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RESUMO

O Clostridium difficile tem como principal fator de viruléncia a toxina A (TxA), a
qual provoca inflamacao e destrui¢@o tecidual aguda em intestinos de animais experimentais e
de pacientes com a doenga induzida por esta bactéria. Em locais de injuria tecidual, adenosina
¢ produzida em altas concentracdes, onde exerce uma série de efeitos antiinflamatorios,
limitados por sua répida degradacdo pela enzima adenosina desaminase. O objetivo deste
trabalho foi investigar o efeito da inibicdo da enzima adenosina desaminase pelo EHNA
(eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)-adenina) sobre a enterite induzida pela TxA do C. difficile em
alca ileal de camundongos. Para isto, injetamos EHNA (90 umol/kg) ou PBS i.p. 30 minutos
antes da administragao de TxA (10 a 100 ug) ou PBS na alga ileal isolada. Os animais foram
sacrificados 3 horas depois da inducdo da enterite e as algas foram retiradas para estudo. As
razdes peso/comprimento da alca e volume de secrecdo/comprimento da alga foram
calculadas e amostras de tecido foram coletadas para histopatologia, dosagem de atividade de
mieloperoxidase (MPO), dosagem de TNF-a, IL-1p e IL-10 por ELISA, imunohistoquimica
para TNF-a, IL-1B, NOS induzivel e PTX3, e PCR para TNF-a, IL-1p e PTX3. A inje¢do de
TxA (10 a 100 pg) nas algas ileais aumentou significativamente (p<0,05) as razdes
peso/comprimento da alca e volume de secre¢do/comprimento da alca com resultados
consistentes a partir de 50 pg. A TxA promoveu significativa (p<0,05) destrui¢ao tecidual,
edema, infiltragdo de células inflamatorias, aumento das citocinas TNF-a e IL-18, e elevacao
de iNOS e PTX3. Todos esses parametros foram significativamente revertidos com o uso do
EHNA (p<0,05). Em adi¢do, a TxA ndo alterou os niveis de IL-10 em relacdo ao controle,
mas o pré-tratamento com EHNA promoveu uma elevagao nos niveis desta citocina. Assim,
concluimos que na enterite induzida pela TxA em camundongos o EHNA demonstrou um
potente efeito antiinflamatorio, reduzindo consideravelmente a lesdo tecidual, a migracao
neutrofilica, a expressdo e os niveis de citocinas proéinflamatorias (TNF-a, IL-1B) e
produzindo um aumento nos niveis de IL-10. Além disso, a administracdo de TxA induziu um
aumento na expressao da proteina PTX3 e no nimero de células imunomarcadas para iNOS
no tecido ileal, ambos revertidos pelo EHNA.

Palavras-chave: Toxina A do Clostridium difficile, enterite, adenosina, adenosina desaminase,
EHNA, pentraxina 3.



ABSTRACT

The main factor of virulence in Clostridium difficile is toxin A (TxA), which can induce
inflammation and acute tissue injury in the bowels of animals and humans affected by this
organism. The high concentration of adenosine generated upon injury produces a number of
antiinflammatory effects limited by rapid degradation by adenosine deaminase. The objective
of this study was to determine the effect of EHNA (erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)-adenine)
inhibition of adenosine deaminase upon TxA-induced ileal loop enteritis in mice. EHNA (90
umol/kg) or PBS was injected i.p. 30 minutes prior to TxA (10-100 pg) or PBS instillation
into the ligated ileal loop. The animals were euthanized 3 hours after enteritis induction and
the ileal loops were retrieved for analysis. The weight/length ratio and the secretion
volume/length ratio were calculated and tissue samples were submitted to histopathological
study, myeloperoxidase assay (MPO), measurement of TNF-a, IL-1p and IL-10 levels with
ELISA, immunohistochemical tests for TNF-a, IL-1p, inducible NOS and PTX3, and PCR
assay for TNF-a, IL-1B and PTX3. The instillation of TxA (10-100 pg) into the ileal loop
significantly increased (p<0.05) the weight/length ratio and the secretion volume/length ratio
with consistent results above 50 pg. TxA induced a significant amount (p<0.05) of
histological damage, edema and inflammatory cell infiltration and increased the production of
TNF-a, IL-1B, iNOS and PTX3. All changes were significantly reverted by treatment with
EHNA (p<0.05). Moreover, IL-10 levels remained unchanged in animals treated with TxA,
but increased in animals receiving EHNA. In conclusion, in mice with TxA-induced enteritis
EHNA produced considerable antiinflammatory effects, reducing tissue injury, neutrophil
migration, the expression and levels of proinflammatory cytokines (TNF-a and IL-1P) and
producing an increase in IL-10 levels. In addition, TxA instillation increased PTX3
expression and the number of cells immunolabeled for iNOS in the ileal tissue, both of which
were reverted by EHNA.

Keywords: Clostridium difficile toxin A, enteritis, adenosine, adenosine deaminase, EHNA,
pentraxin 3.
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1. INTRODUCAO

1. O Clostridium difficile e sua relevancia no contexto mundial atual

Isolado pela primeira vez em 1935, o Clostridium difficile, bacilo gram positivo
anaerdbio formador de esporos, tem sido reconhecido como agente etiologico da colite
pseudomembranosa em humanos desde 1978 (HALL & TOOLE, 1935; BARTLETT et al.,
1978). Atualmente, ¢ considerado a causa mais importante de diarréia em adultos
hospitalizados, especialmente apds o uso de antibidticos de largo espectro (ASHA et al.,
2006; BLOSSOM & MCDONALD, 2007). A doenca induzida por esta bactéria pode variar
desde uma diarréia auto-limitada até uma colite fulminante com risco de morte, incluindo

perfuracao colonica e megacdlon téxico (OWENS, 2007).

Recentemente, vem sendo observado um aumento da incidéncia e da gravidade
desta condi¢do infecciosa em varios hospitais dos EUA, Canada e Europa, especialmente apds
o ano 2000 (MCDONALD et al., 2005 ¢ 2006; LOO et al., 2005). Tem sido relatado um
aumento do numero de casos criticos nos quais tratamentos radicais como colectomia foram
utilizados. (MUTO et al., 2005; LOO et al., 2005). Observou-se também um aumento na taxa
de recorréncia da doenca com o tratamento padrao, que era de 10% e subiu para 28% apds o
ano de 2003. (MCFARLAND, 2008) Nos anos 1990s, estudos mostravam um indice de
mortalidade em torno de 2% para a doenga induzida pelo C. difficile. Entretanto, dados mais
recentes apontam para um aumento de mais de trés vezes neste indice, que hoje chega a 6,9%
(LOO et al., 2005). Foi estimado um acréscimo de 3.600,00 dolares aos custos hospitalares
para cada paciente com doenca associada ao C. difficile, e esses custos podem ultrapassar 1

bilhao de ddlares por ano nos Estados Unidos (KYNE et al., 2002).

