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RESUMO

Os neutrofilos sao células importantes para a eliminacao de patdgenos, no
entanto, o recrutamento excessivo dessas células pode levar a lesao tecidual. Essa
migracao € mediada pelas quimiocinas CXC, e seus receptores, CXCR1 e CXCR2
presentes nos neutrofilos. Dessa forma, a reducao do influxo de células durante o
processo inflamatorio, através da inibicao desses receptores, pode ser uma
alternativa terapéutica apropriada para o tratamento de inumeras doencas
inflamatérias, como as doencas inflamatorias intestinais (IBD). O presente estudo
buscou avaliar se o tratamento sistémico curativo com antagonista seletivo para o
receptor CXCR2, SB225002, era capaz de reduzir a inflamacao intestinal, no modelo
de colite induzida pelo TNBS em camundongos. O SB225002 (SB) ou dexametasona
(DEX) (controle positivo) foram administrados 24 h apoés a inducao da colite, de 12
em 12 horas por trés dias. No terceiro dia apo6s a inducao da colite, os animais
foram sacrificados e diferentes parametros inflamatérios foram avaliados. A
administracao do TNBS induziu danos macro e microscopicos no coélon dos animais,
encurtamento e edema desse tecido, além de aumento do peso do baco, causando,
em muitos casos, a morte dos animais. Os tratamentos com SB ou DEX reduziram de
forma significativa todos os parametros analisados, demonstrando uma melhoria no
quadro inflamatorio. Alguns dos mecanismos envolvidos nos efeitos do SB também
foram analisados. O tratamento sistémico reduziu o influxo de neutrodfilos, a
atividade da enzima MPO, os niveis de IL-18 e KC além da expressao das proteinas
VEGF, iNOS e COX-2, no coélon dos animais. Adicionalmente, os niveis das citocinas

antiinflamatorias IL-4 e IL-10 estavam aumentados no célon de animais que
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receberam SB. Dessa forma, nossos resultados demonstraram que o bloqueio
seletivo do receptor CXCR2, através da acao do antagonista SB, se mostrou eficaz
em reduzir a inflamacao colonica no modelo de colite induzida por TNBS, sugerindo
que o SB é um potencial agente terapéutico para o tratamento das doencas

inflamatorias intestinais.
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ABSTRACT

Although neutrophils are strongly implicated in eliminating pathogens,
excessive recruitment of these cells may cause tissue damage. Neutrophil
migration is mediated by CXC chemokines and its receptors CXCR1 and CXCR2
which are expressed on neutrophil membrane. Therefore, reducing the influx of
cells during an inflammatory process may be an alternative for treating a variety of
inflammatory diseases, including inflammatory bowel diseases (IBD). This study
aimed to evaluate whether the systemic treatment with selective CXCR2 receptor
antagonist, SB225002, was capable to reduce intestinal inflammation in TNBS-
induced colitis. Both SB225002 (SB) and dexamethasone (DEX) (positive control)
were administered 24 h after colitis induction, twice a day, during three days.
Three days after TNBS administration animals were sacrificed and different
inflammatory parameters were evaluated. TNBS administration induced edema,
macro and microscopic damages in colon tissue, reduction of colon length besides
augmentation in spleen weight, leading, in most cases, to animal death. Either
treatment with SB or DEX significantly reduced all the parameters analyzed leading
to an improvement of inflammatory signs. Furthermore, some mechanisms
underlying SB effects were also analyzed. Systemic treatment with SB reduced
neutrophil influx into colon tissue, the activity of MPO, IL-18 and KC levels, and the
expression of VEGF, iNOS and COX-2 proteins. Additionally, IL-4 and IL-10 levels
were increased in the colon of animals treated with SB. These results altogether

demonstrate that selective blockade of CXCR2 receptor reduced colonic
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inflammation in TNBS-induced colitis suggesting that SB is a potential therapeutic

approach for the treatment of inflammatory bowel diseases.
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1. INTRODUCAO

1.1 O processo inflamatorio

O processo inflamatério pode ser definido como uma resposta do sistema
imune a infeccoes microbianas ou estimulos nocivos de origem quimica ou fisica
capazes de causar danos celulares e teciduais. Dessa forma, este processo
geralmente protege o organismo, além de reparar os tecidos apos eventuais danos
(Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).

Durante o processo inflamatorio ocorre aumento do fluxo sanguineo e da
permeabilidade vascular, além da dilatacao das vénulas e o recrutamento de
células para o foco da inflamacdo. Estas alteracdoes vasculares, celulares e
bioquimicas sao reguladas por mediadores inflamatorios, que podem ser definidos
como moléculas sollveis e difusiveis, produzidos por células do sistema imune que
migram para o local da lesao e por células residentes do tecido (Huerre e Gounon,
1996; Vivier e Malissen, 2005).

Diferentes tipos de células participam do processo inflamatorio
desempenhando funcdes distintas, mas muitas vezes sobrepostas. O epitélio € a
maior barreira de protecao frente a microorganismos. No entanto, quando esta
barreira é danificada, os microorganismos ativam as células residentes e
desencadeiam a resposta inflamatoria. Células residentes como, por exemplo,
mastocitos degranulam e liberam mediadores, que sinalizam respostas rapidas,
como o aumento da permeabilidade vascular. Entre outras células “sentinelas”
estdo as células dendriticas e macrofagos, que fagocitam e apresentam os

antigenos a linfocitos que chegam mais tardiamente ao foco da infeccao.
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Adicionalmente, as células residentes e as células endoteliais também podem
produzir mediadores inflamatorios responsaveis pelo recrutamento de leucocitos
para o foco da lesdo. Esses leucocitos emigrados fagocitam microorganismos e
liberam outros mediadores inflamatorios, regulando assim a resposta imune (Delves
e Roitt, 2000). No foco inflamatdrio os linfocitos T efetores atuam na eliminacao de
células infectadas, além de exacerbarem a resposta inflamatoria recrutando outros
tipos celulares como eosindfilos e basofilos, enquanto os linfocitos B ativados
produzem anticorpos (Vivier e Malissen, 2005).

Os eventos que ocorrem durante o processo inflamatério, como a
vasodilatacao, o aumento da permeabilidade vascular, assim como a ativacao e
recrutamento de leucdcitos para o tecido inflamado, sdao essenciais para o
desenvolvimento de uma resposta inflamatoria apds uma lesdao ou infeccao. Estes
processos sao dependentes da liberacao de mediadores que podem ser
representados por produtos da degranulacdo de mastocitos (histamina e
serotonina), componentes do sistema complemento, citocinas e o0xido nitrico. Além
destes, mediadores peptidicos [(cininas, neurocininas e o peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP)], e mediadores lipidicos (leucotrienos, prostaglandinas
e fator de ativacao plaquetaria), também exercem papel relevante no processo
inflamatério (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).

A vasodilatacao é um fenomeno classico associado a inflamacao que facilita
a disponibilidade local de mediadores e células inflamatorias. Este processo ocorre
minutos apos uma lesdo, a qual primariamente envolve arteriolas, capilares e
vénulas, levando inicialmente a um aumento do fluxo sanguineo local. Esse
processo € primeiramente mediado pelo 6xido nitrico (NO) e por prostaglandinas

vasodilatadoras (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004). O NO é produzido a partir da L-
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arginina, através da acao da enzima Oxido nitrico sintase (NOS), que pode ser
encontrada em trés isoformas, a endotelial (eNOS) e a neuronal (nNOS), que sao
constitutivamente expressas, € a forma induzida (iNOS), que é produzida apods a
ativacao de leucocitos em condicoes inflamatorias (Vallance e Chan, 2001).

As prostaglandinas, tais como PGl;, PGD, e PGE;, sao mediadores lipidicos
sintetizados a partir do acido araquidonico através da acao da enzima
ciclooxigenase (COX), esta Ultima pode ser encontrada em duas isoformas, a
ciclooxigenase tipo 1 (COX-1), que é constitutiva, e a ciclooxigenase tipo 2 (COX-2),
que € induzida durante processos inflamatoérios. A COX-1 é responsavel pela rapida
producao de prostaglandinas, como a prostaciclina, na mucosa gastrica, geralmente
atuando nas fases primarias do processo inflamatorio. Por outro lado, a COX-2 pode
estar envolvida no desenvolvimento, progressao e até na resolucao de condicoes
patologicas (Mitchell et al., 1995). Apesar de existirem excecOes, as
prostaglandinas produzidas via COX-1 sao usualmente relacionadas com funcoes
fisiologicas do organismo, enquanto que as sintetizadas via COX-2 geralmente estao
envolvidas em processos inflamatorios (Simmons et al., 2004).

Um importante fenomeno atribuido a vasodilatacao e ao extravasamento de
fluidos em processos patofisiologicos € o recrutamento de leucécitos para o sitio
inflamatorio. Este processo compreende etapas como a marginacao, adesao ao
endotélio e a migracao de células. Cerca de 50 a 60 % dos leucocitos presentes na
circulacao sanguinea sao neutrofilos (Smith, 1994), sendo estes os primeiros e mais
abundantes leucécitos a chegarem ao foco da inflamacao.

Uma das etapas fundamentais para que ocorra a migracao de neutrofilos € a
liberacao de substancias quimioatraentes que formam um gradiente de

concentracao entre a area lesionada e as vénulas pods-capilares, favorecendo a
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adesao dos neutrdfilos com as células endoteliais, dando inicio assim ao rolamento
desses leucocitos pelo endotélio vascular (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Kelly
et al., 2007).

O processo de transmigracao de neutrofilos ocorre através de fases distintas:
marginacao, rolamento, adesao, diapedese e quimiotaxia (Figura 1). A marginacao
€ o processo do movimento do neutrofilo da regiao central do fluxo sanguineo para
a periferia do vaso. Durante a vasodilatacao ocorre uma retracao das células
endoteliais das pequenas vénulas (denominadas vénulas pos-capilares), que
acarreta em aumento da permeabilidade vascular e no extravasamento de
proteinas e de células, do sangue para o tecido, favorecendo o contato entre os
leucdcitos e o endotélio venular, auxiliando assim no processo de marginacao. Apds
este processo, ocorre uma fraca interacao adesiva entre o neutréfilo e as células
endoteliais vasculares, fazendo com que os neutrofilos mantenham estreita
proximidade com o endotélio vascular. A aderéncia dos neutrofilos ao endotélio
vascular € mediado por moléculas de adesao expressas nas membranas celulares,
denominadas selectinas, que por sua vez permitem o rolamento do leucocito sobre
as células endoteliais (Marshall et al., 2003). As selectinas (E-selectina e P-
selectina) sao expressas pelas células endoteliais e sdao proteinas fundamentais para
o processo de rolamento, permitindo a desaceleracao do movimento dos neutroéfilos
sobre o endotélio (Ley et al., 2007).

Moléculas como as integrinas também participam do processo de rolamento
auxiliando na adesao leucocitaria. As integrinas a48; e B, e a molécula intercelular
de adesao 1 (ICAM1), dentre outras, estdao intimamente ligadas ao processo de
rolamento do leucdcito sobre o endotélio vascular (Ley et al., 2007), o que facilita

a transmigracao celular ao foco inflamatorio.
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Em seguida, os neutréfilos atravessam o endotélio através de juncoes entre
as células, caracterizando assim o processo de diapedese (transmigracao), que

também pode ser facilitado por moléculas de adesao (Kelly et al., 2007).

Rolamento
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Fonte: Adaptado de Sherwood, ER e Toliver-Kinsky (2004).

Figura 1. Mecanismos de rolamento, adesdo, diapedese e quimiotaxia de neutrofilos. A
inflamacao causa a marginacao dos neutrofilos, facilitando as interacoes entre as células endoteliais
vasculares e os neutrofilos. Essas interacdoes sao mediadas por selectinas e seus ligantes, os quais
promovem o rolamento do neutrofilo. A adesdo do neutrofilo é potencializada pela interacao de
integrinas e moléculas de adesao intercelular (ICAM). Os neutréfilos migram para o foco da lesao

pela acao de moléculas quimioatraentes como quimiocinas e produtos bacterianos.

Os neutrodfilos, assim como outros leucocitos, também necessitam de
moléculas quimioatraentes para facilitar sua migracdo ao sitio da lesao ou

infeccao. Moléculas quimioatraentes sao mediadores sollUveis, como por exemplo,
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bioprodutos de bactérias, componentes do complemento, citocinas
quimioatraentes (quimiocinas), leucotrieno B4 (LTB4) ou o fator de ativacao
plaquetaria (PAF) que ao agirem em seus receptores tém a funcao de atraem o
leucocito ao tecido inflamado (Simon e Green, 2005). Quando ocorre uma
inflamacao tecidual ha um expressivo aumento da producao local de quimiocinas,
causando em consequéncia, recrutamento seletivo de leucocitos para o local
afetado. As quimiocinas que sao liberadas determinam os subtipos celulares
recrutados para o sitio inflamatoério (Luster, 1998). Esta seletividade na migracao
leucocitaria é regulada pelos diferentes tipos de receptores de quimiocinas
presentes na membrana celular dos leucécitos (D'ambrosio et al., 2003).

Uma vez no foco inflamatorio, os neutrofilos sao capazes de fagocitar e
liberar fatores citotoxicos, eliminando os microorganismos. Em seus granulos
citoplasmaticos, o neutréfilo possui varias enzimas proteoliticas capazes de lisar os
microorganismos. Nos granulos azurofilos, lisossomos verdadeiros ou granulos
primarios estdo presentes defensinas, lisozimas, mieloperoxidase, elastases,
catepsinas, hidrolases acidas, entre outras enzimas, que atuam na digestao dos
microorganismos fagocitados. Apos este evento o neutrofilo entra em processo de
apoptose finalizando seu ciclo (Smith, 1994; Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Kelly
et al., 2007).

O desencadeamento de outros processos como a cascata da coagulacao e a
ativacao do sistema complemento, juntamente com os aspectos anteriormente
expostos tornam a resposta inflamatoria um complexo sistema de defesa do
organismo. Entretanto, essa mesma resposta, quando desregulada, pode levar ao

desencadeamento de inUmeras patologias.
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1.2 O Papel das quimiocinas e seus receptores na inflamacdo

As quimiocinas sao proteinas de baixo peso molecular que estimulam o
movimento dos leucocitos e regulam a sua migracao direcionando-os a tecidos
linféides ou periféricos. Esse direcionamento depende do grau de maturacao e da
ativacao celular, assim como do estado de inflamacao do tecido; isso porque a
producao das quimiocinas e a expressao de seus receptores sao regulados por uma
grande variedade de moléculas que contribuem para o estabelecimento da resposta
inflamatéria (Allen et al., 2007).

A identificacao de um grande nimero de receptores para as quimiocinas e a
caracterizacao da seletividade de sua expressao em diferentes tipos de leucocitos
tem auxiliado no esclarecimento de mecanismos envolvidos na regulacao do trafego
de leucocitos em situacdes patogénicas e nao-patogénicas (Baggiolini, 2001).

