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RESUMO

Embora alguns estudos impliquem as endotelinas na patogénese
das doencas inflamatdrias intestinais (IBDs), as evidéncias disponiveis
sobre a participagdo destes mediadores na progressdo ou ha manutengdo
da resposta inflamatéria do célon ainda sdo escassas. Neste sentido, o
presente estudo tem como objetivo investigar se o tratamento
terapéutico com antagonistas seletivos para os receptores ETa ou ETg
poderia reverter ou atenuar a progressao de sinais e sintomas da colite
experimental induzida por TNBS em camundongos, incluindo a dor
visceral associada a esta condigdo, bem como identificar alguns dos
mecanismos de agdo envolvidos. Também foi avaliado se o atrasentan
(antagonista do receptor ET,) seria capaz de minimizar pardmetros
inflamatorios em outro modelo experimental, o de colite causada por
sulfato sodico de dextrana (DSS). A instilagdo de TNBS (1,5 mg por
animal) induziu perda de peso corporal, alta mortalidade e danos macro
e microscopicos no coélon, associados a acimulo de neutr6filos,
aumentos da atividade da enzima MPO, dos niveis de IL-1p, MIP-2 e
KC, da expressdo de moléculas de adesdo e do RNAm para receptores
ETae ETg no célon dos animais. O TNBS ainda reduziu os niveis das
citocinas anti-inflamatérias 1L-10 e IL-13, e alterou a expressdo de
RNAmM para prepro ET-1 e prepro ET-2 no tecido, além de causar (na
dose de 0,5 mg) hiperalgesia mecanica na parede abdominal e pata
traseira. O tratamento com atrasentan (10 mg/kg/dia, e.v.), iniciado 24 h
apés o TNBS, reduziu marcadamente todos esses efeitos do TNBS,
exceto as alteracGes de IL-13 e da expressdo de RNAm para prepro ET-
1 e prepro ET-2. Em contraste, em todos os ensaios com TNBS em que
foi testado, o tratamento semelhante com A192621 (antagonista do
receptor ETg) ndo mostrou qualquer efeito. O atrasentan foi ainda capaz
de reduzir diversos parametros inflamatdrios avaliados no modelo de
DSS. Além disso, em leuctcitos peritoniais estimulados com LPS in
vitro, a producdo de MIP-2 e KC por macroéfagos e de KC (mas ndo IL-
1B) por neutrdfilos foi bloqueada por um antagonista do receptor ET a.
Este conjunto de resultados demonstra que o bloqueio seletivo do
receptor ETa mostra-se eficaz em reduzir a inflamacgdo coldnica nos
modelos de colite induzida por TNBS e DSS, sugerindo que
antagonistas deste receptor possam ser Uteis no tratamento das doencas
inflamatdrias intestinais.

Palavras-chave: Doencas Inflamatérias Intestinais. Endotelina.
Hiperalgesia Mecéanica. Colite.






ABSTRACT

Although some studies have implicated endothelins in the
pathogenesis of inflammatory bowel diseases (IBDs), the evidence
available on the participation of these mediators in the progression or
maintenance of colonic inflammation in such states is limited. Thus, the
current study aimed to investigate if treatment with selective antagonists
of ETa and ETg receptors could reduce or reverse the progression of
signs and symptoms of experimental colitis induced by TNBS in mice,
including visceral pain, as well as identify some of the putative
mechanisms of action involved. The capacity of atrasentan (an ETa
receptor antagonist) to reduce some symptoms of colitis induced by
dextran sodium sulfate (DSS) was also assessed. TNBS instillation (1.5
mg/mouse) induced sustained body weight loss, high mortality and
marked macro and microscopic damage of the colon, associated with
enhanced colonic neutrophil infiltration, MPO activity, IL-13, MIP-2
and KC levels, and expression of adhesion molecules and mRNA for
ETa and ETg receptors. TNBS also reduced colonic levels of the anti-
inflammatory cytokines 1L-10 and IL-13, altered prepro ET-1 and
prepro ET-2 mRNA levels and (at 24 h after 0.5 mg/mouse) induced
mechanical hyperalgesia of the abdomen and hind paw. Treatment with
atrasentan (10 mg/kg/day, i.v.), starting 24 h after TNBS administration,
markedly reduced all these effects of TNBS, except the changes in IL-13
and in prepro ET-1 and prepro ET-2 mRNA levels. In contrast, similar
treatment with A-192621 (an ETg receptor antagonist) failed to modify
the effects of TNBS in all assays in which it was tested. Atrasentan
treatment was also effective in reducing several inflammatory
parameters in DSS-induced colitis. In addition, in cultured peritoneal
leukocytes, the production of MIP-2 and KC by macrophages and of KC
(but not IL-1B) by neutrophils stimulated by incubation with LPS was
reduced by an ETa receptor antagonist. Altogether, these results
demonstrate that selective blockade of ETa receptors is effective in
alleviating signs and symptoms of colonic inflammation in experimental
colitis induced by TNBS e DSS, suggesting that antagonists of this
receptor might constitute useful new candidates for the treatment of
IBDs in humans.

Keywords: Inflammatory Bowel Diseases. Endothelin. Mechanical
Hyperalgesia. Colitis.
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1INTRODUCAO
1.1 Doenca Inflamatoria Intestinal

O termo Doenga Inflamatéria Intestinal (do inglés inflammatory
bowel disease, IBD) é utilizado para definir um grupo de doencas
inflamatorias cronicas do trato gastrointestinal que podem ser divididas
em dois grupos principais, a colite ulcerativa (do inglés ulcerative
colitis, UC), que acomete a regido do colon e a Doenca de Crohn (do
inglés Crohn’s disease, CD), que pode acometer todo o trato
gastrointestinal. A primeira descricdo de uma patologia que acometia o
intestino foi realizada em 1623 pelo cirurgido alemdo Guilhelmus
Fabricius Hildanus, conhecido como Wilhelm Fabry. No entanto, a UC
foi descrita somente em 1859, pelo médico britanico Samuel Wilks. Em
1932, os médicos Burril Crohn, Gordon Oppenheimer e Leon Ginzburg
localizaram a doenga em segmentos do ileo e a denominaram de CD
(para revisdo ver 2007; Strober et al., 2007; Abraham e Cho, 2009.

1.2 Epidemiologia

Estudos epidemiol6gicos demonstram que a incidéncia das
IBDs no mundo ocidental vem aumentando consideravelmente desde
1950. Em contraste, até a Gltima década, havia baixa prevaléncia dessas
doencas em paises da Europa Oriental, América do Sul, Asia e da regido
do Oceano Pacifico. Porém, estudos recentes indicam uma mudanga na
epidemiologia das IBDs, sendo que sua incidéncia esta em ascensao em
areas antes consideradas de baixa prevaléncia, como Sul da Europa,
Asia e paises em desenvolvimento, mas vem se estabilizando em regides
consideradas de alta prevaléncia, como a América do Norte e o Norte da
Europa. Foi demonstrado que na América do Norte a incidéncia da CD
para latinos (4,1 para 100.000) e asiaticos (5,6 para 100.000) é muito
menor do que a incidéncia observada em brancos (43,6 para 100.000) e
negros (29,8 para 100.000). Embora as IBDs ocorram em todos 0s
grupos étnicos, existe uma maior prevaléncia em judeus, sugerindo que
fatores ambientais e o estilo de vida predispbem ao desenvolvimento
dessas doencas (Niv et al., 2000; Lakatos, 2006).

1.3 Patogénese

A etiologia das IBDs é pouco compreendida e algumas
hipoteses sugerem uma origem multifatorial, envolvendo fatores
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genéticos e ambientais, que conferem predisposicdo a doenca, além de
alteracBes na resposta imune. Essas doencas estdo associadas a
manifestacfes extra-intestinais, como disfuncBes nutricionais e
metabdlicas, erupcdes cutneas, complicagdes oculares, complicagdes
renais e problemas psico-sociais como a depressédo (Blumberg e Strober,
2001; Hanauer e Present, 2003; Varghese et al., 2006).

1.3.1 Fatores genéticos

O componente hereditario tem se mostrado bastante relacionado
ao desenvolvimento das IBDs. O primeiro relato da participagdo de
fatores genéticos como um fator de risco para as IBDs foi feito em 1930,
no qual foi demonstrado que parentes de primeiro grau de pacientes
afetados parecem ter um risco de 4 a 20 vezes maior no
desenvolvimento desta patologia (para revisdo ver Podolsky, 2002;
Xavier e Podolsky, 2007). Pacientes com CD e UC apresentam parentes
de primeiro grau com a mesma doenga em 2,2-16,2 % e 5,7-15,5 %,
respectivamente (Baumgart e Carding, 2007). Outra forte evidéncia de
que um componente genético contribui para a susceptibilidade da
doenca € uma maior incidéncia das IBDs entre gémeos monozigdticos
do que em dizigoticos, especialmente na CD (Podolsky, 2002).

Nos Ultimos anos muito tem se descoberto acerca dos genes que
podem estar associados com as IBDs. As IBDs sdo doengas poligénicas,
e ja se sabe que cerca de doze regides genbmicas mapeadas parecem
conter genes que podem contribuir para o desenvolvimento de ambas as
formas de IBDs. O primeiro gene especifico associado com as IBDs
identificado foi o membro 15 da familia dos dominios de ativagdo e
recrutamento de caspases (CARD15, do inglés, caspase activation and
recruitment domain molecule 15), que codifica 0 NOD2 (do inglés
nucleotide-binding  oligomerization domain 2), o qual ¢
preferencialmente expresso em macréfagos, células dendriticas e células
de Paneth (Hugot et al., 2001; Korzenik e Podolsky, 2006). Este gene
codifica proteinas intracelulares que desencadeiam vias das proteinas
quinases e de fatores de transcricdo, em resposta a estimulagdo
bacteriana (Bamias e Cominelli, 2007). Estudos evidenciaram mutacdes
no gene CARD15 em cerca de 10-20 % dos pacientes com CD. Os
pacientes homozigotos apresentam uma predisposi¢cdo 20 a 40 vezes
maior para o desenvolvimento da doenca, enquanto nos heterozigotos o
risco aumenta de 2 a 4 vezes (Strober et al., 2007).

Com a utilizacdo da selecdo genética de microsatélites para a
identificacdo de regides do genoma humano, foi possivel identificar 9
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locos relevantes denominados IBD1-9. Embora alguns locos paregam
ser especificos para CD (IBD1) ou a UC (IBD2), outros estdo associados
com ambas patologias (IBD3). Mais recentemente, foi identificado um
gene que predispde individuos ao desenvolvimento de CD na regido
IBD5. Esse gene foi identificado como sendo o do transportador de
cations organicos 1 e 2 (do inglés organic cation transporter, OCTN1
ou OCTN2). Anormalidades nesse gene podem resultar em um defeito
na resposta imunoldgica, favorecendo a proliferagdo de bactérias na
mucosa intestinal, podendo levar ao surgimento das IBDs (Lamhonwah
etal., 2003).

1.3.2 Fatores ambientais

Como dito anteriormente, a maior taxa de incidéncia e
prevaléncia dessas patologias sdo relatadas na América do Norte e Norte
da Europa e a menor na América do Sul, sudeste da Asia, Africa e
Austrélia. Embora esses dados sugiram gque exista um gradiente de norte
a sul, eles também indicam que existem variacdes no acesso e na
gualidade dos cuidados da salde, bem como em diferentes graus de
industrializacdo, saneamento e higiene (Baumgart e Carding, 2007).

De maneira interessante, foi demonstrado que o aleitamento
materno confere protecdo contra as IBDs (Klement et al., 2004). Com
relacdo a dieta, foi relacionado que 0 excesso no consumo de
carboidratos e gorduras poliinsaturadas sdo fatores de risco para o
desenvolvimento dessas doencas (Riordan et al., 1998; Geerling et al.,
2000).

Outro fator ambiental interessante é o efeito dicotémico do
tabagismo para as duas principais formas de IBD. Diversos trabalhos
ttm mostrado que os fumantes apresentam exacerbacdes menos
freglientes de UC. Inversamente, em pacientes com CD, o tabagismo
agrava o curso da doenca, promove a formacao de fistulas e estenoses e
ao exacerbar a doenca, aumenta a necessidade do uso de
corticosteroides. Embora os componentes do cigarro responsaveis por
essas observacdes ndo tenham sido identificados, o uso de adesivos
transdérmicos de nicotina, juntamente com terapias convencionais,
amenizam os sintomas de pacientes com UC moderada (Pullan et al.,
1994). Estudos experimentais sugerem que o efeito benéfico da nicotina
na UC esteja relacionado ao aumento na producdo de muco, diminuicédo
na producéo de citocinas proinflamatorias e éxido nitrico e melhorias na
funcdo da barreira intestinal, enquanto o efeito da nicotina da CD parece
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estar relacionado ao aumento no influxo de neutréfilos na 1amina propria
(Cosnes, 2004).

As IBDs sdo mais comuns ap0s infeccBes intestinais e pacientes
acometidos com essas doencas tém maior concentracdo de bactérias na
mucosa do que as pessoas saudaveis. A concentracdo de bactérias na
mucosa aumenta progressivamente com a severidade da doenga
(Swidsinski et al., 2002; Garcia Rodriguez et al., 2006).

1.4 Imunobiologia

Varias evidéncias sugerem que um desequilibrio dindmico entre
0s microorganismos, especialmente os da flora comensal, a barreira
epitelial da mucosa e a resposta imunoldgica do hospedeiro, exercem
um papel central na iniciagdo e desenvolvimento da patogénese das
IBDs (Xavier e Podolsky, 2007).

Com relacéo a flora intestinal, foi demonstrado que ocorre um
desequilibrio da flora intestinal, com reducdo no nimero de bactérias
benéficas dos géneros Bifidobactérias e Lactobacillus e aumento no
namero de bactérias patogénicas do género BacterGides e Escherichia
coli. Esse desequilibrio desencadeia a sindrome da permeabilidade
intestinal, contribuindo para a inflamagé&o intestinal (Darfeuille-Michaud
et al., 1998; Barnich e Darfeuille-Michaud, 2007). A importancia da
flora intestinal nas IBDs é evidenciada por estudos que utilizam
linhagens murinas especificas, nas quais o desenvolvimento da colite
espontanea parece depender da presenca da flora luminal (Xavier e
Podolsky, 2007).

O epitélio intestinal é formado por uma Unica camada de células
que atua como barreira primaria e tém como principal funcéo prevenir
que os antigenos e bactérias do limen encontrem as células do sistema
imune na lamina propria. Neste sentido, a protecdo da mucosa pela
barreira epitelial é uma funcdo tdo importante quanto a funcdo de
absorcdo de nutrientes e secrecdo de fluidos. As células goblet
constituem um componente importante do epitélio intestinal. Elas sdo
responsaveis pela producdo de muco, que sdo cruciais para a defesa e
reparo do epitélio intestinal (Mashimo et al., 1996). O epitélio intestinal
é recoberto por muco, onde as bactérias da flora comensal estdo
incorporadas (Swidsinski et al., 2002). Estudos tém demonstrado que a
mucina-2 (MUC-2), a glicoproteina mais secretada pelas células goblet,
é expressa com defeito em pacientes com IBD (Buisine et al., 2001;
Smithson et al., 1997). Foi demonstrado ainda que camundongos com
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delecdo génica para a MUC-2 (MUC-2") sdo deficientes em células
goblet e desenvolvem colite espontanea (An et al., 2007).

Além disso, existe no intestino delgado um tipo especializado
de células, denominadas células de Paneth, que participam na resposta
imune inata e na regulacdo da densidade de bactérias, através da
secrecdo de proteinas antimicrobianas (Elphick e Mahida, 2005). As
principais proteinas dessa classe sdo conhecidas como defensinas, e
podem ser divididas em duas familias, a- e B-defensinas. Devido as suas
propriedades  anfipaticas, as defensinas interagem com e
conseqlientemente rompem a membrana das bactérias (Brogden, 2005).

O sistema imunoldgico associado ao trato gastrointestinal é
extremamente complexo, sendo formado por populagdes de células
linféides e ndo linféides, bem como por fatores humorais. Os antigenos
presentes no limen, como os das bactérias da flora comensal, patégenos
e nutrientes sdo capturados por células especializadas e ndo
especializadas em apresentar 0s mesmos a outras células. As células
apresentadoras de antigenos ndo especializadas, como células epiteliais
intestinais, podem interagir com células T ndo diferenciadas (ou naive),
através dos receptores do complexo principal de histocompatibilidade de
classe 11, produzindo sinais co-estimulatérios na auséncia de inflamagéo,
promovendo supressdo ou anergia das células T presentes na mucosa
(Baumgart e Carding, 2007). Por outro lado, as células apresentadoras
de antigenos especializadas, como células dendriticas, expressam
receptores de reconhecimento padrdo e moléculas co-estimulatérias que
permitem controlar a resposta imune adaptativa através da diferenciagéo
de linfocitos T em células efetoras (Thl, Th2 e Thl7) ou células T
regulatérias (Treg), bem como a resposta imune inata por ativagao de
células natural killer (Banchereau e Steinman, 1998). Na presenca de
bactérias da flora comensal e quando ndo existe inflamagdo, ha um
balanco entre células efetoras e regulatérias, de modo a controlar a
producdo de citocinas pré- e anti-inflamatérias, o que permite manter a
homeostasia do trato gastrointestinal (Macdonald e Monteleone, 2005;
Rescigno et al., 2001).

Soderholm e colaboradores (2002) demonstraram que a barreira
epitelial é descontinua em pacientes com IBDs. Além disso, esses
pesquisadores demonstraram uma menor resisténcia epitelial e um
aumento na permeabilidade da mucosa de pacientes com IBDs. A
expressdo dos receptores de reconhecimento padrdo (TLR, do inglés
toll-like receptor) é diferenciada em pacientes com essas doengas. Os
TLR séo receptores que geralmente estdo presentes na superficie celular
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e sdo os responsaveis pelo desencadeamento da sinalizacdo em resposta
a um agente infeccioso. As células do epitélio intestinal normalmente
expressam os receptores do tipo TLR3 e TLR5, enquanto os receptores
TLR2 e TLR4 séo pouco expressos. Em pacientes com CD a expressao
do receptor TLR3 esta reduzida, enquanto a expressdao do TLR4 esta
aumentada tanto em pacientes com CD quanto com UC (Cario e
Podolsky, 2000).

O reconhecimento e o processamento dos antigenos pelas
células apresentadoras de antigenos especializadas sdo alteradas em
pessoas com IBD. Estudos in vitro e em animais demonstram que as
células dendriticas reconhecem incorretamente bactérias da flora
comensal e induzem uma resposta imune do tipo Thl. Esses estudos
sugerem que uma disfuncdo ou uma resposta exagerada dos receptores
do tipo toll-like podem ser causas de IBDs (Franchimont et al., 2004).

Outra alteracdo interessante na resposta imune em pacientes
com IBD ¢é que células apresentadoras de antigenos ndo especializadas
se tornam potentes ativadores de células T efetoras. Embora células
apresentadoras de antigenos ndo especializadas, como as células
epiteliais, normalmente induzam anergia de células T CD4", na presenca
de citocinas pré-inflamatérias elas apresentam alteragdes no seu
fen6tipo, como 0 aumento na expressdo de moléculas do complexo de
histocompatibilidade (Cruickshank et al., 2004). Além disso, as células
epiteliais de pacientes com IBD expressam moléculas co-estimulatdrias
alternativas, as quais podem melhorar a sua capacidade de apresentar
antigenos (Nakazawa et al., 2004).

Pacientes com IBD também apresentam deficiéncias na
remocao de populagdes de células T autoreativas ou super-reativas, as
quais persistem no tecido e ndo sofrem apoptose (Ina et al., 1999).

Em pacientes com UC hd uma predominancia de linfocitos
CD4+ com fenotipo Th2, caracterizada pela alta producédo de fator de
crescimento transformante-g (TGF-B) e interleucina-5 (IL-5), entre
outros fatores. Por outro lado, na mucosa de pacientes com CD
predomina a resposta do fenétipo Thl, que é caracterizada pela
producéo de interferon-y (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF-q),
interleucina 2 (IL-2) e interleucina 13 (IL-13) (Fuss et al., 1996;
Sanchez-Munoz et al., 2008). Esses conceitos patofisioldgicos para as
IBDs estdo mudando rapidamente, como resultado de descobertas
recentes sobre a patogénese dessas doencas. A maior descoberta recente
foi a descricdo de um terceiro tipo de célula T efetora, conhecida como
Th17 (Xavier e Podolsky, 2007; Lee et al., 2008). Esse desbalango entre
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as sub-populac6es de linfécitos T, quais sejam as células T regulatdrias,
Thl, Th2 e Thl7, acarreta uma producdo excessiva de citocinas
proinflamatorias e reducdo de citocinas anti-inflamatdrias, de modo a
impactar negativamente sobre a homeostasia do célon (Sanchez-Munoz
et al., 2008).

Em resumo, conforme ilustra a Figura 1, existe nas IBDs, uma
ruptura na homeostase do sistema imune intestinal. Devido a quebra na
barreira epitelial, os antigenos presentes no limen entram em contato
com as células do sistema imune presentes na mucosa. Existe uma
alteracdo no fendtipo das células da resposta imune inata e adaptativa, as
quais passam a expressar um perfil diferente e um nimero maior de
TLR. Os antigenos da flora comensal disparam uma resposta
inflamatoria por diferentes vias: as células dendriticas reconhecem
erroneamente bactérias comensais como patdgenos, ocorre um aumento
na expressdo dos TLRs, no complexo de histocompatibilidade e de
moléculas co-estimulatérias. Essas alteragdes levam a uma mudanca
funcional de tolerancia para ativacdo e diferenciagdo de células T naive
em células efetoras (Thl, Th2 e Th17) e células natural killer. O epitélio
intestinal passa a expressar moléculas co-estimulatérias, e atuar como
células apresentadoras de antigenos. Isso culmina em um desbalango nas
populagdes de células T regulatérias e efetoras, que se reflete em
alteracdes importantes na producdo de citocinas pro- e anti-
inflamatérias. As citocinas proinflamatorias secretadas pelas células
efetoras estimulam os macrofagos a secretarem TNF-a, IL-1f3 e IL-6.
Além do desbalango na resposta imune adaptativa, as células dendriticas
podem ser responsaveis pela desregulagdo da resposta imune inata. As
células natural Killer podem contribuir para o dano tecidual por
exercerem 0s seus efeitos citotoxicos e secrecdo de citocinas
proinflamatdrias. Finalmente, inimeros leucdcitos migram para a
mucosa e liberam quimiocinas que atraem mais células inflamatorias,
amplificando e perpetuando esse ciclo vicioso (Baumgart e Carding,
2007). E importante citar que no trato gastrointestinal existem ainda,
conforme ilustra a figura 3, terminacdes nervosas e mastécitos que, em
conjunto, podem contribuir para a dor associada as IBDs, além dos
outros aspectos associados a estas doengas.
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Figura 1. Sistema imune associado ao tratogastrointestinal nas IBDs. Para maiores
explicacdes ver texto do esquema adaptado de Baumgart e Carding, 2007.

1.5 Histopatologia e manifestac@es clinicas
1.5.1 Colite ulcerativa

A UC é uma doenga ndo transmural, ou seja, uma doenca que
acomete basicamente a mucosa. Macroscopicamente, a regido afetada
parece ulcerada, com hiperemia e geralmente hemorrdgica. A
inflamacdo é uniforme e continua, sem dareas de mucosa normal
intercaladas. O reto normalmente é afetado em 95% dos casos e,
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dependendo da extensdo anatdmica envolvida, a doenca pode se
apresentar como proctite (quando atinge o reto), colite do lado esquerdo
(envolvimento do cdlon sigmdide com ou sem envolvimento do colon
descendente) ou pancolite (atinge todo o célon). Quando had o
envolvimento de todo o célon, pode haver ainda o envolvimento
minimo de alguns centimetros do ileo terminal, que é designado como
ileite de refluxo, porém isso acontece em um numero pequeno de
pacientes (Baumgart e Sandborn, 2007).