O aumento da incidéncia e da gravidade da doenga induzida pelo C. difficile tem
sido atribuido ao surgimento de uma cepa hipervirulenta NAP1/BI/027. (WARNY et al.,
2005) Esta cepa hipervirulenta foi isolada nas fezes de pacientes com doenca induzida pelo C.
difficile nos EUA (MCDONALD et al., 2005; MUSHER et al., 2006), Canada (PEPIN et al.,
2005), Inglaterra (KUIJPER et al.,2007), Holanda (VAN STEENBERGEN et al., 2005),
Bélgica (DELMEE et al.,2006) Franga (TACHON et al.,2006), ¢ Japao (KATO et al.,2007).
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Esta cepa ¢ caracterizada como “toxinotype III”, enquanto historicamente mais de 80% das
cepas hospitalares eram “toxinotype 0” (GERIC et al., 2004;MCDONALD et al., 2005;
WARNY et al., 2005). NAP1/BI/027 produz uma toxina descrita mais recentemente chamada
toxina bindria e possui uma muta¢cdo no gene tcdC, um regulador negativo da producdo de
toxinas A e B(MACCANNELL et al., 2006; POPOFF et al., 1988). Foi encontrado que cepas
com esta mutagdo produzem 16 vezes mais toxina A e 23 vezes mais toxina B comparada a
outras cepas do C. difficile (WARNY et al., 2005; RUPNIK et al., 2005). Um importante fator
associado a disseminacdo da cepa NAP1/BI/027 tem sido a sua caracteristica resisténcia as
fluoroquinolonas e o freqiiente uso desta classe de antibidticos em ambiente hospitalar

(MUTO et al., 2005; GAYNES et al., 2004; LOO et al., 2005).

As mudangas recentes na epidemiologia da doenga induzida pelo C. difficile
incluem também o surgimento de novas populagdes de risco. Relatos demonstram o aumento
de casos da doenca na comunidade, isto ¢, em individuos ndo hospitalizados e que nao tinham
historia de uso prévio de antibioticos, bem como em mulheres jovens durante o periparto
(MMWR, 2005; DIAL et al., 2005). Pouco se sabe sobre as espécies responsaveis por esses
casos adquiridos na comunidade e sua origem, porém ultimamente tem sido relatada
contaminagdo de carne bovina ¢ suina (RODRIGUEZ-PALACIOS et al., 2007; RUPNIK,
2007), sugerindo que alimentos possam estar envolvidos na transmissdo do C. difficile de

animais para humanos.

Apesar da escassez de informagdes sobre a incidéncia da doenca no Brasil, um
estudo multicéntrico demonstrou que entre os enteropatégenos prevalentes na diarréia da
comunidade, o C. difficile foi a terceira mais freqiiente espécie isolada (ANTUNES et al.,
2002). Adicionalmente, trabalho realizado na cidade do Rio de Janeiro revelou que espécies
de C. difficile foram detectadas em 6,7% de amostras de fezes de criangas hospitalizadas ou
nao (PINTO et al., 2003), sugerindo que investigacdo para C. difficile deve ser considerada na
diarréia pedidtrica em pacientes hospitalizados ou ndo nos paises em desenvolvimento. Deve-
se ainda considerar que a doenca pode ser manifestada em formas muito graves na populagao

pediatrica, como enterocolite fulminante (PRICE et al., 1988).

1.1 Doengas intestinais induzidas pelo Clostridium difficile (CDAD)
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A doenga induzida pelo C. difficile (CDAD) tém claramente aumentado em
incidéncia e gravidade desde a sua descri¢do inicial no final dos anos 1970s. Atualmente,
reconhece-se que o C. difficile é o agente etiologico de até 33% dos casos de diarréia
associada a antibioticoterapia e de 90 a 100% dos episddios de colite pseudomembranosa
(BLOSSOM & MCDONALD, 2007). Os fatores de risco para o desenvolvimento da CDAD
tipicamente incluem a presenga de: alteracdo da flora intestinal normal, exposicdo e
colonizagdo colonica pelo C. difficile toxicogénico ¢ susceptibilidade do hospedeiro

(MCFARLAND, 2008; POUTANEN & SIMOR, 2004).

O uso de antibioticos, presente em mais de 96% dos casos de CDAD, pode alterar
a microflora intestinal de forma a permitir a colonizagdo por bactérias toxicogénicas do C.
difficile (ADAMS & MERCER, 2007; MCFARLAND, 2008). O uso de cefalosporinas,
penicilinas, clindamicina e, mais recentemente, fluoroquinolonas tem sido frequentemente
relacionado a essa doenca, embora se acredite que qualquer tipo de antimicrobiano possa
incitar o desenvolvimento de CDAD. (BARTLETT, 2002; KELLY et al., 1994; LOO et al.,
2005). Alguns estudos tém demonstrado que o uso excessivo de antibioticos tem papel
importante na crescente incidéncia de CDAD observada nos tltimos anos, e recomendado a
utilizacdo mais criteriosa desses medicamentos (HOOKMAN & BARKIN, 2007;
MCDONALD et al., 2006).

CDAD ¢ uma patologia associada primariamente a ambientes hospitalares, asilos
e centros de reabilitacdo, onde a exposi¢do a antibidticos e a contaminag¢do com esporos do C.
difficile é mais comum (JOHAL et al., 2004; MCFARLAND et al., 1989). Foi demonstrado
que a duracdo da hospitalizacdo ¢ diretamente proporcional a incidéncia de CDAD
(CLABOTS et al.,, 1992). MCFARLAND e colaboradores (1989) acompanharam 399
pacientes com cultura de fezes negativa para C. difficile na época da admissao hospitalar. No
curso de sua hospitalizagdo, 21% desses pacientes se tornaram positivos para C. difficile e,
destes, 37% desenvolveram diarréia. O mesmo autor encontrou que, entre 0s pacientes
hospitalizados que desenvolveram CDAD, 74% foram contaminados pelo C. difficile no
hospital, 20% eram positivos para C. difficile na admissdo hospitalar, mas tinham historia de
hospitalizac@o recente, e apenas 5% adquiriram a bactéria na comunidade. O C. difficile, por
ser capaz de formar esporos, ¢ capaz de sobreviver em superficies inanimadas por longos

periodos, o que facilita a transmissdo fecal-oral desta bactéria (KIM et al. 1981; POUTANEN
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& SIMOR, 2004). Recentemente, varios trabalhos tém alertado para a alta transmissdo de
esporos do C. difficile através do contato de pacientes com profissionais de saude, e
encorajado a institui¢do de praticas de controle da infeccdo, como a freqliente lavagem de

maos com agentes esporocidas (OWENS, 2007; SAMORE et al., 1996; BARTLETT, 2002).

