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“Ah! Eu chorei

Quando sai la de casa
Enfrentei o mundo, eu chorei
Ah, s eu sei

Que para chegar onde estou
Eu confesso eu lutei, eu lutei”.

Benito Di Paula



RESUMO

A Colite Ulcerativa é uma doenca inflamatéria intestinal que se caracteriza por
inflamacé&o cronica na mucosa do cdlon com carater recidivo e etiologia ainda nao
determinada. A inflamacéo continua e o estresse oxidativo sobre o epitélio intestinal
estdo envolvidos no rompimento da barreira epitelial e no aumento da permeabilidade
intestinal, facilitando a entrada de antigenos luminais que podem se difundir via
corrente sanguinea e causar inflamacdo em 6rgaos distantes, caracterizando assim
as manifestacOes extraintestinais. Alternativas antioxidantes e anti-inflamatorias vém
sendo investigadas no contexto da colite, destacando-se a N-acetilcisteina (NAC), um
potente agente redutor e precursor da glutationa. Neste contexto, este trabalho
investigou os efeitos da administracéo oral de NAC sobre os perfis antioxidante e de
inflamacé&o, em colon e rim, em modelos experimentais de colite ulcerativa moderada
e grave induzidas por sulfato de sédio dextrana (SSD). Para isso, 31 camundongos
machos foram randomizados em 5 grupos: Controle (C), Colite moderada (CM), Colite
grave (CG), Colite moderada tratada com NAC (NACM) e Colite grave tratada com
NAC (NACG). Durante 37 dias, os animais dos grupos suplementados receberam 150
mg kg d! de NAC na agua de beber. Do 31° ao 37° dia, as colites moderada e grave
foram induzidas em seus respectivos grupos, através da adicdo do SSD na agua de
beber — 3 e 5% (p/v), respectivamente. Foram realizadas analises histologicas do
cblon, a determinacdo da atividade antioxidante (superoxido dismutase — SOD,
catalase — CAT, glutationa reduzida — GSH, glutationa oxidada — GSSG e sua razéo
— GSH/GSSG) e avaliacdo do estresse oxidativo (peroxido de hidrogénio - H20z2,
malondialdeido - MDA) e do perfil inflamatério (mieloperoxidase — MPO, fator de
necrose tumoral alfa — TNF-qa, interleucina 6 — IL-6, interferon gamma — IFN-y e
interleucina 10 — IL-10), em niveis colbnico e renal. ApGs determinacdo da
normalidade dos dados, foram utilizados testes paramétricos ou ndo parameétricos,
sendo a significAncia considerada quando p<0,05. As andlises histol6gicas
comprovaram que o SSD (3 e 5% m/v) induziu a colite, causando destruicdo da
arquitetura das criptas e a administragdo com NAC restaurou parcialmente esses
danos. No codlon, somente a colite moderada (grupo CM) estimulou a SOD em
detrimento da CAT e da GSH que foram reduzidas (esse verificado também na colite
grave — CG), onde a administracdo de NAC néo teve influéncia (NACM e NACG).
Embora os niveis de H202 ndo tenham sido alterados, foi evidenciado dano oxidativo
guando a NAC foi ofertada na colite grave (1 MDA), o qual foi corroborado pelo 1 TNF-
a, mesmo nao sendo observado em nivel histolégico. Em nivel renal, 0 SSD (3% e 5
% m/v) aumentou o requerimento da CAT, sendo significativo quando administrado a
NAC na colite grave (NACG). Além disso, a NAC melhorou a capacidade antioxidante
endoégena (1GSH), significativamente na colite moderada - NACM. Contudo,
semelhante ao colon, ocasionou dano oxidativo as membranas (1 MDA), expressivo
na colite grave (NACG). Diante dos resultados divergentes nos 6rgaos avaliados
(colon e rim), a aplicacéo clinica de NAC na colite, deve ser avaliada com cautela.

Palavras-chave: doenga inflamatoria intestinal, estresse oxidativo, antioxidante,
inflamacé&o, manifestacdes extraintestinais.



ABSTRACT

Ulcerative Colitis is an inflammatory bowel disease characterized by chronic
inflammation of the mucosa of colon, with relapsing character and etiology not yet
determined. Continuous inflammation and oxidative stress on the intestinal epithelium
are involved in the breakdown of the epithelial barrier and increased intestinal
permeability, facilitating the entry of luminal antigens that may diffuse through the
bloodstream and cause inflammation in distant organs, thus characterizing
extraintestinal manifestations. Antioxidant and anti-inflammatory alternatives have
been investigated, in the context of colitis, especially N-acetylcysteine (NAC), a potent
reducing agent and precursor of glutathione. In this context, this work investigated the
effects of oral administration of NAC on the antioxidant and inflammatory profiles of
colon and kidney, in experimental models of moderate and severe ulcerative colitis,
induced by sodium dextran sulfate (SDS). For this, 31 male mice were randomized into
5 groups: Control (C), Moderate Colitis (CM), Severe Colitis (CG), Moderate Colitis
treated with NAC (NACM) and Severe Colitis treated with NAC (NACG). For 37 days,
the animals, in the supplemented groups, received 150 mg kg d* of NAC in the drinking
water. From 315t to 37" days, moderate and severe colitis were induced in their
respective groups, by adding SDS in drinking water - 3 and 5% (w / v), respectively.
Histological analysis of the colon, determination of antioxidant activity (superoxide
dismutase - SOD, catalase - CAT, reduced GSH, oxidized glutathione - GSSG and
their ratio - GSH / GSSG) and oxidative stress markers (hydrogen peroxide - H202,
malondialdehyde — MDA) and inflammatory profile (myeloperoxidase - MPO, tumor
necrosis factor alpha - TNF - q, interleukin 6 - IL - 6, interferon gamma - IFN - y and
interleukin 10 - IL - 10). After determination of the normality of the data, parametric or
non-parametric tests were used, and significance was considered, when p <0.05.
Histological analysis showed that SDS (3 and 5% w / v) induced colitis, causing
destruction of the crypt architecture and administration with NAC partially restored this
damage. In the colon, only moderate colitis (CM group) stimulated SOD in detriment
of CAT and GSH that were reduced (this was also verified in severe colitis - CG), where
NAC administration had no influence (NACM and NACG). Although H20: levels were
not altered, oxidative damage was evidenced when NAC was offered in severe colitis
(1 MDA), which was corroborated by 1 TNF-a, even though it was not observed at the
histological level. At the renal level, SDS (3% and 5% w / v) increased the CAT
requirement, being significant when administered to NAC in severe colitis (NACG). In
addition, the NAC improved the endogenous antioxidant capacity (1 GSH), significantly
in the moderate colitis - NACM. However, similar to the colon, it caused oxidative
damage to membranes (1 MDA), expressive in severe colitis (NACG). In view of the
divergent results in the evaluated organs (colon and kidney), the clinical application of
NAC, especially in colitis, should be evaluated carefully.

Key words: inflammatory bowel disease, oxidative stress, antioxidant, inflammation,
extraintestinal manifestations.
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1 INTRODUCAO

A colite ulcerativa é uma doenca inflamatéria intestinal (DIl), de carater cronico
e recidivo, caracterizada por continua inflamacdo na mucosa do célon que leva ao
aparecimento de suas manifestacfes clinicas tipicas: diarreia sanguinolenta e dor
abdominal (GEIER; BUTLER; HOWARTH, 2007; JAKUBOWSKI et al., 2014;
YAMADA et al., 2014).

A incidéncia e a prevaléncia da colite ulcerativa vém crescendo
significativamente nos dltimos anos, principalmente em regides desenvolvidas como
os Estados Unidos, Canada e Europa, além disso tem-se verificado uma notavel
expansao nos paises em desenvolvimento. No Brasil, os dados ainda sdo escassos,
mas tem-se notificado um aumento no niumero de casos diagnosticados. Um estudo
multicéntrico conduzido por Parente et al., (2018), na regido Nordeste, demonstrou
aumento significativo da frequéncia de DIl nas Ultimas duas décadas, com predominio
em adultos jovens, mesticos e brancos, com alto nivel educacional e renda, vivendo
em areas urbanas (PARENTE et al., 2018; VICTORIA; SASSAK; NUNES, 2009).

Apesar da etiologia das Dlls ainda ndo estar totalmente elucidada
(BALLESTEROS POMAR et al., 2010; MOURA et al., 2016; SHEN et al., 2018), sabe-
se que multiplos fatores estédo envolvidos, incluindo uma complexa interacéo entre a
susceptibilidade genética, resposta imune desregulada, disbiose e componentes
ambientais, como a dieta, o tabagismo e o ciclo circadiano (HAJJ HUSSEIN et al.,
2008; KNUTSON et al.,, 2013; MANICHANH et al., 2012). Diversas evidéncias
cientificas tém demonstrado que na colite, h4d uma resposta imunolégica
descontrolada, continua e exacerbada que associada ao aumento da permeabilidade
intestinal ocasiona um desequilibrio redox, com elevacédo das espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ERONs) — em especial o peréxido de hidrogénio (H202) — e
diminuicdo dos niveis intracelulares das defesas antioxidantes enzimaticas tais como
superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx); e a ndo
enzimatica, a exemplo da glutationa reduzida (GSH), o que contribui para progressao
e manutencdo do dano oxidativo & mucosa do coOlon (PAVLICK et al., 2002;
PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014).

As continuas respostas inflamatoria e oxidativa sobre o epitélio intestinal estdo

envolvidas na etiologia de suas manifestacdes clinicas, desde as mais leves, como
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diarreia, febre, até as mais graves, incluindo o megacélon téxico e o carcinoma
colorretal (TOMASELLO et al., 2014; WALDNER; NEURATH, 2015). Além disso, o
aumento do estresse oxidativo ocasiona o dano epitelial que leva a ulceracdo da
mucosa e a destruicdo das proteinas que compdem as juncdes intercelulares,
resultando no rompimento de uma das barreiras protetoras do intestino e consequente
aumento da permeabilidade, facilitando a entrada de antigenos luminais bem como a
translocacao de bactérias patogénicas e seus produtos téxicos (DENNIS et al., 2005;
PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014), os quais podem se difundir pela veia porta
e causar inflamacdo em 6rgdos distantes, principalmente, no figado, ossos, pele e
olhos, caracterizando assim as manifestagfes extraintestinais (MEIs) da colite
(FEUERSTEIN; CHEIFETZ, 2014; VAVRICKA et al., 2011).

A terapéutica clinica atual tem como objetivo induzir e manter a remisséo da
doenca, evitar possiveis complicacdes e proporcionar uma melhor qualidade de vida
aos portadores. Ela € baseada na atenuacdo do processo inflamatério eminente,
consistindo em aminossalicilatos, corticosteroides, imunossupressores e terapia
biologica. Entretanto, além de ndo promover a cura, 0s medicamentos utilizados
acarretam diversos efeitos colaterais que limitam sua adesao. Adicionalmente, ainda
15% precisardo ser submetidos a alguma intervencao cirdrgica, aumentando assim, o
risco de morbimortalidade (FEUERSTEIN; CHEIFETZ, 2014; UNGARO et al., 2017).

Nesse sentido, muitas pesquisas vém investigando a eficacia de substancias
naturais e sintéticas com atividade antioxidante e anti-inflamatéria que possam ser
empregadas no tratamento da colite. Dentre elas, a N-acetilcisteina (NAC) tem
demonstrado resultados promissores em diversas doencas, onde a inflamacéo e o
estresse oxidativo estdo envolvidos na sua fisiopatogénese (ANDRADE; MOURA,;
MARQUES, 2015; MOURA et al., 2015; PEl et al., 2018).

A NAC é um pro-farmaco da cisteina e atua como precursora de GSH, um dos
mais eficazes antioxidantes enddgenos conhecidos (ALDINI et al., 2018; PEI et al.,
2018). Adicionalmente, por ser um tiol (SH) age diretamente, neutralizando espécies
reativas como o radical hidroxila (HO") e o acido hipocloroso (HOCI) e reduzindo
ligagbes dissulfeto em proteinas cisteiniladas, reabastecendo assim, o pool
intracelular de tidis (SAMUNI et al., 2013; ZHOU et al., 2015).
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Além de seu papel antioxidante, a NAC apresenta acdo anti-inflamatoria
modulando a sintese de citocinas pré-inflamatérias como, o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucina (IL) 6 e IL-13, mediante a supressao da via de ativacdo do
fator nuclear potencializador da cadeia leve kappa das células B ativadas (NF-kB), o
qual é responsavel pela transcricdo génica de enzimas e citocinas envolvidas na
resposta inflamatoria, e inibindo a quimiotaxia de neutréfilos e macréfagos (AJONK;
IESS; OMMER, 2002; OKA et al., 2000).

ENTENDENDO OS FATOS

Desde 2013, o grupo de pesquisa de Estresse Oxidativo do Laboratério de
Eletroguimica e Estresse Oxidativo (LEEO/UFAL), dirigido pela Professora Dr2 Marilia
Oliveira Fonseca Goulart, do Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB/UFAL), em
colaboragédo com a Professora Dr2 Fabiana Andrea Moura, da Faculdade de Nutrigao
(FANUT/UFAL), vem estudando e investigando novas terapéuticas com perfil
antioxidante e anti-inflamatério em modelos experimentais de Dlls, com énfase na

colite.

Vérios trabalhos publicados pelo grupo nesta linha de pesquisa tém
demonstrado o papel de compostos naturais e sintéticos no contexto do estresse
oxidativo e da inflamacao, incluindo a NAC. Uma revisao sistematica realizada por De
Andrade et al. (2015) referente as possibilidades terapéuticas da NAC nas doencas
hepaticas, concluiu que, apesar do uso desse farmaco apresentar ainda controvérsias
guanto ao seu efeito protetor, a maioria dos estudos mostrou que houve a melhora de
pelo menos um biomarcador de estresse oxidativo e de inflamacéo. Adicionalmente,
um trabalho conduzido e publicado por Moura et al. (2016), em ratos com colite leve
induzida por sulfato de sodio dextrana (SSD) (2% m/v), a suplementacédo de NAC (via
oral) em uma formulacdo dietética exerceu a¢cdes antioxidante e anti-inflamatoria
efetivas, pois foi verificada uma diminuicdo dos marcadores de dano celular e de
estresse oxidativo, bem como de atividade inflamatoria. Embora a colite esteja
associada a MEI, principalmente no figado, este achado nao foi corroborado no
referido estudo. Isto pode ser atribuido & concentragdo de SSD ofertada (2 % m/v) que
induz a doenca numa intensidade leve, uma vez que outras evidéncias cientificas ja
comprovaram o dano hepatico, porém em graus mais severos de manifestacao da
colite. Além disso, outros 6rgdos nao foram avaliados para refutar a hipotese de MEI

e sua repercussao sobre os biomarcadores estudados, bem como os efeitos de uma
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oferta prévia de NAC a inducéo da colite em sua forma moderada e grave, sobre o
figado e outros 6rgdos nao classicos para o aparecimento de MEI. Em mestrado
anterior, os efeitos da NAC sobre o tecido hepatico, em modelos de colite moderada

e grave, ja foi defendida e aguarda finalizacdo desses resultados para publicacao.

Neste contexto, considerando que a colite ulcerativa constitui uma enfermidade
em que o estresse oxidativo e a inflamacdo estdo envolvidos na sua patogénese,
sintomatologia e progressao clinica e que esta condicdo pode acometer outros 0rgaos
e sistemas, a avaliagdo dos efeitos de farmacos como a NAC, sob o ponto de vista
antioxidante e anti-inflamatério, torna-se imprescindivel para incentivar o seu uso
como uma possivel estratégia terapéutica eficaz e segura na colite. Portanto, este
trabalho visou investigar os efeitos da administracdo de NAC, em niveis intestinal e
extraintestinal em um modelo experimental de colite ulcerativa moderada e grave
induzida por SSD a 3% e 5% (p/v), respectivamente. Concomitante ao estudo
experimental, foi desenvolvida uma revisdo da literatura acerca da participacdo da
microbiota e das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONS) na génese das

MEIs, estando o artigo pronto para submisséo.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Doenca Inflamatéria Intestinal

As DlIs compreendem a Colite ulcerativa e a Doenca de Crohn (DC), as quais
sdo desordens gastrointestinais cronicas e recorrentes, cujo curso clinico é
caracterizado por periodos de exacerbacdo e remissdo da sintomatologia
(JAKUBOWSKI et al., 2014; ORDAS et al., 2012).

