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RESUMO

Doencas inflamatdrias intestinais, entre elas colite ulcerativa e doenca de Crohn,
compreendem um amplo espectro de afec¢cbes que apresentam em comum
inflamacéo crénica do trato gastrointestinal. Colite ulcerativa afeta exclusivamente o
colon e o reto, possui etiologia ainda pouco conhecida podendo estar relacionada com
fatores ambientais, genéticos e de resposta imune. O tratamento se baseia em
medicamentos como aminossalicilatos, glicocorticéides e imunossupressores, porém
seus efeitos colaterais atrapalham a ades&do do paciente ao tratamento por longos
periodos. Condroitim sulfato (CS) e glucosamina (GlcN) sdo atualmente indicados para
o tratamento de doencas inflamatérias, como a osteoartrite, principalmente por
apresentarem efeito anti-inflamatério ao diminuirem a acdo do fator de transcri¢cdo
NF-kB diminuindo a expressado de metaloproteases (MMP), TNF-a, iNOS entre outros
mediadores inflamatérios. O objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos da
associacao de CS e GIcN na colite ulcerativa experimental induzida por dextran sulfato
de sodio (DSS) em ratos Wistar. Para isso foram avaliados o indice de atividade da
doenca (IAD), par@metros hematolégicos e bioquimicos, morfologicos e a atividade de
MMP-2 e -9 da matriz extracelular no intestino grosso, concentracdo de NO tecidual e
concentrac@o de glicosaminoglicanos. Os animais foram divididos em quatro grupos:
(1) controle, (2) controle + CS/GIcN, (3) DSS, (4) DSS + CS/GIcN. Observamos que 0
tratamento com CS/GIcN melhorou a severidade da colite aguda em ratos, verificado
pela reducdo do score histologico e melhora de parametros hematolégicos. CS/GIcN
também reduziu a destruicdo de células caliciformes observados pelo azul de alcian,
bem como a producdo de O6xido nitrico, a atividade de mieloperoxidase e
metaloproteases, principalmente de MMP-9. Além disso, foi observado uma redugéo
na concentracdo de GAGs total no grupo DSS + CS/GIcN quando comparado ao
grupo DSS. Portanto, a administracdo de CS/GIcN apresentou melhoras em alguns
dos pardmetros avaliados principalmente na atividade de MMP-9, mostrando um

potencial destes compostos para futura utilizacdo no tratamento dessa patologia.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca Inflamatdria Intestinal. Colite ulcerativa. Dextran sulfato

de sbédio. Condroitim Sulfato. Glucosamina.



ABSTRACT

Inflammatory bowel disease, including ulcerative colitis and Crohn's disease
comprising a broad spectrum of diseases those have in common chronic
inflammation of the gastrointestinal tract. Ulcerative colitis affects only the colon
and rectum, has still poorly understood etiology and this could may be related to
environmental factors, genetic and immune response. Treatment is based on
drugs as aminosalicylates, immunosuppressants and glucocorticoids, but its
side effects hinder patient compliance with treatment for long periods.
Chondroitin sulphate (CS) and glucosamine (GIcN) are currently indicated for
treatment of inflammatory diseases such as osteoarthritis, mainly because of
the anti-inflammatory effect by decreasing the activity of transcription factor NF-
kB and decreasing the expression of metalloproteases (MMP), TNF-a, iINOS
and other inflammatory mediators. The objective of this study was to analyze
the effects of the combination of CS and GIcN in experimental ulcerative colitis
model induced by dextran sulfate sodium (DSS) in rats. To do so we evaluated
the disease activity index (DAI), haematological and biochemical parameters,
morphological changes and activity of MMP-2 and -9, NO and
glycosaminoglycans concentration in the large intestine. Animals were divided
into four groups: (1) control, (2) control + CS / GIcN, (3) DSS-induced colitis, (4)
DSS + CS / GIcN. We observed that treatment with CS/GIcN improved the
severity of acute colitis in rats verified by histological score reduction and
improvement in hematological parameters. CS/GIcN also reduced goblet cells
destruction observed by alcian blue, as well as nitric oxide production, the
activity of myeloperoxidase and metalloproteases, especially MMP-9. Moreover,
we observed a reduction in the concentration of total GAG + DSS group CS /
GIcN when compared to DSS. Therefore, administration of CS/GIcN showed
improvements in some of the parameters evaluated mainly on the activity of
MMP-9, showing a potential future use of these compounds for the treatment of

this pathology.

KEYWORDS: Inflammatory Bowel Disease. Ulcerative colitis. Dextran sodium

sulfate. Chondroitin sulfate. Glucosamine.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL

As doencas inflamatorias intestinais (DIl) compreendem um amplo espectro
de patologias que apresentam em comum inflamacdo crbnica do trato
gastrointestinal, que podem ter ou ndo uma causa ou agente patogénico especifico.
O termo DIl idiopatica refere-se aquelas que ndo possuem uma etiologia conhecida.
Incluidas nesta classificacdo estdo colite ulcerativa, e a doenca de Crohn (AHN et
al., 2001; PODOLSKY, 2002; STROBER; LUDVIKSSON; FUSS, 1998).

Diferencas nas caracteristicas dos processos inflamatorios na colite ulcerativa
e na doenca de Crohn séo observadas. Na colite, a inflamacé&o se restringe ao célon
e reto, sendo encontrado infiltrado inflamatério na mucosa intestinal. Estes infiltrados
consistem principalmente de linfocitos, células plasmaticas e granuldcitos. Outras
caracteristicas tipicas incluem distorcbes das criptas, deplecdo de células
caliciformes e ulceracdes (DANESE; FIOCCHI, 2011). J& na doenca de Crohn,
qualguer segmento do trato digestivo, desde a boca até o anus, pode ser afetado
sendo caracterizada por um processo inflamatério transmural frequentemente
granulomatoso podendo apresentar também outras complicacdes como estenoses,
abcessos e fistulas (BAUMGART; CARDING, 2007).

A colite ulcerativa apresenta sintomas e sinais clinicos tipicos de uma doenca
recidivante tendo como principal manifestacao clinica diarréia sanguinolenta com ou
sem a presenca de muco, podendo ser observado também, febre, perda do
peristaltismo e da rigidez da parede intestinal. Na doenca de Crohn ocorrem ataques
intermitentes de diarréia, febre e dor abdominal (DANESE; FIOCCHI, 2011).

O prognéstico para pacientes com colite geralmente é bom nos primeiros 10
anos apds o diagnostico e ao longo do tempo a remissdo ocorre na maioria dos
casos. Complicacbes agudas como sangramentos e megacoélon toxico podem
ocorrer em pacientes com inflamagdes extensas e severas, displasia epitelial e
cancer também pode aparecer na fase crénica da doenca (DANESE; FIOCCHI,
2011).



13

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Colite ulcerativa e doenca de Crohn sao doencas de uma sociedade moderna
e sua frequéncia em paises desenvolvidos tem crescido desde o século 20. Uma
alta incidéncia e prevaléncia das DIl sdo observadas nas populacées do norte da
Europa e América do Norte e uma menor incidéncia e prevaléncia na populagéo
asidtica, onde a colite € a forma mais comum de DIl (AHUJA; TANDON, 2010).

Embora nos paises em desenvolvimento seja observada menor prevaléncia
de DIlI, a sua incidéncia tem aumentado em alguns destes paises que vem se
industrializando (ex. China e india) (MOLODECKY; KAPLAN, 2010).

Um ambiente e estilo de vida ocidentalizado estao ligados ao aparecimento
de DIl (DANESE; SANS; FIOCCHI, 2004), parece haver também diferencas na
incidéncia das DIl relacionadas ao sexo. Em geral existe uma pequena
predominédncia do sexo feminino na doenca de Crohn enquanto que na colite

ulcerativa essa predominancia tende ao sexo masculino (LOFTUS, 2004).

Em uma reviséo de literatura realizada por Loftus 2004, a incidéncia da colite
ulcerativa foi de 1,2 a 20,3 casos por 100.000 habitantes por ano, e sua prevaléncia
foi de 7,6 a 246 casos por 100.000 habitantes por ano, enquanto que a doenca de
Crohn possui uma incidéncia de 0,03 a 15,6 casos por 100.000 habitantes e uma
prevaléncia de 3,6 a 214 casos por 100.000 habitantes por ano. Entre as criancas,
no entanto, a colite ulcerativa € menos prevalente do que a doenca de Crohn
(KUGATHASAN; COHEN, 2008).

Na América Central e do Sul, dados epidemiol6gicos sobre DIl ainda sao
escassos, 0 que demonstra a raridade destas doencas ou de seus registros
insuficientes para serem avaliadas. No Brasil, poucos sdo os estudos sobre os
aspectos epidemiologicos das DIl. A maioria deles apenas descrevem as
caracteristicas clinicas e a frequéncia de internacdo devido as DII, sem nenhuma
referéncia a incidéncia e prevaléncia dessas doencas em termos populacionais.
Victoria et al. 2009, em estudo realizado na regido centro-oeste do estado de Sé&o
Paulo avaliando a incidéncia e a prevaléncia das DII, verificaram uma prevaléncia de
14,81 e 5,65 casos por 100 mil habitantes de colite ulcerativa e doenca de Crohn
respectivamente. Apesar de estes numeros estarem abaixo da prevaléncia mundial,

representam um aumento consideravel no nimero de casos.
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1.3 ETIOLOGIA

A etiologia das DIl permanece ainda desconhecida. Uma das hipGteses
utilizadas para a patogénese das DIl € uma excessiva resposta imune adquirida a
algumas bactérias entéricas comensais em individuos susceptiveis geneticamente,
além de fatores ambientais que possam precipitar o inicio da doenca (SARTOR,
2006). (Figura 1)

Apendicectomia
Aspectos

socioecondmicos L Medicamentos

N e

Aspectos
geograficos Fatores Ambientais <— Dieta
Microbiota intestinal Cigarro
Sistema
—
Imune

-

Doenca Inflamatoéria
Instestinal

Figura 1. Influéncia dos fatores ambientais, genéticos e sistema imune na patogénese da DIl. Uma
variedade de fatores ambientais podem modificar a expressdo de genes em individuos susceptiveis e
modular a funcéo do sistema imune intestinal resultando em uma resposta inflamatoéria.

1.3.1 FATORES AMBIENTAIS

Alguns fatores ambientais ja tiveram sua associacdo com as DIl
demonstradas por meio de estudos clinicos, epidemiologicos e experimentais. Entre
eles podemos citar cigarro, dieta, medicamentos, area geografica, condicdo social,
estresse, permeabilidade intestinal e apendicectomia (DANESE; SANS; FIOCCHI,
2004).
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Exemplo indiscutivel da influéncia de fatores ambientais na DI, o tabaco é um
importante fator de risco para doenca de Crohn, enquanto que a colite ulcerativa
acomete com maior frequéncia os pacientes ndo fumantes e pessoas que pararam
de fumar (RUBIN; HANAUER, 2000). Os mecanismos envolvidos neste efeito
controverso na doenga de Crohn e colite ainda ndo estédo esclarecidos, mas sabe-se
que fumar afeta o sistema imune sistémico alterando fun¢des da resposta imune
inata e adaptativa (SOPORI, 2002).

Outro exemplo é a variagdo geografica encontrada nas taxas de incidéncias
das DIl. Estudos demonstraram um gradiente entre o norte-sul na incidéncia das DII
na América do Norte e Europa sendo mais comum em altas latitudes e em menor
grau do leste para oeste, podendo atribuir essa diferenca ocidental para oriental ao
estilo de vida (DANESE; SANS; FIOCCHI, 2004; KARLINGER et al,
2000).Tradicionalmente, as DIl também tém sido mais prevalentes entre 0s grupos
socioeconémicos mais altos e na zona urbana afetando mais individuos da raca
branca, sem distincdo entre colite e doenca de Crohn (DANESE; SANS; FIOCCHI,
2004). Como explicagdo para esse comportamento foi levantada a “hipdtese da
higiene” que propdéem que o aumento de disturbios imunolégicos pode ser
relacionado a baixa exposicdo a antigenos entéricos e melhores condicdes
sanitarias na infancia. Assim, isso poderia levar a uma maior susceptibilidade ao
individuo adulto para uma resposta imune inapropriada quando exposto a antigenos
(infeccdo gastrointestinal) (MOLODECKY; KAPLAN, 2010).

A microflora intestinal e seus produtos também sdo importantes fatores
ambientais na patogénese das DIl em humanos e em varios modelos animais. A
microbiota presente no ileo distal e no célon fornece uma fonte abundante de
organismos potencialmente prejudiciais, ligantes e antigenos que podem ativar a
resposta imune inata e adaptativa. Estas bactérias e seus produtos biologicamente
ativos estdo associados a mucosa intestinal e a indugdo de uma resposta imune
fisiolégica e patofisiolégica (SARTOR, 2008). Varios microrganismos Sao
considerados como possiveis fatores etioldgicos das DI, incluindo, Mycobacterium
avium subespécie paraturbeculosis, Listeria monocytogenes, Chlamydia tracomatis,
Cytomegalovirus e Escherichia coli (DANESE; SANS; FIOCCHI, 2004). A
importancia da flora intestinal também €& comprovada por estudos em alguns

modelos animais, jA que colite ndo foi observada quando os animais foram mantidos
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em ambientes “germ-free”, mas somente com a reconstituicdo da microflora
intestinal (NELL; SUERBAUM; JOSENHANS, 2010).

O mecanismo pelo qual as bactérias podem levar a iniciagdo e ou propagacao
do processo inflamatério intestinal pode ser relacionado com o aumento da
permeabilidade local e desencadeamento de uma resposta imune (GERSEMANN;
WEHKAMP; STANGE, 2012).

1.3.2 GENETICA

Estudos epidemioldgicos e populacionais demonstraram fortes evidéncias que
fatores genéticos possuem papel importante na susceptibilidade das DIl. Entre
essas, estdo a maior incidéncia e prevaléncia em certas populacdes e a ligacéo
familiar entre os pacientes (PODOLSKY, 2002).

As evidéncias mais convincentes aparecem em estudos realizados com
gémeos monozigoticos em gque a taxa de concordancia da doenca de Crohn chega a
58% dos casos enquanto que nos gémeos dizigbticos a taxa de concordancia nao
possui tanta diferenca para outros irmaos. Ja gémeos monozigéticos com colite
ulcerativa a taxa fica entre 6-17% dos casos (BOUMA; STROBER, 2003). Assim
pode-se sugerir que doenca de Crohn possui maior influéncia de fator genético que

colite ulcerativa.

Muito dos genes considerados de risco para as DIl estdo envolvidos no
reconhecimento e processamento de antigenos microbianos da superficie da
mucosa. Dessa forma um processamento anormal de moléculas microbianas por
componentes do sistema imune é geralmente relacionado com a iniciacdo da
inflamacédo, seguida por uma resposta imune adaptativa exagerada gerando a
producdo de moléculas pré-inflamatoéria e dano tecidual (SCHARL; ROGLER, 2012).

Uma meta-analise de estudos associado ao genoma, identificou na doenca de
Crohn no minimo 71 loci replicados como NOD2, ATG16L1, IRGM, NALP3, etc. J&
para colite ulcerativa foram identificadas 47 loci incluindo IL1R2, ILBRA-ILS8RB,IL7R,
IL12B, DAP, PRDM1, JAK2, IRF5, GNA12 (SCHARL; ROGLER, 2012).