Mais de 45 genes nao-alélicos de quimiocinas foram identificados no genoma
humano (Rollins, 2006). As quimiocinas sao classificadas em familias com base no
numero e na localizacao dos residuos de cisteina N-terminais. Um pequeno nimero
de quimiocinas possui uma Unica cisteina (familia C) ou duas cisteinas separadas
por trés aminoacidos (CX3C) (Abbas e Lichtman, 2003). As duas principais familias
sao as da quimiocinas CC, onde os residuos de cisteina sao adjacentes, e a familia
CXC, na qual esses residuos sao separados por um aminoacido. A familia CXC pode
ainda ser dividida em duas; a CXC (ELR-) e CXC (ELR+), que tem como
caracteristica possuir a seqiiéncia de aminoacidos N-terminal glutamato-leucina-
arginina (Allen et al., 2007).

Os fagocitos presentes na circulacao sanguinea expressam diferentes tipos de
receptores para quimiocinas (Figura 2). Os receptores CXCR1 e CXCR2 sao

comumente encontrados em neutrofilos, enquanto os monodcitos, eosindfilos e
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basofilos compartilham alguns receptores, entretanto também expressam
receptores distintos (CCR3 em eosinofilos e basofilos e CCR5 em mondcitos). Dessa
forma, esses leucocitos podem ser recrutados de forma seletiva, como no caso dos
eosinofilos que possuem CCR3, o qual é ativado por eotaxinas que sao liberadas

principalmente em inflamacoes alérgicas (Baggiolini, 2001).
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Fonte: Adaptado de Baggiolini, M (2001).

Figura 2. Expressao dos receptores de quimiocinas nos diferentes leucocitos humanos.

Durante a resposta inflamatoria as quimiocinas CXC (ELR+), como a
interleucina-8 (IL-8/CXCL8/KC/GRO) atrai neutrofilos para o sitio da lesao através
da ativacao de dois receptores intimamente relacionados: CXCR1 e CXCR2, que
assim como os demais receptores para quimiocinas sao acoplados a proteina G
(GPCR) e possuem sete dominios transmembranares. De modo similar a CXCL8 (KC),
outras quimiocinas mais recentemente descritas também podem estimular ambos
receptores (Proost et al., 1993). Algumas quimiocinas ativam preferencialmente o
receptor CXCR2, nao exercendo efeitos sobre o receptor CXCR1, como a CXCL1
(GROa), CXCL2 (GROB), CXCL3 (GROy), CXCL5 (ENA 78), CXCL6 (GCP-2) e CXCL7

(NAP 2), enquanto que o receptor CXCR1 é ativado pela CXCL6, CXCL7 e CXCL8
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(Walz e Baggiolini, 1989; Haskill et al., 1990; Jones et al., 1997; Wells et al., 2006;
Allen et al., 2007).

Estudos recentes apresentaram resultados controversos em relacao as
funcoes desencadeadas pelos receptores CXCR1 e CXCR2. Algumas evidéncias
indicam que o receptor CXCR1 desenvolve o papel central na quimiotaxia de
polimorfonucleares (Bertini et al., 2004; Di Cioccio et al., 2004; Frydelund-Larsen
et al., 2007), e que o receptor CXCR2 esta principalmente envolvido na
angiogénese através da ativacao pela CXCL8 (Addison et al., 2000; Heidemann et
al., 2003; Frydelund-Larsen et al., 2007). Por outro lado, estudos de binding
mostraram que a CXCL8 liga-se com maior afinidade ao receptor CXCR2
promovendo atividade quimioatraente preferencialmente por este receptor (White
et al., 1998; Catusse et al., 2003).

Os mecanismos intracelulares desencadeados apods ativacao dos receptores
CXCR1 e CXCR2 compreendem basicamente a ativacao da enzima fosfolipase C do
tipo B (PLCB). A PLCB cliva o fosfatidil-inositol-4,5-difosfato (PIP;) em dois
segundos mensageiros intracelulares, o inositol-1,4,5-trifosfato (IP;) e o
diacilglicerol (DAG). O IP; induz a liberacdo de calcio (Ca*’) de estoques
intracelulares, promovendo aumento na concentracdo de Ca** disponivel no citosol;
ja o DAG ativa diferentes isoformas de proteinas quinases C (PKC). Além disso, a via
da fosfatidilinositol-3-hidroxiquinase do tipo y (PI3Ky) também pode ser ativada
gerando fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato iniciando a ativacao de outra quinase, a
PKB (Thelen, 2001).

Varios trabalhos vém demonstrando o papel das quimiocinas e seus
receptores em diversas patologias, como artrite reumatoide, l0pus eritematoso,

doencas inflamatodrias intestinais, inflamacoes pulmonares e aterosclerose
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(Baggiolini, 2001). Nas inflamacdes intestinais, os macrofagos, as células
endoteliais, os fibroblastos e as células epiteliais secretam moléculas
quimioatraentes, como a CXCL8 e a CXCL5, que atuam na migracao de neutrofilos.
Além disso, as citocinas IL-18 e o TNF-a, que sao liberadas por estes tipos celulares
aumentam a expressao de moléculas de adesdao nos leucécitos circulantes e em
células endoteliais (Macdermott, 1999).

Este aumento na producao de quimiocinas e na expressao de moléculas de
adesao promove uma maior migracao de macrofagos e granulocitos presentes na
circulacao para a mucosa intestinal inflamada. Além disso, o0 aumento desse influxo
celular promove a formacao de espécies reativas de oxigénio, NO, leucotrienos e
proteases que contribuem ainda mais para o aumento do dano tecidual que ocorre

nas doencas inflamatodrias (Macdermott, 1999).

1.3 Doencas Inflamatorias intestinais

Doencas inflamatorias intestinais (IBD, do inglés inflammatory bowel
disease) € uma classificacao genérica para um grupo de desordens inflamatorias do
trato gastrointestinal que é caracterizada por dano e inflamacao da mucosa
intestinal. As duas principais IBD sao a colite ulcerativa (UC, do inglés ulcerative
colitis) e a doenca de Crohn (CD, do inglés Crohn’s disease) (Aharoni et al., 2006).

A CD ¢é geralmente caracterizada por ser uma doenca inflamatoéria
transmural que afeta todo o trato digestivo, podendo afetar desde a boca até o
anus. Por outro lado, a UC é uma doenca inflamatoria nao transmural que esta

restrita ao colon (Figura 3) (Baumgart e Carding, 2007).
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A ocorréncia das IBD pode envolver fatores como idade, raca, etnia e regiao
geografica. A UC e CD comecaram a se estabilizar em regidoes onde era considerada
de alta incidéncia, como a América do Norte e o norte da Europa, entretanto tém
se elevado em areas como o sul da Europa, Asia e em muitos outros lugares do
mundo. Os casos de pessoas que sofrem destas doencas podem chegar a 1,4 milhao

nos Estados Unidos e a 2,2 milhdes na Europa (Loftus, 2004).

Doengas inflamatorias intestinais

Doenca de Crohn Colite ulcerativa

Figura 3. Principais doencas inflamatorias intestinais. Doenca de Crohn (CD) e Colite ulcerativa
(UC). A CD pode ocorrer ao longo de todo o trato gastrointestinal, enquanto a UC caracteriza-se por

uma inflamacao restrita ao célon.

A UC e CD estao associadas com manifestacoes extraintestinais, como o
aumento na incidéncia de cancer gastrointestinal (Blumberg e Strober, 2001). Além
disso, ambas ocorrem tipicamente entre a segunda e terceira décadas de vida,
sendo que a maioria dos individuos afetados desenvolve a doenca em sua forma

cronica (Xavier e Podolsky, 2007).
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O componente hereditario tem se mostrado bastante relacionado ao
desenvolvimento das IBD. Parentes de primeiro grau de individuos afetados
parecem ter um risco cinco vezes maior no desenvolvimento desta patologia (Xavier
e Podolsky, 2007).

Estudos recentes demonstraram que o transportador de cations organicos do
tipo N1 (OCTN1, do inglés organic cation transporter N1) esta envolvido na
suscetibilidade ao desenvolvimento das IBD (Lamhonwah et al., 2003). Estas
anormalidades podem resultar em um defeito na resposta imunoldgica,
favorecendo a proliferacao de diversos tipos de bactérias na mucosa intestinal, o
que pode levar ao surgimento das IBD (Swidsinski et al., 2002).

Os estudos sobre a resposta imune na patogénese das IBD avancaram muito
apos a identificacao do gene CARD15 (do inglés, caspase recruitment domain 15),
que codifica a NOD2 (do inglés, nucleotide-binding oligomerization domain 2), o qual
é preferencialmente expresso em macrofagos e células dendriticas. Esse gene
codifica proteinas intracelulares que desencadeiam a via das proteinas quinases
ativadas por mitégeno e ativam o fator nuclear kB (NFKB), em resposta a
estimulacao bacteriana (Bonen et al., 2003; Girardin et al., 2003; Inohara et al.,
2003). Ha alguns anos, estudos evidenciaram mutacdes no gene CARD15 em cerca
10-15% dos pacientes com CD (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001). Essas
mutacoes sao resultantes da substituicdio de trés aminoacidos em regides
especificas, Arg702Trp, Gly908Arg e Leu1007fsinsCys (Lander et al., 2001; Lesage
et al., 2002).

Um numero cada vez maior de modelos de inflamacao intestinal em animais
tem contribuido de forma substancial para uma melhor compreensao dos

mecanismos envolvidos na patogénese das IBD.
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Varias evidéncias sugerem que um equilibrio dinamico entre os
microorganismos, especialmente os da flora comensal, a barreira epitelial da
mucosa e a resposta imunoldgica do hospedeiro, exercem um papel central na
iniciacdo e desenvolvimento da patogénese das IBD (Xavier e Podolsky, 2007).
Alguns estudos demonstram que o sistema imunologico € ativado como resultado de
um defeito proprio (ativacao constitutiva ou falha em alguns mecanismos
regulatorios), ou devido a estimulacao continuada da mucosa, resultando em uma
mudanca da barreira epitelial (Mashimo et al., 1996; Schmitz et al., 1999).

Foi demonstrado que a flora entérica de pacientes com IBD é maior que em
pacientes saudaveis (Darfeuille-Michaud et al., 1998; Barnich et al., 2007). A
importancia da flora intestinal no desenvolvimento das IBD é evidenciada por
estudos que utilizam linhagens murinas especificas, cujo desenvolvimento de colite
espontanea, parece depender da presenca da flora luminal (Xavier e Podolsky,
2007).

A protecao da mucosa pela barreira epitelial € uma funcao tao importante
quanto a funcao de absorcao de nutrientes e a secrecao de fluidos. Ela impede a
penetracao de macromoléculas e bactérias provenientes do lumen. A importancia
desta barreira na predisposicao ao desenvolvimento das IBD pode ser evidenciada
por descobertas de anormalidades na permeabilidade intestinal em parentes de
primeiro grau de portadores de CD (Irvine e Marshall, 2000; Buhner et al., 2006).

As células do epitélio intestinal expressam receptores de reconhecimento
padrao do tipo toll (TLR, do inglés toll-like receptors), NOD1 e 2, e receptores para
diferentes tipos de quimiocinas (Cario et al., 2000; Hisamatsu et al., 2003). Os TLR
sao receptores que geralmente estdao presentes na superficie celular e sao os

responsaveis pelo desencadeamento da sinalizacdo em resposta a um agente
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infeccioso. Ja as moléculas NOD encontram-se no citoplasma de células epiteliais e
imunes, e sao responsaveis pelo reconhecimento de fragmentos derivados de
peptidioglicanos bacterianos (Inohara et al., 2003; Philpott e Girardin, 2004;
Strober et al., 2006).

As células goblet constituem um componente importante do epitélio
intestinal. Elas sao responsaveis pela producao de peptideos que sdo cruciais tanto
para defesa como para o reparo do epitélio da mucosa intestinal (Mashimo et al.,
1996). Estudos recentes demonstraram que a mucina-2 (MUC2), a glicoproteina
mais secretada pelas células goblet, é expressa com defeito em pacientes com IBD.
Foi demonstrado ainda que camundongos com delecéo génica para a MUC2 (MUC"),
sao deficientes em células goblet e desenvolvem colite espontanea (An et al.,
2007). Entretanto, a delecao do gene que codifica a RELMB (do inglés, resistin-like
molecule beta) outra proteina especifica de células goblet, que € induzida na
presenca de bactérias, acarreta na reducao da severidade da colite induzida por
DSS em camundongos (Mcvay et al., 2006). Dessa forma, as células goblet parecem
estar atuando tanto na protecao como na patogénese da colite (Itoh et al., 1999).

O desenvolvimento de uma resposta imunoldgica desregulada, que
geralmente esta relacionada a alteracdes genéticas, € em grande parte mediada
pela ativacao desenfreada de neutrdfilos e macréfagos, além de ser caracterizada
por um aumento na formacao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Martin
et al., 2006).

Os macrofagos sao potenciais produtores de citocinas, quimiocinas,
metaloproteinases de matriz, colagenases e elastases. A citocina IL-12, por
exemplo, desenvolve importante papel na patogenicidade das IBD sendo produzida

por macrofagos e células dendriticas, que por sua vez sao especializadas no
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mecanismo de processamento e apresentacao de antigenos no intestino inflamado,
que é crucial no desenvolvimento de respostas mediadas por linfocitos T (Parronchi
etal., 1997).

Os neutrofilos também desempenham papel importante nas IBD. Eles causam
dano tecidual e liberam diversos mediadores inflamatorios, incluindo espécies
reativas de oxigénio, mediadores lipidicos, proteases e citocinas pré-inflamatorias
como a IL-18 e TNF-a (Nikolaus et al., 1998). Estudos indicam que o dano tecidual
mediado por neutrofilos nas IBD deve-se, em parte, a um defeito no seu mecanismo
de apoptose, o que prolonga sua vida util (Brannigan et al., 2000).

Os eosinofilos também participam da resposta inflamatoéria presente nas IBD.
Essas células representam uma pequena parcela dos leucocitos presentes na
circulacao (Al-Haddad e Riddell, 2005), as quais sao atraidas para o intestino
inflamado em resposta a eotaxina, que € uma quimiocina expressa por todo trato
gastrointestinal e encontra-se aumentada em pacientes portadores de IBD (Garcia-
Zepeda et al., 1996; Mir et al., 2002). Os eosinofilos secretam proteinas pro-
inflamatdrias como eosindfilo peroxidase, que pode causar dano tecidual e abrir
poros nas membranas das células alvo, além de aumentar a reatividade do musculo
liso gerando espécies reativas de oxigénio (Rothenberg et al., 2001). No entanto, a
resposta dos eosinofilos na inflamacao intestinal parece estar mais relacionada a
CD do que a UC (Mir et al., 2002).

A caracterizacao dos mecanismos que levam a ativacao de macrofagos e
linfocitos T sugere que algumas citocinas, como o IFN-y, ativam os macréfagos, que
por sua vez, produzem as citocinas IL-12 e IL-18, as quais estimulam os linfocitos

Th1, formando um ciclo de ativacao (Figura 4) (Podolsky, 2002).
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Em pacientes com UC ha uma predominancia de linfécitos CD4+ com células
do fenotipo Th2, caracterizada pela alta producao de TGFB e IL-5. Por outro lado,
na mucosa de pacientes com CD predomina a resposta do fenotipo Th1, que é
caracterizada pela producao de interferon-y (IFN-y) e interleucina-2 (IL-2) (Fuss et

al., 1996).

Bactéria
Célula Th1

Fonte: Adaptado de Podolsky, DK (2002).