Como pode ser observado na figura 2A, as alteraghes
histolégicas iniciais incluem infiltrado de células inflamatorias na
lamina propria, danos epiteliais e distorcdo das criptas. Na fase de
inflamacdo ativa, as células inflamatérias acumulam-se nas
proximidades do epitélio e invadem as criptas, o que leva a formacéao de
abcessos das criptas. Além disso, pode haver a perda de células
epiteliais, perda de células goblet (produtoras de muco) e edema na
mucosa.

A inflamacdo recorrente leva a manifestacBes tipicas de
cronicidade, como fibrose e a retracdo longitudinal, que levam ao
encurtamento do co6lon. Além disso, a musculatura lisa do colon fica
mais espessa. Nas inflamagdes de longa duragdo pode ocorrer displasia
epitelial, que tem uma forte associagdo com o desenvolvimento de
cancer no célon (Podolsky, 2002).

Os sintomas da UC dependem da extensdo e gravidade da
inflamagdo. Os principais sinais e sintomas da UC sdo diarréia
sanguinolenta e dor abdominal e, nos casos mais graves, febre e perda
de peso. Os pacientes com proctite, que representam 95 % dos casos,
apresentam sangramento retal, sensacdo dolorosa na regido anal,
eliminacdo de muco e pus pelo anus, mas muitas vezes apresentam
constipacdo ao invés de diarréia (Baumgart e Sandborn, 2007).

1.5.2 Doenca de Crohn

Em contraste com a UC, a CD é uma doenca transmural, ou
seja, se caracteriza por uma inflamacdo crbnica que afeta todas as
camadas da parede intestinal. Além disso, a inflamacéo pode acometer
todo o trato gastrointestinal, desde a boca até o anus (Strober et al.,
2007).

Ao contrério do que acontece na UC, podem ser observadas
alteracdes microscopicas em regides onde ndo ha alteragdes
macroscopicas. Macroscopicamente 0 intestino parece mais espesso, e
tem a luz mais estreita. Esta estenose pode ocorrer em qualquer regido
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do intestino e associar-se a graus varidveis de obstrucdo intestinal. A
aparéncia da mucosa é variavel, dependendo do estagio e da gravidade
da doenga, mas pode parecer relativamente normal em contraste a UC.
Outra caracteristica morfol6gica que a distingue a CD da UC é o
envolvimento descontinuo do trato gastrointestinal, onde segmentos
intestinais gravemente afetados podem estar separados entre si por areas
de aparéncia normal (Baumgart e Sandborn, 2007).

Microscopicamente, 0s granulomas sdo muito U(teis para
diferenciar a CD da UC. Com relagdo a distribuicdo da doenca,
aproximadamente 47% dos casos de CD envolve o intestino delgado
(geralmente o ileo terminal) sem acometimento do c6lon, 28 % deles
apresentam apenas o envolvimento do coélon, 21 % um acometimento
ileo-colico e em 3% existe o envolvimento do trato gastrointestinal
superior (Louis et al., 2001).

Conforme j& mencionado, na CD o processo inflamatério esta
presente em todas as camadas da parede intestinal, apresentando um
denso infiltrado de linfocitos, macrofagos, ulceracdo e muitas vezes
fibrose, como pode ser observado na figura 2B (Baumgart e Carding,
2007).

- Doenca de|
~ Crohn

Figura 2. Caracteristicas histopatoldgicas de pacientes com DC ou UC. (A) Uma
caracteristica comum em pacientes com DC é um grande infiltrado de células inflamatérias e
formagdo de granulomas. (B) Na colite ulcerativa hd um proeminente infiltrado de células
inflamatérias nas criptas (abcessos nas criptas) e destruicdo da arquitetura do tecido.
Adaptado de Baumgart e Sandborn (2007).
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Os sinais e sintomas da CD também sdo determinados pela
localizacdo e pela extensdo do processo inflamatdrio. No entanto, as
principais manifestacGes clinicas da CD sdo febre, perda de peso, dor
abdominal e diarréia, freqlientemente com presenca de sangue e muco.
Em casos do envolvimento do colon, os sinais e sintomas mais
freqlientes sdo diarréia e dor. Os pacientes com acometimento do
intestino delgado apresentam-se com co6licas abdominais, diarréia e dor
abdominal. Dentre as complica¢Ges da doenga destacam-se a obstrugdo
intestinal e a formacdo de fistulas (Gasche et al., 2000; Louis et al.,
2001; Silverberg et al., 2005).

A tabela 1 destaca as principais caracteristicas histopatoldgicas
e clinicas das IBDs.

Tabela 1 - Caracteristicas histopatoldgicas e clinicas das IBDs.

CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS E CLINICAS DAS
IBDS

Colite Doenca de
ulcerativa Crohn
HISTOPATOLOGICAS
Segmentares 0 ++
Envolvimento transmural +/- ++
Granulomas 0 +/++
Fibrose + ++
Fissuras, fistulas +/- ++
Envolvimento do tecido adiposo e dos
i Ari 0 ++
linfonodos mesentéricos
CLINICAS
Diarréia ++ ++
Sangramento retal ++ +
Dor abdominal + ++
Estreitamento + ++
Envolvimento do intestino delgado +/- ++
Envolvimento retal ++ (95 %) +/++(50%)

0= nunca; +/- = raro; + = ocasional; ++ = frequente (Adaptado de Fauci, 2008).
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1.6 A dor como sintoma das IBDs

Como descrito anteriormente, um dos principais sintomas dos
pacientes com IBDs é a dor visceral. A dor visceral é desencadeada
sempre que se aumenta a tensao da parede da viscera, seja por distensao,
inflamagdo, isquemia ou contracdo exagerada da musculatura. A dor
visceral é uma sensacdo dolorosa profunda, mal localizada, de inicio
gradual e de longa duragéo.

O sistema nervoso entérico integra 0 sistema nervoso
autdbnomo, mas pode funcionar de forma independente do sistema
nervoso central (para revisdo ler Furness et al., 1990). No sistema
nervoso entérico, os corpos celulares encontram-se agrupados em
pequenos ganglios que sdo conectados por feixes nervosos, chamados de
plexos mioentérico (ou Auerbach) e submucoso (ou Meissner). Os
ganglios entéricos contém uma variedade de neurbnios funcionalmente
distintos (aproximadamente 20 tipos), incluindo aferentes primarios,
interneurdnios e neurbnios motores, ligados sinapticamente um ao outro
em microcircuitos que sdo conhecidos por controlar fungdes
gastrointestinais como a motilidade, secre¢fes exocrinas e enddcrinas,
fluxo sanguineo e o sistema imune local. Além disso, as células
ganglionares entéricas sdo suportadas pelas células gliais.

O plexo mioentérico situa-se entre as camadas de musculatura
longitudinal lisa e circular, e se estende em todo o comprimento do
intestino. Ele fornece inervacdo motora para as duas camadas
musculares e inervacdo secretomotor a mucosa. Existem também
inimeras projecdes do plexo mioentérico para os ganglios submucosos e
ganglios entéricos da vesicula biliar e do pancreas (Goyal e Hirano,
1996).

O plexo submucoso, localizado na submucosa entre a camada
de musculatura lisa vascular e a mucosa, € melhor desenvolvido no
intestino delgado, onde ele desempenha um papel importante no
controle da secrecdo. Além de inervarem o epitélio glandular, os
neurdnios do plexo submucoso inervam a células endécrinas intestinais,
vasos sanguineos e a submucosa. Além disso, as células da glia
presentes no intestino sdo capazes de produzir citocinas e expressam
antigenos MHC classe Il em resposta a estimulacdo por citocinas (Ruhl
et al., 2001). Isso sugere um papel para essas células na modulacdo da
resposta inflamatéria no intestino.
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Figura 3. Representacdo esquemadtica das estruturas e terminacGes nervosas na parede
intestinal. Adaptado de Knoles e Aziz (2009).

Todas as fibras aferentes viscerais estdo contidas em nervos que
terminam na medula espinhal, com excec¢do do nervo vago, que termina
no tronco cerebral para fornecer uma inervacao supraespinhal. O nervo
vago € o0 nervo com maior alcance no corpo. Pelo menos 80% dos
axonios vagais sdo aferentes, e a maioria dos 6rgdos internos sdo
inervados pelo nervo vago. Os corpos celulares das fibras aferentes
vagais estdo localizados principalmente no ganglio nodoso e suas
terminacdes nervosas no nucleo do trato solitario. Evidéncias recentes
sugerem que as fibras aferentes vagais sdo importantes para a
quimionocicep¢do e contribuem para a sensacdo de desconforto
associada a dor visceral (Berthoud e Neuhuber, 2000; Cervero, 1994;
Ness e Gebhart, 1990).
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Os nervos espinhais apresentam seus corpos celulares nos
ganglios das raizes dorsais. Ao contrario dos nervos somaticos, a
maioria das fibras aferentes viscerais passam através dos ganglios pré- e
para-vertebrais antes de alcangarem a medula espinhal. Nos ganglios
pré-vertebrais, os axdnios dos nervos viscerais frequentemente se
ramificam e fazem sinapses com neur6nios motores ou secretores
contidos nos ganglios e desta maneira influenciam as fung6es do trato
gastrointestinal, como a motilidade. Independente de como as fibras
aferentes viscerais chegam a medula espinhal, elas terminam nas
laminas superficiais do corno dorsal da medula espinhal (laminas I e Il
de Rexed), onde também estdo as terminagGes nervosas dos
nociceptores, ou entdo na lamina X (Goyal e Hirano, 1996; Knowles e
Aziz, 2009).

Apesar do grande alcance dos nervos espinhais e vagais na
inervacdo nos 6rgdos viscerais, o nimero de ax6nios que inervam as
visceras € relativamente pequeno em comparagao a inervagdo somatica.
Considera-se que apenas 5-8% das fibras aferentes a medula espinhal
s80 de nervos viscerais (Cervero, 1994). No entanto, o0 pequeno nimero
de aferentes viscerais na medula espinhal é compensado pela enorme
arborizagdo e espalhamento destes terminais aferentes espinhais dentro
da medula espinhal.

Os neurdnios nociceptivos viscerais sdo muito semelhantes aos
que inervam a pele e os musculos. Eles respondem tanto aos estimulos
mecéanicos (geralmente distensdo) quanto quimicos, especialmente os
liberados no processo inflamatorio, sendo que a resposta predominante é
a estimulacdo mecanica (Cervero e Laird, 1999; Gebhart, 2000).

Os neurbnios nociceptivos mecanicos ou mecanorreceptores
existentes na musculatura lisa de todas as visceras ocas constituem
fibras do tipo A3 e C, e respondem a estimulos mecanicos leves, tensdo
aplicada ao peritonio, contracdo e distensdo da musculatura lisa. Esses
neurdnios podem ser subdivididos em duas classes, segundo a resposta a
distensdo: (1) os que apresentam baixo limiar de ativacdo (70%), que
codificam as intensidades dos estimulos numa escala fisiologica, isto &,
reagem a distensdes proximas de 1-5 mmHg, respondendo a estimulos
indcuos e naocivos; (2) os que possuem um limiar de resposta elevado a
distensdo (mais de 30%) e que codificam estimulos potencialmente
dolorosos (Cervero, 1991; Cervero, 1994; Gebhart, 2000). O segundo
grupo é encontrado na bexiga urindria, coracdo, esdfago, sistema biliar,
pulmdes, intestino delgado e célon, enquanto o primeiro ocorre apenas
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no coracdo, es6fago, bexiga urinaria e cdlon (Cervero e Janig, 1992;
Cervero e Laird, 1999).

Outro aspecto interessante € que alguns nociceptores viscerais
tornam-se ativos somente em determinadas condic¢Ges, como hipdxia e
inflamagcdo tissular (Cervero e Janig, 1992). Isto resulta da
sensibilizacdo de receptores de alto limiar e de nociceptores silenciosos
previamente ndo-responsivos, 0s quais perfazem 40% a 45% da
inervacdo visceral aferente do colon (Knowles e Aziz, 2009). Estes
neurdnios nociceptivos contribuem de modo importante na manifestagdo
da dor visceral cronica, quando ha alteracfes prolongadas dos reflexos
espinhais, ou quando ocorre regulagdo autondmica anormal dos érgéos
internos. A sensibilizacdo desses receptores persiste mesmo apés a
cessacdo do estimulo nociceptivo, e é traduzida por alteracbes das
funcBes motora e sensitiva (hiperalgesia visceral). Assim, estimulos
fisiol6gicos como comer e beber sdo traduzidos e amplificados de forma
inadequada, provocando uma descarga periférica exagerada, que é
interpretada no sistema nervoso central como sinalizagéo dolorosa. 1sso
sugere que nociceptores silenciosos ativados podem favorecer a
iniciagdo e manutencdo da hiperalgesia visceral por mecanismos centrais
e periféricos. Além disso, dano e inflamacéo visceral afetam a fisiologia
gastrointestinal habitual de motilidade e secrecdo, produzindo mudangas
drasticas em torno do ambiente no qual estdo as terminagdes nervosas
nociceptivas. Dessa forma, pode haver excitacdo de nociceptores
distantes do local inicial da agressdo (Cervero e Janig, 1992; Cervero e
Laird, 1999; Gebhart, 2000).

Outra caracteristica peculiar da dor visceral é sua localizacdo
imprecisa. Esse tipo de dor, contrariamente a dor somatica, €
basicamente difusa e dificil de ser localizada. Ela se situa
freqlientemente num local diferente da estrutura de origem, porque é
referida ou projetada em estruturas cutaneas (Cervero e Laird, 1999;
Gebhart, 2000). Muitos sdo os fatores que dificultam a localizagdo de
uma dor visceral. Primeiro, os nervos aferentes das visceras para o
sistema nervoso central sd0 menos numerosos que os da pele, como
discutido anteriormente, mas ativam uma porcentagem muito grande de
neurdnios espinhais (50 a 75 % do total). Essa disparidade é explicada
pela distribuicdo intramedular das aferentes viscerais, que atingem um
nimero maior de mielémeros, que as aferentes cutdneas. Segundo, as
aferentes viscerais espinhais convergem para os mesmos neurénios de
segunda ordem que as aferentes cutdneas mais numerosas e menos
dispersas. Isso quer dizer que todos os neurénios de segunda ordem que
recebem estimulos viscerais recebem também estimulos cutaneos. A
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convergéncia de impulsos aferentes € uma caracteristica que define os
neurbnios sensoriais de segunda ordem do corno dorsal da medula
espinhal, os quais recebem informacdes dos aferentes viscerais. Esta
convergéncia de impulsos aferentes viscero-somaticos explica porque a
dor visceral é percebida em outros locais, isto é, explica porque as dores
viscerais normalmente sdo dores referidas. Além disso, a convergéncia
de impulsos provenientes de diferentes visceras também é comum, fato
que determina a sua caracteristica difusa e de dificil localizacdo
(Cervero e Janig, 1992; Cervero e Laird, 1999; Cervero, 2000; Gebhart,
2000).

1.7 Diagnostico e avaliagdo da atividade da doenca

A UC é diagnosticada clinicamente e confirmada por estudos
endoscépicos e histoldgicos. A doenga é tipicamente descrita como leve
quando ha até quatro evacuacdes com sangue diariamente, sem
toxicidade sisttmica, moderada quando ocorrem quatro a seis
evacuagdes com sangue e toxicidade minima, ou grave quando hd mais
de seis evacuagdes com sangue e sinais de toxicidade sistémica, como
febre, taquicardia e anemia. Pacientes com UC fulminante normalmente
tem mais de 10 evacuagbes com sangue, anemia grave (muitas vezes
com necessidade de transfusdo sanguinea), sensibilidade abdominal e
dilatagdo do colon em radiografia simples do abdémen. A UC
fulminante também é caracterizada por febre alta, sangramento intenso e
profunda perda de peso (Baumgart e Sandborn, 2007).

Da mesma maneira que na UC, ndo existe diagnostico
definitivo para a CD. No entanto, o diagnostico é feito com base no
historico e exame fisico, suplementados com endoscopia, radiografia,
analises laboratoriais e histoldgicas. Na pratica clinica, a atividade da
CD ¢é geralmente descrita como leve a  moderada
guando os pacientes sdo capazes de tolerar alimentacéo por via oral sem
manifestacdes de desidratacdo, toxicidade, dor abdominal, obstrucdo ou
perda de peso maior do que 10%, moderada a grave quando o paciente
ndo responde ao tratamento para a doenca leve e apresenta febre, perda
de peso, dor abdominal, nuseas e vomitos intermitentes, sem obstrucéo
ou anemia, e grave a fulminante quando os sintomas persistem mesmo
com tratamento com corticosterdides e o paciente apresenta febre alta,
vOmitos persistentes, obstrucdo intestinal e caquexia (Baumgart e
Sandborn, 2007).
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1.8 Tratamento das IBDs
1.8.1 Colite ulcerativa

O tratamento na UC tem como objetivo controlar a inflamac&o,
reduzir os sintomas e repor liquidos e nutrientes perdidos.

A primeira linha de tratamento para pacientes com UC leve a
moderada é o acido 5-aminosalicilico (mesalazina), nas formulagdes
oral e retal, ou ainda formulagdes orais das pro-drogas sulfasalazina,
olsalazina e balsalazida. Pacientes com proctite ou colite no lado
esquerdo respondem melhor a mesalazina ou corticoide retal do que ao
tratamento sistémico. Alguns corticoides (hidrocortisona, budesonida e
beclometasona) podem ser utilizados por via retal, no entanto séo menos
efetivos do que o tratamento retal com mesalazina (Marshall e Irvine,
1997; Scholmerich, 2004). Pacientes que ndo respondem ao tratamento
com compostos relacionados ao acido 5-aminosalicilico, tanto por via
oral quanto retal, podem ser tratados, por via oral, com prednisona
(Lichtenstein et al., 2006).

Estudos demonstram que 34% dos pacientes com colite
ulcerativa necessitam de tratamento com corticoides para entrarem em
remissdo. Apds quatro semanas de tratamento, 54% dos pacientes
entram em remissé@o completa e 30 % em remissdo parcial. Entretanto,
um ano apos o final do tratamento, 49 % dos pacientes tém uma resposta
prolongada, 22% tornam-se dependentes de corticoides e 29%
necessitam de cirurgia (Faubion et al., 2001).

Pacientes com colite moderada a severa podem ser tratados com
acido 5-aminosalicilico, corticoides, imunomoduladores como
azatioprina ou 6-mercaptopurina ou com anticorpos monoclonais anti-
TNFa, como o infliximab. Quando os pacientes ndo respondem ao
tratamento oral com corticoide, deve-se administra-lo por via
endovenosa. No caso de pacientes que ndo respondem a este tratamento,
pode-se utilizar imunosupressores como ciclosporina ou tacrolimus, ou
ainda o infliximab (Baumgart e Sandborn, 2007).

A intervencdo cirtrgica emergencial é indicada em pacientes
com complicacdes graves como sangramento retal intermitente e célon
megatoxico, que ndo respondem aos tratamentos medicamentosos
mencionados. O procedimento cirlrgico também é indicado em casos de
pacientes com displasia ou cancer, UC refrataria ou tratamento
medicamentoso, ou intolerdncia a imunosupressores ou outras terapias
medicamentosas (Larson e Pemberton, 2004; ltzkowitz e Present, 2005).
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1.8.2 Doenca de Crohn

Ndo existe um tratamento curativo para a CD. No entanto,
muitos tratamentos ajudam a reduzir a inflamago e a aliviar os
sintomas. A primeira linha de tratamento para pacientes com CD
depende da localizacdo da doenca. Os pacientes com doenca no ileo
podem ser tratados com budesonida. Em pacientes com acometimento
leve no ileo ou célon podem ser tratados com sulfasalazina, porém o seu
uso é restrito devido a sua toxicidade (Baumgart e Sandborn, 2007).

Pacientes que ndo respondem a sulfasalazina, mesalazina ou
budesonida, ou que apresentam doenca moderada a severa, sdo tratados
com prednisona. Faubion e colaboradores (2001) demonstraram que
44% dos pacientes com CD precisam ser tratados com corticdide para a
inducdo da remissdo. Apds quatro semanas de tratamento, 58% dos
pacientes entram em remissdo completa e 26% em remissao parcial. Ao
final de um ano de tratamento com corticoide, 32% dos pacientes tém
uma resposta prolongada, 28% tornam-se dependentes de corticides e
40 % necessitam de cirurgia. Os pacientes com CD moderada a severa
podem ser tratados com infliximab. Para manter os pacientes na fase de
remissdo, os pacientes podem ser tratados com budesonida, azatioprina,
6-mercaptopurina, metotrexato ou infliximab (Hanauer e Sandborn,
2001; Lichtenstein et al., 2006). Para pacientes com fistulas associadas a
CD é indicado ainda o tratamento com antibidticos como primeira linha
de tratamento ou com imunosupressores como Segunda linha de
tratamento (Hanauer e Sandborn, 2001; Sandborn et al., 2003).

A intervencdo cirdrgica pode ser necessdria para induzir a
remissao ou tratar as complica¢Bes, mas ndo cura a doencga. A cirurgia é
indicada para pacientes com estenose e fistulas (Larson e Pemberton,
2004).

Com relacédo a dieta de pacientes com IBDs recomenda-se que
aqueles em remissdo fagcam uma dieta rica e variada que inclua frutas,
legumes, carnes, azeite e peixe. Os pacientes com estenose ou com
sindrome do intestino irritAvel devem evitar a ingesta de fibras
insollveis. Os pacientes em tratamento com corticoides devem ainda
utilizar suplementacdo de calcio e vitamina D, pois esse medicamento
interfere na absorcédo de calcio. A suplementacgéo de ferro pode controlar
a anemia causada pela perda continua de sangue nas fezes (Lucendo e
De Rezende, 2009).

Embora existam inimeros tratamentos farmacol6gicos para as
IBDs, existem pacientes que ndo respondem a esses tratamentos mesmo
quando combinados, de modo que em muitos casos, uma intervencao
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cirtrgica se faz necessaria. Em outros casos, 0s pacientes ser tornam
dependentes das medicacbes e o uso de imunosupressores pode
aumentar o risco de infeccdes oportunistas. O tratamento com anticorpos
anti-TNF, como o infliximab, apresenta eficacia quando usado em altas
doses, 0 que pode aumentar os seus efeitos colaterais. Outro grande
problema do tratamento com infliximab € o alto preco, podendo custar
até 30 mil ddlares por ano.

Em vista das eficacias limitadas dos tratamentos disponiveis
para as IBDs, o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas que
combinem alta eficacia com baixa incidéncia de efeitos indesejaveis, se
faz preemente. Neste sentido, também urge a necessidade de ampliar os
conhecimentos acerca da fisiopatologia subjacente as IBDs. Os modelos
animais de CD e UC tém colaborado de maneira importante para o
entendimento da inflamacdo intestinal e para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas e serdo detalhados na discussao.

1.9 As endotelinas e seu envolvimento nas IBDs

Alguns estudos introduziram o conceito de que o sistema
endotelinérgico pode contribuir de maneira importante na patogénese
das IBDs.

As endotelinas sao peptideos que produzem diversos efeitos em
multiplos tecidos e sistemas. A endotelina-1 (ET-1) é o representante
mais importante desta familia, que inclui ainda a ET-2 e a ET-3, sendo
que todas elas sdo constituidas por 21 aminoacidos e apresentam duas
fontes dissulfeto unindo pares de cisteinas. Embora as células
endoteliais vasculares sejam consideradas a principal fonte de ET-1, 0s
genes que codificam os trés peptideos sdo expressos, em graus variados,
por uma ampla variedade de células, incluindo midcitos cardiacos,
células renais, gliais, intestinais, células da musculatura lisa vascular,
além de células do sistema imune, como macréfagos e mastdcitos, entre
outras (para revisdo ver Kedzierski e Yanagisawa, 2001.