A colite acomete a mucosa e submucosa do intestino grosso, principalmente as
regides do reto e do sigmoide e, progride de forma proximal, causando ulceracdes
difusas de diferentes intensidades. Seus principais sintomas sao a diarreia com a
presenca de muco e sangue, dores abdominais, tenesmo e urgéncia para evacuar
(MALATY; HOU; THIRUMURTHI, 2010; PEYRIN-BIROULET et al., 2015).

A DC apresenta carater transmural e perfil segmentar com lesbes
granulomatosas descontinuas que podem atingir qualquer parte do trato
gastrointestinal, sendo mais prevalente na porcéao ileocodlica. Semelhante a colite, seu
quadro clinico compreende diarreia sanguinolenta, dor abdominal, além de perda de
peso néo intencional e febre (BAUMGART; SANDBORN, 2012; GEIER; BUTLER;
HOWARTH, 2007).

As DlIs acometem igualmente ambos os sexos (BERNSTEIN et al., 2006;
COSNES; CORTOT, 2011) e tém dois picos de incidéncia, sendo o primeiro no adulto
jovem (20-40 anos) e mais tardiamente, acima dos 60 anos. Em contrapartida, a DC
pode surgir de forma mais precoce na populagdo pediatrica (HZIVIK et al., 2013;
SHAPIRO et al., 2016; TORRES et al., 2012).

Estudos epidemiologicos tém demonstrado que ha aumento na incidéncia
dessas enfermidades, destacando-se os paises localizados no norte da Europa (24.3
a cada 100.000), Canadéa (19.2 a cada 100.000) e Australia (17.4 a cada 100.000)
(BERNSTEIN et al., 2006; MOLODECKY et al., 2012). Taxas altas de prevaléncia
estédo presentes na Europa (505 a cada 100000), Canada (248 a cada 100 000) e nos
Estados Unidos (214 a cada 100 000). Apesar de predominar em paises
desenvolvidos, tém-se observado uma tendéncia crescente no numero de novos

casos na Asia, Africa do Norte, Oriente médio e América do Sul (BENGTSON et al.,
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2009; COSNES; CORTOT, 2011). Este fato pode ser decorrente das transformacdes

socioeconémicas e demogréficas que ocorreram nos Ultimos anos.

Acreditava-se, anteriormente, que as DIl eram inerentes ao caucasianos,
porém a identificagdo de etnias com um risco maior para desenvolver a doenga, a
exemplo dos judeus, e do aparecimento incidente em asiéticos, quando comparados
a outras populacdes, demonstram que estas caracteristicas variam em cada
populacdo estudada, sugerindo a interacdo entre fatores genéticos e ambientais
(ANANTHAKRISHNAN, 2015; BERNSTEIN et al., 2006).

No Brasil, dados de estudos pontuais mostram baixa prevaléncia da colite e da
DC, porém, se percebe um aumento significativo da incidéncia nos ultimos anos
(VICTORIA; SASSAK; NUNES, 2009). No que se refere a regiao Nordeste, Parente et
al., (2018) desenvolveram um estudo multicéntrico para analisar a frequéncia,
caracteristicas demograficas e fenotipos clinicos das DIlls, em pacientes
acompanhados em hospitais universitarios de cada estado, os quais sao centros de
referéncia para tratamento dessas doencas. Foi demonstrado um aumento expressivo
na frequéncia de novos casos diagnosticados nas ultimas décadas, principalmente no
final do século XX e no inicio do século XXI, com um discreto predominio da colite
sobre DC. Dados deste estudo indicaram uma maior prevaléncia na populacéo jovem,
dentre estes, mesticos e brancos, porém sem distingdo de género. Adicionalmente,
houve uma notavel expansdo das Dlls em areas urbanas, acometendo grupos com
maior poder aquisitivo e elevado nivel de escolaridade. Os autores descrevem que
este constitui um fato bastante inusitado, considerando os baixos indices e
indicadores socioecondmicos da regido. Acrescentam ainda, que a associagao
encontrada entre as DIl e a urbanizacdo néo é atribuida somente ao melhor acesso
da populacdo aos servicos de saude, mas principalmente a influéncia de fatores

ambientais inerentes a esta area (PARENTE et al., 2018).

A etiologia de ambas as doencas € multifatorial, envolvendo uma complexa
interacdo entre fatores genéticos, ambientais, imunes e a microbiota. O aumento da
permeabilidade intestinal decorrente de disfuncdo da barreira colbnica, permite a
entrada de antigenos luminais na lamina propria e na submucosa, 0s quais induzem
uma resposta imunologica desregulada, intensa e sustentada, mediada por
neutroéfilos, macrofagos e linfécitos T ativados, caracterizada pelo aumento dos niveis

de ERONSs, em especial o anion superoxido (O2") e o H202 e de citocinas proé-
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inflamatoérias (TNF-a, IL-6), que por sua vez, atuam causando extensa destruicéo
tecidual que culmina no aparecimento das principais manifesta¢gdes clinicas acima
citadas (ALIPOUR et al., 2015; REZAIE; PARKER; ABDOLLAHI, 2007; YAMADA et
al., 2014).

Para se proteger dos efeitos deletérios causados pelas ERONs, o corpo
humano dispde de um potente sistema de defesa antioxidante que compreende
enzimas como SOD, CAT, GPx e peroxirredoxina e outros nao-enzimaticos como,
GSH, outros tidis e a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), além do
acido ascérbico e a-tocoferol. A SOD promove a dismutacéo do radical O2" em H20:2
e agua. Em condicdes fisioldgicas, o H202 formado é decomposto nos peroxissomos
e no citoplasma, pela acdo da CAT e/ou peroxidases, respectivamente, principalmente
a GPx, que catalisa essa reacao por meio da oxidacdo da GSH, na presenca de
NADPH. Adicionalmente, a GSH esta envolvida na remoc¢éao de outros peroxidos como
o peroxinitrito (ONOQO") e serve de substrato para outras enzimas antioxidantes
endogenas, a exemplo da glutationa-S-transferase e da peroxirredoxina. Ainda, atua
diretamente neutralizando radicais livres, apresentando um importante papel na
destoxificacdo celular e na protecdo das biomoléculas aos ataques eletrofilicos
(HUBER; ALMEIDA; DE FATIMA, 2008; PAVLICK et al., 2002).

Na colite esta presente um desequilibrio redox, caracterizado pela producao
excessiva de ERONS associado a uma diminui¢do da capacidade antioxidante total,
principalmente em nivel colénico, onde as reservas sao relativamente baixas, o que
configura o estresse oxidativo. Achitei et al., (2013) demonstraram que pacientes com
DIl apresentam defesa antioxidante reduzida (SOD e GPx) e acentuada peroxidagao
lipidica, avaliada pelos niveis de MDA no soro, mesmo naqueles em fase de remisséo.
Jena et al. (2012) também descrevem o papel do estresse oxidativo na ativacao das

vias inflamatdrias e influéncia na defesa antioxidante.

Neste cenario, o processo inflamatério cronico mantido pelos elevados niveis
de citocinas pré-inflamatérias, ERONS e outros mediadores celulares, resulta em
acentuada peroxidacao lipidica, a qual esta associada ao agravo e progressao do
dano tecidual e consequente risco de complicacdes inerentes a colite, como fistulas,
abscessos, estenose, megacolon toxico, além do aparecimento de adenocarcinoma
(CEDERHOLM et al.,, 2017; JENA; TRIVEDI; SANDALA, 2012; WALDNER;

NEURATH, 2015). Adicionalmente, o rompimento das barreiras intestinais torna o
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organismo susceptivel ao ataque de diversos agentes antigénicos advindos da luz
intestinal, principalmente das bactérias e de seus produtos, como o lipopolissacarideo
(LPS) (DENNIS et al., 2005; PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014), os quais
podem se difundir via vasos linfaticos mesentéricos e veia porta, ocasionando o
recrutamento de mais células do sistema imune e levando o processo inflamatério
para outros sitios, caracterizando assim, as MEls das Dlls (FEUERSTEIN; CHEIFETZ,
2014; VAVRICKA et al., 2011).

Os farmacos utilizados atualmente para o tratamento das DIl pertencem as
classes dos aminossalicilatos, corticosteroides, imunossupressores, conjuntamente a
terapia biolégica (anti-TNF-a). De um modo geral, o arsenal terapéutico propde induzir
e manter o portador na fase assintomatica da doenca, evitando eventuais
complicagbes e melhorando a qualidade de vida. Entretanto, o uso destes
medicamentos causa efeitos colaterais que limitam sua eficdcia, como nauseas,
vomitos, dor de cabeca, e a longo prazo, resisténcia a insulina e hepatotoxicidade
(FEUERSTEIN; CHEIFETZ, 2014; UNGARO et al., 2017). Adicionalmente, alguns
estudos tém sugerido efeito neurotoxico resultante da terapia bioldgica, causando
sintomas semelhantes a esclerose multipla (DEEPAK; STOBAUGH; EHRENPREIS,
2013; VAN ASSCHE et al, 2005). Além da intervencdo medicamentosa,
procedimentos cirdrgicos que vado desde a resseccdo de areas estenosadas,
correcdes de fistulas até cirurgias mais invasivas, como a colectomia total, podem
ocorrer em até 15% dos portadores e aumenta o risco de mortalidade pos-cirdrgica
(FEUERSTEIN; CHEIFETZ, 2014; UNGARO et al., 2017).

Diante desse contexto, varios modelos de inducéo de colite sdo utilizados para
mimetizar a doenca em modelos animais e permitir a compreensdo de sua
fisiopatogénese, bem como investigar e justificar tratamentos mais eficazes e seguros.
Uma das formas mais utilizadas, consiste na inducdo quimica com a adicdo de SSD
na agua de beber dos animais, durante sete dias consecutivos. O SSD é um
polissacarideo fosfatado, de alto peso molecular, que contém até trés grupos sulfatos
por molécula de glicose. Age diretamente no célon, causando leséo epitelial em sua
porcdo médio-distal e reproduzindo os sinais e sintomas caracteristicos da colite em
humanos, como fezes sanguinolentas e perda de peso, além de alteracbes

histoldgicas tipicas, que incluem destruicdo e desarranjo da arquitetura das criptas e
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infiltrado inflamatorio (ALIPOUR et al., 2015; DAMIANI et al., 2007; DIAZ-GRANADOS
et al., 2000).

Neste estudo, foi utilizado o SSD (40.000 Da), que foi administrado nas
concentracbes de 3 e 5% (m/v) para induzir a colite ulcerativa em sua forma de
apresentacdo moderada e grave, respectivamente, bem como para investigar a
possivel ocorréncia de MEI, como ja corroborado por Farombi et al. (2016), que
identificaram danos no tecido hepatico com o uso de SSD a 5%, durante 5 dias. Por
ser uma molécula de alto peso molecular, o SSD ndo atravessa a membrana celular
e é fracamente absorvido, causando assim efeitos deletérios aos colondcitos e
prejudicando a integridade da barreira, que ja podem ser observados no primeiro dia,
apos a inducao (FAROMBI et al., 2016).

2.2 O estresse oxidativo na génese das complicagdes da colite

Como ja descrito anteriormente, a interacdo entre o sistema imune, fatores
ambientais e componentes da microbiota intestinal desencadeiam uma resposta
inflamatoria crénica e exacerbada, em individuos geneticamente predispostos, a qual
€ responsavel pela manutencdo da agressdo continua a mucosa col6nica
(PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014; REZAIE; PARKER; ABDOLLAHI, 2007).

A infiltracéo significativa de neutrdfilos no intersticio da mucosa e lamina prépria
€ um evento caracteristico da fase aguda da colite. Essas células da imunidade inata
atuam na fagocitose de particulas antigénicas, por meio da ativacdo do complexo
enzimatico NADPH oxidase na membrana do fagossomo e subsequente geracdo de
uma significativa quantidade do radical anion superoxido (O2"), como representado no
esquema 1, que age diretamente, desestabilizando o metabolismo microbiano, além
de ser rapidamente convertido em H20:2 pela acdo da SOD (PAVLICK et al., 2002;
PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014).

O Oz formado a partir da adicdo de um elétron ao oxigénio molecular, ndo
somente € proveniente da ativacdo do complexo NADPH oxidase, mas também da
reacao envolvendo a xantina oxidase presente na membrana celular. Essa espécie &
altamente reativa e instavel, com tempo de meia-vida curto, o que ocasiona efeitos
lesivos pronta- e localmente. Em contrapartida, o H202 se difunde livremente
propagando danos em compartimentos mais distantes. Adicionalmente, o radical

hidroxiperoxila, a forma protonada do O2", pode iniciar a peroxidacao lipidica, gerando
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produtos pré-inflamatérios e téxicos que apresentam propriedade mutagénicas e
carcinogénicas (PAVLICK et al., 2002; PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014).

Essas espécies reativas de oxigénio (EROS) também se comportam como
sinalizadoras, recrutando outros componentes do sistema imune até o local da leséo,
como os macrofagos, células natural killers e linfécitos T (BUANNE et al., 2007;
FRANSEN et al., 2012; PAVLICK et al., 2002). Em adicéo ao infiltrado inflamatério, a
injaria tecidual requer uma maior quantidade de adenosina trifosfato (ATP) para o
processo cicatricial, levando ao aumento acentuado do consumo de oxigénio na
mitocbndria, via cadeia transportadora de elétrons e consequente geracao
descontrolada de EROs (DAMIANI et al., 2007).

Esquema 1 - Reacdo da formagao do radical anion superoéxido.

NADPH + 2 O2 —» NADP* + 2 O2"™ + H*

O O2" e 0 H202, na presenca de metais de transicdo, como o ion ferroso (Fe?*),
sao facilmente convertidos no radical HO* por meio da reacdo de Fenton ou de Haber-
Weiss (esquema 2) (FRANSEN et al., 2012; PAVLICK et al., 2002).

Esquema 2 - Reacéo de Fenton (I, Il) e Haber-Weiss (lll).

() Fe?* + H202 — Fe*" + OH" + HO"
(1)  Fe?+ 02" — Fe3 + OH + HO
(m  O2" + H202— O2 + HO'+ OH-

O radical hidroxila € uma espécie altamente reativa, devido a sua rapida taxa
de difusdo (107-10'° M1 s?), oxida indiscriminadamente proteinas e lipidios, levando a
quebra das ligagbes peptidicas das juncdes intercelulares e a alteragbes na
arquitetura e fluidez da membrana, respectivamente, causando a disfuncdo da
barreira epitelial (PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014; SAMUNI et al., 2013). O
aumento da permeabilidade intestinal resultante torna o ambiente propicio a
translocacdo bacteriana, que consiste na entrada de bactérias, em sua maioria

patogénicas e de seus produtos toxicos na submucosa, até entao estéril. Esse evento
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resulta no reconhecimento de padrées moleculares associados ao patégeno (PAMPS),
como o lipopolissacarideo (LPS), por receptores de reconhecimento padréo (PRRS),
a exemplo dos Toll-like (TLR), em células apresentadoras de antigenos, como as
células dendriticas e os macréfagos, que interagem e ativam linfocitos com perfil Thl
e linfocitos B, que promovem a secrecdo de suas citocinas e produtos
correspondentes, como TNF-a, interferon gamma (IFN-y), IL-6, linfocinas e
imunoglobulinas (Ig), além de estimulo a sintese de moléculas co-estimuladoras que
contribuem para manutencdo do arsenal inflamatério (Figura 1) (HAJJ HUSSEIN et
al., 2008; KNUTSON et al., 2013; PAVLICK et al., 2002).

Figura 1 - Representagdo dos mecanismos envolvidos na manutenc¢do e na progressao
do dano oxidativo coldénico na colite ulcerativa - XO (xantina oxidase); JC (juncédo
intercelular); PAMP (padrdo molecular associado ao patégeno); PRR (receptor de
reconhecimento padrdo); MDA (malonaldeido); iINOS (6xido nitrico sintase induzivel);
SOD (superéxido dismutase); CAT (catalase); Gpx (glutationa peroxidase); GSH
(glutationa reduzida); MPO (mieloperoxidase); Ig (imunoglobulina); células epiteliais

intestinais (IECs).
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Fonte: MARTINS, A. S. P., 2019.

