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Ha um tempo para tudo e

um tempo para todo propdsito debaixo do céu.
Tempo de nascer e tempo de morrer;

tempo de plantar e tempo de colher.

Ecl. 3, 1-2



SUMARIO

1.INTRODUCAO
2.0BJETIVOS
2.1 Objetivos gerais
2.2 Objetivos especificos
3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais
3.2 Grupos experimentais
3.3 Modelo experimental de colite
3.4 Tratamento
3.5 Coleta de amostras
3.6 Analise macroscopica das lesdes
3.7 Analise microscépica das lesbes
3.8 Determinacao da atividade da mieloperoxidade
colbénica
3.9 Analise da liberacdo de adipocitocinas ex vivo
3.10 Imunoensaio enzimatico
3.11 Andlise de proteinas por imunoblloting
3.12 Expressao de resultados e analise estatisticas
4. RESULTADOS
5. DISCUSSAO
6. CONCLUSAO
7. REFERENCIAS
8. ANEXOS

12
27
27
27
28
28
28
29
29
29
30
31
31

31
32
32
33
34
46
53
54
62



RESUMO

Introdugao: Hipertrofia do tecido adiposo mesentérico e modificagbes na
producdo de adipocitocinas sao caracteristicas presentes nos pacientes com
Doenca de Crohn. Experimentalmente, estas alteragdes podem ser obtidas em
animais com colite induzida por &cido trinitrobenzenosulfénico (TNBS). O
metotrexato (MTX) é uma droga utilizada em pacientes com Crohn que nao
respondem a terapia com corticoides. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a acao do tratamento com MTX sobre o tecido adiposo mesentérico em
animais com colite reativada por TNBS. Metodologia: Ratos machos Wistar
receberam 3 administracoes de TNBS (3mg em etanol 50%) e foram tratados
com MTX (3 mg/kg). Um grupo saudavel foi mantido como controle (CN). A
colite foi avaliada através de escore macroscopico, histologicamente e pela
atividade de mieloperoxidase, bem como pela expressao de citocinas (TNF-o e
IL-10) na mucosa col6nica e outros marcadores inflamatérios (INOS e TLR-4)
através da Western blot. As alteragdes de tecido adiposo foram avaliadas por
meio da determinacdo de adipocitocinas liberadas no sobrenadante de células
colénicas de curto-prazo (TNF-a, IL-10, leptina e adiponectina) por ELISA. O
infiltrado de macréfagos foi avaliado através da expressao de F4/80 no tecido
adiposo. Resultados: Metotrexato exerce uma atividade antiinflamatéria na
colite reativada resultando em um menor escore, adicionalmente, o tratamento
com MTX resultou em redugéo da expressao de TNF-o e aumento de IL-10 no
célon. O MTX reduziu a expressao de iNOS e TLR-4. No tecido adiposo, 0 MTX
reduziu a produgdo de adipocitocinas pro- e antiinflamatérias, bem como o
infiltrado de macréfagos. Conclusao: A terapia imunossupressora reduz as
alteracdes inflamatérias no intestino e também no tecido adiposo adjacente,
sugerindo que a modulacdo farmacolégica seja também fundamental para
reduzir as alteracdes de tecido adiposo no paciente com doenca de Crohn.



ABSTRACT

Introduction: Mesenteric white adipose tissue hypertrophy and modifications in
adipocytokine production are described features of Crohn’s disease.
Experimentally, these alterations can be induced in a model of reactivated
colitis by repeated administration of trinitrobenzenosulfonic acid (TNBS).
Crohn’s disease patients refractory to corticosteroid treatment are frequently
treated with methotrexate. Thus, the subject of this work was evaluate the effect
of methotrexate upon mesenteric WAT alterations and inflammatory intestinal
inflammation in TNBS reactivated colitis. Metodology: Male Wistar rats
received TNBS (3mg in ethanol solution) three times during 35 days and they
were treated with methotrexate (3mg/kg). A control group was carried out.
Colitis status was evaluated by macroscopic score, histopathological analysis,
myeloperoxidase activity, as well as TNF-a, IL-10, INOS and TLR-4 expression
in colon samples. The adipose tissue alterations were assessed by TNF-a, IL-
10, leptin and adiponectin production, as well as by macrophage infiltration
evaluation. Results: Methotrexate exerts an anti-inflammatory activity in
experimental reactivated colitis by reducing the inflammatory score and
neutrophil infiltration. Additionally, methotrexate treatment reduces TNF-a and
improving IL-10 production in colon. Methotrexate treatment also reduces other
inflammatory parameters in the colon, such as iINOS and TLR-4 expression. In
mesenteric white adipose tissue, methotrexate treatment reduces the
production of pro- and anti-inflammatory adipocytokines as well as macrophage
infiltration. Conclusion: The immunossupressant therapy reduces the intestinal
inflammatory response and it has a role in adjacent adipose tissue, suggesting
that immunosuppressant drugs diminish adipose tissue alterations in Crohn
disease patients.
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1. INTRODUCAO

1.1. Tecido Adiposo e adipocitocinas

Estudos demonstram que durante muitos anos o tecido adiposo foi
considerado o mais importante 6rgdo de armazenamento de energia do
organismo humano. Para garantir a sobrevivéncia de todas as espécies,
mesmo em condigdes de escassez de nutrientes no meio ambiente, os
mamiferos sdo capazes de estocar o excesso de calorias consumidas e nao
requisitadas para suprir suas necessidades metabdlicas imediatas, como
lipidios, proteinas e carboidratos (glicogénio). Os lipideos, por serem
hidrofébicos, podem ser armazenados em grandes quantidades dispensando a
participacdo da agua como solvente, e contém, por unidade de massa, mais do
que o dobro de energia armazenada que os outros dois componentes,
fornecendo mais energia metabdlica quando oxidados. O excesso de energia
consumido é convertido em moléculas de triglicérides, que em situacdes de
necessidade como no jejum, podem ser liberados rapidamente na forma de
acido graxos livres e glicerol, garantindo assim a manuten¢do da homeostase.
O controle da estocagem e da liberacédo de lipideos se da gracas a inervacao
simpatica do tecido adiposo, e a presenga, na membrana dos adipdcitos, de
receptores para diversos horménios como glicocorticéides, insulina e
hormonios tireoideanos (Hanauer, 2004; Havel, 2004).

Na ultima década, a caracterizagdo do tecido adiposo - fundamentalmente
como um oOrgdo de armazenamento de energia - vém sendo acrescidas
propriedades distintas, principalmente ap6s a descoberta da leptina ocorreu em

1994, pelo grupo do Dr. Friedman da Universidade Columbia de Nova York.



Este conceito emergente define para o tecido adiposo importante fungéo
enddcrina, produtor e secretor de inUumeros peptideos e proteinas bioativas,
denominadas adipocitocinas, mantendo intensa comunicagdo com os demais
orgaos e sistemas organicos (Hanauer, 2004).

As adipocitocinas influenciam uma variedade de processos fisioldgicos.
Entre eles, o controle da ingestdo alimentar, a homeostase energética, a
sensibilidade a insulina, a angiogénese, a protecao vascular, a regulacdo da
pressdo, a coagulacao sanguinea e a modulagdo do sistema imunolégico.
Alteracbes na secregao de adipocitocinas, consequentes da hipertrofia e/ou da
hiperplasia dos adipécitos, podem também estar relacionadas a génese do
processo fisiopatologico da obesidade e suas complicagdes (Havel, 2004).