Figura 4. Patogénese das IBD. O epitélio intestinal integro constitui uma populacao de células que
cria uma barreira contra os agentes patogénicos presentes no limen. A integridade da barreira pode
estar comprometida por variacoes genéticas, reparo tecidual reduzido e por agentes externos. A
quebra da integridade epitelial pode ocorrer pela acdao de produtos de bactérias comensais na
barreira epitelial, levando a interacao direta com células imunes, como células dendriticas e
populacoes de linfécitos. A producao de IFN-y pelos linfécitos Th1, ativa macrofagos, que produzem
IL-12 e IL-18 que irdo estimular as células Th1, formando um ciclo de ativacdo. Os macréfagos

ativados produzem uma variedade de citocinas e quimiocinas, sobretudo TNF-qa, IL-6 e IL-1.
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Na CD a resposta Th1 parece estar influenciada pelas células Th17, que sao
caracterizadas pela producao da interleucina-17 (IL-17) (Kolls e Linden, 2004). A
producao desta citocina € estimulada pela IL-6, TGFB e IL-23, e por secretados de
neutrofilos 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 (Fujino et al., 2003; Schmidt et al., 2005). Ja o perfil da resposta das
células T na UC é mais dificil de ser caracterizado. A producao das citocinas IL-4 e
IL-5, as quais estao elevadas no tipo de resposta Th2, nem sempre sao encontradas

em altos niveis em tecidos com UC (Fuss et al., 1996).

1.4 Papel da angiogénese nas doencas inflamatdrias intestinais

A angiogénese € um processo de formacao de novos capilares a partir de
vasos pré-existentes, sendo um constituinte fundamental em diversos processos
bioldgicos incluindo crescimento, desenvolvimento e reparo do tecido (Carmeliet,
2003).

Desde os processos de ulceracao aos de regeneracao, a angiogénese € sem
divida um componente importante na patologia das IBD (Carvalho, J. F. et al.,
2007). Muitos estudos tém demonstrado que o fator pré-angiogénico VEGF
encontra-se em niveis elevados em pacientes portadores de IBD, em comparacao a
pessoas sadias (Griga et al., 1998; Kanazawa et al., 2001; Danese et al., 2006).

Entre as conseqiiéncias da expansao dessa nova rede vasos durante o
processo inflamatorio estao o aumento no influxo de leucocitos, a maior oferta de

nutrientes que mantém o processo imune metabolicamente ativo, e também a
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ativacao das células endoteliais que contribuem para a producao local de citocinas,
quimiocinas e metaloproteinases de matriz. Em conjunto, tais alteracoes
contribuem para a progressao das IBD (Firestein, 1999; Szekanecz e Koch, 2004).

O infiltrado de leucocitos nao sé contribui para a iniciacao do dano tecidual,
mas também pode regular a atividade angiogénica. Diversos estudos tém
evidenciado a producao de varios fatores angiogénicos, provenientes de diferentes
tipos de leucocitos, que também podem modificar a matriz extracelular
promovendo assim a formacao de novos vasos (Cassatella, 1999; Kasama et al.,
2000; Shamamian et al., 2001). Os neutrofilos sao uma grande fonte de fatores
angiogénicos como o VEGF e CXCL8, bem como metaloproteinases de matriz (MMP-
2 e 9), que sao liberados na foco da inflamacdao e regulam a angiogénese
(Kusumanto et al., 2003; Schruefer et al., 2005). Os macrofagos desempenham
papel angiogénico nas IBD, pois também sao fontes de algumas citocinas pro-
angiogénicas, tais como o VEGF, o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), TNF-
a e CXCL8 (Polverini, 1997; Knowles et al., 2004).

Dessa forma, a liberacao de fatores que promovem a migracao de leucocitos,
pode, direta ou indiretamente, promover a neovascularizacao na inflamacao

verificada nas IBD (Chidlow et al., 2006).

1.5 Modelos experimentais de doencas inflamatorias intestinais

Para uma melhor compreensao dos mecanismos envolvidos na patogénese
das IBD, varios modelos animais vém sendo desenvolvidos (Wirtz e Neurath, 2000).
Embora esses modelos nao representem na totalidade a complexidade da doenca
que acomete o homem e nao substituam a utilizacao de tecidos humanos doentes,

eles constituem valiosas ferramentas para analise de muitos aspectos importantes
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das IBD que sao dificeis de serem estudados em humanos, tais como mecanismos
fisiopatologicos envolvidos nas fases iniciais do desenvolvimento da UC e a busca
por alternativas terapéuticas emergentes (Wirtz e Neurath, 2007).

Os modelos de colite induzidos por agentes quimicos sao os mais comuns
dentre os utilizados e reproduzem varios aspectos imunologicos e histopatoldgicos
das IBD em humanos. O aparecimento da inflamacao intestinal nesses modelos €
rapida, o que torna sua utilizacao relativamente simples (Wirtz et al., 2007).
Alguns modelos quimicos sao realizados através da insercao de um cateter no colon
do animal (camundongos, ratos ou coelhos) para instilacdo de um determinado
agente. Dois modelos bastante conhecidos e que utilizam esse tipo de técnica sao o
do acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfonico (TNBS) e o da oxazolona. Ambos agentes
requerem a diluicao em etanol, que tem como funcao quebrar a barreira da
mucosa facilitando o contato de antigenos luminais com as células do sistema
imune presentes na lamina propria (Morris et al., 1989; Wirtz et al., 2007). A
resposta desencadeada por estes haptenos é mediada por um massivo infiltrado de
leucocitos 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 inflamacao intestinal € o sulfato de
dextrano sédico (DSS). Esse agente é diluido na agua que os animais bebem e é
administrado durante varios dias. Ja foi descrito sua utilizacdo em ratos,
camundongos e cobaias. O desenvolvimento da inflamacao intestinal causada pelo
DSS é caracterizado principalmente por diarréia, ulceracées e infiltracao de
granulocitos (Okayasu et al., 1990).

Existem também modelos animais em que as IBD desenvolvem-se

espontaneamente. Nestes modelos, as mutacdes genéticas relacionadas aos
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componentes do sistema imune causam processos inflamatorios intestinais de
diversos tipos, e nestes casos, geralmente, a sintomatologia inflamatodria se
intensifica progressivamente até a morte do animal (Wirtz e Neurath, 2000; Elson
et al., 2005; Wirtz e Neurath, 2007). Por exemplo, animais com delecao de genes
que codificam receptores de células T (TCR) ou de proteinas do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC), apresentam quadro de inflamacao no colon apéds 3
a 4 meses de vida e acabam morrendo de UC (Takahashi et al., 1999). Um erro na
codificacao do fator de transcricao STAT3 (do inglés, signal transducer and
activator of transcription 3) em macrofagos e neutrofilos de camundongos pode
causar uma enterocolite espontanea, e além disso, pode gerar o desenvolvimento
de adenocarcinoma coloretal em animais mais velhos (Takeda et al., 1999).

A delecao génica para algumas citocinas também pode possibilitar o
desenvolvimento de colite espontanea em animais. Dentre estes modelos se
destacam os que utilizam camundongos knockout (KO) para as citocinas IL-10 e IL-
2. Os animais com essas caracteristicas desenvolvem enterocolite espontanea,
devido a desregulacdao da interacao entre as células do sistema imune e a flora
entérica. A utilizacao destes modelos é considerada altamente reproduzivel e
também influenciavel por fatores ambientais (Kuhn et al., 1993; Sadlack et al.,
1993). A delecao ou deficiéncia de inUmeras outras proteinas presentes em células
que participam do processo inflamatério mostraram-se importantes no

desenvolvimento de colite espontanea.

1.6 Tratamentos em doencas inflamatorias intestinais
Os avancos nos estudos em imunologia das mucosas, ocorridos nos Ultimos

anos, tém sido aplicados as IBD com o intuito de gerar novos potenciais
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terapéuticos. Até recentemente, o arsenal terapéutico disponivel para tratar UC e
CD era relativamente limitado, compreendendo essencialmente os compostos do
acido 5-aminosalicilico (ASA), esterdides e o azatioprina/6-mercaptopurina.
Durante a década de 1990, novos agentes terapéuticos foram testadas e os agentes
imunorregulatorios como o metrotexato e a ciclosporina foram incluidos (Korzenik
e Podolsky, 2006).

O Azatioprina e a 6-mercaptopurina sao usados para o tratamento de UC e
CD em pequenas doses, e sdao geralmente co-administrados com corticosteroides.
Essas drogas atuam na reducao da populacdao de linfocitos durante o processo
inflamatério (Xu et al., 2004). O metotrexato € um medicamento bastante utilizado
para o tratamento de artrite reumatoide e psoriase, entretanto também exerce
efeitos benéficos em pacientes portadores de IBD. Essa droga é utilizada quando o
tratamento com corticosterdides ou com azatiopreno/6-mercaptopurina nao obtém
efeitos satisfatorios. Sua administracdo € via intramuscular, e seus efeitos
colaterais limitam bastante sua utilizacao (Xu et al., 2004; Feagan et al., 2005).

Estas terapias classicas utilizadas para o tratamento das IBD estao associadas
a incidéncia de efeitos colaterais importantes, sobretudo com a utilizacao dos
imunossupressores e moduladores. Alguns dos efeitos nao desejados causados pela
utilizacao de corticosterdides incluem a sindrome de Cushing, acne, infeccoes,
hipertensao, estrias, diabetes melitus, osteoporose, catarata e glaucoma (Marshall
e Irvine, 1997; Lichtenstein et al., 2006a). O Azatiopreno e a 6-mercaptopurina por
sua vez, pode causar pancreatite, febre, nauseas, diarréia, trobocitopenia,
leucopenia, infeccoes e linfoma (Kandiel et al., 2005; Rutgeerts et al., 2005).

Em 1998, foi aprovado pelo FDA (do inglés, Food and Drug Administration) o

uso do infliximab (Remicade; Centocor) um anticorpo quimérico monoclonal
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direcionado contra o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e para o tratamento de
CD, dando origem a uma nova geracao de agentes terapéuticos para IBD (Korzenik e
Podolsky, 2006). O infliximab atua ao se ligar ao TNF-a impedindo que ele se ligue
a seus receptores nas membranas das células alvo. No entanto, existem evidéncias
de que sua acao no tratamento de doencas inflamatorias cronicas é, em parte,
atribuida a sua habilidade em induzir a apoptose de mondcitos (Podolsky, 2002).

Varias outras terapias anti-TNF tém sido avaliadas em ensaios clinicos
controlados. O Etanercept e o Ornecept, dois anticorpos em fase de estudos,
mostraram-se eficazes na inducao de apoptose de células T e nos mondcitos. Além
disso, o Certolizumab, um agente anti-TNF ndo-apoptdtico, apresentou resultados
semelhantes na clinica (Lugering et al., 2001; Baumgart e Sandborn, 2007).
Entretanto, muitos desses anticorpos so6 apresentam eficacia quando administrados
em altas doses, o que pode aumentar ainda mais seus efeitos colaterais, podendo
causar complicacées como a formacao de auto-anticorpos, insuficiéncia cardiaca,
linfoma e facilitar infeccoes por agentes oportunistas (Korzenik e Podolsky, 2006;
Lichtenstein et al., 2006a; Lichtenstein et al., 2006b). Além disso, o alto custo da
terapia anti-TNF limita de forma consideravel o tratamento dos pacientes,
sobretudo nos paises em desenvolvimento.

Estudos clinicos envolvendo a modulacao de outras citocinas também tém
contribuido na atenuacao do quadro inflamatorio de UC e de CD. Em altas doses, o
anticorpo anti-IFN (Fontolizumab) apresentou bons resultados em alguns grupos de
pacientes (Hommes et al., 2006; Reinisch et al., 2006). Adicionalmente, existem
anticorpos humanizados contra as interleucinas IL-12 e IL-23, o ABT-874 e CNTO

1275 respectivamente, que bloqueiam suas acdes. Estudos atualmente em fase
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clinica Il com o ABT-874, em pacientes com CD, sugerem beneficios clinicos
(Baumgart e Sandborn, 2007).

Como exposto anteriormente, as células T desempenham importante papel
no desenvolvimento da resposta imune nas IBD. Varias terapias vém buscando
controlar a ativacao dessas células, com o intuito de bloquear a producao de
citocinas pro-inflamatoérias, ou mesmo de induzir a apoptose de um grupo
especifico de linfocitos (Korzenik e Podolsky, 2006). Algumas terapias recentes
para o tratamento CD tém procurado reduzir a resposta dos linfocitos T CD4+
através da utilizacao de anticorpos especificos anti-CD4 (Stronkhorst et al., 1997).
Outros anticorpos para células T tém se mostrado eficazes no tratamento da UC
como o Visilizumab (anti-CD3), Daclizumab e Simulect (ambos anti-CD25) (Korzenik
e Podolsky, 2006).

Ademais, a inibicao da migracao celular vem sendo alvo de diversos estudos,
e se mostra vantajosa uma vez que reduz indiretamente a producao local de
diversas citocinas. Inibidores seletivos de moléculas de adesao interferem na
migracdo de leucocitos para o sitio inflamatério, uma vez que essas moléculas sao
essenciais para que ocorra tal processo (Korzenik e Podolsky, 2006; Baumgart e
Sandborn, 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 adesao, MLNO2 (anti-a4B7-integrina), mostrou-se eficaz na terapia de
pacientes com UC (Feagan et al., 2005).

Entretanto, o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas que
combinem alta eficacia no tratamento e baixos efeitos indesejaveis, se faz

necessaria, pois os varios medicamentos utilizados nao sao seletivos para o
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tratamento das IBD, além de possuirem inimeros efeitos adversos. Além disso,
apesar de muitos pacientes responderem e se manterem com as terapias
existentes, as opcoes disponiveis permanecem inadequadas para outros. Somando-
se a isso, os estudos mais recentes ainda nao fornecem dados suficientes sobre a
total eficacia das novas terapias e de seus efeitos colaterais.

Em resposta a demanda de novos medicamentos para a terapia das IBD, e
tendo em vista a grande importancia das quimiocinas e seus receptores em diversos
processos inflamatorios, a induUstria farmacéutica tem feito grandes esforcos
visando o desenvolvimento de drogas que possam tratar ou atenuar seus efeitos.
Diante disso, esses receptores e seus ligantes tornaram-se uma importante
ferramenta na busca por novas alternativas terapéuticas (Wells et al., 2006). Os
resultados dos esforcos realizados na obtencdao de moléculas que possam
antagonizar esses receptores vém se mostrando bastante promissores, e o nimero
de patentes destas moléculas inibidoras da acao das quimiocinas tem aumentado
rapidamente (Proudfoot, 2002).

Em 1998 foi descrito o primeiro antagonista nao peptidico de receptor
CXCR2, o SB225002 (N-(2-hidroxi-4-nitrofenil)-N’-(2-bromofenil) uréia) (Figura 5),
(White et al., 1998). Este composto inibe a ligacao tanto da CXCL8 como da CXCL1
ao receptor CXCR2, e também bloqueia a quimiotaxia induzida por estas
quimiocinas e a marginacao de neutrofilos, em humanos e coelhos, sem interferir

na ligacao com o receptor CXCR1 (Catusse et al., 2003).
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SB 225002
Fonte: Hay, DWP (2000).

Figura 5. Estrutura quimica do SB225002. Antagonista seletivo nao-peptidico de receptores

CXCR2.

