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RESUMO

Introducdo: A colite ulcerativa é uma doenca inflamatoria cronica, recidivante que
afeta principalmente o cdélon e o reto, e se caracteriza por uUlceras na mucosa
intestinal. Muitos sistemas enddgenos estdo envolvidos na fisiologia intestinal, sendo
o0 sistema muscarinico fundamental para esse processo. Além disso, o sistema
colinérgico demonstra acéo anti-inflamatéria em modelos experimentais de colite. No
entanto, ainda ha poucos estudos sobre o efeito anti-inflamatorio muscarinico.
Objetivo: Investigar a resposta anti-inflamatoria mediada pelo receptor muscarinico
M1 durante a colite experimental induzida por &cido acético. Métodos: Foram
usados camundongos swiss machos (25-30 g), divididos em grupos de 6 animais.
Inicialmente, foi realizada a padronizacdo do modelo de colite induzida por acido
acético a 6% utilizando tempos diferentes (6, 18 e 24h) para a avaliacdo o pico
inflamatoério deste modelo. Ap6s a inducdo da colite por &cido acético os
camundongos foram tratados intraperitonialmente (i.p.) com McN-A-343 nas doses
de 0,5; 1,0; 1,5 mg/kg ou dexametasona (2 mg/kg, s.c.) com 17h ou 17:30h apés a
inducao da colite, respectivamente. Depois da escolha da concentragcdo do McN-A-
343 com melhor efeito anti-inflamatorio foi realizado o ensaio para bloquear a acao
do receptor muscarinico M1 utilizando a pirenzepina (10 mg/kg, i.p.). Apdés 18h da
inducdo da colite os animais foram eutanasiados e uma amostra de 5 cm do célon
foi retirado para avaliacdo dos escores macroscopicos e microscépicos de lesao,
peso Umido e dosagens bioquimicas como: atividade da mieloperoxidase,
interleucina 1 beta, niveis de glutationa e malonildialdeido. Resultados: Os grupos
de animais que receberam acido acético a 6% intracolénico apresentaram apdos 18h
da inducédo da colite um aumento significativo do nimero de lesdes inflamatorias
intestinais e da concentracdo de mieloperoxidase, malonildialdeido e uma reducao
da concentracdo de glutationa no tecido intestinal em comparacdo com 0S outros
tempos analisados. Além disso, foi observado que o tratamento com o McN-A-343
na concentracao de 1,5 mg/kg apresentou uma reducéo da lesédo intestinal de forma
significativa, bem como uma diminuicdo do peso Umido, da atividade da
mieloperoxidase, da concentracdo da citocina pro-inflamatéria IL-18 e dos
marcadores de estresse oxidativo in vivo. Por outro lado, foi visto que a
coadministracdo de McN-A- 343 e pirenzepina reverteram de forma significativa o
efeito do McN-A-343. Concluséo: Os resultados sugerem que o0 acido acético foi
eficaz em induzir a colite ulcerativa, e que o pico inflamatério deste modelo ocorre
apos de 18h da inducao. Este trabalho ainda infere que o receptor muscarinico M1
esta envolvido na reversdao do efeito pro-inflamatério da colite induzida
experimentalmente, podendo esta via representar uma alternativa terapéutica
promissora para pacientes com colite ulcerativa.

Palavras-chave: Colinérgico. McN-A-343. Colite ulcerativa. Pirenzepina. Estresse
oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Ulcerative colitis is a chronic, recurrent inflammatory disease that
mainly affects the colon and rectum, and is characterized by ulcers in the intestinal
mucosa. Many endogenous systems are involved in intestinal physiology, and the
muscarinic system is fundamental to this process. In addition, the cholinergic system
demonstrates anti-inflammatory action in experimental models of colitis. However,
there are still few studies on the muscarinic anti-inflammatory effect. Objective: To
investigate the anti-inflammatory response mediated by the muscarinic receptor M1
during experimental colitis induced by acetic acid. Methods: Male swiss mice (25-30
g) were divided into groups of 6 animals. Initially, the standardization of the 6% acetic
acid-induced colitis model using different times (6.18 and 24h) was used to evaluate
the inflammatory peak of this model. After induction of colitis by acetic acid the mice
were treated intraperitoneally (i.p.) with McN-A-343 at the doses of 0.5; 1.0; 1.5
mg/kg or dexamethasone (2 mg/kg, s.c.) at 17h or 17: 30h after induction of colitis,
respectively. After the choice of McN-A-343 concentration with the best anti-
inflammatory effect, the assay was performed to block the action of the M1
muscarinic receptor using pirenzepine (10 mg/kg, i.p.). After 18 h of colitis induction,
the animals were euthanized and a 5 cm colon sample was taken for evaluation of
macroscopic and microscopic lesion, wet weight and biochemical measurements
such as: myeloperoxidase activity, interleukin 1 beta, glutathione levels and
malonyldialdehyde. Results: The groups of animals receiving 6% intracolonic acetic
acid showed a significant increase in the number of intestinal inflammatory lesions
and myeloperoxidase concentration, malonildialdehyde and a reduction of
glutathione concentration in intestinal tissue after 18 h of colitis induction compared
with The other analyzed times. In addition, treatment with McN-A-343 at a
concentration of 1.5 mg / kg showed a significant reduction in intestinal damage as
well as a decrease in moist weight, myeloperoxidase activity, Proinflammatory
cytokine IL-1B and markers of oxidative stress in vivo. On the other hand, it was seen
that co-administration of McN-A-343 and pirenzepine significantly reversed the effect
of McN-A-343. Conclusion: The results suggest that acetic acid was effective in
inducing ulcerative colitis, and that the inflammatory peak of this model occurs after
18 hours of induction. This work further infers that the M1 muscarinic receptor is
involved in the reversal of the proinflammatory effect of experimentally induced
colitis, which may represent a promising therapeutic alternative for patients with
ulcerative colitis.

Keywords: Cholinergic. McN-A-343. Ulcerative colitis. Pirenzepine. Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

As doencas inflamatorias intestinais (Dlls) sdo um grupo de doencas do trato
gastrointestinal representadas principalmente pela doenca de Crohn (DC) e colite
ulcerativa (CU). A colite ulcerativa € uma doenca crénica que acomete o célon e
reto, caracterizada por ulceracdes da mucosa e submucosa do colon sem afetar as
camadas mais profundas da parede intestinal. Essa doenca apresenta sintomas de
dor abdominal, diarreias, febre, tenesmo, fadiga, perda de peso e anemia (CONRAD
et al., 2014; HINDRYCKX et al., 2016).

De acordo com os dados epidemioldgicos ha uma maior prevaléncia da colite
ulcerativa na Europa (505 por 100.000 pessoas) e América do Norte (249 por
100.000 pessoas). A incidéncia mundial continua a aumentar, principalmente nos
paises em desenvolvimento (MOLODECKY, 2012; CONRAD et al., 2014). No Brasil,
h&4 escassez de estudos epidemioldgicos disponiveis sobre a incidéncia e
prevaléncia da colite ulcerativa, contribuindo para o atraso no diagndstico e aumento
da morbidade.

A etiologia da colite permanece desconhecida, mas evidéncias mostram que
esta doenca pode resultar de uma resposta imune desregulada (CETINKAYA et al.,
2005; HILL & ARTIS, 2010), sendo caracterizada pelo aumento da producéo de
mediadores pro-inflamatorios, tais como TNF-a, IL-1 e IL-6, elevado infiltrado
inflamatoério com aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) na
mucosa do colon (REIFEN et al., 2004; DAMIANI et al.,, 2007; ROBERTS-
THOMSON et al., 2011).

Na perspectiva da elucidacdo dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia e
no tratamento da CU foram criados os modelos experimentais que fizessem uma
aluséo a fisiopatologia da doenca. O modelo experimental de inducédo da colite pela
administracao intracolonica de acido acético € um método simples, reproduzivel, de
baixo custo e apresenta similaridades com a colite ulcerativa em humanos. Por ser
um modelo de caracteristicas agudas é possivel investigar os componentes
envolvidos na inflamacdo, bem como avaliar a eficacia de novas drogas
(VARSHOSAZ et. al., 2010; GUAZELLI et al., 2013).

Atualmente, as terapias convencionais utilizadas na colite ulcerativa
apresentam como objetivo o controle da inflamacéo, alivio da dor abdominal e

manter a remissdo da doenca. Geralmente os medicamentos usados sdo 0s



14

aminosalicilatos, corticosteroides, imunomoduladores e modificadores da resposta
biolégica (YADAV & LIU, 2009; BURGER & TRAVIS, 2011; MEIER & STURM,
2011). No entanto, estas terapias estdo associadas com uma variedade de efeitos
colaterais que incluem dor abdominal, nauseas, vomitos, perda de apetite, dentre
outros (SOBCZAK et al., 2014).

Endogenamente, véarios sistemas estdo envolvidos na homeostase intestinal,
dentre esses sistemas, podemos citar o sistema muscarinico. Esse sistema é
formado pelos receptores muscarinicos que consistem em cinco subtipos distintos
de receptores acoplados a proteina G, denominado de M1 a M5 (KHAN et al., 2013;
KONDO et al., 2011). Os receptores muscarinicos sdo fundamentais para regulacéo
do sistema nervoso central e periférico, fisiologia intestinal, controle da frequéncia
cardiaca e contracdo do musculo liso (WANG et al., 2004; TIWARI et al., 2013).

Os diferentes tipos de receptores colinérgicos estdo distribuidos no sistema
nervoso central e periférico, estes apresentam distintas localiza¢cdes sinapticas e
exibem variadas funcdes na transmisséo colinérgica (HABERBERGER et al., 2006;
JONGE et al., 2007). Os receptores muscarinicos sao os principais reguladores das
funcdes epiteliais do intestino. No trato gastrointestinal, o subtipo M1 localiza-se em
neurbnios entéricos e pode modificar funcdes intestinais e a liberacdo de
neurotransmissores (HABERBERGER et. al., 2006; KHAN et al., 2013).

Estudos sugerem que os receptores muscarinicos estdo presentes em
células epiteliais do colon de rato e consistem em dois subtipos, receptor
muscarinico M1 (RM1) 80% e receptor muscarinico M3 (RM3) 20%, no qual o
principal subtipo de receptor é o M1, que realiza a regulacédo da secrecéo epitelial do
intestino e esta relacionada a inflamacgéo, sendo, assim, relevante para estudos de
doencas inflamatérias do intestino (KHAN et al., 2013).

A acdo anti-inflamatoéria colinérgica tem sido demonstrada em estudos
experimentais de colite usando agonistas seletivos de receptores nicotinicos (DE
JONGE & ULLOA, 2007), agonistas de receptores muscarinicos (JI et al, 2014;
MUNYAKA et al.,, 2014) e através da vagotomia (GHIA & COLLINS, 2006). No
entanto, ainda sdo escassos 0s estudos demonstrando o papel anti-inflamatorio
muscarinico com a participagéo do receptor M1 em modelos experimentais de colite.
Dessa forma, devido a colite ulcerativa causar redugdo na qualidade de vida de

muitos pacientes e altos custos médicos, é importante o estudo de vias bioquimicas
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que influenciam esta doenca e dessa forma facilitar a busca por novas estratégias
terapéuticas eficazes.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Colite Ulcerativa

A Doenca de Crohn e a colite ulcerativa representam os dois principais tipos
de doenca inflamatdria intestinal. A colite ulcerativa foi nomeada pela primeira vez
em 1859 por Samuel Wilks (CARVALHO; COTTER, 2017). Esta é uma doenca
cronica, recidivante, remitente que se caracteriza por Ulceras na mucosa intestinal,
sangramento retal, diarreia e dor abdominal (BAUMGART & SANDBORN, 2007;
HINDRYCKX et al., 2016).

A colite ulcerativa consiste na inflamacao que envolve a mucosa e submucosa
do célon e reto de modo continuo, podendo ser limitada ao reto ou ao retossigmoéide,
geralmente afeta a camada superficial do epitélio formando Ulceras. Ainda se
caracteriza pela presencga de abscessos nas criptas intestinais e infiltrado de células
inflamatorias (ISKANDAR & CIORBA, 2012). Dependendo da extensao anatbmica
da colite ulcerosa os pacientes podem ser classificados como tendo proctite (limita-
se ao reto) em 11%, colite do lado esquerdo ou colite distal (afeta o reto e o lado
esquerdo do colon) 27% e pancolite ou colite extensa (atinge todo o c6lon) em 62%
dos pacientes (BAUMGART & SANDBORN, 2007; SOBCZAK et al., 2014) (figura 1).

Figura 1. Classificacdo da colite ulcerativa de acordo com acometimento da regido

anatdmica.
l %
Pancolite I Colite do lado

" esquerdo

Proctite

Fonte: Adaptado de Baumgart & Sandborn (2007).
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A colite ulcerosa é caracterizada por formas clinicas graves, periodos de
recidiva e remissfes em aproximadamente 50-80% dos pacientes. Além disso, ha
intensa correlacdo da gravidade com a extensao da doenca (ISKANDAR & CIORBA,
2012). As manifestacdes extras intestinais comuns e clinicamente importantes em
pacientes com CU sdo as artropatias inflamatérias e a colangite esclerosante
primaria que atingem aproximadamente 11% e 75% dos pacientes, respectivamente
(VELOSO, 2011).

