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student Newman-
Keuls).

Adicionalmente, ao final de trés dias, os animais foram
sacrificados e tiveram seus colons removidos para andlise de dano
tecidual macroscopico e atividade da MPO. A figura 45 A mostra o
escore do dano tecidual macroscopico dos animais com colite
experimental induzida pelo TNBS. O TNBS (1 mg/animal) induziu dano
tecidual macroscdpico severo, associado a forte hiperemia,
espessamento do célon e pontos de ulceracdo, o qual resultou em
aumento significativo do escore macroscopico quando comparado aos
animais controle. Entretanto, os tratamentos com AT-RvD1, RvD2, ou
17R-HDHA (1 pg/animal) reduziram significativamente o escore
macroscopico encontrado nos animais com colite induzida pelo TNBS
em 97 £ 6, 84 + 15 e 98 + 2 %, respectivamente (Figura 45 A). Além
disso, os colons de animais que receberam apenas TNBS apresentaram
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atividade elevada da enzima MPO, a qual foi reduzida de forma
significativa com o tratamento preventivo com 1 pg/animal de AT-
RvD1 (97 £ 6 %) , RvD2 (84 + 15 %) ou 17R-HDHA (98 + 2 %)
(Figura 45 B).
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Figura 45. Efeito dos mediadores lipidicos derivados do 6mega-3 sobre o dano
macroscopico e atividade da MPO na colite induzida pelo TNBS. Trés dias ap6s a indugdo
da colite os animais tiveram os célons removidos e avaliados quanto ao dano tecidual
macroscopico e atividade da enzima MPO. Os tratamentos com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-
HDHA (1 pg/animal, i.v.) reduziram significativamente o aumento do (A) escore macroscopico
e (B) a atividade da enzima MPO. Os resultados representam a média de 4-6 animais por grupo
e as linhas verticais o erro padrdo da média. . # p<0,05 quando comparado ao controle; *
p<0,05 quando comparado ao veiculo + TNBS (ANOVA de uma via seguida pelo teste post
hoc de Student Newman-Keuls).

Os cdlons dos animais dos diferentes grupos experimentais foram
também analisados histologicamente quanto ao dano tecidual
microscopico. A instilacio do TNBS (1 mg/animal) resultou em
destruicdo da estrutura da mucosa intestinal, perda de células goblets e
massivo infiltrado de células inflamatdrias no epitélio intestinal (Figura
46 A). No entanto, os tratamentos com AT-RvD1, RvD2, ou 17R-
HDHA (1 pg/animal), preveniram a destruicdo da arquitetura colnica
ocasionada pelo TNBS e mantiveram o tecido do célon com aspecto
semelhante ao encontrado em animais do grupo controle. A figura 46 B
apresenta a quantificacdo do escore microscopico relativo aos cortes
histolégicos apresentados no painel A. Foi observado que o TNBS (1
mg/animal) induz dano microscépico severo, o qual foi reduzido nos
grupos que receberam 1 pg/animal de AT-RvD1 (68 £ 8 %), RvD2 (66
19 %) ou 17R-HDHA (70 £ 4 %).
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Figura 46. Efeito dos mediadores lipidicos derivados do &mega-3 sobre a analise
histoldgica e dano microscépico na colite induzida pelo TNBS. Trés dias apds a indugdo da
colite os animais tiveram os co6lons removidos e preparados para confecgdo de laminas
histolégicas. (A) Os tratamentos com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA (1 pg/animal, i.v.)
reduziram significativamente o dano tecidual e o infiltrado celular. (B) Os tratamentos com 0s
mediadores lipidicos reduziram significativamente o dano tecidual microscdpico, comparado
ao grupo veiculo + TNBS. Os resultados representam a média de 4-6 animais por grupo e as
linhas verticais o erro padrdo da média. . # p<0,05 quando comparado ao controle; * p<0,05
quando comparado ao veiculo + TNBS (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
Student Newman-Keuls). Cortes histoldgicos corados com H&E, aumento de 100 X.
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5 DISCUSSAO

Diante da necessidade de melhor elucidar alguns dos eventos
celulares e moleculares que ocorrem nas IBD, o presente estudo
investigou o processo inflamatério decorrente da administracdo de DSS
em camundongos, com o objetivo de mapear as populagdes celulares e
mediadores inflamatdrios nas fases aguda, de remissdo e cronica durante
a colite experimental. Nossos resultados demonstraram que na fase
aguda da colite induzida pelo DSS ocorreu infiltragdo massiva de
neutrofilos e aumento na producdo de mediadores pro-inflamatérios. Por
outro lado, observamos que durante a fase de recuperacdo, houve
reducdo dos niveis de células e de mediadores pré-inflamatérios e
aumento substancial de mediadores antiinflamatérios. A andlise das
fases cronicas do processo inflamatorio intestinal revelou ainda aumento
na producdo e na expressdo de alguns mediadores pré-inflamatorios,
bem como de células inflamatorias, os quais contribuem para retardar a
recuperacdo do quadro clinico dos animais e retardo no processo de
resolucdo da inflamacao.

Além disso, buscamos avaliar o possivel efeito antiinflamatdrio
dos mediadores lipidicos pré-resolucdo derivados do &cido graxo
poliinsaturado dmega-3 AT-RvD1, RvD2 e 17R-HDHA em diferentes
modelos de inflamacdo intestinal. Nossos dados demonstraram
claramente que os tratamentos preventivos com os mediadores lipidicos,
reduziram a severidade da doencga, o dano tecidual col6nico, a infiltracdo
de células inflamatorias e a producdo e expressdo de mediadores pro-
inflamatdrios, tanto nos estudos in vivo como in vitro. Além disso, foi
demonstrado que o efeito da AT-RvD1 é, em parte, dependente da
ativacdo do receptor ALX. Ademais, resultados semelhantes foram
obtidos no modelo experimental de colite induzida pelo TNBS, os quais
demonstraram que o tratamento com AT-RvD1, RvD2 ou com o 17R-
HDHA melhoraram os sinais da doenca e a taxa de sobrevivéncia dos
animais, bem como reduziram o dano tecidual no célon e a atividade da
MPO.

As IBD sdo doencas gastrointestinais caracterizadas por
inflamacdo intestinal e dano a mucosa epitelial, decorrente de uma
resposta imunoldgica alterada e de varias manifestagfes intra- e extra-
intestinais (Jurjus et al., 2004). Nas Ultimas duas décadas, 0 nimero de
modelos experimentais de IBD tem aumentado de forma significativa,
sendo que varios tipos de manifestacfes da doenca nestes modelos, tém
apresentado similaridade as IBD observada em humanos. A utilizacdo
desses modelos experimentais tem contribuido de forma crucial para



87

nossa atual compreensdo sobre os mecanismos inflamatorios e o
desenvolvimento de terapias utilizadas para o tratamento das IBD
(Jurjus et al., 2004).

Embora existam variacdes nos diferentes métodos de inducéo
de colite experimental, a maioria dos modelos de IBD apresenta
aspectos em comum, como o envolvimento de fatores ambientais e
resposta imunoldgica alterada em linhagens de animais geneticamente
susceptiveis. Nesse contexto, a inducdo quimica de colite pelo DSS é
considerada um excelente modelo pré-clinico, o qual apresenta muitos
fatores fenotipicos de relevancia para as IBD em humanos (Clapper et
al., 2007). A colite induzida pelo DSS foi originalmente descrita por
Ohkusa et al., (1985), em hamsters e, posteriormente modificada para
camundongos (Okayasu et al., 1990). Em geral, a colite aguda €
induzida pela administracdo de DSS na agua de beber em concentracdes
que variam 1 — 6 %, por varios dias. Além disso, a exposicdo de DSS de
1 a 4 ciclos (cada ciclo de 3 — 7 dias de DSS, seguido de ciclo com agua
filtrada de 10 — 14 dias), mimetiza as fases de surto e remissdo da
doenca em humanos, levando ao surgimento de Glceras na mucosa
colbnica e estabelecimento da inflamacéo intestinal cronica (Clapper et
al., 2007).

No presente estudo, realizamos a padronizacdo do modelo de
inflamacdo intestinal induzida pelo DSS em camundongos da linhagem
BALB/c, e verificamos que na fase aguda do processo inflamatdrio
intestinal (0 — 7 dias), a administracdo de DSS (2 — 6 %) causou reducéo
significativa no peso corporal dos animais, associado a diarreia e a
presenca de sangue nas fezes, além de dano tecidual evidente no epitélio
intestinal. De fato, muitos estudos tém relatado que o funcionamento
inadequado da barreira epitelial pode contribuir para a inflamacéo
intestinal (Strober et al., 2002). Além disso, ja é sabido que o bom
desempenho da barreira epitelial depende tanto da integridade do
epitélio intestinal, quanto da secrecdo de imunomoduladores por células
epiteliais do intestino. Entretanto, a ruptura da barreira epitelial é um
fator comum nos modelos experimentais de IBD, principalmente
aqueles induzidos quimicamente, como o modelo do DSS ou do TNBS
(Kitajima et al., 1999).

Como descrito anteriormente, 0 modelo de colite induzida pelo
DSS é caracterizado por sinais agudos, tais como diarreia e fezes
sanguinolentas, além de presenca de ulceracBes e inflamagdo
generalizada no tecido do célon (Cooper et al., 1993). De maneira
interessante, esses sinais sdo precedidos pela perda precoce de criptas
intestinais (dia 3 ap6s o inicio da indu¢do), o qual ndo é acompanhado
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por inflamacdo, mas sim pela redugdo na expressdo e funcdo de
glicoproteinas e, consequente aumento da permeabilidade da mucosa
(Kitajima et al., 1999; lizasa et al., 2003). Além disso, alguns estudos
revelaram que, neste modelo, a inflamacdo pode ser um fendmeno
secundario, pois a colite aguda induzida pelo DSS ocorre mesmo sem a
participacdo de linfocitos T e B (Dieleman et al., 1994). Entretanto, é de
consenso que a participacdo da resposta imune inata na fase aguda da
colite induzida pelo DSS é um fator crucial para o desenvolvimento de
inflamac&o intestinal. Ademais, sabe-se que 0 TNF-a, a IL-12 e a IL-6
estdo envolvidos nesse processo, principalmente em linhagens animais
susceptiveis ao desenvolvimento de colite (Mahler et al., 1998; Naito et
al., 2003; Takagi et al., 2003; Naito et al., 2004). Diante do exposto, &
comum considerar como principal mecanismo de acdo do DSS a sua
toxicidade as células epiteliais, que consequentemente leva ao aumento
da permeabilidade da barreira epitelial e ao posterior encontro da
microflora intestinal com granuldcitos presentes na mucosa subjacente
(Kitajima et al., 1999).