0O SB225002 foi primeiro antagonista do receptor CXCR2 considerado como
um potencial agente terapéutico para o tratamento de doencas inflamatorias,
incluindo doenca pulmonaria obstrutiva cronica, artrite reumatoide e IBD (White et
al., 1998; Catusse et al., 2003). Mais recentemente, a displasia bronco-pulmonaria
e as infeccoes por retrovirus tém sido propostas como novos alvos terapéuticos
para antagonistas de receptores CXCR2 (Auten et al., 2001; Lane et al., 2001).

Mediante a necessidade de uma nova terapia para o tratamento de doencas
inflamatorias intestinais e a promissora atividade do antagonista SB225002, este
trabalho propos avaliar se o composto SB225002 possui atividade antiinflamatoria

sobre a colite induzida pelo TNBS, e investigar o seu possivel mecanismo de acao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar as acdes do antagonista seletivo do receptor de quimiocinas
CXCR2, SB225002, sobre alguns parametros inflamatorios no modelo de colite
experimental induzida por TNBS em camundongos, através do emprego de técnicas

farmacologicas, bioguimicas e moleculares.

2.2 Objetivos especificos

* Investigar o possivel efeito de diferentes doses do composto SB225002 sobre
0s parametros macroscopicos e microscopicos avaliados na colite induzida

por TNBS em camundongos;

* Avaliar a migracao de células inflamatorias no colon de camundongos

tratados ou nao com o composto SB225002;

* |Investigar alguns dos mecanismos possivelmente relacionados com o efeito
antiinflamatorio do SB225002, como a producao de citocinas (IL-18, IL-4, IL-
10, IL-12, INF-y, TNF-a. e KC) e a modulacao da expressao de proteinas
(iNOS, COX-2 e VEGF) importantes para o processo inflamatoério decorrente

da colite induzida pelo TNBS.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c machos pesando entre 20 - 25 g,
criados no Biotério de Farmacologia ou Biotério Central da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP). Os animais foram mantidos em camaras isoladas com
ventilacao, sob condicdes controladas de temperatura (22 + 1 °C) e umidade (60 -
80%) em ciclo de 12 horas claro-escuro, além de livre acesso a agua e racao. Os
experimentos foram realizados durante a fase clara do ciclo e os animais foram
aclimatizados 1 hora antes do inicio dos testes. Todos os protocolos foram
previamente aprovados pelo comité de ética da Universidade Federal de Santa

Catarina (UFSC) (processo nimero 262/CEUA e 23080.035334/2003-16/UFSC).

3.2 Inducdo de Colite

A colite experimental foi induzida conforme descrito originalmente para
ratos (Wallace et al., 1989) e modificado para camundongos (Mccafferty et al.,
1999), com poucas adaptacdes as nossas condicoes experimentais (Hara et al.,
2007). Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos e colocados em jejum
solido, utilizando uma grade no fundo da caixa para evitar a coprofagia, e com livre
acesso a solucao de glicose 5%. Apos 24 h de jejum os animais receberam anestesia
com uma solucao de xilazina (10 mg/kg, i.p.) e quetamina (80 mg/kg, i.p.), e
entao um cateter de polietileno PE - 50 (4 cm) acoplado a uma microseringa foi

cuidadosamente inserido no interior do célon do animal para a administracao de
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diferentes doses de acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfonico (TNBS). A colite foi
induzida em camundongos da linhagem Balb/c utilizando-se 0,1 ml de TNBS 1,0;
1,5; 2,0 ou 2,5 mg em 35% de etanol. Os animais controle receberam 0,1 ml de uma
solucao estéril de salina 0.9 %. Apds a inducao de colite, os animais foram mantidos
em posicao inclinada a 45° por dois minutos. Decorridas 4 h da inducao, os animais
passaram a ter livre acesso a racao e agua filtrada. Durante todo o experimento os
animais sobreviventes foram monitorados em relacao a mudanca de peso corporal e
mortalidade. Os animais foram sacrificados 72 h apos a inducao de colite. Os colons
foram removidos e as fezes presentes foram retiradas, e a seguir foram ou nao
abertos com o auxilio de uma tesoura cirdrgica e lavados com solucao salina estéril.
Os colons foram pesados, seus comprimentos mensurados, e acondicionados em
freezer -70 °C para posteriores analises. Adicionalmente o baco também foi

retirado e pesado.

3.3 Tratamentos

Para avaliar os efeitos terapéuticos da administracao do antagonista seletivo
nao-peptidico para o receptor CXCR2, o SB225002, sobre a colite experimental
induzida pelo TNBS, os animais receberam diferentes doses do 5B225002 (0,1; 0,3 e
1,0 mg/kg, i.p.) duas vezes ao dia, em intervalos de 12 h, sendo o primeiro
tratamento realizado 24 h apds a inducao de colite (Figura 6). Setenta e duas horas
apoés a inducao da colite e 4 h apos o ultimo tratamento, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical. Para o tratamento com dexametasona (1
mg/kg, s.c.) foi seguido o mesmo protocolo experimental, sendo esta droga

escolhida como controle positivo para efeito de comparacao.
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Figura 6. Protocolo experimental. Apos 24 h de jejum os animais receberam TNBS via intracol6nica.
Os animais controle receberam 0,1 ml de salina 0,9 %. Vinte e quatro horas apo6s a inducao

iniciaram-se os tratamentos.

3.4 Escore Macroscdpico

Apds o sacrificio, a porcao final do célon foi removida, longitudinalmente
aberta e cuidadosamente limpa com solucao salina 0.9%. A severidade do dano no
colon foi avaliada usando-se uma escala de dano macroscopico baseada na tabela
descrita por Wallace (1989) para ratos, mas adaptado para camundongos por
McCafferty (1999) com poucas adaptacoes para as nossas condicoes experimentais

(Hara et al., 2007) (tabela 1).
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Tabela 1. Grade de escores para avaliacao de dano macroscopico na colite induzida

por TNBS (Wallace et al., 1989; Mccafferty et al., 1999; Hara et al., 2007).

Grade

numérica 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 Ulceracao sem espessamento da parede do intestino.
4 Dois ou mais sitios de Ulceracao ou inflamacao.
5 0,5 cm de inflamacao.
6-10 1 cm de inflamacao. O escore é aumentado em 1 para cada 0,5 cm de dano observado

chegando ao maximo de 10.
Oou1 Auséncia ou presenca de diarréia

Oou1 Auséncia ou presenca de estreitamento (estreitamento do lUmem dificultando a
passagem das fezes).

0,1, 0u2 Auséncia ou presenca de adesao média ou severa.

3.5 Andlise Histoldgica

Em uma nova série de experimentos, 72 h apoés a administracao de TNBS, a
porcao distal do célon foi removida, lavada com solucao salina estéril para a
retirada das fezes, e entao imediatamente fixada em solucao de formaldeido 10%.
Os tecidos foram emblocados em parafina, seccionados a uma espessura de 5 pm,
transferidos para laminas de vidro e desparafinizados. Para analise histologica
geral, as laminas foram coradas com o uso de hematoxilina e eosina e analisadas

em microscopio.
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3.6 Escore Microscopico

Apos divisao do célon em regides distal, média e proximal, o tecido foi
histologicamente analisado em microscopio, com aumento de 200 x. Para avaliar a
severidade do dano, foram analisados trés cortes histologicos de cada animal,
sendo que cada grupo experimental possuia um nimero de trés animais. Para esta

analise foi usada uma escala de escore publicada por Neurath (1995) (Tabela 2).

Tabela 2. Grade de escores para avaliacao de dano microscopico na colite induzida

por TNBS (Neurath et al., 1995).

Grade < =

- Descricao
Numérica
0 Sem sinais de inflamacao.
1 Pouca infiltracao celular para o tecido.
2 Moderada infiltracao celular para o tecido.
3 Grande quantidade de infiltracao celular; aumento da densidade vascular;
espessamento da parede do intestino.

4 Infiltracao transmural; perda de células goblet.

3.7 Atividade das Enzimas MPO, EPO e NAG

A migracao de neutrofilos, eosinofilos e macrofagos para o tecido do colon
foi quantificada indiretamente através da determinacao da atividade das enzimas
mieloperoxidase (MPO), eosindfilo peroxidase (EPO) e N-acetilglucosaminidase

(NAG), respectivamente. Para isso, os colons foram removidos, homogeneizados em
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tampao EDTA/NaCl (pH 4,7), e centrifugados a 10,000 x g por 15 minutos a 4 °C. O
precipitado resultante foi resuspenso em tampao 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 apos 30
segundos; NaCl 1,6 % contendo glicose 5 % (gelado). A solucao foi centrifugada a
10,000 x g por 15 minutos a 4°C. O precipitado formado foi outra vez resuspenso
em tampao 2 gelado (NaPO4 0,5 M e 5 % de hexadeciltrimetilamonio (H-TAB); pH
5,4), e as amostras obtidas foram congeladas e descongeladas 3 vezes em
nitrogénio liquido. Apos o ultimo 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
reacao enzimatica para MPO foi realizada na presenca de tetrametilbenzidina
(TMB) 1,6 mM, NaPO4s 80 mM e peroxido de hidrogénio (H,0;) 0,3 mM. A reacao
enzimatica para EPO foi a realizada com a adicao de O-fenilenediamina 1,5 mM,
Tris-HCL 0.075 mM e peroxido de hidrogénio 6,6 mM (H,0;). Finalmente a atividade
da NAG foi determinada pela adicao de 25 pl de p-nitrofenil-2-acetamidaB-D-
glucopiranosida 2,25 mM e 100 pl de tampao citrato (pH 4,5). A absorbancia 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

otica por miligrama de tecido.

3.8 Dosagem de Citocinas

Os niveis teciduais de IL-18, IL-4, IL-10, IL-12, KC, TNF-a e IFN-y foram
avaliados como descrito anteriormente (Campos et al., 2002) com poucas

modificacdes. Resumidamente, os coélons foram removidos e homogeneizados com
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PBS contendo Tween 20 (0,05 %), fluoreto de fenilmetilsulfonil 0.1 mM, cloreto de
benzometonio 0.1 mM, EDTA 10 mM, e aprotinina A 2 ng/ml. O homogenato foi
centrifugado a 3,000 x g por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante armazenado a -70
°C até o momento da analise. Os niveis de citocinas foram determinados utilizando-
se Kits especificos de ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay) de acordo com
as recomendacoes do fabricante. A dosagem de proteinas existentes nas amostras
foi realizada segundo o método de Bradford (1976). Os resultados foram expressos

por densidade otica por miligrama de proteina.

3.9 Preparacéo de Extratos Citosolicos e Nucleares

Os coélons foram retirados, congelados em nitrogénio liquido e entao
homogeneizados em tampao contendo HEPES 10 mM (pH 7,4), MgCl, 2 mM, KCL 10
mM, fluoreto de fenilmetanosulfonila (PMSF) 1 mM, leupetinina 1 mg/ml,
pepstatina A 1 mg/ml, aprotinina 1 mg/ml, ortovanodato de sddio 1 Mm, b-
glicerofosfato 10 mM, fluoreto de sodio 50 mM e ditiotreitol 0,5 mM. Apods a
centrifugacao (14,000 x g/1 h), o sobrenadante contendo a fracao citosolica foi
coletado e acondicionado em freezer -70 °C para posterior analise. Para a extracao
da fracao nuclear, o pellet foi resuspenso em tampao (HEPES 20 mM, pH 7,8, NaCl
400 mM, MgCl; 1,5 mM, EDTA 0,2 mM, glicerol 25 %, PMSF 0,5 mM, DTT 0,5 mM,
aprotinina 1 pug/ml, leupeptina 1 ug/ml e pepstatina A 1 ug/ml) por 30 min em gelo
e centrifugado a 15,000 x g por 15 min. As concentracoes de proteinas foram
determinadas segundo o método Bradford (Bradford, 1976). Os extratos foram

congelados em freezer -70 °C para posterior analise.
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3.10 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). Apds a transferéncia, a fim de evitar ligacao inespecifica do
anticorpo, as membranas foram incubadas primeiramente com leite desnatado
diluido em TBS (Tris buffered saline) overnight a 4 °C e entao foram lavadas com
TBS e Tween-20 a 5 % (TBST), por trés vezes durante 5 min cada. Em seguida, a
membrana foi incubada com um dos seguintes anticorpos para as proteinas de
interesse: COX-2 (1:1000), iNOS (1:150), VEGF (1:2000) ou B-actina (1:000). Apods a
incubacao com os anticorpos primarios, as membranas foram lavadas com TBST por
trés vezes de 5 min cada e incubadas com anticorpo secundario conjugado a
peroxidase 1:80.000 por 1 h. As membranas foram novamente lavadas com TBST e
entdo incubadas com streptavidina por 30 min. A visualizacao 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 recomendacdes do fabricante.

3.11 Drogas e Reagentes

O antagonista do receptor CXCR2, N-(2-hidroxi-4-nitrofenil)-N9-(2-
bromofenil) Uréia (SB225002) foi sintetizado por Dr. Paulo César Leal

(Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis,
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Brasil), como descrito anteriormente (White et al., 1998). Dexametasona, peroxido
de hidrogénio (H,0;), Tween 20, Tween 80, EDTA, aprotinina, eosina, hematoxilina,
tetrametilbenzidina (TMB), O-fenilenediamina (OPD), ortovanadato de sodio e
acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfonico (TNBS), foram adquiridos da Sigma Chemical
Co., (St. Louis, USA). Formaldeido e Tris-HCl foram obtidos da Merck (Darmstadt,
Alemanha). O B-mercaptoetanol e azul de bromofenol foram adquiridos da
Amersham Pharmacia Bioteck (Buckinghamshire, Reino Unido). Xilazina foi
adquirida da Vetbrands (Sao Paulo, Brasil) e quetamina da Sespo (Sao Paulo,
Brasil). Os kits de Elisa para KC, IFN-y, TGFB, TNF-a, IL-4, IL-12, IL-10 and IL-18/IL-
1F2 foram obtidos da R&D Systems (Minneapolis, USA). Os anticorpos primarios
COX-2, B-actina, VEGF (C-1) e iNOS foram obtidos da Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA). Os anticorpos secundarios Envision Plus, streptavidina e 3,3-

diaminobenzidina foram adquiridas da Dako Cytomation (Carpinteria, USA).