O tecido adiposo, enquanto 0Orgao secretor, apresenta distintas
peculiaridades, entre elas:

1) constitui tecido de ampla e variada distribuicdo organica, cuja caracteristica
compartimentalizacao individual, nem sempre apresenta conexao entre si. Os
mecanismos envolvidos com a atividade secretora dos adipécitos permanecem
sob investigacao, existindo duvidas acerca dos processos humoral e/ou neural
relacionados;

2) adipécitos maduros, pré-adipdcitos, fibroblastos e macréfagos, representam
os diferentes tipos de células que constituem o tecido adiposo e participam da
sua funcéo enddcrina;

3) a capacidade metabdlica do tecido adiposo varia em fungcdo da sua
localizagdo, subcutdnea ou visceral, podendo contribuir de forma mais ou
menos intensa para a secreg¢ao de adipocitocinas especificas (Dusserre e cols.,

2000).



O tecido adiposo possui a capacidade de produgcédo de adipocitocinas,
substancias que participam da resposta inflamatoria. Estas adipocitocinas
podem apresentar acbes pré ou antiinflamatérias, como o TNF-a e leptina e,
adiponectina, respectivamente (Gambero e cols., 2007)

Os pesquisadores dedicados a essa linha de estudos acreditam que uma
melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na secregdo de varios
fatores, horménios e citocinas, pelo tecido adiposo, podera auxiliar na
prevencdo e tratamento de diferentes doengas (Charriere e cols., 2003;

Guerre-Millo , 2004; Fantuzzi, 2005).

1.2. Adipocitocinas e inflamacao

As citocinas sao proteinas de sinalizacdo celular que controlam as
interagdes entre as células do sistema imunoldgico onde formam um grupo
diversificado e regulam ndo apenas as respostas inflamatérias locais e
sistémicas, mas também a cicatrizacdo de feridas, hematopoese e outros
processos biologicos. Até hoje, foram identificadas mais de cem citocinas
estruturalmente distintas e geneticamente néo relacionadas. Trata-se de
compostos extremamente potentes, que atuam em baixissimas concentra¢coes
(10° a 10®° M), através de ligacdo a receptores especificos nas células-alvo. A
maioria delas parece atuar apenas localmente, de maneira paracrina (células
adjacentes) ou autécrina (propria célula que a produz). Muitas sé&o
funcionalmente redundantes, isto é, verifica-se uma extensa superposicao de

suas atividades, além disso, uma citocina pode induzir a secrecao de outras ou



de mediadores, produzindo assim uma cascata de efeitos biolégicos
(Oppenheim e Ruscetti, 2000).

As citocinas, produzidas e liberadas pelo tecido adiposo, podem ser
denominadas adipocitocinas ou adipocinas. Podem atuar paracrinamente no
tecido adiposo ou serem lancadas na circulagdo desencadeando ou
contribuindo para o processo inflamatério (Bastard e cols., 2000; Tataranni e
cols., 2005).

As adipocitocinas s&o classificadas em pré-inflamatérias, como a
interlecina (IL)-1B, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF)-a e leptina, por
exemplo, baseado na sua participacao na amplificacdo da resposta inflamatéria
e, adipocitocinas antiinflamatorias, como a IL-10, IL-4 e adiponectina, por
exemplo, pois reduzem a producao das citocinas pro-inflamatérias (Gambero e

cols., 2007).

1.2.1. Citocinas e Adipocitocinas pré-inflamatérias

1.2.1.1. TNF-a

O TNF-a possui vérias agdes proé-inflamatoras e imunorreguladoras como
o aumento da ativagdo dos linfocitos T-auxiliares (T-helper), a producao de
imunoglobulinas e a inducdo da resposta de fase aguda do figado. Nesta
situacdo, os hepatécitos aumentam a producdo de proteinas plasmaticas,
importantes para a defesa inespecifica do hospedeiro contra infeccées como

por exemplo, a Proteina C-reativa (Oppenheim e Ruscetti, 2000).



O TNF-a age sobre o tecido adiposo estimulando a lipdlise (Zhang e cols.,
2002) o aumento da sua concentracdo pode causar caguexia por aumentar a
atividade da lipase, a diminuigdo de TNF-o. causa resisténcia a insulina, sendo
assim um hormoénio—sensivel (Kern e cols. ,1995), enzima que retira os
lipideos estocados no tecido adiposo, liberando-os na circulagdo, bem como
através da inibicao da lipase lipoprotéica, enzima que remove os lipideos da
circulacédo depositando-os nos adipdcitos (Oppenheim e Ruscetti, 2000). Estes
efeitos, em conjunto, podem acarretar o aumento das concentracoes
circulantes de acidos graxos livres, contribuindo para a resisténcia a insulina

(Kern e cols., 2001).

1.2.1.2. Interleucina —6

A IL -6 é uma citocina com multiplas atividades biol6gicas produzida por
muitos tipos celulares como linfocito T e B ativados, mondécitos, fibroblastos,
células endoteliais e adipécitos. O tecido adiposo € uma importante fonte de IL-
6 para a circulagédo sistémica existindo uma correlagcéo direta entre a produgao
de IL-6 e massa adiposa, sendo o tecido visceral o maior responséavel por esta
producéo (Fried e cols.,1998).

Uma das fungdes mais conhecidas e estudadas da IL-6 € a de estimular a
producdo de proteina C —reativa, pelos hepatécitos. Esta proteina € a principal
mediadora da resposta inflamatéria de fase aguda, e possui fungées imuno-
reguladoras como o recrutamento e ativacdo do sistema complemento, o
aumento da reatividade leucocitaria € o estimulo da liberacdo de citocinas

como IL-1B, IL-18, a propria IL-6 e o TNF-a (Black e cols., 2004).



1.2.1.3. Leptina

O adipécito € a principal fonte conhecida do produto do gene (ob), a
leptina. A leptina age como um fator de sinalizagéo do tecido adiposo para o
sistema nervoso central, regulando a ingestdo alimentar e o gasto energético
e, assim, fazendo a homeostase do peso corporal e mantendo constante a
quantidade de gordura (Gualillo e cols., 2007). No homem, como nos roedores,
se observa uma correlacao fortemente positiva entre os niveis circulantes de
leptina e a quantidade de gordura corpérea, indicando que secrecao de leptina

€ um reflexo de hipertrofia gordurosa (Gualillo e cols., 2007) .

Varios estudos indicam que a leptina desempenha um papel crucial na
resposta imune e inflamatdéria. Devido a sua dupla natureza como hormdnio e
como citocina, a leptina pode ser hoje considerada o elo entre o sistema
neuroenddcrino e imunoldgico. O aumento na producao da leptina, que ocorre
durante infeccées e processos inflamatérios, sugere fortemente que esta
adipocitocina pode atuar como um componente de protecdo do hospedeiro a
inflamagéo (Faggioni e cols., 2001). A leptina regula a resposta de células T,
polarizando ao fendtipo Th1 (Faggioni e cols., 2001). Deficiéncias de leptina
geram hematopoese deficiente, bem como uma maior susceptibilidade aos
estimulos infecciosos e inflamatérios, associados a deficiéncia na producao de
citocinas (Faggioni e col., 2001). Varios estudos tém implicado a leptina na
patogénese de condi¢des inflamatérias auto-imunes, tais como encefalomielite,
diabetes tipo |, inflamagdo intestinal crbénica e doencas degenerativas

articulares, como artrite reumatoéide e osteoartrose (Otero e cols., 2005).