Entre estes, NOD2, ATG16L1 e IRGM tém chamado a atencdo para
imunidade inata em geral e mais especificamente sobre o0 reconhecimento
microbiano e autofagia sendo que em pacientes com doenca de Crohn as mutagdes

gue ocorrem provocam defeitos na autofagia e apresentacdo de antigeno (LEES et
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al., 2011; SCHARL; ROGLER, 2012). Enquanto NOD2 e variantes de genes de
autofagia nao influenciam a colite ulcerativa, estudos mostram que ECM1, CDH1,
HNF4A, LAMB1 e GNAl2 s&do genes relacionados a barreira epitelial e
especialmente envolvidos no colite ulcerativa (LEES et al., 2011).

Como exemplo de envolvimento genético nas DIl, o gene que codifica a
proteina NOD2 também conhecida como CARD15, expresso em macrofagos, pode
servir como um receptor de reconhecimento padrdo a lipopolissacarideos
bacterianos e regular a ativagdo de NF-kB, foi encontrado com mais variantes em
individuos norte-americanos e europeus com DIl do que individuos sem a doenca.
Essas variantes parecem resultar em uma reducdo da ativacdo de NF-kB por
macréfagos e isso pode desencadear um desequilibrio da homeostase
(PODOLSKY, 2002).

1.3.3 SISTEMA IMUNE

No intestino normal, existe uma tolerancia ou uma supressdo da resposta
imune contra ndo-patdgenos (flora comensal ou antigenos da dieta) no lumen
intestinal. Na DIl existem evidéncias de que este estado de tolerancia a
componentes da flora intestinal é perdido (MAYER, 2010).

O efeito agregado de alteracfes genéticas e presenca de fatores ambientais
esta sustentado pela resposta imune da mucosa intestinal, entretanto, restam
davidas se essa resposta foi desencadeada por um defeito intrinseco (ativacéo
constitutiva ou falha no mecanismo de regulacdo) ou por conta do estimulo continuo
resultante de uma alterac&o na barreira de células epiteliais intestinais (PODOLSKY,
2002; SCHMITZ et al., 1999).

Existem dois componentes basicos na resposta imune, a resposta imune inata
e adaptativa. A imunidade inata é a forma mais simples de imunidade, em que
carece de especificidade e memoéria para antigenos em que teve contato. E
responsavel pela primeira linha de defesa, em que a localizacdo e eliminacdo do

patdgeno invasor sao muito importantes para o hospedeiro (MAYER, 2010).

J& a resposta imune adaptativa ocorre por conta de uma incapacidade do
sistema imune inato responder a uma reinfeccdo ou a um grande numero de

patdgenos que sobrecarregam a resposta inata. A imunidade adaptativa €
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caracterizada por especificidade e memoria e em grande parte mediada por
linfécitos T e B (MAYER, 2010).

Na colite, existe uma reacdo imunolégica predominantemente por linfécitos
Th2, enquanto na doenca de Crohn existe um predominio de Thl (PODOLSKY,
2002). Na doenca de Crohn estdo aumentadas a secrecdo de fator de necrose
tumoral (TNF-a), interferon (IFN-y) e interleucinas-1 e 12, j4 na colite ulcerativa séo
as interleucina-4, 5 e 13 (MAYER, 2010).

A ativacdo de células imunes é posteriormente acompanhada pela producao
de mediadores de inflamacdo néo especificos, como: outras citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento, assim como metabdlitos do &cido araquidénico
(prostaglandinas e leucotrienos) e espécies reativas do oxigénio. Esses mediadores
intensificam o processo inflamatério e a destruicdo tecidual, o que resulta nas
manifesta¢des clinicas da doenca. O recrutamento adicional de leucdcitos do espaco
vascular para os sitios da doenca € importante para a continuidade do processo
inflamatorio (PODOLSKY, 2002).

1.4 TRATAMENTO DA DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL

Atualmente varios tipos de tratamentos clinicos das DIl tém sido empregados
para seu controle. Os medicamentos mais utilizados incluem aminossalicilatos,
imunossupressores, corticosterdéides, imunomoduladores e antibidticos, que s&o
usados tanto para a inducdo da remissao clinica, como para a manutencdo deste
estado. Estas drogas tém a capacidade de reduzir as lesdes inflamatorias e atenuar
a expressdo de algumas moléculas pré-inflamatérias. (STENSON; KORZENIC,
2003).

Entre os medicamentos mais utilizados pelos servicos de saude para o
tratamento das DIl estdo os corticosterdides, sulfassalazina, mesalazina e
azatioprina, de acordo com recomendacdes nacionais (BRASIL, 2002a; BRASIL
2002b) e internacionais (CARTER; LOBO; TRAVIS, 2004).

Os efeitos benéficos destes medicamentos se contrapdem a uma variedade
de efeitos colaterais que podem variar desde apenas mal-estar até a incidéncia de
problemas mais graves. No caso de corticosterbdides, até 50% dos pacientes

apresentar efeitos como sindrome de Cushing, hipertensédo arterial e catarata, os
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aminossalicilatos podem provocar distlrbios gastrointestinais e a azatioprina pode
ocasionar efeitos mais graves como febre, leucopenia e pancreatite (BRASIL, 20023;
BRASIL 2002b; CARTER; LOBO; TRAVIS, 2004).

Assim, a eficacia dos regimes terapéuticos para o tratamento das DIl depende
da estrita adesdo dos pacientes ao tratamento prescrito, e por serem tratamentos

longos, os seus efeitos colaterais atrapalham muito essa adeséo.

1.5 MODELOS ANIMAIS DE DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL

Durante a ultima década, mais de 30 modelos de experimentacdo animal para
DIl foram desenvolvidos, apresentando variadas manifestacdes clinicas como
observadas na DIl em humanos, com o objetivo de elucidar a patogénese da doenca
(BYRNE; VINEY, 2006; MELGAR et al., 2008).

Estes modelos contribuem para importantes avancos no entendimento dos
mecanismos de inflamacédo e de patogénese da DIl bem como o tratamento. Em
geral um modelo de animal ideal deve apresentar algumas caracteristicas
fundamentais: o intestino deve apresentar alteracbes morfolégicas, inflamacéo,
sinais e sintomas, fisiopatologia e curso similar ou idéntico a DIl humana (JURJUS;
KHOURY; REIMUND, 2004).

Os modelos experimentais de inflamacéo intestinal podem ser classificados
em espontaneos ou induzidos, sendo que todos eles séo utilizados para estudos de
inflamacdo aguda e cronica. Os mais utilizados sdo os modelos induzidos por
substancias quimicas téxicas (TABELA 1) tais como &cido acético, indometacina,
acido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS/etanol) ou por polissacarideos como
carrageninas e dextran sulfato de sédio (ELSON et al., 1995).

Nos modelos quimicos a lesdo aguda do célon € induzida apds administracéao
intracolonica de acido acético, TNBS/etanol, ou outras substancias capazes de
produzir lesdo epitelial do célon seguido pelo rapido influxo de granulécitos e
mondcitos definindo as caracteristicas da inflamacéo intestinal aguda (DIELEMAN et
al., 1997).

Ja no modelo induzido por polissacarideos, dextran sulfato de sodio (DSS), a
colite é caracterizada por uma lesdo aguda do colon inicial, seguida por uma lenta

regeneracdo do colon (OKAYASU et al., 1990). A forma ativa deste modelo é



20

precedida por dano epitelial ndo-inflamatorio, provavelmente como consequéncia de
um efeito toxico direto do DSS sobre células epiteliais do célon, uma caracteristica
patogénica hipoteticamente partilhada também pela colite ulcerativa (COOPER et
al., 1993).

A colite é induzida pela adicdo de DSS na agua ingerida pelos animais e
dependendo da concentracdo, duracdo e frequéncia de administracdo estes podem
desenvolver colite aguda, crbnica e displasia induzida pela colite (PERSE; CERAR,
2012).

DSS é um polissacarideo sulfatado com uma ampla variagdo de peso
molecular de 5 kDa podendo chegar a 1400 kDa, e seu peso molecular é um fator
gue pode interferir na inducéo de colite. Em ratos tratados com DSS de 500 kDa né&o
houve aparecimento de lesfes no intestino grosso, enquanto que DSS de 40kDa
desenvolveu colite mais severa e difusa quando comparada ao DSS de 5kDa
(KITAJIMA; TAKUMA; MORIMOTO, 2000).

O exato mecanismo pelo qual o DSS induz colite € desconhecido, mas sabe-
se que o DSS é toxico para células epiteliais do colon provocando a perda da
integridade da barreira epitelial, tanto que as moléculas de DSS (alto peso
molecular) penetram a mucosa. Estudo da analise da ingestédo e distribuicdo do DSS
demonstrou que este penetra na mucosa intestinal, podendo ser encontrada no
baco, figado e rins (PERSE; CERAR, 2012; SOLOMON et al., 2010). As primeiras
alteracdes relacionadas a ingestdo do DSS foram observadas ja no primeiro dia de
administracdo em que houve perda do complexo de ‘tight junctions” e zonas de
oclusdo com aumento significativo na expressdo de citocinas pré-inflamatérias no
colon (PERSE; CERAR, 2012; SOLOMON et al., 2010).

Caracteristicas clinicas observadas na colite induzida por DSS refletem as
observadas em humanos com DIl. A colite aguda € induzida por administracdo
continua de DSS 2-5% por um periodo de 4-9 dias. As manifestacdes clinicas na
fase aguda podem incluir perda de peso, diarréia, sangue oculto nas fezes, anemia e
eventual morte (PERSE; CERAR, 2012). Ja as altera¢cdes histologicas sao
caracterizadas por erosbes da mucosa, deplecdo mucinas, degeneracdo epitelial,
presenca de infiltrado de células de fase aguda, confinadas na lamina propria, dano

celular limitado a mucosa e lamina prépria além do aumento de citocinas proé-
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inflamatérias e quimiocinas (MELGAR; KARLSSON; MICHAELSSON, 2005;
OKAYASU et al., 1990; PERSE; CERAR, 2012).

De acordo com Gaudio et al. 1999 o modelo experimental de colite induzido
por DSS é altamente reprodutivel além de compartilhar muitas caracteristicas, néo
apenas estruturais e clinicas, mas também ultra-estruturais com a colite ulcerativa
em humanos, sendo que os inuUmeros trabalhos publicados demonstram a eficacia
dos modelos experimentais para o estudo dessa doenca, avaliando aspectos de
biologia molecular, fisiologia, efeitos de drogas, e protetores ou indutores de colite

ulcerativa.

Tabela 1. Caracteristicas de alguns modelos animais de colite por inducdo quimica. Fonte:
adaptado de ELSON et al., 1995.

Caracteristicas Acido acético TNBS/etanol Indometacina DSS
Espécies de animais caer?é%'n o] caer?;[j%n 0 Rato, cachorro, Rato e
P 90, 90, coelho. camundongo.
coelho. coelho.
< . Reto (e_ne_ma), colon dlg;tal Intest. Delgado Célon esquerdo
Area envolvida colon direito ou (enema), ileo . o
. . . distal e ceco > direito
ileo (laparotomia) (laparotomia)
Curso da doenga
Pico 1-3 dias 2-3 dias 2-3 dias 7-10 dias
2-3 dias 8 semanas .
Duracio (camundongos) / (ratos) / 2-3 7|-:::-§h(llré;sl ((rgtlols 2-3 semanas (um
& 2-3 semanas semanas . ciclo de 7 dias)
ratos Lewis)
(outros) (camundongos)
Reprodutibilidade % 100 90 - 100 (ratos) 90 - 100 100

1.6 COLITE E FATOR DE TRANSCRICAO NUCLEAR KAPPA B

O fator nuclear-kB (NF-kB) é um fator de transcricdo que realiza importante

papel, tanto em situacfes normais como na coordenacdo de respostas imunes e
adaptaveis, regulando a expressdo de mediadores inflamatorios (ZINGARELLI,
SHEEHAN; WONG, 2003).

A familia NF-kB/Rel inclui NF-kB1 (p50/p105), NF-kB2 (p52/p100), p65 (RelA),
RelB, e c-Rel. Os principais membros desta familia podem formar homodimeros e

heterodimeros, sendo a forma ativa mais prevalente de NF-kB um heterodimero
formado pelos polipeptideos p50 e p65 (TAK; FIRESTEIN, 2001).
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Em condi¢cGes basais o0 NF-kB existe no citoplasma em sua forma inativa
associada com proteinas regulatérias, chamadas inibidores do kB (IkB), entres os
quais se destacam I|kBa, IkBB e IkBe (TAK; FIRESTEIN, 2001). Estes inibidores
impedem a translocacdo do NF-kB para o nucleo, mantendo-o no citoplasma
(ZINGARELLI; SHEEHAN; WONG, 2003).

O principal passo que leva a ativacdo do NF-kB envolve fosforilagdo dos IkB
em resposta a uma variedade de sinais pré-inflamatoérios, como endotoxinas, fator
de necrose tumoral (TNF-a), interleucinas 1-B (IL-1B), bactérias, virus, etc. Essa
fosforilacdo € mediada pelo complexo kinase-kB (IKKs), composto por trés
subunidades, IKK-a, IKK-B e IKKy. Apoés fosforilagdo ocorre a degradacédo da IkB
permitindo a translocagdo do NF-kB ao nucleo onde é transcrito genes relacionados
a inflamacgéo (TAK; FIRESTEIN, 2001; ZINGARELLI; SHEEHAN; WONG, 2003).

Indutores do NF-kB

i Fosforilagdo IkBa

Degradacao IkBa

|~
3.

T Mediadores

pro-inflamatorios

Figura 2. Mecanismo molecular de ativacdo do NF-kB. Fosforilacdo de IkBa pelo complexo IKK
permitindo a translocacdo do NF-kB paro o nucleo para iniciar transcricdo de genes envolvidos na
resposta inflamatéria. Adaptado de Zingarelli et al., 2003.
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NF-kB possui elevada atividade em regibes de inflamacdo de diversas
doencas e pode induzir a transcricdo de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas,
moléculas de adesédo, metaloproteases (MMPSs), ciclooxigenases-2 (COX-2) e 6xido
nitrico sintase indutivel (iINOS) (TAK; FIRESTEIN, 2001). Por essa habilidade de
induzir a expressdo de varios mediadores pro-inflamatorios, NF-kB tem sido
relacionado como um dos principais fatores de transcricdo na fisiopatologia de varias
doencas inflamatorias cronicas (HAYDEN; WEST; GHOSH, 2006). As indicacdes
iniciais de que o NF-kB esta envolvido na patogénese da DIl veio com estudos
utilizando bidpsias de pacientes (WULLAERT, 2010). Analisando o estado de
ativacdo do NF-kB, pela ativacdo de p65 por imunofluorescéncia em bidpsias
intestinais com DIl foi demonstrado que o NF-kB além de expresso, esta ativo em
macrofagos e em células epiteliais da mucosa intestinal. Interessante ressaltar que o
nivel de ativacdo do NF-kB teve correlacao significativa com a severidade da
inflamacéo intestinal (ROGLER; ANDUS, 1998). A ativacdo de NF-kB é também
encontrada em modelos experimentais de doenca inflamatéria intestinal, incluindo a
colite induzida por DSS (ATREYA; ATREYA; NEURATH, 2008). Dessa forma, por
conta de relacdo do NF-kB com o aumento de citocinas pré-inflamatorias, MMPs, NO
e outros mediadores inflamatérios afirma-se que a ativagdo do NF-kB contribui para
uma disfuncao ou destruicao celular, portanto sua inibicdo pode melhorar o curso da

doenca pela reducéo destes mediadores inflamatérios.

1.7 COLITE E METALOPROTEASES

As metaloproteases de matriz (MMPs) sdo endopeptidases dependentes de
calcio e zinco e sdo consideradas as principais enzimas envolvidas no controle da
homeostase de todas as proteinas da matriz extracelular (MEC) em varios niveis
incluindo regulacéo da funcéo, crescimento e divisdo celular, regulacdo da resposta
imune, controle da sintese de elementos da MEC. Elas sdo proteinases capazes de
degradarem quase todos o0s componentes da MEC tais como colageno,
proteoglicanos, fibronectina, elastina, e laminina (MEDINA; RADOMSKI, 2006;
RAVI; GARG; SITARAMAN, 2007).