Os resultados apresentados neste estudo mostram que a
administracdo de DSS por cinco dias consecutivos, causou além do dano
tecidual no colon, o aumento significativo na atividade da enzima MPO,
a qual é um indicativo indireto da presenca de polimorfonucleares
(PMN), na sua maioria neutréfilos, no tecido inflamado. Dessa forma,
esses resultados indicaram a associacdo direta entre o aumento da
severidade da doenca, dano ao epitélio intestinal e o consequente
aumento da infiltracdo de neutréfilos na mucosa do intestino. A
padronizacdo do modelo de colite experimental induzida pelo DSS
consistiu na administragcdo de DSS em trés diferentes doses (2, 4 e 6 %),
as quais apresentaram éxito na inducdo de todos os sinais patoldgicos e
celulares avaliados. Entretanto, um agravante da aplicacdo desse modelo
foi o baixo indice de sobrevivéncia dos animais tratados com as doses de
4 e 6 % de DSS, as quais causaram inflamacdo intestinal severa e
debilitante, levando mais de 70 % dos animais a morte, inviabilizando
dessa forma, o estudo da fase de recuperacdo dos animais, bem como da
fase de inflamacdo intestinal cronica.

Com o modelo de colite experimental ja padronizado em suas
principais caracteristicas, optamos pela utilizacdo da dose 2 % de DSS,
pois de acordo com 0s resultados apresentados anteriormente, a mesma
foi eficaz na indugédo de colite, de uma forma moderada e consistente,
possibilitando a realizacdo de ciclos adicionais de DSS, para o estudo
das fases tardias do processo inflamatério intestinal. Estudos tém
relatado que a administragéo de vérios ciclos de DSS induz inflamagéo
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intestinal cronica e aumenta a suscetibilidade ao desenvolvimento de
carcinogénese em camundongos (Wirtz et al., 2007). Além disso, 0
estudo do modelo de colite induzida pelo DSS, nas fases mais tardias do
processo inflamatério agudo, permite estudar novos mecanismos, que
podem auxiliar no tratamento das IBD e no monitoramento da
patogénese da doenga.

Nossos resultados mostraram que a oferta de DSS 2 % durante
cinco dias, causou aumento significativo no indice de atividade da
doenca e reducdo do peso corporal, principalmente de 8 a 10 dias apds o
inicio do tratamento com o DSS. De forma interessante, tanto o peso
corporal quanto o indice de atividade da doenca, foram reduzidos ao
final da primeira fase de recuperacdo, a qual corresponde ao periodo de
oferta de dez dias com agua filtrada. De acordo com esses resultados,
notou-se que o0s sinais clinicos observados na fase aguda foram
gradativamente abolidos, e que a administracdo do DSS provocou
inflamacgdo intestinal que se resolveu apds um periodo moderado de
recuperacdo. Muitos dos tratamentos atuais para as IBD consistem na
administracdo de drogas que induzem a remiss@o da doenca, ou seja,
periodo de melhora do quadro clinico do paciente, sem necessariamente
0 desaparecimento total dos sintomas (Baumgart e Sandborn, 2007).
Entretanto, pouco se sabe sobre quais os tratamentos com maior eficacia
para inducdo da fase de remissdo, ou mesmo para ativar e amplificar os
mecanismos de resolucdo da inflamacgéo (Baumgart e Sandborn, 2007).

Apb6s a primeira fase de recuperacdo, 0s animais foram
novamente submetidos ao regime de DSS 2 % por cinco dias (ciclo 2), o
qual resultou em novo aumento da severidade da doenga e reducdo
significativa do peso corporal. Como esperado, esses resultados
demonstraram que a re-administracdo da solucdo de DSS causou piora
dos sinais clinicos gerais, 0s quais ndo melhoraram significativamente,
mesmo ap6s a segunda fase de recuperacdo. Wirtz e Neurath (2007),
relataram que a partir do segundo ciclo de DSS ocorre cronificagdo do
processo inflamatorio intestinal, o qual pode mimetizar muitos dos
mecanismos patolégicos que ocorrem nas IBD. Além disso, estudos
demonstraram que as escassas informagfes sobre as diferentes
populagdes celulares e marcadores moleculares, durante o processo
inflamatorio intestinal, dificultam o correto tratamento de cada paciente,
pois dependendo da fase do processo patoldgico, algumas alternativas
terapéuticas podem ser prejudiciais ou mesmo letais ao individuo (Xu et
al., 2004; Baumgart e Sandborn, 2007).

Diante dessas informagdes, procuramos elucidar quais as
populagdes celulares, mediadores inflamatérios ou marcadores
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moleculares desempenhavam papel relevante durante o processo agudo,
de recuperacdo e cronico da inflamacdo intestinal induzida pelo DSS.
Nossos resultados demonstraram que, 0 aumento da severidade da
doenca durante as fases de oferta de DSS foi acompanhado pelo
incremento na atividade da MPO, principalmente no 2° ciclo de DSS,
indicando possivel participacdo dos neutrdfilos nesses estagios
inflamatérios. Por outro lado, o0s niveis de MPO foram
significativamente reduzidos ap6s a primeira fase de recuperacdo;
entretanto, apresentou-se em niveis elevados apds a segunda fase de
recuperacdo, indicando participacdo dos neutr6filos também na
cronificacdo do processo inflamatdrio intestinal.

Ja é bem descrito na literatura que a mobilizacdo rapida e
adequada dos neutréfilos € um dos eventos essenciais para a protecdo do
organismo, entretanto, 0s varios tipos de metabdlitos téxicos que sdo
liberados por esses leucdcitos podem também causar dano ao préprio
tecido do hospedeiro (Smith, 1994; Xiao et al., 2005; Ley et al., 2007).
A MPO esta presente nos granulos azurdfilos do citoplasma dos
neutrofilos ativados, onde é responsavel pela destruicdo dos
microorganismos que sdo fagocitados por essas células, clivando estes
agentes externos em pequenos peptideos (Nauseef, 2007). Esta enzima é
fundamental na regulacdo da bomba respiratéria nos neutrofilos, mas
pode ser altamente tdxica aos tecidos (Edwards e Swan, 1986).
Adicionalmente, a MPO pode ser liberada para o exterior da célula,
podendo dessa forma, aumentar a destruicéo tecidual (Klebanoff, 2005).
De fato, nossos resultados demonstram uma correlagdo direta entre os
niveis elevados de MPO e severidade da doenca.

A formacdo de abscessos na mucosa epitelial, por exemplo, é
uma caracteristica da lesdo causada pela transmigracdo de neutrofilos
através do espaco paracelular. Este processo permite a separacdo dos
enterocitos, causando a abertura de espacgos entre as estreitas juncdes
que unem as células epiteliais, fazendo com que os neutrdfilos se
acumulem no interior das criptas intestinais (Kucharzik et al., 2001;
Williams e Parkos, 2007). Uma vez ativados, os neutréfilos causam
rapido consumo de oxigénio por meio de uma oxidase de membrana
(NADPH oxidase), que reduz o oxigénio para anion superéxido (O?)
(Bruno et al., 2004). Dessa forma, os neutrofilos presentes no tecido do
célon inflamado, induzem a formacdo de O e a liberacdo de enzimas
presentes em seus granulos citoplasmaticos. Estes agentes sdo um dos
principais responsaveis pela lesdo no tecido inflamado e contribuem de
uma forma geral para o aumento da resposta inflamatoria (Weiss, 1989;
Bruno et al., 2004). Deste modo, os neutréfilos sdo considerados uma
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das principais células responsaveis pelas lesdes e disfun¢bes associadas
as IBD (Kucharzik et al., 2001; Williams e Parkos, 2007). Estudos
realizados por Natsui e colaboradores (1997) demonstraram que o
anticorpo monoclonal (RP-3), que provoca a deplecdo de neutrofilos, é
capaz de reduzir o dano tecidual no coélon de ratos com colite
experimental induzida pelo DSS. Outro estudo revelou que o bloqueio
da adesdo dos neutrdfilos, por meio dos anticorpos para a integrina
CD11b/CD18, reduz o infiltrado celular e o tamanho das ulceragdes no
modelo de colite induzida pelo TNBS (Palmen et al., 1995).

Além da medida da atividade da MPO, nosso trabalhou
evidenciou que a atividade da EPO esta elevada ao final das duas fases
de inducdo, sugerindo participacdo dos eosindfilos no processo
inflamatorio intestinal, apenas nas fases de surto da doenca. Estudos tém
demonstrado que os eosindfilos sdo leucocitos multifuncionais, com
capacidade de iniciar ou potencializar a resposta inflamatéria, através da
liberacdo de uma variedade de citocinas, quimiocinas e mediadores
lipidicos (Gleich et al., 1993; Rothenberg, 1998; Rothenberg et al.,
2001). Essas células podem produzir disfungBes gastrointestinais através
da acdo de proteinas presentes em seus granulos citoplasmaticos, como
por exemplo, a eosinofilo peroxidase (EPO). Alguns estudos clinicos
tém apontado correlacdo positiva entre 0 nimero de eosindfilos, através
da atividade da EPO, e a severidade da UC em bidpsias de tecido de
pacientes (Carlson et al., 1999; Saitoh et al., 1999; Jeziorska et al.,
2001; Sangfelt et al., 2001). Essa enzima possui 70 % de homologia
com a MPO (O'brien, 2000), e também desempenha papel fundamental
na lise de microorganismos patogénicos, porém, sua liberagdo em
massa, pode contribuir para a lesdo de tecidos subjacentes ao foco
inflamatorio (Mccormick et al., 1994).

Apesar da importancia dos eosinéfilos em modelos de colite
experimental ja ter sido descrita em diversos trabalhos (Forbes et al.,
2004; Al-Haddad e Riddell, 2005; Eijkelkamp et al., 2007; Hunter et al.,
2007), os neutrofilos é que parecem ter maior participacdo no dano
tecidual verificado no c6lon dos animais com colite experimental (Bento
et al., 2008). Além disso, os neutréfilos correspondem a cerca de 60 %
de todos os leucdcitos circulantes e formam a primeira linha de defesa
celular do organismo em uma reacao inflamatéria (Smith, 1994). Diante
desses dados, e de acordo com nossos resultados, a reducgéo da atividade
da MPO, ou mesmo o blogueio da infiltragdo dos neutréfilos na mucosa
intestinal, parece ser uma alternativa importante para a reducdo dos
sintomas clinicos ou inducédo da fase de remisséo das IBD.
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Alguns estudos tém descrito que os macréfagos estdo
envolvidos na patogenicidade das IBD, principalmente por produzirem
uma grande variedade de citocinas pro-inflamatérias (Rogler e Andus,
1998; Kanai et al., 2001; Autschbach et al., 2002; Banks et al., 2003).
Em concordancia com esses dados, Kanai e colaboradores (2001)
demonstraram que hd um aumento do nimero de macréfagos ativados
no célon de animais com colite experimental, e que a deplecdo destas
células reduz a inflamacdo intestinal. Além disso, essas células também
podem gerar metabdlitos reativos de oxigénio e de nitrogénio, além de
proteases que degradam a matriz extracelular causando dano tecidual
(Mahida, 2000). Entretanto, os macréfagos podem apresentar diferentes
fenétipos funcionais, podendo, em alguns casos, produzir fatores
imunossupressores e antiinflamatorios, os quais podem atuar no reparo
do tecido lesado (Garside, 1999; Jurjus et al., 2004). Por exemplo, no
modelo de colite induzida por DSS, Qualls e colaboradores (2006)
demonstraram que a deplecdo de macrofagos aumenta a lesdo tecidual e
o contelido de neutréfilos no colon de camundongos.