Adicionalmente, a elevada concentracdo de citocinas pro-inflamatorias, EROs
e antigenos luminais participam diretamente da super-ativacdo do inflamossoma
NLRP3 (nucleotide-binding domain, leucine-rich-containing family, pyrin domain-
containing-3), o qual constitui um complexo multiproteico intracelular envolvido na
maturacdo e na secrecao de IL-1B e IL-18, que sao citocinas com perfil inflamatario,
via atividade da caspase-1 (Figura 2) (ITANI et al., 2016; WEI et al., 2017). Por outro
lado, a resposta imune envolvida na inducdo da resposta anti-inflamatéria, como a
secrecao de IL-10 por linfécitos T CD4 (LTCD4) e na manutencao da tolerancia
imunoldgica desempenhada pelos linfécitos T reguladores (Treg) esta reduzida ou
inibida (MAYNE; WILLIAMS, 2013; PAVLICK et al., 2002).

As espécies reativas de nitrogénio (ERNs) também participam do processo
fisiopatoldgico das Dlls. Estas sdo formadas constantemente pela acdo da enzima
oxido nitrico sintase (INOS), que € produzida por células epiteliais e imunes presentes
na mucosa intestinal inflamada, somente em condicdes de estresse. O radical 6xido
nitrico (NO") derivado da iNOS, pode reagir com o Oz" e gerar peroxinitrito (ONOO"),
gue por sua vez, atua causando danos aos lipideos da membrana e fragmentacao do
acido desoxirribonucleico (DNA). Adicionalmente, o ONOO™ e 0 NOz2, provenientes do
estresse oxidativo dependente de NO°, podem se ligar ao aminoacido tirosina
formando nitrotirosina, a qual foi associada a infiltracdo neutrofilica (PIECHOTA-
POLANCZYK; FICHNA, 2014).
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Figura 2 - Ativacdo do inflamossoma nucleotide-binding domain, leucine-rich-
containing family, pyrin domain-containing-3 (NLRP3) durante a resposta inflamatéria
crénica na colite ulcerativa - LPS (lipopolissacaridio); TLR (receptor toll-like); PAMP
(padrdo molecular associado ao patdgeno); Nf-kB (fator nuclear potencializador da
cadeia leve kappa das células B ativadas); ERONS (espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio) NLRP3 (nucleotide-binding domain, leucine-rich-containing family, pyrin
domain-containing-3); PYD (dominio pirina); CARD (dominio de recrutamento da
caspase); ASC (Apoptosis-associated Speck-like protein containing a Caspase-

recruitment domain).
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Fonte: MARTINS, A. S. P., 2019.

Diante disso, percebe-se que as ERONs e as citocinas pro-inflamatorias
apresentam papel central na iniciacdo, progressdo e manutenc¢do do dano coldnico,
principalmente mediante a ativagdo de vias de sinalizagdo molecular, envolvendo o
Nf-kB (JENA; TRIVEDI; SANDALA, 2012; YASUKAWA et al., 2012).

O Nf-kB é um fator de transcricdo heterodimérico, composto por duas
subunidades (p50/p65) presente no citoplasma em sua forma inativa ligado a uma

proteina inibitoria (IkB). Estimulos como o aumento de citocinas pro-inflamatérias,
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ERONs e LPS levam a ativacdo do Nf-kB, por meio da fosforilagado de IkB pelo
complexo IkB quinase (IKK), o qual é posteriormente ubiquitinado pela ac¢do da
ubiquitina ligase e degradado pelo complexo proteossoma 26S. Essa dissociacao
permite a translocacéo do Nf-kB até o nucleo, onde se liga em regides promotoras de
genes, alvos responsaveis pela transcricdo de moléculas envolvidas ha modulagéo da
resposta imune e inflamatoéria, como TNF-q, IL-18, IL-2, IL-8, além de moléculas de
adesao intercelular (ICAM-1) e vascular (VCAM-1), bem como a éxido nitrico sintase
induzivel (iINOS) e a ciclooxigenase 2 (COX-2) (Figura 2) (AJONK; IESS; OMMER,
2002; PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014; YASUKAWA et al., 2012).

Neutroéfilos e mondcitos ativados, além da secrecédo de O2", estdo associados
a formacao do acido hipocloroso (HOCI) proveniente da reagéo entre o H202 e 0s ions
cloreto (CI), pela acdo da mieloperoxidase liberada por essas células (esquema 3). O
HOCI é um potente agente oxidante que reage rapidamente de maneira inespecifica
com acidos graxos poli-insaturados (AGPIs), tidis, nucleotideos, aminoacidos
aromaticos e alifaticos, e compostos nitrogenados, causando dano oxidativo as
biomoléculas, principalmente a bicamada fosfolipidica da membrana e induzindo
efeito citotéxico (HOY et al., 2002; PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014).

Esquema 3 - Reacédo da formacgé&o do HOCI

H202+ CI- — HOCI + HO

Concomitantemente, ocorre a liberacdo de &cido araquidénico da membrana
celular via ativacao da fosfolipase A2 e subsequente producdo de seus mediadores
eicosanoides inflamatorios, pela agdo da COX-2 e lipoxigenase 2 (LOX 2), além da
inducao do fator ativador de plaquetas (PAF), que em associagdo com o aumento da
citocinas pré-inflamatérias e ERONSs e, reducédo do éxido nitrico (NO) dos vasos, estao
envolvidos na disfuncdo endotelial e na hipercoagulabilidade, que propicia a
ocorréncia de eventos tromboembolicos que sdo inerentes aos pacientes com DII
(PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014; ZEZOS; KOUKLAKIS; SAIBIL, 2014).
Além disso, a ativacdo da iINOS e da COX-2 contribuem com a agressao tecidual por
meio do aumento dos niveis de seus produtos téxicos e do prejuizo do sistema
antioxidante (PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014).
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As biomembranas e as lipoproteinas, por serem ricas em AGPI, tornam-se
susceptiveis ao ataque por ERONSs. Estas se ligam a por¢ao hidrofébica dos acidos
graxos causando dano oxidativo e consequentes alteracbes na estrutura,
permeabilidade e fluidez da membrana, bem como levam a geracdo de produtos
reativos que podem ocasionar efeitos lesivos em outros compartimentos celulares
(CATALA, 2009). Os produtos advindos da peroxidacdo lipidica, como o
malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal (4-HE), podem se ligar ao centro
nucleofilico de proteinas, lipideos e acidos nucleicos, gerando produtos finais de
glicacdo avancada (AGE — Advanced Glycation Ends Products), os quais participam
da ativagéo de fibroblastos e da polarizagdo de macrofagos para o perfil M1, induzindo
uma resposta profibrotica e pro-inflamatoria (ALDINI et al., 2014, 2018; CATALA,
2009). Este processo contribui para o surgimento de algumas complicacbes
observadas nos pacientes com colite, como estenose, abscessos e fistulas. Além
disso, o dano oxidativo continuo, ocasionado pelas espécies reativas ao DNA, pode
estimular vias de sinalizacdo moleculares responsaveis pela iniciacdo e progressao
do processo carcinogénico, contribuindo para o risco elevado de cancer colorretal
(CCR) apresentado pelos pacientes que apresentam colite, quando comparados a
populacdo geral, cujos mecanismos envolvidos se relacionam a ativacéo da via do
Nf-kB/TNF-a/Signal transducers and activador of transcription protein (STAT-3)
(JENA; TRIVEDI; SANDALA, 2012; TOMASELLO et al., 2014; WALDNER;
NEURATH, 2015).

As ERONs também contribuem para destruicdo da camada de muco, visto que
agem, oxidando a glicoproteina mucina. Ademais, o O2" e o HOCI ocasionam a
remocdo de Fe?* da ferritina, propiciando a formacdo de HO" e de seus efeitos
deletérios. O sangramento retal caracteristico da colite, ainda torna disponiveis
grandes quantidades de ferro provenientes da hemdlise, o que contribui para a
producéo elevada de HO® e aumento do estresse oxidativo (AJONK; IESS; OMMER,
2002).

Adicionalmente, as ERNs estdo envolvidas na ativacao das vias inflamatérias,
onde foi verificado que o NO* estimula a producdo de TNF-a e a expressao de ICAM-
1 e P-seletiva, no colon médio e distal, que induzem o recrutamento e infiltracao de

neutrofilos. Estas células da imunidade inata, por sua vez, estimulam os mecanismos
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para ativagdo do Nf-kB e AP-1, intensificando dessa forma, a resposta inflamatoria e
o dano tecidual (PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014).

Além do efeito direto, as ERONs podem atuar indiretamente causando lesao
tecidual por meio da inativacdo dos inibidores de proteases extracelulares, tais com o
inibidor (alfa) a-1-protease e a a2-macroglobulina, e ativacao de enzimas proteoliticas,
permitindo, desta forma, a acdo desregulada de elastases, colagenases e outras
metaloproteinases, responsaveis pela degradacdo das organelas e da matriz
intersticial da mucosa (AJONK; IESS; OMMER, 2002).

2.3 Manifestacfes extraintestinais da Doenca inflamatdria intestinal, estresse

oxidativo e inflamacgédo — qual a relacéo entre eles?

O processo inflamatério crénico, além de propiciar o aparecimento de
complicac@es ja discutidas, leva ao rompimento de todas as barreiras intestinais e
torna o organismo susceptivel as manifestacées da doenca em nivel sistémico (MEI)
visto que, a auséncia das defesas propicia a difusdo de antigenos luminais, via
corrente sanguinea e vasos linfaticos mesentéricos adjacentes em direcdo a outros
orgaos, conduzindo todo o arsenal inflamatorio, inicialmente restrito ao coélon, e
causando efeitos deletérios (OLPIN et al., 2017; PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA,
2014).

As MEIs sdo desordens inflamatorias causadas por mecanismos semelhantes
aqueles direcionados ao intestino e referidas em até um terco dos pacientes com
colite. Devido as fases de oscilacdo da doenca entre remissdo e ativacao, essas
repercussdes contribuem significativamente com a morbimortalidade, além disso,
estudos de base populacional tém relatado que o surgimento de MEIs esta
diretamente associado a extensdo da lesao colbnica (OLPIN et al., 2017; UNGARO et
al., 2017). Até 50% dos pacientes com DIl apresentam um tipo de MEI até mesmo
antes do diagnéstico (HARBORD et al., 2016).

As principais MEIs compreendem as hepatobiliares, osteoarticulares,
dermatoldgicas e oftalmologicas (OLPIN et al., 2017; UNGARO et al., 2017), porém
ha relatos na literatura que demonstram o acometimento de outros 6rgaos, tais como
o coracdo (WU et al., 2017), os rins (CORICA; ROMANO, 2015) e o cérebro (MORIS,
2014), todas associadas ao EO e ao perfil inflamatorio.
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2.3.1 Manifestagdes hepatobiliares

A colangite esclerosante primaria constitui a principal repercussao hepatobiliar
e na MEI mais comum, haja vista a intima comunicacéo do intestino e do figado, via
veia porta. Os antigenos luminais e produtos bacterianos, em particular o LPS,
provenientes da luz intestinal ligam-se em seu receptor especifico TLR4 em células
dendriticas hepaticas, cuja interacao resulta na ativacédo das células de Kupffer. Estas,
por sua vez, secretam citocinas proé-inflamatérias, como o TNF-a, e EROs que
estimulam as células estreladas a assumirem aspecto miofibroblastico e iniciarem um
processo fibrético nos sinuséides hepéticos. Essa continua fibrogénese causa leséo
nos hepatdcitos e vias biliares, e pode levar ao aumento das transaminases, bem
como ao aparecimento de colestase e da colangite esclerosante primaria (BAFFY,
2009; REYES-GORDILLO; SHAH; MURIEL, 2017).

Além da deposicdo de colageno e elastina na matriz extracelular, ocorre a
sintese de outros mediadores inflamatorios e recrutamento de outras células do
sistema imune, o que induz a ativacdo do Nf-kB e da proteina ativadora 1 (AP-1),
mecanismo que culmina na producdo de maior quantidade de citocinas pro-
inflamatorias, especialmente TNF-a e IL-1B, que estdo envolvidas na génese da
doenca hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA) (BAFFY, 2009).

Essas citocinas propiciam o aumento da expressao da proteina de ligagdo ao
elemento de regulacdo de esterol (Sterol Regulatory Element-Binding Protein —
SREBP), associada a membrana, a qual é responsavel pela transcricdo de genes que
codificam enzimas envolvidas na sintese de lipidios e posterior aparecimento de
esteatose. Adicionalmente, esse microambiente inflamatdrio estimula mais citocinas,
ERONS e quimiocinas, bem como de molécula de adeséao intercelular 1 (ICAM-1),
molécula de adesdo vascular 1 (VCAM-1) e de INOS (CARTER-KENT; ZEIN;
FELDSTEIN, 2008).

Os produtos bacterianos e as alteragdes metabdlicas inerentes da colite podem
causar dano hepatico pelo quadro de hiperglicemia e aumento da resisténcia
insulinica, os quais favorecem o desequilibrio redox no 6rgao (MOSCHEN; KASER,;
TILG, 2013).
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Diante disso, o envolvimento do estresse oxidativo e da inflamacdo como
mediadores das lesdes hepatobiliares desencadeadas pela colite, parecem estar cada

vez mais evidentes.
2.3.2 Manifesta¢fes osteoarticulares, dermatoldgicas e oftalmoldgicas

Essas manifestacbes ocorrem em até um quarto dos pacientes com DIl e
podem surgir antes mesmo do diagnostico da colite, além de se correlacionar ou ndo
com a atividade da doenca (OLPIN et al., 2017). As principais formas de apresentacéo
osteoarticulares, cutdneas e oftalmologicas sdo: espondilite anquilosante
(ROSENBAUM et al.,, 2014), pioderma gangrenoso (GREUTER; NAVARINI,
VAVRICKA, 2017) e uveite anterior (MADY; GROVER; BUTRUS, 2015),

respectivamente.

Apesar dos mecanismos ainda ndo serem completamente compreendidos,
sabe-se que a presenca do antigeno leucocitario humano B27 (HLA-B27) é
considerado o principal fator de risco no aparecimento destas manifestacdes
(PIMENTEL-SANTOS et al., 2013). Contudo, somente o fator genético € incapaz de
elucidar as vias fisiopatologicas envolvidas, sugerindo entdo, o envolvimento de
fatores externos. Tem sido proposto que os antigenos advindos da luz intestinal
podem formar imunocomplexos circulantes e se depositar nestes 6rgaos, causando
resposta inflamatéria e aumento da producdo de ERONS, 0s quais sdo responsaveis
pelas lesdes caracteristicas (LIN et al., 2014; YANG et al., 2016).

Na espondilite anquilosante, muitos estudos tém reportado que a disbiose tem
papel central na resposta inflamatéria observada. Alteracdes na permeabilidade
intestinal, estimulo do sistema imune e mimetismo molecular tém sido propostos como
possiveis mecanismos (SCHER; LITTMAN; ABRAMSON, 2016). Como ja foi visto, o
aumento da permeabilidade observado na colite, permite que o LPS, por exemplo,
adentre a corrente sanguinea e cause inflamacédo sistémica, bem como se difunde
para o liquido sinovial (CICCIA; FERRANTE; TRIOLO, 2016). Yang et al. (2016)
sugerem que niveis elevados de LPS e de acidos graxos ligados a proteina podem
ser caracteristicos das manifestacbes osteoarticulares, os quais tém sido
correlacionados a permeabilidade do intestino. Além disso, a disbiose induz ao

fendtipo M1 nos macréfagos, que sdo responsaveis pelo aumento da producdo de
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citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-12 (VANDOOREN et al., 2009; YANG et
al., 2016).

Dados limitados provenientes de imuno-histoquimica e da analise de proteinas
em tecido necrosado no pioderma gangrenoso, tém demonstrado uma
superexpressdo da vias do TNF-a/ Nf-kB e do STAT3, além de altos niveis de citocinas
com perfil inflamatério, tais como a IL-8, IL-17 e IL-18 (GREUTER; NAVARINI;
VAVRICKA, 2017).

