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RESUMO

Doenca Inflamatoria Intestinal € um termo utilizado para descrever diversas doencas,
dentre elas a Doenca de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI). A DC
€ caracterizada por uma inflamacédo crénica, com periodos de melhora e de recidiva,
com caracteristica transmural e que pode afetar qualquer parte do trato digestorio,
sendo mais comum o ileo terminal e coélon. Caracteriza-se imunologicamente pela
producdo de mediadores pro-inflamatérios como o TNF-a em detrimento da producgao
de mediadores antiinflamatérios como a IL-10, por exemplo. Os mediadores produzidos
sao caracteristicos de reacdes mediadas por linfécitos Th-1. Experimentalmente, estas
alteracbes podem ser observadas no modelo de colite por TNBS com reativagoes.
Deste modo, este projeto teve como objetivo estudar a eficacia do uso de Infliximab
(Remicade®), um anticorpo anti-TNF-a utilizado no tratamento de pacientes com DC,
no modelo de colite experimental avaliando-se o infiltrado de neutréfilos, as lesfes
macroscoépica e microscopicamente observaveis e as alteragdes do perfil de citocinas e
outros parametros inflamatorios presentes no célon. Nossos resultados mostraram que
o Infliximab foi eficiente em reduzir as lesdes, o infiltrado de neutrdfilos e a expressao
de INOS no colon dos animais com colite experimental. No entanto, ndo foi capaz de
restaurar a producéo de IL-10. A expressao do receptor de TNF-a do tipo 1 também foi
aumentada, mostrando que o bloqueio do TNF-a pelo uso de um anticorpo monoclonal
é eficiente em controlar a inflamacdo intestinal, mas sem restaurar a producéo
endégena de mediadores antiinflamatérios como a IL-10. Verificamos que o infliximab
nas doses de 1 e 5 mg/Kg tiveram resultados estatisticamente iguais, o que justifica a

proposicéo de um estudo dose / dependéncia.

Palavras-chave: Imfliximab, TNF-a, colite, citocinas.
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ABSTRACT

Inflammatory bowel disease describes a range of different pathologies, such as Crohn
Disease (CD) and Ulcerative colitis (UC). DC is characterized by a chronic inflammation,
with recurrence and remissions period, with transmural lesions and it can take place at
any part of gastrointestinal tract, most frequently occurs in terminal ileum and colon.
Immunologically, DC is characterized by increased pro-inflammatory mediator
production, such as TNF-a and decreased production of anti-inflammatory mediators,
such as IL-10, for example. The mediator production observed is characteristic of an Th-
1 response. Experimentally, these alterations can be achieved in a colitis model induced
by TNBS with reactivation. Thus, the aim of this work was study the efficacy of Infliximab
(Remicade®), an monoclonal antibody anti-TNF-a employed in DC patients
therapeutics, in experimental colitis focusing on the neutrophil infiltration, lesions
observed macroscopically and microscopically and, the profile of cytokines produced
and additional inflammatory marker in colon. Our results shown that Infliximab was
efficient in reduce lesions, neutrophil infiltration and iINOS protein expression in colon
from colitis animals. However, the treatment was not able to modify either IL-10 neither
TNF-a production. The TNF receptors expression was also increased after treatment,
suggesting that TNF-a blockade by monoclonal antibody is efficient in the inflammation
control, but it was not able to recover the endogenous production of anti-inflammatory
mediator, such as IL-10. We found that 1 and 5 mg/Kg doses of infliximab had

statistically equal results, which justifies the proposition of a dose / dependence study.

Key words: Imfliximab, TNF-a, colitis, citokines.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doencas Inflamatoérias Intestinais.

As Doencas Inflamatorias Intestinais (DIl), termo que compreende, sobretudo,
doenca de Crohn (DC) e retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI), se constituem em
problemas de saude publica em diversos paises. A incidéncia da DIl varia dentro de
regides diferentes. Cerca de 1,4 milhGes de pessoas nos Estados Unidos (Loftus et al.,
2007) e 2,2 milhGes na Europa (Neuman, 2007).

O Brasil ainda é considerado uma area de baixa prevaléncia da DIl, apesar de
estarmos observando um aumento significativo de trabalhos na literatura nacional
descrevendo a incidéncia destas doencas em nosso pais. Como as mesmas néo sao
consideradas doencas de notificagdo compulsorias, € possivel que muitos casos da DIl
podem ndo estar sendo diagnosticados e registrados (Souza et al., 2008). Em um
trabalho retrospectivo desenvolvido no Estado de S&o Paulo, observou-se que a
incidéncia da RCUI (4,48 casos/100.000 habitantes) foi maior do que a observada para
a DC (3,50 casos/ 100.000 habitantes), embora a incidéncia da DC tenha apresentado
um aumento nos Ultimos cinco anos enquanto a incidéncia da RCUI apresentou
reducdo (Victoria et al., 2009).

