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RESUMO

NAMAZU, L. B. Efeito da amitriptilina em um modelo murino de colite. [Effect of
amitriptyline in a murine model of colitis]. 2015. 162f. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,
2015.

Doencas inflamatdrias intestinais (DIl) em humanos sdo reacfes cronicas de etiologia
complexa. Trata-se de uma reacdo imunoldgica exacerbada e depende da microbiota. O
sistema nervoso interage com a imunidade do intestino de um modo bidirecional. Relatos
clinicos e poucos achados experimentais apontam para uma ligacdo entre transtornos
depressivos e doencas inflamatdrias intestinais, sugerindo interacdo neuroimunoldgica na
patogenia deste processo. Ainda, o tratamento de Doencas inflamatdrias intestinais (DII-
Doenca de Crohn e Colite Ulcerativa) com antidepressivos em modelos murino de colite tém
sugerido bons resultados na reducdo da inflamacdo. O mecanismo da inflamacdo na DIl e a
participacdo do sistema nervoso ou da modulacdo de tal processo pelo emprego de
antidepressivos ainda ndo esta totalmente elucidado. Este estudo teve como objetivo estudar o
efeito do antidepressivo amitriptilina em um modelo murino de colite. A colite foi induzida
em camundongos C57BL/6 por Dextrano Sulfato de Sddio (DSS) e a amitriptilina (AMT) foi
administrada por via oral, em regime profilatico ou terapéutico. Avaliamos a dose de AMT no
teste de suspensdo da cauda (TSC), o acumulo de neutrofilos pela atividade de
mieloperoxidase (MPO), burst oxidativo, curva de sobrevida, histopatologia do intestino,
atividade da doenca por sintomas clinicos, a deplecdo de muco intestinal, citocinas
inflamatdrias no célon e no soro, fenotipagem de linfécitos T CD4*, T CD8" e monocitos
CD14". Resultados: A dose de AMT (200 pg/ml) e os regimes de tratamento utilizados aqui
foram capazes de impedir ou diminuir a histopatologia da colite, os sinais clinicos (ganho de
peso (%), comprimento e peso do colon) e a mortalidade dos animais no modelo terapéutico
do grupo inflamado e tratado com AMT. A atividade de MPO, niveis circulantes de IL- 1,
IL- 6 e TNF- a foram reduzidas nos dois protocolos experimentais (profilatico e terapéutico).
Conclus@es: Este estudo incluiu um periodo de tratamento prolongado, visto que o0s
antidepressivos sdo conhecidos por serem eficazes em seres humanos depois de varias
semanas a meses de prescri¢do, e confirmou a eficiéncia da via de administragdo oral, uma

vez que os antidepressivos sdo geralmente administrados por via oral a seres humanos. Este



regime de tratamento melhorou o potencial anti-inflamatério de AMT na reducgdo DSS-colite

em camundongos, com base nos parametros estudados.

Palavras-chave: Doenca inflamatdria intestina. Amitriptilina. Neuroimunomodulacao.



ABSTRACT

NAMAZU, L. B. Effect of amitriptyline in a murine model of colitis. [Efeito da
amitriptilina em um modelo murino de colite]. 2015. 162f. Tese (Doutorado em Ciéncias)
- Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo,
2015.

Inflammatory bowel disease (IBD) in humans is a complex etiology of chronic reactions. It
IS an exacerbated immune reaction and depends on the microflora. The nervous system
interacts with the intestinal immunity of a bidirectional fashion. Clinical reports and few
experimental findings point to a link between depressive disorders and inflammatory bowel
disease, suggesting neuroimmunological interaction in the pathogenesis of this process.
Also, treatment of inflammatory bowel diseases (Crohn's disease DII- and Ulcerative
Colitis) with antidepressants in murine models of colitis have pointed to positive results in
reducing inflammation. The mechanism of inflammation in IBD and the involvement of
the nervous system or modulation of this process by the use of antidepressants is not yet
fully elucidated. This study aimed to study the effect of amitriptyline in a murine model of
colitis. Colitis was induced in C57BL / 6 mice by Dextran Sodium Sulfate (DSS) and
amitriptyline (AMT) were orally administered in a prophylactic or therapeutic regimen. We
evaluated the AMT dose in the tail suspension test (TST), the accumulation of neutrophils
by myeloperoxidase activity (MPO), oxidative burst, survival curve, bowel histopathology,
disease activity by clinical symptoms, depletion of intestinal mucus, colon and
inflammatory cytokines in the serum phenotype of CD4" T lymphocytes, CD8" and CD14"
monocytes. Results: The dose of AMT (200 g / ml) and treatment regimens used herein
are able to prevent or decrease the pathology of colitis, clinical signs (weight gain (%),
colon weight and length) and mortality animals in the therapeutic model inflamed group
and treated with AMT. MPO activity, circulating levels of IL-1B, IL-6 and TNF-o were
reduced in both experimental protocols (prophylactic and therapeutic). Conclusions: This
study included a prolonged period of treatment, as antidepressants are known to be
effective in humans after several weeks or months of limitation, and confirmed the
effectiveness of oral administration route, since antidepressants are generally administered
orally to humans. This treatment scheme has improved potential anti-inflammatory AMT

in reducing DSS colitis in mice based on the study parameters.

Keywords: Inflammatory bowel disease, Amitriptyline, Neuroimmunomodulation.
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1 INTRODUCAO

As Doencas inflamatdrias do intestino (DII) compreendem duas classes:
Retocolite ulcerativa ou Colite Ulcerativa (CU) e Doenca de Crohn (DC). DIl é uma doenca
inflamatoria cronica recorrente, de etiologia sob investigacdo, mas envolve uma reagdo imune
inadvertida para o intestino, desencadeada por fatores intrinsecos (SATSANGI et al., 1998;
XAVIER; PODOLSKY, 2007; KASER; ZEISSIG; BLUMBERG, 2010) e fatores ambientais
que incluem a microbiota (RAMPTON, 2000; PODOLSKY, 2002; NG et al., 2013). A
prevaléncia de DIl permanece em ascensdo nos EUA, norte da Europa e comega a aumentar
nos paises do Oriente e do hemisfério sul e a maior parte do mundo em desenvolvimento (DE
SCHEPPER et al., 2008; PERSE; CERAR, 2012). Registros emergentes da DIl estdo
associados com o aumento de habitos culturais das sociedades ocidentais em paises como a
China, Coreia do Sul, india, Libano, Ir, Tailandia e norte da Africa, embora dados precisos

destas areas ndo estivessem disponiveis (NG et al., 2013).

Os modelos murino de colite intensificaram a identificacdo das funcgdes do
sistema imunitario da mucosa que cooperam para manter a homeostase intestinal, que incluem
a presenca de uma barreira epitelial intacta, o desenvolvimento de respostas imunes inatas
eficientes, a manutencdo de um equilibrio delicado entre respostas das células T efetoras e
reguladoras, bem como o estabelecimento de inflamacéo fisiolégica (VALATAS; VAKAS;
KOLIOS, 2003; STURM; DE SOUZA; FIOCCHI, 2008). Apesar da variedade de modelos
animais que imitam diferentes aspectos de DIl humana, a probabilidade de traducdo de
estudos com animais de intervencdo em uso clinico continua a ser bastante limitado
(VALATAS; VAKAS; KOLIOS, 2003).

A colite induzida em camundongos por Dextrano Sulfato de Sodio (DSS-
colite) é um modelo experimental simples (PERSE; CERAR, 2012) que pode ser utilizado por
reproduzir DIl aguda, crbnica recorrente dependente da frequéncia e nimero de ciclos de
tratamento por DSS (OKAYASU et al., 1990). Vérias caracteristicas histopatologicas da DI|,
incluindo algumas de etiologia ainda desconhecida, como a displasia em CU, ocorre
espontaneamente na fase cronica da colite- DSS (COOPER et al., 1993). Danos epiteliais do
célon (DIELEMAN et al., 1994) disbiose da microbiota luminal (YAMADA; OHKUSA,;
OKAYASU, 1992) e ativacdo de macrofagos residentes e infiltrados (OHKUSA et al., 1995)
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sdo alguns mecanismos propostos subjacentes ao dano tecidual por colite- DSS que pode
recapitular a doenga que ocorre naturalmente (MAHLER et al., 1998). Dados de estudos por
DSS empregam drogas potencialmente terapéuticas que demostram que a colite-DSS pode ser
reproduzida com sucesso por apresentar caracteristicas discretas da doenca humana, ajudando

na conversao de dados de camundongos para doencas humanas (MELGAR et al., 2008).

Os estudos clinicos e experimentais indicam uma exacerbacdo da
inflamacdo intestinal, por condi¢cBes emocionais e psiquiatricas, como a depressdo (GHIA;
BLENNERHASSETT; COLLINS, 2008), o que pode contribuir para o desenvolvimento e
recorréncia da DIl (GRAFF; WALKER; BERNSTEIN, 2009). Outros estudos afirmam que a
depressdo é um epifendmeno marginalmente associado a depressao e seu papel na recorréncia
é controverso (VARGHESE et al., 2006; GHIA; BLENNERHASSETT; COLLINS, 2008).
Enguanto alguns estudos apontam para uma alta influéncia da depressdo sobre o indice de
atividade da doenca (HELZER et al., 1984; KURINA et al., 2001; GRAFF; WALKER,;
BERNSTEIN, 2009), outros relatos apontam como sendo secundaria a atividade da doenca
(KURINA et al., 2001; MARDINI; KIP; WILSON, 2004).

Na direcdo oposta, mas complementar, vérias hipoteses implicam o sistema
imunoldgico sobre a etiologia da depressao. Teorias como a imuno-inflamacdo, citocinérgica
e macrofagica como um fendbmeno psiconeuroimune (SMITH, 1991). A base para esta
hip6tese é consistente com um aumento da concentragdo de citocinas pré-inflamatérias
(LICINIO; WONG, 1999) que frequentemente levam a depressdo, como alteracdes do
comportamento (ANISMAN; MERALLI, 2003; CAPURON; DANTZER, 2003). Portanto, a
literatura aponta uma interferéncia entre a inflamacdo e as respostas imunes a emogédo e
depressdo por meio de citocinas inflamatdrias, tais como IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) (ANISMAN; MERALLI, 2003; CAPURON; DANTZER, 2003; DOWLATI et al.,
2010). Na colite ulcerativa, 0 aumento da secrecdo de citocinas inflamatérias é considerado
chave na progressao desta doenca (SAILOR, 1997). A secrecdo de citocinas é ativamente
modulada pelo sistema nervoso autdbnomo (SNA) (MATSUNAGA et al., 2001).

Os antidepressivos em pacientes com DIl visam ajuda-los a lidar com os
seus problemas emocionais e melhorar sua qualidade de vida, além de que a terapia
antidepressiva pode influenciar o curso da DII. Os relatdrios mostraram que estas drogas
equilibraram a desregulacdo de respostas imunitarias em DII, levando a um progndstico mais
positivo da doenca (MIKOCKA-WALUS et al., 2012). A amitriptilina (AMT) é um

antidepressivo triciclico amplamente utilizado como terapia de apoio para 0s pacientes que
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sofrem de DIl ou de outros disturbios gastrointestinais (QUARTERO et al., 2005; AVILA,
BOTTINO, 2006). Prescrever amitriptilina, nesses casos, €, supostamente, devido a sua
eficacia nos tratamentos psicoldgicos (SUSSMAN; STAHL, 1996; RAJAGOPALAN;
KURIAN; JOHN, 1998; GERSON; TRIADAFILOPOULOS, 2006) e sintomas somaticos
associados a DIl (MIKOCKA-WALUS et al., 2006).

Neuroimunomodulacdo é o estudo sobre interacdes bidirecionais entre 0s
sistemas neuroenddcrino e imunolégico (COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010). A
evidéncia clinica e de dados experimentais suportam que a depressdo esta associada a
inflamacéo e antidepressivos sdo eficazes na modulacdo ndo s6 os aspectos emocionais de
DIl, mas também na propria inflamacdo. Varios modelos apontam para a relevancia das
interacbes neuroimunoenddcrinas na doenca. Neste estudo focamos em interagdes
neuroimunes no intestino sobre o curso de uma doenca inflamatéria crénica possibilitando

novas possibilidades para combinar a terapia focada no dano tecidual e bem-estar.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 NEUROIMUNOMODULACAO

A Psiconeuroimunologia ou Neuroimunomodulagdo estudam as interagoes
entre 0 comportamento, as fungfes neurais e enddcrinas e 0s processos imunes (FELTEN;
OLSCHOWKA, 1987; BLALOCK, 1989; JIANG; LU; LIU, 1998; ADER, 2000;
DANTZER, 2004), ou seja, € o ramo da ciéncia que estuda o relacionamento direto e
bidirecional do Sistema Nervoso com os varios componentes do Sistema Imunoldgico (Sl)
(COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010). A literatura evidenciou que a comunicagdo
entre o sistema neuroendocrino e o sistema imune compartilha de receptores para citocinas,
neurotransmissores, hormonios e neuropeptideos comuns (BLALOCK, 1984; OVADIA,;
LUBETZKI-KORN; ABRAMSKY, 1987; LIGNON; BERNAD; MARTINEZ, 1991; CARR,
1992).

Na histéria antiga, o homem ja estava condicionado a raciocinar como
0 estudo de neuroimunomodulacdo interagiria como a ciéncia, pois Aristételes, ja
afirmava que a “psique” (alma) e o corpo reagiam complementando um com outro. Galeno,
em 200 a.C., j& descrevia serem mulheres “melancélicas” mais suscetiveis ao
desenvolvimento de neoplasias mamarias que mulheres “sanguineas” (DUNN; BROWN;

LOVE, 1995).

Muitos grupos de pesquisa, nas Ultimas décadas, desenvolveram interesse
para pesquisar essa interacdo entre o SI e o SNC, o que resultou na criacdo de uma grande
area conhecida como Neuroimunomodulacdo (COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010).
Apesar dos inimeros relatos da existéncia das relacfes entre 0 SNC e o Sl, o entendimento
das bases bioldgicas dessas interagdes estd cada vez mais ciente nos dias de hoje. As relacdes
neuroimunes ndo devem ser desprezadas ou subestimadas (MAESTRONI, 2004). De fato,
veio a tona a percepgdo de que esses sistemas sdo partes de uma rede de controle muito mais
ampla (ADER, 2000).

A influéncia da atividade do sistema neuroenddcrino sobre o sistema imune

foi explicada por Hans Seyle. Um artigo que se tornou um marco memoravel no do estudo do
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estresse. O trabalho de Selye construiu a base para o estudo dos efeitos do estresse e seus
hormdnios associados sobre a fungdo do cérebro, comportamento e imunidade, crucial para a
criagdo do estudo da neuroimunomodulacdo (COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010).
Devido a investigacdo de Selye et al. (1956), foi exposto que o hipotdlamo e a glandula
pituitaria desempenham um papel crucial ao controlar a liberacdo de horménios do estresse,
especialmente os glicocorticoides, 0 que ndo sO ajudam o organismo para se adaptar a
estressores externos e internos, mas também para modular a funcdo imune (LEONARD,
2001). Posteriormente, foi demonstrado que as citocinas e produtos de secre¢édo relacionados
de células do sistema imunoldgico, podem se comunicar com o enddcrino e do sistema
nervoso central, para modular as suas fungdes (BESEDOVSKY; DEL, 1996). Assim, 0s
sistemas neuroimune sdo funcionalmente ligados para fornecer uma coordenada resposta a

estressores externos e internos.

Nos mecanismos de interacdo neuroimune, destaca-se a ligacdo via sistema
nervoso simpatico periférico e central e, assim, fornecem um mecanismo pelo qual o sistema
nervoso pode afetar diretamente a atividade imune por ativacdo de receptores adrenérgicos
que se encontram em células do sistema imunolégico. A ativacdo do SNS (Sistema Nervoso
Simpatico) pode ocorrer durante a classica resposta “luta ou fuga” (STODDARD et al., 1986)
e os resultados na liberacdo de catecolaminas da medula adrenal e terminais nervosos
simpaticos. Wrona (2006) cita varios trabalhos em sua revisdo que destaca que os efeitos das
catecolaminas sdo mediados atraves de receptores adrenérgicos e resultado numa ampla gama
de alteraces fisioldgicas que melhor servem a um animal em face do perigo iminente. No
entanto, os linfocitos e outras células do sistema imune também expressam adrenoceptores
(FUCHS; ALBRIGHT; ALBRIGHT, 1986; MADDEN; SANDERS; FELTEN, 1995;
TAYEBATI et al., 2000; DONG et al., 2003) e pode, portanto, ser influenciado por
catecolaminas circulantes. A neuroimunomodulacao surgiu para desvendar as interacdes entre
esses sistemas (ADER; COHEN, 1991; SONG; LEONARD, 2000).

Os corticosteroides e as catecolaminas sdo capazes de alterar o padrdo de
citocinas Th1/Th2 com um direcionamento para o perfil de Th2, pois alguns estressores
podem induzir uma supressao de citocinas de perfil Thl ou aumento da sintese das citocinas
de perfil Th2 (SALICRU; SAMS; MARSHALL, 2007). No trabalho de Portela et al. (2001),
0S ratos estressados por choque nas patas e imunizados com ovoalbumina (OVA)
apresentaram edema pulmonar mais intenso e um aumento no nimero de leucdcitos no

lavado broncoalveolar quando comparados a animais ndo estressados. Neste sentido o SNC
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requla a atividade do SI por: 1- Aumento da producdo de glicocorticoides com
direcionamento da resposta imune para Th2 com consequente aumento da resposta humoral e
2- resposta do Sistema Nervoso Autonémico Simpatico (SNAS) com a liberacdo de
catecolaminas (Adrenalina e Noradrenalina) (SANDERS, 2006).

As integracdes de modelos bioldgicos e psicolégicos vém se tornando
cada vez mais importante para a neurologia (BRASIL NETO, 2001; ALVES et al., 2006).
Os interessados em exemplos de andlises experimentais que abordam interagdo
psiconeuroimunes, podem ser encontrados nos trabalhos de: Rettori (2007); Del Rey e
Besedovsky (2008); Lucin e Wyss-Coray (2009); O'Connor, Johnson e Freund (2010);
Costa- Pinto e Palermo-Neto (2010); Nasyrova et al. (2011) e Ellsworth-Bowers e Corwin
(2012).

Mais especificamente, a interacdo ocorre atraves de hormonios
hipotalamicos e pituitarios, como horménio liberador de corticotrofina (CRH), horménio
adrenocorticotrofico (ACTH), e glicocorticoide (GC); também, acontece através da
inervacao simpatica e parassimpatica dos 6rgdos linfoides e células imunes (WRONA,
2006). Assim, apdés um estimulo estressor como, choque nas patas (FONSECA;
MASSOCO; PALERMO-NETO, 2002), animais submetidos a um estresse fisico ou
psicolégico apresentavam elevados niveis de corticosterona, diminuicdo da atividade de
macrofagos peritoneais e aumento do crescimento do tumor ascitico de Ehrlich (PALERMO-
NETO; MASSOCO; SOUZA, 2003; COSTA-PINTO; PALERMO- NETO, 2010), confronto
sociais (SA-ROCHA; PALERMO-NETO, 2006); ou psicofarmacos capazes de alterar a
funcdo imune, tais como, anfetamina (LIGEIRO-OLIVEIRA et al., 2004), picrotoxina
(STANKEVICIUS et al., 2008) e benzodiazepinicos (DE PAULA et al., 2009; LAZZARINI
et al., 2010; SAKAI et al., 2010; FERRAZ- DE- PAULA et al., 2014) os GC liberados do
cortex da adrenal exercem potentes efeitos nas esferas imune/inflamatoria. Calefi et al.
(2014) estudaram o estresse térmico na inflamacdo intestinal de frangos através de uma
reducdo na migracdo de heterdfilos para a mucosa intestinal, o qual por sua vez teria reduzido
a danos no tecido durante a inflamacéo, evitando assim o desenvolvimento de uma forma
mais grave de Enterite necrética.

Ribeiro et al. (2015) analisaram os efeitos do tratamento terapéutico com
Canabidiol- Cannabis sativa (CBD) em camundongos submetidos ao modelo murino de
injaria pulmonar aguda pela instilagéo intra- nasal de lipopolissacarideo (LPS). Os resultados

mostraram que o CBD diminui a resisténcia pulmonar total, migracdo de leucdcitos para o0s
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pulmdes, a atividade de mieloperoxidase no tecido pulmonar, a concentragdo de proteina e a
producdo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-6) e quimiocinas (MCP-1 e MIP- 2) no
sobrenadante do lavado broncoalveolar.

Cada vez mais um crescente corpo de evidéncias tem acumulado sobre a
natureza e fungdes de neurotransmissores centrais e o sistema imunitario. E também evidente
que o sistema imune pode ser fundamentalmente alterado em pessoas que sofrem de
transtornos psiquiatricos, como depressdo, esquizofrenia e transtornos de ansiedade
(LEONARD, 2001). Da mesma forma, anormalidades na funcdo imunolégica pode
diretamente causar doengas autoimunes como a miastenia gravis e esclerose mudltipla
(HICKIE; LLOYD, 1995). Em nossos laboratérios, Zager et al. (2015) estudou o impacto da
exposicdo pré-natal ao lipopolissacarideo (LPS) durante a gestacdo tardia sobre a resposta
neuroinflamatdria em culturas mistas gliais primarias e na progressdo da encefalomielite
autoimune experimental na prole. Os resultados indicaram que a ativagdo imune materna
durante a gestacéo tardia predisp0s a prole ao aumento da neuroinflamacéo e potencializou a
resposta autoimune exacerbando a manifestacdo clinica da encefalomielite autoimune
experimental.

Esté se tornando, assim, cada vez mais claro que as interacdes entre estes
sistemas (sistema enddcrino imunoldgico, nervoso central e periférico) sdo de vital
importancia para o entendimento da patogénese de muitos distarbios psiquiatricos. Machado
(2013) relata que neste contexto, sabe-se que o estresse gerado pelo ato de acompanhar
pacientes com enfermidades crbnicas tem sido associado em humanos a alteracbes de
imunidade inata e humoral, queda de resisténcia orgénica a infeccdes e aparecimento de
sintomas psiquiatricos, como ansiedade e depressdo (ALVES et al.,, 2006; ALVES;
PALERMO-NETO, 2007; ALVES; VISMARI; PALERMO-NETO, 2007; ALPI et al.,
2008; FREDMAN et al., 2010; JIWA et al., 2010).

No inicio da década de 1990, Smith introduziu a teoria macroféagica da
depressdo, da qual postulava que a secrecdo excessiva da citocina IL-1 e IFN-y (interferon
gama) produziria a secrecdo desordenada de Hormdnio Adrenocorticotréfico (ACTH),
prolactina e cortisol além de provocar um humor depressivo (SMITH, 1991).

Muller et al. (1993) descreveram pela primeira vez a relacdo celular de
células CD4/CD8 na depressdao. Marcadores quantitativos da fungdo imune, tais como
leucdcitos, linfocitos, neutrofilos, mondcitos, baséfilo, eosinéfilos, granuldcitos e células
CD4/CD8, sdo frequentemente afetados na depressdo, mas os resultados tém sido

parcialmente inconsistentes (HERBERT; COHEN, 1993). A fagocitose aparece prejudicada
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ou reduzida (SCHLATTER; ORTUNO: CERVERA-ENGUIX, 2004), assim como a
citotoxicidade de células natural killer (NK) (ZORRILLA et al., 2001). Marcadores imunes
como a concentracdo plasmatica de proteinas de fase aguda haptoglobina, al-antitripsina e
IgM, sdo todos consistentemente elevados em pacientes deprimidos, indicando que esta
doenca estd associada com ativagdo inflamatéria semelhante a uma resposta na fase aguda
(ZORRILLA et al., 2001). As principais citocinas inflamatorias, IL- 1 IL- 6 e fator de necrose
tumoral (TNF-a) estariam elevadas em estados depressivos ou em resposta ao estresse
psicologico (O’BRIEN; SCOTT; DINAN, 2004). Além disso, ha outros mecanismos pelos
quais o0s antidepressivos podem, indiretamente, atenuar os efeitos de citocinas pro-
inflamatorias que estariam com os niveis aumentados na depressdo. Estes mecanismos
incluem alteracbes no eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA) estar relacionadas as
mudancas na capacidade dos glicocorticoides circulantes em exercer seu feedback negativo
(HOLSBOER; BARDEN,1996), ou seja, estas citocinas (IL-1, IL-6, TNF-a) aumentariam as
respostas inflamatorias ao interromper a funcéo dos receptores de glicocorticdides (JANSSEN
et al., 2010). Se esta também ocorre em células imunes, especula-se que a funcdo imunolégica
seria suprimida por uma elevacdo na concentracdo de glucocorticoides. Além disso, tanto a
noradrenalina e serotonina atuariam como imunomoduladores, de modo que 0 aumento
funcional nas atividades noradrenérgica e serotoninérgicas por tratamentos com
antidepressivos poderiam contribuir para a normalizacdo das fungbes imunoldgicas
(DELEPLANQUE; NEVEU, 1995).

Em um estudo utilizando animais knockout IL-6, mostrou-se que a
liberacdo, na periferia e/ou no SNC, de IL-1 e IL-6 induzidas por lipopolissacarideo (LPS)
tém papel central no aparecimento do comportamento doentio (BLUTHE et al., 2000).
Em nossos laboratorios, utilizando-se de modelos experimentais de reacdo alérgica
intestinal foi demonstrado um aumento de ansiedade observada em analises de
comportamento em camundongos (campo aberto e no labirinto em cruz elevado) e aumento
na expressao de c-Fos no nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) e no nucleo central
da amigdala (BASSO et al., 2003). Adicionalmente, em um modelo de alergia pulmonar
mostrou-se que animais que haviam sido previamente imunizados com OVA, mostraram
ainda um aumento da atividade de células do nucleo ventromedial do hipotalamo e da
regido basolateral da amigdala (COSTA-PINTO et al., 2005). Hamasato et al. (2014)
analisaram os efeitos da convivéncia com um animal portador de tumor de Ehrlich em
ovalbumina (OVA) induzida por resposta inflamatoria do pulmd em camundongos que

resultou em: (1) um aumento do namero de neutréfilos e eosinéfilos no lavado bronco-
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alveolar (BAL); (2) uma diminuicdo na contagem de células de medula 6ssea, (3) aumento
dos niveis de IL -4 e IL-5 e niveis diminuidos de IL-10 e IFN-y no sobrenadante do BAL, (5)
um aumento dos niveis de 1gG1-OVA, diminui¢do dos niveis de IgG2a-OVA e nenhuma
alteracdo na IgE especifica de OVA-no sangue periférico, (6) aumento da expressdo de L-
selectina nos granulécitos do BAL, (7) diminuicdo da reatividade de metacolina traqueal, in
vitro (8), ndo ha alteracGes nos niveis de corticosterona no plasma e (9) aumento dos niveis de
noradrenalina plasmatica. Estes resultados sugerem que exacerbacdo da resposta inflamatoria
alérgica pulmonar em camundongos companheiro do parceiro doente (CPD) é uma
consequéncia do estresse psicoldgico induzido pela convivéncia forgada com o parceiro
doente. Forte envolvimento do sistema nervoso simpatico (SNS) através de adrenalina e a
libertacdo de noradrenalina e uma mudanca do perfil de citocinas Th1l/ Th2 para uma resposta
Th2 foram considerados os mecanismos subjacentes ao recrutamento celular para as vias
aéreas do animal. De fato, veio a tona a percep¢do de que esses sistemas sdo partes de uma
rede de controle muito mais ampla (ADER, 2000).