Algumas MMPs podem estar ancoradas a membrana e outras serem

secretadas. Estas enzimas possuem uma estrutura que contém um pré-dominio que
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mantém a MMP em um estado inativo e um dominio catalitico que atua em amplo
espectro nos componentes da matriz (RAVI; GARG; SITARAMAN, 2007).

O dominio catalitico parece ser o mais importante das MMPs ele contém uma
sequéncia altamente conservada para ligacdo do zinco, HEXXHXXGXXH, essencial
para atividade proteolitica. A laténcia de MMP é mantida por um residuo de cisteina,
presente no pro-dominio que interage covalentemente com um atomo de Zn no
centro ativo do dominio catalitico, bloqueando assim o0 acesso do sitio catalitico ao
substrato (RA; PARKS, 2007). Com excecdo de algumas MMPs, elas possuem
também um dominio hemopexina que estd ligada ao dominio catalitico, esse
dominio determina a especificidade ao substrato, atividade proteolitica, e regula a
interacdo de MMPs com seus inibidores teciduais (TIMPs) (RAVI; GARG,;
SITARAMAN, 2007).

) O S

Figura 3. Estrutura basica de metaloproteases de matriz, mostrando os principais dominios (SP: peptideo
sinal; Pro: pré-dominio; SH, grupo tiol; Zn, zinco). A interagdo do grupo tiol no pré-dominio com o zZn*?
no dominio catalitico mantém a MMP em estado inativo. Adaptado de Ravi et al., 2007.

Ja foram identificadas 24 MMPs humanas, baseando-se em sua
especificidade por substrato e homologia estrutural podem ser divididas em
colagenases (MMP-1, 8, 13, 18), gelatinases (MMP-2 e MMP-9), estromelisinas
(MMP-3, 7, 10, 11), elastase (MMP-12), e outras (MMP-19, 23, 26, 27, 28) (RA,
PARKS, 2007). Estas proteases sao secretadas por varios tipos celulares, incluindo
neutréfilos, células mesenquimais, células T, mondcitos, macrofagos, células
cancerigenas (MEDINA; RADOMSKI, 2006).

A atividade das MMPs é controlada em diversos niveis, seus genes sao
transcritos em respostas a alguns fatores, incluindo citocinas e fatores de
crescimento. Além disso, sua atividade enzimatica € regulada por inibidores
teciduais enddégenos (TIMPs) das MMPs, que formam um complexo altamente
estavel na razdo de 1:1 conservando o sitio de ligagdo do zinco. O resultado deste
complexo € uma enzima inativa incapaz de se ligar ao substrato (MEDINA;
RADOMSKI, 2006).
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A familia das TIMPs consiste de no minimo quatro membros (TIMP-1, 2, 3, e
4) e a interacdo destas proteinas com as MMPs sdo normalmente ndo-seletivas.
MMPs estdo presentes em pequenas quantidades, normalmente em sua forma
latente, e quando ativadas estdo envolvidas no remodelamento da MEC. Porém, em
condic¢des patologicas o aumento excessivo de MMP ndo pode ser controlado pelas
TIMP, resultando em uma quebra da matriz extracelular e dano tecidual (MEDINA;
RADOMSKI, 2006).

Aumento nos niveis de MMPs foi observado em pacientes com DII, sugerindo
o papel destas enzimas no aumento da protedlise da mucosa, levando a ulceracdes,
inflamacédo e formacdo de fistulas (NAITO; YOSHIKAWA, 2005). Relacionado a
resposta imune tem se associado também a atividade de metaloproteases, pois,
recentes estudos mostram que estas enzimas podem atuar diretamente ou
indiretamente na ativacdo/inativacdo de varias citocinas envolvidas na resposta
imune e inflamatoria. Estudos mostraram que algumas MMPs podem clivar e ativar o
precursor de IL-1B e TNF (PARKS; WILSON; LOPEZ-BOADO, 2004). Varias MMPs
(MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9, MMP-12 E MT1-MMP1) também
possuem atividades elevadas em uma variedade de modelos animais de colite bem
como em pacientes com doenca inflamatoria intestinal. Alguns estudos mostram
uma correlacdo direta dos niveis de MMPs com a atividade da doenca (BAUGH et
al., 1999; NAITO; YOSHIKAWA, 2005; RAVI; GARG; SITARAMAN, 2007).

No grupo das gelatinases, existem duas MMPs, MMP-2 e MMP-9 que estéo
envolvida na DII. Os substratos conhecidos da MMP-2 s&o colagenos tipo I, IV, V,
VII, X, Xl, elastina, fibronectina, laminina, agrecam. MMP-2 é expressa no colon
normal, principalmente nas células epiteliais e lamina prépria. Durante a DIl, a MMP-
2 é altamente regulada e seu papel essencial esta relacionada a cicatrizacao
tecidual (RAVI; GARG; SITARAMAN, 2007). JA& MMP-9, como as outras
metaloproteases, é sintetizada na sua forma inativa (pr6-enzima) que requer uma
ativacao proteolitica. Porém a pr6-MMP9 por si s6 é capaz de degradar certos tipos
de colageno. Esta gelatinase esta ausente em todos os tecidos, exceto neutrdfilos,
macrofagos e osteoclastos (RAVI; GARG; SITARAMAN, 2007).

Embora estas enzimas apresentem similaridades estruturais elas possuem
efeitos diferentes no desenvolvimento da inflamacg&o intestinal. Expresséo de MMP-2

e sua atividade estdo aumentadas na colite induzida por DSS, o mesmo foi
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observado em pacientes com DIl. Esse efeito da MMP-2 esta relacionado a
manutencao da barreira epitelial, ja que em ratos knockout-MMP-2 os animais foram
mais susceptiveis ao desenvolvimento de colite induzida por DSS, e apresentaram
uma disfuncdo da barreira epitelial (GARG et al., 2006). MMP-9 também apresenta-
se elevada tanto em atividade como na sua expressao na colite, porém os efeitos

desta enzimas sao contrarios aos da MMP-2.

O aumento de MMP-9 esta correlacionado com a atividade da doenca e
também a ocorréncia de fistulas em casos agudos da doenga de Crohn. E
diferentemente da MMP-2, ratos knockout-MMP-9 sao resistentes a alguns
processos inflamatorios, inclusive DII (SANTANA et al., 2006). Além disto, é a
principal protease expressa na doenca (BAUGH et al., 1999). Desta forma, Garg et
al. 2009 destaca a importancia da descoberta de compostos que consigam inibir a

MMP-9 sem alterar a atividade de MMP-2 ja que séo estruturas muito semelhantes.

1.8 COLITE E OXIDO NITRICO

Apesar de varios estudos, a fisiopatologia da DIl ainda ndo foi totalmente
compreendida. Existem varios estudos em relagdo ao papel do 6xido nitrico (NO)
como um possivel fator na iniciacdo e propagacdo do processo inflamatorio, isto
porque 0 NO quando produzido em niveis elevados tem sido associado a
desregulacdo da resposta imune e ao dano tecidual e celular (CROSS; WILSON,
2003).

A expressdo da forma induzida da Oxido nitrico sintase (iNOS) e a
concentracdo de NO desempenham papel importante na fisiopatologia da DII.
Estudos mostram que a producdo de NO é induzida na inflamacdo do trato
gastrointestinal, sendo que a concentragdo no reto de pacientes com doenca
inflamatoria intestinal esta significativamente maior do que em pacientes saudaveis
(HERULF et al., 1998; VERMEIREN et al., 2012). Este aumento de NO foi atribuido
ao aumento da atividade da iINOS no epitélio intestinal mostrando uma expressao
maior desta proteina (CROSS; WILSON, 2003; OHTAKE et al., 2010; VERMEIREN
et al., 2012).
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Em modelo experimental a maioria dos estudos utilizando inibidores da INOS
ou em ratos knockout-iINOS mostraram melhoras na colite experimental, sugerindo o
envolvimento da iINOS na progresséo da DIl (OHTAKE et al., 2010).

1.9 PROTEOGLICANOS E GLICOSAMINOGLICANOS DE MATRIZ NO COLON

Proteoglicanos (PGs) sdo macromoléculas complexas, compostas por uma ou
mais cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs) ligadas covalentemente a um
esqueleto protéico (JACKSON; BUSCH; CARDIN, 1991; KJELLEN; LINDAHL,
1991). GAGs, por sua vez, sdo polimeros lineares constituidos por unidades
dissacaridicas repetitivas formadas por uma hexosamina (D-glucosamina e D-
galactosamina) e um acucar nao nitrogenado, que pode ser um agucar neutro (D-
galactose), ou um &cido urénico (acido D-glucurénico, acido L-idurénico)(KJELLEN;
LINDAHL, 1991).

Os proteoglicanos possuem papéis biologicos altamente diversificados, atuam
como organizadores celulares influenciam o crescimento celular e a maturacéo de
tecidos especializados, modulam a atividade de fatores de crescimento, regulam a
resisténcia a tracéo da pele, afetam o crescimento e a invasdo de células tumorais,
entre outras funcdes (I0ZZ0, 1998).

A diversidade estrutural encontrada nos proteoglicanos € devido a
composicdo do polissacarideo, ou, glicosaminoglicanos. S&o reconhecidas
atualmente seis classes distintas, acido hialurénico (HA), condroitim sulfato (CS),
dermatam sulfato (DS), heparam sulfato (HS), heparina (HEP) e queratam sulfato
(KS), baseadas em diferencas estruturais, devido a especificidade na composicao e
sulfatacdo, epimeriza¢do ou modificagcdes na N-acetilacao.

Com os avancos nos estudos de glicobiologia, as moléculas de GAGs
mostram associagdo com a iniciagdo e controle de eventos relacionados a
inflamag&o. Exemplos de processos influenciados pelos GAGs incluem producéo de
citocinas e quimiocinas, recrutamento de leucécitos e maturacdo de células
inflamatorias (TAYLOR; GALLO, 2006). Trabalhos de relevancia clinica tem sugerido
gque GAGs especificos e seus fragmentos de baixo peso molecular estdo elevados
em pacientes com osteoartrite, psoriases, artrite reumatoide e doenca inflamatoria
intestinal, podendo influenciar o curso da doenga (TAYLOR; GALLO, 2006).
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Mudancgas nos GAGs de matriz extracelular (MEC) da mucosa intestinal tem-
se associado com DIl. GAGs sulfatados s&o os principais constituintes da MEC
presente no intestino, entre eles, condroitim sulfato, heparam sulfato, dermatam
sulfato e &cido hialurénico (BELMIRO et al., 2005; ISEMURA et al., 1984).

Os GAGs de matriz exercem uma barreira mecanica e eletrostatica regulando
a permeabilidade vascular e da MEC. Russel 1999, sugerem que colite ulcerativa
seja uma deficiéncia da barreira de GAGs presente na mucosa intestinal, tendo
como resultado um aumento da permeabilidade intestinal devido & perda da barreira
de mecanica e eletrostatica exercida pelos GAGs, permitindo assim a penetracdo de
toxinas e gerando resposta inflamatoria. Analise de intestinos inflamados por
técnicas indiretas, encontrou anormalidades nos GAGs de matriz extracelular
limitado a mucosa na colite ulcerativa, sendo observado perda significativa de GAG
na lamina basal (MURCH et al., 1993). Porém, estudo realizado em bibpsias de
pacientes com doenca de Crohn, foi observado um aumento nas concentracdes de
glicosaminoglicanos mostrando que este aumento possa ser um mecanismo
compensatorio para restauracdo da integridade da mucosa intestinal, jA que em
areas nao inflamadas deste pacientes observou-se uma reducdo de GAGs e uma

distribuicdo alterada destes na mucosa intestinal (BELMIRO et al., 2005).

1.10 CONDROITIM SULFATO E GLUCOSAMINA

Glucosamina e Condroitim sulfato tém sido amplamente utilizados no
tratamento da osteoartrite em humanos, uma doenca inflamatéria principalmente
caracterizada por perdas de cartilagem articular e sinovite (IOVU; DUMAIS; DU
SOUICH, 2008; PAVELKA et al., 2002).

Condroitim sulfato (CS) € um glicosaminoglicano formado por unidades
dissacaridicas compostas por residuos de &cido D-glucurbnico e N-acetil-
galactosamina, podendo ser sulfatadas na posicdo 4, 6 ou ainda nao sulfatada,
unidos por ligacbes glicosidicas B(1—3) e pB(1—4) (LAMARI, FOTINI N
KARAMANOS, 2006).

Atualmente, CS é prescrito como medicamento em paises europeus, tendo

sido classificado como evidéncia 1A pelas recomendac¢fes da EULAR (European

League Against Rheumatism) para o tratamento de OA de joelho e de méo
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(JORDAN et al., 2003). A utilizacdo de CS como adjuvante terapéutico para
tratamento de OA permite reduzir o uso de AINEs, além de melhorar os sinais
clinicos da doenca (CLEGG et al.,, 2006). Entretanto, ainda sdo controversas as
bases bioquimicas e fisioldgicas que levam a melhora dos quadros clinicos de
doencas articulares apds tratamento com CS (LAMARI, F. N. et al., 2006). Na busca
deste entendimento, verificou-se que esta macromolécula apresenta certa acao anti-
inflamatoria, reduzindo a expressao de mediadores, como citocinas, na resposta
induzida por LPS (CAMPO et al., 2008). Esta resposta parece ser mediada pelo fator
de transcricio NF-kB (JOMPHE et al., 2008). Além disso, outras acbes
farmacoldgicas do CS, que parecem depender de sua capacidade de interagir, por
exemplo, com outras moléculas de matriz, fatores de crescimento, inibidores de
protease, citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo e fatores de viruléncia de

patégenos, também vém sendo investigadas (VOLPI, 2011).

Em experimentos in vitro, o CS reduziu a concentracdo de citocinas proé-
inflamatérias, como fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-18 (IL-1B), e
provocou ainda diminuicdo da concentracdo sistémica e articular de éxido nitrico e
espécies reativas de oxigénio possivelmente agindo sobre a translocacdo do NF-kB
(DU SOUICH et al., 2009; IOVU; DUMAIS; DU SOUICH, 2008). Além disso, o CS
reduziu o aumento de proteases de matriz mediado por IL-13, como as
metaloproteases de matriz (MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13 e MMP-14) (IMADA et
al., 2010).

Estudo realizado em modelo animal de colite por Hori et al., 2001, mostrou
gque o CS diminuiu o sangramento nas fezes, a erosdo e manteve a leucometria
global em niveis normais quando comparado ao acido 5-aminosalicilico (5-ASA),
medicamento utilizado no tratamento da colite ulcerativa em humanos. Em 2008,
outro estudo mostrou também um efeito de proteoglicanos de CS nos sinais clinicos

e na reducdo do aumento de leucécitos (OTA et al., 2008).

Outro composto utilizado em associacdo com CS no tratamento de
osteoartrite, a glucosamina (GIcN) € um monossacarideo nitrogenado soluvel em
agua e é uma molécula precursora para a sintese de glicosaminoglicanos, lipideos e
proteinas glicosiladas, sendo um dos acglUcares mais abundantes do corpo
(SHERMAN; OJEDA-CORREAL; MENA, 2012). Estudos sugerem que GIcN possa

afetar a degradacdo da cartilagem, a resposta imune e algumas citocinas no
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processo inflamatério (SHERMAN; OJEDA-CORREAL; MENA, 2012). Em modelo de
osteoartrite em condrocitos humanos GIcN reduziu a atividade de NF-kB (LARGO et
al., 2003). GIcN também preveniu 0 aumento da producdo de O6xido nitrico e
metaloproteases de matriz em modelo in vitro de degradacgéo articular em cavalos
(FENTON et al., 2000).