3.12 Andlise estatistica

Todos os dados estao expressos como média + desvio padrao da média. Para
analise estatistica dos dados nao paramétricos entre 2 grupos foi utilizado o teste U
de Mann-Whitney. Para analise de dados ndo paramétricos entre mais de 2 grupos
o teste estatistico utilizado foi Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Para dados
paramétricos as diferencas estatisticas entre dois grupos o test t nao pareado foi
utilizado. A analise estatistica entre mais de 2 grupos foi realizada através de
ANOVA de uma via seguida do teste Student Newman-Keuls. As analises estatisticas
foram realizadas usando-se o software Graphpad Prism 4 (GraphPad Software Inc.,

San Diego, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1 Padronizacdo do modelo de colite experimental induzida pelo TNBS em

camundongos da linhagem Balb/c

Inicialmente uma série de experimentos foi realizada como o intuito de
padronizar uma dose efetiva e funcional de TNBS aplicada a camundongos da
linhagem Balb/c. Como descrito anteriormente, o TNBS foi administrado via
intracoldnica apos jejum de 24 h, nas doses de 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mg/animal, em
35% de etanol. Setenta e duas horas apds a inducao da colite, os animais tiveram
seus colons removidos, em sua porcao final (4 cm), e avaliados quanto ao dano
macroscopico como descrito anteriormente (Hara et al., 2007). A administracao do
TNBS na sua menor dose (1,0 mg/animal) causou um escore médio de 1,9 + 0,4 na
resposta ao dano macroscopico observado, nao representando um escore
satisfatorio para o estabelecimento do quadro de colite, que geralmente é
considerado acima de 4 (Wallace et al., 1989) (Figura 7). As doses de TNBS de 1,5 e
2,0 mg/animal apresentaram um escore médio de 4,6 + 0,4 e 4,7 + 0,4,
respectivamente sendo que nao apresentaram diferenca significativa entre si
(Figura 7). Na dose de 2,5 mg/animal foi registrado um indice de mortalidade dos
animais de 100% em todos os experimentos realizados, inviabilizando a utilizacao
desta dose. A partir desses resultados, a dose de TNBS escolhida para realizacao

dos experimentos posteriores foi a de 1,5 mg/animal.
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1 Controle EEEER TNBS (1,5 mg/animal)
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Figura 7. Escore do dano macroscopico induzido por diferentes doses de TNBS. Setenta de duas
horas apo6s a injecao de TNBS (1,0; 1,5 e 2,0 mg/animal, i.col.) os colons foram removidos e
avaliados quanto ao dano macroscopico. Cada coluna representa a média do dano macroscopico dos
colons de 8 - 12 animais por grupo e as barras verticais representam o desvio padrao da média. *

p<0,05 e *** p<0,001 (teste Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn).

4.2 Efeito do tratamento com SB225002 sobre o dano macroscopico

Com o objetivo de avaliar se o antagonista do receptor CXCR2, SB225002,
exercia algum efeito curativo no dano tecidual causado pelo TNBS (1,5 mg/animal),
o composto foi administrado nas doses de (0,1; 0,3 e 1,0 mg/kg, i.p.). A
dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.) foi utilizada como controle positivo para efeito de
comparacao. O tratamento com o SB225002 foi capaz de reduzir o dano
macroscopico de forma significativa nas doses de 0,3 e 1,0 mg/kg. As porcentagens
de inibicao foram de 89,3 + 3,4 e 79,1 + 7,0 %, para as doses de 0,3 e 1,0 mg/kg,
respectivamente. A menor dose de SB, no entanto, nao foi capaz de reduzir de

forma significativa o dano induzido pelo TNBS. O tratamento com dexametasona
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também reduziu de forma significativa o dano macroscopico com porcentagem de

inibicao de 82,7 + 1,0 % (figura 8).

1 Controle TNBS + SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
EE TNBS (1,5 mg/animal) S TNBS + SB225002 (1,0 mg/kg, i.p.)

EEEEH TNBS +SB225002 (0,1 mg/kg, i.p.) EEER TNBS + Dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.)
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Figura 8. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre o
dano macroscépico induzido pelo TNBS (1,5 mg/animal) em camundongos. Setenta e duas horas
apos a inducao da colite os colons foram removidos e avaliados quanto ao dano macroscopico. As
colunas representam a média do escore macroscopico do colon de 6 - 8 animais por grupo e as
barras verticais o desvio padrao da média. ### p<0,001 comparado ao grupo controle; * p<0,05

comparado ao grupo TNBS (Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn).

4.3 Efeito do SB225002 sobre o peso corporal e a mortalidade induzida pelo TNBS

Durante o periodo experimental os animais foram acompanhados com
relacao a mudanca do peso corporal e o indice de sobrevivéncia. Como apresentado
na figura 9, os animais foram colocados em jejum por 24 h (dia -1), o que levou a
uma reducao homogénea de peso em todos os grupos experimentais (dia 0). Neste
dia, somente os animais dos grupos TNBS e TNBS + SB225002 tiveram a colite

induzida. Dessa forma, 24 h ap6s a administracao do TNBS (dia 1), apenas esses
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dois grupos nao recuperaram o peso corporal, sugerindo que estes dois grupos
estavam com colite, enquanto o grupo controle, o qual nao recebeu TNBS,
comecou a recuperar o peso. Neste mesmo dia, apos a pesagem dos animais, o
SB225002 (0,3 mg/kg., i.p) foi administrado, sendo que no dia 2, ou seja 48 h apos
a inducao da colite, este grupo comecou a apresentar recuperacao significativa do
peso corporal, enquanto que o grupo administrado apenas com TNBS continuou a
apresentar reducao no peso corporal. No terceiro dia os animais do grupo controle
apresentaram peso acima dos niveis basais, enquanto o grupo tratado com
SB225002 mostrou uma recuperacao de peso proxima a esses niveis, diferindo de
forma significativa em comparacao ao grupo TNBS, que por sua vez nao apresentou

recuperacao significativa do peso corporal.
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Figura 9. Efeito do tratamento com o antagonista do receptor CXCR2, o SB225002, sobre o peso
corporal, na colite induzida pelo TNBS. Apds jejum (dia 0) os animais dos grupos TNBS e TNBS +
SB225002 receberam TNBS (1,5 mg/animal), os quais ndo apresentaram recuperacao do peso até o
dia seguinte (dia 1). Neste dia os animais que receberam SB225002 apresentaram significativo ganho
de peso em comparacao ao grupo TNBS, o que ocorreu até o final do experimento. O grupo TNBS
ndo apresentou recuperacdo do peso corporal comparado ao grupo controle quando avaliado até 72
h apds a inducédo. Os resultados representam a média do peso corporal de 6 - 8 animais por grupo e
as barras verticais os erros padrao das médias. ### p<0,001 comparado ao grupo controle e ***

p<0,001 comparado ao grupo TNBS (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc Newman-Keuls).

Vinte e quatro horas apds a inducao da colite por TNBS (1,5 mg/animal) o
indice de mortalidade dos animais passou a ser observado. Como demonstrado na
figura 10, ao longo dos dias 1, 2 e 3, apds a inducao da colite houve uma taxa de
mortalidade de 65 % nos animais do grupo que recebeu apenas TNBS. O tratamento
com SB225002 diminuiu a mortalidade dos animais de forma significativa, com taxa

de mortalidade 44,4; 12,0 e 19,0 % para as doses de (0,1; 0,3 e 1,0 mg/kg, i.p.),
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respectivamente. O tratamento com a dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.) também

reduziu de maneira significativa a mortalidade dos animais para 8 %.

3 Controle TNBS + SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
I TNBS (1,5 mg/animal) S TNBS + SB225002 (1,0 mg/kg, i.p.)

EEEEH TNBS +SB225002 (0,1 mg/kg, i.p.) &==® TNBS + Dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.)
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Figura 10. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, o SB225002, ou da dexametasona, sobre a
mortalidade induzida pelo TNBS em camundongos. Vinte e quatro horas apos a inducao da colite
os animais foram monitorados quanto ao indice de mortalidade até o final de todo o experimento.
As colunas representam a porcentagem de sobrevivéncia em relacdo ao numero de animais
utilizados em cada grupo experimental. Os nimeros acima de cada barra representam a quantidade
de animais mortos em relacdao ao nimero total de animais utilizados no experimento. ### p<0,001

comparado ao grupo controle e * p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001 comparado ao grupo TNBS (Qui-

quadrado).

4.4 Efeito do SB225002 sobre o peso e comprimento do colon, e peso do baco, no

modelo de colite experimental induzida pelo TNBS em camundongos

Trés dias apos a inducao da colite por TNBS, os animais tiveram seus colons
removidos em sua porcao final correspondendo a 4 cm. Os animais com colite
apresentaram um aumento no peso do colon de 3,4 vezes em comparacao ao grupo

controle. O tratamento com SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.) foi capaz de reverter de
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forma significativa esse aumento em 75,2 + 5,4 % (Figura 11). Os animais que
receberam dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.) apresentaram uma reducao do indice

de edema do colon de 82,0 + 1,0 %.

I Controle TNBS + SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
B TNBS (1,5 mg/animal) TNBS + Dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.)
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Figura 11. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre o
aumento do peso do célon de camundongos apds a administracao do TNBS. Setenta e duas horas
apos a inducao da colite o colons foram removidos em sua porcao final (4 cm) e devidamente
pesados. As colunas representam a média do peso dos colons de 4 - 6 animais por grupo e as barras
verticais o desvio padrao das médias. ### p<0,001 comparado ao grupo controle e *** p<0,001

comparado ao grupo TNBS (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc Newman-Keuls).

Para avaliar o efeito do SB225002 sobre a reducao do comprimento do colon
induzida pelo TNBS, 72 h apo6s a inducao da colite, a porcao intestinal que
compreende desde o cecum até ao anus foi retirada e medida. Como demonstrado
na figura 12 (A e B) os animais que receberam apenas TNBS apresentaram uma
reducao no comprimento do célon em cerca de 20,0 %, quando comparado ao grupo

controle. Entretanto os animais que receberam TNBS + SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)



rResuLTADOs [N

ou TNBS + dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.) nao apresentaram reducao significativa

no comprimento do célon.

(A) (B)
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Figura 12. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre
encurtamento do célon de camundongos apos a administracao do TNBS. Trés dias apo6s a inducdo
da colite, os animais tiverem a porcao intestinal que corresponde desde o cecum até ao anus,
removida e medida. (A) As colunas representam a média do comprimento dos célons de 4 - 6
animais por grupo e as barras verticais o desvio padrao da média. ## p<0,01 comparado ao grupo
controle (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc Newman-Keuls). (B) Foto representativa de
colons dos grupos experimentais, (1) controle, (2) TNBS, (3) TNBS + SB225002 e (4) TNBS +

dexametasona.

Outro parametro avaliado foi o aumento do peso do baco, o qual pode ser
considerado como indicativo de inflamacao sistémica (Antonioli et al., 2007),
portanto este parametro também foi avaliado. Neste sentido, setenta e duas horas
apos a injecao de TNBS, os animais tiveram seus bacos removidos e pesados. Os

animais do grupo TNBS apresentaram aumento significativo no peso do baco em
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cerca de 20 % em comparacao ao grupo controle. Os animais que receberam
SB225002 (0,1; 0,3 e 1,0 mg/kg, i.p.) nao apresentaram nenhum aumento
significativo no peso deste 6rgao (Figura 13). Entretanto, os animais tratados com a

dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.) mostraram uma diminuicao do peso do baco abaixo

dos niveis basais.

1 Controle TNBS + SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
EE TNBS (1,5 mg/animal) S TNBS + SB225002 (1,0 mg/kg, i.p.)

EEEEH TNBS +SB225002 (0,1 mg/kg, i.p.) EZER TNBS + Dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.)
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Figura 13. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre
aumento do peso do bago apos a administracao do TNBS. As colunas representam a média do peso
do baco de 6 - 8 animais por grupo e as barras verticais o desvio padrao da média. ## p<0,01; ###
p<0,001 comparado ao grupo controle e *** p<0,001 comparado ao grupo TNBS (ANOVA de uma via

seguida pelo post hoc Newman-Keuls).

4.5 Efeito do tratamento com SB225002 sobre a atividade das enzimas MPO, EPO e
NAG

O infiltrado de neutrdéfilos, eosinofilos e macrofagos foi quantificado
indiretamente através da atividade das enzimas mieloperoxidase (MPQ), eosinofilo
peroxidase (EPO) e N-acetilglucosaminidase (NAG) no célon dos animais,

respectivamente. A figura 14 mostra a atividade da enzima MPO. Os animais que
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receberam TNBS apresentaram aumento da atividade desta enzima de 22,8 vezes
em comparacao ao grupo controle. O tratamento com o SB225002 (0,1; 0,3 e 1,0
mg/kg, i.p.) foi capaz de reduzir de forma significativa a atividade da MPO em 48,7
+ 14,0, 82,5 + 1,6 e 63,8 + 8,0 %, respectivamente quando comparado ao grupo que
recebeu apenas TNBS. A administracao sistémica de dexametasona também reduziu

significativamente a atividade dessa enzima significativamente em 93,6 + 6,3 %.

[ Controle TNBS +SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
I TNBS (1,5 mg/animal) TNBS +SB225002 (1,0 mg/kg, i.p.)

EFEEB TNBS +SB225002 (0,1 mg/kg, i.p.) E==8 TNBS + Dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.)
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Figura 14. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre a
atividade da mieloperoxidase (MPO) no célon de animais, apoés administracao do TNBS. Setenta e
duas horas ap6s a inducao da colite os animais tiveram seus colons removidos e analisados quanto a
atividade desta enzima. As colunas representam a média de 4 - 6 animais e as barras verticais o
desvio padrao da média. ### p<0,001; comparado ao grupo controle; ** p<0,01 e *** p<0,001

comparado ao grupo TNBS (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc Newman-Keuls).

A figura 15 demonstra que a atividade da EPO aumentou de maneira
significativa em 30 % no grupo que recebeu apenas TNBS quando comparado ao
grupo controle. O tratamento com SB225002 (0,1; 0,3 e 1,0 mg/kg, i.p.), contudo

nao foi capaz de reduzir de forma significativa os niveis de EPO no célon dos



rResuLTADOs [IEEN

animais. Entretanto, os animais que receberam dexametasona apresentaram uma

reducao desta enzima abaixo dos niveis basais.

[ Controle 7ZZzz3 TNBS + SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
I TNBS (1,5 mg/animal) TNBS +SB225002 (1,0 mg/kg, i.p.)

BB TNBS + SB225002 (0,1mg/kg, i.p.) B8 TNBS + Dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.)
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Figura 15. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre o
aumento da atividade da eosindfilo peroxidase (EPO) induzido pelo TNBS. Apds 72 h da inducao
da colite, os animais tiveram seus coélons removidos e analisados quanto a atividade desta enzima.
As colunas representam a média de 4 - 6 animais e as barras verticais o desvio padrao da média. ##
p<0,01; comparado ao grupo controle; *** p<0,001 comparado ao grupo TNBS (ANOVA de uma via

seguida pelo post-hoc Newman-Keuls).

Finalmente avaliamos a participacao dos macrofagos foi avaliada através da
medida dos niveis de NAG, enzima presente em macréfagos ativados. Entretanto,
72 h apds a inducao de colite, nao foi possivel verificar nenhuma diferenca

significativa entre os grupos experimentais (Figura 16).
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1 Controle TNBS +SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
I TNBS (1,5 mg/animal) TNBS + SB225002 (1,0 mg/kg, i.p.)
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Figura 16. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre a
atividade da N-acetilglucosaminidase (NAG). Setenta e duas horas apo6s a inducdo da colite os
animais tiveram seus colons removidos e analisados quanto a atividade desta enzima. As colunas
representam a média de 4 - 6 animais e as barras verticais o desvio padrao da média (ANOVA de

uma via seguida pelo post-hoc Newman-Keuls).

4.6 Efeito do tratamento com o SB225002 sobre o dano microscopico

De acordo com a figura 17 (A-D), as imagens histoldgicas revelaram que, 72
horas ap6s a inducao de colite por TNBS, os coélons dos animais apresentaram
grande infiltracao de polimorfonucleares no interior da lamina prépria da mucosa
do colon. Além disso, foi verificado sinais de espessamento da parede da mucosa,
destruicao das criptas e perda de células goblet, resultando em dano tecidual. A
avaliacao do escore microscopico revelou um aumento do dano tecidual de 23,0
vezes em relacao ao grupo controle (Figura 17 E). O tratamento sistémico com
SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.) causou diminuicao da resposta inflamatoria, reduzindo a
infiltracao de polimorfonucleares, assim como o espessamento da parede

intestinal, além de manter a integridade das criptas, conferindo a protecao da
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mucosa, reduzindo o dano microscopico em 89,2 + 6,7 %. Nos célons dos animais
tratados com dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.), pouquissimo infiltrado celular e
nenhum dano tecidual aparente pode ser observado. Os colons destes animais

apresentaram uma reducao do escore microscopico em 93,8 + 3,0 % (Figura 17 E).