Outro fator de risco importante para o desenvolvimento da CDAD ¢ a colonizagao
intestinal por cepas toxicogénicas do C. difficile. Uma série de fatores de viruléncia, incluindo
produgdo de flagelo e de enzimas hidroliticas, tem sido associada com o desenvolvimento da
doenga (TASTEYRE, et al., 2000; SEDDON, et al., 1990). Porém, os mais bem
caracterizados e mais importantes fatores de viruléncia produzidos pelo C. difficile sdo as
exotoxinas A ¢ B (BORRIELO, et al., 1998; POXTON, et al.,, 2001; BONGAERTS &
LYERLY, 1994) que estdo diretamente relacionadas ao desencadeamento das doengas

diarréicas e de suas complicagdes clinicas (TITOV et al., 2000).

As toxinas A e B sdo codificadas pelos genes tcdA e tcdB, respectivamente, que
juntos com trés genes regulatorios (tcdC, tcdD e tcdE) formam o locus de patogenicidade no
cromossomo do C. difficile (BRAUN et al., 1996; POXTON et al., 2001; SPIGAGLIA et al.,
2002). As toxinas A e B possuem estruturas primarias muito semelhantes e exercem suas
atividades enzimaticas em um terminal NH, homoélogo (VON EICHEL-STREIBER et al.,
1990 e 1992; SILVA & SALVIANO, 2003). A maioria das cepas toxigénicas do C. difficile
produz ambas as toxinas A e B, as quais possuem mecanismos de agdo similares: afetam o
citoesqueleto de actina da célula intestinal ao induzirem a glicosilagdo de proteinas da familia
Rho, resultando em morte celular (RUPNIK et al., 2005; SILVA e SALVIANO, 2003). Uma
terceira toxina, a toxina bindria, tem sido isolada em 6% dos casos de CDAD. Seu papel na
patogénese da doenga ¢ sua relevancia clinica ainda ndo foram elucidados (GERIC et al.,
2004; GONCALVES et al., 2004), no entanto, existem relatos de que cepas produtoras desta

toxina estdo relacionadas com doenga de maior gravidade (BARBUT et al., 2005).

Os fatores de risco para o desenvolvimento de CDAD associados ao hospedeiro
incluem idade avangada, imunossupressao e presenca de comorbidades (KYNE et al., 2001).
Um estudo observou que pacientes que ndo conseguiram desenvolver IgG anti-Toxina A eram
48 vezes mais susceptiveis a desenvolver diarréia comparado aqueles que obtiveram resposta
imune adequada (KYNE et al., 2001). Além disso, alguns estudos tém relatado uma

associacao positiva entre CDAD e terapias que reduzem o pH géstrico, como os inibidores de
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bomba de proton, procedimentos no trato gastrointestinal e o uso de sonda nasogastrica

(DIAL et al., 2005; BIGNARDI, 1998).

Os sintomas de CACD se manifestam tipicamente dentro de 4 a 9 dias apds o
inicio da terapia antibidtica, porém podem ocorrer em qualquer tempo até 8 semanas apos o
inicio do tratamento (HURLEY & NGUYEN, 2002). Os achados clinicos mais freqiientes sdao
diarréia aquosa, célica abdominal e febre com leucocitose. As formas mais severas da doenga
compreendem a colite pseudomembranosa e o megacolon toxico e podem se manifestar com
discreta ou mesmo auséncia de diarréia (HURLEY & NGUYEN, 2002; BORRIELLO, 1990).
As complicacdes da CACD incluem: desenvolvimento de doenca recorrente (20-30%),
abdomen agudo, necessidade de colectomia e choque séptico (MCMASTER-BAXTER &
MUSHER, 2007).

O diagnoéstico da CACD envolve a deteccdo das toxinas A e¢ B nas fezes de
pacientes com achados clinicos da doenga. O imunoensaio (ELISA), que detecta ambas as
toxinas A ¢ B em apenas 2 a 6 h com especificidade de 99% e sensibilidadede 70-90%, ¢ o
teste mais difundido atualmente (KELLY & LAMONT, 1998). Os achados macroscopicos
durante uma endoscopia do colon de pacientes com CDAD variam amplamente de acordo
com a gravidade da doenca. Podem ser encontrados na mucosa colonica desde leve edema até
eritema difuso, friabilidade, pequenas ulceragdes e as patognomonicas pseudomembranas. As
pseudomembranas s3o placas elevadas esbranquicadas ou amareladas de 0,2 a 2 cm de
diametro, caracterizadas histologicamente por “lesdes vulcanicas” compostas por neutrofilos,
mucina e restos celulares (POUTANEN & SIMOR, 2004). Uma vez confirmado o
diagnostico, antibidticos sistémicos devem ser suspensos na medida do possivel e a terapia
para erradicar o C. difficile é recomendada com metronidazol ou vancomicina oral (ADAMS

& MERCER, 2007; STARR, 2005).

1.2 A Toxina A do Clostridium difficile (TxA)

A toxina A do Clostridium difficile (TxA), uma proteina de alto peso molecular
(308 kDa), altera dramaticamente a fisiologia celular, desde as vias de sinalizacdo a

manutenc¢ao estrutural das células, culminando com a morte celular. Quando introduzida no
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limen intestinal de animais in vivo, a TxA promove destrui¢do do epitélio intestinal, intensa
inflamac¢do na mucosa, secre¢ao intestinal e colite hemorragica, reproduzindo os achados

encontrados na doenga induzida pelo C.difficile. (HUMPHREY et al., 1979; REHG, 1980).

Ap6s ligacdo a receptores de membrana e internalizagdo no citosol das células
intestinais, a TxA induz uma série de alteragdes na fisiologia celular do hospedeiro (VOTH &
BALLARD, 2005). A maioria dos efeitos da toxina A ¢ atribuido a sua capacidade de causar
monoglicolisacdo nas proteinas Rho, Rac e Cdc42, utilizando UDP-glicose como co-substrato
(JUST et al., 1995, GENTH et al. 2008). Rho, Rac ¢ Cdc42 sdo pequenas GTPases
intracelulares que exercem um papel regulador primdrio sobre o citoesqueleto de actina e a
morfologia celular (HALL, 1990). A monoglicosilagdo induzida pela TxA promove a
inativagdo dessas proteinas, o que resulta em condensacdo da actina e conseqiiente desarranjo
do citoesqueleto, retracdo e arredondamento celular, marginalizagdo do nucleo, perda da
integridade estrutural e morte celular (JUST et al., 1995; HALL, 1998; FIORENTINI et al.,
1990).