Resultados de nosso grupo parecem corroborar o carater motivacional e
adaptativo das alteracbes comportamentais em animais doentes através do trabalho de
pesquisa de Cohn, Kinoshita e Palermo-Neto (2012) que investigaram as relacdes entre o
comportamento doentio, tratamentos com antidepressivos, e comportamento de dominio
social. Para isso foi disponibilizado individuos dominantes de duplas de camundongos Swiss
machos com tratados com o lipopolissacarideo (LPS) para induzir a desestabilizacdo
hierarquia social. Dois grupos foram tratados com antidepressivos imipramina e fluoxetina e
antes da administracdo de LPS. Nesses grupos, o tratamento com antidepressivos impediu a
ocorréncia de desestabilizacdo social (COHN; KINOSHITA; PALERMO-NETO, 2012).

Vismari et al. (2012) submeteu ratos a edema de pata por carragenina e
peritonite aguda. Com o uso de um antidepressivo triciclico, amitriptilina, teve efeito anti-
inflamato6rio na diminuicdo da produgdo de 6xido nitrico e na diminuicdo dos niveis séricos

de IL-1B / TNF-a, efetivando um efeito neuroimune positivo.
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2.2 DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL (D)

Doenca inflamatdria intestinal (DII) é uma doenca multifatorial complexa,
recidivante e de etiologia desconhecida (BOISMENU; CHEN, 2000; KARLSSON;
MICHAELSSON, 2005; MUDTER; NEURATH, 2007; MELGAR; LI et al., 2014). Duas
desordens distintas, Doenca de Crohn (DC) e Colite Ulcerativa (CU) tém sido identificadas,
sendo cada uma das quais sendo um grupo heterogéneo de doenca (GEBOES; COLLINS,
1998; SOLOMON et al., 2010; GHIA et al., 2011; RAHIMI.; SHIRI; RAZMI, 2012;
SCHOULTZ et al., 2013).

Atualmente, sdo consideradas trés teorias da etiologia da DII, segundo

Sartor (2006), as etiologias da DIl sdo baseadas em:

- reacdo a uma infeccdo intestinal persistente;

- existéncia de um defeito na barreira da mucosa para antigenos luminais e;
- resposta imunitaria desregulada do hospedeiro a antigenos ubiquos.

Em cada uma dessas teorias, seja por bactérias patogénicas ou residentes no
[imen, estimulariam constantemente a mucosa e sistema imune para perpetuar a cascata da
inflamacao, pois a cronicidade da inflamacéo resulta de uma interacdo do estimulo persistente
de genes antimicrobiano com a suscetibilidade genética do hospedeiro a determinado fatores
que determinam a resposta imune do individuo ou da funcdo da barreira na mucosa
(SARTOR, 2006). Quando ativado durante o processo inflamatorio inicial, macré6fagos e
linfocitos T segregam uma série de citocinas, que recrutam outros tipos de células

inflamatorias, para assim continuar o processo inflamatério (SARTOR, 2006).

Ainda na etiologia da DIl tém sido propostas as infecgdes, os fatores
ambientais (urbanizagédo das sociedades, associada a mudancas na dieta, uso de antibioticos, o
estado de higiene, exposi¢des microbianas e poluicdo), a hereditariedade (aproximadamente
10- 20% dos pacientes com CU ou DC predispde os membros da familia, com maior risco
entre os parentes de primeiro grau e entre gémeos idénticos (GEBOES; COLLINS, 1998;
SARTOR, 2006; SOLOMON et al., 2010). No entanto nenhum dos fatores foi estabelecido


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boismenu%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10733087
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como definitivo no desenvolvimento da DIl (GEBOES; COLLINS, 1998; KURINA et al.,
2001; SOLOMON et al., 2010; NG et al., 2013).

Os sinais clinicos dos pacientes com DIl sdo muitas vezes acompanhados
pela dor (por exemplo, em sintomas de artropatia periférica, sacroileite, ou espondilite
anquilosante). De Schepper et al. (2008) sugeriram que a diarreia na DIl é causada
principalmente por um aumento na secrecdo do célon e/ ou uma diminuigdo da reabsorcéo, e
que a diminuicdo da contratilidade permite a passagem acelerada do aumento dos conteidos
intraluminais. No entanto, tais sintomas ndo estéo limitados a apenas ao trato gastrointestinal,
ocorrem manifestacfes extra-intestinais relacionados com a gravidade da colite, incluindo
artrite, espondilite anquilosante, colangite esclerosante, uveite, irite, pioderma gangrenoso e
eritema nodoso (PITHADIA; JAIN, 2011), sacroilite, espondilite anquilosante, e colangite
esclerosante priméria (GERSON; TRIADAFILOPOULQOS, 2000; CARTER; LOBO;
TRAVIS, 2004). Tudo pode ocorrer de forma intermitente, com periodos de remissao e
exacerbacdo sendo manifestado, por toda a vida do paciente. O impacto dos sintomas da DII
pode afetar adversamente a qualidade de vida dos pacientes, afetando-lhes psicologicamente
(depressdo e ansiedade séo significativamente mais comum em pessoas com afetadas pela DIl
(KURINA et al., 2001), socialmente (dificuldade com emprego, lazer, e relacbes conjugais),
educacionalmente e vocacionalmente (FORTIN et al., 2007)). Assim, médicos ndo devem
considerar apenas o impacto fisico da DIIl, mas tratar as perturbacdes psicossociais nestes
pacientes (GERSON; TRIADAFILOPOULOS, 2000). O aumento da mortalidade associado a
DIl depende de comorbidades, tais como complicacdes cardiovasculares, renais e infecciosas
(WINTHER et al., 2003).

DIl tornou-se uma doenca global. Estima-se que um a dois milhGes de
americanos sofrem de DII, esse nimero quase igualmente dividido entre os casos de CU e DC
(BOISMENU; CHEN, 2000). Afeta até 500 pessoas por 100.000 em paises ocidentais.
Estudo clinico recente demonstrou taxas de remissao clinica para CU variando em torno de
11%- 90% (HOIE et al., 2007). A literatura nacional menciona aumento significativo da
incidéncia de DII, porém o Brasil é considerado uma area de baixa prevaléncia de DIIl. Além
disso, a DIl ndo seria considerada de notificacdo compulséria, 0 que nos leva a pensar que as
DIl podem ndo estar sendo diagnosticadas (DE SOUZA; BELASCO; AGUILAR-
NASCIMENTO 2008). O Ministério da Saude brasileiro relatou sobre os estudos
epidemiolégicos no Brasil (maio/2014) confirmando a escassez de dados e, de modo geral,

restritos a determinadas regides do pais: regido Norte é a que apresenta menor taxa de
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internacdes relacionadas a DIl (1,16/100.000 habitantes), seguida pelas regiGes Nordeste
(2,17/100.000 habitantes), Sudeste (2,42/100.000 habitantes), Sul (3,07/100.000 habitantes) e
Centro-Oeste (3,32/100.000 habitantes). Os tratamentos incluem farmacos anti-inflamatorios
(mesalazina), imunossupressores (prednisona), antibidticos, analgésicos, produtos biologicos
(infliximabe, um anticorpo neutralizante anti-TNF-a), utilizados seletivamente dependendo da
localizagéo e da gravidade da doenga e a tolerabilidade de efeito colaterais, tendo a cirurgia
como uma ultima opcdo terapéutica (KOH et al., 2011; PITHADIA; JAIN, 2011). Em
pacientes com CU cerca de 25 a 40% dos doentes irdo eventualmente necessitar de colectomia
(HENDRICKSON; GOKHALE; CHO, 2002).

A inflamacdo intestinal (Figural) é caracterizada por recrutamento de
células ativadas da mucosa do sistema inato e adaptativo (KHAN et al., 2006). A DC e a CU
possuem imunofenotipos distintos (BAMIAS; KALTSA; LADAS, 2011). A DC é resposta do
tipo T helper (Th) 1/Th17 e a CU € considerada resposta Th2 (BAMIAS; KALTSA; LADAS,
2011; STROBER; FUSS, 2011). A figura 1 mostra as interacdes entre as células dendriticas
(células apresentadoras de antigénios) e as células T naive (Th0). A ativacdo de células ThO e
sua subsequente diferenciacdo de Thl, Th2 ou Thl7, e células NK (natural Killer), que é
influenciada por citocinas pro-inflamatorias especificas. As interaces entre leucdcitos em
circulacdo e receptores em células endoteliais vasculares, que leva ao recrutamento de
linfocitos para o intestino delgado (MELMED; TARGAN, 2010).
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Figura 1 - Alvos terapeuticos para Dl
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Fonte: (MELMED; TARGAN, 2010 adaptado por NAMAZU, 2015)

A RCU (Retocolite ulcerativa) ou Colite ulcerativa/ ulcerosa (CU) foi
descrita pela primeira vez na Grécia durante o século IV A.C. quando Hipdcrates, médico da
cidade de Cos, descreveu em seu livro, Corpus Hippocratinum Peri Syriggon, um tipo de
diarreia cronica associada a evacuagdes sanguinolentas e ulceragbes no colon com
caracteristicas diferentes de outros tipos de diarreias conhecidas na época, constituindo uma
enfermidade clinica que se assemelhava a “retocolite ulcerativa” (QUILICI, 2002). Porém, foi
descrita pela primeira vez como entidade nosologica em 1859 por Samuel Wilks (WILKS,
1859). A distincdo entre a CU e DC foi claramente estabelecida em 1960 (LOCKHART-
MUMMERY, 1975).

Jiang et al. (2009) relatam que a colite ulcerativa afeta 0,2% da populacéo e
é caracterizada por inflamag&o cronica da mucosa do célon levando a uma deplecéao de células
caliciformes, a interrupcdo da morfologia da cripta, ulceracdo, e um aumento do risco de
carcinoma (pacientes com colite ulcerosa tém um maior risco de desenvolver céancer
colorretal), que é a terceira doenca maligna mais comum em seres humanos (SALEH;
TRINCHIERI, 2011). A inflamagdo geralmente estende proximamente de uma forma
continua a partir do reto, e uma extensa ulceracdo superficial é tipica (COTRAN; KUMAR,;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiang%20HR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19116231
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COLLINS, 1999; GERSON; TRIADAFILOPOULOS, 2000), inflamagdo é normalmente
confinada & mucosa (ABRAHAM; CHO, 2009). Os macrofagos contribuem para a
patogénese da DII, com uma grande infiltracdo de células na mucosa e proporcionam uma
fonte importante de mediadores inflamatorios, tais como TNF-o ¢ radicais de oxigénio
(RUGTVEIT et al.,, 1995, 1997). A colite ulcerativa leva a uma elevagdo da varios
marcadores inflamatdrios como a interleucina- 6 (IL- 6), TNF- a, NF-xB (fator nuclear kappa
B) e Ciclo-oxigenase-2 (COX-2) (OKADA, et al, 2006).

As complicagdes da CU diferem da Doenca de Crohn devido ao aumento do
risco de peritonite, megacdlon toxico e uma maior predisposicdo ao desenvolvimento de
neoplasias intestinais (CUONG; KATSIKEROS; ABIMOSLEH, 2012). As caracteristicas
histopatoldgicas da CU incluem presenca de infiltrados de neutréfilos que formam abscessos
na cripta intestinal (XAVIER; PODOLSKY, 2007). Os pacientes de CU quase sempre
apresentam sangramento retal acompanhado de fortes dores abdominais e febre. A queixa
frequente envolve tenesmo devido ao envolvimento retal (GRIFFIN; MINER, 1996).

A apendicectomia parece ter um efeito protetor contra a colite, apesar de
ainda ndo ser conhecido o mecanismo pelo qual ocorre tal efeito (PRAVDA, 2005) e o
tabagismo tem resposta controvérsias nas duas doencas (a nicotina pode melhorar a colite
apenas em pacientes de CU (COSNES, 2004)).

O primeiro caso documentado da DC foi descrito por Fenwick® (1889 apud
KIRSNER; ELCHLEPP, 1957, p. 102-119). No entanto, em 1932, o conhecimento da DIl
ampliou- se através de detalhes eloquentes sobre os achados clinicos e patologicos desta
doenca inflamatdria em adultos jovens (CROHN; GINZ-BURG; OPPENHEIMER, 1932).

A doenca de Crohn € caracterizada por uma inflamagcdo segmentar
transmural, geralmente atingindo o ileo terminal, mas ocorreram potencialmente em qualquer
lugar ao longo do trato digestivo da boca ao o &nus. As manifesta¢des clinicas da DC também
incluem fissuras perianais, abcessos, enteroentérica ou enterovesical fistulas, e hematoquezia

se 0 envolvimento do colon é presente (BROWN, 1999).

Os pacientes com DIl apresentam clinicamente varios problemas

desafiadores para os médicos. Apesar dos avangos recentes no tratamento, existe ainda uma

Y FENWICK, S. Clinical lectures on some obscure diseases of the abdomen. London: Churchill, 1889.
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necessidade para uma terapia segura e com um inicio rapido, e aumento da capacidade de
manter a remissdo em longo prazo (PERSE; CERAR, 2012).

2.3 MODELO DE COLITE

Boismenu e Chen (2000) relatam que o progresso na compreensao do(s)
mecanismo(s) que conduz a DIl foi dificultado pelo nimero limitado de modelos
experimentais de colite disponiveis até a decada de 1980. Contudo, nas Gltimas décadas, um
aumento de modelos de colite desenvolvido, principalmente em camundongos, estaria
disponivel para testar as varias hipéteses relativas a etiopatogénese da DIl (ELSON et al.,
1995; PERSE; CERAR, 2012). Como poderiam ser esperados, estes sistemas de modelo
levariam a uma maior compreensdao dos mecanismos envolvidos na DIl (BOISMERU;
CHEN, 2000), embora ndo representa a complexidade da doenca humana, eles sao
indispensaveis e valiosas ferramentas que proporcionam uma ampla gama de opcdes para
investigar o envolvimento de varios fatores para a patogénese da DII, investigacdo da
etiologia (fatores ambientais, do papel imune especifico e fatores genéticos) e avaliar
diferentes opcdes terapéuticas (0 modelo de colite-DSS responde a norma médicas de
medidas terapéuticas humanas da DII). Ha também semelhancas patogénicas na resposta das
citocinas deste modelo para DIl humana, que é predominantemente tipo Thl (SOLOMON et
al., 2010; PERSE; CERAR, 2012). Cuong, Katsikeros e Abimosleh (2012) destacaram quatro
tipos de modelos experimentais de colite; (1) modelos de colite espontaneos (camundongos
SAMP1/Yit), modelos de colite induzidas com sistema imunol6gico normal (Dextran Sulfato
Sodium (DSS), écido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS), carragenina e oxazolona), modelos
de transferéncia adotiva (reconstituicio de Células T CD41" em camundongos
imunodeficientes), e modelos geneticamente modificados (camundongos knockout IL-10 e
IL-12).

O modelo experimental ideal da DIl deve reproduzir a DIl humana com
caracteristicas bem proximas a doenca. Um bom modelo de colite experimental pode ser
obtido através do uso do dextrano sulfato de sédio (DSS) que reproduz uma colite com
semelhangas a DIl humana na etiologia, patogenia e resposta terapéutica. O modelo de colite

induzida por DSS é barato, de facil indugdo, o DSS é uma molécula estavel a temperatura
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ambiente (o que facilita seu fornecimento por meio da agua de beber), sendo possivel de
reproduzir dois tipos de colite: aguda ou cronica (SOLOMON et al., 2010).

O primeiro estudo do DSS como modelo experimental de colite data de
1985, quando Ohkusa relatou um modelo de colite aguda em hamsters a partir do uso
laboratorial de DSS com um peso molecular de 54 kDa (OHKUSA, 1985). Eles relataram que
as lesbes mostraram erosdo, ulceracdo, infiltracdo de células inflamatdrias, abcessos das
criptas e hiperplasia epitélio glandular. O modelo foi posteriormente adaptado para
camundongos (OKAYASU et al. 1990) e um modelo cronico foi desenvolvido em hamsters
(YAMADA; OHKUSA; OKAYASU, 1992). Koyama et al. (1992) administraram oralmente
DSS a ratos, com um peso molecular de 5 kDa, induzindo eroséo e ulceracdo no intestino

grosso e reto, concluindo que esse modelo se assemelhava mais a CU.

O DSS € um derivado polianioénico do dextrano produzido por esterificacdo
com Acido clorossulfirico (RICKETTS, 1952; ISHIOKA et al. 1987). O teor de enxofre ¢
cerca de 17%, o que corresponde a cerca de dois grupos de sulfato por residuo glicosil da
molécula de dextrano. O dextrano € um polimero complexo de glicose sintetizado por certas
bactérias, mais comumente Leuconostoc spp. e Streptococcus spp., a partir da sacarose
(BAILEY; BOURNE ,1961). E composto por cadeias lineares e ramificadas, com um peso
molecular altamente variavel, de 5.000 a 1,4 milhdo Da (desvantagem potencial deste modelo
uma vez que o PM do DSS é um fator importante que determina o local e a gravidade da
inflamacao (AXELSSON et al. 1996a)). E um p6 branco, mantido em temperatura ambiente, e
altamente soltvel em &gua (100 mg / mL) (SOLOMON et al., 2010). As principais vias de
excrecdo de DSS sédo a urina e fezes (FOSTER et al., 1990). O DSS ¢ resistente a degradacéo
pela microbiota intestinal ou os efeitos de diferentes valores de pH (4,0-7,5) e incubacdo em
anaerobiose (KITAJIMA; MORIMOTO; SAGARA, 2002).

Perse e Cerar (2012) relatam que o modelo de colite induzido por DSS é
atualmente um dos mais utilizados em animais de laboratério (ratos, camundongos, cobaias e

hamsters).

A susceptibilidade ao DSS varia com a espécie animal e linhagem. A
cobaia é o mais suscetivel & inflamagdo geralmente estabelecida em menos de 72 h
(IWANAGA et al. 1994). Em camundongos, alguns modelos, tais como C3H/HeJ e C3H /Hej
Bir sdo altamente suscetiveis, enquanto o NON/LtJ ("N&o-Obeso Nao-diabético™) mostrou-se
bastante resistente ao DSS (SUNDBERG et al., 1994). Embora a inflamac&o aguda induzida
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por DSS seja continua, desde que persistido o estimulo, a sua gravidade varia, afetando mais o
cllon direito e ceco em cobaias e hamsters (IWANAGA et al., 1994), enquanto que é mais
grave no célon esquerdo em camundongos BALB/c (KITAJIMA; TAKUMA; MORIMOTO,
1999), Sprague-Dawley (GAUDIO et al., 1999) e ratos Wistar (KULLMANN et al., 2001).

Segundo Solomon et al. (2010), a inducdo da colite-DSS é normalmente
realizado pela sua adicdo na agua de beber dos animais (ad libitum). Dependendo da
concentracdo, duragdo e a frequéncia de administracdo de DSS, os animais podem
desenvolver um modelo de colite aguda ou crénica (Quadro 1). A colite aguda é induzida
usando concentracfes relativamente elevadas de DSS administrados continuamente por
periodos curtos, geralmente 4-14 dias. DSS é normalmente administrado numa gama de doses
de 3-10% durante 7-10 dias para induzir uma inflamacdo aguda, dependendo a
susceptibilidade da linhagem do camundongo ou o peso molecular de DSS (OKAYASU et
al., 1990; MAHLER, et al., 1998; KITAJIMA; TAKUMA; MORIMOTO, 2000).

A colite cronica pode ser induzida pela administracdo continua de uma
baixa concentracdo de DSS, ou uma administracdo ciclica de doses relativamente altas de
DSS. Okayasu et al. (1990), relataram que para induzir "cronicidade”, DSS é normalmente
administrada em trés a cinco ciclos com um uma a duas semanas de descanso entre os ciclos
do fornecimento do DSS. Melgar, Karlsson e Michaélsson (2005) em seus estudos mostraram
gue um ciclo de DSS ¢ suficiente para induzir a cronicidade em camundongos da linhagem
C57BL/6. O mesmo ocorrendo em camundongos Swiss Webster (DIELEMAN et al., 1998).
O modelo de colite cronica é caracterizado pela erosdo e regeneracdo do epitélio intestinal,
fibrose da mucosa e foliculos linfoides proeminentes; displasia e adenocarcinoma também
podem estar presentes (OKAYASU et al., 1990; BYLUND-FELLENIUS et al., 1994,
COOPER et al.,, 2000). Modelos de adenocarcinoma podem ser induzidos pela
coadministracdo de DSS e azoximetano (CLAPPER et al., 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dieleman%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9844047

Quadro 1 -Modelos de colite por DSS

Animais DSS Periodo Colite Autores
BALB/ c 3- 10% 10 dias Aguda Okayasu et al.
(1990)
Wistar 5% 6 dias Aguda Breider;
Eppinger;
Gough, 1997
Hamsters 1% 100 dias Cronica Yamada
Ohkusa.;
Okayasu (1992)
Wistar 1% 6 meses Cronica Chiba (1993)
Sprague- D 4% 6 dias/6 dias Cronica Gaudio et al.
agua _ (1999)
3 ciclos
BALB/ c 5% 1 sem/ 10 sem. | Crdnica Okayasu et al.
agua _ (1990)
5 ciclos
Swiss W 5% 1sem/2sem. | Cronica Cooper et al.
agua ) (2000)
4 ciclos

Fonte: (SOLOMON et al., 2010, adaptado por NAMAZU, 2015).

Legenda: Ratos Sprague-Dawley: Sprague D.; semana: sem.; Swiss W: Swiss Wistar.
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As manifesta¢es clinicas de colite induzida por DSS nos animais séo

caracterizadas por diarreia aguada, melena, perda de peso, diminuicdo do apetite, diminuicédo

dos movimentos, sangramento franco, piloerecdo, anemia e, eventualmente, 6bito (GEIER et

al., 2005). No modelo agudo de colite por DSS, o tratamento por dois dias resulta na presenga

de sangue e diarreia (KULLMANN et al.; 2001). Evidéncias de sinais de inflamacéo

estabelecem-se entre 7-10 dias, e pode ocorrer uma colite recidivante quando o tratamento por

DSS envolve ciclos e em um destes ciclos envolve sua retirada (MAHLER et al., 1998).

As alteragdes morfologicas da colite- DSS incluem processo inflamatério

normalmente limitado ao coélon; as caracteristicas macroscopicas incluem um cdlon

edematoso encurtado com areas de hemorragia e ulceragdo. Histologicamente, a inflamagéo é
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superficial, que afeta principalmente a mucosa, mas pode estender-se para a submucosa e
camadas musculares. Caracteriza-se pelo aparecimento de Ulceras superficiais, mucosa
edematosa, perda de celulas caliciformes, distorcdo da cripta e abcessos. Ocorre infiltracdo
macica de células inflamatdrias na mucosa e submucosa por neutréfilos, macréfagos e alguns
linfocitos. A caracteristica histoldgica primordial considerada € a perda de cripta seguida pelo
seu encurtamento, ocorrendo em torno do dia 2 ou 3 de ingestdio de DSS e de
desenvolvimento anterior a inflamacdo (KITAJIMA; TAKUMA; MORIMOTO, 1999;
COOPER et al., 2000).

O modelo colite- DSS fornece a caracteristica marcante da inflamagéo ser
no intestino grosso, enquanto o0 intestino delgado permanece sem alteracdes.
Presumivelmente, a mucosa do c6lon vai ser exposta a maior concentracdo de DSS, devido a
reabsorcdo de agua, que pode ser parte da explicagdo para este fendbmeno. Um ndmero de
efeitos imunologicos do DSS e polissacarideos similares foram relatados, como a ativacdo de
linfocitos B que vao dar origem a uma diversidade de plasmdcitos com consequente producéo
de anticorpos policlonais (BYLUND-FELLENIUS et al., 1994).

O mecanismo exato da patogénese da colite- DSS nédo est4 elucidado. Um
mecanismo possivel poderia ser direcionado a alteracdo da permeabilidade intestinal e
citoxicidade direta. A alteracdo da permeabilidade intestinal ocorre por proteinas de ocluséo,
como zona ocludens-1 que foram diretamente reduzidas apds o tratamento com DSS no
primeiro dia, levando ao aumento da permeabilidade por 3 dias, precedendo a inflamagéo do
célon (KITAJIMA; TAKUMA; MORIMOTO, 1999; VENKATRAMAN et al., 2000;
PORITZ et al., 2007), sugerindo que a injaria inicial € mais provavel a nivel de células
epiteliais, com a inflamacdo desenvolvendo secundariamente (COOPER et al., 1993). Tem
sido relatado que a colite induzida por DSS altera o complexo de juncdo, resultando na perda
da funcdo de barreira, facilitando assim o desenvolvimento do infiltrado inflamatorio e
desenvolvimento de inflamac&o intestinal induzida pela microbiota luminal (PORITZ, et al.,
2007).

Outro mecanismo sugerido € uma citotoxicidade direta dependente da
concentracdo de DSS na mucosa do célon, (NI; CHEN; HOLLANDER, 1996). Isto resulta
numa perda da funcéo de barreira, que provavelmente resultaria em um aumento da captacéo
de antigenos luminais (bactérias e produtos bacterianos), bem como ativacdo das células do

sistema imunoldgico da lamina prépria e a resposta inflamatéria (SARTOR, 2008).
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2.4 ANTIDEPRESSIVOS

A “Era da Psicofarmacologia” surgiu como uma ciéncia estabelecida
produzindo importantes classes de agentes terapéuticos como os antidepressivos na década de
1950 (LIEBERMAN, 2003; LOPEZ-MUNOZ; ALAMO; CUENCA, 2009; BITTENCOURT;
CAPONI; MALUF, 2013).

Os antidepressivos sdo altamente tolerados pelos pacientes com DII. Os
relatérios mostram que estas drogas equilibram a desregulacdo das respostas imunitarias em
DIl, levando a um progndéstico mais positivo da doenca (MIKOCKA-WALUS, et al., 2012).