Ainda que o precursor de cada isoforma de endotelina seja
codificado a partir de um gene especifico, a biossintese de cada uma
delas ocorre de maneira semelhante. A sintese da ET-1 ocorre a partir de
um polipeptideo com aproximadamente 212 aminoacidos denominado
prepro ET-1, o qual é clivado por convertases ou peptidases, dando
origem a big-endotelina-1, um peptideo que pode conter de 37 a 38
aminodacidos, dependendo da espécie. O segundo passo para a sintese da
ET-1 é a clivagem da big-ET-1 por endopeptidases especificas,
denominadas enzimas conversoras de endotelina (ECE). Ja foram
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descritas pelo menos duas isoformas, ECE-1 e ECE-2, as quais
apresentam 59 % de homologia e constituem metalopeptidases (para
revisdo ver (Nussdorfer et al., 1999). Da mesma maneira, a sintese de
ET-2 e ET-3 ocorre a partir de polipeptideos denominados prepro ET-2
e prepro ET-3, os quais sdo clivados por convertases ou peptidases em
big-ET-2 e big-ET-3, que sofrem entdo a acdo da ECE, dando origem a
ET-2 e ET-3, respectivamente.

Em mamiferos, as a¢Bes das endotelinas sdo mediadas através
de dois receptores especificos, denominados ETA e ETg, 0s quais
pertencem a familia de receptores acoplados a proteinas G. O receptor
ETa apresenta uma afinidade (70-100 vezes) maior pelas isoformas ET-
1 e ET-2 do que pela ET-3, enquanto o receptor ETg exibe afinidade
semelhante pelas trés isoformas (Arai et al., 1990; Sakurai et al., 1990).
Ambos os receptores podem ativar multiplas vias intracelulares de
transducao de sinal (Sokolovsky, 1995).

Os receptores endotelinérgicos, ETa e ETg, podem ainda ser
discriminados pelo uso de agonistas ou antagonistas seletivos. Assim,
receptores ET, sdo bloqueados seletivamente por antagonistas
peptidicos, como o BQ-123, ou ndo peptidicos, como o atrasentan entre
outros. Por outro lado, os receptores ETg sdo ativados seletivamente por
agonistas como a sarafotoxina Séc, a [Ala**"**] ET-1, 0 BQ-3020 e 0
IRL 1620, e seletivamente bloqueados por antagonistas peptidicos,
como o BQ-788, ou ndo peptidicos, como o0 A-192621 entre outros (para
revisdo ver Masaki et al., 1994; Webb e Meek, 1997).

A meia vida da ET-1 no plasma é de aproximadamente 1,5 min.
Depois da ligacdo da ET-1 aos seus receptores, a qual é considerada
praticamente irreversivel, ambos sdo rapidamente internalizados. No
entanto, apds a internalizacdo, os receptores ET, e ETg séo alvos de
diferentes sistemas intracelulares. Enquanto que os receptores ETa séo
reciclados e retornam a superficie da membrana, os receptores ETg sdo
encaminhados para os lisossomos, onde sdo degradados. O processo de
reciclagem rapida dos receptores ET 4 contribui, por exemplo, para sua
capacidade de induzir respostas contrateis de longa duracdo em vasos
sangliineos isolados, enquanto que os receptores ETg Sd0 importantes
para a funcdo de depuracdo de ET-1 da circulagcdo (Fukuroda et al.,
1994; Bremnes et al., 2000).

Embora as endotelinas estejam relacionadas ao controle
fisioldgico de algumas funcdes, sua maior relevancia parece ser no
desenvolvimento de diversos processos fisiopatol6gicos, incluindo
aqueles que envolvem hipertensdo, cancer, inflamacdo e dor (para
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revisdo ver Remuzzi et al., 2002; Herrmann et al., 2006; Liu e Chen,
2006).

A primeira evidéncia da participacdo das endotelinas nas IBDs
foi apresentada por Murch e colaboradores (1992), quatro anos apds a
descoberta da ET-1 (Yanagisawa et al., 1988). Neste estudo, foi
detectado um aumento nos niveis de ET-1 na submucosa e na lamina
prépria no colon de pacientes com CD e UC, respectivamente. Também
em humanos, Letizia e colaboradores (1998) demonstraram que 0s
niveis plasmaticos de ET-1 encontravam-se aumentados em pacientes
com IBD.

Por outro lado, McCartney e colaboradores (2002)
demonstraram uma reducdo nos niveis de ET-1/ET-2 no colon de
pacientes com UC e CD, e sugeriram que esses peptideos possivelmente
ndo estdo relacionados com essas patologias.

Paralelamente a estes estudos, foram desenvolvidos alguns
estudos experimentais que tinham como objetivo investigar a
participacdo das endotelinas em modelos animais de IBDs. O primeiro
trabalho foi realizado por Hogaboam e colaboradores (1996), os quais
reportaram que o tratamento profilatico de ratos com bosentan (um
antagonista dual de receptores ETa e ETg na dose de 30 mg/kg) foi
eficaz em reduzir o dano col6nico macroscépico causado pelo TNBS,
mas ndo foi efetivo quando administrado 1 hora ap6s a inducdo da
colite. Evidéncias sugerem que, através da sua potente agdo
vasoconstritora, as endotelinas contribuem para a vasculite nas IBDs por
induzir uma isquemia intestinal, e que esta seria uma importante etapa
na iniciacdo da inflamacdo no intestino (Murch et al., 1992). De fato, na
colite induzida por TNBS em ratos ocorre uma reducdo dréastica do fluxo
sangliineo, o qual é restaurado pelo tratamento com bosentan ou
antagonistas de receptores ET, (LU-135252 e BQ-485), mas ndo ETg
(BQ-788), sugerindo um importante papel dos receptores ETa nas
alteracdes de fluxo sangiiineo. Essas evidéncias, obtidas em animais
tratados com antagonistas endotelinérgicos antes da inducdo da colite,
sugerem que as endotelinas contribuem a iniciacdo do processo
inflamatdrio.

Diferentemente,  Gulluoglu e  colaboradores  (1999)
demonstraram que o tratamento terapéutico com o bosentan (100
mg/kg), foi capaz de reduzir o dano tecidual e a atividade da
mieloperoxidase do cdlon, tanto na fase aguda quanto na fase crénica do
modelo de TNBS em ratos.

Um ano mais tarde, Padol e colaboradores (2000)
demonstraram o efeito do antagonista ndo seletivo para os receptores
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ETa e ETg, R0 48-5695, na colite experimental induzida por TNBS e
DNBS. O tratamento terapéutico com Ro 48-5695 (10 mg/kg, uma vez
ao dia), durante 5 dias, foi capaz de reduzir o dano tecidual, a atividade
da mieloperoxidase e a incidéncia de diarréias e adesdes. No modelo de
colite induzida por DNBS, o dano tecidual foi inibido pelas doses de 1 e
3 mg/kg, enquanto a atividade da mieloperoxidase foi inibida somente
nos animais tratados com Ro 48-5694 na dose de 3 mg/kg.

Anthoni e colaboradores (2006) demonstraram que o tratamento
terapéutico com bosentan (30 mg/kg) reduziu o dano tecidual associado
a colite induzida por DSS, possivelmente por reduzir a adesdo de
leucocitos nas vénulas presentes na submucosa do colon e
conseqlientemente inibindo o recrutamento de neutréfilos para o tecido
inflamado. Ainda em relagdo ao modelo de colite induzida por DSS,
recentemente foi demonstrado que o inibidor da ECE-1, SM19712,
também reduziu o dano tecidual, embora ndo tenha alterado a atividade
da mieloperoxidase (Lee et al., 2009).

Como descrito anteriormente, um dos principais sintomas em
pacientes com IBD € a dor. A primeira evidéncia da participacdo das
endotelinas na dor foi apresentada por Ferreira e colaboradores (1989),
um ano ap6s a sua descoberta (Yanagisawa et al., 1988). Neste estudo,
foi demonstrado que a administragdo de ET-1 induzia contor¢Ges
abdominais em camundongos, hiperalgesia mecanica em ratos,
incapacitacdo articular em cées, e sensagédo de prurido e hipernocicepcdo
mecénica no antebraco de humanos. Dois anos mais tarde, Raffa e
colaboradores demonstraram que as trés isoformas de endotelina, bem
como a big-ET-1, causavam contor¢Ges abdominais em camundongos, e
que ao menos o efeito da ET-1 era bloqueado pela administracdo
sistémica, intratecal ou intracerebroventricular (i.c.v.) de morfina (Raffa
et al., 1991; Raffa e Jacoby, 1991). Além disso, Raffa e colaboradores
(1996) demonstraram que receptores ET e ETg medeiam as contorgdes
abdominais evocadas por ET-1 em camundongos. Em 1994, foram
produzidos os primeiros camundongos que ndo expressavam receptores
ETg (Hosoda et al., 1994) e através desta ferramenta, Griswold e
colaboradores (1999) demonstraram a participacao destes receptores nas
contorcdes abdominais (respostas nociceptivas) induzidas pela
administragdo intraperitoneal de fenil-benzoquinona, um modelo de dor
inflamatdria visceral.

Apesar das evidéncias disponiveis sobre a participacdo das
endotelinas nas IBDs, 0 papel desses peptideos na progressdo ou na
manutencdo da resposta inflamatdria do célon ainda ndo esta claro.
Neste sentido, e considerando que os pacientes com IBDs procuram
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atendimento médico quando a doenga ja esta instalada, o presente estudo
tem como objetivo investigar se o tratamento com antagonistas seletivos
para os receptores ETa ou ETg ap6s a inducdo da colite (i.e. tratamento
terapéutico) poderia reverter ou atenuar a progressdo do quadro, bem
como, identificar alguns mecanismos envolvidos. Além disso, apesar de
todas as evidéncias acerca da participacdo das endotelinas e de seus
receptores em diferentes modelos de dor, até 0 momento o nimero de
estudos envolvendo esses peptideos em modelos de dor visceral é
limitado. Desta maneira, pretendemos avaliar a participacdo das
endotelinas e de seus receptores no desenvolvimento da dor visceral em
um modelo experimental de colite.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi investigar, através da
utilizacdo de antagonistas seletivos para os receptores endotelinérgicos
ETa e ETg, a participacdo das endotelinas sobre alguns pardmetros
inflamatorios em modelos de colite experimental em camundongos.

2.2 ESPECIFICO
Para atingir o objetivo geral proposto, o estudo foi desenvolvido
em etapas, de modo a alcangar os seguintes objetivos especificos:

- Avaliar a cinética de expressdo dos receptores endotelinérgicos ET e
ETg no c6lon de camundongos com colite induzida por TNBS;

- Avaliar o papel dos receptores endotelinérgicos na manutengdo da
colite induzida por TNBS, analisando o efeito da administracéo repetida
de antagonistas seletivos para os receptores ET e ETg, sobre alguns
parametros inflamatérios analisados na colite induzida por TNBS apds o
aparecimento dos sintomas clinicos;

- Investigar alguns dos possiveis mecanismos relacionados ao efeito
anti-inflamatério causado pelo bloqueio dos receptores ET a.

- Averiguar se a agdo anti-inflamatdria do antagonista dos receptores
ET, atrasentan, se restringe ao modelo do TNBS, através de
observagdes sobre sua acdo em outro modelo experimental, o da colite
induzida por DSS;

- Awvaliar o desenvolvimento e decurso temporal da hiperalgesia
mecanica (visceral) associada a colite induzida por TNBS, bem como a
participacdo dos receptores endotelinérgicos nesta resposta.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados
camundongos BALB/c machos pesando entre 20 — 25 g, provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP,
Campinas, SP). Os animais foram mantidos no biotério setorial do
laboratério de Peptideos, Departamento de Farmacologia, da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), sob condi¢des
controladas de temperatura (22 + 1 °C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas), além de livre acesso a agua e racdo. Os
experimentos foram realizados durante a fase clara do ciclo (06:00-
18:00). Todos os protocolos foram previamente aprovados pelo Comité
de Etica de Experimentagio Animal da UFSC (CEUA, processo niimero
PP00062).

3.2 Colite experimental induzida por TNBS

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

Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos e
colocados em gaiolas com chdo de grade para evitar coprofagia onde
foram mantidos em jejum sélido com livre acesso a solucdo de glicose
5% por 24 horas. Ap6s 0 jejum sdlido, os animais foram anestesiados
com uma solugdo de xilazina (10 mg/kg, i.p.) e quetamina (80 mg/kg,
i.p.), e a colite foi induzida através da administracdo intracoldnica de 0,1
mL do acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfonico (TNBS, 1,5 % em 50 % de
etanol), utilizando-se um cateter de polietileno PE — 50 (4 cm) acoplado
a uma microseringa. Os animais controle receberam 0,1 mL de uma
solucdo de salina 0,9 %. Ap6s a inducdo de colite, os animais foram
mantidos, durante dois minutos na posicao de Trendelenburg, isto é, em
decubito dorsal com corpo inclinado a 45 ° e cabeca posicionada abaixo
do trem posterior, por 2 minutos. Decorridas 4 horas da indugdo, os
animais tiveram livre acesso a racdo e agua filtrada. Durante todo o
experimento, os animais foram monitorados em relacdo a mudanca de
peso corporal e mortalidade. Os animais foram eutanasiados 72 horas
apés a inducdo de colite. Os colons foram removidos e as fezes
presentes retiradas. Para algumas analises os tecidos col6nicos foram
abertos com o auxilio de uma tesoura cirlrgica, lavados com solucdo
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salina esteril, pesados e acondicionados em freezer -70 °C. Para outras,
ap6s a retirada das fezes, os coOlons foram acondicionados em
formaldeido tamponado a 10 % e mantidos a temperatura ambiente até
Sseu processamento.

3.2.1 Tratamentos

A fim de avaliar os subtipos de receptores endotelinérgicos
envolvidos na colite experimental induzida por TNBS, os animais foram
tratados com Atrasentan (antagonista seletivo dos receptores ETa, nas
doses de 1, 3 e 10 mg/kg, e.v.) ou A-192621 (antagonista seletivo dos
receptores ETg, 20 mg/kg, e.v.), ambos uma vez ao dia, sendo o
primeiro tratamento realizado 24 horas ap6s a inducgéo de colite (Figura
4). Setenta e duas horas ap6s a inducdo da colite e 4 horas apds o Ultimo
tratamento, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical.
Para o tratamento com dexametasona (1 mg/kg, s.c) foi seguido o
mesmo protocolo experimental, no entanto os animais foram tratados
duas vezes ao dia, sendo esta droga escolhida como controle positivo
para efeito de comparacéo.

0 1 2 3 4  (DIAS)

R

Jejum Inducdo Tratamentos

18-24 h THBS Wefculo
A Atrasentan
‘Dexamesasona

Figura 4. Protocolo experimental. Apés 24 h de jejum os animais receberam por via
intracolonica 0,1 mL de uma solugéo do &cido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfonico (TNBS) 1,5 %
em 50 % de etanol. Os animais controle receberam 0,1 mL de salina 0,9 %. Vinte e quatro
horas ap6s a indugdo, quando o quadro de colite j& estava instalado foram iniciados os
tratamentos. O tratamento com os antagonistas dos receptores ET e ETg foram realizados uma
vez ao dia, enquanto a dexametasona, utilizada como controle positivo, foi administrada a cada
12 horas. O ultimo tratamento foi realizado 4 h antes do sacrificio dos animais.

3.2.2 Escore Macroscépico
Apds a eutandsia dos animais, a por¢cdo final do célon foi
removida, aberta longitudinalmente e cuidadosamente limpa com
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solucdo salina 0,9 %. A severidade do dano ao célon 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 modificagGes para as nossas condig¢oes
experimentais (Bento et al., 2008) (Tabela 4).

Tabela 2 - Grade de escores para avaliagdo de dano macroscépico na
colite induzida por TNBS (Bento et al., 2008; McCafferty et al., 1999;
Wallace et al., 1989).

Grade

Aumérica Parametros

0 Auséncia de danos

1 Hiperemia sem ulceras

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

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

4 Dois ou mais sitios de ulceragdo ou inflamagé&o.

5 0,5 cm de inflamagao.

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

Ooul  Auséncia ou presenca de diarréia

Ooul  Auséncia ou presenca de estreitamento (estreitamento do
limen dificultando a passagem das fezes).
0:10ou2 Auséncia ou presenca de adesdo media ou severa.

3.2.3 Analise Histolégica

Em outra série de experimentos, 72 h apds a administracdo do
TNBS, a porc¢éo distal do cdlon foi removida, lavada com solucéo salina
estéril para a retirada das fezes e imediatamente fixada em solucédo de
formaldeido 10 %. Os tecidos foram emblocados em parafina,
seccionados a uma espessura de 5 um, transferidos para laminas de
vidro, desparafinizados e corados com o0 uso de hematoxilina e eosina,
por empresa terceirizada (Lab OnLine, Floriandpolis, SC) e analisadas
em microscopio éptico, conforme descrito abaixo.



28

3.2.4. Escore Microscépico

Apb6s a remocdo da porcdo distal do colon, o tecido foi
histologicamente analisado em microscopio éptico (Leica, Sdo Paulo,
SP), em aumento de 200 x. As imagens foram registradas com auxilio da
camera Nikon (Sight DS-5M-L1, Melville, USA). Para avaliar a
severidade do dano, foram analisados trés cortes histolégicos de
amostras de cada animal, sendo que cada grupo experimental possuia no
minimo um ndmero de trés animais. A severidade do dano foi avaliada
usando-se a escala proposta por Neurath (1995) (Tabela 3).

Tabela 3 - Grade de escores para avaliagdo de dano microscdpico na
colite induzida por TNBS (Neurath et al., 1995).

Grade .
NUMEri Descrigéo
umerica

0 Sem sinais de inflamacdo.

1 Pouca infiltracdo celular para o tecido.

2 Moderada infiltracdo celular para o tecido.

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

4 Infiltragdo transmural; perda de células goblet.

3.3 Colite experimental induzida por DSS

A colite experimental induzida por DSS foi realizada através da
administracdo de sulfato de dextrana sddica (DSS, de peso molecular:
36,000-50,000, obtido da ICN Biomedicals, EUA) na agua de beber. Os
animais receberam DSS (3 % em 4agua filtrada) ad libitum por um
periodo de cinco dias seguido por um periodo de dois dias recebendo
apenas agua filtrada (Wirtz et al., 2007). Ao longo do protocolo foi
avaliado o indice de atividade da doenca (IAD), onde os animais foram
monitorados em relacdo a mudancas de peso corporal, presenca de
sangue nas fezes e consisténcia das mesmas. Ao final de sete dias, 0s
animais foram eutanasiados, os colons coletados, lavados, pesados e
seus comprimentos mensurados. Os tecidos col6nicos foram
armazenados em freezer -70 °C para analise da atividade da enzima
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mieloperoxidase, ou alternativamente, armazenados em formaldeido
tamponado a 10 % a temperatura ambiente até o processamento das
amostras para analise histoldgica.

3.3.1 Tratamento

Com o objetivo de avaliar o efeito do antagonista seletivo para
os receptores ETa na colite experimental induzida por DSS, os animais
foram tratados com Atrasentan (10 mg/kg, e.v.), uma vez ao dia, ao
longo de 7 dias, sendo que o primeiro tratamento foi realizado
concomitante ao inicio da administracdo de DSS.

3.3.2 Escore macroscopico

Sete dias ap6s o inicio do tratamento com DSS, os animais
foram eutanasiados, os célons removidos e abertos longitudinalmente
(em toda a extensdo), sendo cuidadosamente limpos com solugdo salina
0,9 %. A severidade do dano ao célon foi avaliada utilizando-se uma
escala de dano macroscdpico conforme descrita originalmente por
Kimball e colaboradores (Kimball et al., 2004; Kimball et al., 2005)
(Tabela 4).
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Tabela 4 - Grade de escores para avaliacdo do dano macroscépico total
na colite induzida por DSS (Kimball et al., 2004; 2005).

PESO DO COLON
Escore Avaliacdo
0 Ganho de peso <5%.
1 Ganho de peso de 5 — 14%.
2 Ganho de peso de 15 — 24%.
3 Ganho de peso de 25 — 35%.
4 Ganho de peso > 35%.
*Presenca de sangue visivel nas fezes: somar +1 ao escore.
ENCURTAMENTO DO COLON
Escore Avaliacdo
0 Encurtamento <5%.
1 Encurtamento de 5 — 14%.
2 Encurtamento de 15 — 24%.
3 Encurtamento de 25 — 35%.
4 Encurtamento > 35%.
CONSISTENCIA DAS FEZES PRESENTES NO COLON
Escore Avaliacdo
0 Normal (bolos fecais bem formados).
1 Bolos fecais Umidos e frouxamente formados.
2 Bolos fecais amorfos, Umidos e pegajosos.
3 Diarréia.
*Presenca de sangue visivel nas fezes: somar +1 ao escore.
DANO AO COLON
Escore Avaliacdo
0 Sem sinais de inflamagao.
1 Inflamacéo leve, hiperemia localizada.
2 Inflamacdo moderada ou distribuida mais amplamente.
3 Inflamacgéo severa e/ou distribuida extensivamente.
4 Ulceras penetrantes e lesdes sanguinolentas.

3.3.3 Escore microscépico

Apbés a confeccdo das laminas histologicas coradas com
hematoxilina e eosina, por empresa terceirizada (Lab onLine,
Florianépolis —-SC) o tecidos coldnicos foram analisados em
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microscopico Optico (Nikon Eclipse 50i, Melville, NY, USA)
inflamacéo intestinal foi quantificada conforme escala proposta por Van
der Sluis e colaboradores (2006): presenca de células goblet (0-4),
espessamento da mucosa (0-4), presenca de células inflamatérias (0-4),
infiltracdo celular na submucosa (0-4), destruicdo da arquitetura (0-4),
ulceragdo (0-4) e abcessos nas criptas (0-4). Os escores obtidos em cada
parametro (graduados conforme a intensidade de cada um) foram
somados para a quantificacdo do dano microscépico total. Foram
analisados trés cortes histologicos obtidos do célon de cada animal,
sendo que cada grupo experimental foi constituido por no minimo trés
animais.

3.4 Atividade da Enzima Mieloperoxidase

A migracdo de neutréfilos para o tecido do célon foi
quantificada indiretamente através da determinacdo da atividade da
enzima mieloperoxidase (MPO). Para isso, os célons foram removidos,
limpos, homogeneizados em tampdo EDTA/NaCl (10 mM; pH 4,7) e
centrifugados a 10.000 x g por 15 minutos a 4 °C. O precipitado
resultante foi ressuspenso em 111 pl de tampéo 1 gelado (NaCl 0,1 M;
NaPO, 0,02 M; EDTA sédico 0,015 M; pH 7,4) ao qual foi adicionado
333 ul de NaCl 0,2 % gelado e, apds 30 segundos, 333 pl de NaCl 1,6 %
contendo glicose 5 % (gelado). A solugéo foi centrifugada a 10.000 x g
por 15 minutos a 4°C. O precipitado formado foi outra vez suspenso em
tampdo 2 gelado (NaPO, 0,5 M e 5 % de hexadeciltrimetilamonio
(HTAB); pH 5,4). As amostras obtidas foram congeladas em nitrogénio
liqguido e descongeladas em banho Maria (36 °C), sendo esse
procedimento repetido 3 vezes. Apds o Ultimo descongelamento, as
amostras foram centrifugadas novamente a 10.000 x g por 15 minutos a
4°C, e 25 pl do sobrenadante foram utilizados para o ensaio de atividade
da MPO. A reagdo enzimatica para analise da atividade da MPO foi
realizada na presenca de tetrametilbenzidina (TMB) 1,6 mM, NaPO, 80
mM e peroxido de hidrogénio (H,O2) 0,3 mM. A absorbancia foi
medida por espectrofotometria em 690 nm e os resultados foram
expressos como densidade dtica por miligrama de tecido.