Estudos sobre genotipagem nas DlIs levantam a hipétese de que a positividade
para o gene HLA-B27, o qual codifica moléculas de histocompatibilidade principal tipo
I e Il (MHC I e Il) na superficie de células apresentadoras de antigeno, torna o
individuo susceptivel a disbiose. Esta, por sua vez, como ja referido neste trabalho,
guebra a homeostase entre a microbiota do hospedeiro e a resposta imune regulada,
levando o rompimento da integridade e consequente disfuncéo da barreira epitelial,
permitindo entdo que antigenos téxicos, via corrente sanguinea, se difundam até a
iris, e causem possiveis inflamacdes oculares, como a uveite (COSTELLO etal., 2015;
LIN et al., 2014). Adicionalmente, o gene do anticorpo anti-citoplasma de neutrdéfilos
perinucleares (p-ANCA) apresentou-se elevado em pacientes com manifestacbes
oftalmoldgicas idiopaticas e historia familiar de DIl (ABBASIAN et al., 2012). Cabe
ressaltar que o estresse oxidativo, identificado através da elevacéo dos niveis de MDA
no humor aquoso e da reducdo na defesa antioxidante (SOD, CAT e GPx), ja foi
confirmado em um modelo de uveite anterior induzida por endotoxina, (RAHMAN;
BISWAS, 2004), o que reforca o estreito elo entre disbiose/estresse oxidativo e

nitrosativo/inflamagé&o/permeabiliadade intestinal e as MEIs da colite.

Portanto, percebe-se que ha o envolvimento de uma articulada interagéo entre
as vias da resposta inflamatoria e que, embora o estresse oxidativo ainda ndo seja
bem estudado no contexto das MEIs, os trabalhos apresentados constatam sua
participacdo nestas manifestacoes sistémicas, sendo necessarios estudos adicionais

gue elucidem seu papel.
2.3.3 Manifestacdes cardiacas

Pacientes com DIl apresentam risco elevado de doenca arterial coronariana
que, em parte, pode ser atribuido a uma maior susceptibilidade para ocorréncia de

eventos tromboembolicos. Fatores adicionais vém sendo investigados e sugere-se
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gue o risco de aterosclerose e de outras doencas cardiovasculares nestes pacientes
esteja associado a disfuncdo endotelial, ocasionada pela inflamacao sistémica e o
estresse oxidativo (WU et al., 2017).

Os niveis sanguineos elevados de citocinas pro-inflamatorias que incluem TNF-
a, IL-1, IL-6 e proteina C reativa, contribuem para disfuncao endotelial caracterizada
por hiperplasia das células musculares lisas vasculares e diminui¢do da producéo de
NO, resultando na reducéo do relaxamento do vaso (SCHINZARI et al., 2008). Além
disso, o aumento do perfil inflamatdério induz a infiltragdo acentuada de leucdcitos,
principalmente neutrofilos, nos vasos sanguineos, levando a alteracdes no fenétipo
das células do musculo liso, as quais produzem metaloproteinases de matriz,
colagenases e elastases que destroem as fibras de elastina e colageno, formando
fragmentos mais rigidos que induzem ao processo aterosclerético (SCALDAFERRI et
al., 2009; SCHINZARI et al., 2008). Além disso, durante a inflamacéao crénica, vias de
sinalizacdo de TNF-a induzem a expressdo de marcadores de osteoblastos nas
células endoteliais, permitindo a ocorréncia de respostas que acarretardo em
mudangas na calcificagdo e em elasticidade vascular reduzida, levando ao
enrijecimento arterial e subsequente doenca arterial coronariana e eventual

insuficiéncia cardiaca (WU et al., 2017).
2.2.4 Manifestacdes renais

O envolvimento renal tem sido demonstrado tanto na DC como na colite
ulcerativa, sendo a nefrolitiase e a glomerulonefrite, as manifestacées mais frequentes
(CORICA; ROMANO, 2015).

A nefrolitiase atinge entre 12-28% dos pacientes com DIl, estando presente
com frequéncia naqueles submetidos a procedimentos cirdrgicos como, colectomia
com ileostomia e resseccéo intestinal. Os calculos renais surgem em decorréncia da
diarreia e ma-absorcéo, sendo principalmente compostos por urato e oxalato de célcio
(CORICA; ROMANO, 2015; OIKONOMOU et al., 2011).

Ha sugestéo de que a exposi¢cao ao oxalato ative respostas imunes atraves das
vias de TLRs (1, 2, 3 e 4) expressos nas ceélulas epiteliais renais. Varias moléculas
enddgenas que ndo PAMPs podem atuar como ligantes nesses receptores, como
proteinas de choque seéptico, células necroticas, EROs e moléculas de matriz

extracelular, e apesar de ndo estar totalmente clara a participacdo dos TLRs na
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nefrolitiase, tém sido identificadas quantidades de endotoxinas significativas em
calculos renais, independentemente de ser de origem infecciosa. Este fato permite
sugerir que endotoxinas bacterianas provenientes do célon podem ser difundidas na
circulacao. Ao atingir os tubulos renais, podem se ligar ao seu TLR 4 e ativar multiplas
e complexas vias de sinalizacdo intracelular que regulam a expressao de genes pro-
inflamatoérios e fatores de transcricdo, como o Nf-kB, que induz a produgdo de
citocinas, antigenos antimicrobianos e estimula a resposta imune adaptativa,
culminando assim, na ativacdo e perpetuacdo da resposta inflamatoria sobre as
células epiteliais renais. Adicionalmente, a formagdo de célculos renais envolve
desregulacéo de outras vias que estdo associadas com a inducao da resposta imune
pelo oxalato, como a ciclooxigenase-1, IL-6, osteopontina e caspases, visto que a
toxicidade resultante as células epiteliais renais, altera a expressao génica, causa
disfuncdo mitocondrial e gera estresse oxidativo local (CORICA; ROMANO, 2015;
JONASSEN et al., 2005).

Os mecanismos fisiopatologicos e os padrdes genéticos que correlacionam a
glomerulonefrite a DIl ainda ndo estdo bem definidos, mas tem sido sugerido que o
aparecimento dessa manifestacdo renal esteja associado com a atividade inflamatoria
da colite e a alteracdo na permeabilidade intestinal que podem levar a exposicdo das
células imunes a varios antigenos Iluminais, favorecendo a formacdo de
imunocomplexos que se depositam nos glomérulos causando resposta inflamatéria
local. Corroborando com essa estreita conexao, a revisao conduzida por Oikonomou
et al., (2011) sugere que, apos tratamento medicamentoso ou cirdrgico da DII, ocorre
a melhora da funcao renal na fase de remissdo desses individuos (OIKONOMOU et
al., 2011).

2.2.5 Manifestacdes cerebrais

Multiplos fatores incluindo ma-absorcao, infeccbes, tromboembolismo, efeito
adverso de farmacos e anormalidades imunologicas entédo diretamente relacionados
a alteracdes no eixo intestino-cérebro (CASELLA et al., 2014; MORIS, 2014).

Embora a fisiopatologia para as manifestacdes cerebrais das DIl ndo estar
totalmente compreendida, tem sido proposto um mecanismo pelo qual a inflamacéo
cronica intestinal pode culminar no aparecimento de neuropatias. A resposta imune

desregulada envolvendo principalmente células T, em direcdo aos autoantigenos que
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atravessaram a barreira hematoencefalica, induzem no sistema nervoso central, a
ativacdo de astrécitos e da microglia, que estimulam a producdo de citocinas proé-
inflamatorias, EROs, excitotoxicidade glutamatérgica, bem como a geracdo de
autoanticorpos contra a bainha de mielina, causando dessa forma, efeitos lesivos aos
axonios e disfuncédo neuronal (CASELLA et al., 2014; MORIS, 2014; SINGH et al.,
2013).

2.4 Possiveis aplicacOes terapéuticas da N-acetilcisteina na colite ulcerativa

Considerando que a CUI € uma doenca na qual a inflamacdo cronica e o
estresse oxidativo estdo envolvidos, diversas pesquisas tém investigado a eficacia de
substancias com atividade antioxidante e anti-inflamatdria, tais como, curcumina
(SINGLA et al., 2014) e compostos fendlicos da propolis (WANG et al.,, 2017) e
inclusive, a NAC.

A NAC é um tiol (R-SH) derivado do aminoacido L-cisteina contendo um grupo
N-acetil ligado a um atomo de nitrogénio (Figura 3a). Atua como potente antioxidante
em processos bioquimicos diversos, neutralizando ERONs e fornecendo cisteina
(Figura 3b) para a sintese de GSH (Figura 3c), por meio de uma reacao de desacilacao
catalisada pela acilase | citosolica, principalmente nos rins e no figado (ALDINI et al.,
2018; SAMUNI et al., 2013).

Inicialmente a NAC era utilizada como agente mucolitico em doencas
pulmonares e fibrose cistica (HURST; SHAW; LEMAISTRE, 1967), sendo
posteriormente aplicada em casos de intoxicagéo por acetaminofeno, mais conhecido
como paracetamol (ALDINI et al., 2018; SAMUNI et al., 2013). A partir da década de
80, a NAC vem sendo estudada no tratamento de inUmeras doencas onde o estresse
oxidativo e a inflamacao sdo fatores inerentes a sua génese e progressao clinica
(DODD et al., 2008). Varios estudos clinicos e modelos animais de diabetes, isquemia-
reperfusdo cardiaca, doenca pulmonar obstrutiva crénica, distlrbios psiquiatricos e
colite tém demonstrado resultados promissores da NAC (ANDRADE; MOURA;
MARQUES, 2015; ATKURI et al., 2015; DEAN; GIORLANDO; BERK, 2011).
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Figura 3 - Estrutura quimica da N-acetil-L-cisteina (NAC) e fornecimento de cisteina para

sintese de glutationa reduzida e formacéo da glutationa oxidada.
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Fonte: MARTINS, A. S. P., 2019.

De acordo com Amrouche-Mekkioui e Djerdjouri (2012), a suplementacao oral
de NAC (150 mg kg d?), gerou um impacto positivo sobre o célon, diminuindo a
peroxidacdo lipidica e a inflamacédo, além de melhorar o perfil antioxidante
(AMROUCHE-MEKKIOUI; DJERDJOURI, 2012). Os mecanismos moleculares
envolvidos nos efeitos benéficos da NAC podem ser descritos pelo seu papel
antioxidante e anti-inflamatério (ALDINI et al., 2018; SAMUNI et al., 2013).

A NAC aumenta a defesa antioxidante fornecendo cisteina, que € um passo
limitante na sintese de GSH (Figura 3) (ALDINI et al., 2018; HUBER; ALMEIDA; DE
FATIMA, 2008). Este potente antioxidante é um tripeptideo composto pelos
aminoacidos L-glutamato, L-cisteina e L-glicina, constituindo o tiol mais abundante no
meio intracelular que atinge concentracdoes de 2 mM e 10 mM no plasma e no figado,
respectivamente (PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014). Sua biossintese ocorre
no meio intracelular por meio de duas reacdes consecutivas: a primeira € catalisada
pela y-glutamilcisteina sintetase, responsavel pela ligagédo peptidica entre o glutamato

e a cisteina e, a segunda reacdo, o aminoacido glicina se associa ao residuo C-
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terminal da y-glutamilcisteina formada, via acdo da glutationa sintetase
(BACHHAWAT et al., 2013; HUBER; ALMEIDA; DE FATIMA, 2008).

A GSH reage diretamente com varios radicais e oxidantes como o H20:2 e outros
hidroperoxidos toxicos, numa reacao catalisada pela glutationa peroxidase (GPXx),
onde é convertida a sua forma oxidada (GSSG) (Figura 3d). Além disso, pode remover
aldeidos formados durante a peroxidacao lipidica, evitando os efeitos deletérios
causados por esses subprodutos as biomoléculas. Essas ac¢des sao atribuidas ao seu
grupo sulfidrila (-SH), que apresenta boa polaridade e capacidade de doar elétrons,
tornando a GSH um excelente agente redutor. Adicionalmente, atua como substrato
ou cofator de enzimas antioxidantes enddgenas, como a prépria GPx, glutaredoxina,
peroxirredoxina, glioxilases 1 e 2 e glutationa transferase. Outra particularidade é o
envolvimento da GSH na reducgéo de pontes dissulfeto (S-S) intra ou intermoleculares
de proteinas e outros compostos que possuem baixo peso molecular, disponibilizando
grupos —SH para o reabastecimento do pool sistémico (ALDINI et al.,, 2018;
PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014).

Para que o papel protetor da GSH acima descrito seja mantido, & necessario o
reabastecimento constante dessa molécula por meio do seu ciclo catalitico.
Entretanto, em situacdes onde o EO € intenso e continuo ocorre deplecao dos niveis
de GSH, que é resultante do aumento da formacédo de GSSG apds varios ciclos e
subsequente degradacdo no meio extracelular, da S-glutationilagdo proteica e da
geracdo excessiva de adutos advindos da reacdo anterior com compostos
eletrofilicos, que, em conjunto, ocasionam uma reducdo da razdo GSH/GSSG
(GIUSTARINI et al., 2017; HUBER; ALMEIDA; DE FATIMA, 2008). Foi observado que
a diminuicdo da razdo GSH/GSSG esta associada ao desequilibrio redox da célula e
a hiperplasia das criptas, bem como a inflamagcdo da mucosa (PIECHOTA-
POLANCZYK; FICHNA, 2014).

Considerando o cenario inflamatorio cronico caracteristico da colite, onde ha
aumento de ERONs e citocinas, associado a uma diminuicdo da capacidade
antioxidante, principalmente da concentracdo da razdo GSH/GSSG, a qual tem sido
observada tanto em pacientes com colite quanto em diferentes modelos experimentais
(ALDINI et al., 2018; PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014), a NAC torna-se uma

alternativa interessante no reabastecimento do pool de GSH.



44

ERONSs, como HOCI, HO® e ‘NO, os quais sao produtos gerados pela atividade
dos neutrdfilos e da decomposicéo de outras espécies reativas, bem como de reagdes
catalisadas por peroxidases especificas, podem ser direta e efetivamente removidos
pela acdo da NAC. Este fato é atribuido a constante da velocidade de reacéo alta da
NAC frente a estes oxidantes. Apesar da NAC ser um antioxidante fraco quando
comparado a propria cisteina, GSH e outros tidis, sua estabilidade em meio aquoso
fortalece sua aplicabilidade no meio clinico, visto também o uso terapéutico limitado
da GSH devido a sua rapida hidrdlise (SAMUNI et al., 2013; SIDDIQUI et al., 2016).

Adicionalmente, a NAC é um eficiente agente redutor de ligacdes S-S de muitas
proteinas tioladas e cisteinadas, incluindo a mercaptoalbumina que constitui um dos
mais importantes antioxidantes plasmaticos e do meio extracelular, promovendo a
restauracdo do pool sistémico de tidis, assim como do —SH de proteinas reduzidas,
ainda, a liberacdo do residuo de cisteina ligado a proteina pode servir de substrato
para a sintese de GSH. Essa habilidade redutora deve-se ao carater basico
(nucleofilico) do grupo —SH da NAC, que é decorrente do residuo N-acetil e da
carboxila que permite estabilizar a alta densidade eletrénica do tiolato, além de torna-
la mais resistente a oxidacdo em meios fisiolégicos (ALDINI et al., 2018; ZHOU et al.,
2015).

Diversos estudos também ressaltam o papel da NAC como importante anti-
inflamatorio, o qual esta relacionado as vias oxidativas. Como ja foi referido, o Nf-kB
estd envolvido na transcricdo de genes de mediadores inflamatérios e na resposta
imune. A NAC impede a translocacéao e ativacdo do Nf-kB por meio da supressao da
ubiquitinacdo e degradacdo de sua proteina inibitéria (IkB), além de modular
determinadas vias transcricionais relacionadas a c-Fos/c-Jun, STAT e inibidores de
ciclina. Como precursora da GSH, age neutralizando ERONS e as vias de ativacdo do
Nf-kB e por fim, previne a expressao de citocinas pré-inflamatorias estimuladas por
LPS, como o TNF-q, IL-18, IL-6 e IL-8 (AJONK; IESS; OMMER, 2002; OKA et al.,
2000).