A colite induzida pela TxA do C. difficile estd associada a um proeminente
influxo de neutréfilos para dentro da mucosa colonica e, assim como a colite
pseudomembranosa, ¢ caracterizada por um infiltrado inflamatorio agudo e pseudomembranas
ricas em neutrofilos (LYERLY et al., 1988). A inativagdo da proteina Rho pela TxA induz a
perda das zonulas de oclusdo na barreira epitelial intestinal através de um processo
envolvendo proteina quinase C e resulta no aumento da permeabilidade do epitélio intestinal
(NUSRAT et al., 1995; CHEN et al., 2002). A alteragdo da integridade celular e o aumento da
permeabilidade epitelial contribuem para a migragdo neutrofilica e deflagracdo dos eventos
inflamatorios observados na colite induzida pela TxA (VOTH & BALLARD, 2005). QIU e
colaboradores (1999) demonstraram que, durante a enterite induzida pela TxA, os neutrofilos
reagem liberando metabolitos reativos do oxigénio, exacerbando a inflamacdo. LIMA e
colaboradores (1989) mostraram que ap6s 2h de inoculacdo com TxA em algas intestinais
isoladas de coelho havia infiltrado neutrofilico na ldmina propria e na superficie epitelial bem
como destrui¢do da mucosa. Um trabalho do nosso grupo demonstrou que a fucoidina, um
inibidor de moléculas de adesdo essenciais para a migragdo leucocitaria, reduziu a secrecao, a
infiltracdo celular e a lesdo histologica induzidas pela TxA em alga isolada de camundongo
(BARRETO et al., 2008). Um outro trabalho do nosso grupo demonstrou que a toxina A

induziu uma alteragdo na forma, fungdo e adesividade de neutréfilos ao substrato e que esta
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alteragdo foi acompanhada de inativagdao de Rho, rearranjo do citoesqueleto celular e aumento
de expressao de integrinas em detrimento da selectina L (BRITO et al., 2002a). Estes efeitos
sobre neutréfilos poderiam contribuir para a formagao das pseudomembranas tipicas da colite
induzida pelo C. difficile que se caracteriza pela presenca de muitos neutrofilos aderidos a

mucosa lesada.

Tem sido proposto que o recrutamento de neutréfilos na colite induzida pela TxA
ocorre em resposta a eventos mediados por moléculas inflamatorias e também através de uma
acdo quimiotaxica exercida diretamente pela TxA (LYERLY et al., 1988). Estudos com algas
ileais de coelho, encontraram que a inflamacgao induzida pela TxA envolveu a ligacao direta
da toxina a neutréfilos e essa ligagdo envolveu um receptor ligado a proteina G (KELLY et
al., 1994). Além disso, CASTAGLIUOLO e colaboradores (1998) demonstraram que a TxA
¢ capaz de recrutar neutrdfilos indiretamente para o local da inflamagdo ao aumentar a
expressdo da proteina inflamatéria macrofagica 2 (MIP-2) nas células epiteliais intestinais

(KELLY et al., 1994).

Em adigdo a infiltragdo neutrofilica, macréfagos e mastocitos respondem a toxina
A promovendo um aumento da resposta inflamatéria através da producdo de mediadores,
como o fator de necrose tumoral a (TNF- a) (CALDERON et al., 1998). VOTH e
colaboradores (1998) demonstraram que camundongos com deficiéncia de mastocitos
apresentaram uma reducdo da migra¢do neutrofilica e desenvolveram menor acimulo de

fluido apds o tratamento com a TxA.

A TxA estimula a liberagdo de mediadores endogenos da inflamagdo, incluindo
fator de necrose tumoral o (TNF- a), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-
8 (IL-8), prostaglandina E, (PGE,), leucotrieno B4 (LTB,) e fator ativador plaquetario (PAF)
(TRIADAFILOPOULOS et al., 1987 ¢ 1989; FANG et al., 1994). ROCHA e colaboradores
(1997) e SOUZA e colaboradores (1997) concluiram que a migracdo neutrofilica na cavidade
peritoneal e na bolsa de ar de ratos induzida pela TxA foi mediada por citocinas como TNF-a
e IL-1PB e por leucotrienos, liberados por macrofagos residentes. Tem sido demonstrado que a
TxA induz a secrecdo de IL-8 e outras citocinas por uma via que envolve a ativagdo de NF-
kB e AP1 em mondcitos e células epiteliais intestinais (JEFFERSON et al. 1999; KIM et al.,
2006). HE e colaboradores (2002) demonstraram que a liberagdo de IL-8 induzida pela TxA

estimula a producdo de espécies reativas do oxigénio e radicais livres em colondcitos
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humanos. Em concordancia com esses achados, foi demonstrado que a interleucina-11,
citocina capaz de bloquear a liberacdo de TNF- a e outros mediadores, inibiu a lesdo induzida
pela TxA em ileo de ratos (CASTAGLIUOLO et al., 1997b). Recentemente, foi demonstrado
que a TxA, através da por¢do C-terminal ARU, poderia ligar-se diretamente a células
endoteliais e induzir a producdo de IL-6, IL-8 e proteina quimiotaxica monocitica 1(mcp-1)

de maneira dose-dependente (YEH et al., 2008).

A toxina A também modula a atividade da fosfolipase A2 (PLA2), levando a
produgdo de prostaglandinas e leucotrienos (FANG et al., 1994). LIMA e colaboradores
(2008) demonstraram que a inibi¢do da PLA2 preveniu a secrecdo ¢ o dano histologico
induzidos pela TxA, sugerindo que a PLA2 ¢ uma via importante na lesdo histologica e
secrecdo hemorragica produzidos pela TxA do C. difficile. Outro mediador inflamatorio, o
fator ativador plaquetario (PAF), tem sido implicado na fisiopatologia da enterite induzida
pela TxA. FONTELES e colaboradores (1995) demonstraram que antagonistas do PAF

reduziram a secrec¢do induzida por TxA em alca de coelhos.

H4 uma clara evidéncia que neurdnios sensoriais primarios sdao também
modulados pela TxA (MANTYH et al., 1996b). Estudos iniciais de POTHOULAKIS e
colaboradores (1994) encontraram que uma substancia antagonista da substancia P atenuou a
resposta inflamatoria intestinal a TxA. A substancia P é um pequeno peptideo associado a
neurdnios sensoriais que recobrem regides da submucosa do epitélio intestinal e estd
envolvida na diarréia inflamatéria (POTHOULAKIS et al., 1994). A substancia P ativa os
receptores de neurocinina-1 em uma variedade de tipos de células intestinais incluindo nervos
entéricos, células endoteliais e macréfagos da lamina propria e estimula o extravasamento
plasmatico, a secre¢do de fluido, a degranulagdo de mastocitos e a liberacdo de citocinas
(CASTAGLIUOLO et al.,, 1997a; FIGINI et al., 1997, MANTYH, et al., 1996b). O
mecanismo pelo qual a TxA modula a producao de substancia P ainda ndo ¢ completamente
compreendido, mas tratamento de algas isoladas de ratos com esta toxina leva ao aumento da
producdo de substancia P (MANTYH, et al., 1996a). Estudos mais recentes mostraram que a
delecdao da endopeptidase neural, uma importante proteina para o turnover de substancia P,

exacerba a resposta inflamatéria induzida pela TxA (KIRKWOOD et al., 2001).