Os medicamentos antidepressivos possuem diferente selectividade para o
aumento da norepinefrina (NE) e serotonina (5-HT) nas sinapses, diferindo uns dos outros no
que diz respeito aos efeitos sedativos, propriedades anticolinérgicas e anti-histaminicas
(poténciais bloqueadores do receptor histaminérgico H2) (STAHL, 1997; NELSON, 1999;
BALDESSARINI, 2006) e ndo esta claro até que ponto estas diferencas farmacoldgicas
afetam o seu potencial anti-inflamatério. O efeito anti-inflamatério de varios medicamentos
antidepressivos permanece desconhecido e uma melhor compreensdo do potencial anti-
inflamatorio destas drogas poderia fornecer orientacfes para a selecdo destes medicamentos
em situacOes tais como a associacdo de ansiedade ou distUrbios de depressdo com processos
inflamatérios (HAJHASHEMI et al., 2010). Além disso, a serotonina e noradrenalina
liberadas a partir de linfocitos e mondcitos (MARINO et al., 1999) exerceriam alguma
propriedade imunomoduladora através da interacdo com receptores apresentadas em células
do sistema imune (ELENKQV et al., 2000).

Desde a sua introducdo ha quase 20- 30 anos, o teste de suspensdo da cauda
(TSC) tornou-se um dos modelos mais utilizados para avaliar a atividade antidepressiva em
roedores, da qual varios medicamentos antidepressivos ao reverter a imobilidade, promovem a
ocorréncia de comportamentos relacionados com a fuga (BORSINI; MELI, 1988; CRYAN;
MOMBEREAU; VASSOUT, 2005). No TSC, a grande vantagem do seu uso, muitas vezes é
gue se pode complementar e convergir dados sobre o potencial antidepressivo de farmacos
(PORSOLT, 2000; BAI et al., 2001; CONTI et al., 2002).

Cryan, Mombereau e Vassout (2005) consideraram o TSC como modelo de
acdo antidepressiva invés de modelo de depressdo. No entanto, é dificil provocar a depressao
aguda em animais e seres humanos, tornando-se claro que um namero de intervencGes

estarem envolvidos na susceptibilidade ou inducéo de depressdao em seres humanos induzem



42

um efeito de depressdo semelhante (aumento de imobilidade) no TSC. Estas manipulacfes
incluem uma predisposic¢do genética (VAUGEOIS et al., 1996; EL YACOUBI et al., 2003),
diabete experimental (KAMEI et al, 2003; MIYATA; HIRANO; KAMEI, 2003) ou a ativagédo
imunologica (YAMANO et al., 2000). Além disso, a retirada de psicoestimulantes, que é
associada com o comportamento depressivo nos seres humanos, aumenta a imobilidade no
TSC (CRYAN et al., 2003).

Os principais representantes do grupo dos (antidepressivos triciclicos) ATCs
sdo: a imipramina, a amitriptilina e a nortriptilina (RANG; DALE; RITTER, 1997; STAHL,
1998; MCKIM, 2003; VISMARI; ALVES; PALERMO-NETO, 2008).

A histéria dos ATCs data do ano de 1883, quando Heinrich August
Bernthsen realizou no laboratério BASF (Badische Anilin und Sodafabriken)- Alemanha,
modificagdes moleculares primordiais de fenotiazinas (substancias com acao anti-histaminica,
utilizadas inicialmente para tratar quadros alérgicos e que, entre outros efeitos, atuam no
sistema nervoso central a partir do corante azul de metileno que serviria como base para a
sintese do iminodibenzil pelos pesquisadores J. Thiele e O. Holzinger, em 1889, da qual esse
produto seria inicialmente utilizado na industria de roupas e “esquecido” nos “pordes” da
inddstria quimica suica JR Geigy G. (THIELE; HOLZINGER, 1889; BITTENCOURT;
CAPONI; MALUF, 2013).

Meio século mais tarde, o diretor da se¢do farmacoldgica da empresa suica
Geigy, Robert Domenjoz, incentivou as empresa Paris Rhodne- Poulenc, em estreita
colaboracdo com o Institut Pasteur a pesquisar sobre os compostos fenotiazinicos na busca de
medicamentos sedativos (LOPEZ-MUNOZ; ALAMO; CUENCA, 2009). Em 1948, os
quimicos da Geigy, Haflinger e Schindler, utilizaram o composto fenotiazinico iminodibenzil
para a sintese de 42 derivados (HEALY, 1997; SCHINDLER; HAFLIGER, 1954).

A partir de 1956, trabalhos realiados pelo médico Roland Kuhn com
variantes fenotizinicos G- 22355 relata, pela primeira vez, a possibilidade de que esta
substancia poderia ter um efeito antidepressivo terapéutico (KUHN, 1988; FANGMANN et
al., 2008).

Na década de 1960, a teorias monoaminérgicos de depressdo postulavam
uma deficiéncia funcional noradrenérgica ou na transmiss@o serotoninérgica em certas areas
do cérebro como causa da patogenia da depressdao (COPPEN, 1967). Carlsson, Fuxe e
Ungerstedt (1968) da Universidade de Gothen - Burg (Suécia) descreveram pela primeira vez

como ATCs bloquearam a recaptacdo da serotonina cerebral, permitindo que os pesquisadores



43

Lapin e Oxenkrug (1969) postulassem a teoria serotoninérgica da depressdo, em oposi¢ao a
hip6tese catecolaminérgica, com base em um déficit de serotonina a nivel intersinaptico em
determinadas regifes do cérebro. Assim, as acdes dos antidepressivos sdo muito mais
complexas do que se presume pela teoria da monoamina de depressdo, que especula que a
depressdo é uma doenga principalmente de funcdo noradrenérgica / serotoninérgica que é

corrigido por um tratamento antidepressivo eficaz.

Os ATCs sdo antidepressivos heterociclicos amplamente utilizados para
tratar inimeros de problemas de satde, como depressao, fobia social, ansiedade generalizada,
panico, transtorno obsessivo-compulsivo, transtornos alimentares, além de modular o sistema
imunitario (SARCEDOTE; BIANCHI; PANERAI, 1994; LITTRELL et al., 2012). Em adi¢do
a sua acdo farmacoldgica na inibicdo da recaptacdo da serotonina e noradrenalina, as
interacGes com receptores, como os receptores H1 da histamina, os receptores muscarinicos, e
receptores adrenérgicos, tém sido relatados (BRUNTON et al., 2008). Os ATCs de amina
terciarias (amitriptilina) inibem a recaptura de serotonina (5-HT) e em menor propor¢édo
dopamina (DA). Outra acdo importante dos ATCs é o antagonismo competitivo muscarinicos
dos receptores da acetilcolina (resultam em sintomas como sedagéo, visdo turva, boca seca,
retencdo urinaria e hipotensdo) (DANIELSON, 2004).

Kubera et al. (2000) propuseram possiveis mecanismos que poderiam estar
envolvidos na imunoreatividade alterada apos tratamento com ATCs:
1. Estudos in vitro mostram um efeito dependente da dose supressora de antidepressivos na
proliferacdo linfocitaria induzida por mitdgeno, citotoxicidade de células natural Killer e na
producdo de citocinas (EISEN et al., 1989; MILLER; LACKNER, 1989; KUBERA et al.,
1995; XIA; DEPIERRE; NASSBERGER, 1996);
2. Alteracdes na atividade dos esplendcitos podem ser causadas por modulacao de seu
ambiente neuro-hormonal (THAKORE; DINAN, 1995; CONNOR; KELLY; LEONARD,
1997; DHABHAR, 1998; DHABHAR; MCEWEN, 1999);
3. Alteracbes induzidas pelo ATCs na neurotransmissdo noradrenérgica e serotoninérgica
poderiam modular a fungdo imunoldgica. Tanto a noradrenalina e serotonina utilizados na
menor dose exercem efeitos imunopotenciador, enquanto doses mais elevadas mostram
atividades imunossupressoras (DHABHAR; MCEWEN, 1999; KUBERA; MAES, 2000;
KUBERA et al., 2000);
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4. Outro possivel mecanismo gira em torno de AMP ciclico (AMPc) . A ativacdo dos
receptores B - adrenérgicos e um aumento no nivel de AMPc em linfécitos T aumentam
significativamente de IL — 10 intracelular e RNAm para IL- 10, bem como a liberacéo de IL -
10 a partir de células T (BENBERNOU et al., 1997). Sendo assim, pode-se supor que: i) a
noradrenalina e/ ou serotonina do bago, induzida por ATCs nas primeiras semanas de
administracdo, ativem células imunes mediada pela estimulacdo de receptores que afetam
negativamente a expressdo AMPc; ii) o tratamento continuo com ATCs por quatro semanas
significativamente aumentam a producéo de IL - 10 e diminui a imunoreatividade inicial de

esplenocitos via mecanismo 3 — adrenérgico;

5. Além disso, a administracdo em longo prazo de ATCs induz a certo nimero de mecanismos
adaptativos, tais como a densidade e a afinidade dos receptores presentes na imundcitos, a
funcdo e expressdo das proteinas G, a sintese de neurotransmissores secundarios, a ativagdo e
translocacéo de fatores de transcricéo, e talvez mudancas no genoma de esplendcitos como é o
caso no sistema nervoso central (NALEPA, 1994).

Apesar dos ATCs terem sido reduzidos a droga de segunda escolha na
América do Norte e em boa parte da Europa, ainda ha utilizacdo consideravel desses agentes,
que estdo entre os antidepressivos mais frequentemente prescritos em alguns paises, como na
Alemanha e em paises da América Latina, inclusive no Brasil, onde o custo dos genéricos 0s
tornam menos dispendiosos que os antidepressivos mais modernos, ainda sob protecdo de

patentes (STAHL, 2002) e, portanto, mais onerosos para 0s servi¢os de salde.

2.5 AMITRIPTILINA (AMT)

A amitriptilina, 3- (10,11)- di- hidro-5H - dibenzo [a, d] ciclo -hepteno- 5-
ilideno)-N, N-dimentil-1-propanamina (TOLEDO et al., 2005) representada pela Figura 2, é
muito utilizado no tratamento da sindrome depressiva e de estados de ansiedade associados
com depressdo e transtornos gastrointestinais como a Doenca inflamatdria intestinal
(QUARTERO et al., 2005; AVILA; BOTTINO, 2006). E um medicamento lipofilico
(LOPEZ-MUNOZ; ALAMO, 2009; KORNHUBER et al., 2010). A biotransformag&o ocorre
por catalise principalmente pelas enzimas do citocromo P450 (PANKAJ; SANTOSH,;
RAJMANI, 2012). A eliminagdo é pela via renal, 35% pela urina, principalmente na forma dos
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seus metabdlitos ativos livres ou na forma conjugada e 8% é excretada pelas fezes. Possui
meia-vida de 9 a 50 horas (LOPEZ-MUNOZ; ALAMO, 2009) e seu pico plasmatico é
atingido mais rapidamente (1 a 3 horas) pelas aminas terciarias metabolizados em grande
parte (55-80%) pelo efeito de primeira passagem como a Amitriptilina (DANIELSON, 2004).
A amitriptilina é extensivamente metabolizada em uma série de compostos mais polares como
a nortriptilina (parcialmente responsavel pelos efeitos farmacoldgicos da sua precursora),
dinortriptilina ou didesmetilamitriptilina e os metabolitos hidroxilados tém sido detectados na

urina. Abaixo a estrutura representativa da AMT:

Figura 2 - Férmula estrutural da amitriptilina
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Fonte: (SILVA, 1998).

A amitriptilina  (AMT) foi desenvolvida em 1958 pela equipe do
pesquisador Frank J. Ayd Jr da companhia farmacéutica Merck. Era tido como um
antipsicotico e apds modificaces no anel central da familia thioxanthene, constitui o primeiro
composto no grupo dibenzocicloheptadieno (LANGER; HEIMANN, 1983). Em 7 de abril de
1961, a AMT foi aprovada como um antidepressivo pela FDA (Food and Drug

Administration).

A AMT além do seu efeito antidepressivo é considerada como tratamento de
escolha para diferentes tipos de dor cronica, incluindo enxaqueca e dor crénica miofascial,
neuropatia dolorosa (MAX et al., 1988; TORRENT; VAZQUEZ; GAY, 2008; CHENG;
WANG; CHANG, 2012), fibromialgia (PRADO et al., 2012). Este efeito analgésico, apesar
de ser independente do efeito antidepressivo, parece envolver a inibicdo da recaptacdo de
serotonina e noradrenalina (TORRENT; VAZQUEZ; GAY, 2008; VISMARI; ALVES;
PALERMO-NETO, 2008; CHENG; WANG; CHANG, 2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torrente%20Castells%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18758401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%20KI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22720761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torrente%20Castells%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18758401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%20KI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22720761
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Embora a AMT ndo seja indicado em pacientes submetidos a obstrucdo da
saida da bexiga, Achar et al. (2003) relataram efeitos anti-inflamatérios e relaxantes
musculares da AMT. Foi clinicamente para aliviar distirbios do sistema urinario, tais como
enurese, cistite intersticial e a instabilidade do madsculo detrusor, e para induzir a extrusao de
calculos urinarios.

Trabalhos de pesquisadores (HALL; OGREN, 1981; FRYER; LUKAS,
1999) relatam que AMT € um antidepressivos triciclicos pleiotropico que interage com
receptores histaminicos, colinérgicos muscarinicos, e N-metil-D-aspartato (NMDA), aminas
biogénicas e substancia P, além da inibicdo da recaptacdo da serotonina e norepinefrina.
Portanto, com base nesses fatos, hd uma variedade de supostos locais em que a AMT poderia
exercer a sua acdo anti-inflamatéria (HAJHASHEMI, 2010).

Fairweather et al. (1993) demonstraram que o uso da AMT pode ser
limitado pelos seus efeitos sobre o funcionamento diurno, em aspectos particulares da
memoria funcional que sdo interrompidas, mesmo ap6s a dosagem em longo prazo.

Por causa da capacidade de geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e subsequente dano mitocondrial grave irreversivel, assim como inibicdo antioxidante nas
células tumorais, AMT pode ser usado como uma nova droga promissora para ser testado para
terapia do cancer (CORDERO, et al., 2010). Este assunto também sugere outro efeito benéfico
da AMT na supressdo/ atenuacdo de risco dos céanceres gastrointestinais (RAHIMI; SHIRI,
RAZMI, 2012).

A AMT em baixas doses é um antidepressivo triciclico utilizado para tratar
Disturbios gastro-intestinal funcional durante muitos anos (RAHIMI, 2009); no entanto, o
exato mecanismo de acdo nao € claro. Huang et al. (2013) em seu trabalho, constataram que a
baixa dose AMT diminui o tempo de transito orocecal, diminui a sensibilidade gastrica e
aumenta os niveis plasmaticos de grelina e neuropeptideo Y em individuos saudaveis, que
pode ser a causa dos efeitos benéficos da baixa dose AMT.

No caso da fluoxetina e amitriptilina, Yaron et al. (1999) mostraram que
estes farmacos inibem a liberagdo de Oxido nitrico e de prostaglandina E2 em células
sinoviais. Além disso, varios estudos (XIA; DEPIERRE; NASSBERGER, 1996; YARON et
al., 1999; ACHAR et al., 2003; TAI et al., 2006) observaram que a AMT inibe a expressédo de
citocinas pré-inflamatorias podendo atuar como antidepressivos triciclicos anti-inflamatorios.

Abdel-Salam, Nofal e EI- Shenawy (2003) descobriram que a AMT produz

um efeito anti-inflamatério com reducéo do edema da pata em ratos induzido pela injegéo de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fairweather%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8471403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nofal%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12798668
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El-Shenawy%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12798668

47

carragenina. Sadeghi et al. (2011) mostraram, ainda, que tanto administracdo local e
intracerebroventricular de AMT provocam uma marcada reducgdo na infiltragdo de leucdécitos
polimorfonucleares (PMN) nas patas tratadas com carragenina. Vismari, Alves e Palermo-
Neto (2010) corroboraram com estes achados através da microscopia intravital, mostrando
ainda mais o envolvimento de al- adrenoceptores nos efeitos anti-inflamatorios de AMT. Os
resultados destes estudos fornecem evidéncias do efeito modulador de antidepressivos
heterociclicos sobre a migracdo de neutrofilos e na estabilizacdo de mastocitos, demonstrando
implicacdo para o tratamento de varias doencas inflamatorias, incluindo doencas alérgicas.
Sanders, Hussell e Maze (2009) mencionam em seu trabalho que a sedagéo
pode suprimir a funcdo do sistema imunitario por vérias vias. Portanto, o efeito sedativo de
AMT pode contribuir para o seu efeito anti-inflamatorio em modelos experimentais como o

edema de pata por carragenina.

2.6 CITOCINAS

As citocinas, de um modo geral, sdo mediadores soltveis produzidos por
células imunes ativadas que servem de comunicacdo célula a célula no sistema imune
(DANTZER; KELLEY, 2007), os efeitos atribuidos as citocinas no SNC podem ser
agrupados em trés categorias: 1- interacdo das citocinas com o sistema nervoso periférico
(SNP), 2- efeitos centrais mediados pelas citocinas, 3- efeitos diretos das citocinas no SNC
(ROTHWELL; HOPKINS, 1995). Estas moléculas séo secretadas por uma grande variedade
de células no sistema imunitario. As citocinas séo classificadas como linfocinas, interleucinas,
qguimiocinas e, dependendo da sua funcdo, alvo, ou células de origem presumida e se ligam a
receptores especificos, que sdo amplamente distribuidas em células do sistema imunitéario.
Atualmente s&o conhecidos cinco familias de receptores de citocinas: (1) imunoglobulina, (2)
hematopoietina (classe 1), (3) interferon (classe I1), (4) o TNF, e (5) quimiocina (JANSSEN et
al., 2010).

As células que mais comumente produzem citocinas Sd0: monocitos,

macrofagos, mastocitos, fibroblastos, células B e T, células endoteliais, ceratinocitos, células
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musculares lisas, células do parénquima gastrointestinal e do estroma endometrial, além de
células de neoplasias (SOUBA, 1994; ROITT; BROSTOFF; MALE, 1996).

Os fatores que afetam os niveis de citocinas estdo a inflamacdo que esta
intimamente ligada com parametros comportamentais, tais como a falta de exercicio ou sono,
abuso de alcool e tabagismo, bem como com comorbidades médicas, incluindo doenca arterial
coronéria, a obesidade e resisténcia a insulina, a osteoporose, e dor (McCARTY, 1999;
GOLDSTEIN et al., 2009). Qualquer um desses fatores aumenta potencialmente os niveis de
citocinas pré-inflamatoria e pode alterar os efeitos que os antidepressivos tém em citocinas. O
envelhecimento € caracterizado por um estado pré- inflamatoria que pode contribuir para o
aparecimento de doencas relacionadas com a idade. Alguns estudos sobre o efeitos do
envelhecimento mostram resposta inflamatéria de IL - 6, 0 TNF -a ¢ IL - If serem
importantes para processos de envelhecimento (HUANG; PATEL; MANTON, 2005). Perda
Ossea relacionada a idade pode ser outra fonte relacionada com a expressdo de citocinas, como
mostrado no envelhecimento de camundongos C57BL/6 (GASPARRINI et al., 2009).

Postula-se que o0s antidepressivos podem prevenir o aparecimento de
doencas comportamentais por meio da modulacdo de citocinas pré-inflamatorias
(FLANIGAN; ACCONE; LABURN, 1992; YIRMIYA, 1996; SHEN et al., 1999; CONNOR
et al, 2000; CASTANON; BLUTHE; DANTZER, 2001). Os pacientes deprimidos, que s&o
saudaveis, tém aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6, TNF-a),

proteinas de fase aguda, quimiocinas, e moléculas de adesdo (JANSSEN et al., 2010).

Estudos in vitro (Quadro 2) tém mostrado que a maioria dos antidepressivos
diminui a capacidade das células do sistema imunolégico produzir citocinas pré-inflamatorias,
reforcando simultaneamente a producdo de citocinas anti-inflamatorias. A pesquisa também
indica que os efeitos dos antidepressivos nas células imunes e producdo de citocinas podem
ser um pré-requisito para ocorrer a resposta ao tratamento (JANSSEN et al., 2010). Outro
dado importante é que as alteraces nos niveis de citocinas apds o tratamento antidepressivo
aparecem principalmente independentes do tipo de antidepressivo, embora possa haver
algumas diferencas nas a¢des de como certos antidepressivos podem influenciar os niveis de
citocinas (MAES et al., 2001).

Em estudos in vitro as drogas antidepressivas visivelmente inibiram a
secrecdo estimulada de citocinas pré- inflamatorias, tais como IL - 2, IL - 1B, e IFN - vy
(CASTANON et al., 2002).



Quadro 2 - Produgdo de ocitocinas estimuladas in vitro, com ou sem incubacdo de antidepressivos

Antidepressivos Tempo de citocinas Autores
incubacéo

clomipramina e 24 h pré-incubacdo | |IL-6 Xia; Depierre;

imipramina (ATCs) Nassberger (1996)

citalopram ( ISRS)

24-48 h incubacéo

LIL- 1B; TNF- a;

IL- 2; IFN -y
clomipramina, 72 h 1 IL-10; | IFN-y Maes et al. (1999)
sertralina (ISRS)
Imipramina, 24 h 1 1L-10 Kubera et al. (2001)
Venlafaxina,

fluoxetina
Imipramina, Né&o incubado IFN-y +/-
venlafaxina,
fluoxetina Né&o incubado | IFN-y
imipramina e 72 h | (OL- 2; IL- 4; Szuster-Ciesielska
mianserina IFN-y). et al. (2003)

T(IL- 10; TGF -B)

Reboxetina, 1 h pré- incubagdo | |[IFN-y Diamond; Kelly;
desipramina, Connor (2006)
fluoxetina,
Desipramina 72 h | IL-10
Reboxetina, N&o incubado IL-10+/-
fluoxetina,
Desipramina N&o incubado T IL-1B
Clomipramina Né&o incubado JIL-1B

Fonte: (Janssen (2010) adaptado por NAMAZU, 2015).
Legenda: taumento, | redugdo, +/- sem mudancas nos niveis de citocinas.

Estudos in

vivo (Quadro 3) demonstram

consistentemente
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que

medicamentos antidepressivos produzem um forte efeito imunossupressor no sangue total de

dois pacientes deprimidos e em voluntarios saudaveis.
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Quadro 3 - A producdo de citocinas antes e apds o tratamento de pacientes deprimidos com antidepressivo

Antidepressivos Incubacdo Citocinas Autores

Moclobemida 12 semanas TNF-a +/- Landmann et al.
(1997)

(300-600 mg)

Sertralina 12 semanas IL-1P +/- Anisman et al.
(1999)

(50-200 mg)

Amitriptilina 6 semanas IL-6 | Lanquillon et al.
(2000)

(150-250 mg),

ndo responderam

Amitriptilina 6 semanas IL-61; TNF-a | Lanquillon et al.
(2000)

(150-250 mg),

responderam

Imipramina, 12-52 semanas IL-1B 1, IL-6 1 Marques- Deak et

sertralina al. (2007)

(dose nédo

especificada)

Legenda: taumento, | redugdo, +/- sem mudancas nos niveis de citocinas.
Fonte: Janssen (2010), adaptado por NAMAZU (2015).

Janssen et al. (2010) destacaram mecanismos propostos para os efeitos de
antidepressivos sobre as citocinas: (1) papel da Adenosina monofosfato ciclico (AMPc), (2)

serotonina e (3) funcdo do eixo HPA:

(1) papel dos AMPc:

Os antidepressivos parecem aumentar a adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) intracelular (por exemplo, células T, mondcitos, macrofagos e células microgliais)
levando & uma diminuigdo nos niveis de citocinas pro- inflamatérias (XIA; DEPIERRE;
NASSBERGER, 1996; MAES et al., 2001; HASHIOKA et al., 2007); os niveis via B -
adrenérgicos e/ ou ativacdo do receptor de dopamina. O aumento dos niveis de AMPc ativam
proteinas quinase dependentes de AMPc (PKA), em ultima analise aumentando NFkB (factor

nuclear kappa B), um fator de transcricdo que promove expressao de genes pré —inflamatorios
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e inibe a via PI- 3 quinase/ AKT (fosfoinositideo 3-quinase ou fosfatidilinositol 3-quinases-
(GOUGH et al., 2008) - importante na regulacdo da mitogénese, diferenciacdo celular e
transporte de glicose estimulada pela insulina). Digno de nota € que as citocinas anti -
inflamatdrias parecem ser reguladas através deste mesmo mecanismo, pois 0 aumento da
AMPc incrementa a expressdo de IL - 10 e do RNAm intracelular de IL - 10 em mondcitos
(MAES et al., 2001).

(2) Serotonina:

A serotonina periférica é armazenada nas células imunoldgicas, incluindo os
linfocitos T, mondcitos, mastdcitos e plaquetas. O Transporte de serotonina em células
imunes € promovido por citocinas, tais como IL - 1 IFN - o, IFN - vy, e TNF-a. Sinteses do
TNF- o, IL - 6, IFN - y ¢ IL — 10 dependera dos niveis intracelulares de 5-HT. Varias
citocinas pré-inflamatoria, incluindo IL - 1, IFN - o, IFN - y, e TNF-0 , também sdo
conhecidos pela up-regulate de transporte de 5-HT, aumentando assim a exaustdo
extracelular de 5-HT (WICHERS; MAES, 2002). In vitro, os antidepressivos serotoninérgicos
aumentam a liberacdo de serotonina e inibem a sua recaptacdo, levando a deplecao
intracelular e aumento do nivel extracelular. Os niveis de serotonina intracelulares reduzidos
parecem reduzir 0s niveis de citocinas por meio da inibicdo de expressdao de RNAm (MAES et
al.,, 2001). O aumento de 5-HT extracelular parece exercer um efeito imunossupressor
(KUBERA et al., 2000). Antidepressivos reduzem os niveis de transporte de serotonina, que
tém se mostrado correlacionada com os niveis de citocinas pré - inflamatérias (TSAO et al.,
2006). As citocinas inflamatorias ativam a IDO, uma enzima que converte triptofano (TRP)
em quinurenina (KYN). Em ultima andlise esta via conduz a deplecédo de triptofano e reduz a
sintese de 5 - HT (CASTANON et al., 2002; KUBERA et al., 2004; PUCAK; KAPLIN,
2005). Reducdo da disponibilidade de triptofano pode modificar o funcionamento dos
macrdéfagos e a resposta imunolégica, como um todo. Baixos niveis de triptofano estéo
associados com o aumento da inflamagdo (RUSSO et al., 2007). Além disso, promovem
indiretamente a sintese da prostaglandina E2 (PGE2) e o6xido nitrico (NO), que estimula
receptores de glutamato NMDA (N-metil-D-aspartato), levando a danos no hipocampo e
perda de receptores de corticosterdides no loop feedback negativo do eixo HPA
(CASTANON et al., 2002; OXENKRUG, 2007).
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(3) funcéo do eixo HPA

Normalmente glucocorticoides inibem a producdo de citocinas
inflamatdrias, como parte do sistema de feedback do eixo HPA. Na depressao, tanto os niveis
de cortisol e de citocinas pro - inflamatdérias aumentam, o que sugere uma falha ou
desregulacdo dos mecanismos de feedback do eixo HPA (PACE; HU; MILLER, 2007). As
citocinas pro- inflamatdrias inibem a funcdo dos receptores glicocorticoides através da
estimulacdo da via MAPK (proteina cinase ativada por mitdgenos). Himmerich et al. (2006)
demonstraram uma associacéo entre 0 TNF-a nos niveis de plasma e atividade do eixo HPA
em pacientes deprimidos, postularando ser um efeito direto dos antidepressivos nos receptores
glicocorticoides.