Apesar da aparente contradi¢do desses resultados, tanto Kanai
quanto Qualls demonstraram que o nimero elevado de macréfagos sé é
detectado nas fases mais tardias da colite experimental (Kanai et al.,
2001; Qualls et al., 2006), sugerindo que o periodo inicial do processo
de inflamacdo intestinal ndo parece depender da migragdo de
macrdfagos, mas sim da atividade dos macréfagos residentes. Em
concordancia com esses resultados, nossos dados demonstraram que a
atividade da enzima NAG, a qual indica a presenca de macréfagos no
tecido inflamado, ndo apresentou aumento significativo nas fases de
indugdo, ou mesmo, na primeira fase de recuperagdo, sendo somente
detectada, trinta dias apds o inicio do tratamento com DSS, ou seja, na
fase de cronificacdo da doenca. Entretanto, devido as diferentes
naturezas fenotipicas dos macrdéfagos, as sugestdes de terapias que
envolvam o bloqueio da atividade dessas células tornam-se
extremamente arriscadas, uma vez que a migracdo dos macrofagos na
fase cronica da colite, pode estar diretamente relacionada ao balango
homeostéatico intestinal e acionamento de mecanismos antiinflamatérios
e de resolugéo da inflamacéo.

Ainda com o intuito de pesquisar as populagdes celulares
presentes nos distintos periodos da colite induzida pelo DSS, foram
realizadas as quantificages dos linfécitos T CD4" e CD8" presentes no
linfonodo mesentérico de animais com colite experimental. Os
resultados revelaram que, assim como a atividade da NAG, as
populacdes de linfocitos T CD4" e CD8" apresentaram aumento apenas
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ao final da segunda fase de recuperacdo (trinta dias apds o inicio do
tratamento com DSS), indicando a participacdo dos linfécitos na fase
crénica da inflamacdo intestinal induzida pelo DSS. Além disso,
observamos que apenas a populacdo de linfocitos T CD4" estava
significativamente ativada, indicando que apesar do aumento de
linfocitos T CD8" na fase cronica da colite experimental, apenas a
populacdo de linfocitos T CD4" parece desempenhar papel sobre a
patogénese do modelo em estudo.

Assim como descrito anteriormente, o desenvolvimento de
colite induzida pelo DSS depende principalmente de componentes da
resposta imune inata na fase aguda da inflamacdo intestinal, ndo
requerendo o envolvimento da resposta imune adaptativa. De fato,
Dieleman e colaboradores (1994) demonstraram que o DSS causa
inflamacé&o intestinal em camundongos deficientes em linfocitos T e B,
evidenciando pouca relevancia dessas células no desenvolvimento da
colite induzida pelo DSS, pelo menos na fase aguda do processo.
Entretanto, Okayasu et al., (1990), demonstraram que a colite cronica
induzida pela DSS é também causada por linfocitos, os quais sdo
ativados principalmente através de citocinas inflamatérias secretadas
pelos macréfagos. De acordo com esses dados, nossos resultados
apresentaram uma correlacdo entre o aumento da atividade da NAG
(indicativo de migracdo de macr6fagos) e aumento da populacdo de
linfocitos T CD4" ativados, na fase cronica do processo inflamatorio
intestinal induzido pelo DSS. Assim, esses dados podem indicar que no
processo inflamatorio intestinal agudo pode haver pouca participacdo de
linfocitos, os quais teriam maior relevancia apés periodos de
reincidéncia do processo inflamatério intestinal. Entretanto, é de
consenso que o deshalanco entre as sub-populacdes de linfécitos T,
quais sejam as células T regulatérias, Thl, Th2 e Thl7, induz a
producdo excessiva de citocinas pré-inflamatorias e reducéo de citocinas
anti-inflamatorias, impactando negativamente a homeostasia do célon,
favorecendo o surgimento ou agravacgdo das IBD (Sanchez-Munoz et al.,
2008).

Essas evidéncias levam ao entendimento de que, a ativacdo
prolongada e inadequada do sistema imunoldgico intestinal, exerce
papel importante na patofisiologia da inflamacdo crbénica da mucosa
intestinal. Essa conclusdo é baseada em observacdes que evidenciaram o
aumento, em grande quantidade, de mediadores inflamatérios na mucosa
intestinal inflamada, tanto em modelos experimentais, quanto em
bidpsias de cdlon de pacientes. Além disso, testes clinicos tém
demonstrado que o bloqueio de varios desses mediadores pro-
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inflamatorios,  principalmente citocinas, proporcionou melhora
significativa no tratamento dos pacientes com IBD (James e Klapproth,
1996). Por essas raz@es, o papel das citocinas no sistema imunoldgico da
mucosa intestinal tem sido amplamente estudado, e, além disso, estudos
tém revelado que o desbalanco entre a producdo de citocinas pro-
inflamatérias e antiinflamatérias é um dos pontos chave na
patofisiologia das IBD (Rogler e Andus, 1998).

Nossos resultados demonstraram que, 0 aumento da severidade
da doenca e da migracdo de células da linhagem mieloide, esta
correlacionado com o aumento da producéo e expressao do RNAm para
a citocina TNF-a, principalmente na fase aguda do processo
inflamatorio intestinal induzido pelo DSS. Por outro lado, observamos
aumento da producdo e expressio do RNAm para a citocina pro-
inflamatoria IL-1p, apenas apds 0 segundo ciclo de DSS, indicando sua
participacdo nos estagios cronicos desse modelo. Desse modo, esses
dados parecem sugerir que o TNF-a es@ principalmente envolvido na
génese da colite induzida pelo DSS, ao passo que a IL-1B parece exercer
papel crucial na manutencdo e perpetuacdo dos estagios tardios da
inflamacdo intestinal.

O TNF-aé uma importante citocina pré -inflamatéria
considerada crucial na patofisiologia das IBD. Uma evidéncia dessa
importancia ¢é a realizacdo de varios estudos clinicos, nos Gltimos dez
anos, com o objetivo de avaliar a eficacia de anticorpos monoclonais
contra 0 TNF-a nas IBD (Rogler e Andus, 1998). A participagdo dessa
citocina, no processo inflamatério intestinal, tem sido amplamente
estudada, e, atualmente, o anticorpo monoclonal anti-TNF-o. € um dos
medicamentos mais eficazes para o tratamento e inducdo da fase de
remissdo em pacientes com IBD (Popivanova et al., 2008). Entretanto,
estudos vém demonstrando que cerca de 50% dos pacientes com CD néo
respondem a terapia com anti-TNF-a (Peyrin-Biroulet et al., 2008).
Além disso, os dados publicados sobre a expressdo do TNF-a nas IBD
sdo contraditérios. Alguns grupos tém demonstrado aumento dos niveis
de TNF-a em diferentes modelos de colite experimental (Braegger et al.,
1992; Maeda et al., 1992; Fiorucci et al., 2002; Katayama et al., 2003).
Por outro lado, outros estudos ndo foram capazes de detectar niveis
significativos dessa citocina em pacientes com UC (Youngman et al.,
1993). Possivelmente, a discordancia entre os dados da literatura, deve
ser, pelo menos em parte, resultante da cinética de producdo desta
citocina, uma vez que nossos resultados e dados prévios do nosso grupo
de pesquisa, sugerem que o TNF-a atua principalmente na fase aguda do
processo inflamatério intestinal.
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Assim como o TNF-a, a IL-1fé um importante e potente
mediador inflamatério, que atua ativando diferentes células através de
sua ligagcdo ao seu receptor especifico (IL-1R). Esta citocina induz a
sintese e a secrecdo de quimiocinas e outras citocinas, promovendo
indiretamente a migracédo de neutréfilos para o foco inflamatério (Lin et
al., 2002). Estudos demonstraram que o bloqueio do receptor IL-1R
diminui a severidade da inflamacdo em modelos crénicos de colite
experimental (Bachmann et al., 2006). Além disso, muitos trabalhos tém
verificado que a expressdo da IL-1B estd aumentada em pacientes com
IBD (Mahida et al., 1989; Ligumsky et al., 1990; Isaacs et al., 1992;
Youngman et al., 1993; Casini-Raggi et al., 1995; Radford-Smith e
Jewell, 1996; Andus et al., 1997; Jurjus et al., 2004). Dessa forma,
nossos resultados e dados prévios da literatura, sugerem que uma
possivel terapia contra a citocina IL-1B poderia ser melhor aplicada nos
estagios cronicos das IBD.

Outra importante citocina na patogénese das IBD é a IL-12.
Estudos demonstraram que a colite experimental induzida pelo TNBS é
completamente revertida com a utilizagdo do anticorpo monoclonal
contra a IL-12, que é considerada a principal citocina da resposta imune
do tipo Thl (Neurath et al., 1995; Liu et al., 2001). Estes achados,
juntamente com o fato de pacientes com CD apresentarem altos niveis
de IL-12 na lamina prépria, levaram ao desenvolvimento do anticorpo
humanizado direcionado a subunidade p40 da IL-12 (anti-1L-12p40),
para o tratamento de pacientes com CD (Matsuoka et al., 2004; Fuss et
al., 2006). Mannon e colaboradores (Mannon et al., 2004),
demonstraram que o tratamento com o anticorpo anti-1L-12p40
apresentou eficacia muito semelhante a utilizacdo da terapia anti-TNF-a.
Além disso, os mesmos autores evidenciaram que o anticorpo anti-IL-
12p40 induz remissdo em pacientes com CD resistentes ao tratamento
com anti-TNF, colocando a citocina IL-12 como um dos principais alvos
de estudo na patogénese das IBD. Nossos resultados demonstraram que
a producdo de IL-12 na colite induzida pelo DSS, foi significativamente
maior que o0 grupo controle, apenas na fase aguda do processo
inflamatorio intestinal, sugerindo sua participacdo na génese da colite
experimental. De forma interessante, estudos recentes demonstraram
que 0 TNF-a, induz particularmente, a secr&do de IL -12 em estagios de
surto de doengas autoimunes (Strober e Fuss, 2011). Desse modo,
considerando essas evidéncias, nossos dados indicam a participagéo de
ambas as citocinas na colite experimental induzida pelo DSS, sobretudo
na fase aguda do processo inflamatério.
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Os estudos de Mazzucchelli e colaboradores (1994), realizados
em colons de pacientes portadores de UC, demonstraram que a
expressdo da quimiocina CXCL1/KC, envolvida na migracdo dos
neutrofilos, esta intimamente relacionada com a severidade da
inflamac&o. Desta forma, outra estratégia para a reducdo da migracéo de
neutrofilos e, consequentemente, do dano tecidual, seria a deplecdo e/ou
inibicdo dos receptores desta quimiocina. De fato, Buanne e
colaboradores (2007) demonstraram recentemente que, camundongos
com delecdo génica para 0 receptor CXCR2 apresentam drastica
reducdo dos parametros histopatoldgicos avaliados no modelo de colite
experimental induzida pelo DSS. Além disso, dados do nosso grupo de
pesquisa demonstraram que o tratamento com anticorpo anti-KC reduziu
acentuadamente a severidade da colite experimental (Bento et al., 2008).
Nossos dados evidenciaram que, tanto a expressdo do RNAmM, como 0s
niveis proteicos da quimiocina CXCLL/KC, foram significativamente
aumentados durante as fases de inducdo da colite, estando reduzidos nas
fases de recuperacdo. Esses dados corroboram com o alto indice de
atividade da MPO observado nos periodos de inducgéo, sugerindo que a
migracdo de neutréfilos para o célon inflamado parece ser dependente
da secrecdo de CXCL1/KC.