A glucosamina, além de sua acdo condroprotetora, tem mostrado em algumas
publicacbes uma acdo anti-inflamatéria sobre neutrdfilos, inibindo a geracédo de
superoxidos e a liberacdo de granulos enzimaticos (HUA; SAKAMOTO; NAGAOKA,
2002).

Yomogida et al., 2008 mostrou o efeito da glucosamina sobre células do
epitélio intestinal ativada (HT-29), em que suprimiu a producdo TNF-a, IL-8 e a
fosforilacdo de NF-KB, podendo assim exercer uma atividade anti-inflamatoria,
inibindo a ativagdo de células epiteliais intestinais. Em outro estudo, dessa vez em
modelo experimental de colite induzida por DSS os resultados indicaram que a
glucosamina melhorou os sintomas clinicos, suprimiu a inflamacédo do cdélon e a
lesdo tecidual. Também inibiu a ativacdo das células epiteliais intestinais
evidenciadas pela supressao da fosforilagdo de NF-KB na mucosa intestinal do
modelo experimental de colite, sugerindo que a glucosamina é susceptivel de inibir a
ativacao destas células in vivo (YOMOGIDA; KOJIMA,; et al., 2008).

2 JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

De acordo com as informacfBes apresentadas, CS e GIcN apresentam
atividade anti-inflamatoéria confirmadas em diversos estudos, principalmente em
modelos de osteoartrite. A grande maioria dos estudos envolvem a atividade anti-
inflamatéria destes compostos com um reducdo da fosforilacdo do NF-kB um

importante fator de transcricdo nuclear envolvido na resposta inflamatoria.

Como descrevemos, o NF-kB exerce papel importante na DII, j& que sua
expressao e atividade estdo aumentadas nesta patologia, e dessa forma uma
variedade de mediadores envolvidos na inflamacgéo, entre eles MMPs que podem
estar envolvidas no reparo/dano tecidual e a INOS enzima responsavel pelo

producao de NO.
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Estudos demonstraram o efeito de CS e GIcN na reducédo da atividade de NF-
kB, assim, nossa hipotese foi de que a associacdo de CS/GIcN poderia reduzir a
translocacdo do NF-kB ao nucleo e indiretamente reduzir a sintese e atividade de
MMP e NO tecidual em modelo de colite ulcerativa induzida por DSS. E apesar
destes compostos j4 terem sido analisados em separado neste modelo
experimental, até o momento ndo existe estudos sobre o efeito destas moléculas
associadas sobre a atividade de MMP-2 e MMP-9 tecidual, bem como analise do

padrdo de GAGs de matriz na colite induzida por DSS.

Dessa forma, por conta da dificuldade dos pacientes com DIl aderirem a
tratamentos prolongados devido aos efeitos colaterais dos medicamentos e essa
patologia ser um importante problema de saulde, pois geram repercussfes
importantes na qualidade de vida de seus portadores, a procura de novos
compostos com atividades anti-inflamatéria e com poucos efeitos colaterais se torna
necessario para adesdo ao tratamento dessas doencas, resolvemos testar a
atividade anti-inflamatéria de condroitim sulfato e glucosamina em um modelo de

doenca inflamatéria intestinal em ratos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

e Avaliar os efeitos do condroitim sulfato e glucosamina, em associacdo, na
progressao e no tratamento de colite ulcerativa induzida por dextran sulfato de

sddio em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar o indice de atividade da doenca em ratos normais, tratados e nao
tratados e correlacionar com parametros hematologicos, bioquimicos e

histoldgicos.

e Analisar atividade de MMP-2 e MMP-9 e mieloperoxidase na matriz extracelular
do célon dos animais.
e Analisar os niveis de 6xido nitrico no c6lon dos animais.

e Analisar o padrdo de glicosaminoglicanos na matriz extracelular do célon de

animais normais, tratados e nado tratados e suas possiveis alteracdes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Dextran sulfato de sédio (DSS - MW: 36-50 kDa, MP Biomedicals, Solon, OH, USA);
CS/GIcN  (Aché Laboratorios Farmacéuticos, SP, Brasil); Brometo de
hexadeciltrimetilamoénio (HTAB Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA); Cloridrato
de o-dianisidina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA); Sulfanilamida e N-[1-
naftil]-etilenodiamina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA); Nitrito de sédio
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA); Acrilamida (Ludwig Biotecnologia Ltda,
Porto Alegre, RS, Brasil); N-N-metilbisacrilamida (Neon Comercial Ltda., S&o Paulo,
SP, Brasil); Tris (Biosolve Valkenswaard, Holanda); Triton x-100 (Vetec Quimica Fina
Ltda., Duque de Caxias, RJ, Brasil); Gelatina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
EUA); Papaina de latex de Carica papaya, e L-cisteina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO, EUA); Agarose (Bio-Rad Laboratories Inc., Richmond, CA, EUA); Brometo de N-

cetil-N,N,N-trimetilamonio (Merck, Darmstadt, Alemanha).

4.2 ANIMAIS

Ratos machos da linhagem Wistar (entre 6-8 semanas de vida) foram obtidos
do Centro de Biologia da Reproducdo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de
Fora (UFJF, Juiz de Fora, MG, Brasil) para os experimentos de inducéo da colite por
dextran sulfato de sodio (DSS). Os animais foram mantidos no biotério do
Laboratorio de Analise de Glicoconjugados, Departamento de Bioquimica, no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, durante todo o periodo do experimento em caixas
plasticas individuais, forradas com maravalha, em ciclo de 12 horas claro/escuro e
temperatura de 23 *+ 1°C. Agua filtrada e ragdo Nuvilab® foram administradas ad
libitum. Os procedimentos realizados com o0s animais estdo de acordo com o0s
preconizados pelo Comité de Etica Animal da UFJF (002/2010-CEA UFJF) e pelo

“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”.

4.3 INDUCAO COLITE POR DSS

O protocolo de inducéo de colite foi realizado, como descrito por Okayasu et

al. 1990, com modificagbes. Os animais foram randomizados em quatro grupos:
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grupo Controle (n=16), grupo Controle + CS/GIcN (n=10), grupo DSS (n=10); grupo
DSS + CS/GIcN (n=10). Para inducgao da colite (Grupos DSS e DSS + CS/GIcN), foi
administrado aos ratos solucdo de DSS 5%, ad libitum. Aos animais do grupo
controle foi administrado somente agua, enquanto para os grupos Controle +
CS/GIcN e DSS + CS/GIcN, foi administrada solugéo de CS/GIcN com ou sem DSS.
O volume diario consumido foi de aproximadamente 40 mL correspondendo uma
dose diaria de CS (125mg/dia) e GIcN (100mg/dia). Apos sete dias de experimento,
os ratos foram sacrificados por aprofundamento de anestesia com administracéo de
pentobarbital sédico (100mg/kg) e tiveram o colon e sangue retirados para estudos
histoldgicos e bioquimicos.

4.4 AVALIACAO DO iNDICE DE ATIVIDADE DA DOENCA

Para andlise da colite ulcerativa induzida por DSS utilizou-se o indice de
atividade da doenca (IAD) descrito por Cooper et al. 1993. Foram considerados 0s
seguintes parametros: perda de peso, consisténcia das fezes e sangramento. A
pontuacédo utilizada foi: nenhuma perda de peso, 0 ponto; perda de peso de 1-5%, 1
ponto; perda de peso de 5-10%, 2 pontos; perda de peso de 10-15%, 3 pontos; e
perda de peso maior que 15% sendo considerado 4 pontos. As fezes caracterizadas
como normais e bem formadas (0 ponto); fezes soltas e pastosas com aparéncia de
formadas (1 ponto); fezes muito moles (2 pontos); fezes diarreicas (4 pontos).
Quanto ao sangramento foi considerado, nenhum sangramento (sangue oculto
negativo) (0 ponto), sangue oculto positivo (1); tracos de sangue visiveis nas fezes
(2) e sangramento retal (4 pontos). O score final foi obtido apdés o somatério das
pontuacBes de cada item para obtencdo do IAD de 0O (ratos saudaveis) a 12
(atividade maxima da colite), dessa forma avaliando a inducéo da colite e possiveis

melhoras do tratamento aos sinais clinicos.

4.5 AVALIACAO DE PARAMETROS BIOQUIMICOS E HEMATOLOGICOS

Puncao cardiaca foi realizada para coleta de sangue no 7° dia do experimento
para realizacdo de analises bioquimicas e hematologicas. No exame hematologico
foram avaliados a contagem de eritrocitos, hematocrito, hemoglobina e contagem

global de leucdcitos. Enquanto que, para avaliagdes bioquimicas, dosagens de TGO,
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TGP e albumina sérica foram realizadas conforme instru¢cdes de seus respectivos
kits de dosagem. As andlises foram realizadas no Centro de Biologia da
Reproducdo-CBR da UFJF, utilizando analisador hematologico veterinario pocH-100i

V Diff (Sysmex) e analisador bioquimico automatico Labmax Progress (Labtest).

4.6 ANALISE HISTOLOGICA

As amostras de tecidos (colon) foram lavadas em tampéao fosfato 0,1M, pH
7,4, e seu comprimento e peso medidos para avaliacdo do encurtamento do tecido
(comprimento/peso). Em sequéncia o célon foi aberto longitudinalmente e usando a
técnica de rocambole (Swiss roll) foi enrolado e fixado com solucdo de
paraformaldeido a 10% em tampdo fosfato 0,05M, pH 7,4, por no minimo 24 horas,
processado e incluido em parafina para realizacao de cortes com 5 um de espessura
e corados. Foram realizadas técnicas de coloracdo com hematoxilina-eosina (HE),

tricromico de Masson e azul de alcian em pH 2,5.

Analise histoldgica dos cortes obtidos foi realizada como descrito por Cooper
et al. 1993. Sendo a severidade do dano a mucosa avaliada como grau 0, mucosa
colonica normal; grau 1, perda de 1/3 das criptas; grau 2, perda de 2/3 das criptas;
grau 3, lamina prépria coberta com uma camada Unica de epitélio e presenca de

leve infiltrado inflamatorio; grau 4, erosdes e elevada infiltracdo de neutrdfilos.

4.7 ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE (MPO)

A atividade de MPO foi dosada de acordo com Bradley et al. 1982.
Resumidamente, a enzima foi extraida de colon pela homogeneizacédo do tecido em
solucéao de 0,5% brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) em tampéao fosfato de
potassio 50 mM pH 6,0. Em seguida a suspensao foi submetida a disruptor de
células (3 ciclos de 20 segundos, poténcia 80%, 20 kHz) em banho de gelo e
congelada/descongelada trés vezes. Esta suspensdo foi entdo centrifugada 4000
rpm por 10 minutos e o sobrenadante obtido foi congelado a -80°C. Concentracao
proteica foi determinada pelo método de Lowry. Misturas de incubacdo, em
microplaca de 96 pocos, foram realizadas com 50uL de amostra, 200uL de 0,65mM

de cloridrato de o-dianisidina e 30uL de peroxido de hidrogénio 0,09%. Medidas de
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absorbancia foram obtidas em intervalos de 1 minuto em um tempo final de 5
minutos a 450nm. A atividade de MPO foi calculada utilizando o coeficiente de
extingdo molar (= 11,48 mMt.cm™)(FIETZ et al., 2008), sendo definido como 1
unidade enzimatica (UE) de mieloperoxidase a quantidade de enzima capaz de
degradar 1 pumol/min de peréxido de hidrogénio a 25°C. Os resultados foram

expressos como atividade especifica (mMUE/mg proteina).

4.8 AVALIACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO)

Para determinagcdo de NO, a concentracdo de nitrito foi medida no
sobrenadante do tecido homogeneizado com tampao fosfato (PBS). Mistura de
volumes iguais de amostra e reagente de Gries (1% de sulfanilamida em 5% de
acido fosforico e 0,1% de N-[1-naftil]-etilenodiamina) foram realizadas e absorbancia
medida a 450nm. A concentracdo de nitrito foi obtida por curva padrao de nitrito de

sbdio e expressa como pg de NO/mg de tecido.

4.9 ATIVIDADE DAS METALOPROTEASES

A atividade das metaloproteases de matriz foi analisada por zimografia em
eletroforese em gel de poliacrilamida com gelatina. Fragmentos do célon foram
macerados em nitrogénio liquido e, em seguida, adicionado 1ml de tampao Tris-HCI
50 mM pH 7,4, contendo CaCl, 100 mM e 1 ml de Triton X-100 0,2% (v/v) para
extracdo das enzimas. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000
rom e o sobrenadante aliquotado e mantidos a -80°C. A concentracdo proteica foi
determinada pelo método de Lowry. Géis de 0,75 mm foram preparados com
solucdo de acrilamida-bisacrilamida T 30%, C 2,7% e as amostras foram aplicadas
(10pg de proteina) para migracdo eletroforética (20 mA por gel, 4°C) em tampao
Tris-glicina (25mM/192mM) pH 8,3 contendo dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,1%.
Para a analise de gelatinases foi acrescentado gelatina 2% como substrato ao gel,
antes de sua polimerizacdo. Apos a migragao, os géis foram lavados duas vezes em
100 mL de Triton X-100 2% (15 min, cada), para remoc¢ao do SDS e renaturacao das
enzimas, e incubados em 100 mL de tamp&o de incubacao (50 mM Tris-HCI, pH 8,2,

contendo 5 mM CacCl, e 1uM ZnCl,) por 24h a 37°C. Os géis foram corados com
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Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,5% corante, 30% metanol, 10% acido acético) e
descorados em solucéo descorante (30% metanol, 10% acido acético). A atividade
das gelatinases foi evidenciada como regides claras (descoradas) no gel (MIURA et
al., 1995; SHAPIRO; KELLEY; KOBAYASHI, 2001). Para medir as intensidades das
bandas foi utilizado o programa TotalLab Quant ®. As atividades foram corrigidas

pelo contelido de proteinas.

4.10 EXTRACAO E ANALISE DE GLICOSAMINOGLICANOS

As cadeias de glicosaminoglicanos foram extraidas apés protedlise dos
tecidos (c6lon) com papaina (2mg/mL) em tampéo fosfato-cisteina 0,05M, pH 6,5, na
proporcao de 2 ml de solucdo por 100mg de tecido. Apds incubacao de 18-24 horas
a 60°C, proteinas ainda presentes na solucdo foram precipitados pela adicdo de
acido tricloroacético (TCA 10%, concentracdo final), em presenca de NaCl 1M
(concentracao final). Apés 10 minutos em banho de gelo o precipitado formado foi
removido por centrifugacdo (6000 rpm, 15 minutos). Para precipitacdo de acidos
nucleicos foi adicionado ao sobrenadante cloreto de manganés 0,05M por uma hora
em banho-maria a temperatura de 60°C. Os GAGs foram precipitados pela adi¢édo
de 2,5 volumes de etanol, lentamente e sob agitacdo. Apos 18 horas a -20°C, o
precipitado formado foi coletado por centrifugacdo (6000 rpm, 20 minutos), seco a
Vacuo, ressuspenso em agua destilada (100ul). Para identificacdo e/ou quantificacdo
de GAGs foi utilizado o método de eletroforese em gel de agarose em tampéo 1,3-
diaminopropano-acetato 0,05M, pH 9,0 (PDA), desenvolvido por JAQUES et al. 1968
e modificado por DIETRICH e DIETRICH 1976.