Apoptose celular tem sido apontada como um importante mecanismo da lesdo

induzida pela TxA do C. difficile. MAHIDA e colaboradores (1998) demonstraram que a TxA
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induziu apoptose de linfocitos T purificados, sugerindo que esse fendmeno ocorreu em
conseqiiéncia da interacdo direta entre essas células e a toxina. BRITO e colaboradores
(2002b) demonstraram que a toxina A do C. difficile ¢ um potente indutor de apoptose em
uma linhagem de células de epitélio intestinal humano e que esta apoptose ¢ mediada por
caspases 3, 6, 8, 9 e Bid e por lesdo mitocondrial seguida de liberagdo de citocromo c, e toda
esta cascata ¢ dependente da atividade enzimatica da TxA em Rho. Confirmando nosso dado,
NOTTROTT e colaboradores (2007) concluiram em seus trabalhos que a ativagdo das
caspases 3, 8 e 9 ¢ estritamente dependente da glicosilacdo das GTPases Rho pela TxA, e o
uso de um inibidor dessas caspases aboliu a apoptose induzida pela TxA. Outro possivel
mecanismo responsavel pela apoptose celular observada na enterite causada pela TxA foi
descrita por KIM e colaboradores (2007). Esse grupo concluiu que a liberagdo de
prostaglandina E, (PGE,) induzida pela TxA promove a ativagao do fator nuclear NF-xB e do

sistema Fas/FasL causando apoptose ¢ inflamagao.

Por ultimo, nosso grupo observou um aumento dos niveis de adenosina deaminase
(ADA), enzima que degrada a adenosina, nas algas ileais de camundongos tratadas com TxA.
Tem sido relatado que a ADA desempenha um importante papel nas reagdes inflamatérias e
seu nivel sérico pode ser usado como marcador bioquimico de doengas inflamatérias (PIRAS
et al., 1978; SARI et al., 2003). Também demonstramos que a utilizagdo de um agonista do
receptor A,a de adenosina reduziu a secrecdo, edema, lesdo tecidal e infiltracdo de células
inflamatorias provocadas pela TxA, sugerindo que a essa via pode ter papel relevante na

fisiopatologia da colite induzida pela TxA do C. difficile (CAVALCANTE et al., 2006).

2. ADENOSINA

A adenosina ¢ um nucleosideo purinico enddégeno, amplamente distribuido pelo
corpo, que participa da modulagdo de uma variedade de respostas fisiologicas nos mamiferos
(DAVAL et al., 1996). E um potente mensageiro extracelular que atua de forma autdcrina e
pardcrina na homeostasia de véarios sistemas como cardiovascular, nervoso, renal e
imunolégico (CRONSTEIN, et al., 1985, BLACKBURN, 2003). A maioria dos efeitos da
adenosina envolve a prote¢do celular e tecidual durante situagdes de stress como isquemia e

inflamagao (THIEL et al., 2003; OKUSA, 2002). Condigdes como estas podem levar a um
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rapido aumento de mais de 200x nos niveis teciduais de adenosina, quando comparado a

niveis basais (RIVKEES et al. 2001).

A adenosina ¢ sintetizada por todos os tipos celulares a partir da degradacgao
intracelular do ATP, podendo também ser derivada do metabolismo extracelular de
nucleotideos purinicos (LAPPAS et al., 2005). Especificamente, a quebra de adenosina
trifosfato (ATP) induz a elevacdo dos niveis de adenosina difosfato (ADP). Este ¢, portanto,
degradado a adenosina monofosfato (AMP), levando a um aumento de AMP livre, o qual ¢
desfosforilado em adenosina pela a¢do da 5’-nucleotidase citosélica (THIEL et al., 2003).
Dessa maneira, a adenosina atinge uma alta concentracdo intracelular sendo, entao,
transportada para o meio extracelular através de transportadores especializados para que possa

se ligar a seus receptores especificos localizados na superficie das células (Figura 1).
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Figura 1. Metabolismo da adenosina. Adaptado de HASKO & CRONSTEIN, 2004.
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Outra importante forma de aumentar a adenosina extracelular, especialmente em
situacdes de stress, pode ser observada pela liberagc@o celular dos precursores nucleotidicos de
adenina (ATP, ADP e AMP), que por acdo de ectonucleotidases, tais como, CD39
(nucleosideo trifosfato desfosforilase) e CD73 (5°- ectonucleotidase), sofrem catabolismo
extracelular (HASKO & CRONSTEIN, 2004). Essas ectonucleotidases sio expressas de
forma abundante em células endoteliais, neutrofilos e linfocitos T em sitios de Stress
metabolico, inflamagao ¢ infeccdo (CRONSTEIN 1994, LENNON et al., 1998; ELTZSCHIG
et al.,, 2004; DEAGLIO et al., 2007). O papel protetor dessa via tem sido elegantemente
demonstrado por estudos genéticos em camundongos, o qual tem mostrado que a presenca
funcional de CD39 e CD73 ¢ necessaria para manter a funcdo da barreira endotelial e prevenir
o extravasamento vascular excessivo apos a hipoxia (ELTZSCHIG et al., 2003; THOMPSON
et al., 2004). Devido ao importante efeito autocrino e paracrino exercido pela adenosina em
aspectos criticos da resposta imune e inflamatodria, ndo € surpresa que a expressao de enzimas
envolvidas no seu acumulo esteja sujeita a estrita regulagdo. Assim, ambas CD39 e CD73 sao
fortemente induzidas em células endoteliais ap6s o inicio da hipoxia, e a expressao de CD73
pode ser potenciada também pelo interferon-a e pela propria adenosina via elevagdo de AMP
ciclico NARRAVULA, 2000; NIEMELA et al., 2004). Além da formagado de adenosina pelo
aumento da degradacdo de ATP, a liberacdo desta ¢ também potencializada pela prevencgdo de
sua reutilizacdo. Assim, em situagdes hipoxicas, a enzima adenosina quinase (ADK) t€ém uma
reduzida capacidade de refosforilar a adenosina, permitindo um consideravel aumento nos

seus niveis intra ¢ extracelulares (SITKOVSKY, 2003; DECKING et al., 1997).

Entretanto, o acumulo de adenosina extracelular ¢ transitério, pois sua
biodisponibilidade ¢ limitada pela sua conversio em inosina pela enzima adenosina
desaminase (ADA) extracelular ou pelo reuptake para as células endoteliais através de
transportadores especificos, onde serd convertida em inosina pela ADA intracelular ou em

AMP pela adenosina quinase (DECKING et al., 1997; FREDHOLM, 2007). (Figura 2).
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Figura 2. Representagdo da rea¢do de desaminacdo da adenosina pela adenosina desaminase

(ADA).