(E) C— Controle ©Z222 TNBS + SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
I TNBS (1,5 mg/animal) E=== TNBS + Dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.)

Hi#
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Escore microscépico
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1

Figura 17. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre o
dano tecidual microscopico induzido pelo TNBS. Fotomicrografias representativas de cortes
histologicos do tecido de colons fixados em H & E (aumento de 200 X) dos grupos: (A) controle, (B)
TNBS, (C) TNBS + SB225002 e (D) TNBS + dexametasona. (E) As colunas representam a média de 4 - 6
animais e as barras verticais o desvio padrao da média. ### p<0,001 comparado ao grupo controle e

*** p<0,001 comparado ao grupo TNBS (Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn).
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4.7 Efeito do tratamento com SB225002 sobre os niveis de IL-18, KC, IL-4, IL-10, IL-

12 e IFN-y em camundongos com colite induzida pelo TNBS

Os niveis teciduais de IL-18, KC, IL-4, IL-10, IL-12 e IFN-y foram
quantificados nos colons de todos os grupos experimentais. Trés dias apos a injecao
de TNBS houve um aumento marcante dos niveis de IL-1B8 (16,3 vezes) em
comparacao aos animais controle. Os célons dos animais que receberam SB225002
(0,3 mg/kg, i.p.) ou dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.) apresentaram o conteldo
dessa citocina reduzido em 80,5 + 7,8 e 99,0 + 5,4 %, respectivamente (Figura 18).
Foi observado ainda aumento de 3,7 vezes nos niveis de KC nos célons dos animais
administrados com TNBS, quando comparado aos animais controle. Os tratamentos
com o SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.) ou com a dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.) foram
capazes de reduzir os niveis teciduais dessa citocina em 76,8 + 9,0 e 78,2 + 5,2 %,
respectivamente (Figura 19).

C—1 Control vz TNBS + SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
I TNBS (1,5 mg/animal) TNBS + Dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.)

250 .
200

150

100
%k k

*ok ok
o TR

Figura 18. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre o

IL-18 (pg/mg de proteina)
v
o
1

aumento dos niveis teciduais de IL-18 induzido pelo TNBS. Setenta e duas horas ap6s a inducao da
colite os animais tiveram seus colons removidos e avaliados quanto aos niveis dessa citocina. As
colunas representam a média de 4 - 6 animais e as barras verticais o desvio padrao da média. ###
p<0,001 comparado ao grupo controle e *** p<0,001 comparado ao grupo TNBS (ANOVA de uma via

seguida pelo post hoc Newman-Keuls).
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1 Controle ©Z223 TNBS + SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
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Figura 19. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre o
aumento dos niveis de KC induzido pelo TNBS. Setenta e duas horas apds a inducao da colite os
animais tiveram seus colons removidos e avaliados quanto aos niveis dessa citocina. As colunas
representam a média de 4 - 6 animais e as barras verticais o erro padrao da média. ### p<0,001
comparado ao grupo salina; *** p<0,001 comparado ao grupo salina + TNBS (ANOVA de uma via

seguida pelo post hoc Newman-Keuls).

A administracao do TNBS reduziu os niveis teciduais das citocinas IL-4 e IL-10
em 51,4 + 89 e 49,9 + 5,6 %, respectivamente, quando comparados ao grupo
controle (Figuras 20 e 21). Os animais com colite e tratados com SB225002 (0,3
mg/kg, i.p.), apresentaram aumento dos niveis de IL-4 e IL-10 em cerca de 2,6 e
2,9 vezes, respectivamente, em relacao ao grupo que recebeu apenas TNBS,
atingindo valores acima dos niveis basais. O tratamento com a dexametasona (1,0
mg/kg, s.c.) também foi capaz de recuperar os niveis teciduais de ambas as

citocinas atingindo niveis acima dos niveis basais (Figuras 20 e 21).
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1 Controle P22 TNBS + SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
EE TNBS (1,5 mg/animal) TNBS + Dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.)
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Figura 20. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre a
reducdo dos niveis de IL-4 induzido pelo TNBS. Setenta e duas horas apds a inducdo da colite os
animais tiveram seus colons removidos e avaliados quanto aos niveis dessa citocina. As colunas
representam a média de 4 - 6 animais e as barras verticais o desvio padrao da média. # p<0,05 e ##
p<0,01 comparado ao grupo controle; *** p<0,001 comparado ao grupo TNBS (ANOVA de uma via

seguida pelo post hoc Newman-Keuls).
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1 Controle P24 TNBS + SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
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Figura 21. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002 ou da dexametasona, sobre a
reducdo dos niveis de IL-10 induzido pelo TNBS. Setenta e duas horas apds a inducao da colite os
animais tiveram seus colons removidos e avaliados quanto aos niveis dessa citocina. As colunas
representam a média de 4 - 6 animais e as barras verticais o desvio padrao da média. # p<0,05
comparado ao grupo controle; ** p<0,01 comparado ao grupo TNBS (ANOVA de uma via seguida pelo

post hoc Newman-Keuls).

Nao houve diferenca significativa nos niveis de IL-12 entre os grupos
experimentais 72 h apds a inducao de colite pelo TNBS (Figuras 22). Entretanto os
niveis teciduais de IFN-y apresentaram aumento significativo nos grupos tratados
com SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.) e com a dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.) em

comparac¢ao ao grupo controle e ao grupo TNBS (Figura 23).
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[ Controle @222 TNBS + SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
I TNBS (1,5 mg/animal) TNBS + Dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.)
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Figura 22. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002 ou da dexametasona, sobre a
reducdo dos niveis de IL-12 induzido pelo TNBS. Setenta e duas horas apds a inducdo da colite os
animais tiveram seus colons removidos e avaliados quanto aos niveis dessa citocina. As colunas
representam a média de 4 - 6 animais e as barras verticais o desvio padrao da média. (ANOVA de

uma via seguida pelo post hoc Newman-Keuls).

1 Controle EZ22 TNBS + SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
EE TNBS (1,5 mg/animal) TNBS + Dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.)
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Figura 23. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002 ou da dexametasona, sobre a
reducdo dos niveis de IFN-y induzido pelo TNBS. Setenta e duas horas apds a inducédo da colite os
animais tiveram seus colons removidos e avaliados quanto aos niveis dessa citocina. As colunas
representam a média de 4 - 6 animais e as barras verticais o desvio padrao da média. *** p<0,001

comparado ao grupo TNBS (ANOVA de uma via seguida pelo post hoc Newman-Keuls).
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Além disso, a citocina TNF-a também foi dosada nas mesmas condicoes
experimentais, entretanto nao foi detectada em quantidades significativas no
tecido do célon de nenhum animal, independente do grupo experimental

(resultados nao mostrados).

4.8 Efeito do SB225002 na expressGo da COX-2, iNOS e VEGF no colon de

camundongos com colite experimental induzida pelo TNBS

Com o objetivo de avaliar a possivel participacao da enzima COX-2 na
resposta inflamatodria induzida pelo TNBS em cdlons de camundongos, ensaios de
Western Blot foram realizados. Os resultados da figura 24 demonstram que 72 h
apos a inducao de colite, ocorreu um aumento significativo na expressao da enzima
COX-2 (2,3 vezes) em relacao ao grupo controle. Os animais que receberam
SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.) ou dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.) apresentaram uma
reducao da expressao dessa enzima (51,1 + 2,2 % e 55,4 + 1,8 %, respectivamente).
A expressao da enzima iNOs também foi avaliada na colite experimental induzida
pelo TNBS. Os animais que receberam apenas TNBS apresentaram aumento na
expressao dessa enzima de (1,7 vezes), em comparacao ao grupo controle. Os
tratamentos com o SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.) ou com a dexametasona (1,0 mg/kg,
s.c.) foram capazes de reduzir a expressao da iNOS com inibicées em 87,5 + 6,1 e

90,0 + 3,6 %, respectivamente, como apresentado na figura 25.
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[ Controle TNBS + SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
I TNBS (1,5mg/animal) EZEE TNBS + Dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.)
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Figura 24. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre o
aumento da expressao da enzima COX-2 na colite induzida pelo TNBS. Setenta e duas horas apos
a inducao da colite os animais tiveram seus célons removidos e avaliados quanto a expressao desta
proteina. As colunas representam a média de 3 - 4 animais e as barras verticais o desvio padrao da
média. ### p<0,001 comparado ao grupo controle e *** p<0,001 comparado ao grupo TNBS (ANOVA

de uma via seguida pelo post hoc Newman-Keuls).
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1 Controle TNBS + SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
I TNBS (1,5 mg/animal) TNBS + Dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.)
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Figura 25. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre a

iNOS
(densidade arbitraria)

inducao da expressao da enzima iNOS na colite induzida pelo TNBS. Setenta e duas horas apds a
inducdo da colite os animais tiveram seus coélons removidos e avaliados quanto a expressdo desta
proteina. As colunas representam a média de 3 - 4 animais e as barras verticais o desvio padrao da
média. ### p<0,001 comparado ao grupo controle e *** p<0,001 comparado ao grupo TNBS (ANOVA

de uma via seguida pelo post hoc Newman-Keuls).

A expressao da proteina VEGF também foi estudada, a fim de verificar a
participacao da angiogénese 72 h apos a inducao da colite. Como apresentado na
figura 26, ocorreu um aumento significativo na expressao do VEGF (7,5 vezes) nos
animais que receberam apenas TNBS. Os animais que foram tratados com SB225002
(0,3 mg/kg, i.p.) ou dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.) tiveram uma reducao
significativa na expressao desta proteina (96,4 + 1,4 e 79,8 + 1,9 %,

respectivamente).
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Figura 26. Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre a

inducdo da expressao da proteina VEGF na colite induzida pelo TNBS. Setenta e duas horas apos a
inducédo da colite os animais tiveram seus coélons removidos e avaliados quanto a expressdo desta
proteina. As colunas representam a média de 3 - 4 animais e as barras verticais o desvio padrao da
média. ### p<0,001 comparado ao grupo controle e *** p<0,001 comparado ao grupo TNBS (ANOVA

de uma via seguida pelo post hoc Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

Tendo em vista o importante papel exercido pela migracao de neutrofilos na
patogenicidade da UC, o presente estudo procurou explorar o possivel potencial
terapéutico do antagonista seletivo e nao-peptidico do receptor CXCR2, o
SB225002, sobre a inflamacao intestinal induzida por TNBS em camundongos.
Nossos resultados demonstraram que o tratamento sistémico com o SB225002 foi
capaz de reduzir significativamente os parametros inflamatorios macro e
microscopicos, bem como a migracao celular, os niveis de alguns mediadores pro-
inflamatorios e a expressao de proteinas envolvidas no modelo de colite
experimental induzida pelo TNBS em camundongos.

O modelo murino de inflamacao intestinal adotado no presente estudo foi
descrito em 1995, por Neurath e colaboradores e utiliza o reagente hapteno TNBS
em solucao de etanol. O modelo de colite induzida pelo TNBS vem sendo
amplamente utilizado em varios estudos, devido a sua similaridade com as IBD em
humanos, e tem contribuido para a investigacao dos mecanismos envolvidos na UC
e também para a descoberta de novas alternativas terapéuticas, principalmente,
para a fase aguda da UC (Morris et al., 1989; Elson et al., 1995; Elson et al., 2005;
Menozzi et al., 2006).

Neste modelo experimental, a inflamacdao intestinal é geralmente mais
acentuada nos primeiros trés a cinco dias apés a administracao do TNBS, em funcao
disso, a maioria dos pesquisadores, inclusive os do nosso grupo, avalia os diferentes
parametros dentro deste periodo (Wirtz et al., 2007). Dados recentes indicam que,

a suscetibilidade para o desenvolvimento da colite por TNBS varia entre as
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diferentes linhagens de camundongos, por exemplo, camundongos das linhagens
SJL e Balb/c sao mais suscetiveis, enquanto que C57BL/6 sdao mais resistentes a
inducao da colite pelo TNBS (Kawada et al., 2007).

O TNBS penetra na parede intestinal causando ulceracdes e necrose no
tecido do cdlon, que estao associadas a perda das juncoes entre as células
epiteliais e ao aumento do infiltrado celular na lamina prépria, causando lesao das
criptas intestinais (Torres et al., 1999; Menozzi et al., 2006). Essas alteracoes
teciduais desencadeiam outras complicacoes sistémicas, como a diminuicao da
absorcao de nutrientes, perda de peso, diarréia e prolapso retal (Neurath et al.,
1995; Kawada et al., 2007). De acordo com essas alteracdes previamente descritas
e corroborando com os resultados anteriores do nosso grupo de pesquisa, O
presente estudo demonstrou que a inducao de colite, através da utilizacao do
TNBS, foi capaz de promover aumento do dano tecidual, impedir o 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). Nossos resultados
demonstraram também que no primeiro dia apos o jejum, os animais do grupo
controle passaram a recuperar o peso, enquanto que os animais que receberam
apenas TNBS mantiveram o peso reduzido. Ademais, no nosso laboratorio
observamos, em linhagens menos susceptiveis (Swiss e Hannover), que alguns
animais que recebem TNBS e ganham peso no primeiro dia ap6s a inducao da
colite, nao apresentam um escore compativel ao final de 72 h. Desta forma, essas
observacdes sao importantes, pois sugerem que os animais que ganham peso apos a
injecao de TNBS, na realidade nao apresentam quadro de colite.

Nossos resultados demonstraram ainda um aumento significativo no peso do

colon, assim como reducao do seu comprimento nos animais que receberam apenas
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a injecao intraretal de TNBS, corroborando assim com resultados descritos em
outros trabalhos (Daniel et al., 2006; Whittle et al., 2006; Zhao, J. et al., 2007;
Robinson et al., 2008). Além disso, os animais com colite apresentaram também
aumento no peso do baco, dado este, indicativo de inflamacao sistémica,
observada em varios modelos de colite experimental (Ukil et al., 2003; Antonioli et
al., 2007; Ramakers et al., 2007). Dessa forma, nossos dados revelaram que, em
nossas condicoes experimentais, o TNBS foi eficaz na inducao da colite, mostrando-
se, portanto, reprodutivel e concordante com os dados da literatura.

Como observado em diversos trabalhos descritos na literatura, assim como
no presente estudo, durante o desenvolvimento do processo inflamatorio intestinal
ocorreu massiva infiltracao de granulocitos, sendo a grande maioria correspondente
aos neutroéfilos. Inimeras moléculas participam da migracao dessas células até o
tecido inflamado, entre elas as quimiocinas, como a KC (analogo murino da CXCL8)
e seus receptores CXCR1 e CXCR2 (Ajuebor et al., 2004).