O método consiste em aplicar aliquotas (5ul) obtida da extracdo, a uma
lamina de gel de agarose 0,6% em tampdo PDA 0,05M, pH 9,0. A corrida
eletroforética foi realizada em uma camara refrigerada, submetida a uma diferenca
de potencial de 100V, por aproximadamente 1 hora ou até que se obtenha a
migracdo apropriada. Apos a corrida, o gel foi mergulhado em solucdo de brometo
de cetiltrimetilaménio (CETAVLON) 0,1% por 2 horas para precipitagdo dos
compostos (PGs ou GAGs). O gel entdo foi seco sob corrente de ar quente e os
compostos corados com azul de toluidina 0,1% em solucéo acido acético 1%/ etanol

50%, com posterior remocdo do excesso de corante com solu¢do de acido acético
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1%/ etanol 50%. Para quantificar os GAGs foi utilizado o programa TotalLab Quant®.
As concentragdes foram corrigidas pelo peso tecidual.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os valores presentes nas figuras e textos sdo expressos como média + erro
padrdo médio (S.E.M.). Analise estatistica dos dados foi realizada utilizando SPSS
Statistics para Windows versao 19. Foi avaliada a normalidade dos dados pelo teste
de Shapiro-Wilk, a comparacdo dos dados distribuidos na curva da normalidade foi
realizada pelo one-way ANOVA com o teste de Bonferroni para comparacdes
multiplas, e Teste t de student quando necessério. P<0.05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar possivel correlacdo do IAD em modelo de colite ulcerativa induzida
por DSS com o grau de severidade de danos na mucosa colonica e aumento de
atividade de metaloproteases (MMP).

Métodos: A colite foi induzida pela administragédo oral de DSS 5% por 7 dias
consecutivos e seus efeitos determinados pelo indice de atividade da doenca (IAD) e
dosagens hematoldgicas. Alteracdes histologicas foram avaliadas em cortes corados
com HE e azul de alcian. Atividade enziméatica de mieloperoxidase foi determinada
pelo método de Bradley, atividades de metaloproteases (MMP-2 e MMP-9) foram
guantificadas por zimografia.

Resultados: Os animais do grupo DSS apresentaram elevado IAD e reducéo dos
parametros hematolégicos comparados ao grupo controle. A inducéo de colite
provocou leséo tecidual com perda de mucinas e também aumentou atividade de
MPO (P<0,001) e de MMP-9 (45 vezes) comparado ao grupo controle.

Conclusao: Neste estudo, observamos uma correlacdo do IAD com o grau de
alteracdes histopatologicas apés inducéo da colite por DSS, podendo associar este

resultado ao aumento principalmente da atividade de MMP-9.
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SUMMARY

Objective: To evaluate a possible correlation of DAI with the severity of colonic
mucosal damage and increased activity of metalloproteases (MMP) in model of
ulcerative colitis induced by DSS.

Methods: Colitis was induced by oral administration of 5% DSS for 7 consecutive
days, and it's effects were determined by disease activity index (DAI) and
hematological measurements. Histological changes were assessed in sections
stained with HE and Alcian Blue. Myeloperoxidase activity was determined by the
method of Bradley. Metalloprotease activities (MMP-2 and MMP-9) were quantified
by zymography.

Results: Animals in the DSS group showed elevated DAI and reduced hematological
parameters compared to the control group. The induction of colitis caused tissue
injury with loss of mucin and increased MPO (P<0.001) and MMP-9 activities (45

fold) compared to the control group.

Conclusion: In this study, we observed a correlation of DAI with the degree of
histopathological changes after induction of colitis by DSS, and this result may be

related mainly to increased activity of MMP-9.
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INTRODUCAO

Doencas inflamatdrias intestinais (DII) apresentam em comum inflamacéo crénica do
trato digestivo, podendo ter ou ndo uma causa ou agente patogénico especifico * 2.
Sua etiologia € complexa e multifatorial, acredita-se no envolvimento de fatores

genéticos, ambientais, imunes e da microbiota intestinal® *,

Por muitos anos, estudos sobre a compreensao da patogénese da DIl foi adiada
pela auséncia de modelos experimentais que correspondessem & doenca®. Mas
atualmente mais de 30 modelos de experimentacédo animal foram desenvolvidos,
apresentando as mais variadas manifestacdes clinicas das DII* ’. Estes modelos
contribuem para importantes avangos no entendimento dos mecanismos de
inflamac&o e da patogénese bem como possiveis descobertas de tratamento®.
Dentre os modelos utilizados, se destaca a inducéo de colite por dextran sulfato de
sédio (DSS), devido a sua boa reprodutibilidade e por apresentar alteracdes clinicas,
sintomas, marcadores inflamatorios e histopatologicos semelhantes a DIl em
humanos® '°. O exato mecanismo pelo qual o DSS induz colite é desconhecido, mas
sabe-se que esse composto é toxico para células epiteliais intestinais tendo assim
como provavel mecanismo a a¢ao direta na permeabilidade intestinal permitindo a

entrada de antigenos luminais resultando em uma resposta inflamatéria** *2.

Aumento na atividade e expressdo de metaloproteases de matriz extracelular
(MMPs) foi descrita em pacientes com DIl sugerindo que essas enzimas estéo
envolvidas no processo de degradacéo tecidual*® **. As MMPs s&o endopeptidases
dependentes de célcio e zinco e sdo consideradas as principais enzimas envolvidas
no controle da homeostase da matriz extracelular (MEC) em varios niveis, incluindo
crescimento, divisdo e fungao celular, regulagéo da resposta imune, controle da
sintese e remodelamento da matriz pela clivagem de quase todos os seus

componentes como colageno, proteoglicanos, fibronectina, elastina, e laminina®® *°.

Véarias MMPs (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9, MMP-12 E MT1-MMP1)
possuem suas atividades aumentadas em uma variedade de modelos animais de
colite bem como em pacientes com doenca inflamatoria intestinal. Alguns estudos
mostram uma correlacéo direta dos niveis de MMPs com a atividade da doenca™®.
Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi verificar uma possivel correlacéo do
IAD em modelo de colite ulcerativa induzida por DSS com a severidade de danos na

mucosa colbnica e aumento de atividade de MMPs.



43

MATERIAIS E METODOS
ANIMAIS

Ratos machos da linhagem Wistar (entre 6-8 semanas de vida) foram obtidos do
Centro de Biologia da Reproducdo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFRJF, Juiz de Fora, MG, Brasil) para indugéo da colite por DSS. Os animais foram
mantidos no biotério do Laboratério de Analise de Glicoconjugados, do
Departamento de Bioquimica no Instituto de Ciéncias Bioldgicas, durante todo
experimento em caixas plasticas individuais de acordo com, “Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals”. Os procedimentos realizados foram aprovados pelo
Comité de Etica na Experimentacdo Animal da UFJF (002/2010-CEEA UFJF) .

INDUCAO COLITE POR DSS

Para inducéo da colite foi utilizado DSS (MW: 36-50 kDa, MP Biomedicals, Solon,
OH, USA), de acordo com Okayasu e cols. (1990), com modificagdes. Os animais
foram randomizados em dois grupos: grupo controle (n=16), em que foi administrado
agua, e grupo DSS (n=10) foi administrado somente solucdo de DSS a 5%, ad
libitum, por sete dias. O volume total de DSS consumido por rato foi de
aproximadamente 40 mL/dia para o grupo. Apés o final do periodo de experimento,
os ratos foram eutanasiados por aprofundamento de anestesia com administracao
de pentobarbital s6dico (100mg/kg) e tiveram o célon totalmente extirpado desde a

juncao célon-cecal até o canal anal.
AVALIAC}AO DO INDICE DE ATIVIDADE DA DOENCA

A colite ulcerativa foi avaliada usando o indice de atividade da doenca (IAD) descrito
por Cooper et al. (1993), com algumas modificagdes. Usamos como parametros a
perda de peso (0-4 pontos), consisténcia das fezes (0-4 pontos) e sangramento (0-4
pontos). Estes pontos foram somados posteriormente para obter o IAD de O (ratos
saudaveis) a 12 (atividade méxima da colite).

AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Sangue coletado foi analisado quanto a contagem de eritrécitos, hematécrito e
hemoglobina para avaliacdo dos parametros hematologicos. As andlises foram
realizadas no Centro de Biologia da Reproducdo-CBR da UFJF, utilizando

analisador hematoldgico veterinario pocH-100i V Diff (Sysmex).
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ANALISE HISTOPATOLOGICA

Inicialmente, realizou-se a analise macroscopica sendo cada segmento de colon
lavado em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4, e seu comprimento e peso medido para
avaliacdo da razdo comprimento/peso. Em sequéncia o colon foi aberto
longitudinalmente e usando a técnica de rocambole (Swiss roll), fixado com solucéo
de paraformaldeido a 10% em tampao fosfato 0,05M, pH 7,4, por no minimo 24
horas, processado e incluido em parafina para realizagdo de cortes com 5 um de
espessura. Além da coloracao de rotina (H&E) utilizou-se também a coloracéo
especifica para mucopolissacarideos azul de alcian em pH 2,5. Os cortes avaliados

histopatologicamente foram graduados como descrito por Cooper et al. (1993).
ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE (MPO)

A atividade de MPO no tecido foi medida de acordo com a técnica descrita por
Bradley et al. 1982. A absorbéncia foi determinada no comprimento de onda de
450nm. A atividade de MPO foi calculada utilizando o coeficiente de extincdo molar
(e= 11,48 mM™t.cm™)*®. 1UE (unidade enzimatica) de mieloperoxidase considerada
como aquela que degrada 1umol/min de peroxido de hidrogénio a 25°C. Os

resultados foram expressos mUE/mg proteina.
EXTRACAO DE METALOPROTEASES

Fragmentos do célon foram macerados em nitrogénio liquido e, em seguida,
adicionado 1ml de tampéo Tris-HCI 50 mM pH 7,4, contendo CaCl, 100 mM e 1 ml
de Triton X-100 0,2% (v/v) para extracao das enzimas. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 12000 x g, e o sobrenadante aliquotado. Proteina foi

guantificada pelo método de Lowry.
ZIMOGRAMAS

Homogenatos de célon (10 ug de proteina) foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida (10%, solucéo acrilamida-bisacrilamida T 30% C 2,7%, contendo
gelatina 2 mg/mL) em tampao Tris-glicina (25mM/192mM) pH 8,3 contendo dodecil
sulfato de sodio (0,1%). ApOs a migracao, os géis foram lavados com de Triton X-
100 (2%) e incubados com tampéo 50 mM Tris-HCI, pH 8,2, contendo 5 mM CacCl; e
1puM ZnCly, por 24h a 37°C. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-
250 (0,5% corante, 30% metanol, 10% &cido acético) e descorados (30% metanol,
10% &cido acético). A atividade das gelatinases foi evidenciada como regides claras

(descoradas) no gel®® ?!. Para medir as intensidades das bandas foi utilizado o
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programa TotalLab Quant®. As atividades foram corrigidas pelo contetido de

proteinas.
ANALISE ESTATISTICA

Os valores apresentados sdo expressos como média * erro padrao médio (E.P.M.).
Andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando SPSS Statistics para Windows,
versdo 19. Foi avaliada a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, a
comparacao dos dados distribuidos na curva da normalidade foi realizada pelo one-
way ANOVA com o teste de Bonferroni para comparac¢des multiplas, e Teste t

stundent quando necessario. P<0.05 foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Os sinais clinicos de colite experimental induzida por DSS em ratos foi determinado
pela avaliacdo do indice de atividade da doenca (IAD). Este indice € composto por
trés parametros (consisténcia das fezes, presenca de sangramento retal e variacédo
de peso dos animais) e fornece o grau de severidade do processo inflamatério e
esta correlacionado com danos & mucosa intestinal. Observamos um aumento do
IAD para o grupo DSS ap6s o primeiro dia de inducdo com aumento significativo do
guarto ao sétimo dia, além de perda significativa de peso durante todos os dias de
experimento (Figura 1 A, B), para o grupo controle houve ganho de peso e nao
foram observadas alteracdes clinicas. Perda de peso corporal foi o primeiro sinal
clinico observado, a partir do terceiro dia as fezes apresentaram alteracfes em sua
consisténcia, enquanto a presenca de sangue foi visualizada a partir do quinto dia
(Figura 1C). Macroscopicamente, observou-se também uma reducao no
comprimento do célon no grupo DSS (Figura 1D).

A colite aguda induzida por DSS provocou altera¢cdes hematoldgicas diminuindo a
contagem de eritrocitos (P<0.01), hematocrito (P<0.05) e hemoglobina (P <0.01),
mostrando perda acentuada de sangue comparado ao grupo controle (Tabela 1).
Andlise histoldgica da mucosa colonica de animais do grupo DSS apresentou areas
multifocais de eroséo e ulceracdes bem como regides de perda de mais de 2/3 das
criptas. Também foi observada congestao vascular, edema na lamina propria e
infiltrado inflamatério (Figura 2A). Nos animais do grupo controle a mucosa colénica
se manteve normal, com o epitélio de revestimento e as criptas intactas (Figura 2A).

Este resultado observado, também reflete na analise do score histologico (Figura 2B,



46

P<0,001). Pela coloracdo de azul de Alcian, observamos que no grupo DSS (Figura
2A) houve reducao significativa no nimero de células caliciformes bem como na
producdo de mucina enquanto no grupo controle houve a manutencao das criptas e
das células caliciformes.

A atividade de mieloperoxidase (MPO), um marcador muito utilizado para avaliar a
infiltrac&o tecidual de neutroéfilos (Figura 2C) mostrou-se elevada no grupo DSS
comparado ao grupo controle, este resultado € consistente com as alteracfes
histopatoldgicas observadas.

Existem grandes evidéncias do envolvimento de metaloproteases de matriz em
processos inflamatorios intestinais, entre elas encontram-se duas gelatinases (MMP-
2 e 9). Para avaliar as alteracfes na atividade de MMP-2 e MMP-9 nos grupos
controle e induzido foi realizado andlise densitométrica dos zimogramas como
descrito em material e métodos. Observamos para os animais saudaveis somente a
atividade de MMP-2 (Figura 2 D) enquanto para os animais induzidos, além do
aumento da atividade de MMP-2 comparado ao grupo controle (3 vezes maior),

observamos o aparecimento da atividade de MMP-9 (Figura 2 E).

DISCUSSAO

O modelo experimental utilizando DSS possui como principais manifestacées
clinicas diarréia, sangue nas fezes, perda de peso, sangramento e anemia*?. As
alteracdes histolégicas mais encontradas no coélon sdo a diminui¢cdo de mucinas,
degeneracéo epitelial, presenca de erosdes, infiltracdo de neutrofilos e abscesso da
cripta'!. Essas manifestacées e alteracdes histopatoldgicas também foram
observadas em nosso estudo, além do encurtamento do comprimento do célon
avaliado macroscopicamente. A diarréia observada nos animais do grupo DSS a partir
do terceiro dia pode ser devido ao aumento da permeabilidade das células intestinais ou
por uma hiperosmolaridade no limen provocada pelo DSS?. A perda de peso e 0
encurtamento do célon observados apresentam elevada correlacdo com as alteracdes
patoldgicas e histologicas de colite e sdo bons marcadores de severidade da inflamacao

intestinal'? %

(Figura 1). Aliados a esses fatores, o agravamento da doenca se da
com a presenca de sangramentos agudos avaliados pelo IAD e dosagens
hematolégicas™® ?%. N6s observamos uma reducéo significativa da contagem de
eritrocitos, hemataécrito e hemoglobina no grupo DSS, demonstrando que estes

animais sofreram grandes perdas de sangue.
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As caracteristicas histopatolégicas observadas neste modelo animal se assemelham
bastante com a doenca em humanos®. Na colite por DSS observamos presenca de
edemas na lamina propria, infiltrado inflamatorio, perda das criptas e células
caliciformes (perda de mucinas observadas pelo azul de alcian) além de areas
multifocais de eros@es e ulcera¢cdes demonstrando um grande dano tecidual no célon.
O infiltrado inflamatério observado na andlise histopatolégica foi confirmado pela
atividade de mieloperoxidase (MPO) um marcador de infiltrado inflamatdrio muito
utilizado no modelo de colite por DSS. A MPO € a principal enzima encontrada nos
granulos de neutrofilos, ela catalisa principalmente a oxidagéo de ions ClI a &cido
hipocloroso e seu aumento esta envolvido em dano tecidual®’. Em nosso trabalho,
observamos uma atividade elevada de MPO no grupo DSS comparado ao grupo
controle (P<0,001). Estudos recentes também mostraram gue a reducéo da degradacao
de matriz presente na mucosa intestinal, pode estar relacionada a uma reducao da

atividade de MPO e melhora do curso da doenca em modelo experimental de colite®™ ?°.