As DlIs sédo doencas cronicas, cuja fisiopatologia ainda é desconhecida e os
tratamentos disponiveis as vezes com baixa resposta terapéutica. O avango no
conhecimento terapéutico esta diretamente relacionado a uma melhor compreensao da
fisiopatologia das mesmas e, € neste momento que a abordagem experimental pode
contribuir de maneira significativa. Nos Ultimos anos, muitos progressos foram
efetuados, o que permitiu que novos medicamentos fossem disponibilizados para uso
terapéutico, melhorando assim a qualidade de vida dos portadores (Cohen et al., 2010).

Conforme Matsumoto e colaboradores (2001), a idade de inicio da doenca esta
entre os 15 e os 30 anos, tendo um segundo pico entre os 60 e os 80 anos. Nao ha
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predominancia de sexo, mas uma possivel associacdo com certas sindromes genéticas.

As principais manifestacdes clinicas das Dlls sdo a disenteria, dor abdominal,
perda ponderal e nauseas. O indice de mortalidade € baixo e geralmente acontecem
nos primeiros anos da doencga, principalmente relacionado as alteragdes nutricionais,
como desidratacdo e anemia, que aumentam a morbidade gerada pelas crises de
disenteria (Steidler et al., 2000). Podendo aumentar esta indice se considerarmos em
longo prazo, pois pode desencadear outras doencas (cancer intestinal, complicacdes
geradas por ma absorcéo intestinal).

Mais especificamente, a DC caracteriza-se por um envolvimento transmural e
descontinuo dos intestinos, podendo atingir todo o tubo digestivo. A etiologia
desconhecida tem motivado estudos que apontam causas imunes e possiveis
interac6es com microrganismos intestinais. Observa-se, com freqiiéncia, piora ou inicio
da DC associada a crises emocionais. A apresentacdo clinica da doenca varia de
acordo com a extensdo, a intensidade e as complicacfes presentes. Acomete, com
maior frequéncia, o ileo terminal e o célon, iniciando-se tipicamente com crises de
disenteria, febre, dor abdominal e emagrecimento. Na evolugdo, podem surgir
complicagdes locais, nutricionais e sistémicas. A doenca se agrava e as crises tornam-
se mais frequentes, gerando comprometimento do estado geral e piora da qualidade de

vida do individuo (Peakman e Vergani, 1999).

1.2. Citocinas e Doencas Inflamatorias Intestinais

Em condi¢bes normais, a integridade da mucosa intestinal fica sobre um delicado
controle dado pela producéo de citocinas pro- e antiinflamatérias (Bosani et al., 2009). A
reacdo inflamatdria descontrolada na DC provavelmente é o resultado da interacdo
entre deficiéncia genética e sistema imune inato e uma exagerada resposta da
imunidade adaptativa, onde certamente se observa um predominio da producdo de
citocinas proé-inflamatdrias em detrimento da producdo de citocinas antiinflamatérias

(Bosani et al.,, 2009). Sugere-se, portanto que a DC decorra de anormalidades
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imunologicas celulares, ou seja, da reatividade anormal dos linfécitos T da mucosa
gastrointestinal a uma microflora normal ndo patogénica (Matsumoto et al., 2001).

O Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) possui varias acdes pro-inflamatdrias, e
imunorreguladoras como o0 aumento da ativacdo dos linfécitos T-auxiliares (T-helper), a
producdo de imunoglobulinas e a inducao da resposta de fase aguda do figado. Nesta
situacdo, os hepatdcitos aumentam a producdo de proteinas plasmaticas, importantes
para a defesa inespecifica do hospedeiro contra infeccdes como, por exemplo, a
Proteina C-reativa (Oppenhein e Ruscetti, 2000). O TNF-a desempenha um papel
importante na patogénese da DC e a terapia anti-TNF-a utilizando anticorpos
monoclonais é a principal alternativa terapéutica atual (D'Haens et al., 2010).

J4 a IL-10 € uma citocina antiinflamatoria produzida por células T e B e
monacitos ativados por lipopolisacarideos (Kuhn et al., 1993). Esta citocina suprime a
inflamacado por varios mecanismos imunolégicos, incluindo a reducéo da expressao de
HLA classe Il, reducdo da secrecdo de IL-2 pelas células T, diminuicdo de outras
citocinas como TNF-a e IL-8. A deficiéncia do gene da IL-10, em camundongos propicia
o desenvolvimento espontaneo de inflamacgéo transmural do intestino, lembrando a DC.
Este tipo de inflamacéo é agravado pela presenca de bactérias na luz do intestinal e
pode ser prevenida com a administracdo de IL-10 (Herfarth e Schdlmerich, 2002).
Assim ela contribui para reducdo da resposta na inflamacdo aguda. Em modelos
animais IL-10 mantém a homeostasia imune, € um caminho promissor para o
tratamento de DC (Kuhn et al., 1993).