Os pacientes com retocolite necessitam frequentemente de tratamento
continuo ou intermitente em todo o curso da doenca e 40% dos pacientes requerem
intervencéo cirdrgica (COHEN et al., 2010) e proximadamente 20% tém pelo menos
uma exacerbacdo aguda grave da doenca durante a sua vida, geralmente
requerendo hospitalizacdo (HINDRYCKX et al., 2016).

De acordo com alguns estudos os individuos com colite ulcerativa sao
propensos a ter cancer (EADEN et al., 2001; KISIEL et al., 2016) variando de 0,2 a
34%, dependendo do tempo de diagndstico, extensdo e duracdo da doenca. A
incidéncia de cancer colorretal em pacientes com colite ulcerativa é de 1,6% apos 10
anos, 8,3% apo6s 20 anos e 18,4% apds 30 anos de duracdo da doenca (HONG et
al.,, 2010; MEYER et al., 2016). Dessa maneira, a prevencdo da recidiva e 0
tratamento eficaz se fazem necesséario, como uma forma de melhorar a qualidade de
vida dos pacientes acometidos.

Os custos diretos e indiretos do tratamento da colite ulcerativa sdo altos e a
qualidade de vida dos pacientes é reduzida, especialmente durante a exacerbacao
da doenca (CHOI et al., 2017). Nos Estados Unidos e paises Ocidentais a colite
ulcerativa representa uma doenca onerosa combinada com a perda de
produtividade. Os sistemas de cuidados de saude nos Estados Unidos gastam 3,4 a
8,6 bilhdes ddlares com a CU e 5,4 a 12,6 milhdes de euros na Unido Europeia,
sendo o custo financeiro com a hospitalizacdo a principal despesa direta da saude
(COHEN et al., 2010). Nao h& na literatura cientifica o custo financeiro no Brasil com

o tratamento dos pacientes com colite ulcerativa.



18

2.1.1 Epidemiologia da Colite Ulcerativa

A colite ulcerativa € uma doenca global com incidéncia e prevaléncia
crescente e com frequéncias diferentes dependendo da idade e da localizacéo
geografica. As taxas de prevaléncia para colite ulcerativa € de 90 e 505 por 100.000
pessoas no Norte da Europa e América do Norte, respectivamente (EKBOM, 2003;
MOLODECKY et al., 2012). A incidéncia de CU entre os caucasianos é de 24,3 por
100.000 pessoas na Europa e 19,2 por 100.000 pessoas na América do Norte.
Sendo essa doengca menos comum na Europa Oriental e Meridional, 10 vezes
menos comum em populacdes asiaticas, africanas e orientais (LOGAN & BOWLUS,
2010; MOLODECKY et al., 2012).

A incidéncia de colite ulcerativa no Brasil de acordo com o estudo realizado
na regido centro-oeste de S&o Paulo durante os anos de 2001 a 2005 foi de 4,48 por
100.000 pessoas e a prevaléncia foi de 14,81 casos para CU por 100.000 habitantes
(VICTORIA, 2009). De acordo com o estudo de Oliveira et al., (2010), durante o
periodo de 1998 a 2005, foram registradas 363 internacdes hospitalares, em funcgéo
das doencas intestinais inflamatorias, distribuidas em 184 e 179 casos nos géneros
masculino e feminino, respectivamente, na macrorregido leste do Estado de Minas
Gerais. No Brasil, ha escassez de estudos epidemioldgicos disponiveis sobre a
incidéncia e prevaléncia da colite ulcerativa por ndo ser considerada uma doenca de
notificacdo compulséria, podendo por esse motivo estd sendo subdiagnosticada,
contribuindo assim para o atraso no diagnostico e aumento da morbidade (SOUZA
et al., 2008).

A colite ulcerativa apresenta baixa taxa de mortalidade, alta morbidade e
complicac@es clinicas que podem comprometer o desempenho social e pessoal dos
pacientes acometidos. Dessa forma, sdo necessarios os estudos epidemioldgicos.
Recentes estudos tém mostrado que o grupo etario de lactentes a idosos podem ser
afetados pela colite ulcerativa. Geralmente o inicio ocorre entre 15 e 30 anos e de
20% a 30% dos pacientes apresentam 0s primeiros sintomas com menos de 18
anos (HANAUER, 2006; FUMER et al., 2016).
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2.1.2. Fisiopatologia da Colite Ulcerativa

A colite ulcerativa é considerada um disturbio imunolégico que se desenvolve
em individuos com susceptibilidade genética por meio de respostas imunes contra
antigenos intraluminais (ROUND; MAZMANIAN, 2009). Essa doenga apresenta
fisiopatologia ainda desconhecida, mas muitos fatores podem desempenhar um
papel crucial no desenvolvimento da sua patogénese, tais como a genética, fatores
ambientais (dieta e tabagismo), resposta imunoldgica e microbiana (SOBCZAK et al.,
20014; VASOVIC, et al., 2016).

O histérico familiar positivo é um fator genético importante para o
desenvolvimento da colite ulcerosa, na qual foi demonstrado que gémeos
monozigoticos possuem maior taxa de incidéncia de CU que gémeos dizigoticos
(GAYA et al., 2006).

O estilo de vida moderno tem sido implicado no aumento da incidéncia de
colite ulcerativa (BERNSTEIN; SHANAHAN, 2008). Muitos comportamentos
emergiram como modificadores da imunidade sistémica e intestinal, como as
alteracdes da microbiota, antibiéticos, dieta, tabagismo e vitamina D, sendo que o
risco de CU aumenta acentuadamente em criancas repetidamente expostas a
antibiéticos no inicio vida (HVIID et al., 2011) e nos eventos provavelmente
secundarios a alteracdes na microbiota intestinal. As dietas alimentares similares ao
Ocidente também modificam a composicdo e a funcdo da microbiota, bem como o
tabagismo (SOUZA; FIOCCHI, 2016).

O tabagismo € considerado um dos exemplos da influéncia dos fatores
ambientais no desenvolvimento e progressdo das Dlls. Porém, o tabagismo
desempenha um duplo papel nas Dlls por causar o0 aumento do risco de Doenca de
Crohn (HIGUCHI et al., 2012) e por outro lado, a nicotina pode aliviar os sintomas da
CU por inibir a producdo das células T-helper 2 (Th2), que predominam na
patogénese dessa doencga (SARTOR, 2006; HIGUCHI et al., 2012). A cessacao do
tabagismo tem uma influéncia negativa no curso da doenca. No entanto, devido ao
aumento do risco de morte associado ao tabagismo, este ndo representa uma
alternativa de tratamento.

Outro fator ambiental importante para a fisiopatogenia da colite ulcerativa de
acordo com algumas publicacdes é a dieta pobre em proteinas, frutas, legumes e
rica em acucar e gordura animal (JANTCHOU et al., 2010; DEVKOTA, et al., 2012).
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Ha uma correlagdo positiva entre o desenvolvimento de CU e consumo de sacarose,
refrigerante, chocolate e goma de mascar e a diminuicdo do risco ap6s 0 consumo
de frutas citricas, legumes, peixe, omega-3 e omega-6 (BOEING et al., 2012).
Portanto, € extremamente importante na pratica clinica atentar para a dieta alimentar
desses pacientes.

Recentemente, estudos demonstraram que a resposta imunoldgica na CU é
mediada principalmente pela ativacdo excessiva das células Th2, células natural
killer (NK) e pelo aumento da producédo das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 (GALVEZ,
2014). Além disso, estudos com modelos de colite em animais sugerem um
importante papel de células Th 17 na inflamacéo intestinal (BAMIAS & COMINELLI,
2007; FOUSER et al., 2008). Evidéncias sugerem ainda que a colite ulcerativa é
caracterizada pelo aumento na liberacdo de mediadores inflamatorios como as
citocinas TNF-q, IL-1B e IL-6 e espécies reativas de oxigénio produzidas a partir de
neutréfilos e macrofagos ativados, que, por sua vez, conduzem a inflamacéo
cronica, ulceracdes e lesbes na mucosa colonica pela infiltracdo de leucécitos
(ROESSNER et al, 2008; SADAR et al., 2016; VILLEGAS et al., 2003). O excesso de
EROs causa danos oxidativos aos componentes celulares levando a progressao da
inflamacé@o e exacerbagdo do processo patoldgico da colite ulcerativa (ZHU & LI,
2012).

Durante o processo inflamatério h4 um desequilibrio na regulacdo da
producdo de citocinas proé e anti-inflamatorias contribuindo para a disfuncdo da
funcdo da barreira epitelial intestinal (SHANAHAN, 2000; VAN HEEL et al., 2002).
Na colite ulcerativa a citocina pré-inflamatoria IL-1p apresenta sua concentracao
aumentada (BAMIAS et al., 2011). Essa citocina contribui para a migracdo celular e
destruicdo da mucosa durante a inflamacédo intestinal (RADDATZ et al., 2001). A
inflamacéo intestinal também é influenciada pela diminuicdo de citocinas anti-
inflamatorias, como a IL-10 e TGF-3, colaborando para a progressdo do processo
inflamatoério (HANAUER, 2006; SHANAHAN, 2000; PAUL et al., 2012). De acordo
com os dados na literatura, o aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatdrias,
tais como TNF-q, IL-1B e IL-6 e uma deficiéncia na producado da citocina IL-10 sao
indica¢des de inflamacao intestinal (LI & HE, 2004).
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2.1.3. Terapéutica da Colite Ulcerativa

As opcOes atuais de tratamento clinico disponivel para a colite ulcerativa
baseiam-se principalmente no controle da inflamacéo, alivio da dor abdominal, em
manter a remissdo da doenca e fornecer uma melhor qualidade de vida para os
pacientes. No entanto, a falta de uma terapia eficaz e com menos efeitos colaterais,
representa um importante problema de salude publica, uma vez que a doenca gera
um impacto significativo na qualidade de vida dos individuos (BURGER & TRAVIS,
2011; YADAV & LIU, 2009).

O tratamento pode ser convencional pela farmacoterapia, e incluem os
aminosalicilatos, a sulfasalazina e mesalamina em formulacdes orais e retais;
Corticosteroides (Prednisolona ou hidrocortisona e corticosterdide tépico como a
budesonida), tiopurinas (azatioprina e 6-mercaptopurina), e os medicamentos anti-
TNF-a (infliximab e adalimumab) (CARVALHO; COTTER, 2017).

Os principais agentes terapéuticos utilizados na retocolite ulcerativa de média
a moderada sdo os aminossalicilatos, &cido 5-aminossalicilico (mesalazina) e seu
derivado, a sulfassalazina, que exibe potencial analgésico e anti-inflamatorio
(TRAVIS et al., 2008). O mecanismo de acdo da sulfassalazina atua por reduzir a
producdo de interleucinas, a migracdo de leucdcitos polimorfonucleares, a
lipoxigenase das células e da producdo dos leucotrienos pro-inflamatorios (LTB4 e
5-HETE) pelos macrofagos da parede intestinal e de prostagladinas (PODOLSKI,
2002). Porém, podem causar alguns efeitos colaterais (dor abdominal, nauseas,
vomitos) e reacdes alérgicas em mais de um terco dos individuos que recebem dose
de manutencdo do farmaco e em metade dos que recebem doses terapéuticas
(GISBERT, 2002; YADAV & LIU, 2009).

Uma alternativa de tratamento para pacientes com CU que ndo respondem a
terapia com os aminosalicilatos sdo os corticosteroides, sendo a prednisolona o
medicamento mais utilizado. Os corticosteroides inibem o desenvolvimento da fase
precoce do processo inflamatorio por reduzirem a cascata de citocinas inflamatérias
e pela inibicdo da migracéo de leucdcitos (GIRLICH et al., 2012). No entanto, quase
25% dos pacientes que utilizam o farmacos esteroides torna-se dependente apdos 1
ano de uso (FAUBION, et al., 2001). A utilizagdo prolongada ou com altas doses

desse farmaco estdo relacionados a efeitos adversos que limitam seu uso, que



22

incluem: complicagcbes cutaneas, oculares, enddcrinas, musculo-esqueléticas,
gastrointestinais e infecciosas (ARDIZZONE & PORRO, 2002; PEARSON, 2004).

Os medicamentos imunossupressores também podem ser utilizados na
terapia dos pacientes com CU, como a azatioprina e seu metabolito ativo 6-
mercaptopurina, que sdo antimetabdlitos estruturais das purinas, essenciais para a
formacao de acidos nucléicos. A azatioprina e 6-mercaptopurina inibem a sintese de
DNA, causando a inibicdo da proliferacdo das células que participam da resposta
imune como os linfocitos T e B (PAOLUZI et al., 2002; MALTZMAN et al., 2003; AL
HADITHY et al., 2005). Porém, a utilizagdo desses medicamentos causam muitos
efeitos adversos ao organismo, como supressdao da medula Ossea, aumento
progressivo dos niveis das enzimas hepdticas e pancreatite, e muitas vezes, €&
necessario o cancelamento imediato do tratamento (MEIER & STURM, 2011).