Apesar dos multiplos beneficios relatados estarem associados a GSH, a
administragao por via oral deste antioxidante endogeno nao restaura adequadamente
seus hiveis séricos e assim como a L-cisteina, é instavel em meio aquoso e sofre
rapida hidrolise no intestino, figado e rim, tornando sua aplicagédo clinica limitada,
como ja referido (ALDINI et al., 2018; WITSCHI et al., 1992). Em contrapartida, a
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administracdo oral de NAC aumenta as concentracdes plasmaticas de cisteina
reabastecendo o pool de GSH. Além disso, quando comparada a GSH e a cisteina, a
NAC devido a sua porcdo N-acetil € menos susceptivel a oxidacdo no TGl, (sendo
apenas 3% excretado nas fezes), € mais soluvel em meio aquoso e se difunde
facilmente entre as membranas bioldgicas, incluindo a barreira hematoencefalica.
Ainda, apresenta menor toxicidade, sendo considerada segura, em doses de até 8000
mg/dia (ANDRADE; MOURA; MARQUES, 2015; DE ROSA et al., 2000).

Considerando isso, Moura et al., (2016), em seu modelo experimental de colite
leve (2% m/v), ofertaram 100 mg kg* d! de NAC na dieta dos animais e verificaram
resultados promissores, como diminuicdo dos marcadores inflamatorios e de EO
associado ao aumento das defesas antioxidantes, além de uma melhora em nivel
tecidual (MOURA et al., 2016).

Para investigar se os efeitos benéficos da NAC vistos na colite leve, sao
reproduzidos nas formas de apresentacdo moderada e grave da doenca, este estudo
optou por utilizar uma dose maior (150 mg kg* d1), tendo em vista o grau mais severo
da doenca que requer uma maior resposta antioxidante. Essa dose foi baseada no
trabalho de Amrouche-Mekkioui e Djerdjouri (2012) onde em seu modelo de colite com
SSD a 3% (m/v) (CUI moderada), demonstraram que a NAC, nessa concentracao,
gerou um impacto positivo sobre o célon, diminuindo a oxidagdo de lipideos e
proteinas, e os niveis séricos de MPO, além de melhorar o perfil antioxidante (aumento
das atividades de GSH e CAT). Ademais, € de grande importancia verificar as
implicacbes da NAC em tecidos extraintestinais pouco investigados, como 0s rins,
tendo como finalidade embasar a sua aplicacdo como uma possivel estratégia

terapéutica eficaz e segura na colite.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos da N-acetilcisteina (NAC) sobre a resposta antioxidante e
inflamatoria colbnica e renal em modelos murinos de colite ulcerativa moderada e

grave, induzidas por sulfato de sodio dextrana (SSD).
3.2 Objetivos especificos

- Investigar os efeitos das colites (moderada e grave) sem/com a administracao de

NAC sobre a histologia colbnica;

- Determinar os efeitos das colites (moderada e grave) sem/com a administracdo de

NAC sobre ingestéo alimentar e hidrica, ganho ponderal e glicemia dos camundongos;

- Investigar os efeitos das colites (moderada e grave) sem/com a administracao de
NAC sobre a capacidade antioxidante, os marcadores de estresse oxidativo e a

atividade inflamatoéria coldnica e renal.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material e equipamentos
- Reagentes

O SSD (MW 36,000-40,000 Da) foi adquirido da MP Biomedicals®. LiChrolut®,
RP-18 P foi obtido da Merck®, os comprimidos do coquetel de inibidor de protease
foram provenientes da Roche®. O tampao RIPA (10X) foi obtido da Cell Signaling®.
Todos os outros produtos quimicos, enzimas, albumina de soro bovino (BSA) e a NAC

foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemicals (St. Louis, EUA).
- Equipamentos

Biofreezer VIP Serie Sanyo; espectrofotdbmetro UV/vis Thermo Scientific;
Agitador magnético AP 55, Phoenix; microscopio 6ptico Olympus BX51 ligado a um
sistema de camera DP70 Digital, Toquio, Japdo; High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) acoplado a deteccdo UV (Shimatzu, Serial no. L201550).

4.2 Animais de experimentacao

Foram utilizados 31 camundongos machos Swiss, com 8 semanas de idade
(média de massa corporal: 31 g), provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Alagoas (BIOCEN/UFAL). Durante uma semana (periodo de adaptacao),
os animais foram alocados aleatoriamente em gaiolas de polietileno (6 animais por
gaiola), no Biotério Setorial da Faculdade de Nutricdo da UFAL (24+1°C; ciclo
claro/escuro de 12 h) recebendo ragdo comercial Rhoster® para adaptagédo (quadro
1). O experimento foi realizado ap6s aprovacéo do estudo pela Comisséo de Etica
para Uso de Animais (CEUA) da UFAL, sob o niumero do processo 45/2016.

4.3 Desenho experimental

Apbs o periodo de adaptagdo, os animais foram alocados em gaiolas conjuntas
de polietileno de acordo com seu grupo de tratamento: Controle (C); Colite Moderada
(CM); Colite Grave (CG); Colite Moderada + NAC (NACM); e Colite grave + NAC
(NACG). A randomizacédo foi realizada segundo o peso do animal, para que nao

houvesse diferenca estatistica entre os grupos.
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Na primeira fase do experimento, os camundongos dos grupos de tratamento
(NACM e NACG) receberam 150 mg kg'd? de NAC na agua de beber, durante 30
dias consecutivos (1° ao 30° dia). No 31° dia, foi iniciada a segunda fase experimental,
onde foi realizada a induc&o das colites moderada e grave por meio da adicdo de SSD
na dgua de beber, na concentracdo de 3% e 5% (p/v), respectivamente, por 7 dias
consecutivos (31° ao 37°), dando continuidade a suplementacdo com NAC, totalizando
37 dias de fase experimental (Figura 4). Todas as etapas do estudo foram seguidas
de acordo com os cuidados propostos pelo Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (1996) (CLARK et al., 1997).

Figura 4 - Desenho experimental segundo o grupo de tratamento.
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Fonte: MARTINS, A. S. P., 2019.

e Grupo controle (C) (n=6): Sem tratamento com NAC e sem inducéo de colite;

e Grupo colite moderada (CM) (n=6): Sem tratamento com NAC e inducao de
colite moderada, usando SSD na concentracao de 3% (m/v), via oral — 4gua de
beber;
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e Grupo colite grave (CG) (n=6): Sem tratamento com NAC e inducéo de colite
grave, usando SSD na concentracdo de 5% (m/v), via oral — 4gua de beber;

e Grupo colite moderada recebendo NAC (NACM) (n=6): Suplementacéo oral
com NAC (150 mg kg'd? — agua de beber) e inducdo de colite moderada,
usando SSD na concentracdo de 3% (m/v), via oral — agua de beber;

e Grupo colite grave recebendo NAC (NACG) (n=7): Suplementacao oral com
NAC (150 mg kg* d1) e inducéo de colite grave, usando SSD na concentracdo

de 5% (p/v), na agua de beber.

A adicao de NAC e/ou SSD na agua de beber foi realizada diariamente, sendo
a agua nao ingerida desprezada apos 24hs de oferta. Os animais tiveram livre acesso
a dieta comercial (RHOSTER® Industria e Comércio Ltda., Sdo Paulo, Brasil) —
produzida segundo as recomendacdes da AIN 93 (American Institute of Nutrition para

roedores, 1993) — (Quadro 1), e a agua durante todo o periodo experimental.

A oferta simultinea de NAC e SSD é baseada no trabalho de Amrouche-
Mekkioui e Djerdjouri (2012), que investigaram o efeito protetor da NAC (150 mg kg
d1), durante 45 dias na CUI grave (SSD 5% - m/v) sobre os marcados de estresse e
demonstraram a partir de testes preliminares, que ndo ha nenhuma interacdo ou
comportamento inerente a essas moléculas que possa interferir nos resultados do

estudo.

Quadro 1 - Composicéo da dieta comercial RHOSTER®

COMPOSICAO
Total de energia (kcal/kg) 0,003 kcal/kg
Proteina (%) 25,14 kcal%
Carboidratos (%) 61,93 kcal%
Lipideos (%) 12,93 kcal%
Umidade (méax) 10,29%
Proteina Bruta (min) 21,25%
Extrato Etéreo (min) 6,57%
Matéria Mineral (min) 8,35%
Calcio (max) 1,23%




50

Fésforo (min) 1,01%
Saédio 29

Lisina 0,82 ¢
Metionina 0349
Cistina 0,29 ¢

Fonte: RHOSTER®

4.4 Estimativa da ingestao alimentar

A ingestdo alimentar foi avaliada semanalmente durante todo o periodo
experimental. O calculo do consumo alimentar foi baseado na diferenca de peso entre

a racdo ofertada e a sobra desta.

Consumo alimentar (g) = dieta ofertada (g) — sobra da dieta ofertada (Q)

4.5 Glicemia de jejum

Apos jejum noturno de 12 horas, os camundongos tiveram sua glicemia de
jejum aferida por meio da coleta de sangue via veia caudal, utilizando-se um
glicosimetro portatil G-TECH® Free, de acordo com as especifica¢cdes do fabricante.

Essa mensuracéao foi realizada em trés momentos ao longo do experimento:

- 1° dia (inicio da fase experimental); 31° dia (1° dia de inducao da colite); 38° (antes

da eutanasia).

Esse procedimento foi realizado visando avaliar e comparar o comportamento
glicémico antes e ap0s a inducdo da colite bem como o efeito da NAC sobre esta

variavel.

4.6 Eutanésia e coleta dos 6rgéaos

Ao final do periodo experimental, no 38° dia, apos jejum noturno de 12 horas,
os camundongos foram anestesiados (40 mg kg? de tiopental e 5 mg kg! de
diazepam), via intraperitoneal, no quadrante inferior direito e submetidos a coleta de
sangue por puncao cardiaca (eutanasia) (Figura 5A). Apés a realizacdo da perfuséo

ventricular com solucdo de heparina a 2% (Figura 5B), foram retirados o intestino
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grosso e os rins. O bago também foi removido e pesado, visto que seu aumento € um
marcador de inflamac&o. Os 6rgéos retirados foram higienizados em solugéo salina a
0,9 % (Figura 5C) e posteriormente pesados em balanca analitica. Em seguida, foram
cortados em pedacos especificos, pesados e transferidos para microtubos
previamente etiquetados para serem armazenados em biofreezer a —80 °C (Figura
5D). Um fragmento do intestino grosso, mas especificamente a porcao reto-sigméide,
gue corresponde a regido que geralmente € mais acometida na colite, para fixacao e
posterior processamento histolégico. O célon teve seu comprimento aferido, tendo em

vista que este é um parametro para avaliacado da gravidade da colite (Figura 6).

Figura 5 - Fluxograma da eutanasia e retirada dos érgédos. Puncdo cardiaca (A),
perfusdo ventricular (B), retirada dos 6rgdos (C), imersao em salina (0,9%) e

acondicionamento em microtubos (D).

Fonte: MARTINS, A. S. P., 2019.
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Figura 6 - Afericdo do comprimento do intestino grosso.

Fonte: MARTINS, A. S. P.

As carcacas foram colocadas em sacos plasticos escuros adequados, lacrados
e encaminhados para descarte, o qual € realizado por equipe responsavel pela coleta
de lixo de material biolégico e quimico na UFAL. Os materiais perfurocortantes foram
armazenados em recipientes apropriados e levados para descarte no Hospital

Universitario Professor Alberto Antunes (HUPAA).

4.7 Preparacgao dos extratos teciduais

Na preparacdo dos homogeneizados do rim foram utilizados tampé&o RIPA (do
inglés Radioimmunoprecipitation assay buffer) (pH 7,4) (em uma proporc¢éo de 1:9, ou
seja, o volume do solvente 9x a massa do tecido) e o coquetel de inibidor de protease
(um comprimido para 50 mL de tamp&o RIPA), visando inibir a acdo de proteases
intracelulares e preservar a integridade das proteinas e outros componentes celulares.
Os extratos de intestino, por sua vez, foram obtidos utilizando-se nitrogénio liquido,
tendo como objetivo a desintegracéo do tecido para facilitar a maceragéo (Figura 7).
Apds macerado, o po6 resultante foi transferido para microtubo e o volume
correspondente ao peso do orgéo foi adicionado, sendo essa solugéo posteriormente
homogeneizada com o auxilio do virtex. Em seguida, todos os extratos teciduais
foram centrifugados a 12.000 rpm, durante 20 min, a 4 °C. O sobrenadante foi retirado

e por fim, aliquotado e armazenado a -80 °C, para posteriores andlises bioguimicas.
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Figura 7. Preparacédo de extrato de intestino com nitrogénio liquido.

Fonte: MARTINS, A. S. P., 2019.
4.8 Andlises Histolbgicas

Os fragmentos do coélon foram fixados em solucdo Bouin e, posteriormente,
imersos em concentracdes crescentes de etanol até inclusao tecidual em parafina.
ApGs processamento, foram realizados cortes histolégicos de 5 um e submetidos a
coloracdo com hematoxilina e eosina (HE) para avaliacgdo das microestruturas
celulares. As laminas coradas foram fotografadas por meio de um microscépio 6ptico

ligado a um sistema de camera DP70 Digital e, posteriormente, avaliadas.
4.9 Analises Bioquimicas
4.9.1 Dosagem de proteinas teciduais

Baseia-se no método proposto por Bradford (1976). Para preparacdo das
amostras, realizou-se uma diluicdo de 1:10 para o intestino e de 1:20 para o rim,
utilizando o tampao fosfato (PBS) (50 mM, pH 7,4). Em seguida, a solucdo preparada
foi agitada com o auxilio do vortex para homogeneizar. A partir disso, 20 yL da
amostra/ponto da curva (BSA) (1 a 5 mg/dL), foram pipetados, em duplicata, nos
pocos da microplaca (visivel), seguida da adicdo de 200 uL de reagente de Bradford,
aguardando 5 min (protegido da luz). Apds esse tempo, a leitura foi feita em
espectrofotometro a 595 nm (BRADFORD et al., 1976).

4.9.2 Determinacgéo dos marcadores de capacidade antioxidante
- Superoxido dismutase (SOD)

Inicialmente, os extratos de intestino e de rim foram diluidos (1:20 e 1:10,
respectivamente) com tampao PBS 50 mM, pH 7,4. A atividade foi mensurada
utilizando o Kit SOD Assay — WST (sal monosodico de 2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-
5-(2,4-dissulfofenil)- 2H-tetrazolio) (#19160, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), e
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acordo com informacdes do fabricante. O método é baseado na inibicdo em 50% da
reducdo do WST-1 formazana pela SOD, o qual € formado a partir da reacéo entre o
WST-1 e 0 Oz (Esquema 4), a qual é detectada em 450 nm. A atividade da SOD foi

expressa como percentual (%) de taxa de inibicdo.mg proteina?.

Esquema 4 - Reagado entre o anion radical superoxido e o sal monosdédico de 2-(4-
lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-dissulfofenil)- 2H-tetrazélio (WST-1) formando o o sal
monosoédico de 2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-dissulfofenil)-2H-tetrazélio,

monosodium (WST-1) formazana.

+
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Fonte: MARTINS, A. S. P., 20109.
- Catalase (CAT):

A determinacao da atividade da CAT foi realizada de acordo com a adaptacao
do método descrito previamente por Aebi (1974) (AEBI, 1974). A taxa de reducao na
absorvancia, a 240 nm, foi utilizada como indice de decomposicéo do H20: pela CAT.
Uma unidade de CAT foi considerada como a quantidade de enzima necesséria para

decompor 1 pmol/min de H202, a 37 °C.

Primeiro, foram pipetados 7,5 uL do homogenato intestinal e renal (diluicdo de
1:30, com tampéao PBS 20 mM, pH 7,0), em duplicata, seguido da adicéo de 187,5 pL
de tampéo PBS (pH 7,0). Posteriormente, a leitura foi realizada no espectrofotbmetro
a cada 15 s, durante 5 min, a um comprimento de onda de 240 nm, sendo o resultado
considerado o branco. Em seguida, 5 yL de H202 (1 mol L) foram adicionados, com
a leitura sendo novamente realizada a cada 15 s, durante 5 min. Todas os resultados

foram expressos em U de CAT.mg.

Céalculo para a concentracdo de catalase:
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2,361 x0,67 x (ABSi — ABSf)
ABSi x mg de proteina

Catalase U/mg proteina =

ABSi = Absorvancia inicial;

ABSf = Absorvancia final;

2,361= constante;

0,67 = fator de correcdo do método da cubeta em relacéo a placa, caminho Optico;
mg de proteina = quantidade de proteina (em mg) pipetada no poco.

- Glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG):

A mensuracdo dos niveis de GSH total e GSSG foi realizada a partir da
adaptacao da técnica descrita inicialmente por Tipple & Rogers (2012). Para nao haver
interferéncia na andlise, a proteina total do homogenato intestinal e renal foi
previamente precipitada, por meio da centrifugacéo de 40 puL da amostra com 80 pL
de acido metafosforico 5% (m/v) e 80 uL de tampéo de ensaio (PBS 0,1 M + EDTA 5
mM, pH 7,4), proporc¢éo de 1:2,5 (80:80:40), realizada a 1.400 rpm por 10 min a 4 °C.
Para obter GSH total, o sobrenadante desproteinizado do rim foi diluido (1:1) em
tampéo de ensaio (PBS 0,1 M + EDTA 5 mM, pH 7,4). O intestino e o cérebro por
apresentarem baixas concentracfes teciduais de GSH, ndo passaram por essa
diluicdo prévia. Posteriormente, 30 pL do homogeneizado, em duplicata, foram
transferidos para a microplaca de leitura (visivel), seguida da adicdo de 50 pL da
mistura de reacao 1 (acido 5',5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico) — DTNB — 10 mM e glutationa
redutase (GR) — 4,2 U.mL-1) e 50 puL da mistura de reacdo 2 (NADPH 1% m/v)
(Esquema 5).

Para determinacdo de GSSG, 50 pL dos extratos teciduais desproteinizados
foram primeiramente diluidos com tampéo de ensaio (PBS 0,1 M + EDTA 5 mM, pH
7,4), sendo o intestino na proporgao de (1:6 — 245 pL) e o rim (1:10 — 445 pL). Em
sequéncia, 5 uL de N-etilmaleimida (NEM) foi adicionado e as amostras preparadas
centrifugadas a 12.000 rpm por 20 min, a 4 °C. Logo apos, a solugéo foi incubada em
gelo durante 50 min, para propiciar a completa complexacdo de NEM com a GSH e

evitar que esta forma reduzida sofra auto-oxidacao e interfira nos resultados. Para
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bloquear o complexo (NEM-GSH) e prevenir a inativacdo da GR a ser adicionada na
reacao, foi utilizado uma coluna de filtragdo LiChrolut®, RP-18 E. Por fim, 200 pL
desse eluente resultante foram transferidos para microplaca de leitura (visivel), sendo

entdo adicionados 50 pL da mistura de reacdo 1 e 50 pL da mistura de reacéao 2.

O principio do método é baseado na reacao cinética de oxidagdo da GSH a
GSSG, por meio do DTNB, que gera seu acido 5-mercapto-2-nitrobenzoéico
correspondente. Posteriormente, a GSSG retorna a sua forma reduzida por meio da

adicdo de GR e NADPH no meio (Esquema 5).

As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro, em uma cinética de 3 min,
com leituras a cada 30 seg, onde as absorbancias foram medidas num comprimento
de onda previamente descrito (412 nm). Os niveis de GSH total e GSSG foram
mensurados ap6s comparacdo dos valores obtidos com curva de calibracdo padrédo
com concentracfes conhecidas de GSSG (1nM a 10 nM). Para determinacdo da GSH,

utilizou-se o seguinte célculo:
GSH = GSH total — (2x GSSG).
Os resultados foram expressos em pmol mg proteina?.

Esquema 5 - Reacdo da oxidagcdo da GSH e da reducéo da GSSG.

NO,
0 NO,
S OH
2GSH + HO s — 2 on *+ GSSG
HS
0
ON o
NB

DTNB

2GSH + DTNB — ¥ GSSG + 2TNB ( Reagéo de oxidagéo da GSH e redugéo do DTNB)

GSSG + NADPH + HY L» 2GSH + NADP* (Reacao de redugéo enzimatica da GSSG)

Fonte: MARTINS, A. S. P., 2019.
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4.9.3 Determinagao dos marcadores de Estresse Oxidativo
- Peréxido de Hidrogénio (H202)

A concentracdo foi determinada por meio da adaptacdo do método
colorimétrico de Pick e Keisari (1980). O principio da técnica consiste na oxidacdo do
vermelho de fenol pelo H202 mediada pela peroxidase de rabanete. A concentragédo
de H20:2 foi expressa em nmol mg de proteina, de acordo com curva de calibracédo
previamente estabelecida.

Inicialmente, os homogenatos do intestino e rim foram adicionados em
microtubos, contendo tampé&o de ensaio (tampéo fosfato, dextrose e NaCl (1:25) (pH
7,0)).

Em seguida, foram adicionados 5 uL de vermelho de fenol (0,028 M) e 4,25 L
de peroxidase de rabanete (PR) (1 KU/mL). Os microtubos com a solucdo foram entéo
incubados a 37°C, durante 30 min. Apos esse periodo, 200 uL das amostras foram
transferidas, em duplicata, para uma microplaca de leitura (visivel), contendo 25 uL
de hidréxido de sodio (1M). A leitura foi realizada em espectrofotbmetro, em
comprimento de onda de 610 nm. A concentragdo de H202foi expressa em nmol mg
de proteina, de acordo com curva de calibragédo previamente estabelecida. (PICK;
KEISARI, 1980).

4.9.4 Determinacgéo da atividade inflamatoria
- Mieloperoxidase (MPO)

A mensuracao da atividade da MPO foi realizada por meio da adaptacéo do

método proposto por Bradley et al. (1982) (Esquema 5).

Resumidamente, 25 mg dos tecidos intestinal e renal foram homogeneizados,
utilizando tampéo de ensaio (tampéo de fosfato de potassio - 50 mM, 0,5% de brometo
de hexadeciltrimetilamdnio e EDTA - 5 mM, pH 6,0). Em seguida, as solu¢des foram
centrifugadas a 4.000 rpm, por 15 min, a 4 °C. Apds essa etapa, o sobrenadante foi
retirado e centrifugado novamente a 12.000 rpm, por 15 min, a 4 °C. Posteriormente,
50 pL do sobrenadante foram transferidos em duplicada para uma microplaca e
adicionados 50 pL de solugéo de orto-dianisidina (0,68 mg/mL). A microplaca foi
incubada a 37 °C por 15 min e em seguida, foram adicionados 50 pL de solucéo de

H202 (0,3%). Uma nova incubacao foi realizada (37 °C) e ap6s 10 min, a leitura foi
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feita em espectrofotbmetro, em comprimento de onda de 460 nm. Uma unidade de
MPO foi definida como a quantidade de H202 (em pmol) decomposta por minuto. Os

resultados foram expressos em U de MPO mg de proteinat

Esquema 6 - Reacédo entre o peroxido de hidrogénio e a orto-dianisidina.

HyCO HyCO HyCO
2 Hzoz + HZN O O NHZ HZN O O = O O NH2 h Hzo
OCH, OCH, OCH,
ORTO-DIANISIDINA DIANISIDINA OXIDADA

Fonte: MARTINS, A. S. P., 2019.
4.9.5 Determinacdo de marcador de dano oxidativo
- Malondialdeido (MDA)

Os niveis de MDA foram mensurados por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), acoplada a deteccdo por UV em 270 nm. Os parametros para o
sistema de HPLC usados foram o0s seguintes: coluna 5C18 (150mm x 4,6mm)
acoplado com pré-coluna (45 mm x 4,6 mm), fase mével composta por acetonitrila
HPLC/UV e tampéo Trizma (pH 7,4) (1:9).

A técnica é baseada no método adaptado por Tatum et al. (1990) (VICKIE;
CHANGCHIT; CHOW, 1990). As amostras foram previamente preparadas, onde 25
mg do tecido intestinal, renal e cerebral foram homogeneizados com 400 uL de
tampéo Trizma-Base (pH 7,4), 40 yL de solugéo antioxidante de butil-hidroxitolueno
(BHT) e 440 pL de acetonitrila. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado a 3.500
rom, por 10 min, a 4 °C e o sobrenadante foi filtrado por meio de um filtro com
membrana Durapore de 0,22 ym de poro. O volume de 20 uL do filtrado foi injetado
no HPLC e a leitura realizada a 270 nm. A duracédo da leitura foi, no total, de 6 min,
onde o tempo de retencdo do MDA é em torno de 2’51”. Os valores de MDA foram
avaliados a partir da curva padrao, utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP), que
é um composto precursor de MDA e expressos em nM MDA mg de tecido? sendo
posteriormente corrigidos para o peso em miligrama (mg) do tecido analisado,

obedecendo o fator de corre¢do, de acordo com a seguinte equagao:
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MDA encontrado x 1000

MDA tecidual =
ecidua Peso do tecido (mg)

4.9.6 Determinacéo do perfil inflamatoério
- Determinacgéo dos niveis de TNF-q, IL-6, IFN —Y e IL-10

Inicialmente os extratos do intestino e rim foram diluidos de acordo com a citocina
avaliada (TNF-a, IFN-Y e IL-10 - 1:10; IL-6 — 1:5) com tampé&o PBS (50 mM, pH 7,4).
Os niveis teciduais das citocinas foram determinados por ELISA, utilizando o kit da
PeproTech® (PeproTech Brasil FUNPEC, Ribeirdo Preto, SP, BR.), conforme as
instrucdes do fabricante. A leitura da absorvancia foi realizada a 450 nm, em leitor de

placa de ELISA e os resultados foram expressos em pg.mg* de proteina.

4.10 Analise Estatistica

Para verificar a distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov.
Variaveis paramétricas foram avaliadas usando a andlise unidirecional emparelhado
de variancia (ANOVA), seguida pelo teste t para comparacao entre dois grupos, ou 0
teste de Tukey/teste de Bonferroni para as comparacdes entre varios grupos. O teste
de Kruskal-Wallis foi utilizado para avaliar as variaveis ndo-paramétricas e analise
post hoc correspondente. Os resultados foram apresentados como média + erro
padrdo da média (SEM) para aqueles com distribuicdo normal e os valores como
mediana e intervalo interquartil para os néo-paramétricos. O valor p <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. Os grupos que apresentam diferentes
gravidades da doenca ndo sdo comparados. Foi utilizado GraphPad®Prism versao
5.0 para Windows (San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliacéo histoldgica no colon

A administracdo de SSD (3 e 5% m/v) na agua de beber, durante sete dias
consecutivos, ocasionou alteragdes visiveis na arquitetura do colon dos animais dos
grupos CM e CG (Figura 8B e 9B), incluindo destruicdo/desarranjo e encurtamento
das criptas (setas pretas tracejada), separacdo da base da cripta da lamina propria
(seta verde), bem como o estreitamento da camada muscular da mucosa (seta azul
pontilhada), que sdo mais evidentes na colite mais grave, quando se compara ao
grupo C (saudavel), onde percebe-se a integridade das criptas (setas pretas) (Figura
8A e 9A). Adicionalmente, essas mudancas foram mais intensas no grupo com colite
grave, comparativamente ao grupo com colite moderada. Confirmando que o SSD a
5% por 7 dias é capaz desenvolver efeitos mais intensos sobre a arquitetura do colon,

mimetizado o quadro de colite mais grave vista em humanos.

Esses aspectos histoldgicos foram condizentes com outros trabalhos utilizando
SSD, como os de Damiane et al. (2007) e Moura et al. (2016), demonstrando dano
tecidual, necrose das criptas e infiltrado inflamatério caracteristicos da colite
(DAMIANI et al., 2007; MOURA et al., 2016).

Ao analisar o efeito da NAC sobre esses parametros histologicos, percebe-se
gue nos dois grupos de tratamento (Figuras 8C e 9C, setas em verde), houve uma
restauracdo parcial da estrutura das células epiteliais, por apresentar algumas areas

integras indicando assim, uma provavel protecéo contra o dano causado pela colite.
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Figura 8 - Analise histopatol6gica do célon segundo o grupo experimental: Controle (A), Colite Moderada (B) e Colite moderada tratada
com N-acetilcisteina (NAC) (C) - Fotomicrografias representativas de se¢cbes do célon de camundongos. Seta preta tracejada
(destruicdo de cripta); seta verde (separagdo da lamina prépria da base da cripta); e seta preta (preservacédo da estrutura da cripta).

Aumento de 10x (acimas) e aumento de 20x (abaixo). Colora¢cdo hematoxilina e eosina (HE).

Fonte: MARTINS, A. S. P., 2019.
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Figura 9 - Andlise histopatolégica do célon segundo o grupo experimental: Controle (A), Colite Grave (B) (colite grave induzida por
SSD 5%) e Colite grave tratada com NAC (C) - Fotomicrografias representativas de se¢des do célon de camundongos. Seta preta
tracejada (destruicdo de cripta); seta verde (separagdo da lamina prépria da base da cripta); seta pontilhada azul (estreitamento da

muscular damucosa); e seta preta (preservagédo da estrutura da cripta). Aumento de 10x (acimas) e aumento de 20x (abaixo). Coloragdo
hematoxilina e eosina (HE).

Fonte: MARTINS, A. S. P., 2019.
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5.2 Avaliacdo da ingestdo de agua com SSD e/ou NAC sobre a ingestéo
alimentar, ganho ponderal e glicemia de jejum

Os principais sinais e sintomas ocasionados pela colite (diarreia com sangue e
dor abdominal) repercutem negativamente sobre o estado geral, causando perda de
apetite, baixa ingestdo alimentar, associada a ma-absorcéo e perda de peso. Além
disso, o contexto inflamatério crénico favorece o aparecimento de alteracbes
metabdlicas, como resisténcia a insulina e hiperglicemia (KARRASCH; OBERMEIER,;
STRAUB, 2014).

Neste modelo experimental de colite induzida por SSD (3 e 5 % - p/v), nao foi
verificada diferenca significativa na ingestdo de agua em quaisquer dos grupos
estudados (Figura 10A e 10B), fato que favorece homogeneidade e uma melhor

compreensao dos resultados.

Embora a perda ponderal seja uma caracteristica inerente a colite, ndo foram
observadas alteragbes na massa corporal dos animais (Figura 11A e 11B), em
quaisquer das fases experimentais. Foi verificado um aumento do consumo alimentar
apos a inducdo da CUI (F2) no grupo CG em relacdo ao C (Figura 10C e 10D),
provavelmente essa elevacao na ingestao foi responsavel pela ndo alteracao no peso
corporal, uma vez que foram observados sangue nas fezes e sangramento retal nos
grupos que receberam SSD (imagem n&o apresentada). Em contrapartida, percebe-
se que houve uma variabilidade intragrupo, onde € notavel o ganho de peso na F2
nos grupos CM e NACM em relacéo a fase inicial, a FO (Figura 11C). Esses achados
sugerem que a manutenc¢do do peso corporeo quando se comparam todos 0s grupos,
pode ser atribuida ao consumo alimentar compensatério mediante o quadro
fisiopatolégico da doenca, incluindo a destruicdo das vilosidades e arquitetura das

criptas e a diarreia com sangue.
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Figura 10 - Avaliacdo daingestdo de agua (A, B) e do consumo alimentar (C, D), semanal
e total, segundo o grupo experimental: Controle (C), Colite Moderada (CM) — sulfato de
sddio dextrana (SSD) 3 % -, Colite grave (CG) — SSD 5 % -, N-acetilcisteina Moderado
(NACM) — SSD 3 % + NAC - e N-acetilcisteina Grave (NACG) — SSD 5 % + NAC -
Resultados expressos em média + EP. ** = p <0,01, vs grupo C. Pds-teste de Boniferroni
foi aplicado nos dados das figuras A e C. P6s-teste de Dunn’s foi aplicado na figura B.