1.3. Marcadores Inflamatoérios: Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO) esta envolvido na fisiopatologia de inumeras doencas
principalmente por modular a permeabilidade endotelial (Moncada et al., 1989). A
expressdo da isoforma induzida da NOS (iINOS) e a concentracdo do NO produzido
desempenham um papel importante na patogénese das DllIs. Niveis coldénicos de NO
em pacientes com DIl em fase ativa sdo de dois a cinco vezes maiores do que
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pacientes saudaveis ou em remissao (Rachmilewitz et al., 1998). O NO age como um
controlador da resposta Th1/Th2, participa nas reagfes de estresse oxidativo e nas
respostas apoptoéticas, além de participar de mecanismos de fagocitose de

microrganismos (Cho e Chae, 2004).

1.4. O Infliximab na DII

Como dissemos anteriormente, a terapia anti-TNF-a utilizando anticorpos
monoclonais é uma importante alternativa terapéutica da atualidade. Dentre os
anticorpos monoclonais anti-TNF-a disponiveis para uso terapéutico, temos o
Infliximab, adalimumab e certolizumab (Gonvers et al.,, 2007). S&o anticorpos
especificos e que apds os avancos das tecnologias de recombinacdo passaram a ter
suas respostas imunogénicas bem reduzidas (Drewe e Powell, 2002).

O Infliximab (Remicade®), um anticorpo 1gG quimérico humano-murino tem a
capacidade de se ligar ao TNF-a circulante e estd sendo amplamente utilizado em DC
principalmente em pacientes que ndo respondem a terapia com glicocorticéides. Um
estudo multicéntrico, duplo-cego, controlado com placebo, que forneceu uma Unica
dose intravenosa de Infliximab (5 mg/Kg) a pacientes ja sob tratamento convencional
com doses estéveis de corticéide ou azatioprina, demonstrou melhora clinica, em quatro
semanas, de 81% desses pacientes, e de somente 20% nos que receberam placebo
(Drewe e Powell, 2002). O Infliximab também foi capaz de manter beneficios clinicos
por 8 semanas depois de doses repetidas (10 mg/Kg a cada 8 semanas), corroborados

por melhora endoscépica, histolégica e imunoldgica (Drewe e Powell, 2002).

1.5. Modelos experimentais em Doenca de Crohn

Os modelos murinos tradicionais desenvolvidos para o estudo da DC usam

inducdo quimica, a transferéncia de células imunes, ou manipulacdo genética

18



(Goncalves et al., 2008). Modelos da DC quimicamente induzidos incluem o &cido
trinitrobenzeno sulfénico (TNBS), dextran sulfato de sodio (DSS) e oxazolona. Estes
modelos sdo particularmente Uteis no estudo das vias bioquimicas do processo
inflamatdrio e na comprovacgao de novas estratégias terapéuticas (Linden et al., 2005).

A inducdo quimica da inflamacao utilizando TNBS em solucao alcodlica tem sido
extensivamente utilizada. Este modelo foi desenvolvido por Morris e colaboradores
(1989), os quais se basearam na hipotese de que, na DC, ha um aumento na
permeabilidade da mucosa, induzida pelo alcool 50%, com isso resultaria na entrada de
um antigeno luminal, que ndo seria adequadamente eliminado pelo sistema imunolégico
da mucosa. Adicionalmente, o TNBS, atua como um hapteno, que ao se associar com
substancias de alto peso molecular, como as proteinas presentes no coélon,
desencadeiam uma resposta imunologica (Goncalves et al., 2008). Deste modo, a
administracdo combinada do etanol e TNBS resulta no estabelecimento de inflamacéao,
com ulceracdo da mucosa col6nica, forte infiltrado de células inflamatorias (neutrofilos,
linfocitos, monacitos), maior producgéo de citocinas pro-inflamatérias com caracteristicas
de uma resposta Thl, além da presenca marcante da expressdo aumentada de
marcadores inflamatorios como a INOS (Szczepanik, 2000; Yamada, et al.,1992;
Hogaboam et al., 1995).

A avaliacdo da inflamacédo intestinal pode ser feita de diferentes formas, por
andlise histopatologica, por meio da determinagdo da atividade da mieloperoxidase
(MPO) tecidual, uma enzima presente principalmente nos granulos azurdéfilos dos
neutrofilos, e até mesmo pela quantificagdo das citocinas pro-inflamatorias produzidas

localmente (Krawisz et al., 1984).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

 Avaliar a agcdo do anticorpo monoclonal anti-TNF-a, Infliximab, nas alteracbes

inflamatdrias intestinais em modelo de colite experimental.