Outra opcdao terapéutica € a terapia bioldgica, reservado para individuos com
CU moderada ou severa ou para pacientes nao tolerantes ou ndo responsivos ao
tratamento com tiopurinas (BURGER & TRAVIS, 2011), sendo bastante utilizado o
Infliximabe, um anticorpo monoclonal que neutraliza a citocina TNF-a produzida pelo
sistema imunoldgico. No entanto, a utilizacdo desse medicamento apresenta efeitos
indesejaveis que incluem nauseas, cefaleia, febre, dor abdominal e pode aumentar o
risco de infeccdes graves (CASSINOTTI; TRAVIS, 2009; GENERINI et al., 2004;
SOBCZAK et al.,, 20014). Foi relatada uma significativa melhora dos sintomas
apresentado pelos pacientes com Dlls em aproximadamente dois tercos dos
individuos ap6s uma Unica dose intravenosa de infliximab, e um ter¢co dos pacientes
obtiverem remissao completa da doenca (CASSINOTTI; TRAVIS, 2009).

As indicacBes de cirurgias na colite ulcerativa incluem sangramento nao
controlado, displasia ou malignidade, megacdélon téxico ou nos casos em que 0S
pacientes com CU grave nao respondem ao tratamento medicamentoso, ou a
medicacdo continua ndo pode ser utilizada por causar efeitos colaterais (CHOI et al.,
2017).

A adesdo a terapia medicamentosa é um desafio importante no tratamento de
doencas cronicas, como a colite ulcerativa, devido essa doenca necessitar de um
manejo em longo prazo para induzir e manter a remissao clinica da doencga. O curso
da colite ulcerativa se caracteriza por alternancia de periodos de quiescéncia e
recaidas sintomaticas, que geralmente requerem hospitalizagdo dos pacientes
(KORNBLUTH; SACHAR, 2010; CHOI et al., 2017).



23

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) reconhece que sucesso de uma
terapia depende adesao do paciente a terapia, bem como sua capacidade de seguir
as instrucdes dadas durante o curso do tratamento. Além disso, a falta de adeséao ao
tratamento pode determinar a necessidade de exames, aumento da morbidade e
mortalidade dos pacientes acometidos (YANG et al., 2001).

Uma vez que nenhuma terapia para colite ulcerativa se mostra totalmente
eficaz, e que os efeitos colaterais associados a sua utilizacdo sédo significativos e
comprometem a ades&o e progressdo ao tratamento, se faz necessario o estudo e
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para esta doenca, a fim de
aumentar a efichcia do tratamento, diminuir os efeitos adversos e melhorar a

qualidade de vida dos pacientes.

2.1.4. Modelo experimental de Colite Ulcerativa

Diversos mecanismos tém sido implicados como causadores da colite
ulcerativa, sem ainda haver consenso em relacdo a patogénese e a melhor forma
tratamento. Nesse contexto, surgiram 0s modelos experimentais em animais que
contribuem para a elucidacdo dos possiveis mecanismos de instalacdo da doenca e
para a avaliacdo da acdo de novos farmacos. Os modelos em animais
frequentemente utilizados séo induzidos por enemas de acidos ou substancias
corrosivas que causam as alteracdes histologicas similares a colite ulcerativa em
humanos (GUAZELLI et al., 2013).

A injaria colbnica induzida por enema de acido acético em animais de
pequeno porte € um método simples e reproduzivel, inclusive apresenta
similaridades com a CU em humanos por apresentar inflamacdo aguda e difusa da
mucosa, ulceracbes superficiais e reducdo das células caliciformes (RANI et al.,
2011). Caracteriza-se pela migracao e liberagéo de citocinas pro-inflamatérias, como
a IL-18 e TNF-a (AMIRSHAHROKHI et al.,, 2011; LUO et al.,, 2010) e elevada
producdo de EROs (TAHAN et al., 2011).

A administracédo de solucéo de acido acético por via retal causa um edema de
submucosa, infiltrado inflamatorio, Ulceras no colon, destruicdo das criptas e
deplecdo das células caliciformes (TUZUN et al., 2002; VARSHOSAZ et al., 2010).
Por ser um modelo de caracteristicas agudas pode se investigar 0s componentes

envolvidos na inflamacdo e assim, contribuir para a proposicdo de alternativas
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terapéuticas promissoras na CU, em especial no que remete ao componente

inflamatorio desta doenca.

2.2. Farmacologia do Sistema colinérgico

O sistema colinérgico desempenha um papel fundamental em muitas funcdes
fisiolégicas do organismo, como na regulacdo da homeostase intestinal, frequéncia
cardiaca, contracdo do musculo liso e muitas outras funcdes do sistema nervoso
central e periférico (TIWARI et al., 2013; WANG et al., 2004).

A via colinérgica medeia a propagacdo do impulso nervoso em sinapses no
sistema nervoso central, sistema nervoso periférico e na juncdo neuromuscular
através da acdo da acetilcolina (ACh) (GALLOWITSCH-PUERTA et al.,, 2007,
TRACEY, 2007). A acetilcolina € um neurotransmissor comum no sistema nervoso
entérico e induz contracbes do trato gastrointestinal, sendo liberada a partir de
neurénios motores entéricos excitatérios que medeiam a contracdo do musculo liso
e o peristaltismo (KHAN et al., 2013).

A ACh é sintetizada no interior de terminacBes nervosas pela enzima
acetiltransferase que realiza a juncdo de colina com a acetil-coenzima A. Apés a sua
sintese, esta € armazenado nas vesiculas sindpticas até ser libertada, podendo se
ligar a receptores especificos expressos na membrana plasméatica da célula pés-
sinaptica como 0s receptores nicotinicos ou muscarinicos, ou ainda pode ser
degradada em metabolitos inativos como a colina e o0 acetato pela
acetilcolinesterase (CAMERON et al., 2007; WESSLER et al., 2003; FORSGREN et
al., 2009).

Os receptores nicotinicos e muscarinicos mediam os efeitos fisiolégicos da
ACh. Os receptores muscarinicos sao cinco subtipos designados de M1, M2, M3, M4
e M5 que pertencem a uma familia de receptores acoplados a proteina G. Os
receptores M1, M3 e M5 sdo considerados do tipo excitatério e atuam
preferencialmente por ativar a via fosfatos de inositol pelo acoplamento seletivo a
proteina Gg/11. Enquanto, que os receptores M2 e M4 sao do tipo inibitdrio e agem
por acoplamento a proteina Gi inibindo a adenilato ciclase (EGLEN, 2006; KHAN et
al., 2013).

No trato gastrointestinal, o subtipo M1 localiza-se em neurdnios entéricos e

modifica fungbes intestinais pelo controle da liberacdo de neurotransmissores
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(KHAN et al., 2013). Esse receptor ainda modula os efeitos excitatérios muscarinicos
da acetilcolina em ganglios simpaticos. Além disso, recentemente, descobriu que a
secrecdo de citocinas pelos linfocitos e outras células inflamatdrias séo reguladas
pelos receptores M1 e M3 (WESSLER & KIRKPATRICK, 2008). Dos cinco subtipos
de receptores colinérgicos muscarinicos, RM1, RM2 e RM3, mostram
significativamente influéncia na atividade intestinal, particularmente na motilidade e
secrecdo (COOKE, 2000; EGLEN, 2001).

De acordo com o estudo de Harrington et al., (2010), o receptor muscarinico
M1 esta presente no citoplasma de neurdnios mioentéricos, na camada submucosa
do intestino, nas células endoteliais dos vasos sanguineos e nas fibras nervosas no
musculo circular. Portanto, o RM1 esta distribuido em importantes tipos de células,
na mucosa e tecido vascular, ilustrando o seu potencial em multiplos locais de
transmissao colinérgica no célon humano.

Estudos mostram a existéncia de um sistema colinérgico ndo neuronal em
varias partes do corpo pela expressdo de ACh em células ndo neuronais como
células epiteliais, endoteliais e mesoteliais e em diversos tipos de leucocitos
(KIRKPATRICK et al., 2003). Além disso, 0s receptores muscarinicos e nicotinicos
sdo expressos em muitas células imunes como linfécitos e macréfagos. Por
exemplo, o receptor nicotinicos a7 € encontrado em varios tipos de macrofagos e
linfécitos, bem como em células epiteliais do intestino (GALLOWITSCH-PUERTA &
PAVLOV, 2007; WESSLER & KIRKPATRICK, 2008). No célon de pacientes com
CU, foram identificas células como sendo responsaveis pela sintese de ACh, tais
como as células inflamatérias da lamina prépria, das paredes dos vasos sanguineos
e da camada epitelial (FORSGREN et al., 2009).

Em sistemas colinérgicos ndo neuronais, a ACh produzida localmente pode
assumir funcdes importantes em varios processos celulares, como na proliferacéo,
diferenciacéo, secrecéo, locomocao, angiogénese, cicatrizacédo de feridas e funcbes
imunomoduladoras (WESSLER et al., 2003; OZYUR et al., 2014), além de regular as
funcdes epiteliais do intestino (CAMERON et al., 2007). Curiosamente, a
estimulacao colinérgica pode modular a¢gdes anti-inflamatarias.

A resposta inflamatoria envolve mecanismos proé-inflamatorios e anti-
inflamatoérios no combate da injuria intestinal. Neste contexto, estudos recentes

mostraram que o sistema colinérgico foi implicado em uma acdo anti-inflamatoria
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atuando no controle da sintese de citocinas pro-inflamatorias regulada pelo sistema
nervoso autonomo (GALLOWITSCH-PUERTA & PAVLOV, 2007).

O efeito anti-inflamatoério da via colinérgica € mediada pelas fibras eferentes
do nervo vago, que inervam muitos 6rgados associados com o sistema imunologico,
incluindo coragéo, figado e sistema gastrointestinal (SUN et al., 2013). A acetilcolina
é libertada nos eferentes vagais e modula as respostas inflamatoérias inibindo a
sinalizacdo da via NF-kB e consequentemente, a sintese e liberacdo das citocinas,
como TNF-a e IL-13 (BOROVIKOVA et al., 2000; DHAWAN et al., 2015; ROSAS-
BALLINA & TRACEY, 2009) pelos receptores nicotinico a7 (nAChRa7) expressos
em células imunes, como mondcitos (TRACEY, 2007; YOSHIKAWA et al., 2006). E
interessante que os efeitos anti-inflamatoérios do sistema colinérgico ocorram por via

neuronal, mas também por via ndo neuronal.

2.2.1. Sistema colinérgico e o trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal tem extensa inervacdo proporcionada pelo sistema
nervoso entérico e por fibras extrinsecas do sistema nervoso simpético e
parassimpatico (GOVERSE et al.,2016; BROWNING et al., 2017). As fibras
eferentes simpaticas estdo em contato direto com a mucosa e com as células
imunes intestinais, tais como macrofagos, células dendriticas que sdo afetadas pela
libertacdo de neurotransmissores, como a acetilcolina. A acetilcolina é produzida por
fibras neuronais localizadas no compartimento submucoso e mucoso do intestino. As
fibras eferentes parassimpdéticas inervam a parede intestinal através dos neurdnios
entéricos localizados na regido do plexo mioentérico (GOVERSE et al.,2016). Varias
publicacdes inferem sobre a ativacdo da via anti-inflamatéria colinérgica intestinal,
na qual, os neurdnios entéricos colinérgicos secretam ACh que se ligam aos
receptores nicotinicos alfa-7 (NAchR a7) expressos em macréfagos, promovendo a
inibicéo da liberagéo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a (WANG et al., 2003;
ROSAS-BALLINA et al., 2011) (Figura 2) .


http://www.bv.fapesp.br/pt/auxilios/46715/via-colinergica-anti-inflamatoria-o-papel-da-neuroimunomodulacao-no-controle-da-resposta-inflamator/
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Figura 2. A ativacdo da via anti-inflamatdria colinérgica intestinal resulta na reducéo

de inflamacéo.
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As fibras eferentes vagais séo capazes de promover a liberagédo de acetilcolina a partir de neurdnios
entéricos colinérgicos, e assim, ativar a células imunes da parede do intestino, modulando o sistema
imune local com objetivo de estabelecer homeostase intestinal. Fonte: Adaptado de Goverse et al.,

(2016).

Recentemente, diversos estudos mostram a eficacia da via anti-inflamatoria
colinérgica no controle da inflamacéo intestinal em modelos experimentais de colite
(GHIA & COLLINS, 2006; JI et al., 2013; SUN et al., 2013). Porém, ha poucos
estudos mostrando a acdo anti-inflamatoria envolvendo o receptor muscarinico M1,
podendo esta via representar uma nova estratégia terapéutica para pacientes com

doencas inflamatdrias intestinais.

2.2.2. Atividade farmacologica do agonista muscarinico: McN-A-343

O mecanismo de acdo dos receptores muscarinicos tem sido muito estudado
utilizando agonistas muscarinicos seletivos e antagonistas com especificidade ao
subtipo de in vitro e

receptor muscarinico envolvido em estudos in vivo,

proporcionando a pesquisa uma promissora ferramenta para descoberta de novas
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terapias (FELDER, et al., 2000; FRANCOTTE, et al., 2004; WESS, 2007). O bloqueio
dos receptores muscarinicos € realizado pela utilizagdo de antagonistas dos
receptores muscarinicos (DE SCHRYVER & SAMSOM, 2000).