Pds-teste de Tukey foi aplicado nos dados da figura D.
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Semelhante a este trabalho, Melgar et al. (2005) e Parmar et al. (2014), em
seus modelos de colite induzida por SSD oral a 3 e 5 % (p/v), respectivamente, por
sete dias, ndo observaram mudancas na massa corporal total, quando comparados
ao controle, e ao contrario deste modelo, ndo houve alteracdes no consumo alimentar.
Em contrapartida, outros estudos como o de Trivedi e Jena (2013), corroboraram as
repercussoes clinicas da colite (significativa perda ponderal, diarreia sanguinolenta e
baixa ingestdo alimentar) com o uso de SSD a 3% (m/v), por sete dias consecutivos
(MELGAR, 2005; PARMAR; TRIVEDI; JENA, 2014; TRIVEDI; JENA, 2013). Moura et
al., (2016), por sua vez, também n&o identificaram diferengas no ganho ponderal em
seu modelo de CUI leve, tampouco apés a oferta de 100 mg kg*d* de NAC via oral.
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Figura 11 - Avaliacdo do ganho ponderal intergrupo de acordo com a fase do
experimento (A), total (B) e intragrupo (C), segundo o grupo experimental: Controle (C),
Colite Moderada (CM) - sulfato de sodio dextrana (SSD) 3 % -, Colite grave (CG) — SSD
5 % -, N-acetilcisteina Moderado (NACM) — SSD 3 % + NAC - e N-acetilcisteina Grave
(NACG) — SSD 5 % + NAC - Resultados expressos em média + EP. *=p < 0,05, * =p
<0,01, *** = p <0,001 vs grupo C. Pos-teste de Boniferroni foi aplicado nos dados das
figuras 11 A e C. Pos-teste de Dunn’s foi aplicado na figura 11 B. FO = antes do
tratamento com NAC; F1 = ap6s 30 dias de tratamento com NAC; F2 = apds o periodo
de inducédo da colite moderada e grave (7 dias) concomitante com suplementacdo com
NAC para os grupos NACM e NACG.
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Em relacéo a glicemia, analisando-se a Figura 12A, percebe-se que na F1 o
grupo CM apresentou maiores niveis glicémicos quando comparado aos grupos C e
NACM. Porém, essa alteracdo ndo permaneceu na F2. Apesar dos animais desse
grupo, no momento da afericdo da glicemia na F2 (dia 31) estarem recebendo o
mesmo tratamento que o os grupos C e CG, ou seja, a dieta comercial RHOSTER®,
sem inducéo da colite, esses animais apresentaram um maior ganho ponderal (Figura
11 C), que em seguida se normalizou, e que pode ser uma justificativa para a elevacao

da glicemia.
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Figura12 - Avaliacdo da glicemia de jejum segundo a fase experimental (A), e intragrupo
(B), segundo o grupo de tratamento: Controle (C), Colite Moderada (CM) — sulfato de
sddio dextrana (SSD) 3 % -, Colite grave (CG) — SSD 5 % -, N-acetilcisteina Moderado
(NACM) — SSD 3 % + NAC - e N-acetilcisteina Grave (NACG) — SSD 5 % + NAC -
Resultados expressos em média + EP. * = p < 0,05, ** = p <0,01, *** = p <0,001 vs grupo
C. Pés-teste de Boniferroni foi aplicado nos dados. FO = antes do tratamento com NAC;
F1 = ap6s 30 dias de tratamento com NAC; F2 = ap6s o periodo de inducédo da colite
ulcerativa moderada e grave (7 dias) e fase de tratamento com NAC para 0s grupos
NACM e NACG.
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Ja na F2 (ultimo dia de experimento), observa-se que no grupo NACM ocorreu
um aumento significativo na glicemia (vs C e CM), indicando que a NAC apresentou
acao hiperglicémica em animais com colite moderada. Outro achado nessa fase foi 0
quadro hiperglicémico identificado na colite grave provocou tratada ou ndo com NAC,
quando comparada ao grupo C.

Ao analisar a variacao glicémica intragrupo ao longo do periodo experimental
(Figura 12B), confirma-se a elevacao inicial na glicemia do grupo CM, que se
normalizou ao final do experimento, além do aumento significativo dos niveis
glicémicos nos grupos CG, NACM e NACG.

Esses resultados estdo de acordo com as alteragcdes metabdlicas observadas
na CUI, onde a resposta inflamatéria crénica leva a uma maior captacao de glicose e
de outros substratos energéticos pelas células imunes ativadas, resultando no
aumento da secrecdo de insulina e hiperinsulinemia. Adicionalmente, os niveis

elevados de citocinas pro-inflamatoérias interferem na via de sinalizagdo do receptor
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de insulina e do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) — 1, ocasionando
resisténcia insulinica periférica e consequente intolerancia a glicose (KARRASCH,;
OBERMEIER; STRAUB, 2014).

Os achados do presente trabalho em relagéo ao aumento da glicemia causado
pela ingestdo de NAC diferem do encontrado por Moura et al., (2016), em seu modelo
de CUI leve (SSD a 2% - m/v) em ratos, quando ndo se observaram alteracdes na
glicemia, em quaisquer dos grupos experimentais (MOURA et al.,, 2016). Outro
trabalho, desenvolvido por Nogueira et al., (2018), investigando o papel da NAC sobre
a glicemia, mas em um modelo de camundongos com nefropatia diabética, verificaram
que a oferta de 600 mg L deste antioxidante, mesmo n&o ocasionando alteracdes na

massa corporal, exerceu significativo efeito hipoglicEmico (NOGUEIRA et al., 2018).

As acbes hipoglicémicas da NAC ja sao estabelecidas na comunidade
cientifica, sendo esta substancia utilizada em modelos animais de diabetes, devido ao
seu poder hipoglicémico (FALACH-MALIK et al., 2016). O que poderia justificar os
efeitos adversos da NAC no modelo deste trabalho seria a interagdo com as diferentes
vias inflamatorias e oxidantes envolvidas na colite moderada e grave, ndo presentes

no diabetes, o que tornaria ineficaz a acdo hipoglicemiante do suplemento.

Diante disso, percebe-se que os estudos sdo contraditérios quanto a influéncia
da colite sobre os parametros metabdlicos, independente da dose e do tempo de
inducdo da doenca, tornando evidente que mdltiplas variaveis intrinsecas ao animal
estdo envolvidas, na intensidade da sintomatologia, incluindo sua genética, sistema
imune e microbiota. Adicionalmente, o efeito hipoglicémico da NAC ainda apresenta
controvérsias, sendo necessarios desenhos experimentais que padronizem a
dosagem, via de administracdo e duracdo do tratamento que permitam elucidar de

forma concreta esse papel.
5.3 Avaliacdo do SSD e/ou NAC sobre o comprimento do célon

O comprimento do coélon tem sido utilizado como parametro para estimar a
intensidade da colite. Em relacéo a esse dado, percebe-se o0 SSD néo teve influéncia
sobre o comprimento deste érgdo, ao se comparar 0s grupos CM e CG com o grupo
C. Entretanto, foi observada diferenca significativa quando se compara o grupo NACG
vs grupo C, sugerindo que o tratamento com NAC, na colite grave provocou

encurtamento do colon por uma possivel resposta inflamatéria mais proeminente
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(Tabela 1). Estes achados divergem daqueles demonstrados por Cha et al. (2017),
onde em seu modelo experimental de colite induzido por SSD a 2% (m/v), a
administracdo prévia a inducéo (trés dias) e concomitante ao SSD (sete dias) de 100
mg kg d! de NAC, protegeu contra o encurtamento do célon, verificado nos grupos
com a colite. Moura et al. (2016), por sua vez, no modelo de colite induzida por SSD
a 2% (m/v), durante 7 dias consecutivos, observaram que a oferta de NAC (100 mg
kg* d') e de SSD, nédo alterou o comprimento do célon de ratos (CHA et al., 2017;
MOURA et al., 2016).

Esses resultados indicam que ha divergéncia na literatura, quanto a esse
parametro e nos permitem sugerir que € possivel que uma maior dose de NAC, por
um maior espaco de tempo, na apresentacdo grave da colite, leve a alteracbes nas

vias inflamatdrias envolvidas, que resultam em encurtamento do célon.
5.4 Avaliacdo do SSD e/ou NAC sobre os pesos absoluto e relativo dos 6rgéos

A colite (moderada e grave) e o tratamento com NAC ndo ocasionaram
alteracdes nos pesos do colon e do rim. Moura et al. (2016), semelhante a este
trabalho, ndo verificaram alteracées no peso do célon em seu modelo leve de colite
induzida por SSD (2% m/v), tampouco nos grupos que receberam NAC (100 mg kg
d?). Por outro lado, houve um aumento nos pesos relativo/absoluto do baco nos
grupos que receberam SSD e/ou NAC, que foi significativo no grupo NACG quando
comparado aos animais do grupo C, indicando assim, inflamacéo nesse 6rgao (Tabela
1). O baco € um o6rgéao linfoide que possui células de defesa (linfocitos T e B) que
atuam combatendo antigenos advindos da corrente sanguinea pela veia esplénica,
cujo aumento reflete o estado ativado dessas células do sistema imune mediante um
processo inflamatério (BRONTE; PITTET, 2013).
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Tabela 1 - Comprimento do intestino e pesos absoluto e relativo do colon, rim e baco segundo o grupo estudado (média + EP). *p <

0,05; **p < 0,01. Foi aplicado pds-teste de Tukey- Legenda - N-acetilcisteina (NAC).

GRUPO Comprimento Colon Razao Rim (g) Razao Baco (g) Razao
do célon (cm) @) célon/pe rim/peso baco/peso
SO corporal corporal
corporal

Controle 11,5+1,67 0,283 0,008 = 0,295+ 0,008 + 0,194+ 0,005 +
0,020 0,0005 0,015 0,0004 0,026 0,0007

Colite 10,76 = 1,36 0,308 + 0,009 = 0,276 0,008 * 0,295 + 0,008 +
Moderada 0,015  0,0002 0,015  0,0003 0,066 0,001

Colite Grave 10,3+0,74 0,314 + 0,009 + 0,277 * 0,008 + 0,293 = 0,008 +

0,023  0,0008 0,009  0,0002 0,034 0,001
NAC 10,3+1,24 0292+ 0008+ 0,264+ 0007+ 034l 0,010 +
Moderada 0,013 00003 0,012 0,0003 0,034 0,001

NAC Grave 9,06 +1,24* 0,257 + 0,008 + 0,240 0,007 = 0,335 % 0,010 +
0,012 0,0005 0,005 0,0001 0,024* 0,0007*
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5.5 Avaliagdo dos marcadores de estresse oxidativo, capacidade antioxidante e

atividade inflamatéria em nivel colénico e renal
- Efeitos das colites moderada e grave e do tratamento com NAC sobre o célon

A colite ulcerativa compreende uma interagcdo complexa entre células do
sistema imune e componentes antigénicos presentes na mucosa que propiciam um
cenario inflamatorio crénico caracterizado por aumento das citocinas pré-inflamatorias
circulantes, ERONS, quimiocinas, moléculas de adeséo, produtos reativos advindos
da peroxidacgéo lipidica e outros mediadores inflamatoérios e da resposta imune, 0s
quais estimulam a manutencdo e a progressao dos efeitos deletérios as células
epiteliais intestinais induzindo necrose e apoptose descontrolada. Além disso, o dano
a mucosa colbnica requer o aumento da producdo de ATP para reparacéao tecidual.
Isso leva ao aumento do consumo de oxigénio, via cadeia transportadora de elétrons
gue resulta na producéo de mais EROs e disfuncdo mitocondrial. A baixa capacidade
antioxidante colbnica associada ao arsenal pro-oxidante conduz ao estresse oxidativo
caracteristico, o qual agrava significativamente o processo inflamatério intestinal
(ACHITEI et al., 2013; DAMIANI et al., 2007; PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA,
2014).

Considerando que uma substancia com perfil antioxidante e anti-inflamatoria,
como a NAC, pode atuar sobre o estresse oxidativo e atenuar esse arsenal
inflamatorio, como foi visto em nosso grupo de pesquisa na colite leve (MOURA et al.,
2016), seus efeitos foram também investigados no contexto da colite moderada e

grave.

Os neutrdfilos na lamina propria da mucosa inflamada sdo marcadores da
atividade leucocitéria na fase aguda da colite e para estimar seus niveis, a atividade
da MPO foi mensurada (Figura 13A). Percebe-se que o SSD n&o provocou mudancgas
na producdo dessa enzima quando comparado ao C, e o tratamento com NAC
também néo teve influéncia sobre este parametro. Resultados divergentes foram
descritos por Gao et al. (2018) e Yu et al. (2009), que confirmaram a infiltracdo
neutrofilica pelo aumento dos niveis de MPO, em seu modelo de coliteinduzida por
SSD a 3% (m/v) (GAO et al.; WANG et al., 2017). Adicionalmente, Amrouche-Mekkioui

e Djerdjourin. (2012) verificaram que houve infiltrado inflamatério significativo com
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SSD a 5% (m/v) e a oferta de NAC (150 mg kg ! d!) atenuou esse cenario pela
diminuicao da atividade da MPO (AMROUCHE-MEKKIOUI; DJERDJOURI, 2012).

Neste estudo, a relacdo dos niveis colbénicos de MPO com a atividade
neutrofilica ndo foi corroborada, e este achado pode estar relacionado a nao
padronizacdo do método na literatura para sua determinagdo, bem como a auséncia
de dados concretos acerca da concentracdo destes leucdcitos, que sao provenientes
da MPO na caolite.

Em relagdo a capacidade antioxidante enzimética, a SOD, responséavel pela
dismutacdo do O2" em H202, teve seus niveis significativamente ativada nos grupos
com colite moderada, quando comparados ao C (Figura 13B), sendo que a NAC nédo
influenciou a mudanca nesses niveis. Esses resultados podem ser atribuidos ao
mecanismo compensatério do célon frente ao aumento de EROs circulantes, na
tentativa de combater essas espécies danosas. Ao analisar 0s niveis teciduais de
H202, percebe-se que ndo houve diferenca entre os grupos experimentais (Figura
13C), indicando que essa espécie reativa proveniente da dismutacdo do O2" e/ou de
outras reagoes oxidativas pode ter sido reduzida a concentracdes basais por enzimas
gue atuam na sua decomposi¢cao em agua e oxigénio, como a CAT e as peroxidases.
A atividade da CAT, no entanto, foi diminuida expressivamente nos grupos CM e CG,
nao sofrendo influéncia do tratamento com NAC (Figura 13D), a qual indica que tanto
0 SSD (3 % e 5 % m/v) quanto a NAC n&o causaram alteragcées no requerimento desta

enzima.

De modo similar, foi observado uma reducéo significante dos niveis de GSH
nas colites moderada e grave (Figura 13E), que refletiu na diminuicdo na razao
(GSH/GSSG) (Figura 13G). Por outro lado, apesar dos grupos com colites tratados
com NAC néo apresentarem alteracdes nos niveis isolados de GSH e GSSG (Figura
13E), ao analisar sua razdo (GSH/GSSG), verifica-se uma reducao significativa,
comparativamente ao grupo controle (Figura 13G); seguindo o mesmo padrao de seus
grupos de comparacéo (CM e CG) indicando que a NAC, apesar de manter os niveis
normais de GSH (vs grupo C), acaba elevando (n&o a ponto de ser significativo entre

0S grupos) os niveis de GSSG, o que acarreta na reducao da sua razao.
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Figura 13 - Marcadores redox do c6lon, segundo o grupo de tratamento: Controle (C);
Colite Moderada (CM) (colite moderada induzida por sulfato de sédio dextrana — SSD —
3%); Colite grave (CG) (colite grave induzida por SSD 5%); Colite moderada tratada com
NAC (NACM); e colite grave tratada com NAC (NACG) - Resultados expressos em média
+ EP. * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p <0,001. Teste de Tukey foi aplicado para os dados
de SOD e Teste de comparacdo multipla de Holm-Sidak’s; para os demais marcadores
foi aplicado o Teste de Dunn.
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Em conjunto, esses dados indicam que apesar da NAC ter conseguido
restaurar os niveis de GSH, esta elevacdo ndo foi suficiente para melhorar o
desequilibrio provocado pelas colites moderada e grave. Isto nos permite sugerir que
0 H202, na presenca de Fe?*, por meio da reacdo de Fenton, tenha se convertido ao

HO", causando agresséo aos fosfolipidios e proteinas da membrana bioldgica.

A premissa anterior € confirmada ao avaliar o dano oxidativo mensurado pelos
niveis de MDA, onde percebe-se que na colite grave, o tratamento com NAC propiciou
0 aumento da formacéo desse aldeido quando se compara ao grupo C (Figura 13H).
Apesar de ndo ser significativa, verificamos também um aumento do MDA no grupo
NACM (38,04 + 5,6 vs 17,64 = 2,3), 0 que pode ser fisiologicamente importante,
indicando que o NAC nas colites moderadas e grave pode agir como pr6 oxidante,
uma consequéncia provavel do seu efeito na reducéo da razao GSH/GSSG observada
nos dois grupos de tratamento. Alguns autores sugerem que o metabolismo da NAC
pode produzir radicais livres bem como EROs, via reacédo de Fenton, ao mesmo tempo
gue outros afirmam que esta mesma substancia pode atuar, quelando metais de
transicdo e assim nao os disponibilizando para reacdes oxidativas, o0 que gera
controvérsias acerca do seu real papel nestas vias (ANDRADE; MOURA; MARQUES,
2015; DAMIANI et al., 2007).