3.5 Dosagem de Citocinas

Os niveis teciduais de IL-1B, KC, MIP-2, IL-10 e IL-13 foram
avaliados como descrito anteriormente (Campos et al., 2002) com
poucas modificacbes. Resumidamente, os coélons foram removidos e
homogeneizados em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS,
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composi¢do: NaCl 137 mM, KCI 2 mM e tampéo fosfato 10 mM, pH
7,2-7,4). contendo Tween 20 (0,05 %), fluoreto de fenilmetilsulfonila
0,1 mM, cloreto de benzometdnio 0,1 mM, EDTA sédico 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 andlise. A dosagem de proteinas existentes nas amostras foi realizada
segundo o método de Bradford (1976). Os resultados foram expressos
como a quantidade de citocina por miligrama de proteina da amostra.
Em outra série de experimentos as citocinas IL-1B, MIP-2 e KC foram
dosadas no sobrenadante da cultura de células, sendo estes resultados
expressos como a concentragdo de citocina no meio de cultura. Os niveis
de citocinas foram determinados utilizando-se Kits especificos de
ELISA (enzyme-linked immuno-sorbent assay), de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

3.6 Anélise imunoistoquimica

A expressdo das moléculas de adeséo E-selectina, P-selectina e
B.-integrina foi detectada em cortes histologicos confeccionados a partir
dos blocos de parafina contendo amostras da porgéo final do célon. Os
cortes teciduais de espessura de 5 um foram mantidos em estufa a uma
temperatura de 70-90 °C até a completa fusdo da parafina ao redor dos
cortes. Posteriormente os tecidos foram desparafinizados em xilol
(xileno) e hidratados por passagens sucessivas em etanol de
concentracBes decrescentes (etanol absoluto, etanol 90 %, etanol 80 % e
finalmente etanol 70 %). O bloqueio da peroxidase enddgena dos
tecidos foi realizado com o objetivo de eliminar o desenvolvimento de
reacOes inespecificas falso-positivas. Para tanto, as laminas foram
imersas em uma solugdo de peroxido de hidrogénio a 1,5 % em metanol
absoluto (v/v) por 20 min, com posterior lavagem em agua destilada.
Previamente a incubagdo com o anticorpo primario, as laminas foram
submetidas ao tratamento para reativacdo antigénica, com a finalidade
de recuperar os sitios antigénicos mascarados pela fixagdo e inclusdo do
tecido em formaldeido e parafina. Para este fim, foi preparada uma
solucdo composta por 180 mL de &cido citrico 0,1 M e 820 mL de
citrato de sdédio 0,1 M; pH 6,0. As laminas foram imersas nesta solugao
de reativacdo antigénica diluida 1:10 em agua destilada, e mantidas em
banho-maria ajustado para 95-98°C, durante 45 min. Logo ap6s, ainda
como parte do processo de reativagdo antigénica através do calor, as
laminas foram retiradas do banho-maria, mantidas durante 20 min &
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temperatura ambiente, e posteriormente lavadas em &gua destilada. Apds
a lavagem das laminas, estas foram submersas em PBS.

Os anticorpos primarios anti-P-selectina (1:500), anti-E-
selectina (1:500) e anti-B,-integrina (1:500) foram diluidos em Solugéo
Reinascence (Biocare Medical, Concord, CA, EUA). A solucdo
contendo os anticorpos foi adicionada sobre os cortes teciduais e as
laminas foram mantidas em cdmara Umida a uma temperatura de 2-8 °C,
durante 12-16 horas. A seguir, as laminas foram lavadas com PBS a
temperatura ambiente. Ap6s lavagem, as ldminas foram incubadas com
um polimero de deteccdo (PicTure ™ MAX Polymer detection kit), de
acordo com as instrucbes do fabricante. As amostras foram entdo
submetidas a uma revelacdo colorimétrica com kit comercial, através de
uma solucdo cromogena contendo 0,03 % de 3,3 ,44-
tetraaminobifeniltetrahidrocloridrico (DAB). Ap6s a revelagdo, foram
realizadas: a contracoloragdo das Id&minas com solucéo de hematoxilina
de Harris; a desidratacdo através de passagem das laminas em
concentragGes crescentes de etanol (etanol 70 %, etanol 80 %, 90 % e
etanol absoluto); a diafanizacdo em xilol e a montagem em
ENTELLAN®. A leitura das laminas foi realizada em microscépio
oOptico (Leica, Sao Paulo, SP), em aumento de 200 X, sendo analisados
todos os campos da lamina. As imagens foram registradas com auxilio
da camera Nikon (Sight DS-5M-L1, Melville, USA). O resultado
positivo foi revelado pelo aparecimento de coloragdo castanha no local
da marcacédo pelos anticorpos. Foram analisados trés cortes histoldgicos
da amostra de cada animal, sendo que cada grupo experimental foi
constituido de, no minimo, trés animais. Os resultados foram expressos
em unidades arbitrarias. Todos 0s grupos experimentais foram
processados sob as mesmas condi¢Ges experimentais. As configuragdes
para aquisicdo das imagens foram idénticas para todos os tecidos. As
imagens foram transferidas para um computador onde a intensidade da
coloracdo dos pixels para a P-selectina, E-selectina ou [-integrina
foram calculadas para cada imagem utilizando o software NIH ImagelJ
1.36b (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).

3.7 Extracdo do RNA total

A extracdo do RNA total foi realizada através da
homogeneizacdo dos tecidos em 1 mL de reagente de TRizol®
(Invitrogen, SP, Brazil), conforme recomendacdes do fabricante. Para
isso foram adicionados 200 pL de cloroférmio ao homogenato, sendo
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este posteriormente submetido a agitacdo e centrifugacdo (12.000 x g,
15 min, 4 °C). A fase aquosa contendo o RNA foi transferida para um
novo tubo, ao qual foram adicionados 500 pL de alcool isopropilico. O
contetdo do tubo foi misturado por inversdo e posteriormente mantido
em repouso a temperatura ambiente por 10 min. A mistura foi
centrifugada (12.000 x g, 15 min, 4 °C), sendo o pellet resultante
ressuspenso em 1 mL de etanol gelado. O RNA foi novamente
centrifugado (7.000 x g, 5 min, 4 °C), o etanol desprezado e o pellet foi
dissolvido em agua ultra pura. A concentracao e a pureza do RNA foram
determinadas em espectrofotdmetro pela absorbancia a 260 nm (A260) e
pela razdo das absorbancias A260/A280, respectivamente. O RNA foi
aliquotado e estocado em freezer a -70 °C até 0 momento do uso.

3.8 Confeccdo do DNA complementar (Reagdo de Transcricdo Reversa)
A fim de determinar a expressdo do RNAm codificador dos
receptores ET e ETg e dos precursores de ET-1 (prepro-ET-1) e ET-2,
(prepro-ET-2), no cdlon de camundongos, foi realizado o ensaio de
transcricdo reversa seguido pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
em tempo real. Para a reacdo da transcricdo reversa, as amostras
contendo 2 g de RNA total foram incubadas com 1 pL de oligo dT 15,
1 uL do mix de dNTP (10 mM) e com agua ultra pura para um volume
final de 12 pL. Essas amostras foram aquecidas por 5 min a 65 °C,
resfriadas por 5 min a 4 °C e acrescidas de 4 L de tampé&o de primeira
fita (Tris-HCI 250 mM, pH 8.3, KCI 375 mM e MgCl; 15 mM), 2 pl de
DTT 0,1 mM, e 1 pL de inibidor de RNase (2500 U). Posteriormente,
essa mistura foi incubada a 37 °C por 2 min e a enzima M-MLV (1 uL,
200 U) adicionada. Apds a adicdo da enzima, as amostras foram
mantidas a 37 °C por 50 min e a inativacao da reacdo foi realizada por
incubacdo a 75 °C por 15 min. O DNA complementar (DNAc) foi
estocado a 4 °C até a realizacdo da reacdo de PCR em tempo real.

3.9 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

O DNAc foi amplificado em triplicada utilizando o kit Master
Mix TagMan® Universal PCR, com primers especificos para
camundongos, com marcagdo 3’quencher MGB e FAM, para o receptor
ETa (Mm01243722_m1l), receptor ETg (Mm01224433_m1), prepro ET-
1 (Mm00438656_m1), prepro ET-2 (Mm00432983_ml) e GAPDH
(NM_008084.2), o qual foi utilizado como controle endégeno. A reacdo
de PCR foi realizada em uma placa de reacdo Optica de 96 pogos. Cada
reacao continha: 1 L de DNAC, 5 pL de master mix, 0,5 uL de primer e
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3,5 pL de &gua ultrapura, em um volume final de 10 pL. As
amplificacfes foram realizadas em um termociclador (StepOne Plus,
Applied Biosystems) para 40 ciclos. A fluorescéncia foi coletada a cada
ciclo de amplificacdo e os dados foram analisados utilizando o método
2% para a quantificacao relativa.

3.10 Obtencdo e cultura primaria de células mononucleares e
polimorfonucleares peritoneais

Os animais receberam uma injegdo intraperitoneal de
tioglicolato de sodio 3 % (1mL/animal) e foram eutanasiados por
deslocamento cervical decorridas 4 horas (para obtencdo de neutrdfilos)
ou 72 horas (para obtengdo de macrofagos). Os peritdnios foram lavados
duas vezes com PBS (8 mL) com um auxilio de uma seringa e o lavado
peritoneal coletado foi centrifugado a 200 x g por 10 min a 4°C. Para a
remocdo das hemécias, o pellet resultante foi rapidamente lavado com
agua estéril (por 5 segundos) e a osmolaridade foi reajustada em seguida
acrescentando um mesmo volume de PBS 2 vezes concentrado. As
células foram novamente centrifugadas e ressuspendidas em meio de
cultura Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com
soro fetal bovino 10 %, penicilina 10 U/mL e estreptomicina 10 mg/mL.
O namero total de células, bem como as populagfes celulares presentes
no lavado peritoneal foram determinados utilizando o hemocitdmetro
Poch (Sysmex Corporation, Sdo Paulo, SP, Brazil) e confirmados por
contagem total e diferencial das células.

A contagem total foi realizada com auxilio da camara de
Neubauer e microscopio oOptico (Nikon-Eclipse E200), utilizando o
corante Azul de Trypan, para verificacdo da viabilidade celular. Para a
contagem diferencial, cerca de 10° células foram citocentrifugadas a 20
X g por 10 min (Cytospin 3, Shandon Southern Products, Atsmoore, UK)
e as laminas coradas com Diffquick, conforme recomendacBes do
fabricante. As ldminas foram entdo secadas ao ar livre e posteriormente
avaliadas por microscopia Optica, onde cerca de 100 células foram
analisadas por lamina.

A maior parte das células (cerca de 85 %) isoladas do lavado
peritoneal 4 h ap6s a injecdo de tioglicolato era composta por
neutrofilos, sendo o restante constituido por células mononucleares.
Esses polimorfonucleares foram subseqientemente colocados em
cultura (2 x 10° células por ml) sem nenhuma purificacdo adicional.
Setenta e duas horas apds a injecdo de tioglicolato o exsudato era
composto principalmente por células mononucleares (cerca de 95 %).
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Para retirar os linfocitos contaminantes, os macrdfagos foram
purificados por aderéncia & placa. Resumidamente, 2 x 10° células foram
incubadas em placas de 96 poc¢os por 2 ha 37°C em 5 % de CO,, sendo
posteriormente lavadas. As células remanescentes foram utilizadas
subseqlientemente.

Os neutrofilos e macrdfagos isolados do lavado peritoneal
foram incubados a 37°C em 5 % de CO, e estimulados com
lipopolissacarideo (LPS) (100 ng/mL) por 4 e 24 horas,
respectivamente, na presenca ou auséncia de BQ-123 (antagonista
seletivo do receptor ETa, 1 pM), BQ-788 (antagonista seletivo do
receptor ETg 1 uM), ET-1 (30 ou 100 nM) ou ET-2 (30 ou 100 nM).

3.11 Avaliacdo da hiperalgesia secundéria

Para a avaliagdo da ocorréncia de hiperalgesia secundaria em
camundongos com colite, os animais foram colocados em
compartimentos de acrilico transparentes individuais (7 x 9 x 11 cm),
localizados em uma plataforma de arame elevada, de modo a permitir o
facil acesso ao abddmen e regido subplantar das patas para aplicagao de
estimulos mecénicos. Os camundongos foram aclimatizados por pelo
menos 2 horas antes dos testes comportamentais. As freqliéncias de
resposta de retirada do abddémen e da pata foram determinadas através
de 10 aplicacOes consecutivas de filamentos de von Frey de forcas 0,07
g e 0,14 g (VFH, Stoelting), respectivamente. Os estimulos foram
aplicados perpendicularmente a superficie do abdémen dos animais por
um periodo maximo de 2 s, ou até que o animal apresentasse uma
resposta nociceptiva de retirada do abdémen, caracterizada por: salto
imediato apds a aplicacdo do filamento, estiramento abdominal, lambida
do abdomen ou retragdo abdominal. A resposta nociceptiva a
estimulagdo da pata foi caracteriza por retirada da pata imediatamente
apoés a aplicacdo do filamento.

Para analise do decurso temporal da hiperalgesia mecanica, os
animais foram estimulados em intervalos de 24, 48 e 72 horas apés a
administragdo intracoldnica de TNBS (0,5; 1 e 1,5 mg/animal). Em
outros experimentos, para investigar a participacdo das endotelinas na
hiperalgesia mecanica induzida pela inflamacdo do colon, os animais
foram tratados com Atrasentan (antagonista seletivo dos receptores ET )
ou A-192621 (antagonista seletivo dos receptores ETg), 24 h ap6s a
inducdo da colite experimental por 0,5 mg de TNBS. As freqliéncias de
resposta ao estimulo mecanico foram avaliadas imediatamente antes dos
diferentes tratamentos e em intervalos de 1 hora e até 4 horas apds 0s
mesmos.
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3.12 Reagentes e Drogas

Os reagentes acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfonico (TNBS),
acido Etilenodiaminotetracético (EDTA), aprotinina A, brometo de
hexadecilmetilamdnio (HTAB), cloreto de benzametbnio, cloridrato de
morfina, dexametasona, estreptomicina, fluoreto de fenilmetilsulfonila
(PMSF), lipopolissacarideo (sorotipo 0111:B4), peroxido de hidrogénio,
tetrametilbenzidina (TMB), tioglicolato de sddio, Tween 20 e Tween 80
foram adquiridos da Sigma Chemical Co (St. Louis, EUA).

Os anticorpos primarios anti-B2-integrina, anti-E-selectina e
anti- P-selectina eram provenientes da Santa Cruz Biotecnology (Santa
Cruz, EUA).

Os Kits para a dosagem de IL-1B, KC, MIP-2, IL-10 e I1L-13
eram provenientes da R&D systems (Minneapolis, USA).

O Meio de cultura Eagle Modificado por Dulbecco (DMEN), o
Azul de Trypan, o soro fetal bovino, agua ultrapura a penicilina e a
estreptomicina foram adquiridas da GIBCO BRL Life technologies
(Gaithersburg, EUA).

A Enzima transcriptase reversa, Moloney Murine Leukemia
Virus (M-MLV), o oligo dT 15, os deoxinucleotideos (dNTPs), o
tampéo de primeira fita para a reacdo de transcricdo reversa, o inibidor
de RNase (RNasin) e o Dietiltreitol (DTT), eram procedentes da
Invitrogen (S&o Paulo, Brasil).

O kit Master Mix TagMan® Universal PCR, a placa de reacdo
Optica de 96 pogos, os primers especificos para camundongos, com
marcacdo 3’quencher MGB e FAM, para os receptores ETa
(MmQ1243722_m1), receptores ETg (Mm01224433_m1), prepro ET-1
(MmO00438656_m1), prepro ET-2 (MmO00432983_ml) e GAPDH
(NM_008084.2) foram todos procedentes da Applied Biosystems (S&o
Paulo, Brasil).

O antagonista peptidico seletivo para receptores ETa, BQ-123
(ciclo [DTrp-DAsp-Pro-DVal-Leu]), e o antagonista peptidico seletivo
para receptores ETg, BQ-788 (N-cis-2,6-dimetilpiperidino-carbonil-L-y-
metileucil-D-1 metoxicarbonil-D-norleucina) foram comprados da
Research Biochemicals International (Natick, EUA). A endotelina-1 e a
endotelina 2 foram provenientes da American Peptides (Sunnyvale,
USA).

O DAB, o entellan, o formaldeido e a hematoxicilina de Harris
foram adquiridos da Merck, (Darmstadt, Alemanha), o reagente de
Bradford foi proveniente da Bio-Lab Laboratories (Richmond, EUA,; a
quetamina da Sespo (Sdo Paulo, Brazil), o sulfato sodico de dextrana
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(DSS) foi proveniente da MP Biomedicals (Cleveland, EUA); a xilazina
da Vetbrands (S8o Paulo, Brasil) e o xilol da Labsynth (Diadema,
Brasil). O corante Diffquick foi adquirido da Laborclin (Pinhais, Brazil).

O antagonista ndo peptidico seletivo para receptores ETg, A-
192621 [2R-(2a, 3h, 4a)]-4-(1,3-benzodioxol-5il)-1-[2-(2, 6 dietilfenil)
amino]-2-oxoetil]-2-(4-propoxifenil)-3- acido pirrolidinacarboxilico] e o
antagonista ndo peptidico seletivo para receptores ET,, Atrasentan,
foram doados pelo laborat6rio Abbott (Abbott Park, EUA).

O Atrasentan e 0 A-192621 foram dissolvidos em PBS
contendo 100 puL de NaOH 0,1 N. As solu¢des estoque de ET-1(100
pUM), ET-2 (100 uM), BQ-123 e BQ-788 (1 mM) foram preparadas em
PBS e mantidas a uma temperatura de -20°C, sendo diluidas para as
doses desejadas momentos antes dos experimentos, com 0 mesmo
veiculo.

3.13 Analise estatistica

Todos os dados estdo expressos como média + erro padrdo da
média. Para andlise estatistica de dados ndo paramétricos entre mais de 2
grupos, foi utilizado o teste estatistico de Kruskal-Wallis seguido do
teste de Dunn. Para dados paramétricos, a analise das diferencas
estatisticas foi realizada através de ANOVA de uma via seguida do teste
Student Newman-Keuls. Os resultados referentes a hiperalgesia
mecéanica foram analisados com ANOVA de duas vias seguida do teste
Bonferroni. As anlises estatisticas foram realizadas usando-se o
software Graphpad Prism 4 (GraphPad Software Inc., San Diego,
EUA). Em todas as analises, diferengas com P<0,05 foram consideradas
estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 Expressao do RNAm para receptores ET e ETg e para prepro ET-1
e prepro ET-2 em colon de camundongo com colite induzida por TNBS

Com o objetivo de avaliar a influéncia da colite induzida pelo
TNBS na expressdo dos receptores ETa e ETg para as endotelinas, bem
como na expressao das isoformas prepro ET-1 e prepro ET-2, 0s niveis
de RNAm para estas proteinas foram quantificados, por RT-PCR em
tempo real, em colons de animais do grupo controle (tratados com
salina) e do grupo TNBS. Os resultados das figuras 5A e 5B
demonstram que existe uma expressao basal (constitutiva) do RNAm
para ambos os receptores no colon ndo inflamado. Por outro lado, 24, 48
e 72 horas ap6s a administragdo de TNBS, houve aumentos
significativos nos niveis de RNAm para os receptores ETa (1,8; 2,9 e
3,5 vezes) e ETg (2,4; 4,1 e 3,2 vezes), respectivamente.

Contrastando com o0s aumentos sustentados observados na
expressdo do RNAm para os receptores ETa e ETg, as figuras 5C e 5D
indicam que a administracdo de TNBS causa variagbes complexas na
expressdo de RNAm para prepro ET-1 e prepro ET-2. A expressdo do
RNAm para ambas as isoformas estava reduzida 24 horas apds a
administragdo de TNBS em aproximadamente 2-3 vezes. O RNAm para
a prepro ET-1 retornou aos niveis basais 48 horas apds a administracéo
do TNBS, permanecendo assim até 72 horas. Ja os niveis do RNAm
para a isoforma prepro ET-2 estavam aumentados em 48 horas (2,4
vezes acima dos valores basais), mas apresentavam-se novamente
reduzidos 72 horas ap0s a inducéo da colite (2,5 vezes).
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Figura 5. Quantificacdo do RNAm para os receptores ETa e ETg e para as isoformas prepro
ET-1 e prepro ET-2 no colon de camundongos ap6s a colite induzida por TNBS. Os
resultados demonstram os niveis relativos do RNAm para os receptores ETa (A), ETg (B) €
para as isoformas prepro ET-1 (C) e prepro ET-2 (D) em amostras de cdlon obtidas de animais
controle e de animais eutanasiados 24, 48 e 72 horas apds a administragdo de TNBS. Cada
amostra foi normalizada a partir dos niveis de GAPDH enddgenos, e depois a quantificacdo
relativa foi realizada utilizando as amostras do grupo controle como padrdo de comparagéo.
Cada valor representa a média de 4-7 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da
média. # P<0,05 comparado ao grupo controle; * P<0,05 comparado ao grupo TNBS (24
horas em C e 48 horas em D) conforme analise estatistica realizada através do teste ANOVA
de uma via seguido pelo teste post hoc de Newman-Keuls.

4.2 Influéncia do tratamento com o0s antagonistas seletivos dos
receptores ETa e ETg Atrasentan e A192621, sobre o dano
macroscopico e atividade da enzima mieloperoxidase no célon de
camundongos com colite induzida por TNBS

Sabendo que o c6lon dos animais ja apresenta um infiltrado
inflamat6rio significativo 24 horas ap6s a indugcdo da colite
experimental por TNBS (Bento et al., 2008), e que nesse periodo os
receptores ETo € ETg encontram-se aumentados no cdélon, fomos
verificar o potencial terapéutico dos antagonistas seletivos para 0s
receptores ETa e ETg, Atrasentan e A192621, respectivamente. Para
isso os animais foram tratados com Atrasentan (1, 3 ou 10 mg/kg, uma
vez ao dia, e.v.), A-192621 (20 mg/kg, uma vez ao dia por via e.v.), ou
com o farmaco de referéncia, Dexametasona (1 mg/Kg, duas vezes por
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dia, s.c.) por 3 dias, iniciando o tratamento 24 horas apdés a
administracdo do TNBS. Setenta e duas horas apds a inducdo da colite e
4 horas ap0s o ultimo tratamento, os animais foram eutanasiados.