Um dos agonistas muscarinicos muito utilizado na pesquisa cientifica se
refere ao McN-A-343 (4-m-clorofenil-carbamoiloxi-2-butiniltrimethilamonio cloreto)
(Figura 3), descrito pela primeira vez por Roszowski (1961). O McN-A-343 é um
agonista muscarinico do receptor M1 e apresenta como funcdo estimular a
transmissdo colinérgica muscarinica (MITCHELSON, 2012; ROSZKOWSKI &
YELNOSKY, 1967).

Figura 3. Estrutura quimica do McN-A-343
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Fonte: Mitchelson (2012).

O McN-A-343 € um agonista parcial com afinidade com todos os cinco
subtipos de receptores muscarinicos de acetilcolina, com maior seletividade e
eficacia ao subtipo de receptor muscarinico M1. Por ser um agonista parcial, sua
acdo é dependente de fatores, tais como a densidade de receptores, eficacia de
acoplamento entre a ativacdo do receptor e a resposta do tecido. No entanto, a
eficacia elevada relativamente aos receptores M1 levou ao seu uso generalizado
para distinguir as respostas mediadas através dos receptores M1 daqueles
utilizando subtipos de receptores muscarinicos M2 ou M3, especialmente no sistema
nervoso central (MITCHELSON, 2012). Estudos com McN-A-343 foram usados para
caracterizar a presenca de receptores M1 no trato gastrointestinal, em comparacao
com os receptores M2 e M3 (EHLERT, et al., 1999; FIGUEROA, et al., 2009).
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O McN-A-343 tem sido utilizado com frequéncia como um agonista
muscarinico em preparacdes nas quais existem evidéncias que o0 receptor
muscarinico M1 pode produzir diferentes efeitos farmacologicos em tecidos com
multiplos subtipos de receptores muscarinicos (MITCHELSON, 2012).

A resposta farmacolégica do McN-A-343 in vivo € bloqueada pela
administracdo do antagonista seletivo do receptor muscarinico M1, a pirenzepina
(FIGUEROA, et al., 2010). A pirenzepina esta ligada a historia da farmacologia dos
receptores muscarinicos, sendo o primeiro antagonista a demonstrar afinidade
substancialmente seletiva ao receptor muscarinico M1 em diferentes tecidos e
regides do sistema nervoso central contendo diversos receptores muscarinicos. Este
antagonista exibe uma afinidade substancial superior ao receptor muscarinico M1. A
pirenzepina é utilizada clinicamente no tratamento de Ulceras gastricas (PEDIANI et
al.,, 2016). Dessa forma, a utilizacdo de agonistas e antagonistas seletivos ao
receptor muscarinico M1 representa uma ferramenta util para avaliar as acgfes

farmacoldgicas mediadas por este receptor em diversos tecidos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a resposta anti-inflamatéria mediada pelo receptor muscarinico M1 em
modelo experimental de colite induzida por acido acético.

3.2. Objetivos Especificos

v' Padronizar o modelo de colite por acido acético utilizando diferentes tempos
de avaliacdo em camundongos;

v Avaliar o intervalo de tempo do pico inflamatério provocado pelo acido acético
a 6% como indutor de colite ulcerativa,

v" Modulacao farmacolégica do receptor muscarinico M1 pela administracao do
McN-A-343 (agonista do receptor muscarinico M1) ou McN-A-343 e
pirenzepina (antagonista do receptor muscarinico M1) durante a colite
experimental induzida por acido acético sobre:

» Escores macroscopicos e microscopicos de lesdo, peso Umido do
colon;

= Atividade da enzima mieloperoxidase no tecido intestinal;

» Indicadores de estresse oxidativo como os niveis de glutationa (GSH) e
malondialdeido (MDA);

* Producéo e liberacdo da citocina pré-inflamatoria IL-1B na mucosa do

célon.
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4. METODOLOGIA

4.1. Drogas e Reagentes

O acido acético, a pirenzepina foram obtidos da “Sigma-Aldrich, Brasil” e o
MCN-A-343 pela “Tocris Biosciense, Bristol”. Todas as drogas foram dissolvidas em
solucéo salina ou solucédo tampéao fosfato-salina (PBS). Todos o0s outros produtos
quimicos e reagentes foram de grau analitico e obtidos a partir de fornecedores

comerciais padrao.

4.2. Animais

Para este estudo foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus),
variedade Swiss, machos (25-30 g) provenientes da Universidade Federal do Piaui
(UFPI). Para cada experimento foi utilizado um numero de 6 animais por grupo
(n=6). Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura (22 + 2°C) e ciclo
claro/escuro (12/12h). Além disso, até o momento da realizacdo dos experimentos
0S animais permaneceram com racdo apropriada e agua ad libitum. Antes dos
experimentos os animais foram submetidos ao jejum de 16 horas, mas com livre

acesso ao consumo de agua.

4.3. Considerag6es Eticas

Os procedimentos e protocolos experimentais usados nesse estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da
Universidade Federal do Piaui (Protocolo n° 087/15) (ver anexo 1). Todos os
procedimentos e cuidados foram conduzidos de acordo com as normas
internacionalmente aceitas para utilizacdo de animais em projetos de pesquisa e do

COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal).
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4.4. Padronizagdo do modelo de colite por 4cido acético

A colite foi induzida por acido acético de acordo com método descrito por
Guazelli et al.,, (2013) com modifica¢cdes. Os animais foram mantidos em jejum
durante 16 horas para a inducao da colite e anestesiados com uma associacao de
xilazina (8 mg/kg) e quetamina (60 mg/kg) via intraperitoneal. Apdés, foi realizada a
lavagem do colon com 100 uL de solugao salina, e administrado uma Unica dose
intracol6nica de solucéo salina a 0,9% ou uma
solucado de acido acético a 6% com pH a 2,5 no volume de 200 uL. Os animais foram
posicionados em decubito lateral esquerdo para ser introduzido por via retal uma
sonda de polietileno com 3 centimetros de comprimento para a administracdo das
solucdes de acido acético ou salina. Cada animal permaneceu suspenso pela cauda
por 30 segundos para evitar o retorno das solucdes. Apés a inducdo da colite os
animais foram eutanasiados nos seguintes tempos 6, 18 e 24 horas para analise dos
parametros inflamatérios, utilizando amostras do tecido do colon para: avaliacdo dos
escores macroscopicos, peso Umido, MPO, GSH e MDA. Foram utilizados esses

tempos de acordo com resultados de Guazelli et al., (2013). (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica do protocolo experimental de inducdo da
colite por acido acético.
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Fonte: Autoria propria.

4.5. Avaliacado da resposta anti-inflamatoria mediada pelo receptor muscarinico

M1 no curso da colite induzida por acido acético.

A colite foi induzida por &cido acético de acordo com 0s grupos experimentais
descrito na figura 5. Para analisar a acdo anti-inflamatéria da via muscarinica
durante a colite, os animais foram tratados com trés doses diferentes do McN-A-343
para estabelecer a concentracdo do agonista muscarinico do receptor M1 com
melhor efeito anti-inflamatério de acordo com o estudo de Zhong et al., (2014). Para
a confirmacéo da participacdo do receptor muscarinico M1 na agéo anti-inflamatoria,
foi utilizada a melhor concentracdo do McN-A-343 com efeito anti-inflamatorio e sua
acao foi bloqueada usando pirenzepina (PIR; antagonista do receptor M1) de acordo
com o estudo de Mendes et al., (2009). Apos 18 h da indugéo da colite os animais
com e sem colite, tratados com McN-A-343 ou dexametasona ou com McN-A-343 e
pirenzepina foram eutanasiados e 5 cm dos segmentos intestinais foram coletados
para avaliacdo dos escores macroscopicos e microscopicos de lesdo, peso umido do

coélon, analise bioquimica: MPO, dosagens de GSH, MDA e citocina IL-1f.
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Figura 5. Representacdo esquemaética dos grupos experimentais e dos tratamentos
realizados durante a colite induzida por acido acetico.
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4.5.1. Avaliagcdo dos escores macroscopicos de lesdo

Os animais foram eutanasiados pela utilizacdo de uma dose letal de
Quetamina (240 mg/kg) combinado com Xilazina (30 mg/kg) de acordo com a dose
anestésica utilizada por Guazelli et al., (2013). Em seguida, foi realizada uma incisao
mediana com abertura da cavidade peritoneal. Apds a identificacdo do célon, foi
isolado uma extensdo de 5 cm do intestino dos animais. A peca foi aberta
longitudinalmente, lavada com soro fisiolégico e distendida sobre uma superficie
plana para a avaliagdo do escore macroscopico seguindo a técnica descrita por

Morris (1989), conforme mostra a tabela 1.
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Tabela 1. Avaliacdo dos escores macroscopicos das lesdes intestinais de animais
com e sem colite induzida por &cido acético.

Critério Escore

Aparéncia normal 0
Hiperemia local sem Ulceras

Ulceracdo sem hiperemia ou espassamento da parede colbnica
Ulceracado com inflamag&o em um sitio

Ulceracao / inflamag&@o em dois ou mais sitios

a b~ W N P

Lesdao principal estendendo-se por 1 cm ao longo do cdélon
Area de lesdo > 2 cm ao longo do comprimento do colon. A 6-10

quantificagdo € aumentanda em 1 para cada centimetro adicional.

Fonte: Morris (1989).

4.5.2 Mensuracdo do peso umido do colon dos animais

Os segmentos distais do colon foram secionados, medindo 5 centimetros, a
fim de determinar o peso umido do colon. Posteriormente, foi feita a pesagem
desses fragmentos e os resultados foram expressos como peso Uumido em g/5cm de

célon.

4.5.3 Avaliagdo dos escores microscopicos de leséo

ApOs a avaliacdo do peso uUmido foi realizada a analise dos escores
microscépicos de lesdo. Os segmentos intestinais foram fixados em solucdo de
formaldeido tamponado com fosfatos a 10% (pH=7), lavados e submetidas a
desidratacéo gradual crescente com solucdes alcoolicas ascendentes de 30%, 50%,
70%, 90% em intervalos de uma hora cada e por fim no alcool absoluto por uma
hora e meia. O processo de diafanizacao foi feito em xilol I por 45 minutos e em xilol
Il por mais 45 minutos, inclusdo em parafina liquida para banho | por 15 durante 20
minutos a 80°C e parafina liquida para inclusdo Il a 80°C. Quando derretida e
resfriada a parafina, essa foi aparada em um bloco e cortada com lamina de aco
pelo micrétomo (LUPETEC®, MRP 09). A desparafinizacéo foi feita com xilol | por 7

minutos e mais 3 minutos com xilol Il. Em seguida, foi feita a hidratacdo com alcool
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absoluto por 7 minutos, alcool 90%, 75%, 50%, 30%, agua destilada | e agua
destilada 1l por dois minutos cada. A coloracdo foi feita com hematoxilina por 2
minutos, banho em agua corrente por 3,5 minutos, seguido da coloracdo eosina por
5 minutos e banho em agua corrente, foi secado em temperatura ambiente e
seguido para a montagem das laminas para visualizagdo em microscopio de luz
(NOVA®). Foram obtidas uma lamina para cada animal, totalizando 6 laminas por
grupo. Em seguida, um histopatologista de forma randomizada avaliou a severidade
da colite pela técnica descrita por Appleyard & Wallace (1995) de acordo com a
tabela 2.

Tabela 2. Avaliacdo dos escores microscopicos das lesdes intestinais de animais
com e sem colite induzida por acido acético.

Critério Escore

Perda da arquitetura da mucosa 0-3
Infiltrag&o celular
Espessamento da camada muscular

Formacé&o de abscesso em cripta

o O O O

-3
-3
-1
-1

Auséncia de células caliciformes

Fonte: Appleyard e Wallace (1995).

4.5.4 Ensaio de Mieloperoxidase

Este ensaio foi realizado para avaliar a infiltracdo de neutréfilos na mucosa
intestinal induzida por acido acético de acordo com protocolo estabelecido por
Bradley e colaboradores (1982). Para mensurar a concentracdo dessa enzima, foi
utilizado 50-100 mg do colon dos animais que foram colocados em tampao de
brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB). Posteriormente, foram maceradas em
um macerador Polytron (13000 rpm) e centrifugado durante 15 minutos a 3000 rpm
em uma centrifuga refrigerada (4°C). Logo em seguida, do sobrenadante foi
pipetado numa placa (10ul) em seguida foram acrescentados nessa placa 200ul da
solugdo de leitura (27 ml de H20 + 5 mg de O-dianisidina em 3 ml de fosfato de
potassio + 15 ul de peroxido de hidrogénio H202). Em seguida a placa foi lida em um

leitor de ELISA a 450nm. O resultado foi expresso em UMPO/mg de tecido.
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4.5.5. Analise dos niveis de glutationa na mucosa intestinal

Apoés a eutanasia dos animais foram retiradas amostras do célon dos animais
para a analise dos niveis de glutationa na mucosa intestinal pelo método de Sedlak
e Lindsay (1968). Para determinacdo dos niveis de grupos sulfidrilicos né&o-
protéicos, uma amostra de 50 a 100 mg da mucosa intestinal de cada animal foi
homogeneizada em EDTA 0.02 M, seguindo a proporcao de 1:10, ou seja, para cada
100 mg de tecido usou-se 1 ml de EDTA. Aliquotas de 400 yL do homogenato foram
misturadas a 320 yL de agua destilada e a 80 yL de acido tricloroacético (TCA) a
50% para precipitacdo de proteinas. Os tubos foram centrifugados por 15 minutos a
3.000 rpm a 4° C. A um total de 400 uL do sobrenadante foi adicionado 800 uL de
tampéao Tris 0,4 M (pH 8.9) e 20 uL de DTNB (reagente de Ellman) 0,01 M. A mistura
foi entdo agitada por trés minutos e cada amostra foi lida no espectrofotdmetro a um
comprimento de onda de 412 nm. As concentracdes de grupos sulfidrilicos nao-

protéicos foram expressas em mg de GSH/g de tecido.