Outra citocina avaliada no presente estudo foi a IL-17. Na CD,
a resposta Thl parece estar influenciada pelas células Th1l7, que sdo
caracterizadas pela producdo massiva de IL-17 (Kolls e Linden, 2004).
A producdo desta citocina é estimulada pela IL-6, TGF-B e IL-23, e por
produtos secretados de neutrdfilos e células apresentadoras de antigenos,
especialmente as células dendriticas (Sartor, 2006). Os niveis tanto de
IL-23, quanto de IL-17, encontram-se aumentados em tecidos de
pacientes com CD e em alguns tipos de colite experimental (Schmidt et
al., 2005). Entretanto, dados recentes revelaram que o tratamento com
Fontolizumab, um anticorpo contra a IL-17, apresentou pouca eficiéncia
em pacientes com CD e UC, sugerindo pequena participacdo desta
nessas doencas (Reinisch et al., 2011). Nossos resultados demonstraram
que a expressdo do RNAm para a IL-17 apresentou um pequeno
aumento, porém significativo, apds o primeiro ciclo de DSS, o qual
permaneceu elevado, mesmo apds a fase de recuperagdo. Todavia, a
expressdo do RNAm para a IL-17 apresentou aumento marcante apés a
segunda fase de inducdo da colite, possivelmente devido ao aumento na
expressdo do RNAm para 0 TGF-B neste mesmo peiiodo.

Apesar do TGF-B induzir a diferencigdo de células Thl7, essa
citocina tem sido descrita como benéfica nas IBD. Neste contexto, foi
demonstrado que animais com mutagfes nos genes que codificam o
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TGF-B apresentaram aumento na severidade da colite em diferentes
modelos experimentais (Jarry et al., 2008). Ademais, animais tratados
com o vetor carregado de DNAc para o TGF-B, apresentaram redgao
nos sinais inflamatorios da colite induzida pelo TNBS. Além disso, o
TGF-B atua na inatig@0 de mondcitos, inibicdo da produgdo de
radicais livres e bloqueio da producdo de algumas citocinas pro-
inflamatorias (Espevik et al., 1987). Nossos resultados mostraram que
na fase cronica da colite induzida pelo DSS ocorreu aumento
significativo, tanto na expressdo do RNAm, quanto nos niveis teciduais
da TGF-B n oGlon dos camundongos. Dessa for ma, os dados da
literatura, juntamente com nossos resultados, parecem apontar para um
papel regulatério do TGF-B na fase cronica da colite induzida pelo DSS,
uma vez que esta citocina pode estar contrabalanceando a expressao de
mediadores pro-inflamatérios e auxiliando no processo de reparo
tecidual durante a segunda fase de recuperacéo.

As citocinas antiinflamatérias 1L-10 e IL-4 também foram
pesquisadas na colite induzida pelo DSS, e nossos resultados
demonstraram que 0s niveis dessas citocinas estavam elevados somente
nas fases de recuperacdo do processo inflamatério intestinal. Diversos
estudos apontam o papel dessas citocinas na regulacdo da atividade
antiinflamatdria, tanto em modelos experimentais de colite, como em
pacientes com UC (Hong et al., 2002; Ukil et al., 2003). A citocina IL-
10 é produzida por uma variedade de células, incluindo os linfécitos T e
B, timocitos, macrdfagos, mastocitos, queratinécitos e células do
epitélio intestinal (Papadakis e Targan, 2000). Camundongos com
delecdo génica para a IL-10 desenvolvem colite espontanea, e esse
processo pode ser prevenido através da reposicdo de IL-10 (Kuhn et al.,
1993; Papadakis e Targan, 2000; Lindsay et al., 2004; Shiraki et al.,
2004). Essa citocina inibe a producdo de citocinas pré-inflamatérias
secretadas por macrdfagos, tais como IL-1f, IL-6 € TNF-a (Fiorentino
et al., 1991; Fiocchi, 1998). Além disso, a terapia génica com IL-10 tem
se mostrado eficiente em alguns modelos de colite experimental
(Lindsay et al., 2002; Lindsay et al., 2004). Dessa forma, a IL-10 parece
desenvolver um papel crucial no mecanismo de defesa do organismo e
na regulacdo da resposta inflamatéria na mucosa intestinal.

A IL-4 também possui propriedades antiinflamatdrias e
imunoregulatérias importantes nas IBD (Niessner e Volk, 1995). Esta
citocina é capaz de inibir a formacdo de colbnias de macréfagos e a
liberacdo de mediadores inflamatdrios, como a IL-1p € TNF-a (Rogler ¢
Andus, 1998). Desse modo, macrdéfagos residentes e/ou células
epiteliais, poderiam liberar grandes quantidades dessas citocinas (IL-4 e



98

IL-10), que por sua vez, agiriam em conjunto sobre células
inflamatorias, inibindo a secrecdo de mediadores pré-inflamatorios, tais
como 0 TNF-a e IL-12, contribuindo de um modo geral para a redugéo
da severidade da colite durante as fases de recuperacdo, assim como
observado neste estudo.

No processo inflamatério intestinal, células como os
macrdfagos, células endoteliais, fibroblastos e as células epiteliais
secretam grandes quantidades de citocinas e quimiocinas, que atuam na
migracdo de neutréfilos e mondcitos. Além disso, as citocinas TNF-a. e
IL-1p aumentam a expre@® de moléculas de adesdo nos leucdcitos
circulantes e em células endoteliais (Macdermott, 1999). Esse aumento
na producdo de citocinas e quimiocinas e, na expressido de moléculas de
adesdo, promove maior migracdo de macréfagos e granulécitos para a
mucosa intestinal inflamada.

Ap6s a avaliagdo de algumas das principais citocinas
inflamatérias envolvidas nas IBD, foi verificada a expressdo do RNAm
para as moléculas de adesdo VCAM-1 e ICAM-1 no célon, uma vez que
estas sdo cruciais para a transmigracdo de leucdcitos para o tecido
inflamado, e conseqliente agravacdo da colite experimental. Nossos
resultados demonstraram que o aumento das moléculas de adesdo
VCAM-1 e ICAM-1 nas fases de inducdo da colite corroboram com 0s
achados para a atividade da MPO, indicando que ocorreu uma
correlacdo entre o aumento da migracdo de neutréfilos para a mucosa
intestinal, dependente da expressdo de VCAM-1 e ICAM-1 no tecido do
célon.

Estudos tém demonstrado que células inflamatorias residentes,
como os macréfagos, podem liberar grandes quantidades de TNF-a, o
qual pode aumentar a expressdo de moléculas de adesdo, como a
VCAM-1 e ICAM-1 nas células endoteliais, e assim, aumentar
expressivamente o rolamento de leucocitos para a mucosa intestinal
(Ley et al., 2007). Além disso, a ativacdo dos receptores TLR4, por
peptideos bacterianos, induz a expressdo de VCAM-1 e ICAM-1,
possivelmente pelo contato excessivo da microflora intestinal com a
camada de células subjacente ao epitélio lesionado, principalmente nas
fases de surto das IBD (Goebel et al., 2006).

Outro mediador inflamatério avaliado, no presente estudo, foi a
enzima COX-2. A enzima COX-2 tem sido descrita como importante
agente no processo de resolucdo da inflamacdo. Apesar, de varios
estudos, sobretudo em IBD, apontarem para um papel pré-inflamatério
dessa enzima, alguns autores tém evidenciado o papel intrinseco da
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COX-2 no reparo do dano tecidual (Mccafferty et al., 1999; Wallace,
2006). De fato, parece haver um papel dual dessa enzima durante a
inflamacdo intestinal, onde em determinados momentos apresenta
caracteristicas pro-inflamatérias e em outros parece ser fundamental
para a recuperacdo da integridade tecidual. Entretanto, 0s mecanismos
envolvidos nessa diferenca de resposta ainda permanecem pouco
esclarecidos.

Diversos estudos demonstram a importancia da producdo de
derivados do &cido araquidénico pela acdo da enzima ciclooxigenase-2
(COX-2) e também da 5-lipoxigenase nas fases inicias do processo
inflamatério, como a prostaglandina E, (PGE,), que é importante na
geracdo de alteracbes vasculares que favorece a inflamacdo, e o
leucotrieno B4 (LTB,), que é importante para a migracdo de leucécitos
até o foco inflamatorio. Entretanto, nas fases de resolugdo da inflamacéo
intestinal, foram observadas importantes alteracbes no metabolismo do
acido araquiddnico, que tém como consequéncia a resolucdo da
inflamacdo. Por exemplo, a interacdo entre plaquetas e neutréfilos
aderidos ao endotélio torna possivel a producédo de lipoxina A4 e By, a
partir do metabolismo do &cido araquiddnico pela enzima COX-2
acetilada pela aspirina. Essas lipoxinas reduzem a migracdo de
polimornucleares para o foco da inflamacdo, impedindo assim a
amplificacdo da resposta inflamatéria, além de promoverem a apoptose
e fagocitose (Serhan e Savill, 2005). Adicionalmente, ocorre alteracdo
na expressdo das enzimas que participam do metabolismo do acido
araquidonico, que passam a produzir essencialmente prostaglandina D,
e J, (PGD,/PJD,), ao invés de PGE,. As PGD; e a PJD,, por sua vez
participam de importantes processos relacionados a diminuicdo da
inflamacdo como a inibicdo da expressdo de genes de citocinas pré-
inflamatorias (Wallace, 2006). Desse modo, esses dados, somados aos
nossos resultados, indicam que o aumento da expressdo da enzima
COX-2, observado no célon dos animais durante as fases de recuperagéo
da colite induzida pelo DSS, estdo diretamente relacionados aos
mecanismos de reparo tecidual e resolugdo da inflamacéo intestinal.

Devido ao fato de as lipoxinas serem fundamentais no processo
de resolucdo da inflamacéo, foi também avaliada no presente estudo a
expressdo do RNAm para o receptor de lipoxina A; (ALX/FPR2)
durante as diferentes fases da colite experimental induzida pelo DSS.
Nossos dados revelaram que, apenas ao final do segundo ciclo de DSS
ocorreu aumento do receptor ALX/FPR2 no tecido do cdlon de
camundongos. [Esse receptor estd expresso principalmente em
macrdfagos, e tem apresentado natureza promiscua, ou seja, pode ser
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ativado por varios ligantes (Rabiet et al., 2011). Esses ligantes
compreendem peptideos bacterianos, a profgina -amil6ide, dentre
outros, os quais desencadeiam respostas pro-inflamatdrias, tais como
secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias e aumento da migragédo celular.
Entretanto, foi verificado ainda que dependendo do sitio de ativacdo do
receptor, € desencadeada a resposta antiinflamatéria, que culmina em
inibicdo de mediadores inflamatérios e no aumento da fagocitose de
bactérias e de células apoptdticas (Serhan e Chiang, 2004). Dessa forma,
a atividade desse receptor ainda é uma questdo bastante intrigante em
diversas condi¢des patologicas. Assim, nossos resultados sugerem que a
administracdo de agonistas desse receptor, com atividade pré-resolucéo,
podem ser ferramentas importantes para o tratamento das IBD,
principalmente nas fases de surto da doenca.