1.2.2. Citocinas e Adipocitocinas antiinflamatoérias

1.2.2.1. Interleucina-10

A IL-10 é uma citocina produzida por macréfagos, linfécitos, mondcitos,
e secretada pelo tecido adiposo visceral e subcutdneo de humanos, sendo de
maior expressao no depdsito visceral. Possui agao antiinflamatéria, suprimindo
a producédo de citocinas inflamatérias e conferindo protecao vascular (Herfarth
e Scholmerich, 2002) .

Esta citocina suprime a inflamagcdo por varios mecanismos
imunoldgicos, incluindo a reducao da expressao de HLA classe Il, reducéo da
secrecao de IL-2 pelas células T e, diminuicdo de outras citocinas como TNF-a
e IL-8. A deficiéncia do gene da IL-10, em ratos, propicia o desenvolvimento de
inflamacéao transmural do intestino, lembrando a Doenga de Chohn (DC) Este
tipo de inflamagao é agravado pela presenca de bactérias na luz do intestino e
pode ser prevenida com a administracdo de IL-10 (Herfarth e Scholmerich,

2002).

1.2.2.2. Adiponectina

A adiponectina foi descoberta simultaneamente por diferentes grupos de
estudos, recebendo diferentes denominagdes como apM1, ACRP30 ou adipoQ.
Trata-se de adipocina produzida abundantemente pelo tecido adiposo e que

circula em altas concentragcdes plasmaticas (Arita e cols., 1999). Estas



concentragdes circulantes podem ser afetados por fatores como sexo, idade e
estilo de vida e, ao contrario de outras adipocinas, encontram-se em niveis
reduzidos em portadores de obesidade, bem como de diabetes tipo 2 e
doengas cardiovasculares (Ouchi e cols. , 1999; Hotta e cols., 2000; Kadowaki
e Yamaguchi, 2005). Correlacionam-se positivamente com a sensibilidade a
insulina e negativamente com a producao endogena de glicose (Stefan e cols.,
2003).

Tem funcdo antiaterogénica e acado antiinflamatéria, resultando na
diminuicdo da produgdo e/ou inibicdo da agcdo do TNF-a, diminuicdo da
producdo da IL-6, com consequente indugcdo da produgdo da IL-I0 e do
antagonista de receptor da IL-1B (; Kern e cols., 2003; Stumvoll e cols., 2005).
Possui efeito antiaterogénico, pois inibe moléculas de adesdo (VCAM-1 e
ICAM-1) e diminui a adesao de mondcitos as células endoteliais, processos

cruciais no surgimento de doencas cardiovaculares (Ouchi e cols.,1999).



1.3. Alteracoes no tecido adiposo, associadas as patologias.

O tecido adiposo pode se modificar rapidamente durante infeccdo e
inflamacédo aguda. A supressdo do apetite, mediada pela leptina, TNF-a e
outras citocinas, combinadas com alteracées do sistema nervoso autondmico,
estimulam o tecido adiposo a secretar produtos da lipélise e uma variedade de
moléculas com acdes enddcrinas e paracrinas (Pond, 2001). Deste modo,
durante infeccbes e inflamagdes agudas é possivel observar o aumento de
acidos graxos nao-esterificados no plasma, além de varias adipocitocinas
(Pond, 2001).

Num processo a longo prazo o tecido adiposo também se modifica em
patologias como o Diabetes do tipo 2 e na Sindrome de Cushing, por exemplo,
resultando em alteracbes na concentragcdo plasmatica de lipideos e na
sensibilidade periférica a insulina (Arner, 2005). Em outras patologias também
tém sido descritas alteragbes no tecido adiposo, como na infecgédo pelo HIV e
na DC.

As alteracdes do tecido adiposo, observadas em pacientes com HIV,
parecem estar relacionadas ao uso da terapia antirretroviral. E também esta
acompanhada de alteracbes metabdlicas como dislipidemia, resisténcia
insulinica, hiperglicemia e redistribuicdo da gordura corporal, fatores de risco
para doenga cardiovascular. O conjunto destas alteracées é conhecido como
sindrome lipodistréfica do HIV (SLHIV) (Jonhson e cols., 2004).

A lipodistrofia pode ser classificada clinicamente em trés categorias,

sendo:



1 — lipoatrofia: caracterizada pela redugdo da gordura em regides periféricas,
como bragos, pernas, face e nadegas, podendo apresentar proeminéncia
muscular e venosa relativas;

2 — lipohipertrofia: caracterizada pelo acumulo de gordura em regiao
abdominal, presenca de gibosidade dorsal, ginecomastia e aumento das
mamas em mulheres;

3 — forma mista: caracterizada pela associacdo de componentes das duas
formas anteriormente descritas (Jonhson e cols., 2004).

Ja na DC temos como caracteristica a cronicidade. O tecido adiposo
torna-se hipertréfico, e a inflamagdo descontrolada da mucosa pode afetar
qualquer parte do trato gastrointestinal (Hanauer, 2006).

Durante a inflamagéao intestinal ocorre um predominio da producéo de
citocinas pro-inflamatérias como IL-6, IL-12, IL-18, TNF-a, enquanto que a
expressao de citocinas antiinflamatérias encontra-se reduzida na mucosa

intestinal, como IL-4, IL-5 e IL-10 (Rogler e Andus, 1998; Li e He, 2004).

1.4. Doenca Inflamatoéria Intestinal: Doenca de Crohn

A doenca inflamatoria intestinal € um termo que descreve coletivamente
varias patologias inflamatdrias que acometem o intestino, como a colite
ulcerativa e a DC (Coelho e Lavery, 1996).

A DC, inicialmente descrita como ileite regional pelo Dr. Burrill Crohn,
mostrou-se se tratar de um processo de inflamacao crbnica, capaz de afetar

qualquer segmento do canal alimentar da boca até o anus. E que evolui com



surtos de exacerbagdo e remissdo imprevisiveis, assim como sua resposta a
terapia medicamentosa ou cirurgica (Damiao e Habr-Gamma, 1993).

E descrita em todo mundo, mostrando uma tendéncia no crescimento da
sua incidéncia, inclusive no Brasil. Porém, a maior incidéncia é registrada nas
populacdoes da Europa e América do Norte. Em geral, distribui-se de forma
semelhante entre ambos 0s sexos, com maior prevaléncia na ragca branca do
que em africanos ou orientais. A idade de inicio da doenca esté entre os 15 e
30 anos, tendo um segundo pico entre os 60 e 80 anos (Steidler e cols., 2000).

Varias hip6teses procuram estabelecer relagées entre o aparecimento
da DC e fatores ambientais, alimentares, imunogenéticos e infecciosos. Mas, o
que se observa com freqiiéncia € a piora ou inicio da DC, associada a crises
emocionais. Sugere-se que a partir deste fator desencadeante ocorram
anormalidades imunoldgicas celulares, ou seja, da reatividade anormal dos
linfécitos T da mucosa gastrointestinal a uma microflora normal ndo patogénica
(Matsumoto e cols., 2001).

A apresentacao clinica da doenca varia de acordo com a extensao, a
intensidade e as complicacbes presentes. Acomete, com maior freqiéncia, o
ileo terminal e o cdlon, iniciando-se tipicamente com crises de diarréia, febre,
dor abdominal e emagrecimento. Na evolu¢cdo, podem surgir complicacoes
locais, nutricionais e sistémicas. A doenca se agrava e as crises tornam-se
mais freqlentes, gerando comprometimento do estado geral e piora da
qualidade de vida do individuo (Peakman e Vergani,1999).