H& dados tanto comportamentais e bioquimicos sobre o envolvimento de
citocinas prés-inflamatérios no mecanismo de acdo de drogas antidepressivas. O tratamento
cronico, mas ndo aguda com antidepressivos tipicos (imipramina, desipramina) e atipicos
(fluoxetina, tianeptine) antagonizaram tanto o sinais comportamentais de lipopolissacarideo
(LPS) e de IL -1B no comportamento doentio induzido e na atividade do eixo HPA
(YIRMIYA, 1996; SHEN et al., 1999; CASTANON; BLUTHE; DANTZER, 2001;
YIRMIYA et al., 2001).

Evidéncias sugerem que os antidepressivos sdo capazes de produzir efeitos
imuno- negativos que participam os efeitos farmacoldgicos (CASTANON et al., 2002;
BRUSTOLIM et al., 2006; JANSSEN et al., 2010). Neste contexto, um aspecto que tem sido
investigada por alguns pesquisadores sdo as propriedades anti- inflamatorias de
antidepressivos em varios modelos experimentais de inflamacdo (BIANCHI et al., 1995;
MAES et al., 1999; ABDEL-SALAM; NOFAL; EL-SHENAWY, 2003; HAJHASHEMI et
al., 2010).

Os antidepressivos triciclicos (ATCs) mostraram suprimir a sintese de
citocinas pro-inflamatéria e os sintomas depressivos (SHEN et al., 1999).

Tai et al. (2006) demonstraram que a coadministragdo intraretal de
amitriptilina (em concentracdes picomolares (15 pg/h) com morfina (15 pg/h) por 5 dias
atenuou a tolerancia a esta, mantendo o seu efeito antinociceptivo. Estes efeitos de
amitriptilina foram mediados através da inibicdo da expressdo citocinas pré-inflamatorias
como TNF -alfa, IL - 1 B, e IL - 6 em celulas da glia e pela prevencdo da regulacdo negativa
de transportadores de glutamato (mesmo aumentando a expresséo GLAST e GLT -1),
melhorando assim a recaptagdo dos niveis dos aminoécidos excitatdrios sinapticos no liquido

cefalorraquidiano dialisado.
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Além disso, Bluthe et al. (1999) mostraram que a IL- 10 seria capaz de
antagonizar os defeitos de comportamento, tais como o comportamento social deprimido,
induzidas por citocinas pré-inflamatorias. Estes resultados podem sugerir que a eficacia
clinica de antidepressivos seria relacionada aos seus efeitos imuno- negativos através do
aumento da producdo de IL - 10 (MAES et al., 1999). Por exemplo, os efeitos supressores de
desipramina sobre a producdo de IL- 4 sdo encontrados sete e 14, mas ndo 28 dias, ap6s 0
tratamento, enquanto que o tratamento prolongado com desipramina e amitriptilina durante 28
dias aumenta a producao de IL- 10.

Ao melhor de nosso conhecimento, existem evidéncias limitadas sobre os
mecanismos pelos quais os efeitos anti- inflamatdrios de amitriptilina pode ser mediada
(MARTELLI ET al., 1967; HAJHASHEMI ET al., 2010). Resultados demonstraram que
aplicacdo ip (intraperitoneal) e icv (intracerebroventricular) de amitriptilina reduziu
consideravelmente os niveis de IL - 1P nos tecidos na pata de ratos injetados com carragenina,
mas apenas a aplicago ip reduziu os niveis de TNF- . E mencionar que existe uma ligagdo
forte entre o desenvolvimento inflamatoria e a geracdo de dor (MARCHAND; PERRETTI;
MCMAHON, 2005). Estudos experimentais tém demonstrado que a inibicdo de PMN
migracdo de células e citocinas pro- inflamatdrias, diminui a hiperalgesia evocada por
diferentes estimulos inflamatérios (ABBADIE, 2005; REN; DUBNER, 2010). Portanto,
parece ser possivel que o efeito inibitorio de amitriptilina na migragdo de leucdcitos e as
concentragdes de IL - 1B TNF - o e, pelo menos em parte, participam na sua atividade

analgeésica.

Os estudos sobre os efeitos de citocinas na regulacdo de respostas no SNC
do Sl para o0 SNC, e o estudo das alteragdes comportamentais no contexto passaram, entdo, a
compreender dois enfoques diferentes e complementares: a tentativa de isolamento de
moléculas e das vias essenciais para a sinalizacdo em que se inserem. Por isso, evidencia-se
que as alteracbes de comportamento decorrentes de uma infeccdo ndo sdo consequéncias de
uma depressdo inespecifica do SNC, mas sim, de um conjunto de adaptacdes especificas e
muito bem organizadas nesse sistema (ALVES; PALERMO-NETO, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da amitriptilina (AMT) na colite induzida por DSS em camundongos

através de dois modelos experimentais: profilatico e terapéutico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliacdo da dose do antidepressivo amitriptilina (200 pug/ml) no Teste de Suspensdo da

Cauda;
b) Avaliacdo dos protocolos experimentais profilatico e terapéutico;
c) Avaliacgdo da atividade da mieloperoxidase no colon de todos os tratamentos;

d) Avaliacdo dos indices Clinicos (ganho de peso dos animais, peso e comprimento do célon)

dos animais tratados ou ndo com amitriptilina no modelo profilatico e terapéutico;
e) Avaliacdo do Burst oxidativo basal e induzido de polimorfonucleares circulantes;
f) Contagem do namero total e diferencial de leucécitos circulantes do sangue;

g) Fenotipagem dos linfocitos CD4*/ CD8" e mondcitos CD14";

h) Avaliar a influéncia do tratamento com amitriptilina sobre as concentracfes das citocinas

IL-1beta (IL-1p), IL-6 e TNF- alfa (TNF- ) no plasma por ELISA,

i) Avaliar a influéncia do tratamento com amitriptilina sobre as concentracdes das citocinas

IL-1beta (IL-1P), IL-6 e TNF- alfa (TNF- o)) no colon por ELISA;



j) Avaliacdo da inflamac&o por escore clinico e macroscépico no célon;

k) Avaliacdo histolégica do cdlon de todos os grupos;
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia
Aplicada e Toxicologia do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP).

4.1 ANIMAIS

Camundongos adultos do sexo masculino C57/BL6 (8 a 10 semanas de
idade) com peso entre 20- 30 gramas foram providenciados de proles obtidas do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade de Sdo Paulo. Os animais foram alojados em temperatura controlada (22-24°C)
e iluminados artificialmente em um ciclo de escuriddo de 12 h (luzes acesas as 06:00) com
livre acesso a racdo e agua. Maravalha esterilizada e livre de residuos foram usados como
cama dos animais. Os camundongos foram utilizados seguindo as normas e procedimentos
éticos relativos ao uso de animais de laboratdrio do Departamento de Patologia da FMVZ-
USP, as quais estdo de acordo com as normas do Comité de Etica no Uso de Animais da
FMVZ-USP (Protocolo# 2999/2013).

4.2 CORANTES CELULARES

« Liquido de Turk - Utilizado para corar as células do sangue periférico para contagem

total de leucdcitos.

* ROSENFELD (Merck®) - Utilizado para corar as células coletadas do sangue

periférico para contagem diferencial de leucdcitos.
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4.3 FARMACOS, REAGENTES E SOLUCOES

* Alciam Blue: corante para analise de muco nas laminas histoldgicas;

* amitriptilina (Cristalia Produtos quimicos e farmacéuticos): farmaco objeto deste estudo;

« Bradford Reagent (Sigma Aldrich®) — quantificacdo de proteina no célon;

* Dextran Sulfate Sodium (DSS - TdB ConsultancyAB, Uppsala, Sweden): inducéo de colite
experimental;

* Diacetato 2'7 Diclorofluoresceina (DCFH-DA/  Molecular  Probes, Eugene, OR) -
empregado na citometria de fluxo. Este reagente foi mantido congelado (-20°C) e protegido
da luz, sendo dissolvido em PBS no momento de uso;

* EDTA 10% (Sigma®) - anticoagulante utilizado nas coletas de amostras de sangue;

» Hematoxilina- eosina (H. E.)- corante para a avaliacdo histolégica;

« HTAB (5 g de hexadeciltrimetil brometo de amonia— Sigma (GIBCO Life Technologies,
Grand Island, NY) — tampdo utilizado na mieloperoxidase;

* Todeto de Propidio (PI) (Sigma®) - utilizado na técnica de citometria de fluxo, responsavel
pela emisséo de fluorescéncia vermelha captada pelo citbmetro;

* NaCl a 0,2% e 1,6%. - SolucBes utilizadas com o objetivo de romper as hemacias
presentes nas amostras analisadas no citdmetro de fluxo;

* PBS (Phosfate-buffered saline, pH=7,2- 7,4) - Solucdo utilizada nas técnicas de burst
oxidativo;

« PMA - Miristato-acetato de forbol- (Calbiochem®) - utilizado como estimulo para
desencadear o burst oxidativo de neutrofilos;

* Sacarose- SYNTH (PM= 342.30)- melhorar a palatabilidade;

» Solucdo tampdo para homogeinizacdo do cdlon contendo: 500 puL de PBS Tween 20
(Polyoxyethylene-sorbitan monolaurate - Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA) PBS-T
adicionado de inibidores de protease (1,6 mM de fenilmetilsulfonil fluoreto, 100 pg/mL de
hemisulfato de leupeptina, 10 pg/mL de 1mM hidrato de hidroclorido de benzamidina, 10
mM de EDTA) ug/mL de solucdo) e PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) (1 ul/mL de

solucéo);

* Reagentes utilizados no ELISA (Biolegend- USA) para determinacao de citocinas (IL-1 j,

IL-6 e TNF- a) do cdlon e do sangue (plasma) de camundongos;
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4.4 TESTE DE SUSPENSAO DA CAUDA (TSC)

O TSC é um modelo classico para a avaliacdo de sintomas depressivos no
comportamento de roedores (CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005). Ele tem sido
extensivamente validado para a avaliagdo de antidepressivos visando o tratamento da
depressdo humana.

Os grupos CONT e AMT eram compostos por 9 animais.
- Grupo CONT (Controle): &gua filtrada +glicose;
- Grupo AMT (amitriptilina): 4gua filtrada +AMT +glicose;

Os animais foram tratados ou ndo com a dose por via oral, de AMT, 200
pg/ml- acrescentado sacarose (6%) para melhorar a palatabilidade (CALDARONE et al.,
2003) e racdo a vontade durante catorze dias consecutivos e submetidos ao TSC no décimo
quinto dia, de acordo com Steru et al. (1985). Os camundongos Sao suspensos em um suporte
de madeira 50 cm acima da sua base do suporte. Os animais sdo fixados através da
extremidade distal da cauda (1 cm de distancia da sua extremidade), e sdo avaliados por 6
minutos. O teste propde que os camundongos gastem um tempo consideravel engajados em
movimentos laterais vigorosos, a fim de tentarem libertar-se do apego. Esta tentativa inicial é
seguida por um periodo de imobilidade. A laténcia para o estabelecimento da imobilidade
reflete um consumo interno para lutar contra o contexto aversivo e pode ser aumentada por
varias classes de antidepressivos. Inversamente, a duracdo total da imobilidade é reduzida

pela administracdo de tais farmacos (STERU et al., 1985).

45 MODELOS EXPERIMENTAIS DA COLITE E TRATAMENTOS
FARMACOLOGICOS

Dois tratamentos diferentes foram empregados. Eles séo referidos como

profilatico ou terapéutico.
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4.5.1 Modelo profilatico

O modelo profilético estd esquematizado na Figura 3 e possui 0s seguintes
grupos:
- Controle (VEIC): somente agua filtrada e racéo a vontade durante todo o experimento. n=7
animais;
- Colite (VEIC+DSS): Nos catorze dias iniciais recebiam somente agua filtrada e ragio a
vontade. No 152 dia ao 20? dia foi acrescentado DSS-3,5% na agua de beber ad libitum. n=11
animais;
- Colite+ amitriptilina (VEIC+DSS+AMT): Nos catorze dias iniciais recebiam somente 4gua
filtrada+ AMT (200 pg/mL) e racdo a vontade. No 152 dia ao 20? dia foi acrescido DSS-3,5%
na gua de beber ad libitum. n=11 animais;
- Controle amitriptilina (VEIC+AMT-200 pg/ml): somente agua filtrada+ AMT e racdo a
vontade durante todo o experimento. n=7 animais.

No 212 dia todos os animais foram submetidos a eutanasia para posterior
coleta de material. Todos 0s grupos receberam sacarose (6%) em sua agua de beber para
aumentar a palatabilidade (CALDARONE et al., 2003).

Figura 3 - Esquema em dias do Modelo Profilatico

MODELO PROFILATICO DSS=3,5%

1 14 15 ™ 20 21 DIAS
Cont ( VEIC); Cont (VEIC); Eutanasia
Colite (VEIC); Colite (VEIC +DSS);

Colite+ AMT (VEiC+ AMT); Colite+ AMT (VEIC + DSS+AMT);
Cont+AMT (VEIC+AMT). Cont+ AMT (VEIC+AMT).

Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Grupo Cont (VEIC) = grupo controle- veiculo que recebeu apenas agua filtrada; grupo Colite
(VEIC) = grupo veiculo que ainda ndo recebeu DSS na agua filtrada; grupo: Colite+ AMT (VEIC+ AMT) =
grupo veiculo+ AMT que ainda ndo recebeu DSS na agua filtrada; grupo Cont+ AMT= grupo controle que
recebe apenas agua filtrada + AMT; Grupo colite (VEIC+DSS) = grupo colite que recebeu DSS na agua
filtrada; grupo colite+ AMT= grupo veiculo+ AMT que recebeu DSS na &gua filtrada.
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4.5.2 Modelo terapéutico

Esse modelo ilustrado pela figura 4 se caracteriza por dois ciclos de DSS
(2,5%) nos grupos Colite e Colite+ amitriptilina. Todos os grupos receberam sacarose (6%)
em sua agua de beber para aumentar a palatabilidade. Grupos:
- Controle (VEIC): somente agua filtrada e racéo a vontade durante todo o experimento. n=7
animais;
- Colite (VEIC+DSS): Nos cinco dias iniciais receberam agua filtrada+ DSS (2,5%) e racgéo a
vontade. No 62 dia ao 192 dia 0 DSS (2,5%) foi retirado da agua de beber ad libitum. No 202
dia ao 25? dia foi acrescido novamente o DSS (2,5%) na agua de beber. n=11 animais;
- Colite+ amitriptilina (VEIC+DSS+ AMT): Nos cinco dias iniciais receberam agua filtrada+
AMT (200 pg/mL) +DSS (2,5%) e racéo a vontade. No 62 dia ao 192 dia 0 DSS (2,5%) foi
retirado da agua de beber ad libitum. No 20? dia ao 25 dia receberam a agua filtrada e foi
acrescido somente o DSS (2,5%) na agua de beber. n=8 animais;
- Controle amitriptilina (VEIC+AMT): somente &gua filtrada+ AMT (200 pg/mL) e racio a
vontade durante todo o experimento. n=8 animais.

No 262 dia todos os animais foram submetidos & eutandsia para posterior

coleta de material.

Figura 4 - Esquema em dias do Modelo Terapéutico

MODELO TERAPEUTICO
DSS= 2,5% DSS=2,5%
\________‘—_'_____,/
1 5 6 19 20 )5 26 Dias

Cont (VEIC): Cont (VEIC): Cont (VEIC);
Colite (VEIC+ DSS): Colite (VEIC+DSS); Colite (VEIC+ DSS);
Colite+AMT (VEIC+ Dss+AMT);,  COlittetAMT (VEIC +DSS+AMT); Colite+AMT (VEIC +DSS+ AMT);
Cont+AMT (VEIC+ AMT). - Cont+AMT (VEIC+AMT). Cont+AMT (VEIC+AMT).

Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Grupo Cont (VEIC) = grupo controle- veiculo: recebeu apenas agua filtrada; grupo Colite (VEIC+
DSS- em vermelho) = grupo veiculo que recebeu DSS (2,5%) na &gua filtrada; grupo: Colite+ AMT (VEIC+
DSS+AMT em vermelho) = grupo veiculo+ AMT que recebeu DSS (2,5%) na agua filtrada; grupo Cont+
AMT= grupo controle que recebe apenas agua filtrada + AMT; Grupo colite (VEIC+DSS em preto) = grupo
colite que recebeu apenas agua filtrada; grupo colite+ AMT= grupo veiculo+ AMT que nao recebeu DSS na
agua filtrada.



4.6 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Os animais foram eutanasiados apds anestesia profunda,
intraperitoneal (i.p.) com cetamina e xilazina (100 e 10 mg/kg).

4.7 DETERMINACAO DO GANHO DE PESO DO ANIMAL (%)

Avaliacdo da porcentagem do ganho de peso (%) dos grupos foi realizada pela formula:

GP (%) = peso final- peso inicial X 100

peso inicial

4.8 DETERMINACAO DO COMPRIMENTO E PESO DO COLON
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via

O comprimento do co6lon foi constatado apds medi-lo com o uso de régua

com escalas.

A determinagdo do peso do cdlon foi atraves da retirada do conteudo

intestinal com swab estéril e pesando o tecido.

4.9 AVALIACAO DA INFLAMAGCAO POR ESCORE CLINICO E MACROSCOPICO NO

COLON

A Avaliacdo da inflamacéo por escore clinico e macroscopico no célon foi

realizado através da observacdo das caracteristicas das fezes, presenca de sangue e a

inflamacéo do cdlon baseando-se no artigo de Melgar, Karlsson e Michaélsson (2005) com

adaptacgdes na figura 5.
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Figura 5 - Avaliacdo da inflamacdo por escore clinico e macroscdpico no célon

Escore Fezes Sangue
0 Normal Ausente
1 Bolos fecais umidos e Oculto
frouxos
2 Amorfo, Umido e pegajoso  Sangue
3 Diarreia Sangue em todo o colon

Fonte: (Melgar, Karlsson e Michaélsson (2005), adaptado por NAMAZU (2015)).

4.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE (MPO)

O colon durante a coleta foi dividido em duas partes: proximal e distal.
Sendo que ambas as partes eram novamente divididas em duas partes para analise de citocinas
e mieloperoxidase. As amostras foram congeladas, pesadas e homogeneizadas com tampé&o
HTAB (5 g de hexadeciltrimetil brometo de ambénia— Sigma (GIBCO Life Technologies,
Grand Island, NY) e centrifugados (10 minutos, 12000 rpm na centrifuga refrigerada)).
Coletou-se o sobrenadante, pipetou 10 ul da amostra em duplicata diretamente em uma placa
de 96 wells. Logo apds foi adicionado 200 pl de tampdo substrato. Esperou 5 min para a
reacdo agir e foi adicionado 50 pl de azida diluida para bloquear a reacdo. Utilizou como
branco 200 pl de tampdo substrato. A leitura foi feita em espectrofotometro (450 nm) e
corrigido pelo peso do tecido: (Absorbancia/peso em mg).

A atividade de MPO ¢é descrita em unidades mg de tecido umido, onde 1
unidade de MPO é definida como a quantidade de enzima capaz de converter 1 umol de
peroxido de hidrogénio em agua por 1 minuto em temperatura ambiente. A metodologia
baseou-se na descrita por Bradley et al. (1982) com modificaces.
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4.11 BURST OXIDATIVO DE POLIMORFONUCLEARES SANGUINEOS

O método proposto por Hasui et al. (1989) foi utilizado para a analise do
burst oxidativo, utilizando um citdmetro de fluxo (FACScalibur  Becton  Dickinson
Immunocytometry System, San Jose, CA, USA) conectado com um computador (Machintosh
Apple, CA, USA). Foram adquiridos 30000 eventos por amostra utilizando-se o software Cell
Quest Pro (Becton Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA, USA). No dia da
coleta, os camundongos foram anestesiados com cetamina e xilazina e o sangue foi coletado
por puncao cardiaca. O sangue foi armazenado em microtubos de 1,5 ml com 10ul de EDTA-
10%. Foram usadas amostras sanguineas de 50ul para a analise do burst oxidativo. Uma
bateria de 3 tubos de polipropileno foi, entdo, montada e numerada de “A” “A”, “B” ¢ “E”
para cada animal. Cada tubo (de acordo com a letra) recebeu uma substancia diferente,

obedecendo-se sempre a uma mesma ordem como ilustra a figura 6.

Figura 6 - Representa¢do esquematica da sequéncia de reagentes nas técnicas de burst oxidativo

Fonte: Costa (2004) adaptado por NAMAZU (2015).
Legenda: Tubo A= células (sangue); Tubo B= células +DCFH e Tubo C= células+ DCFG+PMA.

Desta forma, todos os tubos de “A”, “B” e “E” receberam aliquotas, que
corresponderam a 2x10° leucocitos. Os tubos com as letras “B” e ”E” receberam 200pul da
solucgéo de 2,7, diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) 3mM cada. O tubo de letra “E”
recebeu 100ul de miristato-acetato de forbol (PMA) (100ng). Como as amostras devem
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apresentar um volume final de 1100pl, todos os tubos foram completados com PBS 1x. Sendo
assim, todos os tubos “A” receberam 1000ul de PBS, os tubos “B” 800ul, e, finalmente “E”
receberam 700ul. Em seguida, os tubos foram incubados em banho-maria sob agitacdo a
37°C, por 30 minutos. Depois da incubacéo, foram adicionados 2mL de EDTA 3mM para
interromper a reacdo, sendo os tubos centrifugados posteriormente a 1200rpm, por 10

minutos.

No experimento para a analise de atividade de neutrofilos, o sangue, apos a
centrifugacdo, desprezou-se o0 sobrenadante. As células foram ressuspensas por agitacao
manual, realizando-se a seguir a lise hipotonica das amostras com solugdes de NaCl a 0,2%
e 1,6%. Primeiramente, foi colocado em cada tubo 2 mL de NaCl a 0,2%, durante 20
segundos. Imediatamente ap0ds este periodo, colocaram-se mais 2 mL de NaCl a 1,6% para
tornar a solucdo isotbnica novamente. Em sequéncia, os tubos foram centrifugados
novamente, sendo desprezados os sobrenadantes obtidos. Foi, entdo, realizada uma nova lise
hipotdnica (pela segunda vez), seguindo todo o procedimento citado acima. Apos a segunda
lise, os tubos foram centrifugados pela ultima vez, sendo os sobrenadantes desprezados. As

celulas resultantes foram ressuspensas em 200l de PBS gelado.

Apds todo este procedimento, efetuou-se a leitura das amostras no citbmetro
de fluxo, sendo que o tubo “A” foi utilizado para a calibrag¢do do aparelho (fluorescéncia basal
das células), os tubos “B” e “E” foram utilizados para a avaliacdo do burst oxidativo. Cada
amostra passou pelo citdmetro apenas uma vez e, de cada uma, foram adquiridos 10000
eventos (células). Os valores referentes ao burst oxidativo das amostras foram avaliados por
meio da média geométrica da intensidade de fluorescéncia emitida pela populacéo de células
(Figuras 7 e 8). Este valor, ou seja, a média geométrica (geo mean) é dada pelo aparelho e foi
esta unidade utilizada para se avaliar a intensidade de fluorescéncia das células.



Figura 7 - llustracdo das células totais do Burst Basal (A- B)
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Figura 8 - Fluorescéncia basal dos granulécitos (A-B)
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Apdbs a homogeneizacdo de cada amostra de sangue com EDTA, foi feita a
diluicdo a 01h20min, em pipeta hematimétrica, com liquido de Turk e a contagem feita em
camara hematimétrica de Neubauer modificada, conforme descrito por Birgel (1982) e o
resultado apresentado em milhares de células por mm®.

Os esfregacos sanguineos que foram confeccionados logo apds a coleta
das amostras de sangue, foram submetidos & coloragdo de Rosenfeld (1947). Em cada
esfregaco foram contados 100 leucdcitos, identificando-se as células polimorfonucleares

granuldcitos (neutréfilos) e os mononucleares agranulécitos (linfocitos e monacitos).

4.13 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS NO PLASMA

A andlise de citocinas foi realizada pelo Teste de ELISA de acordo com o
fabricante (Biolegend, USA) no plasma (IL-1 beta, IL-6 e TNF-a). Apos anestesiar o animal
e com o0 uso de uma seringa 1 mL e agulha, o sangue foi extraido da veia cava inferior e
posteriormente centrifugado a 4000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi coletado e
guardado em eppendorffs e congelados a -80°C para posterior anélise de citocinas seguindo
instrugdes do fabricante (Biolegend).

4.14 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS NO COLON

No dia da coleta, os camundongos foram anestesiados por uma overdose de
cetamina e xilazina. Na sequéncia foram coletados: uma de amostra de sangue e o célon para
que fosse dividido em dois fragmentos de igual comprimento (proximal e distal) e
subdivididos novamente em duas partes, uma para mieloperoxidase e outra para citocinas.
Para realizacdo da dosagem de citocinas (IL-1 BETA, IL-6 e TNF- ALFA), 100 mg do
intestino delgado de cada camundongo foram colocados em eppendorffs e homogeneizados
utilizando-se homogeneizador de tecidos (Omnith International, EUA) e solucdo tampéo
contendo 500 pL de PBS Tween 20 (Polyoxyethylene-sorbitan monolaurate - Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) PBS-T adicionado de inibidores de protease (1,6 mM de
fenilmetilsulfonil fluoreto, 100 pg/mL de hemisulfato de leupeptina, 10 pg/mL de 1mM
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hidrato de hidroclorido de benzamidina, 10 mM de EDTA) ug/mL de solucdo) e PMSF
(phenylmethylsulfonyl fluoride) (1 ul/mL de solucdo). Ap6s a homogeneizacdo a amostra foi
centrifugada em 14.000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante separado para a
quantificacdo de citocinas e armazenado a -80° C, para posterior dosagem de citocinas. A
quantificacdo de proteina total foi realizada utilizando-se o Bradford Reagent (Sigma
Aldrich®), segundo o fabricante, e a leitura das amostras foi realizada em espectofotometro
(562 nm). A gquantidade de citocina em cada amostra foi determinada pela relacdo do valor de
citocina encontrado pelo ensaio enzimatico (ELISA de acordo com o fabricant Biolegend)

sobre o valor total de proteina no tecido (pg de citocina/ mg de proteina).