Os altos niveis de IL-10 e TGF-B encontrados nas fases
cronicas, sobretudo no periodo de recuperacao, nos levaram a questionar
sobre a possivel participacdo das células T regulatérias no processo
inflamatorio intestinal induzido pelo DSS, uma vez que sdo as principais
citocinas secretadas por esse tipo celular. Nossos resultados mostraram
que o fator de transcricdo FoxP3 e 0 receptor para a citocina IL-2,
também conhecido como CD25, os quais sdo marcadores moleculares
das células T regulatdrias, estavam significativamente aumentados a
partir da primeira fase de recuperacdo, atingindo o pico de expressdo
trinta dias apds o inicio do tratamento com o DSS. Esses resultados
indicam a possivel relacdo entre o acimulo dessas células na mucosa
intestinal e 0 aumento na secrecdo de IL-10 e TGF-p, principalmente nas
fases de resolugéo da inflamacéo.

A presenca de bactérias da flora comensal proporciona um
balanco entre células efetoras e regulatdrias, de modo a controlar a
producdo de citocinas pré- e antiinflamatérias, o que permite a
manutencdo da homeostasia do trato gastrointestinal (Macdonald e
Monteleone, 2005); (Rescigno et al., 2001). Adicionalmente, outros
estudos demonstraram que as células T regulatérias estdo intimamente
relacionadas ao processo de resolucéo e a prote¢do da mucosa intestinal,
pois representam um dos mecanismos de prevengdo do hospedeiro
contra doencas imunolégicas durante processos cronicos de inflamagéao.
O fator de transcricdo FoxP3 desempenha papel critico na funcdo das
células T regulatérias, sendo um componente essencial no mecanismo
de ativacdo dessas células. Ademais, ja foi demonstrado na literatura,
que 0 aumento da atividade das células T regulatérias pode ser (til para
o0 controle da resposta desenfreada de outras células T e pode também
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inibir o desenvolvimento de doengas como a asma e as IBD (Coombes
et al., 2005).

Desse modo, esses dados, e nossos resultados, sugerem que
parece haver um fino balanco entre o0s mediadores pro- e
antiinflamatdrios durante as fases de recuperacdo e cronica da colite
induzida pelo DSS. Ademais, os estudos que investigaram a regulacéo
da expressdo dos diferentes mediadores inflamatérios, durante o
processo prolongado de colite induzida pelo DSS, ainda sdo escassos.
Por esse motivo, finalizamos a pesquisa sobre 0 modelo de colite aguda
e cronica induzida pelo DSS com a realizacdo do ensaio da expressao de
proteinas da via do NkB, o qualé um dos fatores de transcricdo mais
importantes para expressdo da maioria dos mediadores inflamatorios
avaliados nesse estudo. De forma interessante, nossos resultados
mostraram que ocorreu aumento gradativo, a partir do 15° dia ap6s o
inicio do tratamento com DSS, da expressdo da forma fosforilada da
proteina inibitéria do N&B, o I «Ba, quanto da subunidade p65 do
NF«B, indicando aumento da atividade do NFkB tanto na segunda fase
de inducdo, quanto nas fases de recuperacéo.

A elevacdo do nivel de fosforilagdo dodBo indica aumento da
atividade do NFkB, uma vez que sua fosforifo i nduz a liberagéo das
subunidades p50 e p65 do NFxB, e a consequente ubiqeatindo
IxkBa. ABm disso, 0 incremento na expressao da proteina fosforilada
p65, sugere aumento na transcri¢do de genes importantes na patogénese
da colite, tanto na segunda fase de indugédo (20° dia), como nas fases de
recuperacdo (15° e 30° dias). Por exemplo, inimeros dados
demonstraram que citocinas como 0 TNF-a, IL-1 Be IL-12 sdo
transcritas pelo aumento da atividade do NF«kB (Baumgart e Carding,
2007). Essas citocinas, uma vez secretadas, podem atuar em seus
receptores especificos, e aumentar a atividade do B, em um ciclo
vicioso de ativagdo (Ghosh e Hayden, 2008). Além disso, a expressao de
quimiocinas como a CXCL1/KC, bem como o aumento na expressdo
das moléculas de adesio VCAM-1 e ICAM-1, sdo positivamente
reguladas pela atividade do NFkB (Macdonald et al., 1992; Rhee et al.,
2011), sugerindo papel crucial desse fator de transcrigdo na regulacgéo da
resposta imune pro-inflamatéria nas 1BD.

Por outro lado, estudos recentes tém demonstrado que o NkB é
critico no processo de resolucdo da inflamagdo e reparo tecidual. De
fato, foi demonstrado que a inibicdo do NFB, na fase aguda de algumas
condi¢des inflamatdrias, pode inibir a inflamacgéo, porém, causa atraso
significativo no reparo tecidual (Lawrence et al., 2001). Além disso,
outro estudo mostrou que a ativagdo do NB, através dos receptores do
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tipo toll, ¢ importante para a manutencdo do epitélio intestinal
(Lawrence et al., 2001). Além das funcGes citadas anteriormente para o
NF«B, é sabido que a transcricdo das citocinas antiinflamatdrias IL-4 e
TGF-B, pode ser regulada por esse fator (Shen e Stavnezer, 1998; Lin et
al., 2011), as quais quando secretadas no célon inflamado, podem
favorecer o processo de reparo tecidual e a reducdo da resposta pro-
inflamatdria.

Diante dessas evidéncias, nossos resultados apontam para um

papel dual do NF«kB, durante a colite experimental induzida pelo DSS,
atuando na regulacdo da expressdo de mediadores pro-inflamatorios, e
também nos mecanismos de reparo tecidual e secrecdo de citocinas
antiinflamatérias. Embora o NEB seja descrito, na sua maior parte,
como agente indutor de mecanismos relacionados a inflamacdo e
respostas deletérias em condicBes patolégicas cronicas, no0ss0s
resultados, bem como os estudos anteriormente citados, apontam para
um possivel papel benéfico desse fator de transcricdo na patogénese das
IBD.
De modo geral, nosso estudo, até 0 momento, buscou mapear algumas
das populacdes celulares, mediadores inflamatorios e marcadores
moleculares importantes para o processo de inflamacdo intestinal
induzido pelo DSS, assim como apresentado na figura 47. Além disso,
essa etapa do estudo buscou auxiliar na compreensdao do modelo de
colite induzida pelo DSS e sugerir possiveis interferéncias terapéuticas
para o tratamento das IBD. Entretanto, vale ressaltar que o estudo do
modelo isolado de colite induzida pelo DSS ndo reproduz de forma
fidedigna a patologia encontrada em humanos. Porém, acreditamos que
a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos nas diferentes fases
do modelo experimental, pode servir como informagoes valiosas para o
diagnoéstico das IBD, através da identificacdo de marcadores
moleculares, e consequente direcionamento do correto tratamento nas
fases especificas em que cada paciente se encontra.
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Figura 47. Eventos inflamatorios durante a colite experimental induzida pelo DSS. A
resposta inflamatdria aguda tem inicio durante a primeira fase de indugéo, ou seja, no
primeiro ciclo de DSS. (A) Apresenta alguns dos mediadores inflamatérios envolvidos na
resposta aguda da colite induzida pelo DSS, evidenciando o aumento da infiltragdo de
neutréfilos e eosindfilos, bem como a produgdo de mediadores pré-inflamatérios. (B) A
reducdo da severidade da doenca é acompanhada pelo aumento na producdo de mediadores
antiinflamatorios e redugdo do infiltrado celular, porém com pouca, mas persistente, produgdo
de alguns mediadores pré-inflamatérios. (C) A oferta de um novo ciclo de DSS reinicia o
aumento da resposta inflamatéria no célon dos animais, com aumento ainda maior na
infiltragdo de neutrdfilos e producdo de alguns mediadores inflamatérios ndo observados na
fase aguda. (D) Apds o segundo ciclo de DSS, a resposta inflamatéria coldnica parece ser
caracterizada pela producdo de uma variedade de mediadores pro- e antiinflamatérios, além do
aumento significativo na migragdo de macrdéfagos e células da resposta imune adaptativa, como
os linfécitos T CD4+, caracterizando um quadro de inflamagao cronica.

Em outro momento, o presente estudo buscou avaliar a
importancia do tratamento com mediadores lipidicos derivados do acido
graxo poliinsaturado 6mega-3 na colite experimental. As pesquisas
bibliograficas apresentam escassos estudos com esses mediadores em
modelos de colite, mas revelam que a suplementacdo nutricional com os
acidos graxos poliinsaturados essenciais, tal como o 6mega-3, tem



104

ganhado muita atencdo nos ultimos anos, devido ao fato desses acidos
graxos serem precursores de mediadores lipidicos que sdo criticos para
varias vias de sinalizagdo celular e por serem extremamente importantes
no processo de resolucdo de diversas doencas inflamatorias (Arita,
Bianchini et al., 2005; Arita, Yoshida et al., 2005).

Assim como abordado anteriormente, o processo de resolucdo
da inflamacdo é altamente controlado e envolve a supressdo da
expressdo de mediadores pré-inflamatorios e da migracéo e ativacédo de
leucécitos. Concomitantemente, este processo promove a remocdo de
microorganismos patogénicos e células inflamatorias do local da lesdo
através do aumento da fagocitose comumente mediada por macrofagos
(Lawrence et al., 2002). A ativacdo das vias que culminam na resolucgéo
da inflamacdo pode estimular a produgdo e liberacdo de mediadores
antiinflamatérios como o TGF-Bl e a IL-10, os quais reduzem a
intensidade da resposta inflamatéria (Bannenberg et al., 2005; Souza et
al., 2007). Além disso, alguns mediadores lipidicos desempenham papel
chave na manutengdo da homeostase do organismo e no reparo a danos
teciduais. As resolvinas, protectinas e lipoxinas sdo as principais classes
de substancias enddgenas responsaveis pelo controle da resolucdo da
inflamacé&o (Schwab e Serhan, 2006).

As resolvinas foram originalmente isoladas de exudatos
inflamatérios encontrados na fase de resolugcdo da inflamacdo aguda,
tanto em humanos como em roedores (Serhan et al., 2000; Serhan et al.,
2002; Hong et al., 2003). Desde entdo, uma série de estudos tém sido
realizados, 0s quais mostraram que as resolvinas possuem acdes
benéficas em diversos modelos experimentais de inflamacdo, e mais
recentemente de nocicepcdo (Ji et al., 2011). Esses estudos vieram a
confirmar o conhecido uso popular do 6leo de peixe, o qual tem sido
consumido por varias geracbes no combate a diversas doencas.
Entretanto, se acreditava que o efeito benéfico do 6leo de peixe era
unicamente devido os seus altos niveis de vitamina D, pois até a Ultima
década, pouco se sabia dos reais beneficios do dmega-3 na prevencéo e
no tratamento de doencas inflamatorias (Vilaseca et al., 1990). Contudo,
apds a descoberta dos mediadores lipidicos derivados do dmega-3, e
suas acdes na prevencdo de doencas, 0 consumo desse acido graxo tem
sido estimulado fortemente nas dietas atuais (Ji et al., 2011).