Atividade de metaloproteases de matriz extracelular € atualmente muito discutida no
seu envolvimento com as doencas inflamatdrias intestinais. Estas enzimas e seus
inibidores séo produzidos no trato gastrointestinal por células estruturais, sendo que
uma alteracao neste equilibrio pode provocar algumas condi¢des inflamatérias no
intestino™. Dentro deste grupo de enzimas se destacam, MMP-2 e MMP-9, conhecidas
como gelatinases. MMP-2 é expressa constitutivamente enquanto a MMP-9 est4
ausente nos principais tecidos humanos®’. Algumas linhas de pesquisa sugerem que
estas enzimas estejam envolvidas no processo de destruicdo e remodelamento tecidual

em condicdes inflamatérias®® .

Nosso estudo mostra uma elevada atividade de MMP-9 (45 vezes maior) no grupo
DSS, enquanto houve um pequeno aumento de MMP-2 (3 vezes maior). Estudo
realizado em biopsias de pacientes com colite ulcerativa demonstrou uma atividade
maior de MMP-9 comparado a pacientes controles®. J& estudos em modelos
experimentais demonstraram que animais deficientes de MMP-9 atenuaram a colite
mostrando que esta gelatinase esté envolvida no processo inflamatorio e sua inibigcdo
pode reduzir a inﬂamagéo31. Esse aumento de MMP-9 pode se relacionar com a
elevada infiltrac&o de neutrdfilos observados pela atividade de MPO tecidual, bem como
pelo elevado dano tecidual visualizado pela analise histologica ja que estas enzimas

estao envolvidas no processo de degradacao da MEC.



48

CONCLUSOES

Nossos resultados demonstram haver uma correlagcéo entre o IAD e o grau de
alteracdes histopatologicas no colon de animais induzidos por DSS e essas
alteracdes podem ser causadas principalmente por aumento da expressao/atividade
MMP principalmente do tipo 9 e por mieloperoxidase produzida por células de
resposta inflamatodria. Sendo essas enzimas um possivel alvo terapéutico para a

diminuicao de leséo tecidual no tratamento de DII.
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Tabela 2. Analise de parametros hematolégicos com
animais dos grupos controle e DSS.
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sangue total-EDTA nos

GruDoSs Hematimetria Hematocrito Hemoglobina
P (x 10%mm?) (%) (g/dL)
Controle 8,88 £ 0,17 48,0+1,0 17,7+0,4
DSS %6,75 + 0,58 °39,3+2,6 %13,1+1,0

Dados representam os valores da média + erro padrao.

Diferencas estatisticas significativas sdo mostradas com P < 0,01 e °p < 0,05 comparados ao grupo

controle.
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LEGENDAS

Fig. 1. Avaliacdo do indice de Atividade da Doenca (IAD) em modelo de colite
induzida por DSS. (A) O IAD do grupo DSS apresentou diferencas a partir do
primeiro dia de experimento e (B) uma reducéo na perda de peso comparado ao
grupo controle. (C) Grupo DSS comecou apresentar alteracdes na consisténcia das
fezes a partir do terceiro dia, e presenca de sangramentos ap0s o quinto dia de
experimento enquanto o grupo controle nao teve alteracdes. (D) Administracao de
DSS provocou encurtamento do célon dos animais comparado ao grupo controle.
Dados séo representados pela média + erro padréo médio. DSS — dextran sulfato de

sodio.

Fig. 2. AlteracOes Histopatoldgicas e Atividade Enzimética presentes no Célon
em modelo de colite induzida por DSS. (A) Mucosa col6nica preservada no grupo
controle, enquanto no grupo DSS observa-se area de erosdes, com perda do epitélio
de revestimento (A ), edema e infiltrado inflamat6rio da lamina propria e submucosa
(#), encurtamento e perda de criptas e de células caliciformes (*) (HE e azul de
Alcian pH 2,5, Barra = 50uM). (B) O “score histopatol6gico” mostrou um aumento
significativo no grupo DSS comparado ao controle, (C) o mesmo resultado foi
observado para a atividade de MPO tecidual. Para analise da atividade de MMP-2 e
MMP-9 foi realizado zimograma utilizando 10 ug de proteina, em gel de
poliacrilamidal0% contendo gelatina 2mg/mL. As atividades de MMP-2 e MMP-9
foram quantificadas por densitometria dos zimogramas (D) e representadas como
aumento relativo ao grupo controle (E). Dados representam a média + erro padréo
médio. Diferengas estatisticas significativas sdo mostradas com P<0,001. DSS —
dextran sulfato de sédio; HE — hematoxilina e eosina; MPO — mieloperoxidase; MMP

— metaloproteases.
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RESUMO

Introducéo: Colite ulcerativa € uma doenca inflamatéria intestinal que afeta o coélon
e 0 reto, seu tratamento se baseia em anti-inflamatérios, porém seus efeitos
adversos em tratamentos prolongados podem atrapalhar a adeséo ao tratamento.
Condroitim sulfato (CS) e glucosamina (GIcN) sdo atualmente indicados no
tratamento de doencas inflamatdrias pelo seu efeito anti-inflamatério, entdo nds
avaliamos os efeitos do CS e GIcN na colite ulcerativa induzida por dextran sulfato
de sddio (DSS).

Métodos: Colite foi induzida pela administracdo oral de DSS 5% por 7 dias. Os
efeitos da administracdo de CS/GIcN no modelo de colite por DSS foram avaliados
pelo indice de atividade da doenca (IAD), avaliagdes hematoldgicas e histolégicas.
oxido nitrico (NO), atividade de mieloperoxidase (MPO) e metaloproteinases (MMP-
2, MMP-9) foram determinadas na mucosa colénica. A composicdo de

glicosaminoglicanos (GAGs) no célon também foi determinada.

Resultados: O tratamento com CS/GIcN melhorou a severidade da colite aguda em
ratos, como observado pela reducédo do score histolégico e melhora de parametros
hematoldgicos. CS/GIcN também reduziu a producédo de NO, a atividade de MPO e

de MMP-9 e a concentracdo de GAG quando comparados ao grupo DSS.

Concluséo: A administracido de CS/GIcN levou a uma melhora da colite induzida por
DSS em alguns parametros envolvidos na resposta inflamatoéria, mostrando que este

medicamento possa vir ser utilizado como uma opcao terapéutica.

PALAVRAS-CHAVE: Colite ulcerativa. Dextran sulfato de sédio. Condroitim Sulfato.

Glucosamina.
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INTRODUCAO

As doencas inflamatdrias intestinais (DII) apresentam em comum inflamacao
cronica do trato gastrointestinal, podendo ter ou ndo uma causa ou agente
patogénico especifico’™. A hip6tese mais amplamente utilizada para a patogénese
das DIl € uma excessiva resposta imune adquirida a algumas bactérias entéricas
comensais, principalmente em individuos geneticamente susceptiveis, além de

fatores ambientais que possam precipitar o inicio da doenca®.

Na DIl a ativacdo exagerada de células imunes € observada pelo aumento de
citocinas pro-inflamatérias como TNF-qa, IL-1 e IL-6 resultando em dano tecidual.
Neste contexto, o fator de transcricdo nuclear NF-kB foi identificado como um dos
principais reguladores desta resposta imunoldgica, e sua ativacao esta induzida na
DII°. O NF-kB regula a transcricdo de genes envolvidos na inflamacdo e como
resultado ha o aumento de IL-183, IL-6, TNF-a e enzimas como Oxido nitrico sintase
induzivel (INOS) e metaloproteases (MMPs), fatores que podem perpetuar o

processo inflamatério® .

Atualmente varios tipos de tratamentos clinicos das DIl tém sido empregados
para seu controle. Os medicamentos mais utilizados incluem aminossalicilatos,
imunossupressores, corticosteroides, imunomoduladores e antibidticos, que séo
usados tanto para a inducdo da remissao clinica, como para a manutencado deste
estado®. Estas drogas tém a capacidade de reduzir as lesées inflamatérias e atenuar
a expressdo de algumas moléculas pré-inflamatérias® °. Porém os efeitos benéficos
destes medicamentos se contrapdem ha uma variedade de efeitos colaterais que
podem variar desde apenas mal-estar até a incidéncia de problemas mais graves™.

Portanto, o desenvolvimento de novas terapias para as DIl € de grande relevancia.

Condroitim sulfato (CS) € um glicosaminoglicano formado por unidades
dissacaridicas compostas por residuos de acido D-glucurbnico e N-acetil-
galactosamina, podendo ser sulfatadas na posicdo 4, 6 ou ainda nao sulfatada,
unidos por ligacdes glicosidicas B(1—3) e B(1—4)". Atribui-se ao CS uma atividade
anti-inflamatéria sendo atualmente recomendado pela EULAR (European League
Against Rheumatism) para o tratamento de osteoartrite (OA) de joelho e de méo,
com base em metandlises de diversos estudos clinicos®®. Em experimentos in vitro,
o CS reduziu a concentragdo de citocinas pré-inflamatorias, como fator de necrose

tumoral (TNF-a) e interleucina-18 (IL-1B8), e provocou ainda diminuigdo da
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concentracdo sistémica e articular de 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio
possivelmente agindo sobre a translocacéo do NF-kB**. Além disso, o CS reduziu o
aumento de proteases de matriz mediado por IL-18, como as metaloproteases de
matriz (MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13 e MMP-14)".

Outro composto utilizado em associagdo com CS no tratamento de
osteoartrite, a glucosamina (GIcN) € um monossacarideo nitrogenado soluvel em
agua e € uma molécula precursora para a sintese de glicosaminoglicanos, lipideos e
proteinas glicosiladas, sendo um dos aclicares mais abundantes do corpo®®. Estudos
sugerem que GIcN possa afetar a degradacdo da cartilagem, a resposta imune e
algumas citocinas no processo inflamatério'®>. Em modelo de osteoartrite em
condrécitos humanos GlcN reduziu a atividade de NF-kB'. GIcN também preveniu o
aumento da producdo de Oxido nitrico e metaloproteases de matriz em modelo in

vitro de degradacao articular em cavalos™®.

CS e GIcN ja foram utilizadas em modelo experimental de colite em ratos.
Hori et al. 2001, mostrou que o CS diminuiu alguns sinais clinicos e histopatolégicos
enguanto, Ota et al. 2008 observou um leve efeito do CS no mecanismo inflamatorio

da colite. J4 a GlcN atuou suprimindo a fosforilacdo de NF-kB?.

Conforme os estudos descritos, estes compostos parecem exercer uma
atividade anti-inflamatoria no modelo de colite experimental, porém nao existem
dados do efeito destes medicamentos na atividade de metaloproteinases de matriz
(MMP-2 e MMP-9), mieloperoxidase (MPO) e 6xido nitrico (NO), bem como na
composicdo de glicosaminoglicanos de matriz extracelular no modelo de colite
induzida por DSS. Com isso, estudamos a administracdo de CS/GIcN, e verificamos

0s possiveis efeitos destes compostos na colite induzida por DSS.
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MATERIAIS E METODOS
Materiais

Dextran sulfato de sédio (DSS - MW: 36-50 kDa, MP Biomedicals, Solon, OH, USA);
CS/GIcN  (Aché Laboratorios Farmacéuticos, SP, Brasil); Brometo de
hexadeciltrimetilamoénio (HTAB Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA); Cloridrato
de o-dianisidina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA); Sulfanilamida e N-[1-
naftil]-etilenodiamina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA); Nitrito de sédio
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA); Acrilamida (Ludwig Biotecnologia Ltda,
Porto Alegre, RS, Brasil); N-N-metilbisacrilamida (Neon Comercial Ltda., S&o Paulo,
SP, Brasil); Tris (Biosolve Valkenswaard, Holanda); Triton x-100 (Vetec Quimica Fina
Ltda., Duque de Caxias, RJ, Brasil); Gelatina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
EUA); Papaina de latex de Carica papaya, e L-cisteina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO, EUA); Agarose (Bio-Rad Laboratories Inc., Richmond, CA, EUA); Brometo de N-

cetil-N,N,N-trimetilaménio (Merck, Darmstadt, Alemanha).

Animais

Ratos machos da linhagem Wistar (entre 6-8 semanas de vida) foram obtidos
do Centro de Biologia da Reproducédo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de
Fora (UFJF, Juiz de Fora, MG, Brasil) para os experimentos de inducéo da colite por
dextran sulfato de soédio (DSS). Os animais foram mantidos no biotério do
Laboratorio de Analise de Glicoconjugados, Departamento de Bioquimica, no
Instituto de Ciéncias Biologicas, durante todo o periodo do experimento em caixas
plasticas individuais, forradas com maravalha, em ciclo de 12 horas claro/escuro e
temperatura de 23 + 1°C. Agua filtrada e racdo Nuvilab® foram administradas ad
libitum. Os procedimentos realizados com o0s animais estdo de acordo com o0s
preconizados pelo Comité de Etica Animal da UFJF (002/2010-CEA UFJF) e pelo

“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”.

Inducéo de colite por DSS

O protocolo de inducéo de colite foi realizado, como descrito por Okayasu et
al. 1990, com modificacdes. Os animais foram randomizados em quatro grupos:
grupo Controle (n=16), grupo Controle + CS/GIcN (n=10), grupo DSS (n=10); grupo
DSS + CS/GIcN (n=10). Para inducao da colite (Grupos DSS e DSS + CS/GIcN), foi
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administrado aos ratos solucdo de DSS 5%, ad libitum. Aos animais do grupo
controle foi administrado somente agua, enquanto para os grupos Controle +
CSI/GIcN e DSS + CS/GIcN, foi administrada solucdo de CS/GIcN com ou sem DSS.
O volume diario consumido foi de aproximadamente 40 mL correspondendo uma
dose diaria de CS (125mg/dia) e GIcN (100mg/dia). ApoOs sete dias de experimento,
os ratos foram sacrificados por aprofundamento de anestesia com administracao de
pentobarbital sédico (100mg/kg) e tiveram o coOlon e sangue retirados para estudos

histoldgicos e bioquimicos.

Avaliacao do indice de atividade da doenca

Para andlise da colite ulcerativa induzida por DSS utilizou-se o indice de
atividade da doenca (IAD) descrito por Cooper et al. 1993. Foram considerados 0s
seguintes parametros: perda de peso, consisténcia das fezes e sangramento. A
pontuacdo utilizada foi: nenhuma perda de peso, 0 ponto; perda de peso de 1-5%, 1
ponto; perda de peso de 5-10%, 2 pontos; perda de peso de 10-15%, 3 pontos; e
perda de peso maior que 15% sendo considerado 4 pontos. As fezes caracterizadas
como normais e bem formadas (0 ponto); fezes soltas e pastosas com aparéncia de
formadas (1 ponto); fezes muito moles (2 pontos); fezes diarreicas (4 pontos).
Quanto ao sangramento foi considerado, nenhum sangramento (sangue oculto
negativo) (0 ponto), sangue oculto positivo (1); tracos de sangue visiveis nas fezes
(2) e sangramento retal (4 pontos). O score final foi obtido apdés o somatoério das
pontuacdes de cada item para obtencdo do IAD de O (ratos saudaveis) a 12
(atividade maxima da colite), dessa forma avaliando a inducéo da colite e possiveis

melhoras do tratamento aos sinais clinicos.