2.2. Objetivos Especificos

* Avaliar a acdo do Infliximab (Remicade®) sobre:

O dano macroscopicamente observavel;

Alteracdes histopatoldgicas;

Infiltrado de neutroéfilos;

Producédo de citocinas pro- e antiinflamatérias, bem como sobre a expressdo de
outros marcadores inflamatorios no colon de animais com colite induzida por TNBS.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Para a realizacdo do estudo, foram utilizados ratos machos Wistar, pesando 200-
300 g. Esses animais foram acondicionados em gaiolas coletivas e mantidos no
Biotério, com ciclos artificiais de 12 horas de periodos claro e escuro. A temperatura
constante foi de 25 °C. Agua e racdo foram servidas ad libitum. A realizacido deste
estudo obedeceu as orientacdes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), tendo sido este trabalho aprovado pelo comité de ética em pesquisa da
Universidade S&o Francisco (Protocolo CAAE:002.09.09).

3.2. Grupos Experimentais

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos experimentais.

Controle negativo : formado por animais que receberam administracdes
sucessivas de solucéo salina via intracolonica;

Controle positivo : formado por animais que receberam administracbes
sucessivas de solucdo alcodlica contendo TNBS via intracolénica em duas doses
diferentes de tratamento com Infliximab:

1 mg/Kg : grupo formado por animais que receberam administracdes sucessivas
de solucdo alcodlica contendo TNBS via intracolénica e Infliximab 1 mg/Kg por via
intraperitoneal;

5 mg/Kg : grupo formado por animais que receberam administracdes sucessivas
de solucdo alcodlica contendo TNBS via intracolonica e Infliximab 5 mg/Kg por via
intraperitoneal.

3.3. Modelo experimental de colite induzida por TNBS
21



Os animais foram mantidos em jejum por 12 horas, que antecederam a
realizacdo da administracdo de TNBS, sendo mantido o livre acesso a agua. Foram
anestesiados com uma mistura 1:1 (v/v) de solucdo de cetamina 100mg/ml e xilasina a
2%, sendo administrado 0,1 mL/Kg de peso corporal.

ApOs indugdo da anestesia, 0s animais receberam por via intracolénica 3 mg de
(TNBS), dissolvido em 300 pL de etanol a 50%. A solucdo foi injetada no colén dos
animais com o auxilio de uma sonda. Esse procedimento foi realizado no 1°, 14° e no
28° dia, sendo os animais sacrificados no 35° dia, totalizando trés administracdes de
TNBS.

3.4. Tratamento com Infliximab

Os animais foram tratados nos ultimos 7 dias do protocolo de indugéo da colite
experimental descrito anteriormente, ou seja, do 28° ao 35° dia. O Infliximab
(Remicade®) foi reconstituido em solucao fisiologica estéril (NaCl 0,9%) e administrado
por via intraperitoneal nas doses de 1 mg/Kg e 5 mg/Kg. O grupo controle positivo
recebeu somente solucéo fisioldgica estéril por via intraperitoneal.

3.5. Coleta de amostras

No 35° dia do protocolo, os animais foram anestesiados com uma mistura de
cetamina e xilazina 1:1 (v/v), sendo administrado 0,15 mL para cada 100 g de peso
corporeo. A cavidade abdominal foi rapidamente aberta, o colon retirado e aberto para
analise do dano macroscoépico. Em seguida as amostras foram coletadas através de
cortes longitudinais e distribuidas aleatoriamente para as determinacfes descritas
adiante. Em seguida, sob o efeito anestésico, os animais foram sacrificados por

deslocamento cervical.
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3.6. Analise macroscopica de lesdes

As lesdes macroscopicamente observaveis foram analisadas de acordo com o

descrito por Rodriguez-Cabezas et al. (2002) e mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Anélise macroscopica do colon (Rodriguez-Cabezas et al., 2002).

Escore Critérios

0 Auséncia de lesodes.

Hiperemia, sem ulceracdes.
Ulceracéo linear sem inflamacgéo.
Ulceracéo linear com inflamacgéo.

Duas ou mais ulceragdes e inflamacgao.

ga b~ W N B

Duas ou mais ulceragbes e inflamacdo ou uma ulceracdo
com extensado superior a 1 cm longitudinalmente no colon.
6-10 Se as lesdes forem superiores a 2 cm de extensdo
longitudinalmente, sera atribuido 1 ponto para cada centimetro

adicional.