Resultados divergentes foram relatados por Amrouche-Mekkioui e Djerdjourin
(2012), onde a oferta de NAC (150 mg kg* d!) durante 45 dias por via oral, propiciou
melhora moderada na capacidade antioxidante (SOD, CAT e GSH) e atenuacao de
marcadores inflamatérios e pré-oxidantes (MPO, ‘NO e MDA). De maneira
semelhante, Chaetal., (2017) e Moura et al. (2016), corroboraram os efeitos benéficos
da NAC pela diminuicdo dos marcadores de estresse oxidativo (H202 e MDA) e da
resposta inflamatéria (MPO). Contudo, é importante frisar que ambos os trabalhos
utilizaram tempo de tratamento e dosagem de NAC, diferentes deste estudo, 0 que

pode justificar os resultados divergentes.

O processo inflamatorio crénico direcionado ao c6lon € um evento tipico na
colite e que é responséavel por sua sintomatologia, complicagdes e progressao clinica,
caracterizado por niveis elevados de citocinas pro-inflamatoérias, como o TNF-a, IL-6,
IL-1B8, IFN-y e IL-17, secretadas por células da imunidade inata e linfécitos T ativados,
e pela diminuicdo de citocinas anti-inflamatorias, como IL-10, cujo papel é inativar os

macréfagos e inibir a acdo dos linfécitos e células natural killers, auxiliando assim no
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controle da inflamacéo (PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014). Para avaliar esse
parametro, os niveis das citocinas pro (TNF-a, IL-6 e IFN-y) e anti-inflamatérias (IL-
10) foram dosados (Figura 14). Nota-se que houve um aumento significativamente
expressivo na concentracdo de TNF-a nos grupos NACM e NACG quando
comparados ao grupo saudavel (C) e seus controles doentes sem tratamento (CM e
CG, respectivamente), indicando que o tratamento com NAC e n&do a doencga por si
levou a ativacdo da via do TNF-a (Figura 14A). Em relacdo aos niveis de IFN-y,
somente foi observado aumento significativo dessa citocina no grupo CM (Figura
14C). Adicionalmente, ndo houve mudangas nos niveis teciduais de IL-6 (Figura 14B)
e IL-10 (Figura 14D) em quaisquer dos grupos experimentais. Porém, foi visto reducao
da razdo IL-10/ TNF-a nos grupos tratados com NAC (NACM e NACG) que foi
significativa no grupo NACG quando comparado aos grupos C e CG (Figura 14E),
sugerindo entdo que a NAC causou inflamacédo no 6rgéo.

Em contrapartida, Moura et al. (2016) em seu modelo de colite leve (SSD a 2%
- m/v), ndo observaram alteracdes no perfil das citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e
IFN-y) e anti-inflamatérias (IL-10), quando ofertado 100 mg kg d* de NAC. Uraz et
al. (2013), por outro lado, relataram que a administracdo de 500 mg.kg.d* de NAC,
por via intrarretal, diminuiu dos niveis de TNF-a e de IL-6 em seu modelo de colite
induzida por acido acético (4 % v/v) (URAZ et al., 2013). Esses achados mostram que
h& divergéncia na literatura quanto ao modelo de colite e o tempo/dosagem de NAC

utilizados, os quais influenciam diretamente os resultados dos estudos.
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Figura 14 - Marcadores inflamatérios do célon, segundo o grupo de tratamento:
Controle (C); Colite Moderada (CM) (colite moderada induzida por sulfato de so6dio
dextrana — SSD — 3%); Colite grave (CG) (colite grave induzida por SSD 5%); Colite
moderada tratada com NAC (NACM); e colite grave tratada com NAC (NACG) -
Resultados expressos em média + EP. * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p <0,001. Teste de

Dunn foi aplicado para os dados de IL-10; e para os demais dados foi aplicado o Teste

de Tukey.
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Portanto, nestes modelos de colite induzida por SSD (3 e 5%), pode-se
perceber que a colite moderada em detrimento da colite grave, apresentou um
comportamento distinto quanto ao estimulo da atividade antioxidante enziméatica e ndo
enzimatica (1SOD e |CAT e GSH), sobre a qual o tratamento com NAC néo teve
influéncia. Ademais, ndo foram observadas mudancas no marcador de estresse
avaliado (H202). Em contrapartida, o dano oxidativo causado pela NAC na colite grave
foi evidente, o qual foi corroborado pela ativacdo da via do TNF-a, embora essa

elevacéo n&o tenha refletido em nivel histolégico. E importante ressaltar do ponto de
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vista inflamatorio que a colite grave, diferentemente do esperado, ndo ocasionou o
aumento das citocinas pro-inflamatérias avaliadas, sugerindo que nessa intensidade
da doenca outras vias inflamatorias e/ou citocinas (IL-18, IL-8, IL-18) podem estar
sendo acionadas (ITANI et al., 2016; YAMAMOTO et al., 2005; YASUKAWA et al.,
2012).

- Efeitos do SSD e da NAC sobre o rim

Sabe-se que na colite, 0 aumento da permeabilidade intestinal e a disbiose
favorecem a formacdo de célculos de urato e de oxalato de calcio, 0os quais se
difundem, via corrente sanguinea, e se depositam nas células epiteliais renais,
causando leséo local. Esta é caracterizada pela destruicdo das juncdes comunicantes,
recrutamento de células inflamatérias e producdo de EROS (DEUCHANDE;
ALMEIDA, 2016; YU et al., 2017). Foi demonstrado em alguns estudos que a NAC
inibe o estresse nitroxidativo neste 6rgao por meio de seu papel antioxidante. Neste
contexto, os efeitos da NAC sobre o rim foram investigados (NOGUEIRA et al., 2018;
YU et al., 2017).

Em relacdo a atividade da MPO no tecido renal, ndo foram verificadas
alteracdes em quaisquer dos grupos (Figura 15A), indicando que o recrutamento de
neutréfilos em direcdo a esse sitio ndo foi expressivo. De maneira similar, a colite
(moderava e grave) e a suplementacdo com NAC nao provocaram mudancas nos
niveis de SOD e H20:2 (vs Grupo C) (Figura 15B e 15C, respectivamente). Por outro
lado, houve um aumento na atividade da CAT no grupo NACG quando comparado ao
grupo C (Figura 15D). Apesar de visualmente percebemos uma elevacao nas médias
de CAT nos grupos com colite moderada e grave, esta néo foi significativa. Isto sugere
gue no tecido renal, a atividade da CAT foi mais requerida mediante o contexto
inflamatorio da colite e que o tratamento com NAC na CUI grave foi eficaz em recrutar

essa enzima.

A figura 15 mostra ainda que a NAC, no contexto da colite moderada, foi eficaz
em elevar os niveis de GSH (vs Grupos C e CM) (Figura 15E) e reduzir os niveis
GSSG (Vs Grupo CM) e, conseguentemente, promover um aumento na razao
GSH/GSSG (vs Grupo C) (Figura 15G). Adicionalmente, na colite grave, a
suplementacdo com NAC, por reduzir os niveis de GSSG (Figura 15F), também foi

eficaz na melhora da razdo GSH/GSSG, comparativamente ao Grupo C mas nao ao
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Grupo CG. Em conjunto, esses achados indicam um bom poder antioxidante da NAC
sobre o tecido renal, através do fornecimento de cisteina e posterior formacéo de
glutationa a nivel renal, provavelmente devido a quantidade abundante de acilase |
presente no local (ALDINI et al., 2018; SAMUNI et al., 2013).

Por outro lado, ao analisar os niveis de MDA é notavel o0 aumento expressivo
deste produto de peroxidacéo lipidica no grupo NACG, quando comparado aos grupos
C e CG, evidenciando que a NAC causou dano oxidativo em um tecido extraintestinal,
mesmo tendo aumentado alguns marcadores da atividade antioxidante (CAT e GSH
e razao GSH/GSSG) (Figura 15H).

Em outros trabalhos, ao se investigar os efeitos da NAC sobre o tecido renal
mediante condi¢Bes onde o estresse oxidativo é eminente, foi verificado resultados
diferentes do nosso estudo, como o realizado por Kondakgi et al., (2016), com um
modelo de estresse oxidativo renal induzido por homocisteina tiolactona. Neste
experimento, o tratamento com 1 g kg d* de NAC, durante seis semanas, promoveu
a reducao dos niveis teciduais de EROs e MDA (KONDAKCI et al., 2017).

Uma forte limitacdo deste estudo, € a ndo mensuracdo das ERNS, como por
exemplo, nitritos e nitratos (marcadores indiretos do 6xido nitrico), o que poderia
explicar a elevacéo da peroxidacao lipidica identificada nesse tecido.

Nogueira et al., (2018) demonstraram que fornecimento de NAC na agua de
beber (600 mg L), por oito semanas, teve efeito protetor contra injuria renal induzida
pelo diabetes, melhorando a defesa antioxidante, pelo aumento da atividade da CAT
(semelhantemente ao encontrado neste estudo para o grupo NACG) e da GSH (como
identificado neste trabalho no grupo NACM), como pela atenuacdo do estresse
oxidativo por meio da inibicdo da INOS (NOGUEIRA et al., 2018).
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Figura 15 - Marcadores redox do rim, segundo o grupo de tratamento: Controle (C);
Colite Moderada (CM) (colite moderada induzida por sulfato de sédio dextrana — SSD —
3%); Colite grave (CG) (colite grave induzida por SSD 5%); Colite moderada tratada com
NAC (NACM); e colite grave tratada com NAC (NACG) - Resultados expressos em média
*+ EP. * = p <0,05; ** = p <0,01; *** =p <0,001 (teste de Tukey).
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O perfil inflamatorio renal também foi investigado neste trabalho (Figura 16). Os
resultados mostram que as vias dos TNF-a e do IFN-y ndo foram estimuladas visto
gue ndo houve mudancas em seus niveis em qualquer dos grupos do estudo (Figura
16A e 16C). Entretanto, percebe-se que a colite moderada causou um aumento
significativo da IL-6 em relacdo ao grupo C, sugerindo que em nivel renal e nessa
gravidade da colite, as vias dessa citocina sao ativadas (Figura 16B). As
concentracdes de IL-10, por sua vez, foram significativamente reduzidas no grupo
NACM e fisiologicamente no grupo NACG (mas néo significativamente) quando se
compara aos grupos C e CM (Figura 16D). Além disso, ao avaliar a razao IL-10/TNF-
a (Figura 16E), nota-se uma diminui¢cdo significante nos grupos tratados com NAC
(NACM e NACG) em relacdo aos grupos nos quais a colite foi induzida (CM e CG) e
ao grupo saudavel (C), indicando assim, que a NAC provocou uma inibicdo das vias

anti-inflamatérias.

Yao et al. (2017), por sua vez, verificaram que a administracao oral de 150 mg
kg* d! de NAC, durante sete dias consecutivos, resultou na reducéo dos niveis de
TNF-a e de IL-6 em seu modelo de sindrome nefrética induzida por adriamicina, porém
as concentragdes de IL-10 ndo foram mensuradas (YAO; CAl; SHENG, 2017).

Portanto, a NAC (na colite grave), em nivel renal, promoveu uma maior
producéo de CAT local em detrimento da SOD como possivel tentativa de neutralizar
os niveis circulantes de H202, além de melhorar a reserva antioxidante endégena (1
GSH e |GSSG). Contudo, o dano oxidativo as membranas fosfolipidicas foi expressivo
neste grupo, sugerindo que a NAC, nesta intensidade da doenca, pode estar se
comportando de forma reativa por meio da possivel formacéo de anion tiolato, o qual
interage com outras moléculas oxidantes. Além disso, a heterogeneidade verificada
nos estudos pode ser explicada pela dose utilizada e pelo periodo de oferta da NAC,
variabilidade dos métodos para mensuragcdo desses marcadores, bem como pelo

préprio contexto inflamatorio inerente a cada doenca estudada.
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Figura 16 - Marcadores inflamatérios do rim, segundo o grupo de tratamento: Controle
(C); Colite Moderada (CM) (colite moderada induzida por sulfato de sédio dextrana —
SSD - 3%); Colite grave (CG) (colite grave induzida por SSD 5%); Colite moderada
tratada com NAC (NACM); e colite grave tratada com NAC (NACG) - Resultados
expressos em média + EP. * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p <0,001. Teste de Dunn foi
aplicado para os dados de IL-10; e para os demais dados foi aplicado o Teste de Tukey.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, o modelo experimental utilizando SSD, na agua de beber,
durante sete dias consecutivos, conseguiu induzir tanto a colite moderada quanto a
grave, o que foi evidenciado pelas alteragBes histoldgicas, as quais demonstraram
alteracdes na arquitetura colbnica, caracteristicas da doenca. A administracdo prévia
de NAC, por 30 dias consecutivos na agua de beber e, posteriormente de forma
concomitante a inducdo das formas de colite, parece ter exercido efeito protetor,

restaurando parcialmente o epitélio lesionado.

Adicionalmente, as colites moderada e grave, induzidas por SSD (3% e 5% -
m/v), respectivamente, e a administracdo de NAC (150 mg kg? d!) ndo ocasionaram
mudancas na massa corporea dos animais, mesmo tendo sido observado um
aumento no consumo alimentar ao final do experimento no grupo NACG,
comportamento que pode ser atribuido a um mecanismo compensatorio frente aos
aspectos fisiopatologicos presentes. Em relacéo a glicemia, verificou-se que a colite,
principalmente na forma grave, provocou um quadro hiperglicémico, que a

suplementacdo com NAC nao conseguiu reverter.

As analises laboratoriais coldnicas sao contraditérias aos achados histolégicos.
Na colite moderada, com ou sem a oferta de NAC, ocorreu um aumento na atividade
SOD e diminuigéo nos niveis de CAT e GSH, porém sem alteracdo nas concentracdes
de H202. No entanto, mesmo ndo sendo observado em nivel histolégico, o dano
oxidativo causado pela NAC na colite grave foi evidente (1 MDA), o qual foi
corroborado pelo aumento nos niveis de TNF-a e da diminuigdo da razdo IL10/TNF-

a.

De maneira similar, em nivel renal, o dano oxidativo as membranas foi
expressivo quando a NAC foi administrada na colite grave, mesmo tendo aumentado
a producéo de CAT e melhorado a reserva antioxidante endégena (1 GSH, | GSSG e
1 razdo GSH/GSSG).

Portanto, esses resultados nos permitem sugerir que a NAC, especialmente na
colite grave, pode estar se comportando de forma pro-reativa e pré-oxidante, o que
gera uma série de questionamentos acerca das reais acbes anti-inflamatoria e
antioxidante da NAC, mediante o contexto inflamatorio da colite. Por outro lado,

conduz a uma nova perspectiva, pois deve ser considerado que no campo da biologia
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redox, varios fatores estdo envolvidos nas intricadas vias e mecanismos relacionados
ao processo inflamatorio, sistema imune e estresse oxidativo, pois como ja foi referido
neste trabalho, h4 uma complexa rede de interacdes e de sinalizaces que influenciam

sobremaneira a resposta inerente a este cenario.
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7 PERSPECTIVAS E DIRECIONAMENTOS

Diante dos resultados desse trabalho, percebe-se que ainda existem muitas
lacunas a serem investigadas acerca dos efeitos da NAC, principalmente no contexto
da colite. E necessario que proximos estudos sejam conduzidos de forma a esclarecer
0S mecanismos e as vias pelos quais a NAC esta exercendo acao pré-inflamatoria e
pré-oxidante, como a determinacédo das ERNSs (limitacdo do trabalho), quantificacéo
de colageno, avaliacdo da apoptose e investigacao das vias da IL-10 e NF-kB, além
de outras células/ componentes do sistema imune e outras citocinas que possam estar
envolvidas (macrofagos, neutréfilos, células T ativadas, inflamossoma NLRP3, IL-18,
IL-8, IL-18). Ademais, é imprescindivel a avaliacdo da colite e da NAC em outros
orgaos. Dessa forma, ira direcionar o estabelecimento de terapias mais eficazes e

seguras.
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