Em biopsias de reto de pacientes com UC ou CD foram encontrados niveis
elevados da quimiocina CXCL8 (Mahida et al., 1992; Izzo et al., 1993; Raab et al.,
1993). Song e colaboradores (1999), demonstraram que a infiltracao de neutrofilos
no tecido do célon, esta relacionada com o aumento da expressao de KC/CXCL8 em
camundongos com enterocolite, evidenciando assim, o papel crucial desta
quimiocina no desenvolvimento da colite experimental em camundongos.
Adicionalmente, no modelo de colite induzido por TNBS em ratos Wistar, foi
verificado que a expressao do receptor CXCR2, e de seu principal ligante, KC,
encontra-se aumentada no coélon de animais a partir de 8h apods a inducao da
colite, permanecendo até 7 dias (Ajuebor et al., 2004). O presente estudo

corrobora tais dados, demonstrando que a producao de KC esta significativamente
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aumentada nos animais que receberam TNBS via intraretal. Ademais, recentemente
Buanne e colaboradores (2007) demonstraram que no modelo de colite
experimental induzida pelo DSS, camundongos com delecao génica para o receptor
CXCR2 apresentavam a atividade da MPO significativamente diminuida, sugerindo
que o recrutamento de neutrofilos para a mucosa intestinal parece estar associado
principalmente a ativacao deste receptor.

A mobilizacao rapida e adequada dos neutréfilos € um dos eventos essenciais
para a protecao do organismo, entretanto, os varios tipos de metabdlitos toxicos
que sao liberados por esses leucocitos podem também causar dano ao proprio
tecido do hospedeiro (Smith, 1994; Xiao et al., 2005; Ley et al., 2007). No presente
trabalho, observamos aumento expressivo da atividade da enzima MPO no tecido do
colon dos camundongos, trés dias apds a inducao da colite. A MPO esta presente
nos granulos do citoplasma dos neutrofilos ativados, onde € responsavel pela
destruicao dos microorganismos que sao fagocitados por essas células, clivando
estes agentes externos em pequenos peptideos (Nauseef, 2007). Esta enzima é
fundamental na regulacao da explosao respiratoria nos neutrofilos, entretanto pode
ser altamente toxica aos tecidos (Edwards e Swan, 1986). Adicionalmente, a MPO
pode ser liberada para o exterior da célula, podendo dessa forma aumentar, junto
as espécies reativas de oxigénio, a destruicao tecidual (Klebanoff, 2005). De fato,
nossos resultados demonstram uma correlacao direta entre os niveis elevados de
MPO e lesao tecidual.

A formacao de abscessos na mucosa epitelial € uma caracteristica da lesao
causada pela transmigracao de neutrofilos através do espaco paracelular. Este
processo permite a separacao dos enterocitos, causando a abertura de espacos

entre as estreitas juncdes que unem as células epiteliais, fazendo com que os
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neutrofilos se acumulem no interior das criptas (Kucharzik et al., 2001; Williams e
Parkos, 2007). Uma vez ativados, os neutroéfilos causam rapido consumo de oxigénio
por meio de uma oxidase de membrana (NADPH oxidase), que reduz o oxigénio para
anion superdxido (O%) (Bruno et al., 2004). Dessa forma, os neutrofilos presentes
no tecido do célon inflamado induzem a formacdo de 0% e a liberacdo de enzimas
presentes em seus granulos citoplasmaticos. Estes agentes sao os principais
responsaveis pela lesao no tecido inflamado e contribuem de uma forma geral para
0 aumento da resposta inflamatoria (Weiss, 1989; Bruno et al., 2004). Deste modo,
os neutrofilos sao considerados uma das principais células responsaveis pelas lesoes
e disfuncoes associadas as IBD (Kucharzik et al., 2001; Williams e Parkos, 2007).
Estudos realizados por Natsui e colaboradores (1997) demonstraram, que no modelo
de colite aguda induzida pelo DSS, que o anticorpo monoclonal (RP-3), que provoca
a deplecao de neutrofilos, € capaz de reduzir o dano tecidual no coélon de ratos.
Outro estudo revelou que o bloqueio da adesao dos neutrofilos, por meio dos
anticorpos para a integrina CD11b/CD18, reduz o infiltrado celular e o tamanho das
ulceracées no modelo de colite aguda induzida pelo TNBS (Palmen et al., 1995).

Os estudos de Mazzucchelli e colaboradores (1994), realizados em célons de
pacientes portadores de UC, demonstraram que a expressao da quimiocina CXCLS,
envolvida na migracao dos neutrofilos, esta intimamente relacionada com a
severidade da inflamacao. Desta forma, outra estratégia para a reducao da
migracao de neutréfilos e conseqlientemente do dano tecidual, seria a deplecao
e/ou inibicao dos receptores desta quimiocina. De fato, Buanne e colaboradores
(2007) demonstraram recentemente que camundongos com delecao génica para o
receptor CXCR2 apresentavam drastica reducao dos parametros histopatologicos

avaliados no modelo de colite experimental induzida pelo DSS. Corroborando com
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esses resultados, o presente estudo demonstrou que no modelo de colite induzida
por TNBS em camundongos, o tratamento com o antagonista seletivo do receptor
CXCR2, SB225002, iniciado 24 h apo6s a inducao da colite, reduziu de forma
significativa a atividade da MPO, bem como o dano tecidual macroscopico e
microscopico no colon dos animais.

No entanto, outros estudos revelaram papel controverso exercido pelos
neutrofilos em relacdo ao dano tecidual observado, em diferentes modelos
experimentais de colite (Yamada et al., 1991; Buell e Berin, 1994; Kuhl et al.,
2007). Recentemente, foi demonstrado que a inibicao da infiltracao de neutrdfilos,
através do bloqueio de moléculas de adesao ou da deplecao de neutroéfilos, agravou
a colite induzida pelo TNBS em ratos (Kuhl et al., 2007). De fato, os neutrofilos,
assim como outras células do sistema imune, exercem papel na defesa do
organismo, principalmente contra infeccées de origem bacteriana, e devido a isso,
a deplecao dessas células pode agravar determinados tipos de inflamacao quando
ocorre supressao de sua resposta (Williams e Parkos, 2007). Entretanto, como
citado anteriormente, a resposta exacerbada desses leucocitos ocasiona eminente
dano tecidual, através da liberacao de agentes toxicos. De acordo com esses dados,
a atenuacao da atividade dos neutrofilos parece ser interessante. InUmeros estudos
tém demonstrado a importancia do bloqueio da migracao de neutrofilos, pela
utilizacao de antagonistas para os receptores CXCR1/2, em diferentes modelos de
inflamacao. Por exemplo, Barsante e colaboradores (2007), demonstraram
diminuicao marcante da atividade da MPO e do dano tecidual em ratos com artrite
experimental, através do uso do antagonista DF 2162, para os receptores CXCR1/2.
Outro antagonista do receptor CXCR2, o antileuquinato, também reduziu de forma

significativa a atividade da MPO e o dano tecidual no modelo de pancreatite
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induzida por ceruleina em ratos (Bhatia e Hegde, 2007). Além disso, Zhao e
colaboradores (2007) demonstraram que o antagonista humanizado para os
receptores CXCR1/2, bG31P, mostrou-se eficaz em causar reducao da atividade da
MPO e do dano tecidual no modelo de endotoxemia pulmonar aguda em cobaias.

Esses resultados, em conjunto com os descritos no presente estudo, sugerem
que a inibicao da ativacao do receptor CXCR2 pelos seus ligantes, como o
CXCL8/KC, é capaz de reduzir a migracao de neutrofilos para o tecido inflamado,
diminuindo conseqiientemente a liberacdao de substancias pro-inflamatorias e
reducao da lesao tecidual. Dessa forma, a diminuicao do dano tecidual observada
em nossos resultados, pode ser pelo menos em parte, mediada pela reducao do
numero de neutroéfilos presentes no tecido do coélon. Além disso, a reducao dessa
migracao pode também ter colaborado para a diminuicao da resposta inflamatoria,
contribuindo assim para a recuperacao da integridade do tecido inflamado, para o
ganho de peso corporeo e a reducao da mortalidade dos animais.

Ainda com o objetivo de avaliar o efeito do SB225002 sobre a migracao
celular para o célon, foram avaliadas a participacao dos eosinofilos e macrofagos,
através da quantificacao da atividade das enzimas EPO e NAG, respectivamente.
Como citado anteriormente, os eosinofilos sao leucocitos multifuncionais com
capacidade de iniciar ou potencializar a resposta inflamatoria, através da liberacao
de uma variedade de citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos (Gleich et al.,
1993; Rothenberg, 1998; Rothenberg et al., 2001). Essas células podem produzir
disfuncoes gastrointestinais através da acao de proteinas presentes em seus
granulos citoplasmaticos, como por exemplo, a eosindfilo peroxidase (EPO). Alguns
estudos clinicos tém apontado correlacao positiva entre o nimero de eosindfilos,

através da atividade da EPO, e a severidade da UC em bidpsias de tecido de
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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,
entretanto, sua liberacao em massa pode contribuir para a lesao de tecidos
subjacentes ao foco inflamatério (Mccormick et al., 1994).

Nossos resultados demonstraram que houve aumento significativo na
atividade da EPO, trés dias apos a inducao da colite, no célon dos animais que
receberam apenas TNBS. Além disso, eles demonstraram ainda que o tratamento
dos animais com diferentes doses do antagonista CXCR2, o SB225002, nao foi capaz
de reduzir a atividade desta enzima no tecido colonico. Em concordancia com esses
resultados, Petering e colaboradores, (1999), demonstraram que a CXCL8, mesmo
em altas concentracdes, nao foi capaz de induzir quimiotaxia € nem aumento de
Ca®" intracelular em eosinéfilos humanos, mas apenas em neutréfilos e linfécitos.
Além disso, esse mesmo estudo demonstrou que os receptores CXCR1/2 sao
expressos em neutrofilos e linfocitos e ndao em eosinofilos. Diante do exposto, o
antagonista SB225002, apresentou alta seletividade para os receptores da familia
CXC, nao apresentando acao sobre os receptores presentes na membrana dos
eosinofilos, como o CCR3. Dessa forma, como ja descrito, esse antagonista parece
estar agindo seletivamente sobre a migracao de neutroéfilos e nao em eosinofilos
presentes na mucosa intestinal de camundongos com colite experimental.

A importancia dos eosindfilos em modelos de colite experimental ja foi
descrita em diversos trabalhos (Forbes et al., 2004; Al-Haddad e Riddell, 2005;
Eijkelkamp et al., 2007; Hunter et al., 2007). No entanto, de acordo com nossos
resultados, os neutréfilos parecem ter maior participacdo no dano tecidual

verificado no colon dos animais tratados com TNBS. Como dito anteriormente, os
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neutrofilos correspondem a cerca de 60 % de todos os leucocitos circulantes e
formam a primeira linha de defesa celular do organismo em uma reacao
inflamatoria (Smith, 1994). Diante desse dado, e de acordo com nossos resultados,
os neutroéfilos parecem apresentar maior relevancia que os eosinofilos no dano
tecidual observado no modelo de colite experimental utilizado nesse estudo.

Tem sido descrito que os macrofagos estao envolvidos na patogenicidade das
IBD, principalmente por produzirem citocinas como a IL-18, IL-6, Il-18 e TNF-a e
também a quimiocina atraente de neutréfilos, CXCL8/KC (Rogler e Andus, 1998;
Kanai et al., 2001; Autschbach et al., 2002; Banks et al., 2003). Kanai e
colaboradores (2001) demonstraram que ha um aumento do nimero de macrofagos
ativados no colon de animais com colite induzida pelo TNBS e que a deplecao
destas células reduz a inflamacao intestinal. Essas células também podem gerar
metabolitos 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 fendtipos funcionais, podendo, em alguns
casos, produzir fatores imunosupressores e atuar no reparo do tecido lesado
(Garside, 1999; Jurjus et al., 2004). No modelo de colite induzida por DSS, Qualls e
colaboradores (2006) demonstraram que a deplecao de macréfagos aumenta a
lesdo tecidual e o contetdo de neutrofilos no célon dos camundongos.

Apesar da aparente contradicao desses resultados, tanto Kanai quanto Qualls
demonstraram que o numero elevado de macrofagos so € detectado nas fases mais
tardias da colite experimental, o que corresponde ao periodo de sete a quatorze
dias apds a inducao da colite (Kanai et al., 2001; Qualls et al., 2006), sugerindo
que o periodo inicial do processo de inflamacao intestinal nao parece depender da

migracao de macrofagos. Nossos resultados corroboram tal hipotese, pois nao
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observamos nenhuma diferenca significativa no conteido de NAG entre os grupos
experimentais, indicando novamente que no nosso modelo, 72 horas apds a inducao
da colite, ndao ha migracao de macrofagos. Entretanto, no presente estudo
verificamos um nivel basal da atividade da NAG no célon dos animais em todos os
grupos experimentais, o que provavelmente corresponde a populacao de
macrofagos residentes. Essas células participam da fagocitose de detritos de
leucocitos emigrados e contribuem, em conjunto com células epiteliais para a
liberacao de fatores quimioatraentes para neutréfilos como a CXCL8/KC (Araki et
al., 2005; Qualls et al., 2006).

A IL-18 é um importante e potente mediador inflamatério que atua ativando
diferentes células através de sua ligacao ao seu receptor especifico (IL-1R). Esta
citocina induz a sintese e a secrecao de quimiocinas e outras citocinas,
promovendo indiretamente a migracao de neutroéfilos para o foco inflamatorio (Lin
et al., 2002). Estudos demonstraram que o bloqueio do receptor IL-1R, diminui a
severidade da inflamacao em modelos experimentais de colite (Bachmann et al.,
2006). Além disso, muitos trabalhos tém verificado que a expressao da IL-1B esta
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, a IL-18
contribui para o agravamento do quadro de UC, tanto em modelos animais como
em estudos clinicos. Nossos resultados estdao de acordo com essas evidéncias,
demonstrando que animais com colite induzida pelo TNBS apresentam aumento da
producao de IL-18 e sugerem que a reducao da lesao tecidual verificada nos
animais tratados com SB225002 pode ser, pelo menos em parte, resultante da

diminuicao dos niveis dessa citocina pro-inflamatoria.
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Tanto a IL-18 quanto o KC podem ser produzidos por neutréfilos, células
epiteliais e macrofagos ativados. Como demonstrado no presente estudo, essas
citocinas estao aumentadas no colon de camundongos administrados com TNBS. No
entanto, nos animais que receberam TNBS e foram tratados com SB225002 ha uma
diminuicao significativa dos niveis dessas citocinas, o que pode estar
correlacionado com a reducao do influxo de polimorfonucleares para o tecido do
colon, nao s6 em funcao do menor nimero de neutroéfilos produtores de IL-18 e KC,
mas também pela melhora do quadro inflamatorio. Ou seja, uma menor liberacao
de mediadores inflamatérios poderia reduzir a ativacao de células como os
macrofagos e células endoteliais, impedindo assim a amplificacdo da resposta
inflamatoria e diminuindo a liberacdao moléculas quimioatraentes como o KC. Este
fendmeno viria a contribuir ainda mais para a reducao do influxo de neutrofilos
para o tecido inflamado. Ademais, os poucos neutrofilos presentes no tecido
poderiam ter o receptor CXCR2 antagonizado pelo SB225002, impedindo dessa
forma, a ativacao da via da PLCB, que por sua vez, nao formaria mensageiros
intracelulares, como o IP3;, reduzindo a concentracao de Ca%¥ intracelular e
impossibilitando a liberacao de vesiculas ricas em mediadores inflamatorios, tais
como KC e IL-18 (Figura 27). Deste modo, essa reacao em cadeia, melhoraria

substancialmente a inflamacao intestinal desses animais.
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Figura 27. Bloqueio do receptor CXCR2 pelo SB225002. A administracao sistémica do antagonista
seletivo e nao peptidico do receptor CXCR2 (SB), inibe o desencadeamento da via intracelular da
fosfolipase C do tipo B (PLCB), impedindo a quebra do fosfatidilinositol difosfato (PIP;) em
diacilclicerol (DAG) e trifosfato de inositol (IP3), bloqueando assim o aumento de calcio intracelular
(i[Ca’]), proveniente do estoques de calcio (EC), e a conseqiiente liberacao de vesiculas ricas em

mediadores inflamatorios como a IL-18 e KC, ou mesmo mieloperoxidase (MPO).