Atualmente sabe-se que os acidos graxos derivados do 6mega-
3, EPA e DHA, sdo apenas armazenados nas células, e s6 sofrem
metabolizacéo para a formacgédo de resolvinas, protectinas ou maresinas,
durante respostas inflamatorias. I1sso se deve ao fato de que o aumento
na expressdo das enzimas 5-LOX, 15-LOX ou COX-2, as quais sédo
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responsaveis pela conversdo do dmega-3 em resolvinas, estar aumentado
apenas durante condic@es inflamatérias (Ji et al., 2011). Além disso,
estudos demonstraram também que a taxa de absorcdo oral do EPA e do
DHA chega a ser maior que 95 %, enquanto a de outros acidos graxos
como os triglicerideos e etil ésteres é de aproximadamente 65 e 21 %,
respectivamente (Lawson e Hughes, 1988). Esses estudos revelaram
ainda que, as células epiteliais do intestino assimilam rapidamente o
omega-3 na forma de acido graxo livre, sem a necessidade de hidrolises
anteriores, aumentando assim sua rapida disponibilidade para atuacdo
em processos patofisioldgicos (Lawson e Hughes, 1988).

Alguns estudos tém evidenciado os beneficios cardiovasculares
importantes dos derivados do dmega-3, principalmente no tratamento de
pacientes com infarto no miocardio (Roth e Harris, 2010; Saravanan et
al., 2010). Além disso, assim como descrito anteriormente, esses acidos
graxos tém apresentado boa eficacia no tratamento da artrite reumatoide,
nas doencas neurodegenerativas e em doencas inflamatérias do trato
gastrointestinal (Fetterman e Zdanowicz, 2009). Entretanto, a grande
maioria desses estudos utilizou como produto de tratamento o 6leo de
peixe, 0 qual contém uma mistura heterogénea de EPA e DHA,
permitindo interpretacdo apenas parcial dos mecanismos envolvidos nos
efeitos benéficos desses acidos graxos (Cho et al., 2011).

Recentemente, estudos clinicos foram realizados utilizando o
mediador derivado do 4acido graxo EPA, a RvE1, denominada
clinicamente como RX-10001, em pacientes com diferentes doencas
inflamatorias, tais como asma, doengas cardiovasculares e IBD. Apesar
do RX-10001 ter apresentado bons resultados no tratamento dos
pacientes, esses estudos ainda se encontram no inicio da fase Il de
pesquisa clinica. Além disso, um analogo sintético da RvE1l, o RX-
10004, estad em estudo clinico de fase 111 para a sindrome do olho seco e
doencas da retina ocular, o qual tem apresentado resultados promissores
no tratamento dessas doengas (Lee, 2012). Apesar desses resultados
positivos, poucos estudos clinicos, ou mesmo pré-clinicos, tém sido
realizados com os mediadores derivados do acido graxo poliinsaturado
DHA, dessa forma, fazendo-se necessaria a pesquisa do possivel efeito
das resolvinas da série D na melhora de patologias importantes para a
clinica atual.

Nesse contexto, nossos resultados mostraram que o tratamento
preventivo com os mediadores isolados do émega-3, a AT-RvD1 e a
RvD2, bem como com o precursor das resolvinas, o 17R-HDHA,
reduziram, de forma surpreendente, os sinais da doenca e o dano
tecidual coldnico em dois diferentes modelos de colite experimental.
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Ainda, tais tratamentos foram também capazes em reduzir os niveis,
bem como a expressdo de mediadores inflamatorios, tanto quando
avaliado in vivo como in vitro. Além disso, demonstramos que o efeito
antiinflamatdrio da AT-RvD1 foi dependente da ativacdo do receptor
ALX/FPR2.

Assim como descrito anteriormente, as IBD sdo caracterizadas
pela resposta imune desregulada, frente a microbiota comensal em
individuos geneticamente susceptiveis (Ishida et al., 2010). Assim como
observamos nos primeiros resultados dessa tese, a administracdo dos
polimeros de DSS na agua de beber leva ao desenvolvimento de um
quadro de inflamacdo intestinal agudo com o desenvolvimento de
diarreia sanguinolenta, perda de peso corporal sustentada, associado
com a infiltracdo de células inflamatérias na mucosa intestinal.
Entretanto, nossos resultados demonstraram que o tratamento com AT-
RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA reduziu de forma consistente o indice de
atividade da doenca, a perda de peso corporal, o dano tecidual
macroscopico e a infiltracdo celular na mucosa epitelial do célon de
camundongos com colite induzida pelo DSS.

De fato, ja foi demonstrado que os 4cidos graxos
poliinsaturados sdo potentes mediadores antiinflamatdrios, os quais
atuam no controle da atividade da doenca da colite induzida pelo DSS.
Por exemplo, a administracdo oral do &cido graxo docosaexaendico
(DHA) resultou em inibicdo significativa da perda de peso corporal,
reducdo do tamanho do célon e do dano tecidual na colite experimental
em camundongos (Cho et al., 2011). Além disso, o tratamento sistémico
com a RvEL, a qual é derivada do acido graxo eicosapentaendico (EPA),
apresentou reducdo marcante dos sinais inflamatérios na colite induzida
pelo DSS e TNBS (Arita, Yoshida et al., 2005; Ishida et al., 2010), os
quais estavam associados com diminuigéo significativa na infiltracdo de
PMN no tecido do célon de camundongos.

Como j& demonstrado, o infiltrado celular tem um papel crucial
em modelos animais de IBD, e seu controle é extremamente importante
na atenuacgdo dos sinais inflamatérios da colite (Bento et al., 2008).
Recentemente, estudos demonstraram que a RvD1 e a RvD2 atuam na
regulacdo da ativacdo e migracao de leucdcitos (Krishnamoorthy et al., ;
Spite et al., 2009), sugerindo uma possivel acdo desses mediadores
sobre o controle da migracdo celular na colite experimental. Nossos
resultados mostraram que, 0s animais tratados com DSS apresentaram
alta atividade da MPO, indicando aumento na infiltracdo de neutrofilos
na mucosa intestinal. De forma interessante, o tratamento com 0s
mediadores lipidicos AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA bloqueou
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significativamente a atividade da MPO na colite induzida, tanto pelo
DSS, quanto ou pelo TNBS, sugerindo reducdo na infiltracdo de
neutrdfilos na mucosa coldnica. Estudos prévios demonstraram que a
administracdo do dleo de peixe rico em EPA e DHA, reduziu de forma
significativa a atividade da MPO no célon de camundongos (Camuesco
et al., 2005; Camuesco et al., 2006). Adicionalmente, o tratamento
sisttmico com RVE1 demonstrou ser eficaz em suprimir a infiltracdo de
PMN no tecido do colon de animais com colite induzida pelo TNBS
(Arita, Yoshida et al., 2005), bem como a diminui¢do da atividade da
MPO na pata de camundongos tratados com carragenina (Xu et al.,
2010).

Outro estudo recente, revelou que o tratamento sistémico com a
RvD1 reduziu drasticamente a atividade da MPO no pulmdo de
camundongos com lesdo induzida pelo LPS (Wang et al.,, 2011).
Ademais, foi demonstrado também que a RvD2 reduziu em
aproximadamente 70 % a infiltracdo de PMN no modelo de peritonite
induzida pelo zimosam (Spite et al., 2009). De forma interessante, Sun e
colaboradores (2007) demonstraram que o tratamento com a AT-RvD1
(100 ng), reduziu em 40 % a infiltracio de PMN na peritonite
experimental, ressaltando ainda mais o efeito chave desses mediadores
na diminuicdo do infiltrado de PMN e conseqiiente reducdo na producéo
local de mediadores pré-inflamatorios.

Diante dessas evidéncias, observamos que a prevencdo na
infiltracdo de células inflamatérias, e no dano tecidual colbnico,
observado nos animais sistemicamente tratados com AT-RvD1, RvD2
ou 17R-HDHA, apresentou associacdo com a reducdo nos niveis
teciduais de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a,
IL-1B, MIP-2 e CXCL1/KC, os quais sdo mediadores envolvidos na
migracdo celular e expressdo de moléculas de adesdo (Barker et al.,
1991). Assim como demonstrado anteriormente neste estudo, as
citocinas TNF-o e IL-1B desempenham papel fundamental na
patogénese das IBD e colite experimental (Cominelli et al., 1990;
Neurath et al., 1997), e anticorpos contra 0 TNF-a #o largamente
utilizados para o tratamento clinico das IBD (Rutgeerts et al., 2005).
Estudos prévios, demonstraram que o tratamento com a RvE1 aboliu a
expressdo do RNAm para 0 TNF-a e IL-1B na colite induzida pelo DSS
ou TNBS (Arita, Yoshida et al., 2005; Ishida et al., 2010), o qual estava
associada com significativa reducdo da infiltracdo de PMN na mucosa
intestinal. Ademais, a reducdo nos niveis colonicos de MIP-2 e
CXCL1/KC, observados em nosso estudo, pode estar correlacionado
com a diminuigéo na atividade da MPO, uma vez que essas quimiocinas
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estdo implicadas na migracdo de PMN para o colon inflamado (Bento et
al., 2008).

Spite e colaboradores (2009), demonstraram que o tratamento
sisttmico com a RvD2 reduziu de forma surpreendente os niveis de
TNF-q, IL-1B, MIP-2 e CXCL1/KC no modelo experimental de sepse,
acompanhado de reducdo da severidade da doenga e aumento
significativo na taxa de sobrevivéncia dos animais. De forma
semelhante, Wang et al., (2011) observaram reducdo nos niveis das
citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-6, 0s quais também
apresentaram relacdo direta com a diminui¢do da severidade da doenca
pulmonar induzida pelo LPS. Desse modo, ambas as resolvinas da série
D parecem ser importantes mediadores no controle da expressdo e
producdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias, contribuindo
assim para a diminuicdo da atividade de doencas e aceleracdo do
processo de resolucdo da inflamacao.

Algumas evidéncias tém indicado que citocinas e quimiocinas
podem regular a expressdo de moléculas de adesdo (Essani et al., 1995;
Stocker et al., 2000), as quais sdo cruciais para a adesdo e transmigracao
leucocitaria do vaso para o tecido inflamado (Danese et al., 2005). No
presente estudo, foi demonstrada uma aparente associacdo entre 0s
niveis de citocinas/quimiocinas e a expressdo de moléculas de adesdo,
uma vez que o tratamento sistémico com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-
HDHA, reduziu os niveis de citocinas e quimiocinas, bem como a
expressdo das moléculas de adesio VCAM-1, ICAM-1 e LFA-1 no
cdlon de camundongos com colite induzida pelo DSS. De fato, a
expressio de VCAM-1 e ICAM-1 é um dos principais fatores
determinantes no recrutamento de leucdcitos para o intestino inflamado
(Sans et al., 1999), e o tratamento com anticorpo anti-VCAM-1
apresentou efeitos benéficos na colite experimental (Soriano et al.,
2000). Além disso, nossos resultados corroboram com estudos
anteriores, os quais mostraram que a RvEl e a RvD1 reduziram a
transmigracdo de leucdcitos através das células endoteliais da retina
cordide, de forma dependente da expressdo de VCAM-1 (Tian et al.,
2009). Ainda, outro estudo evidenciou que a incubacdo com EPA ou
com o DHA apresentou reducdo na expressao de VCAM-1, ICAM-1 e
LFA-1 em cultura de células epiteliais humanas estimulas com LPS
(Khalfoun et al., 1996).