4.15 FENOTIPAGEM DE LINFOCITOS T CD4", LINFOCITOS T CD8" E MONOCITOS
CD14"™

A suspensdo das células do sangue foi submetida a lise com tampéao de lise
ACK. Foi utilizado 50 ul do sangue total para analise. Os leucdcitos foram marcadas em
sua superficie com anticorpo anti-CD3 conjugado a PE (phyrcoerytrin), anti-CD8 conjugado
a PerCP (peridinin chlorophyll), anti-CD4 conjugado com APC (allophycocyanin) e CD14
conjugado a FITC (fluorescein isothiocyanate). A fluorescéncia do FITC foi mensurada a
530/30 nm (detector FL1), a fluorescéncia da PE foi mensurada a 585/42 nm (detector FL2),
a fluorescéncia da PerCP foi mensurada a 670/LP (detector FL3) e a fluorescéncia da APC
foi mensurada a 661/16 (detector FL4). A analise de fenotipagem exigiu 0 uso de um
citdmetro de fluxo, da qual o utilizado foi o da Becton Dickinson Immunocytometry System
(San Jose, CA, USA) conectado a um computador (Macintosh Apple, San Jose, CA, USA).
Foram adquiridos 10000 eventos por meio do programa denominado Cell Quest Pro®
(Becton Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA, USA). A analise da aquisicéo
dos eventos foi realizada por meio do programa FlowJo® versido X.

As subpopulag6es celulares dos linfocitos foram reconhecidas por meio das
propriedades FSC - Foward Scatter e SSC - Side Scatter que avaliam o tamanho e a
complexidade das células, respectivamente. As fluorescéncias foram adquiridas em escala

logaritmica para avaliagdo das moléculas de superficie celular
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Foram analisadas através do sofware FlowJo® as populacdes de interesse
(linfécitos T CD4", linfdcitos T CD8", e mondcitos CD14" - Figuras 9 e 10) por meio de
gates, excluindo-se assim outros tipos celulares das amostras. Além disso, para 0s
experimentos, as fluorescéncias do citdbmetro foram compensadas com um tubo de

células ndo marcadas e tubos marcados com fluorescéncias individuais.

Figura 9 - Esquema demonstrando a sele¢éo das populagdes por fenotipagem
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: A. Citograma da populacéo de células encontradas no sangue;

B. Citograma correspondente a células marcadas com anti-CD3 e anti-CD4 (linfocitos T CD4);
C. Citograma correspondente marcadas com anti-CD3 e anti-CD8 (linfdcitos TCD8).

As setas indicam o fluxo de anélise dos dados obtidos.
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Figura 10 - Dot plot e histograma representativo na analise do percentual de Monocitos CD14+
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Fonte: NAMAZU (2015).
Legenda: (A) Dot Plot das células utilizadas para a analise do CD14"; (B) Fluorescéncia das células marcadas
com anti- CD14". As setas indicam o fluxo de analise dos dados obtidos.

4.16 AVALIACAO HISTOLOGICA DO TECIDO DO COLON

Foram coletados dois pequenos fragmentos, um da porgédo proximal e outro
da distal do colon, que foram processados para analise histopatolégica. O tecido foi fixado em
solucdo de formol a 10% por 48 h e posterior processamento padrdo para inclusdo do tecido
em parafina. Secdes de cinco micrémetros foram utilizados para coloracdo com H & E
(Hematoxilina Eosina). A avaliacdo histolégica foi executada por um observador que
desconhecia o codigo de identificacdo (cego) usando uma escala tal como descrito
anteriormente (CHEN et al., 2008). Resumidamente, uma escala de 3-4 pontos foi utilizada
para designar a gravidade da inflamacdo (0= nenhuma, 1= ligeira, 2= moderado e 3 = grave),
0 grau de envolvimento (0= nenhuma, 1= mucosa, 2= mucosa e submucosa, e 3= transmural)
e extensdo do dano epitelial / cripta (0= nenhuma 1= um terco basal 2= dois tercos basais, 3 =
perda de cripta, e 4 = cripta e destruicdo da superficie epitelial). Pardmetros foram

adicionados para obter a pontuacéo geral.
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4.17 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram avaliados por Anélise de variancia (ANOVA) de
uma via com nivel de confianca de 95%. Foram considerados significantes os valores de
P<0,05. Os dados paramétricos foram analisados através do teste “t” de Student ou da analise
de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey de comparages multiplas,
para avaliacdo dos contrastes. Os resultados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis com sua resolucéo propria. Todos os calculos foram realizados utilizando o

Software estatistico GraphPad Prism versdo 6.0 (San Diego California, EUA).
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5 RESULTADOS
5.1 TESTE DE SUSPENSAO DA CAUDA (TSC)

O tempo de imobilidade/ laténcia (Figuras 11 e 12) dos animais tratados
com AMT mostraram o efeito estatistico do antidepressivo quando comparado ao grupo
controle. Nas analises do tempo de imobilidade e laténcia, o grupo AMT que recebeu via oral
0 antidepressivo mostrou uma diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (CONT),

evidenciando assim o efeito antidepressivo no TSC.

Figura 11 - Efeitos do tratamento oral de AMT sobre o tempo total de imobilidade no TSC
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Fonte: NAMAZU (2015).
Legenda: O grupo tratado com AMT (168,1+34,1) foi significativo em comparacdo ao grupo CONT
(102,1+39,3). Os dados mostram a concentragdo média +/- S.D. Anova uma via. Baseado no Test t * (p< 0,05).
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Figura 12 - Efeitos do tratamento oral de amitriptilina sobre o tempo total de laténcia no TSC
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Efeitos do tratamento oral de amitriptilina sobre o tempo total de laténcia no TSC. O grupo
tratado com AMT (258% 39,3) foi significativo em comparagéo ao grupo CONT (203+ 32,1). Os dados
mostram a concentragdo média +/- S.D. Anova uma via. Baseado no Test t * (p< 0,05).

5.2 MODELO PROFILATICO

5.2.1 Curva de sobrevida

Na curva de sobrevida dos animais no modelo profilatico ndo houve perda

de animais durante todo o tratamento.

5.2.2 Avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase

A administracdo profilatica de AMT antes do tratamento DSS na porgdo
proximal parcialmente impediu o infiltrado neutrofilico encontrado no grupo colite-
VEIC+DSS (Figura 13). A AMT reverteu a infiltracdo de neutréfilos, na porcéo distal do
colon no modelo preventivo (Figura 14). Estes resultados sugerem que AMT impede a
infiltracdo de neutrofilos no colon (porcdo proximal e distal), caracteristica da inflamagéo

aguda (colite- DSS), portanto, reduzindo sua gravidade.
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Figura 13 - Avaliacao da atividade da enzima mieloperoxidase no c6lon proximal no modelo profilatico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Prevencdo parcial da infiltragdo de neutrdfilos pela AMT. Enquanto o grupo VEIC+DSS (0,007+
0,0016) mostrou um aumento da MPO no tecido do célon em comparacdo com amostras no inflamadas (VEIC
ou VEIC+AMT) (*p <0,05). A administragio prévia de AMT (VEIC+DSS+AMT= 0,005 + 0,0014) previne
parcialmente o aumento da atividade da MPO (# p< 0,05) comparado com o grupo (VEIC+DSS) quando
comparado ao grupo VEIC+DSS. O grupo inflamado tratado com AMT (VEIC+DSS+AMT) diferiu do grupo
VEIC+AMT (0,003+ 0,0006). Os dados mostram a concentragdo média +/- S.D Anova uma via- Teste de Tukey
(p< 0,05).

Figura 14 - Avaliacéo da atividade da enzima mieloperoxidase no colon distal no modelo profilatico

COLON DISTAL

° -

g 0.015

(&

Qo

o *

£ 0.0101

7]

1))

g *#

S 0.005

C

=2

o || s

% 0.000- : =y — .
VEIC VEIC+DSS VEIC+DSS+AMT VEIC+AMT

Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: os grupos VEIC+DSS (0,008+ 0,0024) e VEIC+DSS+AMT (0,005+ 0,0005) ocorreram uma
maior infiltracdo de neutr6filos no colon em relagdo aos grupos controles (VEIC e VEIC+AMT)
(*p<0,05). A administracio prévia de AMT (VEIC+DSS+ AMT= 0,005+ 0,0014) previne parcialmente o
aumento da atividade da MPO (# p< 0,05) comparado com o grupo (VEIC+DSS). Os dados mostram a
concentragdo média +/- S.D Anova uma via- Teste de Tukey (p< 0,05).
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5.2.3 Avaliacao dos indices clinicos- modelo profilatico

A administracdo profilatica de AMT antes do tratamento DSS parcialmente
impediu a reducdo do ganho de peso (%) quando comparado ao grupo colite-VEIC+DSS
(Figura 15). Este resultado sugere que AMT impediu um dos principias sintomas
caracteristicos de colite-DSS, reduzindo sua gravidade.

Apobs a coleta do colon do animal, este foi medido com uma régua para ser
avaliado comprimento do célon (Figura 16). O grupo inflamado tratado com AMT
(VEIC+DSS+AMT) reduziu o comprimento do colon quando comparado com 0S grupos
controles (VEIC e VEIC+AMT), no entanto, seu comprimento nio foi menor quando

comparado ao grupo colite- DSS, mostrando assim o efeito benéfico da AMT.

Figura 15 - Ganho de peso (%) dos animais no Modelo Profilatico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: O grupo VEIC+DSS (-3+ 3,27) diferiu dos grupos controle VEIC (3,7+ 0,61) e VEIC+AMT (2,3+
1,63) (*p <0,05). A administraco prévia de AMT (VEIC+DSS + AMT= 1,76 + 2,44) previne parcialmente a
reducdo do ganho de peso (%) (# p< 0,05) comparado com o grupo (VEIC+DSS). Os dados mostram a
concentragdo média +/- S.D. Anova uma via- Teste de Tukey (p< 0,05).
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Figura 16 - Comprimento do c6lon no Modelo Profilatico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Os grupos VEIC+DSS (6,6 1,02) e VEI+DSS+AMT (7,2+ 0,54) mostraram diferenca estatistica
quando comparados aos grupos controle (VEIC (8,4+ 0,58) e VEIC+AMT (8,3+ 0,58) (*p<0,05). O grupo
VEIC+DSS foi diferente estatisticamente em relacdo ao grupo inflamado tratado com AMT
(VEIC+DSS+AMT), (# p< 0,05). Os dados mostram a concentracdo média +/- S.D. Anova uma via- Teste de
Tukey (p<0,05).

O peso do célon (Figura 17) foi avaliado apos retirada do seu conteudo e
pesado em uma balanca de precisdo. A andlise estatistica mostrou que o peso do célon néo foi

influenciado pelos tratamentos estudados.

Figura 17 - Peso do c6lon no Modelo Profilatico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: N&do houve diferenca estatistica em relacdo aos grupos estudados. Anova uma via- Teste de
Tukey (p > 0,05).

O escore realizado do conteddo do colon foi realizado para avaliar a
consisténcia das fezes (Figura 18) e presenca de sangue nas fezes (Figura 19). Em todos 0s

escores, 0 tratamento profilatico amenizou a gravidade do modelo e colite.



Figura 18 - Escore clinico das fezes na avaliagdo macroscépica do cdlon
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Os animais do grupo VEIC+DSS (1,81 + 0,60) apresentaram maior escore estatistico clinico das
fezes em relagdo aos grupos controle (VEIC e VEIC+AMT), (*p<0,05). O tratamento com AMT
(VEIC+DSS+AMT= 0,090+ 0,30) melhorou os sintomas da colite reduzindo a diarreia, # p<0,05. Os
dados mostram a concentra¢do média +/- S.D. Anova uma via- Newman- Keuls (p<0,05).

Figura 19 - Avaliacdo do escore da presenca de sangue nas fezes

*

-

s #

VEic VEIC+DSS VEIC+DSS+AMT VEIC+AMT

N
1

Escore da presenga
de sangue nas fezes
—

o

Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Os animais do grupo VEIC+DSS (1,81+ 0,60) apresentaram maior escore de inflamagdo em
relacio aos grupos controle (VEIC=0 e VEIC+AMT=0). O tratamento com AMT
(VEIC+DSS+AMT=0,01%+ 0,30) melhorou os sintomas da colite reduzindo a inflamagdo. Os dados
mostram a concentra¢do média +/- S.D. Anova uma via- Newman- Keuls (p<0,05).
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5.2.4 Burst oxidativo de neutrofilos- modelo profilatico

A analise estatistica mostrou que ha diferencas significantes entre os grupos
controles e inflamado e este com o grupo inflamado tratado com AMT, com aumento do burst
basal (Figura 20) e o burst induzido por PMA (Figura 21).

Figura 20 - Quantificagdo do Burst oxidativo no modelo preventivo da AMT
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: O grupo VEIC+DSS (269,4+ 13,7) aumentou significativamente o burst basal em relacdo aos grupos
controle: VEIC (160 7) e VEIC+AMT (188+ 34,5). O grupo VEIC+DSS+AMT (190,7 + 36,8) reduziu a
atividade de neutr6filos sanguineos em relagdo ao grupo inflamado (VEIC+DSS). Os dados mostram a
concentragdo média +/- S.D. Anova uma via- Teste de Tukey (p< 0,05).

Figura 21 - Quantificagéo do Burst oxidativo induzido por PMA em modelo preventivo da AMT

5000+
< *
= 4000
o
1
v © J
S 3 3000
o c *#
T @D
g O 20004 =
29
2 5 1000 | |
Q3
e —
E u T T
VEiC VEiC+DSS VEIC+DSS+AMT VEIC+AMT

Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: O grupo VEIC+DSS (3881+588) aumentou significativamente o Burt basal em relagdo aos grupos
controle: VEIC (1023 304) e VEIC+AMT (1308+ 274). O grupo VEIC+DSS+AMT (1820 + 354) reduziu a
atividade de neutréfilos sanguineos em relag&o ao grupo inflamado (VEIC+DSS) e ao grupo controle (VEIC). Os
dados mostram a concentra¢do media +/- S.D. Anova uma via- Teste de Tukey (p< 0,05).
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5.2.5 Contagem do numero total de leucdcitos circulantes

Nao houve diferenca estatistica entre 0os grupos na contagem do
namero total de leucocitos circulantes (Figura 22) no modelo profilatico.

Figura 22 - Namero total de leucécitos circulantes do sangue

500

400 |

3004

2004

1001

Nudmero total de leucoécitos

circulante (10°)

— " T "
VEIC+DSS VEIC+DSS+AMT VEIC+AMT

Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: N&o houve diferenca estatistica entre os grupos. Anova uma via- Teste de Tukey (p> 0,05).

5.2.6 Contagem diferencial de leucdcitos (%) circulantes no sangue periférico

A Figura 23 mostra que o grupo inflamado colite- DSS mostrou maior
contagem de neutrofilos (%) em relagdo aos outros grupos controle. O grupo tratado com
AMT reverteu a contagem de neutrofilos (%) em relacdo ao grupo colite- DSS atenuando a
gravidade da colite. A Figura 24 o grupo colite- DSS apresentou maior contagem de linfocitos

(%) e na contagem de mondcitos (%) (Figura 25) ndo houve diferenca estatistica.
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Figura 23 - Contagem de neutréfilos (%) no sangue periférico do modelo preventivo
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: O grupo inflamado (VEIC+DSS= 30,22+ 11,8) diferenciou estatisticamente grupos controle:
VEIC= 14,4+ 6,4 e VEIC+AMT= 28,20+ 56), * (p <0,05). O grupo inflamado e tratado com AMT
(VEIC+DSS+AMT= 17,4+ 7,2) diferiu do grupo inflamado, reduzindo assim a gravidade da colite, #
p>0,05. Os dados mostram a concentracdo média +/- S.D. Anova uma via- Teste de Tukey (p <0,05).

Figura 24 - Contagem de linfacitos no sangue periférico (%) do modelo profilatico
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Fonte: NAMAZU (2015). i )
Legenda: O grupo inflamado (VEIC+DSS= 63,14+ 10,7) diferenciou estatisticamente dos grupos controle: VEIC
(78,29+ 9,1), * (p <0,05). Os dados mostram a concentragdo média +/- S.D. Anova uma via- Teste de Tukey (p
<0,05).
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Figura 25 - Contagem de mondcitos no sangue periférico (%) do modelo profilatico
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Fonte: NAMAZU (2015).
Legenda: Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. Anova uma via- Teste de Tukey (p> 0,05).

5.2.7 Fenotipagem dos linfocitos CD4"/ CD8" e mondcitos CD14" circulantes

A fenotipagem dos linfocitos CD4"/ CD8" e mondcitos CD14" (figuras 26,
27 e 28) nao mostraram diferencas estatisticas entre 0s grupos estudados.

Figura 26 - Fenotipagem dos linfécitos CD4* no modelo profilatico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Nao houve diferenca estatistica entre 0s grupos. Anova uma via- Teste de Tukey
(p>0,05).
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Figura 27 - Fenotipagem dos linfécitos CD8+ no modelo profilatico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: N&o houve
(p>0,05).

Figura 28 - Fenotipagem
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(p>0,05).
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Legenda: N&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos. Anova uma via- Teste de Tukey

5.2.8 Quantificacdo dos niveis circulantes de citocinas

A figura 29 ilustra os niveis séricos de IL-1B dos tratamentos estudados

(profilatico e terapéutico). O grupo inflamado apresentou maior nivel sérico quando

comparados com 0s outros grupos experimentais no modelo profilatico, porém no modelo
terapéutico ndo houve diferenca estatistica.
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Figura 29 - Quantificagdo dos niveis de IL-1f (Beta) no plasma sanguineo
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Fonte: NAMAZU (2015). )
Legenda: (A) Modelo Profilatico: O grupo VEIC+DSS (51,12+ 60) aumentou significativamente os niveis de IL- 1P

em relacdo aos grupos controle (VEIC=0 e VEIC+AMT =0), *p<0,05 e ao grupo tratado VEIC+DSS+AMT= 0), #
p<0,05. Os dados mostraram a concentragdo média +/- S.D. Anova uma via- Teste Newman- Keuls (p< 0,1). (B)
Modelo Terapéutico: Nao foram encontradas diferengas estatisticas entre 0s grupos estudados. Anova uma via- Teste

de Tukey (p> 0,05).

Os niveis séricos de I1L-6 (Figura 30), no modelo profilatico aumentaram
nos grupos: inflamado e inflamado tratado com AMT. Porém, o modelo profilatico reduziu
esse aumento quando comparado com o grupo colite- DSS. Enquanto que no modelo

terapéutico ndo mostrou diferenca estatistica.

Figura 30 - Quantificagdo dos niveis de IL-6 no plasma sanguineo
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Fonte: NAMAZU (2015). i
Legenda: (A) Modelo Profilatico: Houve aumento estatisticamente significante de 1L-6 no grupo VEIC+DSS (49,27+

17) e do grupo tratado, (VEIC+ DSS+ AMT= 34,32+ 6) em relacdo aos grupos controle (VEIC= 28,34+ 3,24 e
VEIC+AMT=21,443) (*p <0,05). Ainda, (VEIC+ DSS+ AMT= 34,32+ 6) foi capaz de prevenir este aumento (#p
<0,05) comparado com o grupo VEIC+DSS) nos niveis circulantes desta citocina IL-6 (pg/ mL) no soro dos animais.
Os dados mostraram a concentragdo média +/- S.D. Anova uma via seguida pelo teste de Tukey (*p<0,05). (B)
Modelo Terapéutico: Nao foram encontradas diferengas estatisticas entre os grupos estudados. Anova uma via- Teste

Newman- Keuls (p> 0,05).

O modelo profilatico ndo mostrou diferenca nos niveis séricos de TNF-a em

ambos 0s modelos experimentais (Figura 31).
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Figura 31 - Quantificacdo dos niveis de TNF- a (alfa) no plasma sanguineo
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: (A) Modelo profilatico: Ndo foram observadas diferencgas estatisticas nos niveis circulantes de
TNF- ALFA (pg / mL) no plasma dos animais. ANOVA uma via- Teste de Tukey (p >0,05). (B) Modelo
Terapéutico: Nao foram encontradas diferencgas estatisticas entre os grupos estudados. Anova uma via-
Teste Newman- Keuls (p> 0,05).

5.2.9 Quantificacdo de citocinas do célon proximal - modelo profilatico

A concentracdo de IL-1p (Figura 32), IL-6 (Figura 33) e TNF-a (Figura 34)
no célon proximal e distal aumentaram no grupo inflamado- DSS quando comparado com 0s
grupos controles. Em relacdo ao grupo inflamado e tratado com AMT, o antidepressivo foi

capaz de reverter o aumento dos niveis de destas citocinas no c6lon (proximal).



Figura 32 - Concentracdo de IL-1p (beta) no célon proximal modelo profilatico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: No grupo VEIC+DSS (48,3+ 17,2) ocorreu uma maior infiltragdo de IL-1 beta no célon em
relagdo aos grupos VEIC (16,4+6,3) e VEIC+AMT (18 5,7), p*<0,05. O grupo inflamado tratado com
AMT (VEIC+DSS+AMT= 30,16) reduziu a concentracio de IL-1 p comparado ao grupo colite
(VEIC+DSS), # p>0,05. Os dados mostraram a concentragio média +/- S.D., Anova uma via- Test Tukey
(p<0,05).

Figura 33 - Concentracéo de IL- 6 no c6lon proximal do modelo profilatico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: A concentragéo de IL-6 no célon distal do grupo VEIC+DSS (112,8+90,1) aumentou em relagio
aos grupos controle (VEIC = 11+ 5,15 e VEIC+AMT= 9,1+ 4,31), p*<0,05. O grupo inflamado tratado
(VEIC+DSS+AMT=19,9+ 20,1) reduziu a concentragio de IL-6 comparado ao grupo colite (VEIC+DSS),
# p>0,05. Os dados mostram a concentragdo da média +/- S.D. Anova uma via-Teste de Tukey (p< 0,05).

84
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Figura 34 - Concentracdo de TNF- ALFA na porcéo proximal do célon no modelo profilatico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: O grupo VEIC+ DSS (33+ 34,5) foi significativo em relacdo aos grupos controles (VEIC=0 e
VEIC+AMT=0), p*<0,05. O tratamento prévio de AMT (VEIC+DSS+AMT= 14+14,1) impediu o aumento de TNF-
alfa no tecido), # p>0,05. Os dados mostram a concentragcdo media +/- S.D Anova uma via- Teste Newman-Keuls (p
<0,05).

5.2.10 Quantificacdo de citocinas do colon distal - modelo profilatico

A concentracdo de IL-1p (Figura 35), IL-6 (Figura 36) e TNF-a (Figura 37)
no célon distal aumentaram no grupo inflamado- DSS quando comparado com 0s grupos
controles. Em relacdo ao grupo inflamado e tratado com AMT, o antidepressivo foi capaz de

reverter 0 aumento dos niveis de destas citocinas no célon (distal).

Figura 35 - Concentracdo de IL-1 beta no c6lon distal do modelo profilatico de AMT
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: O grupo tratado com DSS (VEIC+DSS= 46+4) resultou em aumento da citocina IL- 1 Beta em relagio ao grupo
controle VEIC+AMT (8+4,2), *p<0,05. O grupo inflamado tratado com AMT VEIC+DSS+AMT=13,7+3) reduziu a
concentracdo de IL-1 Beta comparado ao grupo colite (VEIC+DSS), # p>0,05. Os dados mostram a concentracdo média +/-
S.D. Anova uma via- Teste de Tukey (p< 0,05).
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Figura 36 - Concentracdo de IL- 6 no colon distal do modelo profilatico da AMT

COLON DISTAL

150+
*

100+ _l_

#

1

f P M T PO
VEIC VEIC+DSS VEIC+DSS+AMT VEIC+AMT

IL-6 (pg/ mL tecido)
(5]
<

Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: A concentracdo de 1L-6 no célon distal do grupo VEIC+DSS (98+ 29,3) aumentou em relagdo aos
grupos controle (VEIC = 9,4+ 3) e VEIC+AMT= 5,6+ 4,11), p*<0,05. O grupo (VEIC+DSS+AMT= 40,9+
49,6) reduziu a concentragao de 1L-6 comparado ao grupo colite (VEIC+ DSS), #p> 0,05. Os dados mostram a
concentragdo média +/- S. D. Anova uma via- Teste deTukey (p< 0,05).

Figura 37 - Concentracdo de TNF- ALFA na porcao distal do c6lon no modelo profilatico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: O grupo VEIC+ DSS (574 60,8) foi significativo em relagio aos grupos controles (VEIC=0 e
VEIC+AMT=2,52), p*<0,05. O tratamento prévio de AMT (VEIC+DSS+AMT= 12, 9) impediu o
aumento de TNF-alfa no tecido), #p> 0,05. Os dados mostram a concentragcdo média +/- S.D Anova uma
via- Teste Newman-Keuls (p <0,05).
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5.2.11 Escore histologico - modelo profilatico

O escore histoldgico baseado em CHEN et al., (2008) mostrou a presenca
do processo inflamatdrio evidente no grupo colite- DSS. Esse estudo utilizou a AMT que
atenuou a inflamacéo do colon (Figura 38).

Figura 38 - Escore histoldgico da inflamacdo do modelo profilatico
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Fonte: NAMAZU (2015).
Legenda: O grupo inflamado (VEIC+DSS= 10,3+ 1,1) diferiu estatisticamente dos grupos controle (VEIC=0e

VEIC+AMT= 1,85+ 5). O grupo tratado com AMT (VEIC+DSS+AMT= 7,62+ 1,9) reverteu ao aumento da
inflamagdo atenuando a colite. Os dados mostram a concentragdo média +/- S.D. Anova uma via- Test de Tukey
(p< 0,05).

5.2.12 Caracterizacao histopatolégica do célon- modelo profilatico

O corte histoldgico de colon de camundongos submetidos ou ndo a
tratamento profilatico com AMT em modelo de colite- DSS, na coloracdo por H&E. evidencia
bem o efeito anti- inflamatorio da AMT em relacdo ao grupo colite- DSS (Figuras 39, 41 e
42). A coloracdo de alcian blue para evidenciacdo de muco destaca a sua redu¢do no grupo
inflamado e que o tratamento com AMT conseguiu uma perda mais branda (Figuras 40 e 43).
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Figura 39 - Cortes histoldgicos de célon de camundongos submetidos ou nao a tratamento profilatico com AMT
em modelo de colite DSS
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Fonte: NAMAZU (2015). Legenda: Coloracdo de H&E. (A) Animal do grupo controle exemplificando
arquitetura normal do célon distal; (B) Animal do grupo tratado com AMT, ndo inflamado, com morfologia
inalterada; (C) Animal do grupo DSS que recebeu veiculo da AMT, apresentando perda da arquitetura normal e
infiltrado inflamatdrio marcante; (D) Animal do grupo DSS+AMT no qual houve reducdo da gravidade do

quadro de colite. Barra de escala = 200 micrometros.
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Figura 40 - Cortes histoldgicos de célon de camundongos submetidos ou nao a tratamento profilatico com AMT
em modelo de colite - DSS. Colorag&o de alcian blue para evidenciacdo de muco
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Coloragdo de alcian blue para evidenciagdo de muco. (A) Animal do grupo controle exemplificando
arquitetura normal do célon distal; (B) Animal do grupo tratado com AMT, ndo inflamado, com morfologia
inalterada; (C) Animal do grupo DSS que recebeu veiculo da AMT, apresentando reducdo da marcacéo de muco

em toda a extensdo, particularmente na por¢do mais inflamada; (D) Animal do grupo DSS+AMT no qual houve
perda mais branda de muco. Barra de escala = 200 micrometros.