Avaliacdo de parametros bioquimicos e hematol6gicos

Puncao cardiaca foi realizada para coleta de sangue no 7° dia do experimento
para realizacdo de andlises bioquimicas e hematoldgicas. No exame hematologico
foram avaliados a contagem de eritrécitos, hematdécrito, hemoglobina e contagem
global de leucécitos. Enquanto que, para avaliagcdes bioquimicas, dosagens de TGO,
TGP e albumina sérica foram realizadas conforme instru¢cdes de seus respectivos

kits de dosagem. As andlises foram realizadas no Centro de Biologia da
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Reproducdo-CBR da UFJF, utilizando analisador hematolégico veterinario pocH-100i
V Diff (Sysmex) e analisador bioquimico automético Labmax Progress (Labtest).

Andlise histolégica

As amostras de tecidos (c6lon) foram lavadas em tampéo fosfato 0,1M, pH
7,4, e seu comprimento e peso medidos para avaliacdo do encurtamento do tecido
(comprimento/peso). Em sequéncia o colon foi aberto longitudinalmente e usando a
técnica de rocambole (Swiss roll) foi enrolado e fixado com solucdo de
paraformaldeido a 10% em tampé&o fosfato 0,05M, pH 7,4, por no minimo 24 horas,
processado e incluido em parafina para realizacao de cortes com 5 um de espessura
e corados. Foram realizadas técnicas de coloracdo com hematoxilina-eosina (HE),
tricromico de Masson e azul de alcian em pH 2,5.

Andlise histolégica dos cortes obtidos foi realizada como descrito por Cooper
et al. 1993. Sendo a severidade do dano a mucosa avaliada como grau 0, mucosa
colénica normal; grau 1, perda de 1/3 das criptas; grau 2, perda de 2/3 das criptas;
grau 3, lamina propria coberta com uma camada Unica de epitélio e presenca de

leve infiltrado inflamatdrio; grau 4, erosdes e elevada infiltracdo de neutrofilos.

Atividade de mieloperoxidase (MPO)
A atividade de MPO foi dosada de acordo com Bradley et al. 1982.

Resumidamente, a enzima foi extraida de célon pela homogeneizacéo do tecido em
solucéo de 0,5% brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) em tampao fosfato de
potassio 50 mM pH 6,0. Em seguida a suspensdo foi submetida a disruptor de
células (3 ciclos de 20 segundos, poténcia 80%, 20 kHz) em banho de gelo e
congelada/descongelada trés vezes. Esta suspenséo foi entdo centrifugada 4000
rom por 10 minutos e o sobrenadante obtido foi congelado a -80°C. Concentracao
proteica foi determinada pelo método de Lowry. Misturas de incubacdo, em
microplaca de 96 pocos, foram realizadas com 50uL de amostra, 200uL de 0,65mM
de cloridrato de o-dianisidina e 30uL de perdxido de hidrogénio 0,09%. Medidas de
absorbéancia foram obtidas em intervalos de 1 minuto em um tempo final de 5
minutos a 450nm. A atividade de MPO foi calculada utilizando o coeficiente de
extincdo molar (e= 11,48 mM™.cm™)®, sendo definido como 1 unidade enzimética

(UE) de mieloperoxidase a quantidade de enzima capaz de degradar 1 pmol/min de
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perdxido de hidrogénio a 25°C. Os resultados foram expressos como atividade
especifica (MUE/mg proteina).

Avaliagdo da producéo de oxido nitrico (NO)

Para determinacdo de NO, a concentracdo de nitrito foi medida no
sobrenadante do tecido homogeneizado com tampao fosfato (PBS). Mistura de
volumes iguais de amostra e reagente de Gries (1% de sulfanilamida em 5% de
acido fosforico e 0,1% de N-[1-naftil]-etilenodiamina) foram realizadas e absorbancia
medida a 450nm. A concentracdo de nitrito foi obtida por curva padrdo de nitrito de

sbdio e expressa como g de NO/mg de tecido.

Atividade das metaloproteases

A atividade das metaloproteases de matriz foi analisada por zimografia em
eletroforese em gel de poliacrilamida com gelatina. Fragmentos do célon foram
macerados em nitrogénio liquido e, em seguida, adicionado 1ml de tampéao Tris-HCI
50 mM pH 7,4, contendo CaCl, 100 mM e 1 ml de Triton X-100 0,2% (v/v) para
extracdo das enzimas. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000
rom e o sobrenadante aliquotado e mantidos a -80°C. A concentragédo proteica foi
determinada pelo método de Lowry. Géis de 0,75 mm foram preparados com
solucéo de acrilamida-bisacrilamida T 30%, C 2,7% e as amostras foram aplicadas
(10ug de proteina) para migracdo eletroforética (20 mA por gel, 4°C) em tampéao
Tris-glicina (25mM/192mM) pH 8,3 contendo dodecil sulfato de sédio (SDS) 0,1%.
Para a analise de gelatinases foi acrescentado gelatina 2% como substrato ao gel,
antes de sua polimerizacdo. Apos a migracao, os géis foram lavados duas vezes em
100 mL de Triton X-100 2% (15 min, cada), para remocao do SDS e renaturacdo das
enzimas, e incubados em 100 mL de tampé&o de incubacao (50 mM Tris-HCI, pH 8,2,
contendo 5 mM CacCl, e 1uM ZnCl,) por 24h a 37°C. Os géis foram corados com
Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,5% corante, 30% metanol, 10% acido acético) e
descorados em solugdo descorante (30% metanol, 10% acido acético). A atividade
das gelatinases foi evidenciada como regides claras (descoradas) no gel®® ?’. Para
medir as intensidades das bandas foi utilizado o programa TotalLab Quant ®. As

atividades foram corrigidas pelo conteddo de proteinas.
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Extracdo e analise de glicosaminoglicanos

As cadeias de glicosaminoglicanos foram extraidas apos protedlise dos
tecidos (c6lon) com papaina (2mg/mL) em tampéao fosfato-cisteina 0,05M, pH 6,5, na
proporcao de 2 ml de solucdo por 100mg de tecido. Apés incubacgéo de 18-24 horas
a 60°C, proteinas ainda presentes na solucdo foram precipitados pela adicdo de
acido tricloroacético (TCA 10%, concentracdo final), em presenca de NaCl 1M
(concentracao final). Apés 10 minutos em banho de gelo o precipitado formado foi
removido por centrifugacdo (6000 rpm, 15 minutos). Para precipitacdo de acidos
nucleicos foi adicionado ao sobrenadante cloreto de manganés 0,05M por uma hora
em banho-maria a temperatura de 60°C. Os GAGs foram precipitados pela adicéo
de 2,5 volumes de etanol, lentamente e sob agitacdo. Apés 18 horas a -20°C, o
precipitado formado foi coletado por centrifugacdo (6000 rpm, 20 minutos), seco a
Vacuo, ressuspenso em agua destilada (100ul). Para identificacéo e/ou quantificacédo
de GAGs foi utilizado o método de eletroforese em gel de agarose em tampéo 1,3-
diaminopropano-acetato 0,05M, pH 9,0 (PDA), desenvolvido por JAQUES et al. 1968
e modificado por DIETRICH e DIETRICH 1976.

O método consiste em aplicar aliquotas (5ul) obtida da extracdo, a uma
lamina de gel de agarose 0,6% em tampdo PDA 0,05M, pH 9,0. A corrida
eletroforética foi realizada em uma camara refrigerada, submetida a uma diferenca
de potencial de 100V, por aproximadamente 1 hora ou até que se obtenha a
migracdo apropriada. Apos a corrida, o gel foi mergulhado em solugdo de brometo
de cetiltrimetilamoénio (CETAVLON) 0,1% por 2 horas para precipitacdo dos
compostos (PGs ou GAGs). O gel entédo foi seco sob corrente de ar quente e os
compostos corados com azul de toluidina 0,1% em solucéo acido acético 1%/ etanol
50%, com posterior remocdo do excesso de corante com solucdo de &cido acético
1%/ etanol 50%. Para quantificar os GAGs foi utilizado o programa TotalLab Quant®.

As concentracfes foram corrigidas pelo peso tecidual.

Anélise estatistica

Os valores presentes nas figuras e textos sdo expressos como média + erro
padrao medio (S.E.M.). Andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando SPSS
Statistics para Windows verséo 19. Foi avaliada a normalidade dos dados pelo teste

de Shapiro-Wilk, a comparacdo dos dados distribuidos na curva da normalidade foi
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realizada pelo one-way ANOVA com o teste de Bonferroni para comparacdes
multiplas, e Teste t de student quando necessario. P<0.05 foi considerado

estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Avaliacao do indice de atividade da doenca (IAD) apés inducao de colite por dextran
sulfato de sodio (DSS)

A instalacdo de colite aguda por DSS foi avaliada pela analise do indice de
atividade da doenga (IAD) composta por trés parametros: peso corporal,
consisténcia das fezes e presenca de sangramento. Alteracdes significativas do IAD
foram observadas somente a partir do terceiro dia de inducado de colite, tanto para o
grupo DSS quanto no grupo DSS + CS/GIcN. A administracdo de condroitim
sulfato/glucosamina (CS/GIcN), retardou os sinais clinicos nos dias 3, 5 e 7, mais
acentuadamente no quinto dia (P<0.05), seguido por uma pequena melhora nos dias
seguintes até o sétimo dia (P<0.05) quando comparado ao grupo DSS (Fig.1A).
CSI/GIcN também reduziu a perda de peso nos animais induzidos nos dias 6 e 7
comparado ao grupo DSS (P<0.05), enquanto o aumento de peso foi observado nos
grupos controles (Fig.1B). Verifica-se também no grupo DSS (Fig.1C) altera¢gfes na
consisténcia das fezes a partir do terceiro dia, enquanto que no grupo DSS +
CS/GIcN (Fig.1D) essa alteracdo sO foi observada a partir do quinto dia. J4 a
presenca de sangramento nos animais do grupo DSS foi notada uma pontuacao
muito maior no quinto dia (Fig.1C), sendo este valor menor nos animais induzidos
gue tiveram a administracdo de CS/GIcN (Fig.1D). Macroscopicamente, observou-se
uma reducdo no encurtamento do coélon no grupo DSS + CS/GIcN (Fig.1F), porém
reducdes significativas ndo foram encontradas quando o comprimento é corrigido

pelo peso do tecido (Fig.1E).

Efeitos da administracdo de CS/GIcN em parametros hematologicos e bioquimicos
apos inducéao da colite por DSS

A colite aguda induzida por DSS provocou alteracbes hematoldgicas
diminuindo a contagem de eritrécitos (P<0.01), hematdcrito (P<0.05) e hemoglobina
(P<0.01), mostrando perda acentuada de sangue comparado ao grupo controle. A

administragdo de CS/GIcN aos animais induzidos mostrou uma menor redugédo da
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contagem de eritrocitos (P<0.05) e hemoglobina (P<0.05) comparado ao grupo DSS
(Fig. 2A, B, C). Aumentos no numero de leucécitos foram observados tanto no grupo
DSS quanto no grupo DSS + CS/GIcN quando comparados aos grupos controles,
porém nao significativo (Fig. 2D). Foram avaliados também transaminase glutamico-
oxalacética (TGO), transaminase glutamico-piravica (TGP) e albumina sérica, 0s
resultados mostraram que ndo houve alterac¢des significativas nos niveis enzimaticos
de TGO e TGP quando comparados aos animais saudaveis, ja albumina sérica
reduziu nos animais do grupo DSS e DSS + CS/GIcN (Tabela 1).

Efeitos da administracdo de CS/GIcN nas alteracdes histopatolégicas na colite

provocada por DSS.

Nos animais do grupo controle e controle + CS/GIcN a mucosa colbnica se
manteve normal, com o epitélio de revestimento e as criptas intactas (Fig.3A)
contrastando com os animais do grupo DSS, que apresentaram areas multifocais de
erosdo e ulceragcbes bem como regides com perda de mais de 2/3 das criptas.
Também, foi observado congestdo vascular, edema na lamina prépria, infiltrado
inflamatorio e deplecéo de células caliciformes (Fig. 3A). Estas alteracGes induzidas
pela administracdo do DSS, foram significativamente atenuadas pela administracéao
de CS/GIcN, pois 0s animais apresentaram um menor encurtamento das criptas e
raras areas de erosdes e ulceracdes (Fig.3A). Também, foi observado células
inflamatdrias na lamina propria em associacdo com o aumento da atividade mitotica
no epitélio das criptas, ou seja, sinais de regeneracdo em um cenario evidente de
injuria prévia. Este resultado observado, também reflete na andlise do score
histoldgico (Fig.3B, P<0.001). Pela coloragédo de azul de alcian, observamos que no
grupo DSS (Fig.3A) houve reducao significativa no numero de células caliciformes
bem como na producdo de mucina enquanto no grupo DSS + CS/GIcN (Fig.3A)
houve a manutencao/regeneracdo de parte das criptas e preservacdo das células
caliciformes evitando a reducdo na producdo de mucinas. A atividade de
mieloperoxidase (MPO), um marcador muito utilizado para avaliar a infiltragdo de
neutréfilos tecidual, esta aumentada na colite induzida por DSS (Fig.3C). O
tratamento do grupo DSS com CS/GIcN reduziu esta atividade de MPO (P<0.01)
demostrando uma redug¢éo do infiltrado neutrofilico na area inflamada comparado ao
grupo DSS. Estes resultados também sdo consistentes com as alteracbes

histopatoldgicas observadas (Fig. 3A).
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Efeito da administracdo de CS/GIcN nos niveis de 6xido nitrico (NO) tecidual

A presenca de altas dosagens de Oxido nitrico (NO) tem sido associada a
iniciagdo e/ou propagacdo do processo inflamatério, bem como, alteracdo da
resposta imune e dano tecidual. Dessa forma, dosamos os niveis de NO tecidual no
c6lon dos animais e observamos que NO tecidual foram reduzidos quando houve a
administracdo de CS/GIcN no grupo DSS (P<0.05), enquanto os grupos controles

mantiveram um nivel basal (Fig.4).

Efeito da administracdo de CS/GIcN na atividade de metaloproteases de matriz

extracelular (MMP) do célon

Existem grandes evidéncias do envolvimento de MMPs em condicdes
inflamatoérias no intestino, entre elas encontram-se duas gelatinases (MMP- 2 e 9).
Para avaliar a atividade de MMP-2 e MMP-9 foram realizadas as extracbes e 0s
zimogramas conforme descrito em material e métodos. Os zimogramas e as analises
densitométricas mostraram que nos animais saudaveis foi possivel identificar
somente a atividade de MMP-2 e atividades de MMP de alto peso molecular
(>170kDa) (Fig.5A). No grupo DSS, além do aumento da atividade de MMP-2
comparado aos grupos controles, observamos o aparecimento da atividade de MMP-
9 de maior peso molecular (102kDa), além da atividade de gelatinases de alto peso
molecular (>170kDa). Com o tratamento do grupo DSS + CS/GIcN, notamos que
houve uma reducao estatisticamente significativa da atividade de MMP-9 (P<0.05) e
uma atividade menor de MMP-2 nao estatisticamente significativa, observados pela

analise densitométrica quando comparado ao grupo DSS (Fig.5B,C).