4.5.6 Determinacdo de malonilaldeido na mucosa intestinal

Os niveis de malondialdeido na mucosa intestinal foram determinados pelo
método de Mihara e Uchiyama (1978). As amostras de tecido foram
homogeneizadas em cloreto de potassio (KCI) na proporcdo de 100mg de tecido
para 1 ml de KCI a 0,15 M, em seguida foram retirados 250 uL do homogenato e
acrescentado 1,5 ml de HsPOa4 (1%) e 0,5 ml de uma solugdo aquosa de &cido
tiobarbittrico aguoso (0,6%). Os tubos foram aquecidos por 45 minutos em banho-
maria e a mistura reacional foi entdo resfriada em um banho de agua gelada,
seguida da adicao de 2 ml de n-butanol. Os conteddos foram misturados por 1 min.
com um misturador "vortex" e depois centrifugados a 1200 rpm por 15 minutos, a
fase butandlica de cada amostra foi lida em espectrofotbmetro em dois
comprimentos de onda simultaneos: 520 e 535nm. Os resultados foram expressos

em nmol de MDA/g de tecido.
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4.5.7. Mensuracao de IL-1f intestinal

Para dosagem da citocina pré-inflamatéria IL-1B, os segmentos do célon dos
animais foram retirados e adicionados em um tampé&o inibidor de protease (500 pL
de tampdo para cada 100 mg de tecido) e depois processados em um
homogenizador de tecido e centrifugado a 3000 rpm a 4° C por 10 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e incubado com 2 ug/ml de anticorpo
(anticorpo de captura) diluido em tampao de bicarbonato (pH 8.2), 100 uL por pogo
por 24 horas a 4 °C. A placa foi lavada com PBS -Tween 20 a 0,1%. A reacéo foi
bloqueada com albumina bovina 1% diluida em tampao de lavagem, 100 pL por
poco por 2 horas a temperatura ambiente. Depois a placa foi novamente lavada
usando a mesma solugdo. A placa foi entdo incubada com a curva padréo das
citocinas (IL-1B) diluidas em tampé&o de lavagem e com as amostras de tecido do
intestino a serem dosados, 100 pyL por pogo por 24 horas a 4 °C. A placa foi
novamente lavada e depois incubada com o anticorpo biotinilado diluido de 1:1000
em tampdo de lavagem contendo 1% de soro de carneiro por 1h & temperatura
ambiente. Novamente a placa foi lavada e depois incubada com avidina peroxidase
(DAKO) diluida de 1:5000 em tamp&o de lavagem, 100 uL por pogo por 15 minutos a
temperatura ambiente. A placa foi entdo lavada e incubada com o-fenilenediamina
diidrocloreto (OPD) em tampao, 100 pL por pogo, no escuro a temperatura ambiente
por de 20 minutos. A reacdo foi parada com 150 yL por pogo de H2SOs4 1M. A
intensidade da coloracéo foi medida em espectrofotometro a 450 nm e os resultados
foram expressos como média + erro da quantidade de IL-18 em pg/ml (TAVARES-
MURTA et al., 2008).

4.6. Analise estatistica

Os dados foram apresentados como a média (+ EPM) de animais em cada
grupo (n=6). Os testes estatisticos foram realizados no software Graphpad Prism
(versdo 5.0). A significancia estatistica das diferencas entre os grupos foi
determinada por analise unidirecional da variancia (ANOVA) seguida do teste
comparacdes multiplas de Student-Newman-Keuls. Os escores histologicos foram

avaliados pelo teste n&o-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
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multiplas comparagbes de Dunns. Para todos os testes foram considerados
significativos valores de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Padronizac&o do modelo de colite por acido acético.

5.1.1. Agéo do &cido acético sobre os escores macroscopicos de leséo.

Na figura 6, pode-se observar um aumento significativo no nivel de lesdes
inflamatorias nos diferentes grupos que receberam acido acético a 6%, que tiveram
0s seguintes resultados de média de escores: grupo de 6h - 7,000 * 1,342; grupo de
18h - 15,67 + 2,201; grupo de 24h - 3,857 + 0,553, quando comparados aos animais
do grupo controle negativo que receberam apenas solucao Salina 0,9% intracolonica
(grupo SAL) (0,333 £ 0,210). Além disso, entre os trés grupos de animais que
receberam a injecao intracoldnica de acido acético, pode-se observar que apos 18h
da indugdo da colite houve maior numero de lesfes inflamatdrias intestinais de
forma significativa entre todos o0s grupos analisados e consequentemente uma maior

meédia de escores macroscopicos apos a inducéo da colite.

Figura 6. Acdo do &cido acético sobre os escores macroscopicos de lesdo em
camundongos com e sem colite.
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Os camundongos receberam salina 0,9% (200 ul) ou acido acético a 6% (200 ul) para a indugao da
colite. Apds 6h, 18h e 24h os animais foram eutanasiados e os abdémens foram abertos. Apoés a

identificacdo do intestino, as amostras de tecido (5 cm) foram recolhidas para avaliacdo dos escores
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macroscopicos de leséo. Os resultados foram expressos como EPM de 6 animais por grupo. *p<0,05
Vs grupo salina; #p<0,05 vs os grupos que receberam acido acético e foram eutanasiados nos tempos

de 6 e 24 hora ap6s a indugdo da colite (ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls).

5.1.2. Efeito do acido acético sobre o peso umido do célon dos animais com e sem

colite.

Apoés as pesagens dos segmentos de 5 cm do colon dos animais, observou-
se gue o grupo dos animais que receberam apenas salina 0,9% apresentaram baixa
média de peso umido dos colons (SAL: 0,197 + 0,012 g/5cm) em comparacao com
0S grupos que receberam acido acético 6% (grupo de 6h - 0,291 + 0,019 g/5cm;
grupo de 18h - 0,431 = 0,020 g/5/cm e grupo de 24h - 0,327 £+ 0,012 g/5cm) como
representado na Figura 7. Foi observado que apés 18h da indugéo da colite obteve-
se 0 maximo aumento do peso Umido dos cdélons (p<0,05) entre 0os grupos de

animais que receberam a solucao acida.

Figura 7. Efeito do acido acético sobre o peso umido do colon dos animais com e
sem colite
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Apés, a avaliagdo dos escores macroscopicos de lesdo foram recolhidas as amostras de tecido
intestinal (5 cm) para analise de peso Umido. Os resultados foram expressos como EPM de 6 animais

por grupo. *p<0,05 vs grupo salina; #p<0,05 vs os grupos que receberam &acido acético e foram
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eutanasiados nos tempos de 6 e 24 hora apés a indugdo da colite (ANOVA seguido pelo teste de

Student-Newman-Keuls).

5.1.3. Acdo do acido acético sobre a atividade da mieloperoxidase no colon de

camundongos

O segmento de colon dos animais foi analisado quanto a atividade da enzima
MPO. Observa-se que os animais que receberam acido acético no célon (6h - 7,82 £
0,41 UMPO/mg de tecido; 18h - 30,93 + 2,53 UMPO/mg de tecido; 24h - 10,85 *
2,79 UMPO/mg de tecido) apresentaram aumento da atividade da enzima MPO
gquando comparado aos animais que receberam apenas salina 0,9% (SAL; 7,11 *
0,84 UMPO/mg de tecido). Ainda observou-se aumento significativo da atividade da
enzima mieloperoxidase no célon dos animais no intervalo de 18h apds a inducao da
colite, entre os grupos que receberam somente &cido acético via intracolénica
(p<0.05) (Figura 8).

Figura 8. Acéo do 4cido acético sobre a atividade de MPO no tecido intestinal.
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Na indugéo da colite os animais receberam salina (200 pl) ou acido acético a 6% (200 pl). Apos 6h,
18h e 24h os animais foram eutanasiados e realizada a coleta das amostras do célon para a
avaliacdo da atividade de MPO. Os resultados sdo expressos como EPM de 6 animais por grupo.

*p<0,05 vs grupo salina; #p<0,05 vs 0s grupos que receberam acido acético e foram eutanasiados nos
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tempos de 6 e 24 hora apés a inducao da colite (ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-

Keuls).

5.1.4. Acao do acido acético sobre a concentracao colonica de glutationa

Os grupos dos animais que receberam por via intracolonica acido acético a
6% apresentaram como resultados um maior nivel de consumo de GSH (grupo de
6h - 93,03 £ 5,13 pg/g de tecido; grupo de 18h - 31,22 + 6,61 pg/g de tecido; grupo
de 24h - 129,2 + 8,83 ug/g de tecido) quando comparados aos animais do grupo
controle-negativo (grupo SAL) que apresentaram o menor nivel de consumo de GSH
entre 0s grupos analisados (162,9 + 15,28 ug/g de tecido). Evidenciou-se ainda, que
depois de 18h da inducdo da colite houve maior aumento significativo no consumo
de GSH pelos radicais livres provenientes da lesdo com uma diferenca estatistica
significativa em relagdo aos grupos de animais que foram administrado acido acético
e eutanasiados apds 6 e 24 horas da inducdo da colite e também com o grupo

controle negativo (p<0,05) (Figura 9).

Figura 9. Agcdo do &cido acético sobre os niveis coldonicos de glutationa em
camundongos com colite e sem colite.
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Na indugéo da colite os animais receberam salina (200 pl) ou acido acético a 6% (200 pl). Apos 6h,
18h e 24h os animais foram eutanasiados e realizada a coleta das amostras do célon para a
mensuracao dos niveis de GSH. Os resultados sdo expressos como EMP de 6 animais por grupo.

*p<0,05 vs grupo salina; #p<0,05 vs o0s grupos que receberam acido acético e foram eutanasiados nos
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tempos de 6 e 24 hora apés a inducao da colite (ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-

Keuls).

5.1.5. Efeito do acido acético sobre os niveis de malonildialdeido no tecido intestinal

Os resultados mostrados na Figura 10 evidenciam que 0S grupos que
receberam acido acético (grupo de 6h - 91,11 + 6,42 nmol/g de tecido e grupo de
18h - 122,3 + 13,31nmol/g de tecido) expressaram um aumento estatisticamente
significativo nas concentracbes de MDA em comparacdo ao grupo salina (25,74 +
6,90 nmol/g de tecido). Contudo, o grupo 24h que recebeu acido acético (25,14 *
6,61 nmol/g de tecido) ndo apresentou uma reducdao significativa dos niveis de MDA
em comparacdo ao grupo controle negativo (SAL). O grupo que recebeu &cido
acético e sofreu eutanasia com 18h apdés a inducdo da colite demonstrou um
significativo aumento dos niveis de MDA em relacdo a todos os grupos testados
(p<0,05).

Figura 10. Efeito do acido acético sobre niveis de MDA em tecido intestinal de
camundongos.
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Na indug&o da colite os animais receberam salina (200 pl) ou acido acético a 6% (200 pl). Apds 6h,

18h e 24h os animais foram eutanasiados e realizada a coleta das amostras do célon para dosagem
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de MDA. Os resultados s&o expressos como EPM de 6 animais por grupo. *p<0,05 vs grupo salina;

#p<0,05 vs os grupos que receberam &cido acético e foram eutanasiados nos tempos de 6 e 24 hora

apo6s a inducao da colite (ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls).

Estes resultados apresentados acima sugerem que o pico inflamatorio da
colite induzida por acido acético ocorre apos 18 horas da indugéo. Entdo, a partir
desse resultado a eutanasia dos animais nos ensaios subsequentes ocorreram

nesse horario.

5.2. Resposta anti-inflamatéria mediada pelo receptor muscarinico M1 durante
a colite experimental induzida por &cido acético.

5.2.1. Modulacdo farmacologica do receptor muscarinico M1 sobre os escores

macroscopicos de lesdo na colite induzida por &cido acético.

