LILIAN BERNADETE NAMAZU

Efeito da amitriptilina em um modelo murino de colte

Sao Paulo
2015



RESUMO

NAMAZU, L. B. Efeito da amitriptiina em um modelo murino de colte. [Effect of
amitriptyline in a murine model of colifis2015. 162f. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Faculdade deMedicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade d® $aulo, Sdo Paulo,
2015.

Doencas inflamatérias intestinais (DIl) em humarsd@® reacdes crbnicas de etiologia
complexa. Trata-se de uma reacdo imunoldgica exadare depende da microbiota. O
sistema nervoso interage com a imunidade do inteste um modo bidirecional. Relatos
clinicos e poucos achados experimentais apontara para ligacdo entre transtornos
depressivos e doencas inflamatorias intestinaigerswdo interacdo neuroimunoldgica na
patogenia deste processo. Ainda, o tratamento dmdas inflamatérias intestinais (DII-
Doenca de Crohn e Colite Ulcerativa) com antideyiwves em modelos murino de colite tém
sugerido bons resultados na reducéo da inflam&gdoecanismo da inflamacédo na DIl e a
participacdo do sistema nervoso ou da modulacidaableprocesso pelo emprego de
antidepressivos ainda ndo esta totalmente elucideste estudo teve como objetivo estudar o
efeito do antidepressivo amitriptilina em um modeiorino de colite. A colite foi induzida
em camundongos C57BL/6 por Dextrano Sulfato de &@adES) e a amitriptilina (AMT) foi
administrada por via oral, em regime profilaticoterapéutico. Avaliamos a dose de AMT no
teste de suspensdo da cauda (TSC), o acumulo d&dfiles pela atividade de
mieloperoxidase (MPO), burst oxidativo, curva dérsweida, histopatologia do intestino,
atividade da doenca por sintomas clinicos, a déplege muco intestinal, citocinas
inflamatorias no célon e no soro, fenotipagem détitos T CD4, T CD8 e mondcitos
CD14'. Resultados: A dose de AMT (200 pg/ml) e os regimhe tratamento utilizados aqui
foram capazes de impedir ou diminuir a histopatal@g colite, os sinais clinicos (ganho de
peso (%), comprimento e peso do cllon) e a moaddicdos animais no modelo terapéutico
do grupo inflamado e tratado com AMT. A atividade MPO, niveis circulantes de IL$,1
IL- 6 e TNF-o foram reduzidas nos dois protocolos experimerfpailatico e terapéutico).
Conclusbes: Este estudo incluiu um periodo de netdéo prolongado, visto que os
antidepressivos sé@o conhecidos por serem eficareseses humanos depois de varias
semanas a meses de prescricdo, e confirmou anefeci@a via de administracdo oral, uma

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



regime de tratamento melhorou o potencial antamftorio de AMT na reducdo DSS-colite

em camundongos, com base nos parametros estudados.
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ABSTRACT

NAMAZU, L. B. Effect of amitriptyline in a murine model of colitis. [Efeito da
amitriptilina em um modelo murino de colite015. 162f. Tese (Doutorado em Ciéncias)
- Faculdade d#&edicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Baulo, Sdo Paulo,
2015.

Inflammatory bowel disease (IBD) in humans is a ptax etiology of chronic reactions. It
is an exacerbated immune reaction and dependseomitroflora. The nervous system
interacts with the intestinal immunity of a biditenal fashion. Clinical reports and few
experimental findings point to a link between depiee disorders and inflammatory bowel
disease, suggesting neuroimmunological interacdtiothe pathogenesis of this process.
Also, treatment of inflammatory bowel diseases [fDfe disease DII- and Ulcerative
Colitis) with antidepressants in murine models a@lftis have pointed to positive results in
reducing inflammation. The mechanism of inflammitio IBD and the involvement of the
nervous system or modulation of this process byudeeof antidepressants is not yet fully
elucidated. This study aimed to study the effectofitriptyline in a murine model of
colitis. Colitis was induced in C57BL / 6 mice byefiran Sodium Sulfate (DSS) and
amitriptyline (AMT) were orally administered in agphylactic or therapeutic regimen. We
evaluated the AMT dose in the tail suspension(fEST), the accumulation of neutrophils
by myeloperoxidase activity (MPO), oxidative busiyvival curve, bowel histopathology,
disease activity by clinical symptoms, depletion witestinal mucus, colon and
inflammatory cytokines in the serum phenotype o#4CD lymphocytes, CD8and CD14
monocytes. Results: The dose of AMT (200 pg / mb) &eatment regimens used herein
are able to prevent or decrease the pathology ldfscalinical signs (weight gain (%),
colon weight and length) and mortality animals lie therapeutic model inflamed group
and treated with AMT. MPO activity, circulating ket¢ of IL-13, IL-6 and TNFe. were
reduced in both experimental protocols (prophytaetid therapeutic). Conclusions: This
study included a prolonged period of treatment,aaidepressants are known to be
effective in humans after several weeks or monthdinoitation, and confirmed the
effectiveness of oral administration route, sinogdepressants are generally administered
orally to humans. This treatment scheme has impr@agential anti-inflammatory AMT