3.7. Analise histopatologica

Fragmentos foram imediatamente acondicionados em formalina tamponada a
10%. E apOs 48 horas foram processadas e emblocados em parafina. Cortes
histologicos de 4 uM foram corados com Hematoxilina e Eosina. A presenca de
infiltrado inflamatoério, edema e ulceragfes foram avaliados utilizando microscépio 6tico

acoplado a sistema de captacdo de imagens.
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3.8. Determinacéo da atividade da mieloperoxidase col6nica

Uma bidpsia do colon foi imediatamente armazenada a -20° C, para posterior
determinacdo dos niveis teciduais de mieloperoxidase (MPO). Para tanto, as amostras
foram homogeneizadas com tampao HTAB (5 g de hexadeciltrimetil brometo de amdnia
— Sigma (GIBCO Life Technologies, Grand Island, NY) — diluido em 1 litro de Tampéao
Fosfato de Potassio) e centrifugados (10 minutos, 14000 rpm e 4° C). Em seguida, foi
adicionado o-dianisidine (16,7 mg de o-dianisidine — Sigma; 90 ul de agua oxigenada
1%) ao sobrenadante e foram realizadas leituras cinéticas de absorbancia em 460 nm.

3.9. Imunoensaio enzimético para quantificacdo de TNF-a e IL-10

O ensaio imunoenzimético (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) foi
utilizado para quantificar niveis de IL-10 e TNF-a no colon. Foram utilizados Kit Biotrak
ELISA System (Amersham Biosciences — UK). Esse ensaio de captura do antigeno é
empregado para detectar produtos secretados, como citocinas. O protocolo utilizado

para o desenvolvimento do ensaio segue recomendacdes do fabricante.

3.10. Analise da expressao protéica da iNOS e dos receptores de TNF-a

A expressao protéica de INOS, e dos receptores de TNF-a no colon foram feitas
por Western blot. Para tanto, amostras de célon foram homogeneizadas em tampao de
solubilizacdo contendo Tris 100 mM (pH 7.6), Triton X-100 1%, NaCl 150 mM, aprotinin
0.1 mg, 35 mg PMSF/ml, NazgVO, 10 mM, NaF 100 mM, Nas;P,0O7 10 mM e EDTA 4 mM.
Os extratos foram centrifugados a 15000 rpm a 4°C, 45 min. O sobrenadante foi
transferido para tubos contendo tampéao de Laemmli com DTT (100 mM) e aquecidas
em agua fervente por 4 min. para posterior aplicacdo em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) e separacdo por eletroforese. ApGs a eletroforese, as proteinas foram
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transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A membrana de nitrocelulose foi
incubada com os anticorpos de interesse (anti-iINOS, anti-TNFR1, anti-TNFR2, anti-3-
actina) overnight a 4°C antes de serem reveladas com Kits comerciais de
guimioluminescéncia (GE Healthcare, UK). A intensidade das bandas foi analisada pelo
ImageQuant 350 (GE Healthcare, UK).

3.11. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média, acompanhado do respectivo erro
padrdo da média (EPM) dos experimentos realizados. O escore macroscopico foi
apresentado como mediana e tratado como um dado n&o-paramétrico. Diferencas
estatisticamente significantes foram determinadas utilizando-se analise de variancia
(ANOVA), teste t de Student ndo-pareado ou teste de Dunnett para comparacoes

multiplas. Valores de p<0,05 foram considerados significantes.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacao da colite experimental e efeito do tratamento com Infliximab

Como podemos observar na Figura 1, a administracdo repetida de TNBS em
solugdo alcodlica via intracolénica aos animais promove um aumento significativo de
lesGes observaveis macroscopicamente, sendo comuns o0s achados de necrose,
hiperemia e ulceragdes. O tratamento dos animais com Infliximab foi capaz de reduzir
estas lesdes, embora, nas dosagens utilizadas, ndo tenha sido observado uma relacao
dose-efeito. Caracteristico deste modelo experimental € o proeminente infiltrado de
neutrofilos, observado na Figura 2. O tratamento com Infliximab foi capaz também de
reduzir este infiltrado, observado pela atividade da enzima mieloperoxidase. A avaliacao
histopatoldgica revela a destruicdo da camada mucosa com proeminente infiltrado de
células inflamatorias na submucosa (Figura 3). O tratamento com Infliximab 1 mg/Kg foi
capaz de restaurar a estrutura da camada mucosa, embora ainda seja observado um
leve infiltrado celular na submucosa. Nos animais tratados com Infliximab 5 mg/Kg o

infiltrado de células inflamatérias também foi atenuado.
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Figura 1. LesBes macroscopicas no coélon de animais controle (NC, salina), colite

(administracdes repetidas de TNBS) e colite tratada com duas doses de Infliximab (1 e 5 mg/Kg

nos ultimos 7 dias do protocolo). Os dados e a mediana estdo apresentados (n=6-8).
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Figura 2. Niveis de atividade da mieloperoxidase no célon de animais controle (CN, salina),

colite (administrac8es repetidas de TNBS) e colite tratada com duas doses de Infliximab (1 e 5

mg/Kg nos ultimos 7 dias do protocolo). As barras apresentam a média acompanhada do

respectivo erro padrao da

média (n=6-8). ** p<0,01 quando comparado ao CN e #p<0,05 e

##p<0,01 quando comparado ao grupo colite.