90

Figura 41- Detalhes de cortes histologicos de colon de camundongos submetidos ou ndo a tratamento
profilatico com AMT em modelo de colite- DSS
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Coloragdo de H&E. (A) Animal do grupo controle exemplificando arquitetura normal do célon distal,
com mucosa repleta de células produtoras de muco, submucosa delicada, circunscrita por camada muscular; (B)
Animal do grupo AMT apresentando morfologia semelhante; (C) Animal do grupo DSS apresentando
inflamacéo grave, transmural, tomando toda a extensdo da mucosa, submucosa e infiltrando a camada muscular,
distorcendo por completo sua arquitetura; (D) Animal do grupo DSS tratado com AMT apresentando infiltrado
inflamatério moderado na camada basal da mucosa, com discreto infiltrado na submucosa e sem
comprometimento da camada muscular; a arquitetura da mucosa esta relativamente preservada. Barra de escala =
100 micrometros.
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Figura 42- Cortes histoldgicos de célon de camundongos submetidos ou ndo a tratamento profilatico com AMT

Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Coloragdo de H&E. (A) Animal do grupo DSS mostrando severa perda da arquitetura de toda a
extensdo da camada mucosa, com marcante infiltrado inflamatério de neutréfilos e macréfagos, culminando com
a perda total da organizacdo do epitélio e células produtores de muco; (B) Animal do grupo DSS tratado com
AMT em que se nota infiltrado discreto de neutréfilos na camada basal do epitélio em que ndo se nota alteragdo
importante da arquitetura e organizacdo teciduais. Barra de escala = 20 micrometros.

Figura 43- Cortes histoldgicos de célon de camundongos submetidos ou nao a tratamento profilatico com AMT

em modelo de colite- DSS
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Coloracdo de alcian blue para evidenciagdo de muco. (A) Animal do grupo controle exemplificando
perda da producdo de muco caracteristica da colite; (B) Animal do grupo tratado com AMT, ndo inflamado, com
producdo semelhante a de animal controle; Barra de escala = 20 micrometros.
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5.3 MODELO TERAPEUTICO

5.3.1 Curva de sobrevida

No modelo terapéutico, a curva de sobrevida mostrou que houve perda
consideravel dos animais do grupo inflamado (VEIC+DSS) e os grupos controle e tratado
com AMT (VEIC+DSS+AMT) n&o sofreu nenhuma perda de animal. Este grafico (Figura 44)

mostra que houve perda de 88% dos animais do grupo inflamado tratado com DSS.

Figura 44 - Curva de sobrevida do modelo terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015). i i
Legenda: VEIC: animais controle; VEIC+DSS: animais do grupo inflamado; VEIC+DSS+AMT: animais do
grupo inflamado tratados com AMT e; AMT: grupo controle AMT.

5.3.2 Avaliacédo da atividade da enzima mieloperoxidase

A administracdo terapéutica de AMT ap0s tratamento DSS mostrou que na

porcdo proximal impediu o infiltrado neutrofilico encontrado no grupo colite-DSS (Figura
45). A AMT reverteu a infiltracdo de neutréfilos, na porcdo distal do célon no modelo
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terapéutivo (Figura 46). Estes resultados sugerem que AMT impediu a infiltragdo de
neutrofilos no colon (porgdo proximal e distal), caracteristica da inflamagdo aguda (colite-
DSS).

Figura 45 - Modelo terapéutico da AMT na atividade da enzima MPO no c6lon proximal
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Enquanto o grupo VEIC+DSS (0,005+ 0,002) mostrou um aumento da MPO no tecido do célon em
comparagdo com amostras ndo inflamadas (VEIC= 0,001ou VEIC +AMT= 0,001) (*p <0,05). A administracio
de AMT (VEIC+DSS + AMT= 0,002 + 0,001) reduziu parcialmente o aumento da atividade da MPO (# p<0,05)
comparado com o grupo (VEIC+DSS). Os dados mostram a concentragdo média +/- S.D., Anova uma via- Teste
Tukey (p< 0,05).

Figura 46 - Modelo terapéutico da AMT na atividade da enzima MPO no c6lon distal
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Enquanto o grupo VEIC+DSS (0,005+ 0,003) mostrou um aumento da MPO no tecido do colon em
comparagdo com amostras ndo inflamadas (VEIC= 0,002 ou VEIC +AMT= 0,0018) (*p <0,05). A administracio
de AMT (VEIC+DSS + AMT= 0,002 + 0,0012) reduziu parcialmente o aumento da atividade da MPO (#
p<0,05) comparado com o grupo (VEIC+DSS). Os dados mostram a concentragio média +/- S.D Anova uma
via- Teste Tukey (p< 0,05).
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5.3.3 Avaliacao dos indices clinicos- modelo terapéutico

A administracdo terapéutica de AMT ap06s o tratamento DSS parcialmente
impediu a reducdo do ganho de peso (%) quando comparado ao grupo colite-DSS (Figura 47).
Este resultado sugere que AMT impediu um dos principias sintomas caracteristicos de colite-
DSS, reduzindo sua gravidade.

Ap0s a coleta do colon do animal, este foi medido com uma régua para ser
avaliado comprimento do coélon (Figura 48). O grupo inflamado e o grupo tratado com AMT
(VEIC+DSS+AMT) reduziram o comprimento do célon quando comparado com 0s grupos
controles (VEIC e VEIC+AMT).

Figura 47 - Ganho de peso (%) dos animais no Modelo Terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: O grupo VEIC+DSS (-11,4+ 6,77) diminuiu o seu ganho de peso (%) em relacdo aos grupos controle
(VEIC= 3,4746,69 e VEIC+AMT= 2+ 4,50). O grupo VEIC+DSS+AMT (-0,3+ 5,416) diferenciou do grupo
inflamado VEIC+DSS. Os dados mostram a concentragio média +/- S.D Anova uma via- Teste Tukey, (p<0,05).
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Figura 48 - Comprimento do c6lon no Modelo Terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Os grupos VEIC+DSS (6,1+0,25) e +DSS+AMT=7,06+ 0,45) diferiram estatisticamente quando
comparados aos grupos controle (VEIC =8,5+ 0,75 e VEIC+AMT= 8,5+0,57) (*p<0,05). Ainda o grupo
VEIC+DSS foi diferente estatisticamente em relagéo ao grupo inflamado tratado com AMT (VEIC+DSS+AMT)
(# p<0,05). Os dados mostram a concentracdo média +/- S.D. Anova uma via- Teste Tukey, (p<0,05).

A analise estatistica mostrou que o peso do colon (figura 49) dos animais do
grupo colite (VEIC+DSS) aumentou em relacdo aos dos animais do grupo controle VEIC e
VEIC+AMT, porém o grupo tratado com AMT atenuou esse parametro em relagio ao grupo

inflamado.

Figura 49 - Peso do c6lon no Modelo Terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015). i

Legenda: Os grupos VEIC+DSS (0,29t 0,06) e VEIC+DSS +AMT diferiram (0,30+0,03) apenas do grupo
controle VEIC 0,22+ 0,04). Os dados mostram a concentragcdo média +/- S.D. Anova uma via- Teste de Tukey
(p<0.05).

O escore realizado do conteudo do célon foi realizado para avaliar a consisténcia
das fezes (Figura 50) e presenca de sangue nas fezes (Figura 51) Em todos os escores, o0 tratamento

terapéutico amenizou a gravidade do modelo de colite.
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Figura 50 - Escore clinico das fezes na avaliagdo macroscépica do cdlon
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Os animais do grupo VEIC+DSS (2,6 +0,9) e (VEIC+DSS+AMT= 1+1) apresentaram maior escore
estatistico clinico das fezes em relag&o aos grupos controle (VEIC=0 e VEIC+AMT=0), (*p<0,05). O tratamento
com AMT (VEIC+DSS+AMT) melhorou os sintomas da colite reduzindo a diarreia, #p<0,05. Os dados mostram
a concentra¢do média +/- S.D. Anova uma via- Newman- Keuls (p<0,05).

Figura 51 - Avaliacdo do escore da presenca de sangue nas fezes
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Os animais do grupo VEIC+DSS (2,6+0,9) apresentaram maior escore da presenca de sangue nas fezes
em relagdo aos grupos controle (VEIC=0 e VEIC+AMT=0). O tratamento com AMT (VEIC+DSS+AMT=1+1)
melhorou os sintomas da colite reduzindo a inflamagéo. Os dados mostram a concentracdo média +/- S.D. Anova
uma via- Newman- Keuls, (p<0,05).

A anélise estatistica mostrou que ha diferencas significantes entre os grupos
controles e inflamado e este com o grupo inflamado tratado com AMT, com aumento do
Burst basal (Figura 52) e o Burst induzido por PMA, porém o grupo tratado com AMT
reduziu o Burst- PMA (Figura 53).
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5.3.4 Burst oxidativo de neutrofilos- modelo terapéutico

Figura 52 - Quantificagdo do Burst oxidativo ho modelo terapéutico da AMT
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: O grupo VEIC+DSS (537,74+116,3) aumentou significativamente o burst basal em relacio aos grupos
controle: VEIC (178,4457,2) e VEIC+AMT (216+149). Os dados mostram a concentragio média +/- S.D. Anova
uma via- Teste de Tukey (p< 0,05).

Figura 53 - Quantificagdo do Burst oxidativo induzido por PMA no modelo terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: O grupo VEIC+DSS (8129+639,6) aumentou significativamente o burst induzido por PMA em relagéo
aos grupos controle: VEIC (6273+263) e VEIC+AMT (6732,2+331,2). O grupo VEIC+DSS+AMT (7048+ 283)
reduziu a atividade de neutréfilos sanguineos em relagéo ao grupo inflamado (VEIC+DSS). Os dados mostram a
concentragdo média +/- S.D Anova uma via- Teste Tukey (p< 0,05).

5.3.5 Contagem do numero total de leucocitos circulantes do sangue

N&o houve diferenca estatistica significante na contagem total do numero
total de leucdcitos (Figura 54) entre os grupos estudados.
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Figura 54 - Numero total de leucocitos circulantes do sangue
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Fonte: NAMAZU (2015).
Legenda: N&o houve diferenga estatistica entre os grupos (p> 0,05). Anova uma via- Teste de Tukey (p <0,05).

5.3.6 Contagem da porcentagem de neutroéfilos, linfécitos e mondcitos circulantes do

sangue

Na contagem de (%) neutrofilos e linfocitos circulantes (Figura 55 e 56), a
AMT atenuou esse parametro, apesar de que o numero de mondcitos (Figura 57) ndo mostrou

diferenca estatistica entre os grupos estudados.

Figura 55 - Contagem de neutrdfilos no sangue periférico do modelo terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: O grupo inflamado (VEIC+DSS= 38+ 26) diferenciou estatisticamente dos grupos controle: VEIC=
11,3+ 3,1 e VEIC+AMT= 9,5+ 3,2), * (p <0,05). O grupo inflamado e tratado com AMT (VEIC+DSS+AMT=
9,5+ 4,3) diferiu do grupo inflamado, reduzindo assim a gravidade da colite, # p>0,05. Os dados mostram a
concentragdo média +/- S.D. Anova uma via- Teste de Tukey (p <0,05).
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Figura 56 - Contagem de linfdcitos no sangue periférico do modelo terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: O grupo inflamado (VEIC+DSS= 53+ 27) diferenciou estatisticamente dos grupos controle: VEIC=
85,3+ 3,25 e VEIC+AMT= 85,1+ 7,4), * (p <0,05). O grupo inflamado e tratado com AMT (VEIC+DSS+AMT=
84,1+ 2) diferiu do grupo inflamado, reduzindo assim a gravidade da colite, # p>0,05. Os dados mostram a
concentragdo média +/- S.D. Anova uma via- Teste de Tukey (p <0,05).

Figura 57 - Contagem de mondcitos no sangue periférico do modelo terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015).
Legenda: N&o houve diferenca estatistica entre os grupos. Anova uma via- Teste de Tukey (p> 0,05).

5.3.7 Fenotipagem dos linfocitos CD4*/ CD8" e mondcitos CD14"

A fenotipagem dos linfocitos CD4"/ CD8" e mondcitos CD14" (Figuras 58,

59 e 60) ndo mostraram diferencas estatisticas entre os grupos estudados.
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Figura 58 - Fenotipagem dos linfécitos CD4+ no modelo terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Nao houve diferenca estatistica entre os grupos. Anova uma via- Teste de Tukey (p>0,05)

Figura 59 - Fenotipagem dos linfécitos CD8+ no modelo terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015).
Legenda: N&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos. Anova uma via- teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 60 - Fenotipagem dos monécitos CD14+ no modelo terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015).
Legenda: N&o houve diferenga estatistica entre os grupos. Anova uma via- Teste de Tukey (p>0,05).

5.3.8 Quantificacao dos niveis de citocinas no célon proximal- modelo terapéutico

A concentracdo de IL-1p (Figura 61), IL-6 (Figura 62) e TNF-a (Figura 63)
no célon proximal aumentaram no grupo inflamado-DSS quando comparado com 0S grupos
controles. Em relagéo ao grupo inflamado e tratado com AMT, o antidepressivo foi capaz de
reverter 0 aumento dos niveis destas citocinas no célon (proximal).

Figura 61 - Concentracdo de IL-1 Beta no colon proximal no modelo terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: No grupo (VEIC+DSS (100« 13) ocorreu uma maior infiltragio de I1L-1 beta no colon em relagio aos
grupos VEIC (55+10) e VEIC+AMT (44,5+ 9,7), p*<0,05. O grupo inflamado tratado com AMT
(VEIC+DSS+AMT= 62,3+22,5) reduziu a concentracio de IL-1 B comparado ao grupo colite (VEIC+DSS), #
p>0,05. Os dados mostram a concentracdo média +/- S.D. Anova uma via- Teste de Tukey (p <0,05).
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Figura 62 - Concentracdo de IL- 6 no colon proximal do modelo terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: A concentracdo de IL-6 no colon distal do grupo VEIC+DSS (86,4+40) aumentou em relaco aos
grupos controle (VEIC = 23,7+ 9,7 e VEIC+AMT= 17,6+11,4), p*>0,05. O grupo inflamado tratado com AMT
(VEIC+DSS+AMT= 29,1+ 17,1) reduziu a concentragio de IL-6 comparado ao grupo colite (VEIC+DSS), #
p<0,05. Os dados mostram a concentra¢do média +/- S.D. Anova uma via- Teste de Tukey, (p<0,05).

Figura 63 - Concentracdo de TNF- ALFA no c6lon proximal do modelo terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: A concentragio de TNF-ALFA no célon distal do grupo VEIC+DSS (40,67+ 25,1) aumentou em
relagdo aos grupos controle (VEIC = 5,7+2,3) e VEIC+AMT= 10,64+ 6,06), p*<0,05. O grupo inflamado tratado
com AMT (VEIC+DSS+AMT= 10,42+ 3,5) reduziu a concentragdo de TNF- ALFA comparado ao grupo colite
(VEIC+DSS), # p<0,05. Os dados mostram a concentragdo média +/- S.D. Anova uma via- Test Tukey (p<0,05).

5.3.9 Quantificacdo dos niveis de citocinas no célon distal- modelo terapéutico

A concentracdo de IL-1p (Figura 64), IL-6 (Figura 65) e TNF-a (Figura 66)
no célon distal aumentaram no grupo inflamado-DSS quando comparado com 0S grupos

controles. Em rela¢do ao grupo inflamado e tratado com AMT, o antidepressivo foi capaz de
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reverter 0 aumento dos niveis destas citocinas no célon (distal).

Figura 64 - Concentracdo de IL-1 beta no c6lon distal do modelo terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: O grupo tratado com DSS (VEIC+DSS= 77,3+26,5) resultou em aumento da citocina IL-1 beta em
relacdo aos grupos controle VEIC (44,5+4,8) e VEIC+AMT (42,8+7,4) *p<0,05. O grupo inflamado tratado com
AMT (VEIC+DSS+AMT=44,1+ 12,6) reduziu a concentracio de IL-1 B comparado ao grupo colite
(VEIC+DSS), # p<0,05. Os dados mostram a concentragdo média +/- S.D. Anova uma via- Teste de Tukey (p
0,05).

Figura 65- Concentragdo de IL- 6 no cdlon distal do modelo terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: A concentracdo de IL-6 no colon distal do grupo VEIC+DSS (48,7+16) aumentou em relagdo aos
grupos controle (VEIC = 19+ 0,5) e (VEIC+AMT= 22+ 4.6), p*<0,05. O grupo inflamado tratado com AMT
(VEIC+DSS+AMT= 22,3+ 22,7) reduziu a concentracdo de TNF- ALFA comparado ao grupo colite
(VEIC+DSS), # p<0,05. Os dados mostram a concentragio média +/- S. D. Anova uma via- Test Tukey (p
<0,05).



104

Figura 66 - Concentracdo de TNF- Alfa no colon distal do modelo terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: A concentracdo de TNF-ALFA no c6lon distal do grupo VEIC+DSS (6+ 1,55) aumentou em relagéo
aos grupos controle (VEIC = 3,5+1,0) e VEIC+AMT= 2,56+ 0,56), p*<0,05. O grupo inflamado tratado com
AMT (VEIC+DSS+AMT= 3,4+ 1,1) reduziu a concentracio de TNF- ALFA comparado ao grupo colite
(VEIC+DSS), # p<0,05. Os dados mostram a concentragio média +/- S.D. Anova uma via- Test de Tukey (p<
0,05).

5. 3.10 Escore histoldgico - modelo terapéutico

Figura 67 - Escore histoldgico da inflamagdo do modelo terapéutico
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: O grupo inflamado (VEIC+DSS= 7+ 3,4) diferiu estatisticamente dos grupos controle VEIC= 0 e
VEIC+AMT=0). O grupo tratado com AMT (VEIC+DSS+ AMT= 3,2+ 3,03) reduziu o escore da inflamag&o
atenuando a colite. Os dados mostram a concentragdo média +/- S.D. Anova uma via- Test de Tukey (p< 0,05).
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5.3.11 Caracterizacao histopatoldgica do colon

O corte histologico de colon de camundongos submetidos ou ndo a
tratamento terapéutico com AMT em modelo de colite- DSS, na colora¢do por H&E. mostra o
efeito anti- inflamatdério da AMT em relagdo ao grupo colite- DSS (Figuras 68 e 70). A
coloracdo de alcian blue para evidenciacdo de muco destaca a sua reducdo no grupo
inflamado e que o tratamento com AMT conseguiu uma perda mais branda (Figuras 69).

Figura 68 - Cortes histolégicos de célon de camundongos submetidos ou ndo a tratamento terapéutico com

AMT em modelo de colite- DSS
ey - B :

Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Coloracdo de H&E. (A) Animal do grupo controle exemplificando arquitetura normal do c6lon distal;
(B) Animal do grupo tratado com AMT, néo inflamado, com morfologia inalterada; (C) Animal do grupo DSS
que recebeu veiculo da AMT, apresentando perda da arquitetura normal e infiltrado inflamatério marcante; (D)
Animal do grupo DSS+AMT no qual houve reducdo da gravidade do quadro de colite. Barra de escala = 200
micrometros.
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Figura 69 - Cortes histolégicos de cdlon de camundongos submetidos ou ndo a tratamento terapéutico com
AMT em modelo de colite- DSS

Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Coloracdo de Alcian blue para evidencia¢do de muco. (A) Animal do grupo controle exemplificando
arquitetura normal do célon distal; (B) Animal do grupo tratado com AMT, ndo inflamado, com morfologia
inalterada; (C) Animal do grupo DSS que recebeu veiculo da AMT, apresentando redugdo da marcagdo de muco
em toda a extensdo, particularmente na porcdo mais inflamada; (D) Animal do grupo DSS+AMT no qual houve
perda mais branda de muco. Barra de escala = 200 micrometros.
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Figura 70 - Cortes histolégicos de cdlon de camundongos submetidos ou ndo a tratamento terapéutico com
~AMT em modelo de colite- DSS
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Fonte: NAMAZU (2015).

Legenda: Coloragdo de H&E. (A) Animal do grupo controle exemplificando arquitetura normal do célon distal,
com mucosa repleta de células produtoras de muco, submucosa delicada, circunscrita por camada muscular; (B)
Animal do grupo AMT apresentando morfologia semelhante; (C) Animal do grupo DSS apresentando
inflamagdo grave, transmural, tomando toda a extensdo da mucosa, submucosa e infiltrando a camada muscular,
distorcendo por completo sua arquitetura; note area ulcerada no centro da imagem com perda total da mucosa e
submucosa; (D) Animal do grupo DSS tratado com AMT apresentando infiltrado inflamat6ério moderado na
camada basal da mucosa, com discreto infiltrado submucosa e sem comprometimento da camada muscular; a
arquitetura da mucosa esta relativamente preservada. Barra de escala = 100 micrometros.
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6 DISCUSSAO

As doencas inflamatorias intestinais- DIl (Doenga de Crohn e Colite
Ulcerativa) sdo doencas cronicas e redicivantes de dificil tratamento na clinica médica devido
sua complexa patogenia (LAKHAN; KIRCHGESSNER, 2010). As semelhangas fenotipicas
da DC na DIl humana sdo estabelecidas pela presenca de algumas caracteristicas
clinicopatoldgicas tais como: inflamacdo transmural da parede intestinal com um padrao
descontinuo, acometimento do intestino delgado, desenvolvimento de estenose da luz
intestinal, formagdo de granulomas e doenca perianal com fistulas, por outro lado, a
similaridade fenotipica com a CU refere-se ao envolvimento retal, formacdo de abcesso da
cripta, e envolvimento superficial da parede intestinal (MAXWELL; VINEY, 2009;
FUNDERBURG et al., 2013). Neste contexto, os modelos de colite em camundongos exibem
algumas, mas nao todas as caracteristicas fenotipicas e fisioldgicas da DC e CU humana, ou
seja, as semelhancas fisioldgicas dos varios modelos experimentais de DIl para DC e CU
humana referem-se a predominancia de respostas imunes Th1l ou Th2 durante as fases ativas
da inflamagé&o intestinal (VALATAS; VAKAS; KOLIOS, 2003; PERSE; CERAR, 2012).

Os modelos experimentais de DIl sdo amplamente utilizados devido a sua
facilidade de reproducgéo, reprodutibilidade, flexibilidade de uso (STROBER; FUSS;
BLUMBERG, 2002; MAXWELL; VINEY, 2009) e a sua capacidade de avaliar os potenciais
mecanismos anti-inflamatorios e possiveis mediadores constituintes da patogénese
(BOISMENU; CHEN, 2000; CUONG; KATSIKEROS; ABIMOSLEH, 2012).

Em estudos experimentais da patogénese da DII, se o pesquisador deve
levar em conta ao fazer do uso de animais consanguineos ou animais knockout (supressdo
seletiva de um gene) que podem ser produzidos resultados homogéneos reprodutiveis, além da
capacidade de acompanhar de perto o desenvolvimento da doenga, desde 0s estagios iniciais
assintomaticos até sua evolucdo clinica, portanto, eles ddo a oportunidade de separar 0s
eventos iniciais dos eventos tardios no curso da doenca, para distinguir as verdadeiras vias
moleculares e inflamatdrias do epifenébmenos, bem como desvendar as vias relacionadas com
a progressdo da doenca daquelas relacionadas com a resolucdo da inflamagdo (STROBER,;
FUSS; BLUMBERG, 2002; VALATAS; VAKAS; KOLIOS, 2003; OH et al., 2014). Essa
homogeneidade que caracteriza a DIl experimental, resultante da dependéncia de vias
especificas de funcionamento e a escassez relativa de cofactores ambientais e imunes, permite

a analise e, por conseguinte, é vantajoso para o estudo da patogénese da DIl (VALATAS;
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VAKAS; KOLIOS, 2003). No entanto, pode ser considerada uma desvantagem quando os
modelos de camundongos sdo usados para a avaliacdo pré-clinica da eficAcia de novos
medicamentos, pois nesses ambientes cada modelo animal individual deveria ser considerado
equivalente a um Unico paciente (HALL; COOKE, 2011). Outro fator importante na genética,
curiosamente, algumas cepas de camundongos sdo capazes de limitar e eliminar a resposta
inflamatoria induzida por DSS no cdélon, ao passo que o processo inflamatério em
camundongos C57BL/6 ndo pode ser reparado e acaba progredindo para a forma crénica da
colite (MELGAR; KARLSSON; MICHAELSSON, 2005).

Neste estudo utilizamos animais C57BL/6 machos, pela facilidade do uso
dos animais, néo ter a necessidade de controlar as etapas do cio (como ocorre em fémeas) e,
portanto, existe a percepcdo de menos variabilidade na resposta experimental
(BLANCHARD; GLICK, 1995; PALANZA, 2001), além disso, a progressdo para a
cronicidade observada em camundongos C57BL/ 6 oferece um modelo promissor para
alteracOes inflamatdrias observadas na patogénese da CU, enquanto que em camundongos
BALB/c disponibilizam um modelo de colite aguda e por isso que o modelo de colite cronica
¢ uma ferramenta poderosa e conveniente que pode ser utilizado para validar possiveis
tratamentos para a DIl (MELGAR; KARLSSON; MICHAELSSON, 2005).

Outra limitacdo na extrapolacdo dos resultados de animais para humanos
sdo os diferentes resultados medidos para avaliar a eficicia do tratamento. A atividade da
doenca em ensaios clinicos em humanos é medida por varios indices que quantificam os
sintomas relacionados com a doenca ativa. Mais amplamente utilizado é o indice de atividade
de doenca de Crohn- CDAI (calculo numérico derivado da soma dos produtos de uma lista de
oito itens e representa uma avaliagdo numérica de uma interpretacdo do médico dos sintomas
do paciente) para pacientes com DC e a pontuacdo Mayo Clinic (combinacdo de uma
estimativa numérico da gravidade dos sintomas do paciente, combinados com uma pontuacéo
endoscédpica inflamacdo do célon) para CU (BEST et al., 1976; SCHROEDER et al., 1987).
Em contraste, os efeitos de intervencdes terapéuticas nos modelos da DIl sdo estimadas
usando histopatologia "semi quantitativa” da inflamacéo no tecido do célon e diferencas na
taxa de perda de peso dos animais tratados durante evolucdo da doenca (SCHOEB;
BULLARD, 2012). No entanto, um tratamento capaz de gerar melhora clinica significativa
em grupos homogéneos de animais doentes pode néo ser suficientemente potente para induzir
remissdo clinica em grupos heterogéneos de pacientes (VALATAS; VAKAS; KOLIOS,
2003; MELGAR et al., 2008).
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O DSS é um composto polianiénico que induz diarreia, perda de peso em
roedores e inflamacéo intestinal com a liberagcdo de citocinas, semelhante a DIl humana
(KURTOVIC; SEGAL, 2004), sendo considerado confiaveis para estudar a patogénese da CU
(MURTHY et al., 1993). Kullmann et al. (2001), relatam que a colite cronica por DSS
representou melhor a CU do que a colite aguda- DSS. Esse tipo de modelo de colite tem
contribuido enormemente para a compreensao imunologica atual, caracteristicas patoldgicas e
fisioldgicas da inflamacdo intestinal crénica (CUONG; KATSIKEROS; ABIMOSLEH,
2012), além disso, estudos que validaram o modelo de colite- DSS por meio de diferentes
agentes terapéuticos para DIl humana mostram que esse modelo possui potencial translacional
do animal para o humano (PERSE; CERAR, 2012; OH et al., 2014). O presente estudo
demonstrou que os modelos (tanto terapéutico quanto preventivo) de colite por DSS levaram

aos sintomas da DII (perda de peso, diarreia e presenca de sangue nas fezes).