A pontuacdo de danos macroscoépicos foi atribuida apés 18h da inducédo da
colite, de acordo com a gravidade dos danos no colon de cada camundongo. Como
representado na Figura 11, observou-se, que os animais que receberam somente
acido acético a 6% intracolon obtiveram aumento significativo na pontuacdo de
danos macroscépicos de lesdo inflamatoéria colénica (16,56 £ 0,94) em relacdo ao
grupo controle negativo (grupo SAL: 0,33 + 0,21). Tal diferenca de escores pode ser
vista na Figura 12A e 12B que mostram colon dos animais que receberam salina e
acido acético, respectivamente. O colon do animal do grupo salina mostra aparéncia
normal sem foco inflamatorio, hiperémico ou de uUlcera; ao contrario do célon com
colite, que apresenta muita hiperemia, aparéncia inflamada se estendendo por toda
a porcao do fragmento, com varios focos de Ulceracdo. Por outro, lado os animais
tratados com McN-A-343 1,0 mg/kg (11,73 * 1,46) e McN-A-343 1,5 mg/kg (7,77
0,70) apresentaram diminuicdo estatisticamente significativa dos escores
macroscopicos de lesdo em comparagdo com o grupo acido acético (Figura 11). O
grupo tratado com McN-A-343 (0,5 mg/kg; 14,86 + 2,02) ndo demonstrou uma
diminuicdo significativa nos escores macroscopicos comparados ao grupo acido
acético. Notou-se que a dose de 1,5 mg/kg de McN-A-343 apresentou um melhor
efeito numérico na reducdo dos escores macroscopicos de lesdo. Na Figura 12C

esta representado o célon de animal com colite e tratado com McN-A-343 1,5 mg/kg
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que mostra uma hiperemia notavel, ndo apresenta foco de Ulceras e possui
aparéncia menos inflamada que o coélon do animal com colite (Figura 12B). Os
animais tratados com o farmaco de referéncia (grupo DEXA 2 mg/kg; s.c.), tiveram
reducdo da lesdo no colon representada como diminuicdo significativa dos escores
inflamatorios atribuidos (6,50 + 1,80) em comparagcdo ao grupo controle positivo
(grupo acido acético). Essa diminuicdo de escores pode ser vista também na Figura
12E que mostra célon de animal com colite e tratado com a Dexametasona, que por
sua vez tem hiperemia local com uma quantidade reduzida de ulceras quando se
compara ao grupo &cido acético, mostrado na Figura 12B. Além disso, a
coadministracdo de McN-A-343 (1,5 mg/kg; i.p.) e pirenzepina (PIR; 10 mg/kg; i.p.)
aumentou significativamente a pontuacdo de danos macroscopicos (15,33 £ 2,01) no
tecido intestinal quando comparado ao grupo de animais que foi tratado somente
com McN-A-343, de tal modo, que ndo houve diferenca estatistica significativa
também com grupo que recebeu somente acido acético. Na Figura 12D, vé-se que a
aparéncia do colon dos animais tratados com McN-A-343 e pirenzepina se
assemelha bastante com a aparéncia do célon dos animais que foram submetidos a
colite (Figura 12B), onde observa-se inflamagédo aparente com hiperemia e
ulceracao estendendo-se por uma grande porcéo do tecido intestinal.
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Figura 11. Modulacdo farmacoldgica do receptor muscarinico M1 sobre os escores
macroscopicos de leséo intestinal
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Os camundongos foram tratados com McN-A-343 (0,5; 1,0 e 1,5 mg/ kg; i.p.) ou DEXA (2 mg/kg, s.c.)
ou McN-A-343 (1,5 mg/kg; i.p.) mais PIR (10 mg/kg; i.p.). Apds 18 horas da indugéo da colite por
acido acético a 6% os camundongos foram eutanasiados. Os animais eutanasiados, tiveram o0s
abddmens abertos, retirados os coléns e lavados com solugdo salina. Em seguida foi feita a anélise
de leséo inflamatoéria macroscopica. Cada barra representa a media + EPM do somatério dos escores
obtidos. #p<0.05 vs o grupo salina; *p<0.05 vs grupo &cido acético e ¥p<0,05 vs grupo McN-A-343
1,5mg/kg (ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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Figura 12. Fotografia do tecido colonico representando a modulacédo farmacologica
do receptor muscarinicos M1 sobre os danos inflamatérios macroscopicos na colite
experimental induzida por acido acético

Os segmentos de 5 cm do célon dos animais apés 18h da inducédo da colite. Colon de animal que
recebeu apenas solugdo Salina 0,9% intracdlon - grupo SAL, controle negativo (A); Cdélon de animal
com colite induzida por acido acético 6% intracdlon, controle positivo (B); Cdlon de animal com colite
e tratado com McN-A-343 1,5 mg/kg, i.p. (C); Célon de animal com colite e tratado com McN-A-343
1,5 mg/kg, i.p. + pirenzepina 10 mg/kg, i.p. (D); e Cdblon de animal com colite e tratado com
Dexametasona 2 mg/kg s.c. (E).

5.2.2. Modulagéo farmacoldgica do receptor muscarinico M1 sobre o peso Umido do

colon de animais com colite

Conforme mostra a Figura 13, observou-se aumento estatistico significativo
do peso umido de 5 cm do célon dos camundongos do grupo acido acético-controle
positivo (0,3576 + 0,0188 g/5/cm) quando comparado ao peso dos 5 cm dos célon
dos camundongos do grupo controle negativo ( grupo SAL: 0,2238 + 0,0115 g/5/cm).
Houve uma diminuigcdo significativa do peso umido do colén dos animais tratados
com McN-A-343 (1,0 mg/kg ip.: 0,2561 = 0,0125 g/5cm; 1,5 mg/kg i.p: 0,2355 +
0,0063 g/5cm) em comparacdo com o grupo acido acético. Efeitos similares foram
detectados nos animais tratados com dexametasona 2 mg/kg s.c. (0,2688 + 0,0135
g/5/cm) que apresentaram diminuicéo significativa do peso umido dos fragmentos do
cOlon. Enquanto, que o grupo tratado com McN-A-343 (0,5 mg/kg; 0,3561 + 0,0239
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g/5/cm) ndo apresentou diminuicao significativa do peso umido do colén em relagéo
ao grupo &cido acético. O tratamento na concentracdo de 1,5 mg/kg de McN-A-343
mostrou uma tendéncia a apresentar um melhor efeito na reducéo do peso umido do
intestino em comparacdo com as outras doses de McN-A-343 (0,5 e 1,0 mg/kg)
durante a colite induzida por &cido acético. No entanto, o grupo em que foi co-
injetado McN-A-343 (1,5 mg/kg; i.p.) e pirenzepina (PIR; 10 mg/kg; i.p.) ocorreu
aumento significativo no peso umido dos célons (0,4370 + 0,0318 g/5cm ) quando
comparado ao grupo tratado com McN-A-343 1,5 mg/kg, sem apresentar, inclusive,
nenhuma diferenca estatistica significante com o grupo dos animais que receberam

somente acido acético intracoldnico.

Figura 13. Modulacao farmacoldgica receptor muscarinico M1 sobre o peso Umido
de 5 cm do célon dos animais com colite.
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Os camundongos foram tratados com McN-A-343 (0,5; 1,0 e 1,5 mg/kg, i.p.) ou DEXA (2 mg/kg, s.c.)
ou McN-A-343 (1,5 mg/kg, i.p.) + PIR (10 mg/kg; i.p.). Apos 18 horas da indugdo da colite os
camundongos foram eutanasiados. Em seguida ocorreu a coleta da por¢édo de 5 cm das amostras do

colén dos animais para mensuracao do peso umido. Os dados sdo expressos como média + EPM de
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peso Umido em g/5cm do célon de 6 animais por grupo. #p<0.05 vs o grupo salina; *p<0.05 vs grupo
acido acético e ¥p<0,05 vs grupo McN-A-343. (ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-

Keuls).

5.2.3. Modulacéo farmacolégica do receptor muscarinico M1 sobre a atividade de

mieloperoxidase em animais com colite.

Na avaliacdo da atividade enzimatica de mieloperoxidase no coélon dos
animais com colite houve um aumento significativo (p <0,05) na atividade desta
enzima (44,84 + 6,617 UMPO/mg de tecido) em relagcdo ao grupo controle negativo
(SAL; 9,273 + 2,187 UMPO/mg de tecido). Os grupos tratados com McN-A-343 na
dose de 0,5 mg/kg (25,55 + 4,551 UMPO/mg de tecido) ou 1,0 mg/kg (9,606 + 2,201
UMPO/mg de tecido) ou 1,5 mg/kg (2,866 + 1,389 UMPO/mg de tecido)
apresentaram uma diminuicdo significativa da atividade enzimética quando
comparada com o grupo acido acético. O McN-A-343 (1,5 mg/kg) demonstrou uma
melhor resposta na reducéo da atividade da mieloperoxidase em relacdo as outras
doses de McN-A-343. Os animais tratados com DEXA 2 mg/kg obtiveram uma
reducdo significava da atividade da MPO (8,099 + 1,747 UMPO/mg de tecido) em
relacdo aos animais com colite (Figura 14). Os camundongos tratados com McN-A-
343 (1,5 mg/kg; i.p.) mais pirenzepina (PIR; 10 mg/kg; i.p.) mostraram aumento da
atividade de MPO no célon (2,187 + 6,617 UMPO/mg de tecido) quando comparados
aos animais tratados apenas com o0 agonista M1, tal aumento da atividade da

enzima se deu de maneira semelhante ao ocorrido no grupo acido acético.
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Figura 13. Modulacéo farmacoldgica do receptor muscarinico M1 sobre a atividade
da MPO no célon dos camundongos com colite.
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Os camundongos foram tratados com McN-A-343 (0,5; 1,0 e 1,5 mg/kg, i.p.) ou DEXA (2 mg/kg, s.c.)
ou McN-A-343 (1,5 mg/kg, i.p.) + PIR (10 mg/kg; i.p.). Apos 18 horas da inducdo da colite os
camundongos foram eutanasiados, as amostras do coélons foram recolhidas e realizada a analise da
atividade de MPO. Os dados foram expressos como média + EPM de UMPO/mg de tecido de 6
animais por grupo. #p<0.05 vs o grupo salina; *p<0.05 vs grupo acido acético e *p<0,05 vs grupo
McN-A-343 (ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls).

5.2.4. Modulacdo farmacologica do receptor muscarinico M1 sobre os critérios

microscopicos de lesdo durante a colite induzida por acido acético

Na avaliacdo histopatologica os animais do grupo controle (grupo SAL; Figura
14 A) obtiveram pontuagbes minimas de escores microscopicos para todos os
parametros avaliados (Tabela 3). JA os animais com colite, sem nenhum tratamento
apresentaram uma significativa perda da arquitetura da mucosa 3 (3-3), intensa

infiltracdo de células 3 (3-3), espessamento da camada muscular 3 (3-3), formacao
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de abscessos em cripta 1 (1-1), e deplecao de células caliciformes 1 (1-1), obtendo a
maior pontuacéo total de escores microscopico 11 (11-11) entre os grupos testados
(Figura 14 B e Tabela 3). A avaliacdo histolégica dos coélons de camundongos
tratados com McN-343 (1,5 mg/kg) mostrou uma reducdo significativa nos
parametros inflamatdrios avaliados em comparagdo com 0 grupo com colite e ndo
tratado, tais como, perda da arquitetura da mucosa 0 (0-1), infiltracdo de células 0
(0-1), espessamento da camada muscular 1 (0-1), formacdo de abscessos em cripta
0 (0-0), e deplecao de células caliciformes 0 (0-0). Desta forma, foi demonstrado que
a dose de 1,5 mg/kg de McN-A-343 apresentou uma reducao de 90,9% nos escores
totais de danos dos colons, em comparacdo com o grupo acido acético (Figura 14 C
e Tabela 3). Contudo, a coadministracdo de McN-343 (1,5 mg/kg) e pirenzepina (10
mg/kg) aumentou os parametros inflamatérios, ocorrendo um aumento da pontuacao
total de dano microscépico 11 vezes em comparagdo com o grupo McN-343 (Figura
14 D e Tabela 3). Os animais tratados com dexametasona (2,0 mg/kg) apresentaram
reducao estatisticamente significativa na pontuacéo total de escores microscépico de
lesdo 3 (0-3) (Figura 14 E e Tabela 3) quando comparado aos animais do grupo

acido acético.
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Figura 14. Microfotografia (10x, escala 50 pm) representando da modulagéo
farmacoldgica do receptor M1 sobre os danos microscopicos da lesao intestinal na
colite experimental induzida por acido acético.

Grupo de controle negativo (SAL; A); grupo colite, sem tratamento (B); grupo colite + McN-A-343 (1,5
mg/kg; C); grupo colite + McN-A-343 1,5 mg/kg + Pirenzepina 10 mg/kg (D); grupo colite + DEXA (2,0
mg/kg; E). As setas vermelhas representam perda da arquitetura da mucosa e a seta preta infiltragéo

celular.
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Tabela 3. Modulacao farmacoldgica do receptor muscarinico M1 sobre os critérios
microscopicos de lesao intestinal no modelo de colite experimental.

Média dos escores

Critérios SAL  Acido Acético Acido Acético  Acido Acético Acido Acético
6% 6% 6% 6%
+ + +
McN-A-343 McN-A-343 DEXA
1,5 mg/kg 1,5 mg/kg 2 mg/kg
+
PIR
10 mg/kg
Perda da 0(0-0) 3 (3-3)* 0 (0-1)* 3 (2-3)¥ 1(0-1)
arquitetura da
mucosa
Infiltrag&o celular  0(0-0) 3 (3-3)* 0 (0-1)* 3 (3-3)¥ 1(0-1)
Espessamento  0(0-0) 3(3-3)" 1 (0-1)* 3 (3-3)¥ 1(0-1)
muscular
Abcesso em 0(0-0) 1(1-1)* 0 (0-0)* 1(1-1)¥ 0 (0-0)*
cripta
Deplecéo de 0(0-0) 1(1-1)* 0 (0-0)* 1(1-1)¥ 0 (0-0)*
células
caliciformes
Escores totais de 0(0-0) 11 (11-11)* 1 (0-3)* 11 (10-11)¥ 3(0-3)*
danos

Escores de lesdo histoldgica foram expressos como média * erro (n=5-6) pelo teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. #p<0.05 vs grupo salina; *p<0.05 vs grupo acido
acético e ¥p<0,05 vs grupo McN-A-343.