O tratamento terapéutico com o antagonista do receptor ETa
atrasentan, foi capaz de reduzir o dano macroscépico de forma
dependente da dose. As doses de 3 e 10 mg/kg foram eficazes em
reduzir esse parametro, com porcentagens de inibicdo de 45,6 + 17,2 e
74,5 + 8,4%, respectivamente. A menor dose de Atrasentan, no entanto,
ndo foi capaz de reduzir de forma significativa o dano induzido pelo
TNBS. O tratamento com dexametasona também reduziu de forma
significativa o dano macroscopico com porcentagem de inibi¢do de 94,6
+ 2,1% (figura 6A). Diferentemente do observado para 0 antagonista
seletivo dos receptores ET », 0 tratamento terapéutico com o antagonista
seletivo para o receptor ETg, A-192621, ndo foi capaz de reduzir o
escore macroscopico (que indica o dano tecidual) induzido pelo TNBS
(Figura 6B).
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Figura 6. Influéncia do tratamento com Atrasentan, A192621 ou dexametasona sobre o
dano macroscépico nos célons de animais com colite induzida pelo TNBS. Setenta e duas
horas ap6s a inducdo da colite os célons foram removidos e avaliados quanto ao dano
macroscopico, determinado conforme escala de escores proposta por Wallace (1989), e
adaptada para camundongos (McCaffertey, 1999). (A) O Tratamento terapéutico com
Atrasentan (AT), ou com a dexametasona (Dex), foi capaz de reduzir o dano induzido pelo
TNBS. Em contrapartida, o tratamento com A192621 néo foi capaz de alterar esse pardmetro
(B). As colunas representam a média do escore macroscopico do célon de 6 — 8 animais por
grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05 quando comparado ao grupo
controle; * p<0,05 quando comparado ao grupo TNBS, conforme andlise estatistica realizada
através do teste de Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn.
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O aclmulo de células polimorfonucleares pode ser verificado
indiretamente através da andlise da atividade da enzima mieloperoxidase
(MPO). Como citado anteriormente, 24 h ap6s a indugdo da colite com
TNBS (momento em que o tratamento terapéutico inicia), ja ha um
aumento significativo na atividade desta enzima, no entanto, 72 h horas
apés a administracdo do TNBS a atividade desta enzima esta ainda mais
aumentada (Bento et al., 2008). Como demonstrado na figura 7A, a
atividade da MPO é 20 vezes maior em animais com colite do que em
animais controle. O tratamento com o Atrasentan, na dose de 10
mg/kg/dia, foi capaz de inibir em 83,0 £ 5,7 % a atividade da MPO,
guando comparado ao grupo que recebeu apenas TNBS, mas as doses de
1 e 3 mg/kg/dia se mostraram inefetivas. A administracdo de
dexametasona também reduziu significativamente a atividade dessa
enzima em 94,4 + 4,1% (Fig 7A). O tratamento com o antagonista
seletivo para os receptores ETg A-192621, ndo foi capaz de reduzir a
atividade desta enzima (Figura 7B).
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Figura 7. Influéncia do tratamento com Atrasentan, A192621 ou dexametasona sobre a
atividade da enzima mieloperoxidase nos célons de animais com colite induzida pelo TNBS.
Setenta e duas horas ap6s a indugéo da colite os colons foram removidos e avaliados quanto a
atividade da enzima mieloperoxidase. O Tratamento terapéutico com Atrasentan (AT), ou com
a dexametasona (Dex), foi capaz de reduzir a infiltragdo de polimorfonucleares induzida pelo
TNBS (A). Em contrapartida, o tratamento com A192621 ndo foi capaz de alterar esse
parametro (B). As colunas representam a média da atividade da enzima MPO do cdlon de 6 — 8
animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05 quando comparado ao
grupo controle; * p<0,05 quando comparado ao grupo TNBS, segundo andlise estatistica
realizada através do teste de ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls.

4.3 Influéncia do tratamento com Atrasentan e A192621 sobre a
mortalidade induzida por TNBS

Durante o periodo experimental, os animais foram
acompanhados com relacdo ao indice de sobrevivéncia. Vinte e quatro
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horas ap6s a inducdo da colite por TNBS (1,5 mg/animal) o indice de
mortalidade dos animais passou a ser observado. Como demonstrado na
figura 8, apenas 35% dos camundongos sobrevivem até 72 horas apos a
inducdo da colite no grupo TNBS tratado com veiculo. Os tratamentos
com Atrasentan (10 mg/kg, e.v.) ou dexametasona (1 mg/kg, s.c.) foram
capazes de diminuir a mortalidade dos animais de forma significativa,
com taxas de mortalidade de 25 e 8%, respectivamente. O tratamento
terapéutico com Atrasentan nas doses de 1 e 3 mg/kg ndo foi capaz de
diminuir a mortalidade dos animais de forma significativa em relacéo ao
grupo TNBS.

O tratamento terapéutico com A192621 néo foi capaz de alterar
o indice de mortalidade (dados ndo mostrados). Contudo, é importante
salientar que o indice de mortalidade nos animais tratados apenas com
TNBS foi menor do que nos experimentos realizados para analisar os
efeitos do Atrasentan.
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Figura 8. Influéncia do tratamento com Atrasentan ou dexametasona sobre a mortalidade
induzida pelo TNBS em camundongos. Vinte e quatro horas ap6s a indugdo da colite os
animais passaram as ser monitorados quanto ao indice de mortalidade até o final de todo o
experimento. As colunas representam a porcentagem de sobrevivéncia verificada 72 horas apds
a inducdo da colite em relagdo ao nimero de animais utilizados em cada grupo experimental.
Os niimeros acima de cada barra indicam quantidade de animais vivos ao final de 72 horas em
relacdo ao nimero total de animais que havia no inicio do experimento. # p<0,05 quando
comparado ao grupo controle e * p<0,05 quando comparado ao grupo TNBS tratados com
veiculo, segundo o teste estatistico do Qui-quadrado.

4.4 Influéncia do tratamento com Atrasentan e A192621 sobre o peso
corporal de camundongos com colite induzida pelo TNBS

Como a dose de 10 mg/Kg foi a Unica capaz de reduzir o dano
macroscopico, a infiltracdo de polimorfonucleares e a mortalidade, os



44

demais experimentos foram conduzidos somente com esta dose. Durante
o0 periodo experimental, os animais foram acompanhados com relacéo a
mudanca do peso corporal. Como ilustra a Figura 9A, animais
submetidos a jejum sdlido por 24 horas (entre Dia -1 e Dia 0)
apresentaram marcada reducdo do peso corporal, que foi revertida 24
horas depois da sua suspensdo em camundongos do grupo controle. Em
contraste, animais que receberam TNBS no Dia 0 e foram tratados com
veiculo nos dias subsequientes mantiveram a perda de peso verificada
logo apos o jejum.

Vinte e quatro horas ap0s o inicio do tratamento, ou seja, 48 h
apés a inducdo da colite, os animais tratados com Atrasentan
apresentaram uma recuperagdo significativa do peso corporal. No
terceiro dia, os animais do grupo controle e do grupo tratado com
Atrasentan apresentaram pesos similares aos aferidos no inicio do
protocolo experimental (no dia -1), diferindo de forma significativa do
grupo TNBS.

Diferentemente do observado para o antagonista seletivo dos
receptores ET,, 0 tratamento com A192621 (20 mg/kg, e.v., uma vez ao
dia) ou dexametasona (1 mg/kg, s.c., duas vezes ao dia) ndo foi capaz de
restaurar o peso dos animais em relagd@o ao grupo controle (Figura 9B e
9A, respectivamente).
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Figura 9. Influéncia do tratamento com Atrasentan, A192621 ou dexametasona sobre o peso
corporal de animais com colite induzida pelo TNBS. Apo6s jejum (dia 0) todos os animais
exceto os do grupo controle, receberam TNBS (1,5 mg/animal). Os animais foram tratados a
partir do dia O com atrasentan (AT), A192621, dexametasona (Dex) ou salina (grupo TNBS e
grupo controle). Ao longo do experimento, 0s animais que receberam Atrasentan apresentaram
ganho de peso significativo em comparagéo ao grupo TNBS (em A). Os grupos TNBS tratados
com A192621 (em B), Dexametasona (em A) ou veiculo ndo recuperaram o peso corporal. Os
resultados representam a média do porcentual de mudanca no peso corporal em relagdo ao peso
original antes do jejum de 6 — 8 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média.
# p<0,05 quando comparado ao grupo controle e * p<0,05 quando comparado ao grupo TNBS
conforme andlise estatistica realizada através do teste ANOVA de uma via seguida pelo post-
hoc de Newman-Keuls.
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4.5 Influéncia do tratamento com os antagonistas seletivos dos
receptores ET e ETg, Atrasentan e A192621, sobre o peso do colon de
animais com colite induzida por TNBS

Para averiguar a acdo dos antagonistas para 0s receptores
endotelinérgicos sobre o edema do tecido coldnico induzido pelo TNBS,
0s animais tiveram a porcao final de seus colons, correspondendo a 4
cm, removidos e pesados, 72 horas apos a administracdo do TNBS. Os
animais com colite apresentaram um aumento no peso do célon de 2,9
vezes em comparagdo ao grupo controle. O tratamento com Atrasentan
(10 mg/kg, e.v.) foi capaz de reverter de forma significativa esse
aumento em 87,2 + 6,2 % (Figura 10A). Os animais que receberam
dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.) apresentaram uma redugdo do indice de
edema do célon de 92,6 + 2,1 %, figura 10A.

Em contrapartida, o tratamento com o antagonista seletivo para
0s receptores ETg A-192621, ndo foi capaz de reduzir o peso do c6lon
(Figura 10B).
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Figura 10. Influéncia do tratamento com Atrasentan, A192621 ou dexametasona sobre o
aumento do peso do célon de camundongos com colite induzida pelo TNBS. Os célons foram
removidos setenta e duas horas apés a indugdo da colite e a porcdo final (4 cm) foi
devidamente pesada. Cada coluna representa a média do peso correspondente aos 4 cm finais
de 4 — 6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05 quando
comparado ao grupo controle e * p<0,05 quando comparado ao grupo TNBS tratado com
veiculo (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls).

4.6 Influéncia do tratamento com Atrasentan sobre o dano microscépico
presente no célon de camundongos com colite induzida por TNBS

Como somente o tratamento com o antagonista do receptor
ETa, Atrasentan, foi capaz de alterar os pardmetros anteriormente
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avaliados, os demais experimentos foram conduzidos somente com esta
droga.

Conforme exemplificado na Figura 11A, as imagens
histologicas dos cdlons de animais controle revelaram niveis muito
discretos de infiltracdo colbnica de células inflamatérias. Em
contrapartida, 72 horas ap6s a inducdo de colite por TNBS, os colons
dos animais tratados apenas com salina apresentaram grande infiltracdo
de polimorfonucleares no interior da I&mina prdpria da mucosa do
cblon. Tal acimulo foi acompanhado de diversos outros sinais de dano
tecidual, como espessamento da parede da mucosa, destruigdo das
criptas e perda de células goblet, que em conjunto resultaram em um
escore elevado de dano microscopico. Os tratamentos com Atrasentan
ou dexametasona reduziram a resposta inflamatéria, reduzindo a
infiltracdo de polimorfonucleares, 0 espessamento da parede intestinal,
mantendo a integridade das criptas e desta maneira reduzindo o escore
de dano microscdpico em 91.4 £ 5.4 e 70.9 £ 7.3%, respectivamente, em
relacdo ao grupo com colite tratado com veiculo (Figura 11B).

(A)
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Figura 11. Influéncia do tratamento com Atrasentan ou dexametasona sobre o dano
microscopico colonico induzido pelo TNBS em camundongos. O tratamento com Atrasentan
(10 mg/Kg, e.v.) ou com Dexametasona (1 mg/Kg) foi iniciado 24 h ap6s a indugdo da colite.
Os colons foram removidos setenta e duas horas ap6s a instilagio do TNBS e processados para
analise do dano microscopico. (A) Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos do
célon de animais controle, TNBS, TNBS + Atrasentan (AT) e TNBS + Dexametasona (Dex),
corados com H& (aumento de 200 X). (B) Andlise do dano microscopico do cdlon,
determinado conforme escala de escore proposta por Neurath et al., 1995). As colunas
representam a média do escore de dano microscépico dos colons de 4-6 animais e as linhas
verticais o erro padrdo da média. # P<0,05 quando comparado ao grupo controle; * P<0,05
quando comparado ao grupo TNBS segundo analise estatistica utilizando o teste de Kruskal-
Wallis seguido de teste post hoc de Dunn.

4.7 Influéncia do tratamento com Atrasentan ou dexametasona sobre 0s
niveis de IL-1B, KC, MIP-2, IL-10 e IL-13 presentes no cdlon de
camundongos com colite induzida por TNBS

Os niveis teciduais das citocinas IL-1B, KC, MIP-2, IL-10 e IL-
13, que segundo a literatura apresentam um importante papel na
patofisiologia do célon, foram quantificados no tecido col6nico dos
animais de todos 0s grupos experimentais, 72 h ap6s a instilacdo do
TNBS. A inducdo da colite resultou em um aumento marcante dos
niveis de IL-1B, KC e MIP-2 (6,5; 3,7; e 3,4 vezes, respectivamente), em
comparacdo aos animais do grupo controle. Os célons dos animais
tratados com Atrasentan (10 mg/ kg/dia, e.v.) ou com dexametasona (2
vezes ao dia, 1 mg/kg, s.c.) apresentaram os niveis dessas citocinas
reduzidos quando comparados aos animais que receberam apenas
TNBS. O tratamento terapéutico com Atrasentan reduziu os niveis de
IL-1B em 96,1 + 2,6% e de KC em 95,1 £ 2,9%. O tratamento com
dexametasona diminuiu os niveis de IL-1 B em 95,6 + 2,4% ¢ os de KC
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em 75,9 + 8,3%. O tratamento com Atrasentan reduziu os niveis de
MIP-2 para abaixo dos valores basais, enquanto a dexametasona reduziu
os niveis de MIP-2 em 85,5 + 8,5% (Figura 12).
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Figura 12. Influéncia do tratamento com Atrasentan ou dexametasona sobre o aumento dos
niveis colonicos de IL-18, KC e MIP-2 induzido pelo TNBS. O tratamento com Atrasentan (10
mg/Kg, e.v.) ou com Dexametasona (1 mg/Kg, s.c.) foi iniciado 24 h ap6s a indugdo da colite.
Os célons foram removidos setenta e duas horas ap6s a instilagdo do TNBS e processados para
analise dos niveis de IL-18 (4), KC (B) e MIP-2 (C). As colunas representam a média dos
niveis dessas citocinas presentes nos célons de 4 — 6 animais e as linhas verticais o erro padrao
da média. # p<0,05 comparado ao grupo controle; * p<0,05 quando comparado ao grupo TNBS
conforme andlise estatistica realizada através do teste ANOVA de uma via seguida pelo teste
post hoc de Newman-Keuls.
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Nos animais do grupo TNBS, 72 h ap6s a indugdo da colite, os
niveis teciduais das citocinas anti-inflamatérias 1L-10 e IL-13 estavam
reduzidos em 43,3 £ 9,4 e 58,1 + 2,8 %, respectivamente, quando
comparados aos do grupo controle (Figuras 13A e 13B). O tratamento
com Atrasentan (10 mg/kg/dia, e.v.) foi capaz de recuperar parcialmente
os niveis de IL-10, cerca de 90% em relacdo ao controle, mas ndo foi
capaz de alterar os niveis de 1L-13. O tratamento com dexametasona (2
vezes ao dia, 1 mg/kg, s.c.) foi capaz de recuperar os niveis teciduais de
ambas as citocinas atingindo valores acima dos basais (Figuras 13A e
13B).
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Figura 13. Efeito do tratamento com antagonista do receptor ETa, Atrasentan, ou com a
dexametasona sobre a reducédo dos niveis de I1L-10 e IL-13, induzida no c6lon dos animais,
pelo TNBS. O tratamento com Atrasentan (10 mg/Kg, e.v.) ou com Dexametasona (1 mg/Kg)
foi iniciado 24 h apés a inducéo da colite. Setenta e duas horas ap6s a instilagdo do TNBS, os
animais foram eutanaziados, os cdlons removidos e processados para analise dos niveis
teciduais de IL10 (A) e IL-13 (B). As colunas representam a média dos niveis teciduais dessas
citocinas presente no célon de 4 — 6 animais e as linhas verticais o erro padrdo da média. #
p<0,05 comparado ao grupo controle; * p<0,05 comparado ao grupo TNBS conforme anélise
estatistica realizada através do teste ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
Newman-Keuls.
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4.8 Influéncia do tratamento com Atrasentan sobre a expressdo das
moléculas de adesdo E-selectina, P-selectina e B,-integrina

Com o objetivo de avaliar um possivel efeito modulador do
tratamento com Atrasentan sobre a expressdo aumentada das moléculas
de adesdo E-selectina, P-selectina e B,-integrina em resposta ao TNBS,
0s cdlons dos animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais
foram processados para a realizagao do ensaio de imunoistoquimica. Os
resultados das figuras 14, 15 e 16 demonstram que, 72 h apds a indugéo
de colite, houve um aumento significativo na expressdo das moléculas
de adesdo E-selectina (5,7 vezes), P-selectina (5,2 vezes) e B,-integrina
(3,7 vezes), em relacdo ao grupo controle. Os animais que receberam
Atrasentan (10 mg/kg, e.v.) apresentaram uma reducdo pronunciada da
expressdo de E-selectina (85,7 + 8,0 % ), P-selectina (76,4 + 15,4%) e
B,-integrina (73,8 £ 11,4%). Os animais tratados com dexametasona (1
mg/kg, s.c.) também apresentaram reducdo da expressdo de E-selectina,
P-selectina e Bo-integrina em 82,9 + 12.4; 70,1 + 18,2 e 66,0 + 13,0%,
respectivamente.
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Figura 14. Influéncia do tratamento com Atrasentan ou dexametasona sobre o aumento da
expressdo coldnica da molécula de adesdo E-selectina induzida pelo TNBS. O tratamento
com Atrasentan (10 mg/Kg, e.v.) ou com Dexametasona (1 mg/Kg) foi iniciado 24 h apés a
inducdo da colite. Setenta e duas horas ap6s a instilagdo do TNBS, os animais fora
eutanaziados, os célons removidos e processados para analise da expressao de E-selectina. (A)
Fotomicrografias representativas de 4 cortes histolgicos de célons de 3-4 animais dos grupos:
Controle, TNBS, TNBS + Atrasentan (AT) e TNBS + Dexametasona (Dex) marcados com
anti-E-selectina (aumento de 200 X). (B) A quantificagdo da expressdo da E-selectina esta
expressa por unidades arbitrarias, conforme descrito na secdo materiais e métodos. O
tratamento com Atrasentan, assim como com dexametasona, reduziu a expressdo de E-
selectina. As colunas representam a média da intensidade de expressdo de E-selectina obtida
com a analise do célon de 3-4 animais e as linhas verticais representam o erro padrdo da média.
# P<0,05, comparado ao grupo controle; * P<0,05 quando comparado ao grupo TNBS,
conforme analise estatistica realizada através do teste ANOVA de uma via seguida pelo teste
post hoc de Newman-Keuls.
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Figura 15. Influéncia do tratamento com Atrasentan ou dexametasona sobre o aumento da
expressdo colonica da molécula de adesdo P-selectina induzida pelo TNBS. O tratamento
com Atrasentan (10 mg/Kg, e.v.) ou com Dexametasona (1 mg/Kg) foi iniciado 24 h apés a
indugdo da colite. Setenta e duas horas ap6s a instilagdo do TNBS, os animais fora
eutanaziados, os célons removidos e processados para analise da expressdo de P-selectina. (A)
Fotomicrografias representativas de 4 cortes histol6gicos de cdlons de 3-4 animais dos grupos:
Controle, TNBS, TNBS + Atrasentan (AT) e TNBS + Dexametasona (Dex) marcados com
anti-P-selectina (aumento de 200 X). (B) A quantificacdo da expressdo da P-selectina esta
expressa por unidades arbitrarias, conforme descrito na secdo materiais e métodos. O
tratamento com Atrasentan, assim como com dexametasona, reduziu a expressdo de E-
selectina. As colunas representam a média da intensidade de expressdo de P-selectina obtida
com a analise do célon de 3-4 animais e as linhas verticais representam o erro padrdo da média.
# P<0,05 quando comparado ao grupo controle; * P<0,05 quando comparado ao grupo TNBS,
conforme andlise estatistica realizada através do teste ANOVA de uma via seguida pelo teste
post hoc de Newman-Keuls.
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Figura 16. Influéncia do tratamento com Atrasentan ou dexametasona sobre o aumento da
expressdo colonica da molécula de adesdo [, integrina induzida pelo TNBS. O tratamento
com Atrasentan (10 mg/Kg, e.v.) ou com Dexametasona (1 mg/Kg) foi iniciado 24 h apés a
indugdo da colite. Setenta e duas horas ap6s a instilagio do TNBS, os animais fora
eutanaziados, os colons removidos e processados para analise da expressao da B integrina. (A)
Fotomicrografias representativas de 4 cortes histol6gicos de cdlons de 3-4 animais dos grupos:
Controle, TNBS, TNBS + Atrasentan (AT) e TNBS + Dexametasona (Dex) marcados com
anti- B, integrina (aumento de 200 X). (B) A quantificagio da expressdo da [, integrina esta
expressa por unidades arbitrarias, conforme descrito na secdo materiais e métodos. O
tratamento com Atrasentan, assim como com dexametasona, reduziu a expressio de P
integrina. As colunas representam a média da intensidade de expressdo de 3, integrina obtida
com a analise do célon de 3-4 animais e as linhas verticais representam o erro padrdo da média.
# P<0,05, comparado ao grupo controle; * P<0,05 comparado ao grupo TNBS, conforme
analise estatistica realizada através do teste ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc
Newman-Keuls.
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4.9 Efeito do blogueio dos receptores endotelinérgicos ETa e ETg sobre
a producdo de citocinas induzida pelo LPS em macro6fagos e neutréfilos
peritoneais

Para elucidar se receptores ETa € ETg poderiam modular
diretamente a producdo leucocitidria de mediadores inflamatérios
induzida por LPS (componente da membrana de bactérias gram-
negativas, importantes na patogénese das IBDs), foram realizados
ensaios in vitro com macrdfagos e neutrofilos. Essas células foram
isoladas do peritbnio de camundongos Balb-c, ap6s a injegdo
intraperitoneal de tioglicolato de sodio (3 %), conforme descrito na
secao material e métodos.

A estimulacdo in vitro de macrdfagos peritoneais com LPS (100
ng/mL) por 24 horas aumentou em 2,1 vezes a produgdo de MIP-2. Para
melhor verificar o envolvimento das endotelinas na ativacdo dessas
células, os macréfagos foram incubados com ET-1 e ET-2. Ambos 0s
peptideos mostraram-se incapazes de alterar, per se, a produgdo dessa
citocina (dados ndo mostrados), bem como, de alterar a producdo de
MIP-2 induzida por LPS (Figura 17A).

Da mesma maneira, a estimulagéo in vitro de macrdfagos com
LPS (100 ng/mL) por 24 horas aumentou a producdo de KC em 9,2
vezes. A incubacdo com ET-1 (30 e 100 nM) ou ET-2 (30 e 100 nM), na
auséncia de LPS, foi incapaz de modular a producdo de KC (dados nédo
mostrados). Por outro lado, em macréfagos estimulados com LPS, a
adicdo de ET-2, mas ndo de ET-1, nas doses de 30 e 100 nM, por 24
horas, foi capaz de potencializar o efeito do LPS, aumentando a
producdo de KC em 1,6 e 1,5 vezes, respectivamente (Figura 17B).
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Figura 17. Efeito da adicdo de ET-1 e ET-2 sobre a produgdo de MIP-2 e KC induzida por
LPS em cultura de macréfagos. Os macréfagos peritoneais foram coletados, lavados e
estimulados in vitro com LPS (100ng/mL) por 24 horas, na presenca ou auséncia de ET-1 (30 -
100 ng/mL) ou ET-2 (30 -100 ng/mL). As colunas representam a média dos niveis de MIP-2
(A) e KC (B) e as linhas verticais o erro padrdo da média, obtidos em quatro experimentos
realizados em ftriplicata. # p<0,05 quando comparado ao grupo controle (meio); * p<0,05
quando comparado ao grupo veiculo (LPS), conforme andlise estatistica realizada através do
teste ANOVA de uma via, seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls.