in reducing DSS colitis in mice based on the stpaameters.
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1 INTRODUCAO

As Doencas inflamatérias do intestino (DIl) commeem duas classes:
Retocolite ulcerativa ou Colite Ulcerativa (CU) eddca de Crohn (DC). DIl é uma doenca
inflamataoria crénica recorrente, de etiologia solestigacdo, mas envolve uma reacédo imune
inadvertida para o intestino, desencadeada porefaiatrinsecos (SATSANGI et al., 1998;
XAVIER; PODOLSKY, 2007; KASER; ZEISSIG; BLUMBERG,(40) e fatores ambientais
gue incluem a microbiota (RAMPTON, 2000; PODOLSKX)Q02; NG et al.,, 2013). A
prevaléncia de DIl permanece em ascensao nos Etlfe da Europa e comeca a aumentar
nos paises do Oriente e do hemisfério sul e a maide do mundo em desenvolvimento (DE
SCHEPPER et al.,, 2008; PERSE; CERAR, 2012). Regisemergentes da DIl estdo
associados com o aumento de habitos culturaisatasdades ocidentais em paises como a
China, Coreia do Sul, india, Libano, Ird, Tailandiaorte da Africa, embora dados precisos

destas areas nédo estivessem disponiveis (NG 204B).

Os modelos murino de colite intensificaram a ifieacéo das funcdes do
sistema imunitario da mucosa que cooperam paraematitomeostase intestinal, que incluem
a presenca de uma barreira epitelial intacta, emedvimento de respostas imunes inatas
eficientes, a manutencdo de um equilibrio delicalve respostas das células T efetoras e
reguladoras, bem como o estabelecimento de infl@amésioldgica (VALATAS; VAKAS;
KOLIOS, 2003; STURM; DE SOUZA; FIOCCHI, 2008). Amesda variedade de modelos
animais que imitam diferentes aspectos de DIl hananprobabilidade de traducé&o de
estudos com animais de intervencdo em uso clinatinua a ser bastante limitado
(VALATAS; VAKAS; KOLIOS, 2003).

A colite induzida em camundongos por Dextrano $wlffe Sodio (DSS-
colite) € um modelo experimental simples (PERSERARE, 2012) que pode ser utilizado por
reproduzir DIl aguda, cronica recorrente dependeatdrequéncia e numero de ciclos de
tratamento por DSS (OKAYASU et al., 1990). Variasacteristicas histopatoldgicas da DI,
incluindo algumas de etiologia ainda desconhecmano a displasia em CU, ocorre
espontaneamente na fase cronica da colite- DSS REBCet al., 1993). Danos epiteliais do
célon (DIELEMAN et al., 1994) disbiose da microlsotuminal (YAMADA; OHKUSA,



OKAYASU, 1992) e ativagdo de macrofagos resideatadiltrados (OHKUSA et al., 1995)
sao alguns mecanismos propostos subjacentes aotel@daal por colite- DSS que pode
recapitular a doenca que ocorre naturalmente (MARIIEE al., 1998). Dados de estudos por
DSS empregam drogas potencialmente terapéuticadegnestram que a colite-DSS pode ser
reproduzida com sucesso por apresentar caraaasistiscretas da doengca humana, ajudando
na conversao de dados de camundongos para doemgarsds (MELGAR et al., 2008).