27



INegative contral

Infliximab 1 malka T
. - -

Figura 3. Andlise histolégica dos célons de animais controle (CN, salina), colite
(administracdes repetidas de TNBS) e colite tratada com Infliximab 1 mg/Kg e 5 mg/Kg
nos ultimos 7 dias do protocolo). H&E, 400X.
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4.2. Avaliacdo da producéo de citocinas e outros marcadores inflamatoérios no célon

Podemos observar na Figura 4, que a inducéo da colite induz a um aumento da
producdo de TNF-a, classicamente uma citocina proé-inflamatdria, concomitante a
reducdo da producdo de IL-10, uma citocina com propriedades antiinflamatoérias. O
tratamento com Infliximab aumentou os niveis teciduais de TNF-a. No entanto, nédo
houve modificacdes nos niveis de IL-10 no colon apés o tratamento.

A expressao colénica de iINOS também foi aumentada em decorréncia da colite.
O tratamento com Infliximab foi capaz de reduzir a expressao da iINOS nos animais que
receberam a dose de 1 mg/Kg de Infliximab (Figura 5).

A expressao protéica dos receptores de TNF-a no colon também foi avaliada
(Figura 6). A colite € capaz de aumentar a expressao tecidual do receptor de TNF-a do
tipo 1 e o tratamento com Infliximab resulta em uma maior expressdo quando
comparado aos animais com colite ndo-tratados. A expressao do receptor do tipo 2 ndo

foi alterada.
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Figura 4. Niveis teciduais de TNF-a e IL-10 no cdlon de animais controle (CN, salina),
colite (administracdes repetidas de TNBS) e colite tratada com duas doses de Infliximab
(1 e 5 mg/Kg nos ultimos 7 dias do protocolo). As barras apresentam a meédia
acompanhada do respectivo erro padrdo da meédia (n= 4-6). *p<0,05 quando comparado

ao CN e #p<0,05 e ##p<0,01 quando comparado ao grupo colite.

30



2.54 *
T
©
£
<‘:> 1.54
Q
@ 1.04
) #
Z T
0.54 I—_'__l
OC T ] ) ]
CN Colite 1mg/kg  5mg/kg
Infliximab

Figura 5. Niveis teciduais de iINOS no célon de animais controle (CN, salina), colite
(administracdes repetidas de TNBS) e colite tratada com duas doses de Infliximab (1 e
5 mg/Kg nos ultimos 7 dias do protocolo). As barras apresentam a média acompanhada
do respectivo erro padrdo da média (n=4). * p<0,05 quando comparado ao CN e

#p<0,05 quando comparado ao grupo colite.
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Figura 6. Niveis teciduais dos receptores de TNF no colon de animais controle (CN,
salina), colite (administracdes repetidas de TNBS) e colite tratada com duas doses de
Infliximab (1 e 5 mg/Kg nos ultimos 7 dias do protocolo). As barras apresentam a média
acompanhada do respectivo erro padrdo da média (n=4). * p<0,05 e ** p<0,01 quando
comparado ao CN e, #p<0,05 e ## p<0,01 quando comparado ao grupo colite.
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5. DISCUSSAO

Os dados relativos ao tratamento farmacolégico das DIl indicam que, ao menos
no Brasil, a maioria dos pacientes tanto como a DC, quanto com RCUI séo tratados
com, corticosteréides, principalmente na fase aguda das doencas, e 0s
aminossalicilatos séo utilizados mais frequentemente nos portadores de RCUI que na
DC (Souza et al., 2002). Quando a DC né&o responde aos tratamentos convencionais,
temos como alternativa o tratamento com anti-TNF-a ex: Infliximab. (D 'Haens et al.,
2010).

Neste estudo experimental o modelo de inducdo de colite por TNBS com
reativacdes foi escolhido porque reproduz mais fielmente o que ocorre na doenca de
DC, periodos de remissdo e recidiva, alteracdes no tecido adiposo mesentérico,
inducdo de uma resposta Th-1 e tem sido considerado um modelo adequado para
estudos de fisiopatologia e de eficicia terapéutica (Pizarro et al., 2003; Gambero et al.,
2007; Santiago et al.,, 2007). Apos a inducdo da colite foi possivel observar
macroscopicamente a presenca de lesBes no colon, lesdes caracterizadas por
hiperemia e ulceracbes, sem presenca de necrose. Histologicamente também foi
possivel observar a destruicdo da camada mucosa e um proeminente infiltrado de
leucacitos.

A escolha das doses de Infliximab que utilizamos neste trabalho é baseada em
relato da literatura, utilizando o modelo de colite aguda por TNBS demonstrou que a
dose de 5 mg/Kg de Infliximab apresentou melhores resultados se comparada a doses
maiores, como 10 mg/Kg e 15 mg/Kg de Infliximab, quando se avaliou a presenca de
Ulceras ativas, a porcentagem de mucosa ndo lesionada e os niveis de TNF-a no tecido
(Triantafillidis et al., 2005).