Assim, o controle do acimulo de adenosina e inicio da sinalizacdo protetora
representa claramente um importante mecanismo adaptativo no qual o dano tecidual pode ser
minimizado. O efeito protetor da adenosina sobre o sistema cardiovascular ¢ conhecido desde
1929, quando foi inicialmente descrito por Drury e Szent-Gyorgi (DRURY & SZENT-
GYORGI, 1929). Numa situagdo de isquemia ou de sobrecarga cardiaca, ocorre um
desequilibrio entre a sintese e degradacao do ATP, ou seja, a taxa de consumo excede a taxa
de produgdo. A seguir, adenosina ¢ liberada por midcitos e células endoteliais e promove
vasodilatagdo coronariana, inibi¢ao da condugao sinoatrial e atrio-ventricular e antagonizagao
do estimulo adrenérgico. Esses efeitos melhoram a oferta e reduzem a demanda de oxigénio e
energia do coragdo e tentam, dessa forma, evitar as conseqiiéncias patologicas da hipdxia
(RUBIO et al,. 1974; BERNE et. al., 1983; DEUSSEN et. al., 1986; BELARDINELLI et. al
1989).
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Os efeitos farmacologicos da adenosina sao mediados por receptores especificos
denominados receptores de adenosina e, atualmente, sao reconhecidos os quatro sub-tipos: Aj,
Aza, Asp € Aj. Estes receptores, amplamente distribuidos no corpo, pertencem a familia de
receptores acoplados a proteina G e, dependendo do tipo de proteina G a qual se ligam,
inibem (Gj, G,) ou estimulam (Gs) a atividade da adenil ciclase (THIEL et al., 2003). Os
receptores A; e Az t€m afinidade pelas proteinas Gj e G, enquanto que os receptores Aja €
A,p interagem com as proteinas Gg, resultando no aumento intracelular de AMPc (OLAH &
STILES, 1995). No entanto, além de estimular ou inibir a enzima adenil ciclase, os sub-tipos
de receptores de adenosina, via ligacdo a diferentes tipos de proteina G, podem também agir
em outros sistemas efetores, tais como os canais de célcio e potassio, fosfolipases C, -D, -A2,

GMPc e fosfodiesterases que modulam diferentes fungoes celulares (THIEL et al., 2003).

Estes diferentes receptores de adenosina sdo expressos em varios tipos celulares e
possuem varias acoes diferentes, podendo, em alguns casos, exercer efeitos opostos sobre uma
mesma funcdo (SITKOVSKY, 2003). BOUMA e colaboradores (1994) e LINK e
colaboradores (2000) relataram que a secre¢do de IL-12 por mondcitos humanos induzida por
lipopolissacarideo (LPS) foi inibida pelos receptores Azs, mas ndo pelos receptores A; ou Asj.
Assim, o efeito da adenosina sobre um tipo celular ira depender de qual receptor de adenosina

se expressa com predominio sobre a célula (FREDHOLM, 2007). (Tabela 1).

Estudos com animais knockout (KO) para o receptor A; t€m contribuido para o
entendimento das fungdes deste receptor. Foi demonstrado que andlogos da adenosina podem
induzir efeitos analgésicos em camundongos selvagens pela estimulacdo de receptores A; na
medula espinal, mas ndo em animais KO para estes receptores. Além disso, os animais
nocauteados demonstraram aumentada sensibilidade a dor e maior sensibilidade a hipoxia
neuronal (GEIGER et al., 1984; FASTBOM et al. 1990, JOHANSSON et al., 2001 WU et al.,
2005). FEDELE e colaboradores (2006) demonstraram as propriedades neuroprotetoras do
receptor A; ao observar que camundongos KO para receptores A; desenvolveram lesdo mais
severa apos status epilepticus que os animais selvagens. Além disso, estes receptores estdo
associados a importantes fungdes na fisiologia renal e cardiovascular. Foi demonstrado que
camundongos KO para receptores A; tém elevagdo da freqliéncia cardiaca, da pressao
sanguinea ¢ dos niveis de renina quando comparados aos selvagens e que o feedback tabulo-

glomerular é completamente eliminado nesses animais (BROWN et al., 2001).
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Tabela 1. Expressdo e principais fungdes dos receptores de adenosina. Tabela adaptada de

FREDHOLM et al., 2001 e FREDHOLM, 2007.

Expressao

Proteina G
Principais

Funcoes

Ay

Cérebro, medula
espinhal, olho, adrenal,
atrio, muasculo
esquelético, figado,
pancreas, tecido
adiposo, esofago,
colon, rim, glandulas
salivares, testiculo,

bronquios.

Gipse G,
Bradicardia, inibigao
da lipolise,
antinocicepgao,
redugdo da filtragao
glomerular, feedback
tabulo-glomerular,
redugdo da atividade
simpatica e
parassimpatica,
inibicdo pré-sinaptica,
hiperpolarizagao
neuronal,
précondicionamento

isquémico.

Aju

Bago, timo, leucocitos,
plaquetas, neurénios
dos génglios da base ¢
do bulbo olfatério,
coracdo, pulmao e

vasos sanguineos.

Gs, Gorr€ Gisyie
Inibi¢do da agregagéo
plaquetaria e de
leucdcitos
polimorfonucleares,
vasodilatagdo, protegio
contra dano isquémico,
regulacdo da integracdo
sensorio-motora nos
gangios basais,
estimulacao da
atividade neuro-

sensorial.

Asp

Ceco, colon, bexiga,
pulmaéo, vasos
sanguineos, mastocitos,
olho, tecido adiposo,
adrenal, cérebro, rim,
figado, ovério e

glandula pituitaria.

Gse Gq/ll

Relaxamento da
musculatura lisa nos
vasos € intestinos,
inibi¢ao de mondcitos e

macrofagos.

A;

Testiculos,
mastdcitos, cérebro,
coragdo, pulmaio,
tireoide, adrenal,
baco, figado, rim,

intestino, testiculo.

Gise Gq/ll
Aumento da
degranulagdo de
mastdcitos e pré-
condicionamento

isquémico.

O receptor Az foi o primeiro receptor de adenosina a ser deletado geneticamente

em modelo animal e varios estudos t€ém tentado elucidar o papel deste receptor nos processos

fisiologicos. Este receptor esta envolvido na regulagdo de processos inflamatdrios, agregacao

plaquetaria, dor, vasodilatacdo e injiria isquémica (LEDENT et al., 1997, OHTA &
SITKOVSKY, 2001, JACOBSON & GAO, 2006). O estimulo inflamatério induz a niveis
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mais elevados de citocinas pré-inflamatérias e severo dano tecidual em camundongos KO
para receptores Ay, comparados a animais normais (ARMSTRONG et al., 2001; OHTA &
SITKOVSKY, 2001). Além disso, animais KO para receptores Ao demonstraram varios
distarbios do sistema nervoso, como agressividade (LEDENT et al., 1997), alteragdo dos
receptores opidides (BAILEY et al., 2002), e respostas atenuadas a psico-estimulantes
(CHEN et al., 2003; NAASSILA et al., 2002). A ativagdo do receptor A, € necessaria para a
funcao neural dopaminérgica e este receptor tem sido alvo de estudos para o tratamento da
doenca de Parkinson (SVENNINGSSON et al., 1999 e 2000, DASSESSE et al., 2001;
SCHWARZSCHILD et al., 2005).

Foi demonstrado que o receptor Ajg atua como cardioprotetor e vasodilatador e
estd envolvido, junto com o receptor Aza, na regulacdo do processo inflamatério (YANG et
al., 2006, HUA et al., 2007, ECKLE et al., 2007). Estes receptores tém também papel em
doengas metabdlicas, estando envolvidos na liberagdo de insulina pelo pancreas (RUSING et
al., 2006). NEMETH e colaboradores (2007) tém proposto que este receptor tem efeito

protetor em pacientes com diabetes tipo 1.