Ao contrario do que foi observado para a IL-18, os dados publicados sobre a
expressao do TNF-a nas IBD sao contraditorios. 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 nao foram capazes de detectar niveis
significativos dessa citocina em pacientes com UC (Youngman et al., 1993). No
presente estudo, 72 h apds a inducao da colite, o TNF- a nao foi detectavel no
colon dos animais. Esses resultados confirmam dados anteriores do nosso grupo de

pesquisa, onde o mesmo protocolo experimental foi utilizado em animais de
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diferentes linhagens. Entretanto, nossos resultados nao descartam a importancia do
TNF-a neste processo inflamatorio. Possivelmente, a discordancia entre os dados
da literatura deve ser, pelo menos em parte, resultante da cinética de producao
desta citocina, uma vez que resultados prévios do nosso grupo de pesquisa,
sugerem que o TNF-a atua nas primeiras horas apds a inducao da colite pelo TNBS.
Outras citocinas importantes envolvidas na patogenicidade da colite induzida
por TNBS em camundongos e que foram analisadas no presente estudo sao a IL-12 e
o IFN-y (Neurath et al., 1995). InUmeros trabalhos ja relataram elevados niveis
dessas citocinas em colons de animais com colite experimental (Hong et al., 2002;
Sugimoto et al., 2002; Ukil et al., 2003; Zhang et al., 2006). No entato, nenhum
deles utilizava exatamente o nosso modelo e/ou tipo de animal. Desta forma,
nossos resultados demonstraram que, trés dias ap6s a inducao da colite por TNBS,
nao houve diferenca significativa nos niveis das citocinas IL-12 e IFN-y entre o
grupo controle e grupo administrado apenas com TNBS, confirmando assim
resultados de outros trabalhos (Bailon et al., 2007; Lee et al., 2007). No estudo
realizado por Ukil e colaboradores (2006), foi detectado aumento expressivo na
producao de IL-12 e IFN-y em animais com colite induzida pelo TNBS. Porém, nesse
mesmo estudo, esse aumento foi significativo somente quatro dias apds a inducao
da colite, sendo que a elevacao dos niveis dessas citocinas se estendeu até o oitavo
dia apds a injecao de TNBS. Além disso, a dose de TNBS utilizada para a inducao da
colite foi de 6 mg/animal, enquanto que em nossos experimentos a dose de
trabalho foi de 1,5 mg/animal. Dessa forma, a diferenca entre as linhagens dos
animais, os agentes indutores de colite, a complexidade da resposta imune em
diferentes modelos, e entre as condicoes experimentais de modo geral, podem

explicar os resultados controversos.
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As citocinas IL-10 e IL-4 também foram estudadas no presente trabalho.
Diversos estudos tém demonstrado o papel dessas citocinas na regulacao atividade
antiinflamatoria, 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 linfocitos T e B, timodcitos, macrofagos,
mastocitos, queratindcitos e células do epitélio intestinal (Papadakis e Targan,
2000). Camundongos com delecao génica para a IL-10 desenvolvem colite
espontanea, e esse processo pode ser prevenido através da reposicao de IL-10
(Kuhn et al., 1993; Papadakis e Targan, 2000; Lindsay et al., 2004; Shiraki et al.,
2004). Essa citocina inibe a producao de citocinas pré-inflamatorias secretadas por
macrdéfagos, tais como IL-18, IL-6 e 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 nho mecanismo de defesa do
organismo e na regulacao da resposta inflamatdéria na mucosa intestinal. Como
exposto anteriormente, nossos resultados demonstraram reducao significativa nos
niveis da citocina IL-10 no célon dos animais que receberam apenas TNBS, quando
comparado ao grupo controle, dado este ja observado em outros trabalhos (Fiorucci
et al., 2002; Liu et al., 2003). Adicionalmente, ocorreu um aumento dessa citocina
acima dos niveis basais, nos animais que receberam SB225002. Esse resultado
sugere que a IL-10 pode também contribuir, pelo menos em parte, na diminuicao
da inflamacao no célon desses animais apos o tratamento com o SB225002.

Além disso, nossos resultados demonstraram reducao significativa nos niveis
teciduais de IL-4 no coélon dos animais administrados apenas com TNBS, e que trés

dias apds a inducdao da colite, os niveis dessa citocina aumentaram
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significativamente nos animais tratados com SB225002. A IL-4 também possui
propriedades antiinflamatodrias e imunoregulatorias importantes nas IBD (Niessner e
Volk, 1995). Esta citocina é capaz de inibir a formacao de colonias de macrofagos e
a liberacao de mediadores inflamatoérios, como a IL-18 (Rogler e Andus, 1998).
Desse modo, macrofagos residentes e/ou células epiteliais, poderiam estar
liberando grandes quantidades dessas citocinas (IL-4 e IL-10), que por sua vez,
agiriam em conjunto sobre células inflamatorias, inibindo a liberacdao da IL-18,
assim como de outros mediadores inflamatorios presentes no epitélio intestinal,
contribuindo de um modo geral para a reducao da severidade da colite observada
nos animais tratados com o SB225002.

Além das citocinas antiinflamatoérias outras proteinas podem apresentar
papel protetor nas IBDs. Alguns estudos tém sugerido papel benéfico da COX-2, na
resolucao do quadro de colite experimental (Colon et al., 2001; Singh et al., 2004;
Radaelli et al., 2005). Recentemente, Okayama e colaboradores (2007),
demonstraram que o tratamento com inibidores seletivos da enzima COX-2 pode
exacerbar a resposta inflamatoéria e aumentar o dano tecidual em célons de ratos
com colite induzida pelo DSS.

Entretanto, uma grande quantidade de estudos tém evidenciado o papel da
COX-2 para a patogénese da colite. Alguns trabalhos indicam a existéncia de
relacao entre o aumento do dano tecidual com o aumento da expressao dessa
enzima COX-2 (Martin et al., 2003; Martin et al., 2004; Sanchez-Hidalgo et al.,
2005; Talero et al., 2006). Em pacientes com UC, a expressao do mRNA para a COX-
2 encontra-se aumentado nas areas inflamadas (Jiang et al., 2006), o que
novamente sugere o envolvimento dessa enzima na patogenicidade dessa doenca.

Outros estudos tém demonstrado a relacao entre o aumento da expressao da COX-
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2, com a atividade da MPO, dano macroscépico, assim como com os niveis teciduais
das citocinas pré-inflamatorias (Jiang et al., 2006).

De forma semelhante, alguns trabalhos demonstraram a relacao entre o
aumento da expressao da iNOS com a intensidade da inflamacao, lesdes na mucosa
e ulceracdes no intestino de animais com colite. No estudo realizado por Kankuri e
colaboradores (2001), foi demonstrado que a expressao da iNOS esta relacionada
com a infiltracdo de neutréfilos e com o aumento sustentado do edema do célon e
do escore macroscopico.

Recentemente, Ballester e colaboradores (2007), demonstraram aumentos
marcantes na expressao da COX-2 e da iNOS no célon de ratos com colite induzida
pelo TNBS. Além disso, varios outros trabalhos tém demonstrado aumento na
expressao dessas enzimas durante o desenvolvimento da colite em diferentes
modelos experimentais (Camuesco et al., 2004; Busserolles et al., 2005; Ukil et
al., 2006; Antonioli et al., 2007; Camacho-Barquero et al., 2007). Nossos resultados
corroboram o papel pro-inflamatorio destas enzimas, quando analizadas no periodo
de 72 h apds a inducao da colite. Em nossos resultados, tanto a expressao da COX-2
como da iNOS estiveram acompanhadas do aumento da atividade da MPO, assim
como do escore macroscopico no colon dos animais, entre outros parametros
analisados. Todavia, o tratamento com o SB225002, mostrou-se eficiente na
diminuicao da expressao da COX-2 e da iNOS e a lesao tecidual. Essa diminuicao
também pode estar relacionada ao menor influxo de neutréfilos para o epitélio
intestinal, que, indiretamente, pode ter diminuido a ativacao de células
inflamatorias, potenciais produtoras dessas enzimas, que contribuiriam de forma

importante para o aumento da resposta inflamatoria, e consequente dano tecidual.
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Outro fendmeno que parece ter grande importancia no desenvolvimento da
colite € a formacao de novos vasos (Danese et al., 2006). A formacao dessa nova
rede de vasos no tecido do colon inflamado, auxilia no aumento do influxo de
células inflamatorias para o epitélio intestinal, aumentando indiretamente a
liberacao de enzimas proteoliticas e mediadores inflamatorios, assim como a
formacao de espécies reativas de oxigénio, que irdao, em conjunto, lesionar o
tecido e agravar o estado inflamatério. O VEGF é um dos principais fatores de
crescimento envolvidos na formacao de novos vasos durante a ocorréncia de
processos inflamatorios, e estudos em pacientes com IBD tém demonstrado o
aumento da expressao desta citocina (Danese et al., 2006; Carvalho, J. F. et al.,
2007). Além disso, experimentos em animais também tém evidenciado a
participacao dessa proteina na patogénese da colite experimental (Mazzon et al.,
2005; Okuda et al., 2005; Carvalho, A. T. et al., 2007). Corroborando a literatura,
nossos resultados demonstraram aumento marcante na expressao do VEGF nos
animais que receberam apenas TNBS, sugerindo que houve aumento da
angiogénese, fator que pode ter contribuido de forma indireta para o aumento do
dano tecidual observado no célon dos animais.

Além do VEGF, a quimiocina CXCL8 (KC) também pode promover a
angiogénese durante o processo inflamatorio. De modo geral, o aumento da
expressao das quimiocinas CXC ELR" esta relacionado ao aumento da angiogénese,
sendo que este processo parece ser mediado pelo receptor CXCR2, expresso por
células endoteliais (Addison et al., 2000; Heidemann et al., 2003). Por outro lado,
alguns mediadores, como o IFN-y, apresentam propriedades angiostaticas, inibindo
a producao de fatores angiogénicos como o VEGF, levando a supressao da formacao

de novos vasos (Strieter et al., 1995; Addison et al., 2000; Strieter et al., 2004;
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Wang e Klein, 2007). Desse modo, parece haver um balanco regulatério entre
fatores angiogénicos e angiostaticos, durante o desenvolvimento da colite
experimental. De modo interessante, a administracao sistémica do SB225002
acarretou em aumento significativo na producao de IFN-y, além de reducao
marcante da expressao do VEGF, sugerindo assim que esses eventos parecem estar
correlacionados. Ademais, nossos dados permitem propor que o SB225002 ao
antagonizar o receptor CXCR2, envolvido na inducao da expressao de VEGF, reduz a
a expressao de VEGF, reduzindo dessa forma, a formacao de novos vasos e
consequentemente, o influxo de células e o dano tecidual.

Diante desses resultados e dos relatos descritos na literatura, o bloqueio
seletivo do receptor CXCR2, através da acao do antagonista nao peptidico,
SB225002, se mostrou eficaz em inibir varios parametros analisados no modelo
experimental de colite induzida pelo TNBS. O bloqueio desse receptor, parece ter
levado a reducao drastica na migracao dos neutréfilos para a mucosa intestinal.
Esse menor influxo de neutrofilos pode ter ocasionado menor atividade da MPO,
bem como a reducdo da liberacao de espécies reativas de oxigénio, proteases e
mediadores proé-inflamatérios, como as citocinas IL-18 e KC. Além disso,
macrofagos residentes e/ou células endoteliais podem ter contribuido para o
aumento das citocinas antiinflamatorias IL-4 e IL-10. Adicionalmente, pode ter
ocorrido menor ativacao de células inflamatodrias, decorrente da diminuicao do
influxo de neutroéfilos, reduzindo a producao de IL-1B8, KC e a expressao das
proteinas COX-2, iNOS e VEGF. Deste modo, esse conjunto de fatores pode ter
contribuido para a diminuicao do dano tecidual, e como consequéncia, para a
melhora substancial dos sintomas dessa patologia nos animais tratados com TNBS

(Figura 28 e 29).
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Tendo em vista, o papel relevante exercido pelos neutréfilos no dano
tecidual e nos mecanismos relacionados ao desenvolvimento das IBD, podemos
concluir, com base nos resultados do presente trabalho, que o antagonista seletivo
para o receptor CXCR2, o SB225002, apresenta potencial terapéutico para o
tratamento da UC, uma vez que esse composto revelou-se altamente eficaz em
reduzir os parametros inflamatorios avaliados nos animais com colite induzida pelo

TNBS.
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Figura 28. Possiveis mecanismos inflamatorios envolvidos em resposta a colite induzida pelo

TNBS. Apos a injecao de TNBS ocorre massiva infiltracdo de neutrofilos (NTO) em resposta a
ativacdo do receptor CXCR2 pela quimiocina KC, produzida por macrdfagos (M@) ou células
endoteliais. Além disso, os macrdofagos produzem grandes quantidades de IL-18, que pode estimular
a expressao de VEGF, COX-2 e iNOS. Os neutrofilos presentes no tecido também podem liberar IL-18
e KC, auxiliando na amplificacao da resposta inflamatoria, além de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e mieloperoxidase (MPO), que contribuem para a lesao tecidual. Adicionalmente, os
eosinofilos (ESO) liberam eosinofilo peroxidase (EPO), que também podem lesionar o epitélio

intestinal.
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Figura 29. Possiveis alvos de acdo do SB225002 na colite induzida pelo TNBS. O tratamento com

o SB (SB225002) bloqueia a migracdo dos neutréfilos (NTO) para o tecido, diminuindo assim, a
producao local de citocinas IL-18 e KC, bem como de mieloperoxidase (MPO) e espécies reativas de
oxigénio (ERO). A reducao da inflamacao local pode acarretar em diminuicao na producdo de VEGF,
COX-2 e iNOS pelas células endoteliais e macrofagos (M@) residentes. Ademais ha maior producao de
IL-4 e IL-10. A atividade da enzima eosindfilo peroxidase (EPO) nao é inibida pelo SB, sugerindo que

o influxo de eosindfilos continue para a mucosa intestinal.

82




CONCLusAo|



concLusio [E

6. CONCLUSAO

O antagonista seletivo para o receptor CXCR2, o SB225002, apresentou
potencial terapéutico para o tratamento de doencas inflamatorias intestinais, uma
vez que esse composto revelou-se altamente eficaz em reduzir os parametros
inflamatorios avaliados nos animais com colite induzida pelo TNBS, caracterizado
pela diminuicao do dano tecidual e consequente reducao da mortalidade dos

animais.
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