Neste estudo utiizamos 1 mg/Kg e 5 mg/Kg e pudemos observar que a
administracdo do Infliximab resultou em reducdo da presenca de lesdes macroscopicas
e das alteracOes histopatoldgicas, corroborando com trabalhos descritos na literatura
(Triantafillidis et al., 2005; Shen et al., 2007).
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Na DIl, o nivel de infiltracdo de neutrdfilos estava aumentado o que eleva a
guantidade de MPO no 6érgao inflamado (Nakhai et al., 2006). A mieloperoxidase é uma
enzima encontrada nos granulos azuréfilos de neutrdéfilos, e € extensamente utilizada
como marcador bioquimico de infiltracdo desses leucdcitos, por isso sua quantificacdo
esta relacionada com a presenca dessas células nos diferentes tecidos, inclusive no
trato gastrointestinal (Yan et al., 2009). Neutrofilos tém sido apontados como sendo o
principal tipo celular envolvido na injuria tecidual em DIl (Dallegri et al.,1990). Contribui
para esta injaria produzindo espécies reativas de oxigénio (EROS) e mediadores da
inflamacdo como prostaglandinas, citocinas e quimiocinas (Middleton Jr. et al., 2000).
Experimentalmente, observar-se que neste modelo de colite ocorre um infiltrado de
neutroéfilos significativo no colon dos animais e o Infliximab foi capaz de reduzir este
infiltrado de células inflamatérias, conforme ja havia sido mostrado por Shen e
colaboradores (2007). Na literatura, em modelos experimentais de colite também ha a
descricdo da reducdo dos niveis de MPO quando os animais sédo tratados com
corticoides, imunossupressores, e 5-aminosalicilatos (Appleyard e Wallace, 1995;
Galvez et al., 2003).

A resposta imune na DC é caracterizada por um incremento na producdo das
citocinas pro-inflamatérias, principalmente as decorrentes da ativacdo de Th-1. Altas
concentracoes de TNF-a sdo encontradas em pacientes com DC (Braegger et al.,1992;
Nicholls et al., 1993) e por este motivo, o bloqueio desta citocina com o uso de
Infliximab tem sido tdo importante para bons resultados terapéuticos. O TNF-a é
primeiramente sintetizado como uma proteina transmembrana de 26 kDa (TmTNF-a)
com uma porcao de ligagdo intracelular. A metaloproteinase enzima conversora de
TNF-a (TACE) quebra o TmTNF-a e libera uma proteina soltvel de 17 kDa (sTNF-a)
(Black, et al., 1997; Moss, et al., 1997). Muitas células sédo capazes de produzir TNF-a,
mas, quantitativamente monocitos e macréfagos séo células com grande importancia
(Vassalli, 1992).

O TNF-a é dosado por ELISA, observamos um aumento da quantidade, mesmo
tratando com Infliximab o que n&o havia sido relatado pelos trabalhos experimentais
anteriores de Triantafilidis e colaboradores (2005) e Shen e colaboradores (2007). No
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entanto, alguns trabalhos tém mostrado um aumento da forma solavel do TNF-a em
pacientes que receberam o Infliximab, podendo esta acdo estar relacionada ao
surgimento de outras doencas relacionadas ao TNF-a durante o tratamento com estes
farmacos biologicos (Song et al., 2008). Kast e Altschuler (2008) em uma carta-
comentario chamaram a atencgéo para a necessidade de monitoramento dos niveis de
TNF-a nos pacientes em tratamento com o Infliximab ou Etanercept. Esta resposta
poderia ocorrer como um mecanismo compensatorio devido ao blogueio da a¢do do
TNF-a. Este monitoramento em humanos é feito através de ELISA e existe a dificuldade
adicional de que o ensaio poderia estar quantificando o TNF-a livre, mas também o
TNF-a bloqueado pelo anticorpo terapéutico e, portanto, niveis aumentados de TNF-a
detectados nestes monitoramentos ndo se traduziriam em maior atividade bioldgica.
Também utilizamos um ensaio de ELISA neste estudo, e, portanto, ndo podemos
descartar que mesmo o TNF-a bloqueado estivesse sendo dosado e o aumento visto
seja decorrente de uma resposta compensatoéria. Ainda, algumas acdes demonstradas
pelo Infliximab, como a capacidade de provocar apoptose dos linfécitos T ativados nédo
€ reproduzida com o etanercept (um farmaco que mimetiza o receptor de TNF-a
soluvel), sugerindo que o Infliximab possa ter outras acdes além do bloqueio do sTNF-a
(Van et al., 2003).