5.2.5. Modulagéo farmacolégica do receptor muscarinico M1 sobre a concentracao
de GSH e MDA na mucosa intestinal de animais com colite induzida por acido

acético.

Na tabela 4, observa-se uma reducéo significativa nos niveis de GSH e um
aumento na concentracdo do MDA no grupo &cido acético (GSH 34,49 * 6,80 ug/ml;
MDA 125,8 + 14,80; IL-1B 3,58 + 0,07 pg/ml) quando comparado ao grupo controle
SAL (GSH 148,3 +14,34 pg/ml; MDA 54,34 + 13,61 nmol/ml). A administracéo de
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McN-A-343 conservou o0s niveis de GSH (93,15 £+ 12,20 pg/ml) e reduziu
significativamente a concentracdo de malondialdeido (43,26 + 10,16 nmol/ml) em
comparacao com o grupo acido acético. A coadministracdo de McN-343 (1,5 mg/kg;
i.p.) e pirenzepina (10 mg/kg; i.p.) inibiu o efeito do McN-A-343 de forma significativa
por reduzir a concentracdo de GSH 32,16 + 3,83 pg/ml e aumentar os niveis de
malondialdeido 149,1 + 14,19 nmol/ml na mucosa intestinal em comparagdo com o

grupo tratado apenas com o agonista do receptor muscarinico M1.

Tabela 4. Modulacdo farmacologica do receptor muscarinico M1 sobre a

concentracdo de GSH e MDA no célon de animais com colite.

Parametros
Tratamento Dose GSH MDA
(ma/kg) (ug/ml) (nmol/ml)
SAL 148,3 +£14,34 54,34 + 13,61
Acido Acético 6% 34,49+ 6,80 1258+ 14,80"
Acido Acético 6%
+
McN-A-343 1,5 93.15+12.20* 43,26 + 10,16*
Acido Acético 6%
+
McN-A-343 15 32,16 +3,83Y  149,1 + 14,19Y
+
PIR 10

Os valores bioquimicos foram expressos como média+ EPM por 5-6 animais por grupo. #p<0.05 vs o
grupo salina; *p<0.05 vs grupo acido acético e ¥p<0,05 vs grupo McN-A-343 (ANOVA seguido pelo

teste de Student-Newman-Keuls).
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5.2.6. Modulagéo farmacolégica do receptor muscarinico M1 sobre a concentracao

da citocina IL-1f no colon de animais com colite induzida por acido acético.

As mucosas intestinais dos animais submetidos a colite induzida por acido
aceético apresentaram um significativo aumento da concentracdo da citocina pro-
inflamatoria IL-1B (3,631 + 0,065 pg/ml) (Figura 15) quando comparado ao grupo
controle salina (SAL; 1,794 + 0,208 pg/ml). O grupo tratado com McN-A-343 (1,5
mg/kg; i.p.) apresentou uma reducéo significativa desta citocina analisada (IL-1p -
2,504 £ 0,336 pg/ml). Por outro lado, a coadministragdo de McN-A-343 (1,5 mg/kg) e
pirenzepina (PIR; 10 mg/kg; i.p.) inibiu o efeito do McN-A-343 (3,239 + 0,0962
pg/ml).

Figura 15. Modulacdo farmacolégica do receptor muscarinico M1 sobre a
concentracdo da citocina IL-1p no célon de animais com colite

41 #
_‘P
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o
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Acido Acético 6%

Os camundongos foram tratados com McN-A-343 (1,5 mg/kg, i.p.) ou McN-A-343 (1,5 mg/kg, i.p.) +
PIR (10 mg/kg; i.p.). Ap6s 18 horas da indugdo da colite os camundongos foram eutanasiados, as
amostras do coélons foram recolhidas e realizada a dosagem da citocina IL-1B. Os dados foram
expressos como média + EPM de 6 animais por grupo. #p<0.05 vs o grupo salina; *p<0.05 vs grupo
acido acético e ¥p<0,05 vs grupo McN-A-343 (ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-
Keuls).
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6. DISCUSSAO

Este estudo iniciou-se pela padronizacdo do modelo experimental de colite
induzida por acido acético, devido a inexisténcia de um consenso na literatura no
que se refere a concentracdo de acido acético ideal para induzir a colite ulcerativa
em animais. Os estudos que utilizam este modelo experimental preparam o &cido
acético em concentracoes variaveis de 3 a 7,5% (EL-ABHAR, 2008; GUAZELLI et
al., 2013; FANTINI, 2016; NAJAFI, 2017). Além disso, este trabalho teve como
objetivo mostrar o periodo do pico inflamatério provocado pelo acido acético a 6%,
como indutor de colite ulcerativa.

A colite ulcerativa induzida por acido acético € um modelo experimental
amplamente utilizado, caracterizado por uma resposta inflamatéria aguda, e
apresenta alteracdes morfoldgicas e perfil inflamatério similar a colite ulcerativa em
humanos (RANI et al., 2011; HARTMANN et al., 2012; MINAIYAN et al., 2014). Este
modelo causa uma acidificacdo intracelular, que resulta em danos epiteliais da
porcdo distal do célon com inflamacdo ndo transmural, necrose das camadas
mucosa e submucosa, edema mucoso, infiltracdo de neutréfilos na mucosa e
ulceracdes na submucosa (KANDHARE et al., 2012).

No presente trabalho, a administracdo de uma solucdo aquosa de acido
acético a 6% por via intracolénica e uma posterior analise do tecido do cdélon dos
animais 18h apds tal administracdo mostrou uma maior média de escores de leséo
inflamatdria macroscépica, bem como maior peso Umido das porcdes de 5 cm desse
tecido quando comparados aos valores obtidos com os grupos de animais que
também receberam a solucdo acida e que tiveram os colons analisados nos horarios
de 6 e 24h apds inducéo da colite.

O dano macroscopico na mucosa intestinal pela administracdo de &acido
acetico resulta em uma resposta inflamatoria com hiperemia na mucosa, edema e
ulceracdo no tecido do colon. Além disso, 0 peso Umido do tecido intestinal
inflamado representa um indicador macroscépico do grau de inflamacéo local pela
magnitude do edema e do infiltrado celular no tecido, sendo considerado um
importante parametro para avaliar a severidade e extensdo da doenga
(BUSSEROLLES et al., 2005; D’ARGENIO et al., 2012).

Dados similares aos obtidos nesta pesquisa no que se refere ao aumento do

dano macroscopico e 0 peso umido do célon dos animais submetidos a colite em
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relacdo ao grupo controle salina foram obtidos em estudos anteriores utilizando o
mesmo modelo experimental, porém com concentragfes de acido acético menores:
3% (AL-REJAIE et al., 2013; MINAIYAN et al., 2015) e 4% (FANTINI, 2016).

No modelo de colite a mieloperoxidase é considerada como a principal
enzima responséavel pelo dano tecidual. Essa enzima é encontrada nos neutrdéfilos e
sua atividade no cdlon esta linearmente relacionada a infiltracdo de neutrofilos. Essa
enzima é muito utilizada para mensurar de forma qualitativa a infiltracdo de
neutrofilos para tecido colbnico inflamado (PATIL et al., 2012; KUMAR et al.,
2014). Sob condigdes fisioldégicas normais, a MPO ¢ liberada a partir de granulos de
azurdfilos, quando ocorre um processo inflamatério ha o aumento da producéo desta
enzima (TAHAN et al., 2011).

Verificou-se que apo6s 18 horas da inducdo da colite experimental por acido
acético a 6% foi detectado um aumento na concentracdo de mieloperoxidase no
tecido intestinal em comparacdo aos grupos que receberam também a solucdo de
acido acético a 6% e foram analisados quanto a atividade de MPO em 6 e 24h
depois da inducdo da colite. Diante destes resultados pode-se inferir, que apés 18
horas da inducédo da colite ocorreu uma maior infiltracdo de neutrdfilos para o tecido
coldnico. Esses dados corroboram diretamente com o0s danos teciduais
macroscopicos e peso Umido dos colons descritos anteriormente.

A atividade da mieloperoxidase em diferentes intervalos de tempo apos
inducao da colite por acido acético também foi investigada por Guazelli et al., (2013).
Durante sua pesquisa foi utilizada uma concentragdo mais elevada de acido acético
(7,5%) para indugdo da colite em camundongos, e foram comparados os periodos
de 12 e 18h apds a administracdo do acido. Foi observado um resultado similar aos
encontrados no presente estudo de que a atividade da MPO foi superior em 18h
apos inducdo da colite.

Estudos tém indicado uma correlacdo entre a patogénese de colite ulcerativa
com o estresse oxidativo em ensaios pré-clinicos e clinicos (D'ODORICO et al.,
2001). Os leucdcitos ativados apresentam capacidade de produzir radicais
superoéxido, ocasionando a producao de espécies reativas de oxigénio (ADIL et al.,
2014; ASWAR et al., 2015). Experimentalmente, a colite induzida por acido acético
se caracteriza por danos oxidativos ocasionados pelo desequilibrio entre
substancias oxidantes e antioxidantes (DROGE, 2002). Esse modelo de colite causa

dilatacdo vascular, acumulacdo de neutrofilos, bem como um aumento no fluxo
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sanguineo, que conduz ao aumento da produgdo de oxigénio, consequentemente,
uma producao excessiva de EROs (CLOSA; FOLCH-PUY, 2000; HARTMANN et al.,
2012). As EROs foram relatadas em amostras colorretais de pacientes com colite
ulcerativa (TUZUN et al., 2002; BITIREN et al., 2010)

Um importante sistema de defesa contra radicais livres € o grupo sulfidrilico
ndo-protéico, conhecido como glutationa. Amplamente distribuido em todos os
tecidos bioldgicos e funciona como um antioxidante ndo-enzimatico. O GSH é um
tripeptideo (L-g-glutamil-L-cisteinilglicina) que exerce fun¢cbes essenciais na célula,
destacando-se sua fungdo como cofator da familia de enzima glutationa peroxidase.
O GSH inibe lesdes oxidativas e as EROs diretamente através de seu grupo
sulfidrila e indiretamente como um co-fator ou como uma coenzima no processo de
desintoxicacdo enzimatica (SIVAPRASAD et al., 2004). O GSH desempenha um
papel importante no transporte de aminoacidos e na sintese do DNA (RAYGUDE et
al., 2012).

Os dados alcancados mostraram que a mensuracao dos niveis de GSH apos
18h da colite dos resultaram nos menores valores entre todos 0s grupos que
receberam acido acético (mensuracdo em 6, 18 e 24h apos a colite). Assim, 0s
niveis mais baixos de GSH apontam um maior consumo desta pelas EROs ap6s 18
horas da indug&o da colite e um consequente um excessivo estresse oxidativo neste
periodo.

De maneira semelhante aos dados obtidos neste estudo, Tahan et al. (2011),
e Khandare et al. (2012), verificaram que a indu¢éo de colite por acido acético a 4%
produziu um significativo decréscimo nas concentracbes de GSH colbnico em
animais que foram submetidos a colite.

O aumento da oxidacdo e peroxidacdo lipidica é uma caracteristica
importante do modelo de colite induzida por acido acético, sendo a peroxidacao
lipidica mensurada pela concentragdo de malondialdeido no tecido inflamado
(KUMAR et al., 2014). O MDA € um produto secundario da peroxidagéo lipidica por
via enzimatica, derivado da ruptura de &cidos graxos poli-insaturados, sendo
utilizado como indicador de dano oxidativo para células e tecidos (DENG et al.,
2013; SADAR et al., 2016).

As investigacOes desta pesquisa mostraram que apés 18 horas da inducédo da
colite houve aumento significativo dos niveis de MDA na mucosa intestinal em

relacdo aos grupos que receberam igual concentragdo de acido aceético a 6% e



60

analisados em 6 e 24 horas apés administracdo do &cido. Esses achados refletem o
pico de estresse oxidativo desse modelo experimental ocorrendo em torno de 18
horas apds inducéo da colite.

Corroborando com o exposto acima, de acordo com os estudos de
Harputluoglu et al., (2006), Kandhare et al., (2012) e Kuznietsova et. al., (2016), a
administracdo intrarretal de acido acético a 4% causou aumento da concentragao de
malondialdeido no tecido intestinal durante a colite experimental.

A administracdo de acido acético a 6% no cdlon foi eficiente em provocar
colite nos animais testados. Por apresentar um efeito significativo do aumento das
lesbes macroscoépicas e peso Umido dos colons, aumento da atividade da enzima
mieloperoxidase, consumo de GSH e elevacao da concentracdo de MDA apd6s 18h
apos inducao da colite. Desta maneira, sugere-se que 0 acido acético a 6% foi eficaz
em induzir colite nos animais dos diferentes grupos e, aliado aos resultados obtidos
infere-se que o pico inflamatorio do modelo experimental se dé 18h apds a sua
administracdo. Por isso, esse intervalo de tempo foi utilizado nos demais ensaios por
representar o melhor periodo de avaliacdo dos diferentes parametros inflamatérios
durante a colite induzida por acido acético.