A caracterizacao do receptor Aj tem sido dificultada pela escassez de drogas com
alta afinidade e especificidade para este receptor. Em roedores, os receptores Az estdo
envolvidos na degranulagdo de mastdcitos, mas ainda ndo estd claro se este achado ¢
importante em humanos (SALVATORE et al., 2000; WU et al., 2002). Foi demonstrado que
os efeitos cardio-protetores da adenosina podem também ser mediados pelos receptores Aj;
(PARSONS et al., 2003). Além disso, o receptor Az tem sido alvo de estudos para o
desenvolvimento de novas drogas contra o cancer de c6lon (JACOBSON & GAO, 2006).

2.1 ADENOSINA E INFLAMACAO.

A adenosina regula varias fungdes no sistema imunologico, sendo considerada
uma substancia antiinflamatéria endégena (HERSHFIELD, 2005; CRONSTEIN, 1994).
Mutagdes genéticas que levam a auséncia de adenosina desaminase, enzima que degrada a
adenosina, causam uma forma severa de imunodeficiéncia combinada de células B e T

(PARKMAN et al.,, 1975). Muitas células do sistema imune possuem receptores para
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adenosina e as principais atividades antiinflamatérias deste nucleosideo purinico ocorrem
através da estimulacdo dos receptores Asa € Ap (CRONSTEIN, 1994; BOURS et al., 2006;
FREDHOLM, 1997).

A adenosina atua como um importante inibidor da infiltragdo neutrofilica e
subseqiiente dano tecidual. Os neutrdfilos, células que constituem a primeira linha de defesa
contra patdgenos, liberam tanto ATP quanto adenosina seguindo sua ativacdo, e expressam
CD39 e CD73, que rapidamente convertem ATP em adenosina. Foi descrito que
camundongos knockout (KO) para CD39 e CD73 tiveram um significante aumento no
acumulo de neutréfilos quando comparados a camundongos normais, sugerindo que a
adenosina derivada do ATP liberado no local da injuria inibe a migracdo neutrofilica

(ELTZSCHIG et al., 2004).

Os neutréfilos expressam os quatro tipos de receptores de adenosina, mas o
nimero de receptores varia de acordo com o estado de ativagdo da célula. (ELTZSCHIG et
al., 2004). Thiel e colaboradores, 2003, demonstraram que o uso de uma substincia
antagonista dos receptores A, aumentou a infiltracdo neutrofilica em pulmdes de ratos apds a
administracao intra-traqueal de LPS. A ativagdao de receptores A,a nos neutrofilos inibe de
forma potente a fagocitose, a degranulacdo e a formacdo de radicais livres do oxigénio,
importantes funcdes bactericidas destas células. Além disso, a estimulacdo desses receptores
também reduz a producdo de citocinas pré-inflamatoérias e de leucotrienos (CRONSTEIN,
1994; BOURS et al., 2006; FREDHOLM, 1997). Utilizando um modelo de enterite induzida
pela Toxina A do C. difficile, nosso grupo demonstrou que o uso de uma droga agonista do
receptor A,x reduziu os niveis de TNF-o, a infiltracdo neutrofilica e a lesdo tecidual

provocados pela toxina (CAVALCANTE et al., 2006).

As células endoteliais expressam moléculas de adesdo essenciais no recrutamento
de leucocitos para os sitios de inflamacdo e sintetizam e liberam varios mediadores
fundamentais para o processo inflamatorio. Estd bem documentado na literatura que estas
células expressam receptores Aa € App € sao importantes fontes de adenosina extracelular
(HASKO & CROSTEIN, 2004, LENNON et al., 1998). A ativagdo de receptores A,p nas
células endoteliais inibe a adesdo leucocitaria e limita o nimero de neutréfilos que atravessam
a vasculatura. YANG e colaboradores (2006) demonstraram que camundongos KO para Ag

exibiam uma upregulation nas moléculas de adesdo E-selectina, P-selectina ¢ ICAM-1, bem
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como um aumento da adesdo ao endotélio e do rolamento leucocitario. GLOVER e
colaboradores (2005 e 2007) utilizando modelos experimentais de infarto do miocardio em
caes, demonstraram que agonistas do receptor A, reduzem o tamanho do infarto, bem como

inibem a expressao de P-selectina e a infiltracdo neutrofilica.

As células fagocitarias mononucleares, monécitos na corrente sanguinea e
macrofagos nos tecidos, sdo importantes produtoras de mediadores inflamatorios e
fundamentais na orientacdo do curso do processo inflamatério. Estas células podem ser
ativadas, por exemplo, via receptores TOLL-like (TLR), e, apds ativagdo, passam a produzir
citocinas e moléculas microbicidas (BOURS et al., 2006). Estudos demonstraram que
camundongos KO para CD73, ou seja, com reduzida producdo de adenosina, apresentaram
aumentados niveis teciduais de macrofagos apds estimulos inflamatorios (ZERNECKE et al.,

2006).

Um mecanismo molecular chave que tem emergido como sendo critico para os
efeitos inibitorios do receptor Aza na resposta imunolédgica e inflamatéria € a supressao do
fator nuclear kappa B (NF-kB) (LINDEN, 2007). NF-kB ¢ um dos mais importantes fatores
de transcri¢ao responsavel pela producdo de citocinas proé-inflamatoérias e € ativado por
citocinas bem como por agonistas de receptores TOLL-like derivados de patdgenos, como o
LPS bacteriano. Estudos concluiram que a estimulag¢do do receptor A4 em células endoteliais
humanas previne o acimulo de dimeros NF-kB ativos no nucleo em resposta a LPS, TNF-a e
IFN-y através do bloqueio especifico da degradagdo de proteinas IkB, inibidoras do NF-xB
(SANDS et al., 2004). A estimulagdo do receptor A, em células gliais de rato e conseqiiente
supressao do NF-kB resultou na abolicdo da indugdo da 6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS) em resposta a citocinas ¢ ao LPS (SANDS et al., 2004). Similarmente, a delegdo de
receptores Apa em macrofagos aumentou a degradagao de IkB desencadeada por TNF-a,
resultando em um elevado acumulo de multiplos transcritos de NF-kB e aumento na producao

de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-12 (LUKASHEYV et al. 2004).

Os receptores App também sdo expressos de forma significante nos macrofagos e
o IFN-y, potente ativador macrofagico, induz um aumento da expressdo destes receptores
(XAUS et al. 1999a). Estes receptores exercem seus efeitos antiinflamatérios em macrofagos
através da inibi¢do da proliferacdo destas células e pela interferéncia na produgdo de

citocinas, reduzindo a sintese de TNF-o ¢ IL-1p e estimulando a de IL-10 (NEMETH et al.,
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2005; XAUS et al. 1999b; KRECKLER et al., 2006, SIPKA et al., 2005). Estudos
demonstraram que camundongos KO para A,p tiveram um aumento de 5 vezes nos niveis de
TNF-a 1 hora pds a administragdo de LPS. Foram também descritos um significativo aumento
nos niveis de IL-6 e uma reducdo nos niveis da citocina antiinflamatoria IL-10 nos animais

que ndo possuem receptores A, (YANG et al., 2006).