O controle da expressdo das moléculas de adesdo pelas
resolvinas da série D parece ser um aspecto critico nos seus efeitos sobre
a reducdo da infiltragdo de PMN no tecido inflamado. De fato, foi
demonstrado que o tratamento com RvD1 reduziu a expressdo de
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VCAM-1 e ICAM-1 em camundongos com lesdo pulmonar
experimental, e que essa reducdo foi acompanhada de diminuicédo
expressiva do infiltrado de PMN no tecido lesionado (Wang et al.,
2011). Além disso, foi demonstrado também que a administracdo
sistémica de RvD2 reduziu significativamente a adesdo de leucocitos as
células endoteliais no modelo murino de peritonite (Spite et al., 2009),
evidenciado portanto, a participacdo das resolvinas derivadas do DHA
sobre o controle da adeséo leucocitaria e a transmigracdo celular.

Estudos anteriores demonstraram que a expressdao das
moléculas de adesdo pode ser regulada por citocinas pré-inflamatérias
de maneira dependente do fator de transcricdB K¥oshida e
Gimbrone, 1997). Por essa razdo, investigamos o efeito do tratamento
com os mediadores lipidicos derivados do dmega-3 sobre a atividade do
NF«B. De forma no#vel, observamos que a administracdo sistémica de
AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA inibiu, de forma significativa, a
fosforilagdo da proteina p65 do NéB, bem como reduziu a expref®
do RNAm para o NFkB no @lon de camundongos com colite induzida
pelo DSS. Nossos resultados confirmaram e estenderam dados de
estudos anteriores, que demonstraram que o NExkBegativamente
regulado na presenca de mediadores derivados do 6mega-3, como o
DHA ou RvE1 (Rahman et al., 2008; Ishida et al., 2010). No modelo de
dano pulmonar induzido pelo LPS, a administracdo sistémica de RvD1
reduziu de forma significativa a atividade do NFxB (Wang et al., 2011).
Além disso, estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram
que o tratamento sisttmico com o 17R-HDHA ou com a AT-RvD1
reduziu a ativacdo do N&B, sendo que esse efeito apresentou direta
associacdo com reducdo na producdo das citocinas TNF-a e IL-1B na
pata de ratos com artrite experimental (Lima-Garcia et al., 2011). Assim,
a regulacdo da atividade d&BNppelos derivados Gluega -3
apresentados nesse estudo, parece ser um ponto crucial para a
diminuicdo da resposta pré-inflamatdria, uma vez que o NMB é um
fator imprescindivel para a transcricdo de diversos genes envolvidos nas
respostas prd-inflamatorias, principalmente aquelas relacionadas com a
fase aguda do modelo de colite induzida pelo DSS.

Em conjunto, esses resultados podem sugerir que a producao
de citocinas, quimiocinas e a redugdo na atividade do NFkB, podem ser
apenas uma conseqliéncia da diminuicdo da migracdo celular para o
cllon. Todavia, para testar essa hipétese, avaliamos o efeito direto da
AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA sobre a producdo de mediadores
inflamatorios em cultura de macréfagos derivados da medula déssea
estimulados com LPS. Como descrito anteriormente, os macrofagos
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desempenham papel importante na patogénese das IBD, 0s quais estdo
associados a producdo de altos niveis de citocinas inflamatorias, tais
como TNF-a, IL-6 e IL-1B (Hanauer, 2006), bem como com a expressdo
e atividade das enzimas COX-2 e NOS2 (Rafi et al., 2007). Além disso,
tais células também tém sido descritas como um dos principais alvos de
atuacdo das resolvinas durante processos inflamatorios (Titos et al.,
2011). Nossos resultados mostraram que a incubacdo com AT-RvD1,
RvD2 ou 17R-HDHA reduziu significativamente a expressdo do RNAmM
para a COX-2, mas ndo para a NOS2, em macréfagos estimulados com
LPS. A reducdo da expressdo da COX-2 e da NOS2, por acidos graxos
poliinsaturados ja foi descrita na colite experimental (Camuesco et al.,
2005; Camuesco et al., 2006), sendo também relacionados como
importantes na patogénese das IBD (Sklyarov et al., 2011). Entretanto,
nossos resultados para a expressdao do RNAmM para a NOS2 estdo de
acordo com resultados prévios, que demonstraram que o DHA ndo inibe
a expressdo da NOS2 em cultura de células vasculares do musculo liso
estimuladas com LPS (Hirafuji et al., 2002). Além disso, outros estudos
sugeriram que a NOS2 e o 6xido nitrico (NO) sdo mediadores criticos
envolvidos na fagocitose de células em apoptose e na morte intracelular
de bactérias (Satake et al., 2000; Marriott et al., 2004).

Um estudo recente demonstrou que a incubagdo in vitro com
RvD2 aumenta a producéo de NO, e que o tratamento in vivo com RvD2
em camundongos deficientes na isoforma da sintase do 6xido nitrico
endotelial (eNOS ou NOS3), ndo reduziu a infiltragdo de PMN,
sugerindo modulacdo no trafico de leucécitos, pela RvD2, de forma
dependente da producdo de NO (Spite et al., 2009). Assim, podemos
sugerir que a atividade pro-resolucdo das resolvinas da série D, pode
estar relacionada a regulacdo positiva da expressdo da NOS2, e
consequente producdo de NO. Entretanto, a comparacdo entre a
regulacdo da expressdo da NOS3 e NOS2 pelas resolvinas da série D,
nas células inflamatorias, requer estudos adicionais a fim de esclarecer
essa hipotese.

No estudo sobre o modelo de colite induzida pelo DSS,
apresentado anteriormente nesse trabalho, verificamos que a enzima
COX-2 tem sua expressdo aumentada principalmente nas fases de
resolucdo do processo inflamatorio. Entretanto, diversos estudos tém
demonstrado seu papel importante na producdo de mediadores pro-
inflamat6rios como a PGE2 e o LTB4, em especial na fase aguda da
inflamacdo intestinal (Sakamoto, 1998). Arita e colaboradores (2005),
observaram reducao significativa na expressao da COX-2 em colons de
camundongos tratados com RVEL na colite induzida pelo TNBS. Além
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disso, outro estudo demonstrou que o tratamento sisttémico com RvD1
reduziu de forma significativa a expressdo da COX-2 no pulmdo de
camundongos com lesdo pulmonar induzida pelo LPS (Wang et al.,
2011). Ambos os estudos relacionaram a reducdo da expressdo da COX-
2, pelos mediadores lipidicos citados, como sendo benéfica nesses
modelos experimentais, pelo menos na fase aguda. Dessa forma, essas
evidéncias mostraram que a atividade ou a expressdo da enzima COX-2
parece ser regulada pelos mediadores lipidicos derivados do dmega-3
durante a fase aguda do processo inflamatério, corroborando assim com
0s resultados obtidos no presente estudo.

Em sequida, foram realizados experimentos com o objetivo de
avaliar in vitro os mecanismos envolvidos no efeito da AT-RvD1, RvD2
ou do 17R-HDHA sobre a reducdo de mediadores inflamatérios. Para
isso, macrofagos derivados da medula 6ssea foram estimulados com
LPS e pré-incubados com AT-RvD1, RvD2 e 17R-HDHA na presenca
ou na auséncia de BOC-1 (um antagonista seletivo para o receptor de
lipoxina A4, ALX), uma vez que evidéncias recentes tém sugerido que a
RvD1 atua e se liga ao receptor ALX (Krishnamoorthy et al., 2010).
Nossos resultados demonstraram que a incubacdo de macrdfagos
estimulados com LPS com a AT-RvD1, RvD2 ou 0 17R-HDHA, inibiu
de forma significativa a secrecdo das citocinas IL-6, MCP-1, IFN-y ¢
TNF-o. Esses resultad s indcam que a prgdo de mediadores pro -
inflamatorios ndo ocorre somente devido a reducdo do infiltrado celular
no tecido inflamado, mas também por efeito direto dos mediadores
derivados do DHA sobre a producdo de citocinas nas células
inflamatorias. Resultados semelhantes foram observados por Palmer e
colaboradores (2011), os quais demonstraram que a incubacdo de
macrdfagos estimulados com LPS com AT-RvD1, RvD1, RvEl ou
LXA4 apresentaram reducdo na producdo de diversas citocinas e
quimiocinas. Entretanto, de forma interessante, nossos resultados
mostraram que apenas a AT-RvD1 foi capaz de reduzir a secrecdo de
mediadores inflamatdrios in vitro, de forma dependente da ativacédo do
receptor ALX/FPR2, sugerindo que o efeito benéfico da AT-RvD1 sobre
a reducdo de mediadores pré-inflamatérios se deve a sua atuagdo no
receptor ALX/FPR2.

Diante dessas evidéncias, investigamos em seguida se o
tratamento sistémico com o0 BOC-1 poderia reverter os efeitos benéficos
da AT-RvD1 na colite induzida pelo DSS. Surpreendentemente, e em
concordancia com os resultados obtidos in vitro, o tratamento com
BOC-1 reverteu de forma significativa o efeito protetor da AT-RvD1
sobre o indice de atividade da doenca, perda de peso corporal, dano
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tecidual coldnico e encurtamento do colon. De forma semelhante, um
estudo recente demonstrou que o pré-tratamento com BOC-1 também
reverteu de forma significativa o efeito benéfico do tratamento com
RvD1 sobre o dano pulmonar induzido pelo LPS (Wang et al., 2011).
Desse modo, nossos resultados confirmaram o papel intrinseco do
receptor ALX na atividade antiinflamatoria e pro-resolucdo da AT-
RvD1.

Como descrito anteriormente, o receptor ALX/FPR2 foi
identificado como alvo para a RvD1, apresentando efeitos similares aos
encontrados na interacdo entre a LXA4 e o receptor ALX/FPR2 (Spite et
al., 2009). Entretanto, outro possivel alvo para a AT-RvD1 é o receptor
acoplado a proteina G 32 (GPR32), o qual, até recentemente, era
considerado um receptor érfao (Krishnamoorthy et al., 2010). Dados
recentes demonstraram que tanto o receptor ALX, quanto o GPR32,
aumentaram a habilidade da RvD1 em induzir fagocitose, sugerindo que
a RvD1 atua de maneira dependente da ativacdo de ambos os receptores
(Krishnamoorthy et al., 2010). Entretanto, até o momento, ainda ndo foi
descrito um receptor com sequéncia significativamente homologa ao
GPR32 em camundongos, dificultando assim a realizacdo de estudos
experimentais que venham a esclarecer a real importancia do GPR32
sobre a atividade da RvD1 (Krishnamoorthy et al., 2010). Dessa forma,
a reducdo dos efeitos da AT-RvD1 observados frente ao blogueio do
receptor ALX/FPR2, podem ser apenas parciais, ndo descartando,
portanto, a hipotese referente a atuacdo da AT-RvD1 sobre o receptor
GPR32.