A DC é caracterizada macroscopicamente € microscopicamente, por
inflamagé@o crénica em todas as camadas da parede intestinal. Entre as

alteracdes macroscopicas presentes, temos a presenca de hiperemia, edema,



no mesentério apresentando linfonodos avermelhados e tumefeitos (Glickman,
1998). Paralelo a inflamagcdo ocorrem alteragcbes no tecido adiposo
mesentérico, caracterizadas pela hipertrofia e modificagdo na producao de
adipocitocinas (Desreumaux e cols., 1999; Paul e cols., 2006). Essas
alteracdes sao caracteristicas da doenca e descritas como o tecido adiposo
mesentérico, que recobre parcialmente a circunferéncia do intestino delgado e
grosso, associada a perda do angulo intestino-mesentério (Peyrin-Biroulet e
cols., 2007). Em 1999, foi descrito que o tecido adiposo mesentérico produzia
TNF-a nesses pacientes (Desreumaux e cols.,1999). Na seqliéncia, foi descrito
que, além do TNF-a, o tecido adiposo hipertrofiado também produz
quantidades aumentadas de adiponectina. Como vimos, uma adipocitocina
considerada antiinflamatéria, sugerindo que o tecido adiposo poderia atuar
como um regulador da inflamagdo (Yamamoto e cols., 2005). Analise
histolégica do tecido adiposo hipertrofiado também revela um infiltrado de
células inflamatérias, principalmente de macréfagos e células T (Charriere e

cols., 2003).

1.5. Terapéutica da Doenca de Crohn

Um grande numero de drogas que atuam como antiinflamatérios gerais
ou seletivos tém sido empregados, porém consegue-se a indugcdo e
manutencdo da remissao das crises, mas ndo a cura da doenca (Kozuch e
Hanauer, 2008 ). O tratamento da DC é inicialmente clinico com medidas
gerais, amenizando os sintomas como dor e diarréia. As dietas enteral,

parenteral parcial ou total sdo indicadas na DC grave e/ou complicada,



principalmente com fistulas, podendo causar remissédo da inflamagédo aguda e
melhora da condigéao nutricional (Rigaud e cols.,1991).

O tratamento cirdrgico é reservado para as complicagbes da DC ou
quando sintomas graves persistem, mesmo apds tratamento intensivo com
drogas antiinflamatérias ou imunossupressoras (Rigaud e cols.,1991).

Os avancos mais recentes na terapéutica da DC incluem a utilizacao de
terapias que inibem TNF-a, pelo uso de anticorpos monoclonais, como o
infliximab e o adalimumab (Haunauer e cols., 2002). Os dados relativos a
estudos clinicos que utilizaram salicilatos, como o 5-ASA, sdo bastante
controversos (Desreumaux e Ghosh, 2006). Os antibiéticos tem uma utilizagao
limitada no tratamento da DC colénica (Sandborn e Feagan, 2003).
Antiinflamatérios esteroidais continuam a ser a primeira escolha terapéutica
para o tratamento da doenca na fase ativa, podendo ser administrado por via
sistémica ou local, como a budenosida retal. Outros imunomoduladores, como
a azatioprina e sua forma ativa 6-mercaptopurina (6-MP), também tém sido
usados na manutencdo da fase de remissao (Kozuch e Hanauer, 2008). E,
finalmente, o metotrexato, um imunomodulador que é utilizado tanto na fase de

inducado como de manutengéo da remissao da DC ( Kozuch e Hanauer, 2008 ).

1.6. Metotrexato

O metotrexato é um antagonista do 4cido félico. E uma droga eficaz, de perfil
de seguranca aceitavel e de baixo custo (Tian e Cronstein, 2007). Como citado
anteriormente, tem sido usado para a inducdo e manutencado da remissao na

DC. Quimicamente, o metotrexato é o &cido N (2,4-diamino-6-pteridinil) metil-



metilamino benzoilL-glutdmico, responsavel por inibir a diidrofolato redutase
(DHFR) e outras enzimas dependentes de folato, interferindo com a sintese de
DNA e com a replicagdo celular, resultando, entdo, em um efeito
antiinflamatério e imunossupressor por reduzir a producado de citocinas proé-
inflamatorias e induzir apoptose de linfécitos ativados (Fraser e cols., 2002). O
metotrexato inibe a producao de citocinas produzidas por linfécitos T, como a
IL-4, IL-13, IFN-y e TNF-a . Outro mecanismo de acgdo, apontado para o
metotrexato, € a capacidade de liberar adenosina somando entdo o efeito
antiinflamatoério da adenosina (Tian e Cronstein, 2007). A adenosina liberada
inibe a ades&o de neutrofilos in vitro, bem como reduz o acumulo de leucdcitos
em exsudatos inflamatérios no modelo de bolsa de ar em camundongos,

atuando por sua ligagéao a receptores de adenosina (Cronstein e cols.,1993 ).

1.7. Modelo experimental de Colite por TNBS

O modelo experimental de colite, induzida por  &cido-
trinitrobenzenosulfénico (TNBS), é freqiientemente utilizado em estudos, onde
se busca correlacionar achados fisiopatolégicos ou terapéuticos com a doenca
inflamatoria intestinal. E contribui para avaliacdo dos fatores imunoldgicos
envolvidos na patologia, bem como na elucidagdo de possiveis mecanismos
farmacoldgicos das drogas utilizadas na terapéutica. Neste modelo, o hapteno
TNBS € administrado em solug¢do etandlica por via intracolénica em ratos ou
camundongos - resultando em uma resposta inflamatéria, mediada por
linfécitos TH1 -, visto que o alcool rompe a barreira epitelial e permite a

introduc@o de componentes bacterianos e proteinas colonicas haptenadas. Isso



produz uma resposta imune antigénica, que envolve também a participacao
dos linfonodos mesentéricos. A inflamacao transmural também € caracterizada
pela presenca de edema e proeminente infiltrado de células inflamatérias
(Szczepanik e cols., 2000; Ishiguro e cols., 2004).

A manutencao dos animais experimentais - associando indugédo da colite
a periodos de remissao durante 35 dias - € capaz de promover alteracées no
tecido adiposo mesentérico. Nestes, o tecido adiposo aumenta de volume,
embora os adipécitos apresentem menor didmetro, sugerindo uma proliferacao
dessas células, envolvendo o fator PPAR-y (Gambero e cols., 2007). O tecido
adiposo também é capaz de produzir uma quantidade aumentada de TNF-a,
bem como apresenta um maior infiltrado de macréfagos (Oliveira e cols., 2009).
Isso sugere que seja um bom modelo experimental para avaliarmos a agao de
medicamentos, utilizados na terapéutica da DC sobre as alteracdes

inflamatorias do tecido adiposo.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

- Avaliar a acdo de um imunossupressor nas alteragdes inflamatérias intestinais

e do tecido adiposo mesentérico no modelo de colite experimental.

2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar a acdo do metotrexato sobre a produgdo de citocinas, e outros
marcadores inflamatorios no coélon de animais com colite reativada, induzida

por TNBS;

- Avaliar a acdo do metotrexato sobre o dano macroscoépico, microscopico e
infiltrado de neutréfilos no célon de animais com colite reativada, induzida por

TNBS;

- Avaliar a agdo do metotrexato sobre a produgédo de citocinas pré e anti-
inflamatérias no tecido adiposo mesentérico de animais com colite reativada,

induzida por TNBS;

- Avaliar a acdo do metotrexato sobre alteragcdes inflamatérias presentes no
tecido adiposo mesentérico de animais com colite reativada, induzida por

TNBS.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Para a realizacdo do estudo, foram utilizados ratos machos Wistar,
pesando entre 200 e 300 gramas. Esses animais foram acondicionados em
gaiolas plasticas 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 realizagdo deste estudo obedeceu as
orientacées do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), tendo
sido este trabalho aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade

Sao Francisco (anexo I).