ApGs a padronizacdo do modelo experimental de colite por &cido acético, e o
estabelecimento do pico inflamatério desse modelo experimental foram realizados os
ensaios para avaliar a resposta anti-inflamatéria mediada pelo receptor muscarinico
M1 pela administracdo do McN-A-343 (agonista muscarinico do receptor M1) e pela
utilizac@o da pirenzepina (antagonista do receptor muscarinico M1) para confirmar o
envolvimento deste receptor na resposta anti-inflamatéria durante a colite induzida
por acido acético a 6% em camundongos.

Os resultados da modulacdo farmacologica do receptor muscarinico M1
sugerem uma resposta anti-inflamatéria mediada por este receptor. Tal resposta foi
observada pela acdo do agonista muscarinico M1, o farmaco McN-A-343 na dose
1,5 mg/kg, administrado por via intraperitoneal. Este apresentou capacidade de
reduzir as pontuacdes de escores macroscopicas de lesdo inflamatdria e o0 peso
umido do célon de animais que sofreram colite quando comparados aos animais do
grupo que receberam somente acido acético. Esta acdo foi também apontada
através do uso da droga pirenzepina, pois quando foi realizada a coadministracdo de
McN-A-343 e pirenzepina ocorreu um aumento nas pontuacdes macroscopicas de

leséo e do peso umido dos célons quando comparados aos animais que receberam
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0 agonista, se assemelhando aos resultados obtidos com o grupo acido acético, o
gue mostra que a inibicdo do efeito do agonista M1 bloqueou o efeito anti-
inflamatorio.

Resultados similares foram encontrados nos estudos de Munyaka et al.,
(2014), na qual a administragéo intra-cérebro-ventricular de McN-A-343 durante a
colite induzida por &cido dinitrobenzeno sulfénico (DNBS) diminuiu os escores
macroscopicos de lesdo do colon e a relacdo peso comprimento do coélon,
proporcionando uma melhora da gravidade da colite. Tal resultado, assim como 0s
achados neste trabalho, mostram o efeito anti-inflamatério do agonista do receptor
muscarinico M1 no modelo experimental de colite. A diferenca entre os estudos de
Munyaka et al. (2014) e o presente estudo se da basicamente pelo fato da acéo anti-
inflamatoria do agonista muscarinico ter ocorrido em nivel central e no nosso estudo
a resposta ter ocorrido em nivel periférico. No entanto, a possibilidade de controlar a
inflamacdo por administracdo periférica de agonistas muscarinicos ainda € pouco
explorada.

O aumento dos escores macroscopicos e do peso do célon esta associado
com grau de inflamacédo local, visto pela hiperemia da mucosa, magnitude do
edema, espessamento muscular, ulceracao e infiltrado celular (THIPPESWAMY et
al., 2011). Estes parametros séo indicativos da gravidade e extensdo da doenca
(D’ARGENIO et al., 2012). O processo inflamatorio intestinal envolve uma série de
eventos celulares e moleculares que resultam no aumento do fluxo sanguineo e da
permeabilidade vascular. Estes eventos promovem a migracdo e ativacdo de
mediadores quimicos inflamatérios, como citocinas presentes em macréfagos,
linfécitos e outros tipos de células que servem para iniciar e amplificar o processo
inflamatorio (WITAICENIS, 2010).

Considerando que a enzima mieloperoxidase estd contida em granulos de
neutrofilos, sendo associada a leséo tecidual, inflamacao e infiltracdo de neutrofilos
em tecidos gastrointestinais (NUSSBAUM et al., 2013; ODOBASIC et al., 2016).
Entende-se que uma substancia que cause diminuicdo na atividade desta enzima
diminua a infiltracdo neutrofilica e consequentemente o processo inflamatério no
intestino. Em conformidade com os outros resultados ja encontrados na avaliacao
dos escores macroscopicos de lesdo, peso umido do célon, a ativagdo do receptor
muscarinico M1 através do tratamento com McN-A-343 reduziu a atividade da

enzima MPO. N&o obstante, a administracdo do agonista muscarinico M1
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juntamente com a pirenzepina reverteram o efeito da diminuicdo da atividade desta
enzima. Com isso indica-se que a ativacao do receptor M1 promove uma diminuicéo
na migracdo de neutrofilos para o sitio da lesdo, sendo importante para protecao
intestinal frente aos danos causados pela colite induzida por acido acético.

Para se confirmar os resultados observados através dos escores
macroscopicos de lesdo, peso umido e da atividade da mieloperoxidase no tecido
intestinal, foi realizada a avaliacdo histopatologica do tecido inflamado do célon. O
modelo experimental de colite ulcerativa induzida por acido acético resulta em
inflamacdo e ulceracdo no revestimento do coélon, visto histologicamente como
destruicdo da arquitetura da mucosa, necrose, perda de células epiteliais,
hemorragia e intensa infiltracdo de neutrdfilos (OZEN et al., 2017).

Os dados histologicos obtidos evidenciam que o McN-A-343 atenuou de
forma significativa & gravidade das lesfes intestinais, por provocar uma evidente
reorganizacdo da camada mucosa, reducdo do edema, preservacao das células
epiteliais e das células caliciformes e diminuicdo do infiltrado celular. Ainda, foi
observado na avaliacdo histopatologica que a pirenzepina provocou efeito contrario;
0 antagonista do receptor muscarinicos M1 quando administrado juntamente com
McN-A-343 inibiu a acdo anti-inflamatéria mediada pela ativacdo do receptor
muscarinico M1.

Resultado similar foi observado no estudo de Ji et al, (2014), no qual a
administracdo central de McN-A-343 no modelo de colite induzido por dextrano
sulfato de sodio (DSS), resultou numa reducéo dos escores macroscoépicos de lesao,
da atividade de MPO e dos escore histopatolégicos do tecido coldnico. Outro estudo
de sobre acdo anti-inflamatéria do sistema colinérgico mostraram os efeitos
benéficos da administracdo intraperitoneal de nicotina e da huperzina A (inibidor da
acetilcolinesterase) sobre a inflamacgéo colonica no modelo de colite induzida por
acido acético em ratos atravées da reducdao dos danos macroscopicos e
microscoépicos de lesdo e da atividade da mieloperoxidase no tecido intestinal
(KOLGAZI et al., 2013).

Uma das principais caracteristicas da colite ulcerativa € o aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio na mucosa colorretal, tais como
superéxido e peréxido de hidrogénio, que séo responsaveis por promovem efeitos
deletérios sobre proteinas e lipideos teciduais (DAMIANI et al., 2007). Esta evidéncia

sugere que a inflamacdo produz altos niveis de oxidantes que provavelmente



63

excedem a baixa capacidade antioxidante levando a ruptura de células epiteliais
(KEEBLE, 20009).

Neste estudo, observou-se que o agonista do receptor muscarinico M1
diminui o consumo de glutationa e reduziu o nivel de malonildialdeido na mucosa
intestinal ap6s o processo de colite. Porém, esta acdo foi inibida pela
coadministracdo de McN-A-343 e pirenzepina que resultou em alto consumo de
GSH e aumento dos niveis de MDA de maneira semelhante ao grupo que sofreu
colite e ndo recebeu nenhum tratamento. Dessa forma, observa se que agonista do
receptor muscarinico M1 pode estd agindo por diminuir na producdo de radicais
livres e/ou aumento da producdo de antioxidantes enddégenos. Corroborando com
estes resultados referente reducdo do estresse oxidativo mediado pelo sistema
colinérgico, foi visto que o tratamento com nicotina e da huperzina A no modelo
experimental de colite resultou numa reducdo da producédo de EROs (KOLGAZI et
al., 2013). Portanto, vé-se que o0 sistema colinérgico apresenta um papel

antioxidante importante para restaurando a integridade do tecido inflamado.

A disfuncdo na regulagdo da imunidade intestinal, e uma superprodugéo de
citocinas pro-inflamatorias por infiltracdo de macrofagos ativados sdo amplamente
documentadas, como sendo o pilar da iniciagcdo e perpetuacdo da colite ulcerativa
(SUN et al.,, 2013). Em condicdes inflamatorias, o recrutamento de neutrofilos na
mucosa do colon é regulado por uma série de citocinas pré-inflamatérias, tais como
IL-18, TNF-a e IL-6 (KOBAYASHI, 2007; AL-REJAIE et al., 2013). A citocina IL-13 é
um agente pro-inflamatorio produzido pelos macréfagos, mondcitos e células
dendriticas (GUAZELLI et al., 2013).

Na presente pesquisa, 0 acido acético administrado a 6% por via intracoldnica
aumentou 0s niveis da citocina pré-inflamatéria IL-1B na mucosa intestinal
comparado aos niveis encontrados para 0 grupo controle negativo; enquanto que, a
administracao intraperitoneal de McN-A-343 reduziu esse efeito. Em contraste, a
administracdo do antagonista do receptore muscarinico M1, a pirenzepina, bloqueou
o efeito McN-A-343 quando administrado junto com este agonista. Diante disso,
sugere-se mais uma vez o potencial anti-inflamatério mediado pelo receptor
muscarinico M1. Este receptor pode possivelmente por inibir a sintese e/ou liberacdo
da citocina IL-1.

A liberacéo de citocinas é um constituinte importante da resposta inflamatoria

desencadeada durante a infeccdo ou danos aos tecidos. No entanto, a
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superproducdo de IL-1B, TNF-a e outras citocinas pré-inflamatérias por macrofagos
e diversas células imunoldgicas de forma sistémica pode ser deletéria e associada
ao desenvolvimento de disturbios inflamatérios (TRACEY, 2002). Portanto, inibir a
liberacdo excessiva de citocinas pro-inflamatorias € uma importante estratégia
terapéutica para pacientes com doencas de cunho inflamatorio, como a colite
ulcerativa.

Recentemente, foi demonstrado que a estimulacdo da via anti-inflamatéria
colinérgica em nivel central alivia a gravidade da colite e suprime os niveis de
citocinas pro-inflamatérias colbnicas, tais como IL-6, IL-18 e TNF-a. Ainda foi visto,
que o efeito benéfico da ativagéo colinérgica central pela administracdo do agonista
muscarinico M1, McN-A-343 no curso da colite induzida por DNBS foi
completamente abolido na auséncia do nervo vago ou esplénico (MUNYAKA et al.,
2014).

Os receptores muscarinicos sdo uma familia de receptores acoplados a
proteina G que tém um papel primario na neurotransmissao colinérgica. Agonistas
especificos podem ativar os receptores muscarinicos pés-sinapticos a estimular a
sinalizagdo colinérgica. A administracdo central de McN-A-343 resultou numa
inibicdo dos niveis sistémicos da citocina IL-18 no modelo de colite por Dextrano
Sulfato de Sédio (DSS) (JI et al., 2014), e no estudo de Pavlov et al., (2006) a
administracdo do agonista muscarinico M1, o McN-A-343 apresentou uma reducéo
da concentracdo da citocina TNF-a induzida pela endotoxina. Sendo, estes efeitos
protetores dependentes do nervo vago e da sinalizagéo do nervo esplénico.

Rosas-Ballina et al., (2015) mostraram que a administracdo periférica de
xanomelina (agonista muscarinico M1 com ac¢do central) promove uma interacéo
neuro-imune, resultando em mecanismo de protecdo anti-inflamatéria. Nesta
interacdo, a ativacao colinérgica central através do receptor muscarinico esta
associada a sinalizagdo do nervo vago e do nervo esplénico, promovendo uma
diminuicdo de citocinas pré- inflamatorias periféricas durante a endotoxemia. Estes
dados confirmam os resultados encontrados neste estudo, pois sugerem a eficacia
anti-inflamatéria de um agonista muscarinico M1 de acdo central, o que abre
precedente para uma possivel acdo também periférica, e dessa forma, representar
uma abordagem no tratamento de condi¢bes inflamatorias. Portanto, os dados

demonstram a importancia de uma via endégena no combate a injuria intestinal,
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podendo esta via representar uma nova alternativa terapéutica promissora para

pacientes com colite ulcerativa.
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7. CONCLUSAO

Os resultados sugerem que o acido acético a 6% foi eficaz em induzir a colite
ulcerativa, e que o pico inflamatério deste modelo ocorre apés de 18h da inducéo.
Este trabalho ainda infere que a modulacdo do sistema colinérgico pelo agonista do
receptor muscarinico M1 reduziu a inflamacéo colbnica induzida pelo acido acético.
Tal fato, foi visto pela acdo do McN-A-343, que foi eficiente em diminuir as
pontuacdes macroscopicas e microscopicas de lesao inflamatéria e o peso umido do
collon, a atividade da MPO, a concentra¢do da citocina IL-13, dos niveis de MDA e
preservou as concentracfes de GSH no tecido intestinal. Em contraste, o bloqueio
do receptor muscarinico M1 pela pirenzepina inibiu os efeitos farmacoldgicos de
McN-A-343. As acbBes mediadas pelo receptor muscarinico M1 sdo mostradas na

figura 16.

Figura 16. Resposta anti-inflamatoria mediada pelo receptor muscarinico M1 no
modelo experimental de colite por &cido acético
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As setas verdes indicam a agéo anti-inflamatéria e antioxidante do McN-A-343 nos ensaios
farmacolégicos da colite induzida experimentalmente e as setas vermelhas indicam o blogueio desse
efeito pela utilizacdo do antagonista do receptor muscarinico M1, a pirenzepina. Fonte: autoria

propria.
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