O modelo de colite- DSS deve ser rigorosamente validado antes da
utilizacdo em estudos experimentais, pois os diferentes pesos moleculares de DSS podem
induzir diferentes alteracdes clinicas nos animais (KITAJIMA; TAKUMA; MORIMOTO,
2000), contribuindo assim para uma potencial desvantagem deste modelo de colite- DSS, pois
0 peso molecular que determina o local e a gravidade da inflamacdo (AXELSSON et al.,
1996), ou seja, a variacdo da gravidade da inflamacéo do célon pode variar desde nenhuma a
leve ou leséo tecidual grave; e o outro ponto fraco deste modelo seria um envolvimento
menos definido da microbiota entérica normal (YAMADA; OHKUSA; OKAYASU, 1992;
KITAJIMA; TAKUMA; MORIMOTO, 2000) e que a colite induzida por DSS possui baixa
participacdo das respostas de células T ou B (DIELEMAN et al., 1994). Perse e Cerar (2012)
destacam ainda: duracdo da exposicdo dos animais ao DSS, fabricante e lote, espécie animal,
sexo e flora intestinal microbiana do animal que poderiam diferenciar a resposta do modelo de
colite ao DSS.

Tratamentos convencionais para a DIl incluem corticosteroides e
imunossupressores, porém esses tratamentos em muitos pacientes ndo sdo totalmente eficazes,
com muitas terapias associadas com efeitos adversos significativos. Por exemplo, a
sulfasalazina, um aminossalicilato utilizado para tratar a colite, induz nauseas, anorexia, dores
de cabeca e fadiga em até 45% dos pacientes; pacientes que recebem opidides podem
experimentar efeitos adversos incluindo constipagdo, nauseas e comprometimento cognitivo
e; pacientes constipados, em particular aqueles com DC, deve-se evitar a terapia de fibra ja
que a presenca de estenose intestinal € comum (GERSON; TRIADAFILOPOULOS, 2000).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kurtovic%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15303463
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Segal%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15303463
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Segal%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15303463
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murthy%20SN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8359087
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Assim, os tratamentos que sejam eficazes e tém pouco ou nenhum efeito continua a ser uma
necessidade ndo atendida (GERSON; TRIADAFILOPOULQOS, 2000; CUONG;
KATSIKEROS; ABIMOSLEH, 2012), ou seja, sem iminentes perspectivas de cura para a
DIlI, e torna-se necessdria uma gestdo terapéutica premente e eficaz (CUONG;
KATSIKEROS; ABIMOSLEH, 2012; SCHOULTZ et al., 2013). Parte do desenvolvimento
de tais intervencdes para aliviar os sintomas requer uma melhor compreensdao quanto ao que
realmente desencadeia esses sintomas (SCHOULTZ et al., 2013).

Os modelos animais de doencas humanas sdo frequentemente utilizados
como modelos preditivos para a descoberta e quantificacdo do impacto de um tratamento em
humanos (VAN DER WORP et al., 2010). No entanto, uma avaliagdéo (HACKAM,;
REDELMEIER, 2006) sobre estudos da intervencdo animal mais citado e publicados entre
1980 e 2000, informou que apenas 10% destas intervencdes foram subsequentemente

aprovado para uso em pacientes, com um tempo médio de replicacdo de 7 anos.

O papel dos antidepressivos na DIl ainda ndo esta elucidado (MIKOCKA-
WALUS et al., 2012). E importante avaliar abordagens eficazes para o tratamento da
ansiedade e depressdo na DIl e o impacto do tratamento sobre o curso da doenga (GRAFF;
WALKER; BERNSTEIN, 2009), pois o estudo do efeito anti-inflamatorio dos antidepressivos
permanece em investigacdo e poderia proporcionar uma melhor orientacdo destes farmacos
em sintomas de ansiedade ou depressdo na DIl (HAJHASHEMI et al., 2010). Quando a
ansiedade ou a depressdo se torna cronica ou interfere com as atividades diarias, muitos
pacientes serdo receptivos a terapia medica. Estudos mostram que a taxa de depressdo € de
30% durante remissdo da DIl (MITTERMAIER et al., 2004), com 80% e 55% dos pacientes
que relatam a ansiedade e a depressao, respectivamente, durante a recaida (ADDOLORATO
et al., 1997). Se a depressdo esta presente, um antidepressivo triciclico, particularmente a
amitriptilina, poderia ser utilizado (GERSON; TRIADAFILOPOULOS, 2000; RAHIMI et al.,
2012). A amitriptilina (AMT) apresenta efeitos anti-inflamatérios podendo ajudar pacientes
com desordens psicoldgicas e inflamatérias (KUBERA et al., 2000). Além disso, a AMT é um
antidepressivo triciclico pleiotropico que interage com vias histaminicas, colinérgicas, a
serotonina, N-metil-D-aspartato (NMDA), aminas biogénicas e substancia P em atua na
inibicdo da norepinefrina e serotonina (HALL; OGREN, 1981; FRYER; LUCCAS, 1999;
CASTANON et al., 2002). Portanto, com base nestes fatos, existe uma variedade dos sitios
putativos na qual amitriptilina poderia exercer a sua atividade anti-inflamatoria
(HAJHASHEMI et al., 2010) e por isso este estudo objetivou estudar o efeito da AMT em um
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modelo murino de colite. Em humanos a dose de amitriptilina pode ser iniciada com uma dose
de 25-50 mg, tomado ao deitar, e titulado a 200 mg, conforme necessario. Alem de ajudar a
dormir (CASPER et al., 1994), amitriptilina pode causar prisdo de ventre (e, portanto, alivio
de diarreia) (MONANE et al., 1993), e ajuda com a dor neuropatica (WATSON et al., 1998).

Um fato importante a ser considerado em experimentos com farmacos é
saber interpretar o0s resultados no contexto psicofarmacolégico humano, porque 0s
experimentos com antidepressivos em animais muitas vezes sdo por via IP (KOH et al., 2011)
enguanto que em humanos, os pacientes sdo tratados por via oral (KUBERA et al., 2000;
CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005; CALDARONE et al., 2013). Sadeghi et al.
(2011) relataram que tanto administrag@o intraperitoneal e intracerebroventricular de AMT
induziram uma reducdo acentuada da infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares no edema
de patas induzido por carragenina em ratos, de acordo com o exame patoldgico e da atividade
da mieloperoxidase nos tecidos da pata inflamada. No entanto, a via oral normalmente requer
doses mais altas de drogas devido a varias razdes, incluindo a baixa biodisponibilidade e
absorcéo erratica (GURGEL et al., 2013).

Trabalhos preliminares em estudos com camundongos como modelo murino
de colite, sugeriram um papel protetor dos antidepressivos na inflamacdo intestinal,
possibilitando que os antidepressivos afetariam diretamente o processo da doenca. Nos
estudos de Koh et al. (2011), indicaram que a fluoxetina (um inibidor seletivo da recaptacao
da serotonina) inibiu a ativacdo do NF-kB em células epiteliais do intestino melhorando a
colite em um modelo murino de colite associada a tumorigénese, sugerindo que a fluoxetina é
um potencial agente terapéutico para o tratamento de DII. Em outro estudo, Guemei et al.
(2008), mostraram que a desipramina (antidepressivo triciclico) e a fluoxetina tém
propriedades anti-inflamatérias e efeitos antioxidantes na colite induzida experimentalmente
em ratos, levando a possibilidade do possivel papel protetor em pacientes com DIIl. Nos
resultados de Kubera et al. (2000), confirmaram em parte a hipdtese de que oS
antidepressivos tém atividade imunossupressora. Em experimentos com camundongos
C57Bl/6, a amitriptilina teve efeito imunossupressor na dose de 10 mg/Kg, via IP
(intraperitoneal) aos 28 dias de tratamento, enquanto que aos 14 dias de tratamento o efeito
imunossupressor foi considerado baixo. Na dose de 20mg/Kg em camundongos B10. A
(CBA x C57BL) o efeito imunossupressor esteve presente.

As doses e esquemas de administragdo em ensaios clinicos sdo definidos a

partir de testes de seguranca/ fase ou testes clinicos antes em outras doengas, e a eficacia €
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estabelecida somente se o resultado pré-definido sdo cumpridas as medidas de remissao e
resposta clinica (VALATAS; VAKAS; KOLIOS, 2003). No modelo terapéutico utilizou-se
uma dose mais baixa de DSS (2,5%) para evitar 0 aumento da mortalidade de camundongos

C57BL/6, observado em experiéncias preliminares e constatado na curva de sobrevida.

Koboziev et al. (2011) e Valatas et al. (2013), destacaram que uma das
decisdes farmacoldgicas mais importantes que podem ser feitas quando se tenta mimetizar a
situacdo clinica utilizando modelos animais da doenca, € 0 momento de administracdo do
agente terapéutico, pois a literatura esté repleta de exemplos relatando os efeitos benéficos de
diferentes agentes terapéuticos quando administrados antes do inicio da inflamacéo intestinal.
Estudos experimentais na DIl ndo sdo projetados para avaliar a eficacia da intervencédo
terapéutica por si, e esta € uma limitagdo quando se tenta comparar resultados de ensaios
clinicos com dados de modelos animais experimentais. A intervencdo em estudos com
animais € muitas vezes usada como a prova final da existéncia de um novo fator. Nestes
casos, as vias inflamatérias sdo frequentemente alvos antes do desenvolvimento da
inflamacdo para evitar complicagdes epifenomenais ou alteragcdes nos processos imunoldgicos
que ocorrem durante a evolucdo da doenca (BAMIAS et al., 2005), ou seja, 0s tratamentos
para a DIl avaliados em modelos de colite em camundongos sdo geralmente empregados de
forma preventivas (ou seja, administrado antes da indugdo da colite), enquanto que a eficacia
terapéutica destas drogas (isto €, administrados apds o aparecimento da colite) ndo é
examinado profundamente, especialmente no que diz respeito as analises histopatolégicas
(SHA et al., 2013). Neste contexto foram propostos dois protocolos experimentais: modelo
profilatico (preventivo) e 0 modelo terapéutico. A dose de escolha da AMT (200 ul/ ml) foi
determinada atraves dos estudos de Sherman et al. (1979) e Caldarone et al. (2013), em um
modelo de via oral para camundongos. A administracdo de antidepressivos na agua potavel
em camundongos tem varias vantagens sobre a injecdo como, por exemplo, a via oral estar
mais proximo ao modelo metabolico usado em humanos (WONG; LICINIO 2001,
CALDARONE et al., 2013) e o estresse associado com a manipulacdo de injecGes cronicas é
reduzido (CALDARONE et al., 2013).

Neste estudo foi utilizado o TSC constituido de um numero de 9 animais por
grupo (controle e AMT), demostrando que a dose AMT (200 pl/ml) foi efetiva nos
parametros de imobilidade e laténcia dos animais no TSC sob efeito do antidepressivo em um
periodo de 14 dias, o que contrasta positivamente com o mesmo teste realizado por Caldarone

et al. (2013), mas em periodos diferentes (4 e 28 dias). Estudos relatam que dois
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antidepressivos triciclicos imipramina e desipramina dose-dependente reduziram o tempo de
imobilidade, enquanto a amitriptilina ndo alterou significativamente o tempo de imobilidade
em qualquer dose testada. Os efeitos positivos da imipramina e desipramina (ambos ATCS)
estdo de acordo com os dados publicados (STERU et al., 1985). No entanto, em contraste com
os resultados de Cryan, Mombereau e Vassout (2005), estes autores relataram também um
efeito positivo para a amitriptilina no TSC enquanto que Van der Heyden et al. (1987),
relataram um efeito positivo ou nenhum efeito dependendo da linhagem de camundongo
utilizada. A eficacia do TSC depende da linhagem utilizada, pois algumas sdo mais ou menos
sensivies a alguns antidepressivos (VAUGEOIS et al, 1996; VAN DER HEYDEN et al.,
1987; LIU; GERSHENFELD, 2001; CALDARONE et al., 2013). Dois estudos recentes
independentes usando o TSC ndo demonstraram diferenca de comportamento da linha de base
entre os machos e fémeas (DAVID et al., 2001; CALDARONE et al., 2003).

O TSC é um teste rapido e é sensivel ao efeito de antidepressivo em curto
prazo, sendo esta uma das principais criticas associados ao seu uso (CRYAN; MARKOU;
LUCKI, 2002), uma vez que a observacdo de tratamentos crénicos com antidepressivos é
geralmente exigida como pré-requisito para a recuperacdo clinica completa em seres
humanos. Dito isto, ha evidéncias de que algumas mudangas comportamentais ocorrem cedo
com tratamentos antidepressivos em seres humanos, que podem prever ou pelo menos ser
relevantes para o resultado terapéutico positivo mais tarde (KATZ et al., 1987; HARMER et
al., 2003a,b). Avaliamos a dose da AMT no TSC, porém o TSC nédo é um teste indicado para
camundongos isogénicos como C57BI/6 (camundongos usados neste experimento) porque sdo
animais cuja genética tem mais facilidade de escalar a cauda (DALVI; LUCKI, 1999;
MAYORGA; LUCKY, 2001; CRYAN et al., 2003), e por isso € recomendado que se usasse
um namero maior quando realizar o teste (CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005). O
parametro de laténcia para os camundongos no TSC é relativamente curto, 0 que sugere que
simplesmente diminuindo a duracdo da sessdo de teste ndo eliminaria o problema. Além
disso, 0 comportamento da escalada se repete em exposi¢do subsequente ao teste, sugerindo

que € um fenbmeno comportamental confiavel (DALVI; LUCKI, 1999).

Os nossos resultados mostraram que o tratamento com a AMT na colite-
DSS clinicamente reverteu a perda de peso corporal e hemorragia no célon em rela¢do ao dos
animais no grupo néo tratado (colite-DSS). No modelo preventivo, a partir do terceiro dia, 0s
sintomas da DIl ficaram mais proeminentes no grupo colite- DSS, ndo sendo notado o anus

com sangue e diarreia no grupo inflamado tratado com AMT. O mesmo ocorreu com 0 outro
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protocolo experimental, modelo terapéutico, cujos sintomas da colite- DSS foi presenciada
também nos dois ciclos da inducdo da doenca, a partir do terceiro dia e salvo o grupo
inflamado- AMT que ndo apresentou esses sinais clinicos tipicos da doenca tdo acentuados.
Nossos resultados mostram que a analise macroscopica dano reduzido com menor
encurtamento da medida do comprimento do co6lon. Trabalhos anteriores mostraram que 0s
sinais clinicos da colite- DSS comegam a se estabelecer ja no primeiro dia de ingestdo deste
composto culminando por volta do quinto dia de ingestdo de DSS, quando a perda de peso e
as alteracbes do comprimento do célon podem ser notadas (OKAYASU et al., 1990;
MELGAR et al., 2007; YAN et al., 2009).

Ressaltamos a importancia da curva de sobrevida que nos dois modelos
experimentais ndo houve perda de animal do grupo controle e do grupo tratado inflamado
tratado com AMT em relacdo ao grupo inflamado, cuja perda de animais foi consideravel. A
perda dos animais no grupo inflamado (DSS) pode ser explicada pela linhagem usada, pois
em certas linhagens de camundongos (incluindo C57BL/6) o desenvolvimento em longo
prazo da inflamacdo crénica é caracterizado por substancial infiltracdo de neutréfilos, que néo
desaparece (MELGAR; KARLSSON; MICHAELSSON, 2005). O efeito da AMT foi a

reducdo da inflamag&o nos animais tratados e evitou a perda dos animais.

Johansson et al. (2010), demonstraram 53% de reducdo da espessura da
camada de muco ap6s 15 minutos de exposi¢do a 3% DSS. A camada interna de muco, que
forma uma barreira de protecdo contra bactérias seria desprovida e prejudicada pelo DSS
(MORGAN et al., 2013). J& 12 horas apds exposicdo ao DSS, um grande namero de bactérias
penetraria na camada . Finalmente, ocorre a penetracdo bacteriana na submucosa,
acompanhado por infiltracdo de leucdcitos, da qual foi observada apés 5 dias de DSS
administracdo. Neste estudo, a colite- DSS, no grupo inflamado mostrou que a camada de
muco foi visivelmente reduzida em comparagdo aos grupos controle e ao tratado com AMT

(modelo profilatico: Figuras 40 e 43; modelo terapéutico: Figura 69).

Experiéncias preliminares mostraram niveis maiores de mediadores pro-
inflamatdrios no colon distal do que aqueles nas outras partes do célon e com base neste
parametro, o colon distal seria a melhor porcdo selecionada para a avaliagdo da eficacia de
tratamentos terapéuticos (SHA et al., 2013), Okayasu et al. (1990), relata que o0 modelo colite-
DSS as lesBes estdo distribuidas predominantemente no célon distal, embora possam ocorrer
lesbes na porcdo do célon medial, baseando nestes parametros Méhler (1998), menciona que

fatores poderiam contribuir com a lesdo da colite-DSS como a microbiota enddgena
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(SCHUH; VINEY, 1996), o peso molecular do DSS (AXELSSON et al., 1996) ou até mesmo

0 protocolo experimental.

A administracdo oral de DSS em roedores resulta em inflamagao evidente
na porcao média- distal do célon que lembra um pouco a DIl humana (DIAZ-GRANADOS,
et al., 2000). Neste estudo a porcdo proximal ndo apresentou alteracBes pela gravidade da
colite- DSS, porém a porcédo distal mostrou-se bem alterada (modelo profilatico: Figuras 39,
40 e 42; modelo terapéutico: Figuras 68 e 70). Os achados hitoldgicos do modelo profilético e
terapéuticos evidenciaram no grupo colite- DSS, na porc¢éo distal, uma inflamacdo cronica
caracteristica deste modelo de colite: pela perda da arquitetura epitelial, aumento de infiltrado
inflamatdrio na parede intestinal, ramificacdo, encurtamento e diminuicdo da densidade da
cripta, condizendo com os achados de outros pesquisadores (GEBBOES; DALLE, 2002;
MELGAR; KARLSSON; MICHAELSSON, 2005; GHIA et al., 2008; KOH et al., 2011;
PERSE; CERAR, 2012).

O tratamento oral com AMT atenuou a colite- DSS nos dois modelos
estudados, atenuando assim a severidade da colite no co6lon distal (modelo profilatico: Figuras
Figuras 39, 41; modelo terapéutico: Figuras 68 e 70) e coincidindo com os estudos de Koh et
al. (2011), que através da fluoxetina (20mg/ Kg- via gavagem) reduziu a severidade da colite
no célon distal. A fluoxetina também ndo mostrou mudancgas histolégicas no célon normal, o

mesmo ocorreu neste estudo com AMT.

O infiltrado inflamat6rio por neutréfilos entre as células epiteliais foi a
principal caracteristica da atividade da doenca (GEBBOES; DALLE, 2002; LARMONIER et
al., 2011). Outros estudos demonstraram que a inflamacdo ativa na CU é caracterizada
predominantemente por infiltrado neutrofilico (WELDON, 1995; STAHLBERG, 1997;
NAITO et al., 2007; SPENCER et al., 2007; LAMPINEN, et al., 2008).

A sobrevivéncia de neutrofilos no tecido, fora dos vasos sanguineos, €
limitada no tempo, devido sua meia-vida curto. A sua presenca no tecido indica, portanto,
recrutamento recente e, portanto, a agressao persistente (GEBBOES; DALLE, 2002). Naito,
Takagi e Yoshikawa (2007), destacaram que os neutrofilos sdo constituidos de duas grandes
populacbes de granulo: priméario (azurofilos) e granulos secundarios (especificos), que séo
formados em diferentes estagios de maturacao dos neutréfilos. Os granulos primarios contém,
como 0s seus principais constituintes, varias enzimas proteoliticas e uma ampla gama de

proteinas bactericidas incluindo a catepsina G, a elastase, mieloperoxidase (MPQ), e lisozima.
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Os granulos secundarios contém uma grande variedade de componentes diferentes, incluindo
lactoferrina, lisozima, colagenase, e lipocalinas. e aumento da taxa de mieloperoxidase.
Segundo Bradley et al. (1982) a capacidade para estimar a quantidade de neutréfilos no tecido
inflamado pode ser til para avaliar a intensidade da inflamacéo, ou o efeito de protocolos
experimentais ou terapéutico que poderiam alterar a resposta inflamatdria. De fato, a atividade
da MPO foi reduzida nas porcdes intestinais (proximal/ distal) e nos dois modelos
(terapéutico e preventivo) pelo grupo tratado com a AMT, indicando a reversdo da
inflamacdo. A atividade da CU esta ligada a um influxo de neutré6filos na mucosa e,
subsequentemente, para o limen intestinal, resultando na formacdo dos chamados abscessos
de cripta. Além disso, os neutrofilos circulantes ativados, uma fonte principal de citoquinas
inflamatdrias, é elevada com aumento do tempo de sobrevivéncia em CU ativa (NAITO;
TAKAGI; YOSHIKAWA, 2007).

Antidepressivos possuem propriedades anti-inflamatorias (TALER et al,
2007; HILES et al., 2012). A AMT interage com receptores opioides para gerar alguns de
seus efeitos terapéuticos, especialmente suas atividades analgésicas (MARCHAND et al.,
2003; ONALI; DEDONI; OLIANAS, 2010) da qual foi avaliado o papel de receptores de
opidides na atividade anti-inflamatdria da AMT. A este respeito, o seu efeito inibitério no
edema de pata ndo foi influenciada pela a co-administracdo de naloxona, o que indica que 0s
receptores opidides ndo estdo envolvidos neste efeito da AMT (HAJHASHEMI et al., 2010).
Martelli et al. (1967) em seus estudos relatam evidéncias de que o efeito anti- inflamatdrio de
farmacos ATCs pode ser atribuido a sua capacidade para potencializam a transmissdo
adrenérgica, porém Hajhashemi et al. (2010), relatarem que em suas condicdes experimentais,
0 pré-tratamento de animais com alguns antagonistas do receptor adrenérgico, incluindo o
propanolol, ioimbina e prazosina, ndo alteraram o efeito anti- inflamatério da amitriptilina.
Assim, estas observacGes ndo foneceram uma relacdo entre a acdo anti-inflamatéria da
amitriptilina e alguns receptores adrenérgicos importantes. Os mecanismos subjacentes pelos
quais antidepressivos reduzem a inflamagcdo permanecem desconhecidos, neste contexto
relatou- se que a clomipramina e fluoxetina teriam efeitos de supresséo de alguns mediadores
inflamatdrios, tais como a substancia P (SP) e prostaglandina E2 ou a fluoxetina e
amitriptilina inibem a liberagdo de Oxido nitrico (BIANCHI et al., 1995; YARON et al.,
1999).

Gurgel et al. (2013), relataram que alguns aspectos moleculares da

atividade anti-inflamatoria dos antidepressivos ndo foram ainda elucidados. Estes aspectos
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incluem os seus efeitos sobre a libertacdo de citocinas, a modulacdo de vias inflamatorias
reguladas por estes mediadores, e, ainda, como o tréfico de leucdcitos é afetada tanto na

inflamacdo aguda e crénica.

As citocinas constituem um grupo de moléculas de sinalizacéo,
principalmente proteinas ou glicoproteinas, utilizados extensivamente na modulacdo
imunitaria (DUNN; BROWN; LOVE, 1995; JANSSEN et al., 2010, VENKATESHA et al.,
2015). Estas moléculas sdo secretadas por uma grande variedade de células no sistema
imunitario (JANSSEN et al., 2010). As citocinas desempenham um papel vital na geracao e/
ou manutencdo de diversos tipos de doencas, incluindo esclerose multipla, asma, artrite e
doenca inflamatoria do intestino (PAPADAKIS; TARGAN, 2000; ICHINOSE; BARNES,
2004; FELDMANN; MAINI, 2008; CODARRI; FONTANA; BECHER, 2010;
VENKATESHA et al., 2015).

Venkatesha et al. (2015), postularam que as citocinas sdo essenciais para o
desenvolvimento de uma resposta imune efetora bem regulada. A superproducédo de citocinas
pro-inflamatorias e/ ou a deficiéncia de citocinas anti-inflamatorias resultam em desequilibrio
do sistema imune (ASTRY; HARBERTS; MOUDGIL, 2011; GAFFEN, 2014). O TNF-q,
IL-1B e IL-6 sdo produzidos principalmente pelas células de origem miel6ide, tais como
macrofagos e células dendriticas, ao passo que, IFN-y e IL-17 s&o as citocinas definidores de
auxiliar Thl e células Th17, respectivamente (VENKATESHA et al., 2015) .

O desbalanco das citocinas pré- inflamatorias e anti- inflamatdrias estaria
ligado ao desenvolvimento da DIl (FORT et al., 2001; TSUKADA et al., 2002; ALEX et al.,
2009). Postula-se que os antidepressivos podem prevenir o aparecimento de doencas
comportamentais por meio da modulacdo de citocinas pro-inflamatérias (FLANIGAN;
ACCONE; LABURN, 1992; YIRMIYA, 1996; SHEN et al., 1999; CONNOR et al., 2000;
CASTANON; BLUTHE; DANTZER, 2001). Os pacientes deprimidos, que s3o saudaveis,
tém aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a), proteinas de fase

aguda, quimiocinas, e moléculas de adesdo (JANSSEN et al., 2010).

Janssen et al. (2010), postularam que medicamentos antidepressivos nao
afetam apenas a regulacdo de catecolaminas, mas também tém acOes significativa direta e
indireta sobre o sistema imunitario e sobre as citocinas em particular. A pesquisa sugere que a
resposta farmacoldgica esté de fato associada com normalizacdo de funcionamento citocinas.
Embora antidepressivos aparecam para normalizar a funcdo das células imunes, incluindo

respostas de citocinas, 0s mecanismos precisos que permanecem ser clarificados (LEONARD,
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2001, JANSSEN et al., 2010). Além disso, a andlise sugere que citocinas, como proteinas e
variantes genéticas, podem servir como preditores Uteis de tratamento na resposta aos
antidepressivos (JANSSEN et al., 2010).