3.2 Grupos experimentais

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos
experimentais contendo cinco animais cada, sendo:
a) um grupo de controle, formado por animais que receberam administragdes
sucessivas de solucdo salina via intracol6nica;
b) um grupo de animais com colite, que receberam administragdes sucessivas
de TNBS via intracol6nica;
c) um grupo de animais com colite, que receberam administracées sucessivas

de TNBS via intracol6nica e tratados com metotrexato.



3.3. Modelo experimental de colite induzida por TNBS

Os animais foram mantidos em jejum por 12 horas, que antecederam a
realizacdo da administracdo de TNBS, sendo mantido o livre acesso a agua.
Eles foram anestesiados com uma mistura 1:1 (v/v) de solucbes de cetamina
100 mg/ml e xilasina a 2%, sendo administrado 0,1 ml/kg de peso corporal.
Ap6s inducdo da anestesia, 0os animais receberam por via intracolénica 3 mg
de (TNBS), dissolvido em 300 uL etanol a 50%. A solucéo foi injetada no colon
dos animais com o auxilio de uma sonda. Um grupo experimental recebeu
somente solucado salina e foi considerado controle para a colite experimental.
Esse procedimento foi realizado no 1°, 14° e no 28° dia, sendo os animais
sacrificados no 35° dia, totalizando trés administra¢cdes de TNBS (Szczepanik e

cols., 2000; Ishiguro e cols., 2004).

3.4. Tratamento

Os animais foram tratados com metotrexato 3 mg/Kg, dividido em duas

administragcdes na ultima semana do protocolo experimental de colite, ou seja,

no 28¢ e 312 dia, 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 0,1 ml para cada

100 g de peso corpéreo. A cavidade abdominal foi rapidamente aberta, o tecido



adiposo mesentérico foi dissecado e transferido para meio adequado, e o c6lon
retirado e aberto para analise ou coleta de amostras. Amostras de co6lon foram
obtidas, através de cortes longitudinais e distribuidas aleatoreamente para as
determinacdes descritas adiante. Em seguida, sob o efeito anestésico, os

animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

3.6. Analise macroscopica de lesoes

O colon retirado foi aberto longitudinalmente e lavado com solugéao

salina para a analise macroscépica conforme o escore mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Analise macroscoépica do célon (Rodriguez-Cabezas e cols., 2002).

Escore Critérios

0 Auséncia de lesdes.

1 Hiperemia, sem ulceragoes.

2 Ulceragéo linear sem inflamacao.

3 Ulceragéo linear com inflamacao.

4 Duas ou mais ulceracgdes e inflamacao.

5 Duas ou mais ulceragbes e inflamacdo ou uma ulceracdo com

extensao superior a 1 cm longitudinalmente no célon.
6-10 Se as lesdes forem superiores a 2 cm de extensdo longitudinalmente,

sera atribuido 1 ponto para cada centimetro adicional.




3.7. Analise microscopica de lesoes

Fragmentos foram imediatamente acondicionados em formalina
tamponada a 10%. E apbés 48 horas foram processados e emblocados em
parafina. Cortes histologicos de 4 p foram corados com Hematoxilina e Eosina.
A presenca de infiltrado inflamatério, edema e ulceragées foi avaliada utilizando

microscoépio ético acoplado a sistema de captagdo de imagens.

3.8. Determinacao da atividade da mieloperoxidase colonica (MPO)

Uma biopsia do célon foi imediatamente armazenada a -20° C, para
posterior determinagdo dos niveis teciduais de mieloperoxidase (MPO). Para
tanto, as amostras foram homogeneizadas com tampdo HTAB (5 g de
hexadeciltrimetil brometo de aménia — Sigma — diluido em 1 litro de Tampao
Fosfato de Potassio) e centrifugadas (10 minutos, 14000 rpm e 4° C). Em
seguida, foi adicionado o-dianisidine (16,7 mg de o-dianisidine — Sigma; 90 mL
de agua deionizada; 10 mL de Tampao Fosfato de Potassio; 50 yl de agua
oxigenada 1%) ao sobrenadante e foram realizadas leituras cinéticas de

absorbancia em 460 nm (Bradley e cols., 1982).

3.9. Analise da liberacao de adipocitocinas ex vivo

Biopsias do tecido adiposo foram fragmentadas e incubadas por 3 horas

em Meio 199 (GIBCO Life Technologies,Grand Island, NY), contendo albumina

de soro bovino (BSA) 1% a 37 graus em banho-maria com agitacao constante



de 50 ciclos por minuto, com borbulhamento de carbogénio (5% CO2 e 95%
02). Apbs a incubagéo, o meio foi coletado e estocado a — 80° C para posterior
determinagcdo de adipocinas: TNF-o, leptina, adiponectina e IL-10. A

quantificacao dos niveis de adipocitocinas foi feita por imunoensaio enzimatico.

3.10. Imunoensaio enzimatico (Enzymatic Imunoassay - EIA)

O ensaio imunoenzimatico (enzyme-linked immunosorbent assay) foi
utilizado para a quantificacdo de IL-10 ,TNF-a ,leptina e adiponectina no
sobrenadante das culturas de tecido adiposo. Foram utilizados Kits Biotrak
ELISA System (Amersham Biosciences® UK). Esse ensaio de captura do
antigeno é empregado para detectar produtos secretados, como citocinas
(Janeway e cols., 2006). O protocolo utilizado para no desenvolvimento do

ensaio segue recomendacdes do fabricante.

3.11. Analise de proteinas por imunoblotting

Biopsias de tecido adiposo e de célon foram homogenizadas em tampao
de solubilizagdo contendo Tris 100 mM (pH 7,6), Triton X-100 1%, NaCl 150
mM, aprotinina 0,1 mg, 35 mg PMSF/ml, NazgVO4 10 mM, NaF 100 mM, Na4P-0-
10 mM e EDTA 4 mM. Os extratos foram centrifugados em 12000 rpm a 4°C por
20 minutos. O conteudo de proteina dos extratos foi determinado através do
método de Biureto.

Ao sobrenadante coletado foi adicionado Tampao de Laemmli, contendo

DTT 100 mM, e as amostras foram fervidas em banho-maria por 5 minutos para



aplicacao em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e separagao por eletroforese.
AplGs a eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose. As membranas de nitrocelulose foram incubadas com os
anticorpos anti-TNF-a, anti-IL-10, anti-INOS, anti-B-actina, anti-TLR-4 e anti-
F4/80 e permaneceram overnight a 4°C até a revelacdo com kits comerciais de

quimioluminescéncia.

3.12. Expressao dos resultados e Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média acompanhada do respectivo
erro padrdo da média. Diferencas estatisticamente significantes foram
determinadas, utilizando-se analise de variancia (ANOVA), seguido de pds-

teste de Dunnett para comparagdes multiplas.



4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacao da colite experimental

Os animais com colite apresentaram uma redugéo do peso corporal, em
comparacao a animais saudaveis do grupo controle (Figura 1). Apds o
tratamento com metotrexato n&o houve uma recuperagdo significativa,

demonstrando que o tratamento com metotrexato néo alterou o peso corpoéreo

final dos animais.(Figura 1).
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Figura 1. Peso corporal dos animais do grupo controle (CN), colite (CP) e tratados
com metotrexato (MTX). Os valores estdo apresentados na forma de média e erro

padrdo da média (EPM) de 10 experimentos. # p <0,01 quando comparado ao grupo

controle.