Outra abordagem utilizada para verificar se haveria um papel
autécrino de endotelinas enddgenas na producdo de citocinas por
leucécitos ativados por LPS foi a adi¢cdo dos antagonistas do receptor
ETa (BQ-123, 1 uM) e ETg (BQ-788, 1 uM) na cultura. De maneira
interessante, 0 BQ-123 foi capaz de inibir significativamente a producéo
de MIP-2 induzida em macréfagos pelo LPS em 80,9 +5,2 % (Figura
18A). De maneira similar, BQ-123 (1 uM), mas ndo BQ-788 (1 uM),
também foi capaz de inibir significativamente a producdo de KC
induzida em macrdfagos pelo LPS, em 70,8 + 8,8 % (Figura 18B).
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Figura 18. Efeito da adicdo dos antagonistas seletivos para o receptor ET e ETg sobre a
produgdo de MIP-2 e KC induzida por LPS em cultura de macréfagos. Os macr6fagos
peritoneais foram coletados, lavados e estimulados in vitro com LPS (100ng/mL) por 24 horas,
na presenca ou auséncia do antagonista do receptor ETa (BQ-123, 1 uM) ou do receptor ETg
(BQ-788, 1 uM). As colunas representam a média dos niveis de MIP-2 (A) e KC (B) e as
linhas verticais o erro padrdo da média, obtidos em quatro experimentos realizados em
triplicata. # p<0,05 comparado ao grupo controle (meio); * p<0,05 quando comparado ao grupo
veiculo (LPS), conforme analise estatistica realizada através do teste ANOVA de uma via,
seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls.
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De maneira similar ao observado em macrofagos, neutrofilos
peritoneais em cultura produzem citocinas pro-inflamatérias quando
estimulados com LPS. Como demonstrado na figura 19A, a producéo de
IL-1B por neutrofilos encontrava-se aumentada em 3,1 vezes, na
presenca do LPS. Todavia, a adicdo de ET-1 (30 e 100 nM) ou ET-2 (30
e 100 nM) ndo foi incapaz de alterar a producdo de IL-1p induzida pelo
LPS (figura 19A). Da mesma forma, esses peptideos ndo foram capazes
de alterar a producgdo de IL-1, per se (dados ndo mostrados).
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Figura 19. Efeito da adicéo de ET-1 e ET-2 sobre a producéo de IL-18e MIP-2 induzida por
LPS em cultura de neutréfilos. Os neutréfilos peritoneais foram coletados, lavados e
estimulados in vitro com LPS (100 ng/mL) por 4 horas, na presenca ou na auséncia de ET-1
(30 € 100 nM) ou ET-2 (30 e 100 nM). As colunas representam a média dos niveis de IL-1B
(A) e MIP-2 (B) e as linhas verticais o erro padrdo da média, obtidos em quatro experimentos
realizados em ftriplicata. # p<0,05 comparado ao grupo controle (meio), conforme analise
estatistica realizada através do teste ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
Newman-Keuls.

A estimulagdo de neutréfilos in vitro com LPS (100 ng/mL) por
4 horas também foi capaz de aumentar a producdo de MIP-2 em 22,3
vezes. A incubacdo com ET-1 (30 e 100 nM) ou ET-2 (30 e 100 nM)
ndo foi capaz de modular a produgdo de MIP-2, seja na auséncia (dados
ndo mostrados) ou na presenca de LPS (Figura 19B).

De maneira interessante, a adicdo do antagonista do receptor
ETaA BQ-123 (1 uM), mas ndo do antagonista ETg BQ-788 (1 uM), foi
capaz de inibir parcialmente a producdo de MIP-2 induzida pelo LPS,
em 26,9 + 4,6 % (Figura 20B). Em contraste, nenhum dos antagonistas
mostrou-se efetivo em inibir a producdo de IL-1f estimulada pelo LPS
(Figura 20A).
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Figura 20. Efeito da adicdo dos antagonistas seletivos para o receptor ET e ETg sobre a
producdo de IL-18 e MIP-2 induzida pelo LPS em cultura de neutrdfilos peritoneais. Os
neutrofilos peritoneais foram coletados, lavados e estimulados in vitro com LPS (100 ng/mL)
por 4 horas, na presenca ou auséncia do antagonista do receptor ET 5 (BQ-123, 1 uM) ou do
receptor ETg (BQ-788, 1 uM). As colunas representam a média dos niveis de IL-13 (A) e MIP-
2 (B) e as linhas verticais o erro padrdo da média, obtidos em quatro experimentos realizados
em triplicata. # p<0,05 comparado ao grupo controle (meio); * p<0,05 quando comparado ao
grupo veiculo (LPS), conforme andlise estatistica realizada através do teste ANOVA de uma
via, seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls.

4.10 Influéncia do tratamento Atrasentan sobre a expressdo do RNAm
para os receptores endotelinérgicos ETa e ETg e das isoformas prepro
ET-1 e prepro ET-2, em c6lons de camundongos com colite induzida
por TNBS

O conjunto de resultados apresentados até este ponto indicam
que o Atrasentan melhora diversos aspectos da colite induzida por
TNBS. Como o TNBS causou aumentos significativos e sustentados nos
niveis colénicos de RNAm para os receptores ETa e ETg, fomos
verificar se haveria alguma correlacdo entre o efeito benéfico do
tratamento com Atrasentan e a modulagdo da expressdo de RNAm para
ambos os receptores e para prepro-ET1 e prepro ET-2. Para analisar a
expressdo dos receptores endotelinérgicos, no periodo de 48 e 72 horas
apés a inducdo da colite, os animais foram tratados com Atrasentan 24,
44 e 68 horas antes do sacrificio. O tratamento com Atrasentan foi
capaz de reduzir os niveis do RNAm para os receptores ETa € ETg em
cblons avaliados 48 e 72 horas ap6s a administracdo de TNBS (Figura
21). As porcentagens de inibicdo da expressdo do RNAm foram 73,9 +
8,3% e 71,9 + 14,4 % para o receptor EToe de 90,9 +45% e 91,4 +
5,5 % para os receptores ETg em 48 e 72 horas, respectivamente. A
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exemplo do Atrasentan, o tratamento com dexametasona também foi
capaz de reduzir os niveis de RNAm de ambos os receptores, tanto nos
cllons removidos 48 quanto 72 horas apds a indugdo da colite por
TNBS (Figura 21).

Nos colons dos animais do grupo TNBS, os niveis de RNAmM
para a prepro ET-1 retornaram aos niveis basais 48 horas ap6s a indugédo
da colite, permanecendo assim até 72 horas (Figura 22A e 22B). J4 os
niveis da isoforma prepro ET-2 estavam aumentados em 48 horas, mas
apresentaram-se reduzidos novamente 72 horas apds a indugdo da colite
(Figura 22C e 22D). Os tratamentos com Atrasentan ou dexametasona,
iniciados 24 horas ap0ds a indugdo da colite, ndo foram capazes de alterar
os niveis de prepro ET-1 ou prepro ET-2 nos cdlons removidos 48 e 72
horas ap6s a administracdo de TNBS (Figura 22).
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Figura 21. Influéncia do tratamento com Atrasentan ou dexametasona sobre a quantificacédo
do RNAm para os receptores ET e ETg no célon de camundongos apés a colite induzida por
TNBS. Os resultados demonstram os niveis relativos de RNAm para os receptores ET e ETg
em amostras de célon obtidas de animais controle e de animais sacrificados 48 e 72 h apés a
administracdo de TNBS. O tratamento com Atrasentan (AT) ou Dexametasona (Dex), iniciado
24 h apds a administracdo do TNBS, reduziu os niveis do RNAm para os receptores ET e ETg
em célons removidos 48 e 72 horas ap6s a inducgdo da colite. Cada amostra foi normalizada a
partir dos niveis de GAPDH endégenos, e depois a quantificacdo relativa foi realizada
utilizando as amostras do grupo controle como padréo de comparacéo. Cada valor representa a
média de 4-7 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. # P<0,05 quando
comparado ao grupo controle; * P<0,05 quando comparado ao grupo TNBS conforme analise
estatistica realizada através do teste ANOVA de uma via seguido pelo teste post hoc de
Newman-Keuls).
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Figura 22. Influéncia do tratamento com Atrasentan ou dexametasona sobre a
quantificacdo do RNAm para as isoformas prepro ET-1 e prepro ET-2 no célon de
camundongos ap6s a administracdo do TNBS. Os resultados demonstram niveis relativos de
RNAmM para as isoformas prepro ET-1 e prepro ET-2 em amostras de célon obtidas de animais
controle e de animais sacrificados 48 e 72 horas ap6s a administragdo de TNBS. O tratamento
com Atrasentan (AT) ou com dexametasona (Dex), iniciado 24 h ap6s a inducéo da colite, ndo
foi capaz de alterar os niveis de RNAm para nenhuma das isoformas. Cada amostra foi
normalizada a partir dos niveis de GAPDH enddgenos, e depois a quantificacdo relativa foi
realizada utilizando as amostras do grupo controle como padrdo de comparacdo. Cada valor
representa a média de 4-7 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. #
P<0,05 quando comparado ao grupo controle; * P<0,05 quando comparado ao grupo TNBS
conforme analise estatistica realizada através do teste ANOVA de uma via seguido pelo teste
post hoc de Newman-Keuls).

4.11 Efeito da administracdo intracolénica de TNBS na sensibilidade

dos camundongos a estimulagdo mecanica na regido abdominal ou na
pata

Como pode ser observado na figura 23, ndo houve diferenca
significativa entre os valores de limiar basal dos grupos de
camundongos controle e TNBS avaliados quanto a sensibilidade
mecanica. Porém, 24 horas ap6s a inducdo de colite por TNBS (0,5
mg/100 pL) os camundongos desenvolveram uma hiperalgesia
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mecanica, evidenciada pelo aumento da frequéncia de respostas a
estimulacdo mecénica com o filamento de von Frey na regido abdominal
(0,07 g) e na pata (0,4 g). A hiperalgesia mecanica na regido abdominal
decorrente da colite induzida por TNBS caracterizou-se como a resposta
de hipersensibilidade nociceptiva pronunciada e duradoura. O aumento
na freqliéncia de resposta na regido abdominal foi observada em 24 h
(controle 11,0 £ 3,1%, TNBS 48,0 + 6,9%, P < 0.05) e persistiu até 72 h
apods a inducdo da colite (Figura 23A). A hiperalgesia mecéanica na pata,
induzida pela administrag&o intracoldnica de TNBS, iniciou-se 24 horas
(controle 12,5 + 4,7%, TNBS 47,1 + 7,1%, P < 0.05) e persistiu até 48
horas ap6s a inducédo da colite (Figura 23B).

Por outro lado, camundongos tratados com doses mais elevadas
de TNBS néo foram capazes de desencadear um aumento da freqiiéncia
da retirada da pata em resposta a estimulagcdo mecéanica em ambos 0s
sitios (dados ndo mostrados). Na verdade, quando foram estimulados na
parte inferior do abdémen os animais assumiram uma postura com as
costas arqueadas e se tornaram imdveis, comportamentos esses que
poderiam sugerir um desencadeamento excessivo de dor.
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Figura 23. Efeito da administracio intracolonica de TNBS (0,5 mg em 100 uL 35% etanol)
na sensibilidade dos camundongos a estimulacdo mecénica na regido abdominal (A) e na
pata traseira (B). Os dados representam a freqliéncia de retirada em resposta a 10 aplicacdes
do filamento de Von Frey no abdémen (0,07 g) ou na pata (0,4 g) antes, 24, 48 e 72 horas ap6s
a indugdo da colite. Cada ponto representa a média de retirada da pata + erro padrdo da média
de 5 a 6 animais. * P<0,05 quando comparado ao grupo controle, conforme analise estatistica
realizada pelo teste ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Bonferroni.

Para verificar o possivel envolvimento das endotelinas na
manutencdo do quadro hiperalgésico induzido pela colite experimental,
0 antagonista seletivo do receptor ETa, Atrasentan (3, 10 e 30 mg/kg,
e.v.), ou o antagonista seletivo do receptor ETg, A-192621 (7 e 20
mg/kg, e.v.) foi administrado sistemicamente 24 horas apés a inducédo da
colite. A Figura 24A mostra que um Unico tratamento com o antagonista
do receptor ETa (10 e 30 mg/kg) foi capaz de abolir a hiperalgesia
mecénica no abdémen por 2 e 3 horas, respectivamente. Essas mesmas
doses de Atrasentan também aboliram a hiperalgesia mecénica na pata
traseira pelos mesmos periodos (Figura 25A). Ndo foi observado
nenhum efeito antihiperalgésico em camundongos tratados com
Atrasentan na dose de 3 mg/kg. O tratamento dos animais com A-
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192621, na dose de 20 mg/kg (mas ndo 7 mg/kg) inibiu parcialmente
(46,1 £ 12,9 %) a hiperalgesia mecéanica no abdémen, somente 3 horas
apoés a sua administracéo (Figura 24B).

O tratamento com morfina (2,5 mg/kg, s.c.), utilizada como
controle positivo, aboliu a hiperalgesia mecanica no abdémen e na pata
traseira por até 2 horas ap0s a sua administragdo (Figura 24C e 25C).
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Figura 24. Influéncia dos tratamentos com Atrasentan, A-192621 ou morfina na
hiperalgesia mecanica referida no abdémen. Vinte e quatro horas apés a instilagdo de TNBS
(0,5 mg), os camundongos foram tratados com (A) Atrasentan (3, 10 ou 30 mg/kg, e.v.), (B) A-
192621 (7 ou 20 mg/kg, e.v.) ou (C) morfina (2,5 mg/kg, s.c.). Os dados representam a
frequéncia de retirada em resposta a 10 aplicagdes do filamento de Von Frey no abdémen (0,07
g) antes (basal) ou em diferentes pontos apds a administracdo das drogas. Cada ponto
representa a média + erro padrdo da média de 5 a 6 animais. # P<0,05 quando comparado ao

grupo controle; * P<0,05 quando comparado ao grupo TNBS (ANOVA de uma via seguida
pelo teste de Bonferroni).
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Figura 25. Influéncia dos tratamentos com Atrasentan, A-192621 ou morfina na
hiperalgesia mecanica referida na pata traseira. Vinte e quatro horas ap6s a instilagdo de
TNBS (0,5 mg), os camundongos foram tratados com (A) Atrasentan (3, 10 ou 30 mg/kg, e.v.),
(B) A-192621 (7 ou 20 mg/kg, e.v.) ou (C) morfina (2,5 mg/kg, s.c.). Os dados representam a
freqiiéncia de retirada em resposta a 10 aplicacdes do filamento de Von Frey na pata traseira
(0,4 g) antes (basal) ou em diferentes pontos apds a administracdo das drogas. Cada ponto
representa a média + erro padrdo da média de 5 a 6 animais. # P<0,05 quando comparado ao
grupo controle; * P<0,05 quando comparado ao grupo TNBS (ANOVA de uma via seguida
pelo teste de Bonferroni).

4.12 Influéncia do tratamento com Atrasentan sobre a colite induzida
por DSS

Embora o tratamento com DSS, durante 5 dias, seguidos por 2
dias de agua de beber sem DSS, ndo tenha causado a morte de qualquer
animal, a administracdo de DSS causou mudancas importantes, como
perda de peso corporal, aparecimento de sangue nas fezes e diarréia.
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Esses sinais sdo caracteristicos da colite induzida por esse agente e
podem ser quantificados para gerar um escore denominado indice da
atividade da doenca (IAD). Neste sentido, observamos que o aumento
no IAD j& era significativo a partir do terceiro dia, permanecendo
elevado até o Gltimo dia de experimento, quando os animais foram
eutanasiados. O tratamento com Atrasentan (10 mg/kg), uma vez ao dia,
iniciado concomitantemente a administracdo de DSS, minimizou o IAD
significativamente do 3° ao 7 ° dia (Figura 26), ao recuperar a
consisténcia das fezes, reduzir o sangramento nas fezes e a perda de
peso corporal.
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Figura 26. Influéncia do tratamento com Atrasentan sobre o indice de atividade da doenga
(1AD) induzida por DSS em camundongos. Durante o periodo experimental, os animais foram
acompanhados diariamente com relagdo ao indice de atividade da doenga. O tratamento com
Atrasentan (10 mg/Kg, e.v., 1 x ao dia) foi iniciado 24 concomitantemente a administracdo do
DSS, e perdurou até o sétimo dia. Cada ponto representa a média do IAD de 6 animais por
grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05 quando comparado ao grupo
controle e * p<0,05 quando comparado ao grupo DSS (ANOVA de uma via seguida pelo teste
post hoc de Newman-Keuls).

Como citado anteriormente, o tratamento com DSS induziu
perda de peso corporal, que foi estatisticamente significante no sexto e
sétimo dias. O tratamento com Atrasentan (10 mg/kg/dia) foi capaz de
impedir a perda de peso dos animais induzida por DSS (Figura 27).



65

-l Controle
10~ -@-DSS 3%
= -O-DSS 3% +AT (10 mg/kg, e.v.)
I
o
2  0f
o
o * *
o
w
1]
o
S, -10-
& #
-]
3
=
-20 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Dias

Figura 27. Influéncia do tratamento com Atrasentan sobre a perda de peso induzida por
DSS em camundongos. Durante o periodo experimental os animais foram acompanhados
diariamente com relacao a perda de peso. O tratamento com Atrasentan (10 mg/Kg, e.v., 1 x ao
dia) foi iniciado 24 concomitantemente a administracdo do DSS, e perdurou até o sétimo dia.
Os resultados representam a média da mudancga no peso corporal de 6 animais por grupo e as
linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05 quando comparado ao grupo controle e *
p<0,05 quando comparado ao grupo DSS (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
Newman-Keuls).

Outro parametro avaliado foi o encurtamento do célon. Para
isso, 7 dias ap6s a primeira administracdo de DSS, a por¢do intestinal
compreendida desde o cecum até ao anus foi retirada e medida. Como
demonstrado na figura 28, os animais que receberam apenas DSS
apresentaram uma reducdo no comprimento do célon de 32,1 £ 4,5 %,
guando comparado ao grupo controle. Entretanto, o tratamento dos
animais com Atrasentan (10 mg/kg, e.v.) foi capaz de reverter o
encurtamento.
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Figura 28. Influéncia do tratamento com Atrasentan sobre o encurtamento induzido por
DSS do cdlon de camundongos. O tratamento com Atrasentan (10 mg/Kg, e.v., 1 x ao dia) foi
iniciado concomitantemente a administragdo do DSS, e perdurou até o sétimo dia. Sete dias
apés a primeira administragdo de DSS, os animais tiverem a porcéo intestinal que corresponde
desde o cecum até ao anus, removida e medida. As colunas representam a média do
comprimento dos célons de 6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média.
# p<0,05 comparado ao grupo controle e * p<0,05 comparado ao grupo DSS (ANOVA de uma
via seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls).

A administracdo de DSS durante 5 dias, seguidos por 2 dias de
agua de beber sem DSS, induziu um dano de célon macroscépico,
analisado no sétimo dia de acordo com a tabela de escores proposta por
Kimball e colaboradores (2004) (Tabela 6). O tratamento com
Atrasentan (10 mg/kg, e.v.) foi capaz de reduzir, de maneira
significativa, o dano macroscépico induzido por DSS (Figura 29).
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Figura 29. Influéncia do tratamento com Atrasentan sobre o dano macroscépico no célon de
camundongos com colite induzida pelo DSS. O tratamento com Atrasentan (10 mg/Kg, e.v., 1
x ao dia) foi iniciado concomitantemente a administragdo do DSS, e perdurou até o sétimo dia.
Sete dias ap6s a primeira administragdo de DSS, os c6lons foram removidos e avaliados quanto
ao dano macroscépico (Tabela 6). As colunas representam a média do dano macroscépico de 6
animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. # p<0,05 quando comparado ao
grupo controle e * p<0,05 quando comparado ao grupo DSS (Kruskal-Wallis seguido de teste
de Dunn).

O acumulo de células polimorfonucleares, indicado pela
atividade da enzima MPO no tecido do c6lon, foi 4,6 vezes maior em
animais com colite experimental induzida por DSS, do que no de
animais controle. O tratamento com o Atrasentan, na dose de 10 mg/kg,
inibiu de maneira marcante a atividade da MPO em 70,9 + 16,6 %,
guando comparado ao grupo que recebeu apenas DSS (Figura 30).
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Figura 30. Influéncia do tratamento com Atrasentan sobre a atividade da mieloperoxidase
(MPO) no coélon de animais com colite induzida por DSS. O tratamento com Atrasentan (10
mg/Kg, e.v., 1 x ao dia) foi iniciado concomitantemente a administragdo do DSS, e perdurou
até o sétimo dia. Sete dias apds a primeira administragdo de DSS, os animais tiveram seus
célons removidos e analisados quanto a atividade desta enzima. As colunas representam a
média da MPO do célon de 6 animais por grupo e as linhas verticais o erro padrdo da média. #
p<0,05 quando comparado ao grupo controle e * p<0,05 quando comparado ao grupo DSS
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls).

Como pode ser observado na figura 31A, as imagens
histolégicas de animais controle, ndo apresentaram, ou apresentaram de
maneira muito discreta, sinais de infiltracdo de células inflamatérias
para o tecido do colon. Em contrapartida, foi observado uma grande
infiltracdo de polimorfonucleares no interior da lamina prépria da
mucosa do célon de animais que receberam apenas DSS. Além disso,
houve uma pronunciada destruigdo das criptas e perda de células goblet,
resultando em dano tecidual. O tratamento com Atrasentan (10 mg/kg)
reduziu a resposta inflamatéria, diminuindo a infiltracdo de
polimorfonucleares, o espessamento da parede intestinal e manteve a
integridade das criptas, reduzindo desta maneira o escore de dano
microscdpico em 86,6 + 5,8 % (Figura 31B).
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Figura 31. Influéncia do tratamento com Atrasentan sobre o dano microscépico no cdlon de
animais com colite induzida por DSS. O tratamento com Atrasentan (10 mg/Kg, e.v., 1 x ao
dia) foi iniciado concomitantemente a administragéo do DSS, e perdurou até o sétimo dia. Os
célons foram removidos sete dias ap6s a primeira administracdo de DSS e processados para
analise do dano microscépico. (A) Fotomicrografias representativas de quatro cortes
histologicos de tecido de cdlon fixadas em H& E (aumento de 200 X) de 3-4 animais dos:
Controle, DSS, DSS + AT (AT). (B) O dano microscopico avaliado conforme proposto por
Van der Sluis e colaboradores (2006). As colunas representam a média do escore microscépico
dos célons de 4-6 animais e as linhas verticais o erro padrdo da média. # P<0,05 quando
comparado ao grupo controle; * P<0,05 quando comparado ao grupo DSS conforme anélise
estatistica utilizando o teste Kruskal-Wallis seguido de teste post hoc de Dunn.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, investigamos a participacdo das endotelinas
em dois modelos experimentais de colite. Nossos resultados
demonstram claramente que o tratamento terapéutico com um
antagonista do receptor ET, mas ndo do receptor ETg, foi capaz de
reduzir os pardmetros inflamatérios macro- e microscopicos, a
infiltracdo de células inflamatérias, os niveis de mediadores pro-
inflamatorios e a expressdao de algumas proteinas importantes para a
migracdo celular no modelo de colite experimental induzida por TNBS.
Resultados semelhantes foram observados no modelo de colite
experimental induzido pelo DSS, onde o bloqueio farmacolégico do
receptor ET foi capaz de minimizar o dano tecidual macroscopico e
microscopico, a migragdo celular e o indice de atividade da doenca
observado neste modelo. Esse conjunto de resultados sugere que 0s
efeitos anti-inflamatérios do atrasentan ndo se restringem a um modelo
especifico de colite.

Varios modelos animais vém sendo desenvolvidos para melhor
compreender os mecanismos envolvidos na patogénese das IBDs.
Embora esses modelos pré-clinicos nédo representem a complexidade da
doenca que acomete o homem na totalidade, eles constituem valiosas
ferramentas para analise de muitos aspectos importantes das IBDs. Esses
modelos sdo divididos em quatro categorias: modelos de colite
espontanea, modelos de colite induzida por agentes quimicos em
animais de experimenta¢do com respostas imunes normais, modelos de
transferéncia adaptativa e modelos de modificagcdo genética (delegédo
génica e transgénica) (Hibi et al., 2002).