Ainda esta pouco esclarecido como a ativacdo desses receptores
desencadeia a resposta pro-resolucdo, entretanto, acredita-se que a
ativacdo do receptor ALX/FPR2 pela RvD1 também causa a mudanca
do fenétipo de ativacdo dos macrofagos de M1 (pro-inflamatério) para
M2 (antiinflamatorio), através da sinalizacdo da transcricdo de genes
como o da arginase-1 (Titos et al., 2011). Essa mudanca de fenétipo de
ativacdo dos macréfagos tem sido relacionada com o blogueio na
secrecdo de citocinas do tipo Thl, como a IL-6, MCP-1 e TNF-a, além
da diminuicdo significativa na producdo de espécies reativas oxigénio
pelos macrofagos (Titos et al., 2011). Esses achados contribuiram no
esclarecimento de parte das agdes antiinflamatérias da RvD1, entretanto,
a elucidacdo total do mecanismo de agdo desse mediador ainda
permanece sob estudos.

Como descrito inicialmente neste trabalho, a AT-RvD1 é uma
metabdlito do 17R-HDHA, gerado na presenca da aspirina, através de
uma série de reacfes que incluem a epoxidagdo enzimatica e hidrolises
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(Sun et al., 2007). Estudos anteriores demonstraram que tanto a RvD1,
quanto a AT-RvD1, apresentam efeitos equipotentes sobre a reducdo da
infiltracdo de PMN no modelo de peritonite induzida em camundongos,
sem apresentarem diferencas significativas entre suas potencias,
sugerindo um sitio de acdo comum nos PMN (Sun et al., 2007). De
forma interessante, estudos prévios tém demonstrado que o 17R-HDHA
pode originar diferentes tipos de resolvinas formadas pela aspirina, tais
como a AT-RvD1 a AT-RvD4 (Spite e Serhan, 2011). Além disso,
outros trabalhos demonstraram que no tecido do célon de camundongos
transgénicos para o fator supressor de tumor, fat-1, os quais apresentam
aumento nos niveis endogenos de dmega-3, foram encontrados altos
niveis de RVE1 e RvD3, e que tais animais apresentaram protecédo contra
o0 desenvolvimento de colite induzida pelo DSS (Hudert et al., 2006).

Os dados mencionados acima ddo suporte a hipdtese de que as
acOes pro-resolucdo exercida pelo 17R-HDHA, durante a inflamacgéo
intestinal, pode ser, pelo menos em parte, devido sua conversdo em
resolvinas da série D. Entretanto, nossos resultados mostraram também
que ndo ocorreu nenhuma reversdao do efeito do 17R-HDHA, sobre a
reducdo na secrecdo de citocinas, através do bloqueio do receptor ALX
na cultura de macréfagos estimulados com LPS. Considerando que parte
do 17R-HDHA poderia ter sido transformado em AT-RvD1, esses dados
sugerem que o 17R-HDHA pode possuir uma acao per se, em sitios de
acdo diferentes das resolvinas da série D, porém, estudos futuros sdo
necessarios para esclarecer essa hipotese.

Spite e colaboradores (2009), demonstraram que o tratamento
sisttmico com a RvD2 protege camundongos contra a sepse
experimental, através da reducdo da infiltracdo de leucdcitos, producéo
de citocinas, bem como pelo aumento da eliminagdo de bactérias, dessa
forma, prevenindo a mortalidade dos animais (Spite et al., 2009).
Recentemente, Park e colaboradores (2011), demonstraram que a RvD2
¢ um potente agente anti-nociceptivo, durante quadros de dor
inflamatoria experimental, e também sugeriram que a RvD2 é um
potente inibidor enddgeno da atividade dos receptores TRPV1 e TRPAL,
0s quais estdo implicados em respostas nociceptivas. Apesar disso, 0
possivel receptor ou demais alvos de interagdo para a RvD2 ainda
permanecem desconhecidos.

Outro modelo experimental utilizado nesse estudo foi de colite
induzida pelo TNBS. O modelo murino de inflamagdo intestinal
induzido pelo TNBS foi descrito em 1995, por Neurath e vem sendo
amplamente utilizado em varios estudos, devido a sua similaridade com
as IBD em humanos, principalmente relacionado a patogénese da CD.
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Esse modelo é caracterizado pela resposta imunoldgica do tipo Thl e
tém apresentado significativa contribuicdo para a investigacdo dos
mecanismos envolvidos nas IBD e também na a descoberta de novas
alternativas terapéuticas (Morris et al., 1989; Elson et al., 1995; Elson et
al., 2005; Menozzi et al., 2006).

O TNBS penetra na parede intestinal causando ulceracdes e
necrose no tecido do célon, que estdo associadas a perda das jungdes
entre as células epiteliais e ao aumento do infiltrado celular na lamina
prépria, causando lesdo das criptas intestinais (Torres et al., 1999;
Menozzi et al., 2006). Essas alteracdes teciduais desencadeiam outras
complicagdes sistémicas, como a diminuicdo da absor¢cdo de nutrientes,
perda de peso, diarreia e prolapso retal (Neurath et al., 1995; Kawada et
al., 2007). De acordo com essas observacGes, 0 presente estudo
demonstrou que a indugdo de colite, através da utilizacdo do TNBS, foi
capaz de promover aumento do dano tecidual, elevacdo da atividade da
MPO, impedir o0 ganho de peso, assim como elevar a mortalidade dos
animais (Sugimoto et al., 2002; Zhang et al., 2006; Antonioli et al.,
2007; Zhao, J. et al., 2007). Entretanto, nossos resultados demonstraram
gue os tratamentos com a AT-RvD1, RvD2 ou com o 17R-HDHA
melhoraram de forma proeminente a taxa de sobrevivéncia dos animais,
a reducdo do peso corporal, bem como o dano tecidual macro e
microscdpico, e reduziram significativamente a atividade da MPO.
Esses dados fortalecem nossos achados no modelo de colite induzida
pelo DSS, demonstrando que os mediadores lipidicos em estudo
apresentaram eficacia em dois importantes modelos de infamagdo
intestinal, apresentando assim maior importancia para a realizacdo de
estudos clinicos futuros com esse mediadores.

Esses resultados acrescentam de forma significativa as
pesquisas acerca dos derivados do 6mega-3 e mostra que os mediadores
em estudo sdo componentes importantes no processo de resolucdo da
inflamacdo intestinal aguda. Embora muitos estudos tenham sido
realizados nos Gltimos anos, varios aspectos ainda requerem
esclarecimentos. Além disso, as pesquisas apontam para a descoberta de
novos mediadores lipidicos derivados do 6mega-3, ndo descritos neste
trabalho, como a RVE3 (Isobe et al., 2012), a qual foi recentemente
caracterizada e parece desempenhar papel semelhante aos outros
mediadores pro-resolucdo. Assim, os acidos graxos poliinsaturados,
como o 6mega-3, tem-se mostrado como uma fonte imprescindivel de
moléculas responséaveis nao apenas por importantes funcdes celulares,
mas também como fonte altamente promissora para o desenvolvimento
de alternativas terapéuticas.
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Diante dos dados apresentados, nosso estudo demonstrou que
os mediadores lipidicos derivados do émega-3, a AT-RvD1, RvD2 e 0
17R-HDHA foram efetivos em prevenir dois diferentes modelos de
colite experimental. Além disso, eles mostraram que as a¢fes benéficas
desses mediadores, estdo associadas com suas habilidades em inibir a
infiltracdo de leucocitos, reduzir a atividade daBNHiminuir a
producdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias, além e de
algumas moléculas de adesdo. Adicionalmente, demonstramos que 0
epimero da RvD1, a AT-RvD1, exerce seus efeitos benéficos de forma
dependente da ativacdo do receptor ALX/FPR2, assim como
apresentado esquematicamente na figura 48. Em conjunto, nossos
resultados sugerem que o precursor das resolvinas da série D, o 17R-
HDHA, e seus produtos, AT-RvD1l e RvDZ2, possuem potencial
terapéutico para ser usado na prevencdo e tratamento das I1BD.
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Figura 48. Diagrama esquematico ilustrando a formagdo e os efeitos benéficos dos
mediadores lipidicos derivados do DHA. O dmega-3 pode originar os &cidos graxos EPA e
DHA. O DHA é convertido pela 15-lipoxigenase em 17S-hidroxi-DHA (17S-HDHA), o qual é
precursor das 17S resolvinas da série D (RvD1-RvD4). Na presenca da aspirina, a COX-2
transforma o DHA em 17R-HDHA, o qual produz as resolvinas da série D geradas pela
aspirina (AT e ou 17R resolvinas). (A) A incubagdo com AT-RvD1, RvD2 ou 17R-HDHA
inibiu a secrecdo dos mediadores pré-inflamatérios IL-6, MCP-1, IFN-g, e TNF-a, bem como a
expressdo do RNAm para COX-2 em macréfagos estimulados com LPS. (B) Esses mediadores
lipidicos preveniram os sinais inflamatérios da colite induzida pelo DSS ou TNBS, através da
reducdo na infiltracdo de PMN e da inibicdo da produgdo de mediadores inflamatérios. (C) A
administragdo da AT-RvD1 reduziu a secre¢do de mediadores pro-inflamatérios de maneira
dependente da ativagdo do receptor ALX em cultura de macrdfagos estimulados com LPS.
Adicionalmente, os efeitos benéficos do tratamento com AT-RvD1 foram revertidos na
presenca do BOC-1 na colite induzida pelo DSS.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo buscou mapear alguns mediadores
inflamatdrios, marcadores moleculares e células inflamatoérias durante o
modelo de colite induzida pelo DSS, a fim de esclarecer os eventos
inflamatdrios deste modelo, além de buscar relacionar os resultados
obtidos para possiveis implicacdes clinicas. Em conjunto, embora nédo
seja simples a transposicdo de estudos experimentais para aplicacGes
clinicas, nossos resultados nos levaram a sugerir que o correto
diagnostico de cada fase da doenca, poderia vir a permitir terapias
especificas, a fim de se obter maior éxito no tratamento dos pacientes e,
possivelmente, menores efeitos adversos. Além disso, nossos resultados
estenderam substancialmente uma vasta rede de informacges a respeito
do modelo de colite induzida pelo DSS, auxiliando na melhor
compreensdo desse modelo experimental.

A analise dos resultados referentes a avaliacdo dos possiveis
efeitos benéficos do tratamento com os mediadores lipidicos AT-RvD1,
RvD2 e 17R-HDHA na colite experimental permitiram concluir que
esses mediadores lipidicos podem ser uma interessante alternativa
terapéutica para a prevencdo de doengcas com caracteristicas
inflamatorias, em especial as IBD. Por fim, os dados sobre os efeitos
moleculares e celulares dos mediadores lipidicos obtidos no presente
estudo, podem servir como valiosas informagdes para a compreensao do
mecanismo de acdo desses mediadores nas IBD.
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