A Figura 2 mostra que os animais que receberam TNBS, conforme
descrito, apresentaram maior grau de lesbes que podem ser visualizadas
macroscopicamente, caracterizadas por hiperemia e ulceracbes. Lesdes
necréticas nao foram observadas. Apds tratamento com metotrexato houve

uma reducao da presenca de lesdes observadas (Figura 2).
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Figura 2. Escore macroscopico atribuido aos célons de animais controle (CN),
colite (CP) e tratados com metotrexato (MTX). Os valores estdo apresentados
na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de 10 experimentos.
* p <0,01 quando comparado ao grupo controle e # p<0,05, quando comparado

ao grupo colite.

A analise microscopica revelou que o tratamento com metotrexato foi
capaz de reduzir o edema e o infiltrado de neutréfilos, reduzindo também a
presenca de ulceragdes (Figura 3). Essas alteracbes nao foram observadas em

animais do grupo controle.



Figura 3. Observagao histopatologica dos colons. (A) Mucosa colbnica normal de

ratos controle (H&E 40X). (B e C) Mucosa colbnica de ratos com colite. Nota-se
ulceragdes (U) e edema de submucosa com intenso infiltrado de células inflamatérias
(seta; H&E 100X). (D e E) Mucosa colénica de animais com colite apés tratamento
com metotrexato. Nota-se infiltrado de células inflamatérias moderado e edema

reduzido (H&E 40x e 100x, respectivamente).



Quando analisamos a atividade de mieloperoxidase no tecido colénico
desses animais, identificamos que esta se encontra aumentada naqueles com
colite, quando comparado aos do grupo controle (Figura 4). Apds tratamento
com metotrexato podemos observar uma reducao significativa da atividade de
mieloperoxidase no tecido col6nico, confirmando os dados histoldégicos que
mostravam a redugao do infiltrado de células inflamatérias apds tratamento

(Figura 4).

MPO (U/mg)
s & 3

(3]
|

0
Controle Colite MTX

Figura 4. Niveis teciduais de mieloperoxidase (MPO) nos célons de animais controle
(CN), colite (CP) e tratados com metotrexato (MTX). Os valores estao apresentados na
forma de média e erro padrdo da média (EPM) de cinco experimentos. **p<0,01

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



4.2. Expressao de citocinas, INOS e TLR-4 no célon

A Figura 5 apresenta os niveis de TNF-a presentes nos tecidos colénicos
dos animais controle com colite e apés tratamento. Podemos observar um
aumento da expressao de TNF-a no colon dos animais com colite e uma

diminuicdo significativa naqueles tratados com metotrexato.
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Figura 5. Expressdao de TNF-a no célon de animais controle (CN), colite (CP) e
tratados com metotrexato (MTX). A e B - Imagens ilustrativas de Western blots
obtidos com anti-TNF-a e anti-B-actina em mesma amostra. C - Os valores
representam a quantificacdo da intensidade das bandas obtidas com anti-TNF-q,
corrigidas pela intensidade das bandas obtidas com anti-B-actina nas amostras, e
estdo apresentados na forma de média e erro padrdao da média (EPM) de trés
experimentos realizados. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. ## p<0,01

quando comparado com o grupo colite.



Na Figura 6 podemos observar um aumento significativo da expressao
da citocina IL-10 no célon dos animais com colite, apés o tratamento com
metotrexato. Esta expressao foi reduzida nos animais com colite quando

comparada aos de controle.
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Figura 6. Expressao de IL-10 no c6lon de animais controle (CN), colite (CP) e tratados
com metotrexato (MTX). A e B - Imagens ilustrativas de Western blots obtidos com
anti-i-10 e anti-B-actina em mesma amostra. C - Os valores representam a
quantificacdo da intensidade das bandas obtidas com anti-IL-10 corrigidas pela
intensidade das bandas obtidas com anti-B-actina nas amostras e estao apresentados
na forma de média e erro padrao da média (EPM), de trés experimentos realizados.
**p<0,01 quando comparado ao grupo controle. # p<0,05 quando comparado com o

grupo colite.



A expressao da enzima o6xido nitrico sintase induzida, a iINOS, também
foi avaliada no célon. Podemos observar na Figura 7 que a colite determina um
aumento significativo na expressao desta enzima e que o tratamento com o

metotrexato foi capaz de reduzir de maneira significativa esta expressao.
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Figura 7. Expressao de iNOS no célon de animais controle (CN), colite (CP) e
tratados com metotrexato (MTX). A e B - Imagens ilustrativas de Western blots
obtidos com anti-iINOS e anti-B-actina em mesma amostra. C - Os valores representam
a quantificacdo da intensidade das bandas obtidas com anti-INOS corrigidas pela
intensidade das bandas obtidas com anti-B-actina nas amostras, e estao apresentados
na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de trés experimentos realizados.
**p<0,01 quando comparado ao grupo controle. # p<0,05 quando comparado com o

grupo colite.



Finalmente, analisamos no célon a expressdo do Toll-like receptor-4
(TLR-4) e mostramos na Figura 8 que a colite esta associada a uma expressao
aumentada de TLR-4 no célon. Novamente, o tratamento com o metotrexato foi

capaz de reduzir esta expressao de maneira significativa.
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Figura 8. Expressdao de TLR-4 no colon de animais controle (CN), colite (CP) e
tratados com metotrexato (MTX). A e B - Imagens ilustrativas de Western blots
obtidos com anti-TLR-4 e anti-B-actina em mesma amostra. C - Os valores
representam a quantificagdo da intensidade das bandas obtidas com anti-TLR-4
corrigidas pela intensidade das bandas obtidas com anti-B-actina nas amostras, e
estdo apresentados na forma de média e erro padrdao da média (EPM), de trés
experimentos realizados. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. # p<0,05

quando comparado com o grupo colite.



4.3. Producao de Adipocitocinas pelo Tecido Adiposo Mesentérico

Nas culturas de tecido adiposo mesentérico de animais com colite
pudemos observar um aumento significativo da capacidade de liberacdo ex-
vivo de TNF-a e IL-10 quando comparados ao grupo de animais saudaveis
(Figura 9 e 10, respectivamente). Apdés o tratamento com metotrexato,
observamos uma reducdo da liberacdo de TNF-a, mas também uma

significativa diminuicao de liberacgao de IL-10 (Figura 9 e 10, respectivamente).
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Figura 9. Niveis de TNF-a liberados ex-vivo pelo tecido adiposo mesentérico de
animais controle (CN), com colite (CP) e tratados com metotrexato (MTX). Os valores
estdo apresentados na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de cinco
experimentos. ** p <0,01 quando comparado ao grupo controle e ## p <0,01 quando

comparado ao grupo colite.
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Figura 10. Niveis de IL-10 liberados ex-vivo pelo tecido adiposo mesentérico de
animais controle (CN), com colite (CP) e tratados com metotrexato (MTX). Os valores
estdo apresentados na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de cinco
experimentos. * p <0,05 quando comparado ao grupo controle e # p <0,05, quando

comparado ao grupo colite.