Os modelos de colite induzidos por agentes quimicos sdo 0s
mais comumente utilizados e reproduzem varios aspectos imunol6gicos
e histopatoldgicos observados nas IBDs em humanos. O aparecimento
da inflamacdo intestinal nesses modelos é rapido, o que torna sua
utilizacdo relativamente simples. Alguns modelos quimicos sdo
realizados através da insercdo de um cateter no colén do animal
(camundongos, ratos ou coelhos) para instilagdo de um determinado
agente. Dois modelos bastante conhecidos e que utilizam esse tipo de
técnica sdo o do acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) e o da
oxazolona. Ambos agentes requerem a diluicdo em etanol, que tem
como funcdo quebrar a barreira da mucosa facilitando o contato de
antigenos luminais com as células do sistema imune presentes na lamina
propria.
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Outra forma de induzir inflamagdo intestinal por um agente
quimico € a utilizacdo, por via oral, do sulfato de dextrana sodico (DSS).
Esse agente é diluido na &gua que os animais bebem e pode ser
administrado durante varios dias, permitindo assim analisar tanto
aspectos agudos como cronicos das IBDs. Ainda néo se sabe exatamente
0 mecanismo pelo qual o DSS induz colite, mas acredita-se que seja um
efeito tdxico direto sobre as células epiteliais do trato gastrointestinal.
Animais deficientes em linfécitos T e B desenvolvem colite severa, por
esta razdo, sugere-se que a resposta imune adaptativa ndo seja tdo
importante para o desenvolvimento da colite experimental (pelo menos
na fase aguda). Desta maneira, a colite experimental aguda induzida por
DSS é particularmente Util para se estudar o papel do sistema imune
inato nesta resposta (Wirtz e Neurath, 2007). A inflamagdo intestinal
aguda causada pelo DSS é caracterizada principalmente por forte
diarréia, ulceragdes no epitélio intestinal e infiltracdo macica de
granulécitos, sendo este modelo um dos que melhor mimetizam a
doenca observada em humanos.

No presente estudo foram padronizados e utilizados os modelos
de colite experimental induzidos por TNBS e DSS em camundongos
BALB-c.

O modelo de colite induzido por TNBS em ratos foi descrito
por Morris e colaboradores em 1989 e modificado para a utilizagcdo em
camundongos por Neurath e colaboradores (1995). Esse modelo vem
sendo amplamente utilizado em varios estudos, devido sua similaridade
com as IBDs em humanos, e tem contribuido para a investigacdo dos
mecanismos envolvidos e também para a descoberta de novas
alternativas terapéuticas para essas doencas (Morris et al., 1989; Elson et
al., 1995; Elson et al., 2005; Menozzi et al., 2006).

Neste modelo experimental, a inflamagdo intestinal ¢
geralmente mais acentuada nos primeiros trés a cinco dias ap6s a
administragdo do TNBS. Em funcéo disso, a maioria dos pesquisadores
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 diferentes linhagens de camundongos.
Por exemplo, camundongos das linhagens SJL e Balb/c sdo mais
suscetiveis, enquanto que C57BL/6 sdo mais resistentes a inducdo da
colite pelo TNBS (Kawada et al., 2007).

O TNBS penetra na parede intestinal causando ulceragdes e
necrose no tecido do célon, que estdo associadas a perda das juncoes
entre as células epiteliais e ao aumento do infiltrado celular na lamina
prépria, causando lesdo das criptas intestinais (Menozzi et al., 2006;
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Torres et al., 1999). Essas alteracfes teciduais desencadeiam outras
complicagdes sistémicas, como a diminui¢do da absor¢do de nutrientes,
perda de peso, diarréia e prolapso retal (Kawada et al., 2007; Neurath et
al., 1995). De acordo com essas alteragdes previamente descritas, o
presente estudo demonstrou que, no transcorrer das 72 horas que se
seguem & administracdo de TNBS, os animais desenvolveram sinais
severos de colite, caracterizados por diarréia sanguinolenta, prolapso
retal e uma profunda e sustentada perda de peso, efeitos estes que
resultaram em alta mortalidade, enquanto os do grupo controle
recuperaram rapidamente a perda de peso induzida pelo periodo de
jejum e mantiveram-se saudaveis. Dessa forma, nossos dados
demonstraram que, em nossas condi¢des experimentais, o TNBS foi
eficaz na inducdo da colite, mostrando-se, portanto, reprodutivel e
concordante com os dados da literatura (Antonioli et al., 2007; Sugimoto
etal., 2002; Zhang et al., 2006; Zhao et al., 2007).

O modelo murino de inflamagéo intestinal induzida por DSS foi
descrita por Okayasu e colaboradores em (1990). Esse modelo, assim
como o0 modelo do TNBS, vem sendo amplamente utilizado. O presente
estudo demonstrou que os camundongos que receberam DSS ao longo
de 5 dias, seguido de 2 dias de 4gua de beber sem DSS, desenvolveram
sinais severos de colite, como diarréia sanguinolenta e perda de peso.
Além disso, a analise histolégica do célon destes animais revelou um
proeminente infiltrado de células inflamatérias, uma consideravel perda
de criptas no epitélio e ulceracdo (Okayasu et al., 1990; Kimball et al.,
2004; Van der Sluis et al., 2006).

Apesar de suas limitagdes, de forma geral, os modelos de colite
experimental tém contribuido para o entendimento dos mecanismos
imunolégicos, patoldgicos e fisioldgicos, além de serem importantes ao
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Contudo, mesmo que
muitos desses modelos sejam de grande valor para a analise
experimental dos mecanismos envolvidos nas IBDs, poucos deles
parecem reproduzir a IBD observada em humanos. Por este motivo, o
desenvolvimento de novos modelos que permitam avaliar as alteraces
da IBD, principalmente quanto a cronicidade da doenca, ainda sdo
necessarios (Bouma e Strober, 2003).

Relatos na literatura sugerem a participacdo das endotelinas na
inflamacdo intestinal em diferentes modelos experimentais de colite. O
tratamento com bosentan e Ro 38-5695, ambos antagonistas ndo
seletivos (ou duais) de receptores ETa e ETg, foi capaz de reduzir a
progressao do dano tecidual na colite induzida por TNBS em ratos
(Gulluoglu et al., 1999; Hogaboam et al., 1996; Padol et al., 2000). Na
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colite induzida por DSS, o inibidor da ECE-1, SM19712, também
reduziu o dano tecidual (Lee et al., 2009). Esses resultados sdo
evidéncias de que o sistema das endotelinas atua em modelos animais de
colite.

Existem controvérsias quanto a possivel relevancia das
endotelinas na iniciagdo e ou manutencdo dos sintomas da doenca, bem
como acerca de qual regime de tratamento com os antagonistas dos
receptores endotelinérgicos seria mais adequado. Hogaboam e
colaboradores (1996) reportaram que o tratamento profilatico de ratos
com bosentan foi eficaz em reduzir o dano colénico macroscopico
causado pelo TNBS, mas ndo foi efetivo quando administrado 1 hora
apés a indugdo da colite. De fato, evidéncias sugerem que, as
endotelinas contribuem para a vasculite nas IBDs por induzir uma
isquemia intestinal através da sua potente agdo vasoconstritora, e que
esta seria uma importante etapa na iniciacao da inflamagéo no intestino
(Murch et al., 1992). Na colite induzida por TNBS em ratos ocorre uma
reducdo dréstica do fluxo sanguineo, o qual é restaurado pelo tratamento
com bosentan ou antagonistas de receptores ET (LU-135252 e BQ-
485), mas ndo ETg (BQ-788), sugerindo um importante papel dos
receptores ETa nas alteragcBes de fluxo sanguineo. Essas evidéncias,
obtidas em animais tratados com antagonistas endotelinérgicos antes da
indugdo da colite, sugerem que as endotelinas contribuem para a
iniciacdo do processo inflamatorio.

No entanto, a participacdo das endotelinas na progressdo ou
manutencdo da resposta inflamatéria do coélon ainda ndo esta clara.
Considerando que os pacientes com IBDs procuram atendimento médico
quando a doenca ja estd instalada, o presente estudo investigou se o
tratamento com antagonistas seletivos para os receptores ETa ou ETg
apoés a inducdo da colite (i.e. tratamento terapéutico) poderia reverter ou
atenuar a progressdo do quadro. Nesse contexto, Anthoni e
colaboradores (2006) haviam demonstrado que o tratamento terapéutico
com bosentan reduz o dano tecidual associado a colite induzida por
DSS. Contudo, como o bosentan é um antagonista dual dos receptores
ETae ETg, 0 papel de cada receptor no desenvolvimento da colite, bem
como a ocorréncia de possiveis alteracdes nas taxas de expressdo de
prepro ET-1 e prepro ET-2 no transcorrer deste quadro permaneciam
desconhecidos.

Portanto, fomos analisar como o tratamento com TNBS
modificaria a expressdo do RNAm dos receptores ETA e ETg € dos
precursores de ET-1 e ET-2 (prepro ET-1 e prepro ET-2,
respectivamente), no colon em trés diferentes momentos apdés a
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instilacdo desse agente indutor da colite, utilizando a técnica de real
time RT-PCR. Os resultados do presente estudo demonstram que existe
uma expressao basal (constitutiva) do RNAm para os receptores ETa €
ETg no colon, e que durante o processo inflamatdrio (24, 48 e 72 horas)
os niveis de RNAmM desses receptores encontram-se aumentados.
Embora a expressdo do RNAm para ambos 0s receptores estivesse
aumentada nos diferentes intervalos de tempo avaliados, os niveis de
expressdo de RNAm para a prepro ET-1 e prepro ET-2 variaram de
modo independente. Os niveis de RNAm para ambas isoformas
apresentaram-se reduzidos 24 horas ap6s a administracdo de TNBS, mas
os para a prepro ET-1 retornaram aos niveis basais 48 horas apds a
administragdo do TNBS, permanecendo assim até 72 horas. Ja 0s niveis
de RNAm para a prepro ET-2 estavam aumentados acima dos niveis de
expressdo constitutiva em 48 horas, mas reduziram novamente 72 horas
apés a inducdo da colite. McCartney e colaboradores (2002)
demonstraram que, na colite experimental induzida por TNBS em ratos,
0s niveis do RNAm para prepro ET-1 e prepro-ET-2 estavam
aumentados 24 horas ap6s a inducdo da colite. Todavia, Takisawa e
colaboradores (2005) demonstraram, através de imunoistoquimica, uma
reducdo na expressdo da proteina ET-2 24 horas apés a inducédo da colite
por DSS em camundongos. Estes resultados sugerem que existem
diferencas importantes entre os modelos experimentais de colite, bem
como entre as espécies utilizadas, nas alteracfes de expressdo de ET-1 e
ET-2 no cdlon.

McCartney e colaboradores (2002) sugeriram que as
endotelinas ndo apresentam relevancia nas IBDs em humanos, uma vez
que pacientes com UC e CD apresentaram niveis reduzidos desses
peptideos. Vale a pena ressaltar que, no nosso modelo, a expressao
desses peptideos variou ao longo do tempo. Logo, pode ser que a
reducdo encontrada nesses pacientes tenha sido apenas uma questdo na
cinética de expressdo desses peptideos. De qualquer modo, é relevante
mencionar que nosso estudo sugere que a colite por TNBS esta
associada a um aumento expressivo na expressdo colnica de receptores
ETa e ETg, que poderia compensar os niveis mais baixos de endotelinas
produzidos no tecido.

Sabendo que os animais tratados com TNBS ja apresentam um
infiltrado inflamatério significativo no c6lon 24 horas apds a inducéo da
colite (Bento et al., 2008), e que ambos 0s receptores se encontravam
aumentados nesse tecido, fomos verificar o potencial terapéutico dos
antagonistas seletivos para os receptores ETa (Atrasentan) e ETg
(A192621). O tratamento com antagonista seletivo dos receptores ETg
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A-192621 ndo foi capaz de reduzir o dano macroscépico, 0 peso do
célon ou a mortalidade nem em recuperar a perda de peso corporal. Por
outro lado, o antagonista seletivo do receptor ET 4 atrasentan reduziu o
dano macroscopico e o edema do c6lon de maneira dose-dependente.
Além disso, os animais tratados com atrasentan recuperaram 0 peso
corporal e apresentaram uma taxa de mortalidade reduzida. Esses
resultados sugerem que mecanismos sinalizados por receptores ET 5 mas
ndo ETg, desempenham papel importante na progressdo da colite
experimental induzida por TNBS.

Estd bem estabelecido na literatura que as células
polimorfonucleares tém um papel fundamental no dano tecidual
induzido pelo TNBS, por liberarem diversos mediadores inflamatérios,
incluindo espécies reativas de oxigénio, mediadores lipidicos, proteases
e citocinas pré-inflamatérias, como a IL-1p e o TNF-o (Bento et al.,
2008; Kuhl et al., 2007). Como observamos uma redugdo do dano
tecidual ap6s o tratamento com o antagonistas seletivo para o receptor
ETa, fomos averiguar se esta melhora estaria associada a reducdo do
infiltrado celular, quantificando o influxo de neutréfilos indiretamente
através da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). A MPO esta
presente nos granulos do citoplasma dos neutrofilos ativados, onde é
responsavel pela destruicdo dos microorganismos que sdo fagocitados
por essas células, clivando estes agentes externos em pequenos
peptideos (Nauseef, 2007). Além disso, a MPO pode ser liberada para o
exterior da célula, podendo dessa forma aumentar, junto as espécies
reativas de oxigénio, a destruicdo tecidual (Klebanoff, 2005). De fato,
nossos resultados e de outros autores (Klebanoff, 2005; Bento et al.,
2008) demonstram uma correlagdo direta entre os niveis elevados de
MPO e lesdo tecidual. Trés dias ap6s a inducdo da colite, os animais que
receberam TNBS apresentaram um aumento significativo na atividade
da MPO em comparagdo ao grupo controle. O tratamento com
atrasentan, antagonista do receptor ETa, foi capaz de reduzir a atividade
desta enzima de maneira significativa, enquanto o tratamento com A-
192621, antagonista seletivo do receptor ETg, ndo apresentou nenhum
efeito, corroborando os dados anteriores que demonstram que o0
tratamento com o antagonista do receptor ETg ndo melhorava o dano
macroscapico.

Esses dados foram ainda validados pela analise histoldgica, que
revelou a ocorréncia, 72 horas ap6s a inducdo da colite por TNBS, de
grande infiltracdo de polimorfonucleares no interior da lamina prépria
da mucosa do colon, bem como de sinais de espessamento da parede da
mucosa, destruicdo das criptas e perda de células goblet. O tratamento



76

com atrasentan atenuou o dano tecidual microscépico, reduzindo a
infiltracdo de polimorfonucleares e o espessamento da parede intestinal,
de modo a manter a integridade das criptas. Nossos dados sugerem que a
sinalizagdo mediada através de receptores ET, mas ndo de receptores
ETg, desempenha um papel nos processos de migracdo celular em
periodos posteriores ao inicio da colite. Outros estudos sugerem que as
endotelinas estdo envolvidas na migracdo celular, uma vez que exercem
efeitos quimiocinéticos sobre neutréfilos in vitro (Elferink e de Koster,
1994) e promovem agregacdo deste tipo de célula (Gomez-Garre et al.,
1992; Lopez-Farre et al., 1995). Além disso, ja foi descrito que a ET-1
aumenta a produgdo de IL-8, uma quimiocina importante da migragdo
de neutrdfilos, por células endoteliais derivadas de cérebro humano em
cultura, e que 0 meio de cultura das células estimuladas com ET-1
apresenta atividade quimiotética para migracdo de polimorfonucleares
(Hofman et al., 1998). Anthoni e colaboradores (2006) demonstraram
que o tratamento com bosentan, antagonista dual dos receptores ETa €
ETg, reduz a adesdo de leucdcitos em vénulas na submucosa do célon
em animais com colite induzida por DSS. Os resultados do presente
estudo reforcam a hipdtese de que as endotelinas estdo envolvidas
fortemente no influxo de neutréfilos e ainda sugere que esses peptideos
constituem um fator causal importante do dano tecidual que se verifica
na colite.

O processo de transmigracdo de neutrofilos ocorre através de
fases distintas: marginagéo, rolamento, adesdo, diapedese e quimiotaxia.
A marginacdo é o processo do movimento do neutréfilo da regido
central do fluxo sanguineo para a periferia, 0 que permite sua adesdo
fraca a células endoteliais vasculares, que é mediada por moléculas de
adesdo expressas nas membranas celulares, denominadas selectinas
(Marshall et al., 2003). As selectinas (E-selectina e P-selectina) séo
expressas pelas células endoteliais e sdo proteinas fundamentais para ao
processo de rolamento do neutréfilo, permitindo a sua desaceleracédo na
passagem por sobre o endotélio (Ley et al., 2007).

Outras moléculas de adesdo, como as integrinas, também
participam do processo de rolamento auxiliando na adesdo leucocitaria.
As integrinas, como a B, e a molécula intercelular de adesdo 1 (ICAM-
1), estdo intimamente ligadas ao processo de adesao firme do leucdcito
sobre o endotélio vascular (Ley et al., 2007), o que facilita a sua
transmigracdo celular ao foco inflamatorio. Posteriormente, 0s
neutrofilos atravessam o endotélio através de jungdes entre as células,
caracterizando assim o processo de diapedese (transmigracdo), que
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também pode ser facilitada por moléculas de adesdo (Kelly et al., 2007).
Além disso, as moléculas quimioatraentes facilitam a migracdo de
neutréfilos pois, ao se ligarem a receptores presentes nas células
endoteliais, convertem as integrinas para um estado de alta afinidade,
resultando em uma ligac&o firme dos leucdcitos ao endotélio no local da
inflamacéo (Simon e Green, 2005).

Para melhor entender os mecanismos pelos quais 0s receptores
ET, estdo envolvidos na migragdo de leucdcitos, fomos investigar se
tratamento com atrasentan poderia modular a expressdo das moléculas
de adesdo E-selectina, P-selectina e Pp-integrina no coélon. A analise
imunoistoquimica do co6lon de animais controle demonstrou uma
pequena expressdo constitutiva da Pp-integrina em leucécitos e da P-
selectina e da E-selectina em células endoteliais presentes no célon. A
instilacdo de TNBS aumentou significativamente a expressdo dessas trés
moléculas, enquanto o tratamento com atrasentan (a exemplo da
dexametasona) reduziu significativamente a expressdo de E-selectina, P-
selectina e Pp-integrina.

Dentro desse contexto, foi demonstrado que a ET-1 modula a
expressdo de algumas moléculas de adesdo, como L-selectina,
CD11h/CD18 e CD45a, na superficie de neutréfilos (Zouki et al., 1999).
ET-1, ET-2 e ET-3 aumentam a expressdo das moléculas de adeséo E-
selectina, ICAM-1 e VCAM (molécula vascular de adesdo celular) em
células endoteliais isoladas de cérebro humano, de maneira dose e
tempo dependentes (McCarron et al., 1993). Foi demonstrado ainda que
a ET-1 aumenta a expressdo de VCAM na superficie de neutréfilos e o
acimulo de seu RNAm em células endoteliais humanas tratadas com
TNF-a (Ishizuka et al., 1999). Em conjunto, nossos dados e os da
literatura sugerem que as endotelinas, atuando através dos receptores
ETa, alteram a migracdo celular em parte por modularem a expresséo de
moléculas de adesdo, contribuindo desta maneira para a manutencéo do
quadro inflamatério.

No processo inflamatério intestinal, os macrofagos, as células
endoteliais, os fibroblastos e as células epiteliais secretam citocinas e
quimiocinas (moléculas quimioatraentes), que atuam na migracdo de
neutrofilos. Além disso, as citocinas TNF-a e IL-1pB, que sdo liberadas
por estes tipos celulares, aumentam a expressao de moléculas de adesédo
nos leucdcitos circulantes e em células endoteliais (MacDermott, 1999).
Esse aumento na producdo de citocinas e quimiocinas e na expressdo de
moléculas de adesdo promove uma maior migracdo de macrofagos e
granuldcitos para a mucosa intestinal inflamada. Sabendo-se que a
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expressdo de moléculas de adesdo pode ser regulada por citocinas e
quimiocinas (Osborn et al., 1989; Sanders et al., 1992; Weller et al.,
1992; Collins et al., 1995; Yao et al., 1996; Stocker et al., 2000) e que
IL-1B, MIP-2 e KC estdo especialmente envolvidas na migracdo de
neutrofilos (Carolan et al., 1997; Feniger-Barish et al., 2003; Ramos et
al., 2003; Fuhler et al., 2005; Bachmann et al., 2006), fomos avaliar o
efeito do atrasentan sobre 0s niveis desses quimioatraentes em amostras
de célon obtidas 72 horas ap6s a indugdo da colite. A administracéo de
TNBS resultou em um aumento marcante nos niveis de IL-1p, MIP-2 e
KC no célon dos animais. O tratamento com atrasentan foi capaz de
reduzir os niveis teciduais dessas citocinas, sugerindo que o receptor
ETa esta envolvido na producdo desses mediadores e conseqiientemente
na expressdo de moléculas que contribuem para a migracdo de
neutrofilos.

Além da migracdo celular, as endotelinas sdo capazes de
modular a producéo de IL-8 e IL-1 em macrdfagos, células endoteliais e
epiteliais, sugerindo um papel desses peptideos na ativacdo celular
(Cunningham et al., 1997; Hofman et al., 1998; Peng et al., 2008;
Speciale et al., 1998). Uma vez que as células inflamatdrias presentes no
cllon tratado com TNBS produzem citocinas e quimiocinas, a
diminuigdo nos niveis de IL-1B, MIP-2 e KC, observada em resposta ao
tratamento com atrasentan, poderia envolver outros mecanismos
adicionais a simples a redugdo da migracao de células inflamatérias para
0 sitio de lesdo. Para elucidar se receptores ETa e ETg poderiam
modular diretamente a producdo leucocitaria de mediadores
inflamatorios induzida por LPS (componente da membrana de bactérias
gram-negativas, importantes na patogénese das IBDs), foram realizados
ensaios in vitro com macréfagos e neutréfilos peritoneais. A estimulagédo
in vitro de macréfagos com LPS aumentou a producdo de MIP-2 e KC,
sendo que a administracdo combinada do antagonista do receptor ETa
BQ-123 foi capaz de inibir significativamente a producdo dessas
citocinas. De maneira similar, a estimulacdo de neutréfilos com LPS
aumentou a producdo de IL-1p e MIP-2, sendo que o tratamento com
BQ-123 inibiu parcialmente o efeito do LPS sobre a producdo de MIP-2,
mas ndo de IL-1pB nessas células. Esses dados sugerem fortemente que a
reducdo dos niveis de mediadores inflamatérios observada no célon de
animais tratados com antagonista ETa ndo é apenas um reflexo da
reducdo da migracdo celular. A capacidade do atrasentan reduzir a
producdo de citocinas por leucdcitos ativados por LPS é especialmente
relevante pelo fato do tratamento in vivo ter sido iniciado 24 horas apés
0 TNBS, momento em que ja existem células inflamatérias no tecido
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colénico. A IL-1B é uma importante citocina capaz de ativar muitas
células imunes e inflamatérias. Embora o tratamento in vivo com o
antagonista do receptor ETa tenha sido capaz de reduzir os niveis
colbnicos desta citocina, o bloqueio in vitro deste receptor ndo foi capaz
de alterar a produgdo de IL-1f induzida por LPS em neutréfilos. Esses
dados sugerem que a IL-1B ndo é exclusivamente produzida por essas
células. De fato, essa citocina pode ser produzida por varios outros tipos
celulares, entre eles, mondcitos/macréfagos e células endoteliais
(Dinarello, 1994).