Efeitos da administracdo de CS/GIcN nos glicosaminoglicanos (GAGS) presentes no

célon

Mudanca nos glicosaminoglicanos de matriz extracelular da mucosa intestinal
ja foi associada a doenca inflamatoria intestinal. As dosagens e quantificacdo dos
GAGs mostraram que a inducdo da colite por DSS foi capaz de aumentar a
guantidade de GAGs presentes no colon (192.1+12.8 ug/g tecido) comparado ao
grupo controle (132.5+£13.1 ug/g tecido) (Fig.6B 1V), este aumento de GAG total se
relaciona principalmente aos aumentos de CS (P<0.01; Fig.6B I) e HS (P<0.01;
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Fig.6B Ill), ja que DS apresentou concentracbes proximas ao controle. A
administracao de CS/GIcN, portanto, foi capaz de diminuir a quantidade de CS e HS
(n&o significativo) e manter a quantidade de DS quando comparado ao grupo colite.
O aumento de matriz extracelular também pode ser observado no grupo DSS apés
coloracao por tricromico de Masson quando comparados aos demais grupos (Fig. 6A
Os valores relativos dos GAGs de c6lon também se encontram na tabela 2.

DISCUSSAO

Associacao de condroitim sulfato e glucosamina (CS/GIcN) tém sido muito
utilizados no tratamento de diferentes doencas em humanos tais como a
osteoartrite®” 3!, A glucosamina, além de sua acdo condroprotetora, é capaz de inibir

21, 32

a fosforilacdo de NF-kB bem como a ativagéo de neutrofilos . Condroitim sulfato

também foi capaz de reduzir a fosforilacdo de NF-KB e consequentemente a

30.33 am condrdcitos. Embora

reducdo da formacéo de citocinas e algumas enzimas
estes estudos mostrem um efeito anti-inflamatério de CS/GIcN em modelos de
inflamac&o em animais, o estudo da associacado destes compostos em modelo de
colite experimental ndo foi descrito ainda. Portanto, investigamos se CS/GIcN
apresentam algum efeito anti-inflamatério na colite usando o modelo de DSS.

Em concordancia com estudos realizados neste modelo 2%

, a administracao
de CS/GIcN foi capaz de reduzir o IAD retardando a progressdo da colite. Além
disso, nosso estudo mostrou que CS/GIcN foi capaz de evitar a reducdo dos
parametros hematoldgicos, sugerindo uma diminuicdo na perda de sangue dos
animais tratados. Administracdo de CS/GIcN aos animais do grupo DSS também foi
capaz de melhorar as manifestacbes observadas na mucosa colonica reduzindo a
inflamacéo e ulceracdes provocadas pelo modelo, bem como a destruicdo de células
caliciformes.

A inflamacdo observada na colite ulcerativa exerce um papel importante, ja
que a infiltracdo de leucocitos na mucosa colonica leva a destruicéo tecidual e a sua
disfuncdo®*. Nosso estudo revelou que CS/GIcN esta reduzindo a infiltragcdo de
neutrofilos nos animais com colite, como observado pela reducdo significativa da
atividade de MPO no coélon, enzima encontrada em granulos citoplasmaticos de
neutréfilos, tendo seu aumento relacionado ao dano tecidual®. Campo et al. 2004

demonstraram também que CS associado a &cido hialurdénico (HA) foi capaz de
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reduzir a atividade de MPO em modelo agudo de dano hepético. Analisamos
também oOxido nitrico (NO) tecidual, e mostramos que o aumento dos niveis de NO
produzidos nos animais com colite esta reduzido no célon do grupo DSS + CS/GIcN.
Este resultado torna-se benéfico na patologia, pois altos niveis de NO tém sido
associados a desregulacdo do sistema imune e ultimamente, a dano celular e
tecidual®’. Estudos realizados em humanos também observaram que a concentracio
de NO no reto de pacientes com doenca inflamatoria intestinal esta
significativamente maior do que em pacientes saudaveis e a diminuicdo da producao
de NO pela utilizacdo de inibidores ou knockout do gene INOS em ratos mostrou
melhoras no curso da colite®® %,

Como observamos, na colite ulcerativa muitos fatores, como infiltracdo de
neutroéfilos, elevacdo de mediadores pro-inflamatorios, aumento de radicais livres,
sdo implicados na patogénese desta doenca. Neste contexto, a atividade de
metaloproteases de matriz extracelular é atualmente muito discutida no seu
envolvimento com as DIIl. Estas enzimas e seus inibidores sdo produzidos no trato
gastrointestinal por células estruturais, e uma alteracdo neste equilibrio pode
provocar algumas condicbes inflamatérias no intestino®. Dentro deste grupo de
enzimas se destacam MMP-2, expressa constitutivamente, e MMP-9, ausente nos
principais tecidos humanos** é considerada como principal responséavel por acelerar
a destruicdo de matriz extracelular na colite ulcerativa®. Isso foi confirmado quando
se observou uma atividade maior de MMP-9 em pacientes com colite ulcerativa
comparado a pacientes controles*® e em modelo de animais deficientes de MMP-9
que tiveram colite atenuada. Além disto, utilizagcdo de condroitim-4-sulfato em
modelo experimental de artrite mostrou que este composto € capaz de reduzir MMP-
9* mostrando que esta gelatinase esta envolvida no processo inflamatério e sua
inibicdo pode reduzir o processo inflamatério®.

Nosso estudo mostrou que a atividade de MMP-2 e MMP-9 estédo elevadas
durante colite experimental, resultado semelhante ao observado por Garg et al.
2009. Enquanto no grupo DSS + CS/GIcN, a administragdo dos compostos reduziu
significativamente a atividade de MMP-9 sem reducao significativa de MMP-2. Este
resultado torna-se importante, pois, MMP-9 é considerada um importante mediador
de dano tecidual na colite, enquanto MMP-2 exerce uma protecdo ao tecido
apresentando um importante papel na manutencdo da barreira intestinal*'. Dessa

forma, CS/GIcN parece agir inibindo essencialmente MMP-9, fato destacavel, ja que
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algumas drogas acabam inibindo as duas gelatinases devido as suas semelhancas.
Esses resultados nos levaram a sugerir que a reducdo de MMP-9 e até mesmo de
NO na mucosa colonica seja possivelmente a inibicio do NF-kB que esta
aumentado na DIl e € um importante fator de transcricdo que possui papel chave na
resposta inflamatdria, atuando como regulador da expressao de diversos genes pro-
inflamatérios, como algumas interleucinas, iNOS e MMPs®. Estudos anteriores
relacionaram o aumento da atividade de NF-kB no modelo de colite por DSS com o
aumento de INOS e NO, bem como expressao e atividade de MMPs por intermédio
do NF-kB. Além disso, ja foi relatado que CS e GIcN foram capazes de reduzir/inibir
fosforilacdo do NF-kB em modelos experimentais de inflamagao®" .

Concentracdo de GAGs também sao alteracdes observadas na matriz
extracelular da mucosa intestinal durante a colite, embora poucos estudos sejam
realizados. GAGs sulfatados sao os principais constituintes da matriz presente no
intestino, entre eles, condroitim sulfato, heparam sulfato, dermatam sulfato e &cido
hialurdnico*® #’. Russel 1999, sugere que colite ulcerativa seja uma deficiéncia da
barreira de GAGs presente na mucosa col6nica, tendo como resultado um aumento
da permeabilidade intestinal devido a perda da barreira mecéanica e eletrostatica
exercida pelos GAGs, permitindo assim a penetracéo de toxinas e gerando resposta
inflamatéria. Estudos em biopsias utilizando técnicas indiretas na quantificacdo de
GAGs, encontrou anormalidades destes compostos limitado a mucosa na colite
ulcerativa, sendo observado perda significativa de GAG na lamina basal*®. Porém,
nés observamos um aumento de GAGs presentes na matriz do c6lon em animais do
grupo DSS e grupo DSS + CS/GIcN comparado ao grupo controle, este aumento na
sintese de GAGs no colén inflamado sugere uma tentativa de reparo tecidual em
gue os fibroblastos presentes na lesdo aumentem a sintese destes compostos além
de outros presentes na MEC, como colageno™ >,

Nossos dados sugerem que CS/GIcN demonstraram exercer uma atividade
anti-inflamatéria no modelo de colite induzida por DSS sendo efetivo na reducdo da
atividade de MPO e na reduc¢éo do score histologico, além reduzir os niveis de NO
tecidual. CS/GIcN também atuaram reduzindo a atividade de MMP-9 uma importante
protease envolvida no dano tecidual mantendo a atividade de MMP-2. Dessa forma
este medicamento se mostra promissor no tratamento das DIl devido ao seu efeito
anti-inflamatoério observado, necessitando de mais estudos com base no mecanismo

de acao deste medicamento.
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Fig. 1. Efeitos da administracdo de CS/GIcN no indice de atividade da doenca (IAD)
em modelo de colite induzida por DSS. O IAD do grupo DSS+CS/GIcN apresentou
diferencas significativas nos dias 3, 5 e 7 (A) comparados ao grupo DSS e uma
reducdo na perda de peso (B) nos dias 6 e 7. Administracdo de CS/GIcN retardou
alteracées na consisténcia das fezes e no aparecimento de sangramentos (D)
comparado ao grupo DSS (C). Administracdo de DSS provocou encurtamento do
colon dos animais comparado aos grupos controles (E, F). Dados sao representados
pela média * erro padréo. *P<0.05 vs. grupo DSS.



75

(A) (B)

P<001 P<006 P<005

o L 1 w0y | |
P 8- = n —
3 s - 540
© E 6 S=
B E § R
S E
o< 4 2 20-
'8 -
13 2
ol . : 0 N \; N N
o \oé P \5\ «° o° o‘s o°
& XS Q O & A\ A\
< o‘b c’% [¥) K ) (59
Y x (e) x
&° ) & =)
& & ° &
(C) (D)
P<001 P<006 20000
S e |
0
= > 15000-
15- o
£ I - —
3~ 8 £ 10000-
23 10] o E '
£ o [<H]
g § 5000
s i
5_
ol . : T N
(s
o"‘o\ o\‘:é 0"’9 o“}\ o“6 \"}o
c© cf’\ oa_,\ () \06
*O\ c)x ‘60
& R &
I3 <

Fig. 2. Administracdo de CS/GIcN reduziu alteracdes nos parametros hematolégicos
de hematimetria (A), hematdcrito (B), hemoglobina (C) e leucdcitos (D). As analises
foram realizadas com o sangue total-EDTA e o soro dos animais colhidos no final do
experimento. Dados representam os valores da média + erro padrdo. Diferengas
estatisticas signific sdo mostradas com P<0.01 e P<0.05.
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Fig. 3. Analise histopatologica da administracdo de CS/GIcN em modelo de colite
induzida por DSS. O célon foi fixado e corado em HE e azul de alcian (pH 2.5). (A)
Manutengdo da estrutura colonica no grupo controle (<), enquanto no grupo DSS
observa-se areas de erosdes e ulceracbes com perda de células epiteliais (4m),
infiltracdo de células inflamatdrias e edemas (#) (HE), perda de criptas e células

caliciformes (*) (azul de alcian), o grupo DSS + CS/GIcN reduziu estas alteracdes

histologicas e o encurtamento das criptas (= ). (B) O score histol6gico mostrou um
aumento significativo no grupo DSS comparado ao controle, e o tratamento com
CS/GIcN reduziu esse score significativamente comparado ao grupo DSS, (C) o
mesmo resultado foi observado para a atividade de MPO tecidual. Dados
representam a média * erro padrdo (n=4-6). Diferencas estatisticas significativas séo
mostradas com P<0.001 e P<0.01.
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Fig. 4. Administracdo de CS/GIcN diminui os niveis de NO tecidual no modelo de
colite induzida por DSS. Dados representam a média * erro padrdo. Diferencas
estatisticas significativas sdo mostradas com P<0.001 e P<0.05.
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Fig. 5. CS/GIcN reduz atividade de MMP-9 e ndo da MMP-2 durante colite
experimental induzida por DSS. Foi utilizado 10ug de proteina total de cada
extracdo, em gel 10% de acrilamida/bis contendo gelatina 2mg/mL com tempo de
incubacgéo de 24h (A). As atividades de MMP-2 (B) e MMP-9 (C) foram quantificadas
por densitometria e representadas como aumento relativo ao grupo controle. Dados
representam média + erro padrdo. Diferencas estatisticas significativas sé&o

mostradas com P<0.05.
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Fig. 6. Andalise da composicdo de glicosaminoglicanos presentes na matriz
extracelular (MEC) dos grupos controle, controle CS/GIcN, DSS e DSS+CS/GIcN.
(A) Na analise histologica do colon dos animais dos diferentes grupos pela coloragéo
de Tricromico Masson, observa-se no grupo DSS um aumento de MEC (#)
comparado aos grupos controles, (B) este resultado reflete no aumento de GAG
total, principalmente pelo aumento de CS e HS do grupo DSS. Dados representam
média * erro padrdo. Diferengas estatisticas significativas sdo mostradas com
P<0.01 e P<0.05.
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TABELAS

Tabela 1. Dosagens bioquimicas de ALT, AST e Albumina no soro dos animais do
grupo controle, controle CS/GIcN, DSS e DSS-CS/GIcN.

Dosagens bioquimicas

Grupo TGP (UIL) TGO (U/L) Albumina (g/dL)
Controle 55.6+3.1 143.8+16.0 2.9+0.7
Controle-CS/GIcN 48.6+1.9 99.043.6 2.940.7
DSS 42.3+1.2 112.3+10.2 2.340.5
DSS-CS/GIcN 43.2+1.0 114.2+4.3 2.340.3

Administracdo de CS/GIcN nédo alterou os parametros analisados, ndo mostrando
diferenca significativa entre os grupos. Dados representam a média * desvio padréo.

Tabela 2. Quantificagdo de glicosaminoglicanos de matriz extracelular presentes no
colon de ratos Wistar em modelo de colite induzida por DSS.

GAG’s
Grupo GAG total
CSs DS HS
pg/g tissue %
Controle 1325+13,14 19,1+1,15 60,0+ 1,61 20,9 + 0,87
Controle-
+ + + +

CS/GICN 160,2+11,65 18,0+0,61 64,0+ 1,25 18,0 £ 0,90

DSS 192,0+12,81 25,9+2,85 50,4 +2,14 23,7+1,31

DSS-CS/GIcN  150,3+11,94 20,0+ 2,43 54,9+219 25,1+1,65
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CONCLUSAO

Administracdo de CS/GIcN demonstrou exercer atividade anti-inflamatoria no
modelo de colite induzida por DSS.

CS/GIcN reduziu a perda de sangue nos animais observado pelos analises
hematolégicas.

Administracdo de CS/GIcN também reduziu o score histologico, juto com a
infiltracdo de neutrdéfilos observado pela atividade de MPO.

Andlise histoldgica pelo azul de alcian mostrou que estes compostos evitaram a
destruicdo de células caliciformes e assim a producdo de mucinas.

CS/GIcN diminuiu os niveis de NO tecidual.

Atividade de MMP-9 foi reduzida, sem alteracdo na atividade de MMP-2, apGs
administracdo de CS/GIcN

Inducédo da colite por DSS aumentou a concentracédo de GAGs.
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Seminério Satde Brasileira, realizado pelo Programa de P6s-Graduagfo em Satude da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal de Juiz de Fora, apresentando o trabalho intitulado: “Avalia¢do dos efeitos de

Condroitim sulfato e Glucosamina sulfatada em modelo experimental de Colite Ulcerativa em ratos

Wistar”.
Juiz de Fora, 06 de outubro de 2011.
Prof®. Dr®. Darcilia Maria Nagen da Costa Prof. Dr. André ><Eém¢ de _mzo_w&c
Coordenadora Adjunta e de Ensino PPgS/UFJF Coordenador de Pesquisa PPgS/UFJF