Nao observamos modificacdo nos niveis de leptina e adiponectina,
liberadas pelo tecido adiposo durante a vigéncia da colite (Figura 11 e 12,
respectivamente). O tratamento com metotrexato também nédo foi capaz de
modificar os niveis de leptina, produzidos pelo tecido adiposo mesentérico
(Figura 11), mas pudemos observar uma redugéo significativa da liberagdo de

adiponectina apdés tratamento dos animais com metotrexato (Figura 12).
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Figura 11. Niveis de leptina liberados ex-vivo pelo tecido adiposo mesentérico de
animais controle (CN), com colite (CP) e tratados com metotrexato (MTX). Os valores

estdo apresentados na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de cinco

experimentos.
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Figura 12. Niveis de adiponectina liberados ex-vivo pelo tecido adiposo mesentérico
de animais controle (CN), com colite (CP) e tratados com metotrexato (MTX). Os
valores estdao apresentados na forma de média e erro padrdo da média (EPM) de

cinco experimentos. # p <0,05 quando comparado ao grupo colite.



4.4. Expressao do marcador F4/80 no tecido adiposo mesentérico

Os animais com colite apresentaram no tecido adiposo um nivel mais
elevado de expressao de F4/80 quando comparado aqueles do grupo controle,
indicando a presenca de infiltrado de macréfagos (Figura 13). O tratamento

com metotrexato foi capaz de reduzir de maneira significativa esta expressao
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Figura 13. Expressdo de F4/80 no tecido adiposo mesentérico de animais controle
(CN), colite (CP) e tratados com metotrexato (MTX). A e B - Imagens ilustrativas de
Western blots obtidos com anti-F4/80 e anti-B-actina na mesma amostra. C - Os
valores representam a quantificacdo da intensidade das bandas obtidas com anti-
F4/80 corrigidas pela intensidade das bandas obtidas com anti-B-actina nas amostras,
e estdo apresentados na forma de média e erro padrdao da média (EPM) de trés
experimentos realizados. **p<0,01 quando comparado ao grupo controle. # p<0,05

quando comparado com o grupo colite.



5. DISCUSSAO

A DC é uma doenca inflamatoria crénica, caracterizada por periodos de
atividade, com exacerbacao dos sinais e sintomas, alternados com periodos de
inatividade (Hanauner, 2004). O modelo experimental de colite induzida por
TNBS é o que mais se assemelha a DC. O protocolo utilizado neste estudo
incluiu trés administracbes de TNBS em solugdo etandlica em intervalos
regulares, mimetizando a ocorréncia de periodos de atividade seguidos de
remissao da doenca inflamatéria, como se observa na DC. O protocolo utilizado
neste estudo também resulta no estabelecimento de alteragcbes no tecido
adiposo mesentérico, como descrito em portadores da DC (Gambero e cols.,
2007).

O metotrexato (MTX) tem sido utilizado no tratamento de pacientes com
DC, mas nao ha relatos de seu uso no modelo experimental de colite por TNBS
com reativagbes. Também sdo escassos os relatos cientificos da acdo de
farmacos, utilizados na terapéutica das doengas inflamatérias intestinais com
relacdo a alteragbes que se estabelecem no tecido adiposo. Deste modo,
iniciamos nosso trabalho procurando caracterizar a acao do metotrexato sobre
a inflamagao intestinal, e, posteriormente, sobre as alteracbes do tecido
adiposo.

Apb6s inducado da colite foi possivel observar a presenca de lesdes
macroscopicas no coélon, lesdes caracterizadas por hiperemia e ulceracdes,
ndo sendo observada presenca de necrose. Apds tratamento com metotrexato,

houve uma reducdo da presenca de lesbes observadas. Ha varios relatos na



literatura que demonstram resultados semelhantes, alguns em modelo que
avaliam apés 24 horas, 7 e 14 dias da indugéo da colite, onde os autores
relatam a presenca de lesbes macroscépicas e altos niveis de infiltrado de
neutrofilos (Xia e col., 2004; Camacho-Barquero e cols., 2007). Determinamos
os niveis de atividade de MPO existentes no célon do grupo de animais com
inflamagéo intestinal e comparamos com o grupo saudavel. Nesta andlise
observamos um aumento significativo na atividade de MPO nos animais com
colite, confirmando o quadro inflamatério induzido pelo TNBS e o descrito pela

literatura.

Nao ha relatos da utilizagdo de metotrexato no modelo de colite por
TNBS com reativagbes. No modelo de colite reativada, drogas como
dexametasona, ciclosporina A e 5-aminosalicilatos foram capazes de reduzir os
danos macroscoépicos e a atividade do MPO (Appleyard e col.,1995; Galvez e
cols., 2003). Em modelo de colite aguda por DNBS (&cido dinitrobenzeno-
sulfénico), em camundongos, o tratamento com metotrexato na dose de 0,5
mg/kg/dia, durante sete dias, produziu resultados controversos (Graffner-
Nordberg e cols., 2003). Ja em outros modelos de colite, como a induzida por
dextran sulfato de sédio (DSS), em camundongos, o tratamento com
metotrexato, na dose de 1 mg/kg/dia durante sete dias, reduziu o escore
inflamatorio (Melgar e cols., 2008). Deste modo, optamos por tratar os animais
com uma dose de metotrexato de 3 mg/kg/semana, baseado no descrito em
relatos de literatura para outros modelos experimentais de inflamacdo, que
também avaliavam a capacidade de inibir a sintese de TNF-a (Tekeoglu e
cols., 2007; Du e cols., 2008). O tratamento escolhido foi capaz de reduzir

significativamente o escore macroscoépico inflamatério, bem como reduzir a



atividade colénica de MPO confrmando sua agado antiinflamatéria e
imunossupressora neste modelo experimental. Assim demos prosseguimento,
avaliando as alteracdes histopatoldgicas.

A DC é caracterizada macroscopicamente e microscopicamente por
inflamagao cronica em todas as camadas da parede intestinal, no mesentério e
nos linfonodos regionais, tanto nos segmentos do intestino delgado, quanto nos
segmentos colicos. Embora pouco definidas as alteracbes iniciais
macroscopicas, o ileo terminal apresenta-se hiperemiado, edemaciado, com
mesentério e com linfonodos mesentéricos, correspondentes avermelhados e
tumefeitos. Em casos mais avangados, a mucosa tem aspecto nodular, descrito
como “pedra de calgcamento”. Essa aparéncia é resultado do espessamento da
camada submucosa, aliado a ulceragbes da camada mucosa, freqlientemente
lineares ao longo do eixo axial do intestino. O comprometimento transmural na
DC pode provocar abertura de fistulas, abscessos e fissuras devido a
inflamacao da camada serosa das alcas justapostas, que leva a deposicao de
fibrina, tornando a superficie mesentérica das algas intestinais inflamadas e
aderentes entre si e entre as demais visceras abdominais. Isso facilita a
formacdo de trajetos fistulosos e aderéncias fibrosas entre as visceras
(Glickman, 1998). No modelo experimental utilizado neste estudo foi possivel
observar a formacao de lesbes transmurais, edema e grande infiltrado de
células inflamatérias. O tratamento com metotrexato foi eficiente em reduzir
esses parametros.

Os problemas nutricionais na DC estdo sempre presentes como por
exemplo : a ingestao alimentar inadequada, 0 aumento das perdas intestinais,

a ma absorgao de nutrientes, o catabolismo mediado por citocinas e perdas por



fistulas levando o paciente a perda de peso corpéreo (Cabre e cols., 2002). A
correcdo de deficiéncias nutricionais € recomendada, especialmente para
melhorar a habilidade do paciente em reagir a grandes e extensos periodos de
inflamacao (Reimond e cols., 2005). Vimos que o protocolo de colite, com
reativacoes, também induz a uma reducao no peso corpoéreo final dos animais.
No entanto, o tratamento com metotrexato ndo foi capaz de reverter esta
reducao - provavelmente por ter sido aplicado somente na ultima semana que
antecedeu o sacrificio dos animais - e ndo permitiu a recuperacao deste
parametro apesar da melhora do quadro inflamatorio.