Para melhor verificar o envolvimento das endotelinas na
ativacéo celular, macrofagos e neutrofilos foram ainda incubados com
ET-1e ET-2. Ambos os peptideos mostraram-se incapazes de alterarem,
per se, a producgdo de IL-1B3, KC ou MIP-2. De maneira interessante,
porém, a producdo de KC por macréfagos estimulados com LPS foi
potencializada pela presenca de ET-2 no meio de cultura. Esses
resultados demonstram que as endotelinas podem potencializar a
producdo de mediadores pré-inflamatérios em macréfagos, os quais
contribuem para o aumento na expressdo de moléculas de adesdo e
conseqilente influxo de leucdcitos. E importante ressaltar ainda que, 48
h apds a inducédo da colite, os niveis de expressdao de RNAm para prepro
ET-2 estavam aumentados, em contraste com os do RNAm que codifica
prepro ET-1. Esses dados sugerem ainda que a principal isoforma
envolvida na patogénese das IBDs possa ser a ET-2.

A IL-1B é um importante e potente mediador inflamatério que
atua ativando diferentes células através de sua ligacdo ao seu receptor
especifico (IL-1R). Esta citocina induz a sintese e a secrecdo de
quimiocinas e outras interleucinas, promovendo indiretamente a
migracéo de neutrofilos para o foco inflamatdrio (Lin et al., 2002). Além
disso, relatos na literatura demonstram que a citocina préinflamatéria
IL-1B é capaz de aumentar a expressdo de endotelinas na aorta bovina
(Corder et al., 1995) ou de porcos (Yoshizumi et al., 1990), em células
endoteliais isoladas do corddo umbilical humano (Molet et al., 2000),
assim como na musculatura lisa vascular isolada de artéria maméria ou
veia safena humana (Woods et al., 1998). A IL-1p também é capaz de
aumentar a expressdo dos receptores ETa, em células da musculatura
lisa vascular isoladas de humanos (Newman et al., 1995). Muitos
trabalhos tém verificado que a expressdo de IL-1f (Mahida et al., 1989;
Ligumsky et al., 1990; lsaacs et al., 1992; Youngman et al., 1993;
Casini-Raggi et al., 1995; Radford-Smith e Jewell, 1996; Andus et al.,
1997), bem como a expressdo das endotelinas (Murch et al., 1992;
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Letizia et al., 1998), estd aumentada em pacientes com IBD. Desta
maneira, podemos sugerir que 0 aumento nos niveis de RNAm para a
endotelina-2 pode ser modulado pela IL-1f. Desta maneira, é possivel
que a IL-1B produzida durante o processo inflamatério induzido pelo
TNBS possa aumentar a producdo de ET-2, que por sua vez, atuando
nos receptores ETp, potencializaria a producéo de IL-1f, causando um
ciclo vicioso de ativacao.

Outra importante citocina que atua na modulagdo dos niveis de
endotelina é o TNF-o (Corder et al., 1995; Golden et al., 1995; Zhao et
al., 2005. No entanto, esta ndo foi detectada no presente estudo,
possivelmente devido a sua cinética de producdo, uma vez que o0 TNF-a.
parece atuar no inicio do processo inflamatorio. Desta forma, o aumento
nos niveis de ET-2, observado 48 horas apos a indugédo da colite pode
ser, pelo menos em parte, causada pelo aumento de TNF-q.

Como descrito anteriormente, a resposta imune desempenha
um importante papel na patogénese das IBDs. As células apresentadoras
de antigenos, como as células dendriticas e os macrofagos, secretam
diversas citocinas que modulam a diferenciacdo das células T. Nas IBDs
ocorre um deshalango entre as sub-populacbes de linfocitos T, quais
sejam as células T regulatérias, Thl, Th2 e Th17. Conseqiientemente, ha
uma producdo excessiva de citocinas proinflamatérias e reducdo de
citocinas anti-inflamatérias, de modo a impactar negativamente sobre a
homeostasia do célon (Sanchez-Munoz et al., 2008). Desta forma,
analisamos também os niveis coldnicos das citocinas IL-10 e IL-13, que
se mostraram reduzidos durante a colite induzida por TNBS e cujo papel
anti-inflamatério ja havia sido reportado neste modelo (Hong et al.,
2002; Kolios et al., 1998; Ukil et al., 2003). De forma interessante, o
tratamento com atrasentan aumentou os niveis teciduais de IL-10 para
valores acima daqueles detectados em c6lon de animais controle, mas
ndo alterou os niveis de IL-13. A IL-10 é produzida por uma variedade
de células, incluindo linfécitos T e B, macrdfagos, mastocitos,
queratindcitos e células do epitélio intestinal (Papadakis e Targan,
2000). Ela é responsavel pela inibicdo da producdo de citocinas pro-
inflamatorias, atuando como um modulador negativo direto do acimulo
de polimorfonucleares e da geracdo de quimiocinas (Fiorentino et al.,
1991; Saleem et al., 1998). Isso acontece porque a IL-10 reduz a
expressdo do complexo de histocompatibilidade principal do tipo I,
reduzindo a apresentacdo de antigenos e, conseqlientemente, a
proliferacdo de linfocitos T (de Waal Malefyt et al., 1991). Além disso,
a IL-10 inibe a producdo de citocinas pré-inflamatérias como IL-1p, IL-
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6 e TNF-a secretadas por macrofagos e outras células. A relevancia
desta citocina na colite também pode ser exemplificada pelo
desenvolvimento de colite espontanea em animais com delecdo génica
para a IL-10 (Kuhn et al., 1993; Shiraki et al., 2004), e pela prevengdo
dessa patologia pelo tratamento com IL-10 (Lindsay et al., 2002;
Lindsay et al., 2004). Dessa forma, a IL-10 parece desenvolver um papel
fundamental no mecanismo de defesa do organismo e na regulacdo da
resposta inflamatdria intestinal. A demonstracdo de que o tratamento
com atrasentan aumentou os niveis de 1L-10 em camundongos tratados
com TNBS sugere que esta citocina contribuiu para limitar a
inflamacédo, e por conseqliéncia os danos ao tecido col6nico. Outros
trabalhos também j& demonstraram uma relagcdo entre o sistema
endotelinérgico e IL-10 em outro contexto (Giachini et al., 2009; Zemse
etal., 2008).

A IL-13 também possui propriedades anti-inflamatorias e
imunoregulatérias importantes nas IBDs (Kucharzik et al., 1996). Esta
citocina é estruturalmente semelhante & IL-4 e assim como essa citocina,
possui atividades imunoregulatérias em pacientes com IBDs, inibe a
liberacdo de mediadores inflamatdrios em macréfagos e células
epiteliais humanas (Kucharzik et al., 1996). Como descrito
anteriormente, nossos resultados demonstraram reducgdo significativa
nos niveis de IL-13 no célon dos animais que receberam apenas TNBS,
quando comparado ao grupo controle. No entanto, o tratamento com
atrasentan ndo foi capaz de alterar a produgéo dessa citocina, sugerindo
que a fonte de 1L-10 ndo é a mesma de IL-13.

Embora o tratamento com atrasentan ndo tenha sido capaz de
aumentar a producéo da IL-13, essa droga mostrou-se mais eficaz que o
tratamento com dexametasona, o farmaco de referéncia utilizado, pois
foi capaz de recuperar a perda de peso dos animais com colite induzida
por TNBS e melhorar todos os pardmetros avaliados no modelo de DSS.
A droga de referéncia ndo foi capaz de melhorar esses parametros,
parecendo inclusive exacerbar o quadro inflamatério nesse modelo
experimental (dados ndo mostrados). De fato, van Meeteren e
colaboradores (2000) ja haviam demonstrado que a dexametasona nao
previne a colite aguda induzida por DSS, exacerbando o quadro
inflamat6rio com aumento nos danos macro- e microscépicos. Deste
modo, antagonistas de receptores ET para endotelina podem vir a
constituir uma abordagem mais eficaz que glicocorticoides para a
terapia das IBDs.
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Evidentemente, diversos aspectos importantes acerca do
envolvimento das endotelinas na colite permanecem a serem
investigados, tais como a caracterizagdo das células que expressam 0s
receptores ETA em resposta ao desenvolvimento da colite, das fontes
celulares e a identidade das endotelinas produzidas nesta condi¢éo, bem
como a determinacdo da janela temporal mais propicia para a reversdo
da colite com antagonistas de receptores ET 4, entre outros. Contudo, a
modulacdo da atividade sinalizadora deste tipo de receptor pode
constituir uma importante ferramenta para o tratamento das IBDs.

Por outro lado, é importante destacar que o tratamento com
atrasentan blogueou o aumento na expressdo dos niveis colénicos de
RNAmM para os receptores ETa e ETg induzido pelo TNBS, embora néo
tenha modificado as alteragBes na expressao os niveis de expressdo de
prepro ET-1 ou prepro ET-2 associados & colite induzida por este
agente. Estes achados sugerem a ocorréncia de um mecanismo de acdo
potencialmente relevante pelo qual o atrasentan possa reduzir a colite
induzida pelo TNBS, adicional aquele sugerido anteriormente nesta
Discussdo (na pagina 105), pelo qual o bloqueio do receptor ETa
acarretaria ainda uma diminuicdo na expresséo do RNAm para o
receptor ETa no célon.

O presente estudo também demonstrou que a colite induzida por
TNBS promove hiperalgesia mecénica, a qual ndo se restringe apenas ao
abddmen, mas também é observada quando se estimula mecanicamente
a superficie plantar das patas traseiras dos camundongos. Além disso,
nossos resultados demonstram, pela primeira vez, que as endotelinas
participam deste mecanismo hiperalgésico, em que a inflamagéo
colbnica visceral aumenta a sensibilidade de outras areas do corpo a
estimulacdo mecanica.

Estudos prévios em camundongos ja haviam demonstrado que a
instilacdo intracol6nica de capsaicina ou 6leo de mostarda (0s quais
ativam o0s receptores TRPV1 e TRPAL, respectivamente) induz
comportamentos de dor visceral de maneira dose-dependente, bem como
hiperalgesia mecéanica na parte inferior do abdémen, planta da pata e
cauda. Essas respostas se desenvolvem rapidamente, sdo inibidas pela
morfina e acompanhadas de inflamacgéo coldnica (Laird et al., 2001). No
presente estudo demonstrou-se que a administracdo de TNBS no célon,
um dos modelos de colite mais utilizados, também induz hiperalgesia
mecénica no abdémen inferior e na planta da pata (o teste da cauda ndao
foi realizado). No entanto, diferentemente das respostas observadas com
a capsaicina e 6leo de mostrada, a hiperalgesia evocada por TNBS se
desenvolve mais lentamente e tem uma duracdo mais prolongada,
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podendo persistir por 3 dias. Embora o TNBS claramente induza
hiperalgesia na dose de 0,5 mg/animal ndo conseguimos observar esse
fenbmeno em resposta a doses mais altas (1 ou 1,5 mg). Entretanto,
estas doses promoveram inflamagdo coldnica de grau mais elevado,
como demonstrado por Neurath e colaboradores (1995) apds analise
microscopica do dano do colon, e por analise microscopica em amostras
coletadas 72 horas apés a administracio de TNBS (dados néo
mostrados). Neste sentido, Laird e colaboradores (2001) reportaram que
a hiperalgesia abdominal induzida pela instilacdo de 6leo de mostarda a
2,5 % foi menor que a observada em resposta a este mesmo agente a
0,25%, e observaram que uma grande parte dos camundongos que
receberam a maior dose apresentou comportamento de freezing (por
exemplo, exibem imobilidade marcada). No presente estudo,
observamos que camundongos que receberam 1 ou 1,5 mg de TNBS
(mas ndo 0,5 mg) apresentaram-se imoveis e com as costas arqueadas
quando submetidos & estimulagcdo mecénica do abdémen. Estes dados
sugerem que altas doses do TNBS podem levar ao desenvolvimento de
dor excessiva, 0 que pode ter inibido a manifestacdo comportamental da
hiperalgesia, originando uma curva em forma de U invertido para este
parametro. Interessantemente, outro estudo detectou a hiperalgesia
mecéanica na pata de camundongos 7 dias ap6s a inducdo de colite com
5,0 mg de TNBS (Lamb et al., 2006), indicando que este fendmeno pode
ser observado em estdgios mais tardios da colite, quando esta é
provocada por doses mais elevadas deste agente.

A hiperalgesia mecanica induzida por TNBS (0,5 mg) no
abdémen e na pata foi revertida, de maneira dose-dependente e
transitoria, pela administragdo intravenosa de uma Unica dose de
atrasentan (um antagonista seletivo do receptor ET,). O tratamento
semelhante com A-192621 (um antagonista seletivo do receptor ETg)
causou uma reversdo bem mais modesta. Estes dois antagonistas ndo
peptidicos utilizados possuem meia vida plasmatica de 5 a 6 horas em
ratos e foram administrados em doses suficientemente altas para
bloguear seus respectivos alvos (Wessale et al., 2002). Portanto, esses
resultados fornecem uma forte evidéncia farmacoldgica para uma
importante participacdo das endotelinas, atuando principalmente através
de receptores ETa na hiperalgesia induzida pelo TNBS.

E importante mencionar que a administracdo intraperitoneal de
endotelinas induz contor¢bes abdominais em camundongos, uma
resposta sugestiva de dor visceral (Ferreira et al., 1989; Raffa e Jacoby,
1991). J& a instilacdo colénica de TNBS induz tanto uma
hipersensibilidade a distensdo colorretal quanto hiperalgesia mecanica
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na planta da pata, sugerindo a comunicagdo entre as vias aferentes
sensoriais somatica e visceral (Lamb et al., 2006). Este aspecto levanta a
questdo de como as endotelinas, atuando através dos receptores ET a,
poderiam participar da hiperalgesia induzida por instilagdo col6nica de
TNBS. No cdélon humano, imunorreatividade para endotelinas foi
identificada em feixes nervosos distribuidos ao longo de todo 6rgéo,
bem como na maioria dos ganglios dos dois maiores plexos (Inagaki et
al., 1991). Com relagdo aos receptores para endotelinas, 0s mesmos
foram encontrados em neur6nios e células gliais presentes no plexo
mioentérico, em células da musculatura lista vascular na submucosa, em
células endoteliais, epiteliais, miofibroblastos e mononucleares
presentes na mucosa (Egidy et al., 2000). Em adicdo, a
imunorreatividade para endotelinas encontra-se aumentada em amostras
de colon de pacientes com colite ulcerativa ativa ou doenga de Crohn
(Murch et al., 1992). Esses estudos ndo identificaram quais isoformas de
endotelinas estdo presentes, porém no célon de camundongos sabe-se
que a isoforma predominante € a ET-2, e que seus niveis estdo
aumentados durante a colite induzida por DSS (Takizawa et al., 2005).

As endotelinas, atuando através de receptores ET,, também
participam da hiperalgesia observada apds a realizagdo de incisdo no
dorso lombar de ratos (Mujenda et al., 2007). Neste estudo, o tratamento
local com um antagonista peptidico do receptor ETa (BQ-123), no local
da lesdo e ap6s a incisdo, suprimiu tanto a hiperalgesia mecanica
primaria, a qual se desenvolveu no sitio da lesdo, quanto a hiperalgesia
mecanica secundaria, observada na regido do dorso lombar contralateral.
Estes dados sugerem que o blogueio da ativagédo e ou sensibilizacdo dos
aferentes primarios pelo antagonista ETa resulta no blogueio da
sensibilizacdo de circuitos espinhais, 0 que impede o desenvolvimento
da hiperalgesia secundaria.

Varios estudos tém demonstrado que a ativagdo de receptores
vaniléides TRPV1, expressos principalmente em fibras C, representa um
dos mecanismos envolvidos na hiperalgesia colénica durante a colite
(Jones et al., 2005; Miranda et al., 2007). Adicionalmente, existem
evidéncias de que a ET-1, através da ativacao de receptores ET 4, induz a
sensibilizacdo dos receptores TRPV1 e, desta maneira, medeia a
nocicepcao e hiperalgesia evocadas pela injecdo de capsaicina na pata de
ratos (Motta et al., 2009). Em vista destas consideracfes, nossa hipotese
é¢ que o TNBS possa estar induzindo a producdo de endotelinas
(especialmente ET-2) e/ou aumento na expressao de receptores ET no
cblon, o que resultaria, por sua vez, no aumento da ativacdo ou
sensibilizacdo dos nervos sensoriais aferentes entéricos, levando a
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hiperalgesia visceral. Este aumento na sinalizacdo nociceptiva alteraria a
sensibilidade de neur6nios espinhais que sdo somatotopicamente
organizados com 0s neurdnios que inervam o colon, resultando na
hiperalgesia mecénica somatica do abdémen inferior e da planta da pata.
E importante salientar que observamos um aumento nos niveis de ET-2
em colons removidos 48 horas apds a administracdo de TNBS (1,5
mg/animal). Além disso, os niveis de RNAm para os receptores ETa
estavam aumentados 24, 48 e 72 horas apos a instilagdo de TNBS (1,5
mg/animal).

No presente estudo, o tratamento com morfina mostrou-se tao
eficaz quanto o atrasentan em reverter a hiperalgesia mecanica induzida
pelo TNBS, mas a duragdo do efeito dos antagonistas dos receptores
ET, foi ligeiramente maior. Atualmente, até um sexto dos pacientes
com IBD sdo tratados cronicamente com opidides para o alivio da dor
decorrente da condi¢do (para revisdo ver Bielefeldt et al., 2009). No
entanto, devido aos inimeros efeitos adversos associados ao uso crénico
de opioides, outras alternativas terapéuticas para estes pacientes
merecem ser investigadas. Neste sentido, acreditamos que antagonistas
seletivos do receptor ETA podem representar um alvo farmacoldgico
importante, pois além de atenuar a dor de origem visceral exercem
efeitos anti-inflamatorios que poderiam ser benéficos ao tratamento da
colite.

Antagonistas duais de receptores ETA/ETg ou seletivos para
receptores ETa ja estdo aprovados para uso clinico no tratamento de
pacientes com hipertensdo pulmonar ou acometidos de Ulceras digitais
associadas a esclerose multipla. Nesse sentido, pareceria oportuno que
fosse investigado se, naqueles pacientes que também sofrem de IBDs, o
tratamento com antagonistas duais ETA/ETg ou seletivos para receptores
ETa seriam efetivos em atenuar os sintomas daquelas condicdes.

Em conclusdo, esse estudo demonstra o papel importante das
endotelinas na manifestacdo de sintomas de colite experimental e
esclarece alguns dos mecanismos pelos quais os antagonistas ETa
melhoram a colite. Esses dados demonstram que a inibicdo
farmacol6gica do receptor ETa se mostrou eficaz em inibir varios
parametros analisados nos modelos de inflamacdo intestinal. O bloqueio
desse receptor parece ter levado a reducdo drastica na migracdo dos
neutrofilos para a mucosa, possivelmente por reduzir a expressdo das
moléculas de adesdo E-selectina, P-selectina e By-integrina. Esse menor
influxo de neutréfilos pode ter ocasionado menor atividade da MPO,
bem como a reducdo da liberacdo de espécies reativas de oxigénio,
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proteases e mediadores pro-inflamatérios, como as citocinas IL-1,
MIP-2 e KC. Além disso, macrofagos residentes e/ou células endoteliais
podem ter contribuido para o aumento dos niveis colénicos da citocina
anti-inflamatoria IL-10. Deste modo, esse conjunto de fatores pode ter
contribuido para a reducdo do dano tecidual, dos sinais de inflamag&o e
principalmente para o aumento na sobrevida dos animais com colite
induzida por TNBS. Interessantemente, o atrasentan foi capaz de atenuar
0 quadro inflamatério quando administrado de maneira terapéutica, ou
seja, depois da instalacdo do processo inflamatério deflagrado pelo
TNBS, demonstrando que, apesar da expressdao de ambos os receptores
estar aumentada, o receptor ETa constitui um importante alvo
terapéutico na colite, mas o receptor ETg ndo. Além disso, o bloqueio
farmacologico do receptor ETa também inibiu os pardmetros
inflamatorios avaliados no modelo de DSS.
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Figura 32. Possiveis mecanismos de agdo do Atrasentan na colite experimental induzida
pelo TNBS em camundongos. A administracdo de TNBS no célon causa infiltragdo massiva
de neutréfilos em resposta a producdo de quimiocinas no foco inflamatério. Além disso, os
macréfagos produzem grandes quantidades de KC e MIP-2, que podem induzir aumento
significativo na expressdo das moléculas de adesao. Os neutréfilos presentes no tecido também
podem liberar IL-1 e MIP-2, que contribuiriam para aumentar a producéo de espécies reativas
de oxigénio e a atividade da mieloperoxidase, amplificando a resposta inflamatéria. O
tratamento com o antagonista do receptor ETa atrasentan (antagonista ET,) reduz
drasticamente a migracdo dos neutréfilos para a mucosa, possivelmente por reduzir a expressao
das moléculas de adesdo E-selectina, P-selectina e B2-integrina. O influxo reduzido de
neutrofilos ocasionaria menor atividade da MPO, bem como a redugéo da liberagio de espécies
reativas de oxigénio, proteases e mediadores pré-inflamatérios, como as citocinas IL-1(3, MIP-
2 e KC. Além disso, macréfagos residentes e/ou células endoteliais podem ter contribuido para
o0 aumento dos niveis coldnicos da citocina antiinflamatéria 1L-10. E importante salientar que a
reducdo na producdo de citocinas proinflamatérias observada nos animais tratados com
atrasentan, ndo parece ser apenas um reflexo da redugéo da migracdo celular, pois o bloqueio
in vitro do receptor ET também é capaz de inibir a producédo dessas em resposta a exposicéo
ao LPS, principalmente em macréfagos. Como o atrasentan também bloqueou o aumento na
expressdo dos niveis colonicos de RNAm para os receptores ET e ETg induzido pelo TNBS, é
possivel que este seja um mecanismo adicional pelo qual este tratamento é eficaz na colite.
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6 CONCLUSOES

A colite induzida pela inje¢do intracol6nica de TNBS causou
um aumento nos niveis de expressaio do RNAm para 0s
receptores endotelinérgicos ETa e ETg em cblons removidos
24, 48 ou 72 horas ap6s a inducdo da colite. Todavia, a
expressao de RNAm para prepro ET-1 e prepro ET-2 estava
reduzida 24 horas apds a administracdo de TNBS. Os niveis de
RNAmM para a prepro ET-1 retornaram aos niveis basais 48
horas apds a administracdo do TNBS, permanecendo assim até
72 horas. Ja os niveis de RNAm para prepro ET-2 estavam
aumentados em 48 horas, mas reduziram novamente 72 horas
apoés a indugdo da colite.

O antagonista seletivo para os receptores ET,, atrasentan,
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 diminuigdo do dano tecidual e conseqliente
reducdo da mortalidade dos animais. Em contraste, o tratamento
com o antagonista seletivo para o receptor ETg A192621, ndo
foi capaz de inibir a resposta inflamatéria intestinal induzida
por TNBS. Além disso, atrasentan foi capaz de minimizar os
parametros inflamatérios avaliados no modelo do DSS.

A colite experimental induzida por TNBS induziu hiperalgesia
a estimulacdo mecéanica secundaria na regido abdominal e na
pata com decursos temporais semelhantes.

A hiperalgesia a estimulos mecénicos induzida pela colite
experimental, na pata e na regido abdominal, foi abolida pelo
blogueio dos receptores ETa. Em contraste, a hiperalgesia
mecanica foi pouco sensivel ao tratamento com o antagonista de
receptores ETg, 0 qual inibiu parcialmente a hiperalgesia no
abdémen, mas néo na pata.
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