Os estudos clinicos e experimentais indicam umacesRacdo da
inflamacé&o intestinal, por condicbes emocionaissigusatricas, como a depressédo (GHIA;
BLENNERHASSETT; COLLINS, 2008), o que pode contiibpara o desenvolvimento e
recorréncia da DIl (GRAFF; WALKER; BERNSTEIN, 2009utros estudos afirmam que a
depresséao € um epifendmeno marginalmente assaridepressao e seu papel na recorréncia
é controverso (VARGHESE et al., 2006; GHIA; BLENNERSSETT,; COLLINS, 2008).
Enquanto alguns estudos apontam para uma alt@mtilu da depressao sobre o indice de
atividade da doenca (HELZER et al.,, 1984; KURINAatt 2001; GRAFF; WALKER,;
BERNSTEIN, 2009), outros relatos apontam como sesatmindaria a atividade da doenca
(KURINA et al., 2001; MARDINI; KIP; WILSON, 2004).

Na direcdo oposta, mas complementar, varias hipgtesplicam o sistema
imunologico sobre a etiologia da depressdo. Teaoaso a imuno-inflamacao, citocinérgica
e macrofagica como um fenémeno psiconeuroimune T8IMI1991). A base para esta
hipGtese € consistente com um aumento da conc@atrde citocinas pro-inflamatorias
(LICINIO; WONG, 1999) que frequentemente levam grdssdo, como alteracdes do
comportamento (ANISMAN; MERALI, 2003; CAPURON; DANER, 2003). Portanto, a
literatura aponta uma interferéncia entre a infigdioae as respostas imunes a emocgéo e
depresséao por meio de citocinas inflamatériascaiso IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) (ANISMAN; MERALI, 2003; CAPURON; DANTZER, 2003; OWLATI et al.,
2010). Na colite ulcerativa, o aumento da secrefgfcitocinas inflamatérias € considerado
chave na progressao desta doenca (SAILOR, 1997%ecfecdo de citocinas € ativamente
modulada pelo sistema nervoso autonomo (SNA) (MANIBGA et al., 2001).

Os antidepressivos em pacientes com DIl visam dpglé lidar com os
seus problemas emocionais e melhorar sua qualidadeida, além de que a terapia
antidepressiva pode influenciar o curso da DII. r@latorios mostraram que estas drogas
equilibraram a desregulacéo de respostas imurgtanaDIl, levando a um prognostico mais
positivo da doenca (MIKOCKA-WALUS et al.,, 2012). Amitriptilina (AMT) € um



antidepressivo triciclico amplamente utilizado cotamapia de apoio para 0s pacientes que
sofrem de DIl ou de outros distlrbios gastrointess (QUARTERO et al., 2005; AVILA;
BOTTINO, 2006). Prescrever amitriptilina, nessesosa €, supostamente, devido a sua
eficacia nos tratamentos psicologicos (SUSSMAN; BTA 1996; RAJAGOPALAN;
KURIAN; JOHN, 1998; GERSON; TRIADAFILOPOULOS, 200&) sintomas somaticos
associados a DIl (MIKOCKA-WALUS et al., 2006).

Neuroimunomodulacdo € o estudo sobre interac@ieetionais entre os
sistemas neuroendocrino e imunoldgico (COSTA-PINRALERMO-NETO, 2010). A
evidéncia clinica e de dados experimentais supodams a depressdo esta associada a
inflamacédo e antidepressivos séao eficazes na mgitulado s6 os aspectos emocionais de
DIl, mas também na propria inflamacdo. Varios moslehpontam para a relevancia das
interacdes neuroimunoendoécrinas na doenca. Nestedoesfocamos em interacdes
neuroimunes no intestino sobre o curso de uma domrfigmatoria cronica possibilitando

novas possibilidades para combinar a terapia fooadiano tecidual e bem-estar.



CONCLUSAO

O tratamento com amitriptilina € capaz de atenueersios parametros
analisados em um modelo murinho de colite por Ds@a de administracao oral e o regime
de tratamento longo se mostraram eficientes em zieda gravidade da colite em
camundongos. Enquanto mais estudos sdo necespara<®lucidar os mecanismos para a
atenuacdo da doenca observada aqui, podemos comglai antidepressivos como a
amitriptilina, além de prescritos com o intuitordelhorar aspectos psicoldgicos e emocionais
associados a colite em humanos, podem de fato melbocurso da doencga, tornando-os

medicamentos com potencial terapéutico relevantioraca humana.
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