Avaliamos a expressao de TNF-a e IL-10 no célon dos animais controle,
com colite, e também apds o tratamento com o metotrexato. Observamos no
grupo colite um aumento da expressao de TNF-o e uma reducao de IL-10. O
metotrexato reduziu a expressdo de TNF-a e restabeleceu a expressao de IL-
10. A IL-10 é uma citocina com propriedades imunomoduladoras, produzida por
varios tipos celulares, incluindo linfécitos B e T, macréfagos, mastécitos e
células epiteliais intestinais (Couper e cols., 2008). A IL-10 é capaz de inibir
tanto a sintese de citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, TNF-o € IL-6), como as
derivadas de células Th2 (IL-4 e IL-5). Animais com colite induzida por TNBS,
tratados com dexametasona, também apresentaram um aumento da expressao
de IL-10 colbnico paralelamente a inibicdo de TNF-au (Zhang e cols.,2006).

Também verificamos a capacidade do metotrexato em modificar outros
parametros inflamatérios intestinais, como a expressao da iINOS e de TLR-4.
Postula-se que a DC surge a partir de uma resposta imunitaria a bactérias
presentes no ambiente intestinal. Os TLRs sdo receptores expressos por

células do sistema imunoldgico ou por outras células, como os enterdcitos e



tém como funcéo o reconhecimento de padrbes expressos por patdégenos, ou
seja, os TLRs s&o capazes de identificar microorganismos patogénicos ou
comensais, protegendo o organismo de infecgdo e controlando a homeostase
local, respectivamente. Uma maior expressdao de TLR-4 foi descrita no ileo
terminal de pacientes com DC na fase ativa (Frolova e cols., 2008). Os
resultados mostraram que ocorre um aumento na expressao de proteina TLR-4
no colon, como j& havia sido descrito anteriormente (Arranz e cols., 2006;
Lubbad e cols., 2009). Observou-se que o tratamento com metotrexato foi
capaz de normalizar os niveis de TLR-4 nos animais com colite, sugerindo que
esta via poderia contribuir para reduzir a inflamacao do intestino. A apoptose de
células epiteliais intestinais, durante inflamacao, pode estar relacionada a um
nivel elevado de peroxinitrito produzido localmente pela enzima iNOS (Yue e
cols., 2001). O tratamento com metotrexato foi capaz de reduzir a expressao de
iNOS nos animais com colite, sugerindo que mais uma via que leva a injuria
tecidual possa estar sendo eficientemente reduzida pelo tratamento
imuNoSssupressor.

As principais alteragdes presentes no tecido adiposo mesentérico de
pacientes com DC incluem a hipertrofia do tecido e o estado inflamatério
cronico local (Desreumaux e cols ,1999). O tecido adiposo possui a capacidade
de produgdo de adipocitocinas, substancias que participam da resposta
inflamatéria. Essas adipocitocinas podem apresentar agbes pré6 ou
antiinflamatérias, como o TNF-a e leptina e adiponectina, respectivamente
(Gambero e cols., 2007). Estudos conduzidos por Paul e cols. (2006) mostram
que no tecido adiposo mesentérico, de pacientes com DC, ocorre um aumento

da capacidade de produgcdo de adipocitocinas pro-inflamatérias (TNF-a e



leptina), mas também de antiinflamatérias (IL-10, adiponectina). Avaliamos a
liberagéo de adipocitocinas no tecido adiposo mesentérico dos animais controle
e com colite, tanto durante a inflamacdo como apés o tratamento com o
metotrexato. No modelo experimental, a inducdo da colite resultou em um
aumento da producgao pelo tecido adiposo mesentérico de TNF-a e IL-10, mas
nao houve alteracbes na producdo de leptina e adiponectina. Pudemos
observar, apdés o tratamento com metotrexato, uma inibicdo significativa da
producao da citocina inflamatéria TNF-a, associada a reducao da producao de
IL-10 e, curiosamente, a redugdo da producdo de adiponectina, duas
adipocitocinas com fungdées imunomoduladoras. A capacidade do metotrexato
em reduzir significativamente a producdo de TNF-a confirma sua acao
antiinflamatéria e imunossupressora, mostrando que durante a inflamacao
intestinal, o farmaco age nao somente no foco inflamatério intestinal, mas
também nos tecidos adjacentes, como o tecido adiposo mesentérico, inibindo a
formacao de substancias que possam contribuir para o processo inflamatério.
A IL-10 aumenta durante a inflamacao, podendo atuar como um mecanismo de
equilibrio entre a produgédo de citocinas pr6 e antiinflamatérias. A reducéo da
producdao de TNF-a poderia justificar a reducdo da producédo de IL-10, ou
mesmo ser esta uma conseqUéncia da acao direta do metotrexato. Outra
adipocitocina que possui a fungao antiinflamatéria é a adiponectina expressa
por adipdcitos maduros que atua em macrofagos e células endoteliais,
diminuindo a producéo e inibindo a acdo do TNF-a (Kern e cols., 2003). Assim,
uma reducgdo da produgédo de TNF-a, associado com uma melhora do estado
inflamatério do coélon, poderia resultar em uma menor producdo de

adiponectina (Stumvoll e cols., 2005).



E finalmente, avaliamos o infiltrado de macréfagos no tecido adiposo
mesentérico, por meio da expressdao de um marcador especifico, o F4/80. O
tecido adiposo mesentérico, durante a resposta inflamatéria intestinal, é capaz
de produzir a proteina quimiotaxica de monécitos (MCP)-1 dentre outras
quimiocinas, que atraem mondcitos, os quais se diferenciardo de macrofagos
no tecido adiposo e contribuirdo para o estabelecimento de um ambiente pré-
inflamatorio (Robker e cols., 2004; Yu e cols., 2006). No protocolo experimental
utilizado neste estudo, pudemos observar que o0s animais com colite
apresentaram um nivel mais elevado de F4/80, indicando a presenca de
infiltrado de macréfagos. O tratamento com MTX foi capaz de reduzi-lo,
sugerindo que o farmaco esteja interferindo com os processos que levam ao
recrutamento de mondcitos para o tecido adiposo, como a expressdao de
moléculas de adesao, por exemplo (Vivasnathan e cols., 2007). Um menor
infiltrado de células inflamatérias no tecido adiposo também pode ser o
responsavel pela reducao das citocinas, produzidas localmente.

Cabe destacar que este estudo ganhou espaco nas paginas da revista
internacional Pharmacological Research, em janeiro de 2009, com a publicacéo
do artigo intitulado Methotrexate is effective in reactivated colitis and reduces
inflammatory alterations in mesenteric adipose tissue during instestinal

inflammation ( ANEXO 1).



6. CONCLUSAO

O tratamento com metotrexato foi capaz de reduzir a inflamacgao
intestinal no modelo de colite por TNBS com reativagcées em ratos, reduzindo
todos os parametros observados (lesdes, infiltrado de células inflamatérias,
producdo de citocinas e outros marcadores pro-inflamatérias). O farmaco foi
também capaz de restaurar a producéo local de fatores antiinflamatérios, como
a IL-10. A acgéo antiinflamatéria/imunossupressora do farmaco foi ainda capaz
de reduzir as alteragdes inflamatérias, estabelecidas no tecido adiposo
mesentérico durante a resposta inflamatéria intestinal, como a produgédo de
citocinas pro-inflamatérias e o infiltrado de macréfagos. Isso sugere que a
intervencao terapéutica pode modificar também as alteragdes observadas no

tecido adiposo de pacientes com DC.
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