Os estudos in vivo, sobre os efeitos de antidepressivos, sobre as
concentragOes de citocinas sdo contraditérios. Hinze-Selch et al. (2000) avaliaram os niveis
séricos de citocinas de pacientes deprimidos antes e durante seis semanas de tratamento com
0s antidepressivos amitriptilina, nortriptilina ou paroxetina e no grupo sem tratamento, na
qual ativou o sistema TNF-a. Alguns estudos mostraram que o tratamento com
antidepressivos néo alterou a producéo de citocinas (KAGAYA et al., 2001; YIRMIYA et al.,
2001; KUBERA et al., 2004). Logo, tem-se sugerido que o aumento na producdo de citocinas
pré-inflamatorias e um desbalanco na resposta Th1/Th2 poderiam desempenhar um papel
relevante na fisiopatologia da depressdo, implicando diversas teorias da depressao como um
fendmeno psiconeuroimunolégico (VISMARI; ALVES; PALERMO-NETO, 2008).

No estudo de Obuchowicz et al. (2006), foi demonstrado pela primeira vez
que amitriptilina e nortriptilina administrados em concentracdes que podem ser obtidas no
plasma e estruturas cerebrais (células microgliais) de ratos durante o tratamento, inibiram a
secrecdo de IL- 1B e TNF-a. Os resultados obtidos coincidem com as observagdes anteriores
de que os antidepressivos sdo capazes de reduzir a liberacdo periférica de citocinas pro-
inflamatorias e sugerem que a rede de citocinas pode estar envolvida no mecanismo central da
acdo da amitriptilina e nortriptilina. Além disso, Tai et al. (2009) observaram que a
amitriptilina inibe a expressdo de citoquinas pré-inflamatorias através do aumento da IL-10,
corroborando 0 conceito de que estes ATCs podem atuar como supressores inflamatorias
(XIA: DEPIERRE; NASSBERGER 1996; YARON et al. 1999; ACHAR et al. 2003; TAI et
al. 2009). No entanto, no estudo de Prado et al. (2012), ao investigarem os efeitos da
amitriptilina sobre o processo de fibrose em um modelo de obstrucdo da saida da bexiga em
ratos, que a amitriptilina ndo afetou ao processo de infiltracdo inflamatdria, o que foi
interessante para estes autores porque mencionaram que estudos mostraram que 0S
antidepressivos triciclicos (ATCs) inibem a libertacdo de mediadores inflamatérios, tais como
IL-6, IL-1b e TNF-a (XIA et al., 1996; YARON et al., 1999; TAl et al., 2009).

Os niveis séricos de TGF-bl aumentado apdés o tratamento com
antidepressivos, indicando uma possivel interacdo entre o Thl (IL-12) e Th3 (TGF-bl) da
rede de citocina (SUTCIGIL et al., 2007). Sutcigil et al. (2007) também descobriram que
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niveis elevados de IL-2 e TNF-a diminuiram, enquanto rebaixados niveis IL-4 aumentaram

com o tratamento com antidepressivos.

Szuster-Ciesielska et al. (2003), compararam antidepressivos triciclicos
(imipramina), heterociclicos (mianserina) e do litio na producdo de citocinas por células
mononucleares do sangue periférico de voluntarios sadios. Os resultados mostraram que todos
os antidepressivos aumentaram a producdo de citocinas anti-inflamatorias, inibindo aquela das
pro-inflamatorias. Altas concentragdes de imipramina e mianserina também inibiram o burst
oxidativo de neutrofilos, sugerindo tais fatos um efeito imunorregulatério dos antidepressivos
na funcdo de leucocitos humanos (VISMARI; ALVES; PALERMO-NETO, 2008).

A investigacdo sobre as citocinas é complicada por uma série de fatores, que
devem ser considerados quando ambos interpretar os resultados de estudos anteriores e na
concepgdo futuros estudos clinicos. HA uma ampla gama de limitagdes metodol6gicas da
pesquisa revisada, especificamente no que diz respeito a composicdo da amostra,
procedimentos de avaliacdo, e os regimes de tratamento (GOLDSTEIN et al., 2009). Além
disso, e Kennis e Maes (2002), apontaram a dificuldade técnica na deteccdo dos niveis de
citocinas circulantes no soro e plasma sdo muito baixos em seres humanos. Portanto, estudos
iniciais sobre as concentracOes de citocina antes e depois tratamento com antidepressivos
frequentemente utilizados métodos ex vivo. Poucos estudos, no entanto, tém examinado a
desregulacdo das citocinas na periferia na DIl (FUNDERBURG et al., 2013).

A administracdo intraventricular de IL-1 em animais de experimentacdo
provocou secrecdo de IL-6, com deteccdo de niveis elevados desta citocina no plasma,
indicando que o cérebro pode eficientemente induzir a sintese de IL-6, mostrando a existéncia
de uma via de ligacdo entre o encéfalo e a periferia, explicando como doencas confinadas ao
sistema nervoso central provocam resposta imunoldgica sistémica (BERTOLUCCI,
PEREGO; DE SIMONI, 1997). Kwon et al. (2005) mostraram resultados que apoiam de que a
IL-1B esta envolvido no desenvolvimento de colite experimental induzida por DSS em
camundongos, e sugerem fortemente que as citocinas IL-13 e IL-6 sdo importantes para

alavancar a inflamacéo do célon.

No grupo experimental colite- DSS houve aumento dos niveis circulantes de
IL-1 B no plasma, quando comparado com o grupo controle. Em pacientes com DC, as células
mononucleares do sangue periférico in vitro mostraram aumento de IL1-p comparada aos

pacientes—controle (SATSANGI et al., 1987). No modelo profilatico houve diferenca
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estatistica entre o grupo inflamado com os grupos controle e a AMT reverteu esse aumento
dos niveis plasmaticos de IL-1B. Nao foi encontrada diferenca estatistica dos niveis circulante
de IL-1 B no plasma entre os grupos experimentais do modelo terapéutico, devido que a maior
producdo da IL- 1P foi mostrado em células mononucleares isoladas do colon a partir de
pacientes com DIl (MAHIDA; WU; JEWELL, 1989). No entanto, a célula produtora de IL-
1B, a forma predominante, ¢ a regulacdo da expressdo do seu gene no intestino humano, em
condicdes fisioldgicas e patologicas ainda estdo mal compreendidas (YOUNGMAN et al.,
1993). Aumento da producéo de IL-1 tem sido relatado na mucosa de pacientes com DIl ativa
(MAHIDA; WU; JEWELL, 1989; LIGUMSKY et al., 1990; GROSS et al., 1991) e no tecido
do intestino de modelos animais de colites (RACHMILEWITZ; SIMON; SCHWARTZ,
1989; COMINELLI et al., 1990). Nossos modelos experimentais (profilatico e terapéutico)
mostraram reducdo dos niveis de IL-1 B nas duas por¢des do intestino (proximal/ distal). Esta
diminuicdo pode estar relacionada com a diminuicdo de diarreia encontrada nos animais
tratados com AMT, corroborando com os dados de Kreydiyyeh e Al- Sadi (2002) que
constataram que a IL-1 B reduziu significativamente a absor¢ao de fluidos (a camada
superficial do intestino grosso é responsavel pela troca de fluidos entre as fezes e o
organismo), deixando as fezes com excesso de liquido a partir do cdlon de ratos
demonstrando, assim, um envolvimento da citocina na diarreia observado na DII. Este efeito
de IL-1 B pode ser devido a uma diminuicdo na absorcdo de &gua ou em um aumento da

secre¢do de dgua, ou ambos.

Estudos reforgam que a IL-1B desempenha um papel central na patogénese
da colite- DSS ao induzir a colite experimental e também na DIl humana (GROSS et al.,
1991; LUDWICZEK et al., 2004; KWON et al., 2005). A principal fonte de IL-1B no
intestino grosso poderia ser por macréfagos ativando as camadas de mucosa e submucosa no
local da colite in vivo (YOUNGMAN et al., 1993; MCALINDON; HAWKEY; MAHIDA et
al., 1998). Na colite aguda induzida por DSS, a IL-1B concentra-Se no intestino, em vez de

inflamacéo sistémica nos camundongos (LI et al., 2013).

A IL-6 tem sido implicada na patogénese de DIl (GROSS et al., 1991;
ATREYA et al.,, 2000; MUDTER et al., 2002; KWON et al., 2005; LEE et al., 2012). A
producdo alterada de IL-6 foi encontrada em estados inflamatdrios, tais como doenca de
Crohn e colite ulcerosa (ATREYA et al., 2000; PODOLSKY, 2002). Dados sugerem que a
IL-6 contribui para a diferenciacdo de células Th17. Contudo, para esclarecer a importancia

das células Th17 em s&o necessarios mais dados sobre esse evento na DIl. Até agora, a DC


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kreydiyyeh%20SI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12231480
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tem sido atribuida a uma doenca mediada por Th1l, enquanto que a CU apresenta uma resposta
Th2 (MUDTER; NEURATH, 2007; LEE et al., 2012). Pode-se afirmar que niveis séricos de
IL- 6 estdo fortemente correlacionados positivamente com a gravidade clinica, endoscopica e
histopatolégica da atividade da doenca, pois a producdo de IL-6 foi detectada no soro de
pacientes com DIl na fase aguda e inflamacéo cronica (GROSS et al., 1991; MUDTER,;
NEURATH, 2007). Nos nossos modelos de colite experimental (profilatico e terapéutico), os
niveis circulantes de IL-6 plasmatica no grupo experimental colite- DSS em relacdo ao grupo
controle aumentou, no entanto o modelo terapéutico ndo mostrou diferenca significante nos
niveis plasmaticos. Gross et al. (1992), avaliaram os niveis de IL-6 em pacientes com DC e
estes apresentaram um aumento séricos de IL-6 em comparacdo com pacientes de CU ou
controle. No entanto, nenhuma correlacéo significativa entre IL- 6 niveis séricos de IL-6 e
atividade da doenca foram encontrados. Em contraste, no modelo profilatico o tratamento
com AMT reverteu 0 aumento da IL- 6 plasmatica, atenuando a severidade da colite. Hyams
et al. (1993), encontraram uma forte correlacdo entre a fase aguda das proteinas (C-reativa e
alfa-1 antitripsina) e de niveis de IL-6 no soro, tanto em CU e DC em criancas. O aumento da
severidade da doenca foi refletido pelo aumento d os niveis de IL- 6 niveis na DII. No que diz
respeito ao valor preditivo de IL-6, um estudo relatou que pacientes com um nivel de IL-6 no
soro superior a 20 pg/ ml tiveram um aumento de 17 vezes o risco de recidiva ao longo de um
periodo de 1 ano comparados com pacientes com um nivel mais baixo. Os autores (LOUIS et
al., 1997) concluiram que a IL- 6 por si S6 ou em associa¢do com outros marcadores Séricos,
tais como alfa-1 glicoproteina pode ser Util para o controle da remissdo dos pacientes com
DIl. Umehara et al. (2006), relataram que os niveis sericos de IL-6 estariam correlacionados
com atividade clinica da CU, pois ap0s a terapia anti-inflamatoria, niveis IL-6 no soro
diminuiram em correlacdo direta com a melhoria da atividade da doenca. Tratamentos com
antidepressivos reduzem os niveis de IL-6 no plasma, que sdo eleva-se tanto na depressdo

aguda e cronica, na maioria dos os estudos revistos (JANSSEN et al., 2010).

Os niveis de IL- 6 no colon (proximal/ distal) foram reduzidos com o
tratamento da amitriptilina nos dois modelos experimentais deste estudo, reduzindo a
gravidade da colite- DSS. Niveis de IL-6 foram mais elevados no colon do que na inflamacao
limitada ao duodeno em pacientes com DC (MUDTER; NEURATH, 2007). IL-6 aumentou
significativamente nos tecidos do célon de camundongos tratados com DSS (LEE et al.,
2012). Em experimento com camundongos knockout IL- 6 (IL-6-/-), 0s animais mostraram

significativamente reduzida a atividade da colite- DSS em comparagdo com ratinhos de tipo
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selvagem tratados com DSS (NAITO et al., 2004), sugerindo que um bloqueio persistente e
marcado da bioatividade IL-6 proporciona efeitos benéficos para inflamacéo intestinal.

TNF-0 ¢ uma potente citocina pro-inflamatoria por estar envolvida na
patogénese da DIl (GROSS et al., 1991; NAITO et al., 2003). E uma citocina multifuncional
produzida essencialmente por mondcitos / macrofagos ativados, que desempenha um papel
crucial na iniciacdo e na manutencédo da inflamacéo e imunidade (TRACEY, 1994).

Nossos resultados mostram que tanto no modelo profilatico, quanto no
modelo terapéutico, ndo mostraram diferencas estatisticas nos niveis plasmaticos de TNF- a,
coincidindo com as observacoes de Alex et al. (2009), que relataram que os perfis de citocinas
no soro de ambas as modelos de colite- DSS (aguda e crénica) foram prontamente distintas
daquelas dos controles néo afetados. Nos estudos de Sha et al. (2013), houve aumento dos

niveis de TNF-a no soro por colite- DSS em camundongos.

No presente estudo, os niveis de TNF- o aumentaram no célon proximal ¢
distal nos dois protocolos experimentais (profilatico e terapéutico) e coincidem com Alex et
al. (2009) e outros estudos que constataram que na comparacdo com a colite- DSS aguda, a
colite- DSS cronica apresentavam niveis significativamente mais baixos de TNF-a, sugerindo
que esta citocina pré-inflamatoria é responsavel pela inducéo e ativacdo da DIl (BRAEGGER
et al., 1992; KATAYAMA et al., 2003). O tratamento com o antidepressivo AMT reverteu o
quadro, reduzindo os niveis de TNF-a. No experimento de colite- DSS em ratos, ndo houve
diferenca significativa nos niveis de TNF-o (HIRATA et al., 2001). A explicagdo seria pela
funcdo anormal de macréfagos ou a presenca de subtipos de macréfagos produzindo
diferentes citocinas. No coélon distal aumentaram os niveis de TNF-o e os niveis de
transcrigdo de TNF-a e IL- 18 em camundongos por colite- DSS (AZUMA et al., 2008; YAN
et al., 2009; SHA et al., 2013).

O TNF-a também ativa os neutrofilos e macrofagos (PLEVY et al., 1997).
No entanto, 0 mecanismo de acao pelo qual o TNF-a podera estar envolvido na inflamagdo do
colon e imunossupressao nao foi estabelecido. Assim, o papel exato do TNF-o na patogénese
da DIl permanece obscuro e necessita de mais estudos.

Os estudos in vivo, sobre os efeitos de antidepressivos, sobre as
concentracdes de citocinas sdo contraditorios. Mikocka et al. (2001), descobriram que,
embora 0s niveis sericos de IL- 8 e TNF- o aumentaram em pacientes deprimidos, o

tratamento com clomipramina, paroxetina, ou amitriptilina ndo modificou as concentragoes
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dessas citocinas. Pelo contrério, Sutcigil et al. (2007), relataram que os niveis de IL — 2 e de
TNF - o em pacientes deprimidos diminuiram ap6s tratamento com antidepressivos. Tuglu et
al. (2003), também encontraram um declinio no aumento dos niveis de TNF - o em pacientes
deprimidos, ap0s o tratamento com Recaptacdo da serotonina. Curiosamente, Hinze- Selch et
al. (2000), mostraram que o tratamento com antidepressivos triciclicos, mas ndo recaptacao da
serotonina, ativou o sistema TNF- a. Assim, o efeito dos antidepressivos sobre os niveis de

citocinas permanece como uma questdo em aberto.

Outro dado importante é que as alteragdes nos niveis de citocinas apds o
tratamento antidepressivo aparecem principalmente independentes do tipo de antidepressivo,
embora possa haver algumas diferencas nas acdes de como certos antidepressivos podem
influenciar os niveis de citocinas (MAES et al., 2001), pois Cattaneo et al. (2013), relataram
que os niveis de TNF-a, os quais sdo elevados em pacientes ndo respondedores a terapia de
antidepressivos, ndo seriam modificados por um tratamento antidepressivo; e os niveis de IL-
6 com base em terapia antidepressiva apenas reduzem em pacientes respondedores. Enquanto
que Yoshimura et al. (2009) mostraram que os niveis de IL-6 no plasma ap6s 8 semanas de
tratamento de antidepressivo foram reduzidos em apenas respondedores. Kast (2003) destacou
os efeitos de antidepressivos atipicos como a bupropiona e a mirtazapina. A bupropiona ao
diminuir a inflamacdo por reducédo dos niveis TNF-a, ¢ no caminho inverso a mirtazapina
aumentaria os niveis de TNF-a predominantemente sintetizado por linfocitos e mondcitos,
aumentando assim o processo inflamatério. Uma vez que o TNF-o é uma citocina central na
patofisioldgica de varias doencas inflamatorias, tais como artrite reumatoide e doenca de
Crohn, poderia ter implicacdes nas decisdes do tratamento (HAJHASHEMIA; MINAIYANA;
EFTEKHARIB, 2008).

Ghia et al. (2009), realizaram um estudo que fornecem substrato para o
conceito de que depressdo por si s6 pode reativar a inflamacao intestinal em camundongos nas
quais a inflamacdo cronica tinha sido induzido e permitido tornar-se clinicamente quiescente.
Os resultados mostram que a inducdo de depressdo reativa a inflamacdo intestinal em dois
modelos experimentais de colite (DSS e DNBS) por atenuagdo do receptor nicotinico da
acetilcolina do tipo alfa-7 (a7nAchR) mediada por supressdo vagal de citocina pro-
inflamatdria liberadas por macréfagos. Além disso, mostrou-se que o tratamento com um
antidepressivo triciclico (Desmetilimipramina- DMI) atenuou esta depressdao induzida pela
reativacdo da inflamagéo do intestino. Uma observagdo importante realizada pelos autores é a

constatacdo de que a DMI inibiu a reativacéo da colite pela depressao, porém, observaram que
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a DMI néo influenciou a inflamacdo na auséncia de depressdo. Neste contexto, os autores
admitem estarem cientes da possibilidade que o ATC pode ter efeitos anti-inflamatorios
diretos (SACERDOTE; BIANCHI; PANERAI, 1997), mas estes ndo foram evidentes em seus
experimentos. DMI teve nenhum efeito em qualquer pardmetro de inflamacdo em

camundongos tratados com DSS sem depressao.

As primeiras alteracfes na secrecdo do célon podem ser pelo menos em
parte atribuiveis as células enterocromafins. H& evidéncias que a disponibilidade de
serotonina aumenta na colite experimental no célon distal (BERTRAND et al. 2010). Foi
demonstrado um importante papel da serotonina por fluoxetina, um inibidor da reabsorcéo de
serotonina que atenuado a gravidade da colite aguda induzida por DSS em camundongos
(KOH et al., 2011).

Os estudos sobre o papel das citocinas na DIl (em ambos modelos humanos
e animais) tem sido largamente limitada as anélises de conjuntos individuais ou de citocinas
(ALEX et al., 2009). No entanto, € evidente que a redundancia funcional, sinergia,
pleiotropia, e resultado da regulacdo concomitante de uma rede de dinamica de citocinas
dependente do complexo de interacdo de multiplos fatores, ao invés de efeitos isolados de
moléculas simples de sinalizagdo ou vias (O’SHEA; MURRAY?%, 2008 apud ALEX et al.,
2009, p. 341-352).

Colite- DSS é comumente utilizada para estudar a DII, no entanto, ndo se
considera 0 melhor modelo para estudar o envolvimento de células T ou B na DIl
(DIELEMAN et al., 1994; MORGAN et al., 2013), sugerindo que a imunidade adaptativa ndo
é envolvida na colite aguda. O modelo de colite- DSS promove a perda de muco e a eventual
penetracdo bacteriana encontrada durante o trauma intestinal (MORGAN et al., 2013). O fato
de que a colite DSS aguda pode ser induzida sem a ajuda das células T, usando meramente o
sistema imune inato (DIELEMAN et al., 1994), tornou uma metodologia inoportuna para
pesquisas com células-T. No entanto, é conhecido que uma resposta imune adaptativa se
desenvolve, e células T se acumulam no local da inflamagéo (VAN DOP et al., 2010).

Tem sido proposto, mas ndo provado, que muitos das manifestacdes extra-

intestinais em ambas as formas de DIl podem ser atribuida a ativagdo ou regulacdo aberrante

2 O’SHEA, J. J.; MURRAY, P. J. Cytokine signaling modules in inflammatory responses. Immunity, v. 28, p. 477-
487, 2008.
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dos leucdcitos circulantes (WITTIG et al., 1999). Funderburg et al. (2013), relatam que
trabalhos anteriores 0 aumento niveis circulantes de proteinas de fase aguda (PCR) e citocinas
pré-inflamatoria (IL-6, IFN-y) na populag¢ao da DII global, ¢ em DC e CU individualmente.
Além disso, os autores demonstraram que a elevada inflamacéo crénica na DIl esta associada
com aumento da ativacdo das células T do sangue periférico, sugerindo que a inflamacéo
intestinal localizada pode estimular a resposta imune adaptativa de todo o sistema.

As subpopulagdes de células T CD4+ sdo extremamente importantes na DI
através da regulacdo da producdo de citocinas pré/ anti-inflamatérias (MAYNARD;
WEAVER, 2009; STROBER; FUSS, 2011). Se as células T CD4" desempenham um papel
critico na patogénese imune na mucosa intestinal, tanto em CD e CU (ZENEWICZ; ANTOV;
FLAVELL, 2009), sua ativacdo na periferia seria antecipada. As células T CD4 * CD25 " T
(reg) séo aumentados durante a remissdo, mas diminuem durante a doenga ativa. Isto contrasta
com o seu forte aumento no sangue periférico de pacientes com diverticulite aguda (MAUL et
al., 2005). Além disso, os estudos sobre o sangue periférico de pacientes CU encontrada uma
diminuicdo nos nimeros relativos e absolutos de células T reguladoras CD4" (TAKAHASHI
et al., 2006; LI et al., 2010). No entanto, a funcdo relativa de células T reguladoras durante a
remissdo nao € totalmente clara (LANGHORS et al., 2014).

Neste estudo, 0s grupos experimentais ndo apresentaram diferencas
estatisticas significantes entre o percentual de células T CD4 *; CD8 *. As células TCD4 e T
CD8 " néo aparentam ser importantes na indugdo da colite- DSS aguda. As células CD8 *
diminuiram enquanto que as células CD4" permaneceram inalteradas na colite DSS aguda em
BALB/ ¢ e camundongos C57BL/ 6 (STEVCEVA et al., 2001). Os pesquisadores Lee et al.
(2011) e Funderburg et al. (2013), concordaram que um perfil de transcricdo ativado das
células T CD8" na DIl em circulagio serviria como um curso da doenca ativa, ao passo que
nenhuma correlacdo equivalente foi observada com a expressdo de genes de células T CD4",
porém o assunto necessita de mais estudos. Curiosamente, células T CD4", mas nio CD8",
foram aumentadas em CD, mas ndo em CU (FUNDERBURG et al., 2013).

Curiosamente, Sankaran-Walters et al. (2013), concluiram em seus estudos
que as mulheres possuiam niveis mais altos de ativacdo imune e expressdo génica associada a
inflamac&o em amostras de mucosa do intestino do que homens. As células T CD4 * e T CD8
* resultaram em um nivel significativamente mais elevado da ativacdo imune associada a

fenotipo no sangue periférico bem como no tecido linfoide associado ao intestino em conjunto
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com niveis mais elevados de proliferacio das células T. As células T CD4 * que mostraram
regulagdo positiva de IL1B bem como os genes associados via-TH17 contribuiram grande

parte do perfil inflamatorio.

As moléculas CD14" s3o expressas em mondcitos e macrofagos
(SIMMONS et al., 1989) e menos fortemente em neutrofilos (WRIGHT et al., 1991). Néo
encontramos diferenca estatistica entre os grupos estudados nas células CD14+. Estudos de
Grimm et al. (1995), mostraram que 0s mondcitos do sangue recentemente recrutados na DI
sdo CD14 * e seus altos niveis em mondcitos do sangue ndo foram afetados pela presenca da
DIl. Embora a auséncia de CD14" na maioria dos macrofagos intestinais sugere que o
receptor € regulado neste ambiente, a sua presenca numa subpopulacéo de células da mucosa
afetada pela DIl suporta a hipdtese de que estas células representam mondcitos recentemente
recrutados a partir da circulacdo e este recrutamento também é sugerido pela concentragdo de
células CD14" em torno de vasos sanguineos (GRIMM, et al., 1995). De fato, os mondcitos
marcados com radioisétopos ligados a anticorpos anti-CD14 a partir do sangue ao intestino
inflamado na DIl (GRIMM et al., 1995). Os pesquisadores Mahida et al. (1989) e Allison e
Poulter (1991) demonstraram anteriormente que ha significativa heterogeneidade de
macrofagos na DIl mucosa, e atribuiram a esta o recente recrutamento de mondcitos do
sangue periférico para o intestino inflamado. No intestino inflamado, o influxo rapido e
continuo de mondcitos do sangue resulta na presenca de uma segunda populacdo substancial
de macréfagos que é fortemente CD14+ (GRIMM et al., 1995). A expressdo de superficie de
CD14+ pode ser ainda mais aumentada pela presenca de CD14+ soltvel no soro secundaria a
inflamacdo. Juntas, estas podem resultar em producdo citocinas pro-inflamatérios e
reguladoras tais como IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8 (DENTENER et al., 1993).

Maes et al. (1997), relataram que o tratamento subcrénico com
antidepressivos reduziram significativamente o nimero de leucdcitos e neutrofilos, mas néo
teve nenhum efeito quer sobre o nimero absoluto dos outro de células mononucleares do
sangue periférico, ou a relacdo de células T CD4"/ CD8". Os resultados sugerem que (i) 0
elevado de células T CD4" / CD8 * em relagio a depressdo maior € um marcador de trago de
doenca e da resisténcia ao tratamento; (ii) o aumento do numero de leucdcitos e neutrofilos
sdo marcadores do estado de depressdo e sdo reduzidos pela terapia subcronica com
antidepressivos; (iii) o nimero e percentagem de mondcitos diminuem com relacdo a duracéo

da doenca e da incidéncia do episodio depressivo.
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Estudo com o uso da desipramina (ATC) demonstrou que a atenuac¢do da
severidade da colite em modelo de colite experimental (VARGHESE et al., 2006; GHIA et
al.,, 2009) ou com o uso da fluoxetina (ISRS) (KOH et al., 2011). Nossos resultados
mostraram que a amitriptilina mostrou efeitos benéficos na colite- DSS em camundongos
pelos resultados obtidos como reducdo da perda de peso, mieloperoxidase, burst oxidativo e
andlise de citocinas (plasma e célon).
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7 CONCLUSAO

O tratamento com amitriptilina é capaz de atenuar diversos parametros
analisados em um modelo murinho de colite por DSS. A via de administracdo oral e o regime
de tratamento longo se mostraram eficientes em reduzir a gravidade da colite em
camundongos. Enquanto mais estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos para a
atenuacdo da doenca observada aqui, podemos concluir que antidepressivos como a
amitriptilina, além de prescritos com o intuito de melhorar aspectos psicol6gicos e emocionais
associados a colite em humanos, podem de fato melhorar o curso da doenca, tornando-os

medicamentos com potencial terapéutico relevante na doenca humana.
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