Os niveis de IL-10, uma citocina com atividade antiinflamatoéria, bem conhecida,
gue foram reduzidos com a inducéo da colite ndo se modificaram com o tratamento.
Imunossupressores como 0 metotrexato sdo capazes de melhorar a produgéo de IL-10
neste modelo experimental (Thomaz et al.,, 2009). A etiologia da DC permanece
desconhecida, entretanto parece evidente que a inflamacdo est4d associada a um
desbalanco entre a producdo de citocinas pré- e anti-inflamatérias pela mucosa
intestinal. Curiosamente, embora o tratamento com Infliximab tenha sido capaz de
reduzir leses, a producédo de uma importante citocina antiinflamatéria como a IL-10 ndo
foi restaurada.

Embora a producédo de IL-10 ndo tenha sido restaurada, a expressdo de um
importante marcador da inflamacé&o, a enzima oxido nitrico sintetase induzida (iNOS) foi

marcantemente inibida nos animais tratados com Infliximab. A iINOS é uma enzima
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presente em quadros inflamatérios responsavel por produzir o 6xido nitrico NO a partir
de L-arginina (Kobayashi, 2010). Nao ha relatos na literatura da agdo do tratamento
com anticorpos anti-TNF-a sobre a expresséo de iINOS em modelos experimentais de
inflamacdo intestinal. Mas, pacientes com artrite reumatéide severa tratados com
Infliximab apresentaram menor expressao da iNOS e producéo reduzida de 6xido nitrico
(Gonzalez-Gay et al., 2009). A inibicdo farmacoldgica (Infliximab) ou genética (animais
knockout) das acdes do TNF-a resultam em inibicdo da ativagdo da via que envolve
NFkB com consequente reducdo da expressao de iINOS e producédo de oxido nitrico em
macroéfagos (Crisafulli et al., 2009), o que poderia justificar nossos achados.

Existem 2 tipos de receptores para o TNF-a, o TNFR1 e o TNFR2 (Fiers, 1991;
Tartaglia; Goeddel, 1992). Detalhando melhor o mecanismo de acédo destes dois
receptores, o TNFR1 é ativado via TNF-a soluvel e membranar (Grell et al.1995), a
parte intracelular deste receptor possui uma regido de interacdo proteina-proteina
chamada de dominio de morte (death domaind, DD; Tartaglia e Goeddel, 1992). Apos a
ativacdo do DD ele se dissocia, € adaptada a outra proteina conhecida que atua como
receptor, a TRADD (TNF receptor-associated death domain; Jiang et al., 1999). O DD
pode também interagir com outras proteinas de sinalizacdo como o RIP (receptor-
interacting protein; Boldin et al., 1996). Todas estas vias de sinalizagdo v&o culminar
com a ativacao do fator de transcricdo Nf-kB ou ativar cinases, como a JNK (c-Jun N-
terminal kinase; Liu et al., 1996). Ao contrario do TNFR1, o TNFR2 néo possui DD e é
preferencialmente ativado por TNF-a membranar do que TNF-a solavel (Grell, 1995).
Sinaliza por vias que se intercomunicam com as vias utilizadas pelo TNFR1 embora
traduza respostas mais tardias (24 horas ap0s a estimulacdo; Maechetti et al., 2004).
Ainda, as ac0les relacionadas a morte celular parecem ser mediadas pelo subtipo 1,
enguanto o subtipo 2 mediaria respostas relacionadas ao reparo tecidual e angiogénese
(Bradley, 2008). A expresséo dos subtipos de receptor de TNF-a é altamente regulada
em resposta a isquemia e inflamacé&o. InUmeros estimulos, como o TNF-q, a IL-10 e o
ativador de plasminogénio tecidual aumentam a expresséo do subtipo 2 do receptor de
TNF, enquanto normalmente causam regulacdo negativa na expressao do subtipo 1
(Winzen et al., 1992; Kalthoff et al., 1993; Winzen et al., 1993). Como ndo observamos
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um aumento de IL-10 e as acbes do TNF-a estavam bloqueadas pela acédo do
Infliximab, a regulacdo negativa do subtipo 1 n&o ocorreu, e ndo observamos alteracdes

na expressao do subtipo 2.
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6. CONCLUSAO

O Infliximab foi efetivo no tratamento da inflamacdo intestinal no modelo
experimental de colite por TNBS com reativag6es, reduzindo o dano tecidual, o infiltrado
de células inflamatorias e a expresséo de outros marcadores inflamatérios, no entanto,
sem estimular a sintese de citocinas antiinflamatérias como a IL-10 no intestino.

Observamos que o Infliximab na dose de 1 mg/Kg e 5 mg/Kg tiveram resultados
estatisticamente iguais, podemos propor um estudo de dose dependéncia o que seria
util para reducéo de efeitos colaterais e custos.
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