Tem sido demonstrado que drogas que estimulam o receptor Ajx reduzem
fortemente a resposta inflamatdéria mediada por linfécitos T numa variedade de tecidos
(AKKARI et al., 2006; SULLIVAN et al., 2004; LAPPAS et al., 2005). A ativagdo de células
T leva a uma rapida upregulation de receptores A, € isso se associa a inibi¢do da liberagdo
de IFN-y por estas células (LAPPAS et al., 2005). Nesse sentido, camundongos KO para
receptores A,a desenvolvem uma resposta inflamatéria mediada por linfocitos T exacerbada
(OHTA & SITKOVSKY, 2001). A concanavalina A ¢ uma substancia que induz lesdo nos
hepatocitos através de mecanismo que envolve ativagdo de células T CD4+ e secrecao de
citocinas como TNF-o, IFN-y e IL-6 (TIEGS et al., 1992; GANTNER et al., 1995).
Camundongos com auséncia de receptor A,s exibiram uma lesdo hepatica induzida por
concanavalin A exacerbada (OHTA & SITKOVSKY, 2001). Essa conclusdo foi confirmada
por ODASHIMA e colaboradores, 2006, pelas observacdes de que agonistas do receptor Aza
inlbem o dano hepatico e a elevacdo dos niveis de citocinas séricos induzidos pela
administracdo de concanavalina A, sugerindo que a inibi¢do da producdo de citocinas pelas

células T contribuiu para o efeito protetor observado.

Existem evidéncias que células natural Killer (NK) sofrem modulagdo pela
adenosina através de receptores Aj, Axa ¢ Axg (BOURS et al., 2006). A lesdo hepatica por
isquemia prolongada seguida de reperfusdo depende de células NK e de IFN-y. Estudos
demonstraram que esse dano pode ser virtualmente eliminado pela administragdao de agonistas
dos receptores Aja. Além disso, a liberacdo de IFN-y pelas células NK foi abolida pela
estimulacdo de receptores Ao (LAPPAS et al., 2006). Existem também evidéncias descritas
na literatura que linfocitos B e células dendriticas apresentadoras de antigeno tém suas

fung¢des moduladas pela adenosina endogena (AKKARI et al., 2006; BOURS et al., 2006).

Por ultimo, alguns estudos tém mostrado que a ativagdo do receptor A; pode
também contribuir para a a¢cdo antiinflamatoéria da adenosina. HASKO e colaboradores, 1998,

demonstraram que o uso de agonistas do receptor Aj reduziu a produgdo de IL-12 e I[IFN-y e a
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mortalidade em camundongos toxemiados. SZABO e colaboradores, 1998, observaram que a
estimulagdo do receptor Asinibiu a sintese da proteina inflamatoria macréfagica 1o (MIP)-1a
e reduziu a inflamagdo articular em modelo de artrite em camundongos. MABLEY e
colaboradores, 2003, concluiram que a utilizagdo de uma substancia agonista do receptor Aj
reduziu a infiltragdo de células inflamatorias, os niveis de citocinas ¢ o dano tecidual em

modelo de colite em camundongos.

2.2 ADENOSINA DESAMINASE.

Durante episodios de stress tecidual, adenosina endogena ¢ produzida em altos
niveis e atua como um metabolico protetor contra a injuria tecidual excessiva associada a
inflamacao. Entretanto, a adenosina ¢ rapidamente metabolizada e removida dos tecidos. Duas
enzimas sdo fundamentais para a metabolizacdo da adenosina: a adenosina desaminase (ADA)
e a adenosina quinase (ADK) (FREDHOLM, 2007). A ADK (EC 2.7.1.20) converte
adenosina em AMP e estd ativa quando a concentragdo de adenosina ¢ normal, ou seja, em
condigoes fisiologicas (DECKING et al., 1997). A ADA (EC 3.5.4.4), presente tanto intra
como extracelularmente, atua convertendo adenosina em inosina € se mostra mais ativa
quando as concentracdes de adenosina estdo elevadas, acima de 10 uM (ARCH &
NEWSHOLME, 1978; LLOYD & FREDHOLM, 1995). ADK ¢ importante para o controle
dos niveis de adenosina bem como para a manutencao dos depositos de nucleotideos de
adenina (BOISON, 2006). No entanto, quando a ADA ¢ bloqueada a capacidade da ADK ¢
excedida e os niveis de adenosina se elevam marcadamente (HERSHFIELD, 2005). Assim, o
uso de drogas que inibam a atividade da enzima ADA constitui um importante meio de
determinar o papel protetor da adenosina, especialmente em tecidos expostos a lesdo por

isquemia ou inflamacao.

A adenosina desaminase ¢ uma enzima chave no metabolismo das purinas que
converte, irreversivelmente, adenosina e 2’-deoxiadenosina em inosina ¢ 2’-deoxiinosina,
respectivamente (CONWAY & COOKE, 1939). Esta enzima tem uma ampla distribui¢ao
filogenética e sua seqiiéncia de aminoacidos ¢ altamente conservada desde bactérias a
humanos (BRADY & O'DONOVAN, 1965; CHANG et al., 1991; KELLY et al., 1996, SHI

et al., 1997). A ADA esta presente virtualmente em todos os tecidos humanos, sendo os mais
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altos niveis encontrados no sistema linféide, como linfonodos, baco e timo (VAN
DERWEYDEN & KELLEY, 1976; ADAMS & HARKNESS, 1976; BARTON et al., 1979;
CHECHIK et al., 1981), onde exibe uma alta atividade em células T (TUNG et al., 1976). A
atividade da ADA pode ser encontrada no citosol das células e no meio extracelular
(CIRUELA et al., 1996; JOHNSON & ANDERSON, 1996; FRANCO et al., 1997, FRANCO
et al., 1998), tendo sido detectada na superficie de células hematopoiéticas (ARAN et al.,
1991). A ADA também pode se ligar a superficie celular de linfocitos T através da proteina
ligante CD26 (KAMEOTA et al., 1993; MARTIN et al., 1995; VONBONIN et al., 1998;
BLANCO et al., 1998).

A atividade da ADA ocorre principalmente através de duas iso-enzimas distintas
referidas como ADA-1 ¢ ADA-2 (RATECH et al., 1981; UNGERER et al., 1992). A ADA-1,
responsavel pela maioria da atividade de ADA intracelular, existe em duas formas, um
mondmero de peso molecular 33 kDa e um dimero protéico complexo de peso molecular 280
kDa, chamadas de ADA-S e ADA-L, respectivamente. A ADA-2 existe apenas como um
mondmero de peso molecular 100 kDa (RATECH et al., 1981) e constitui a iso-enzima
predominante no plasma, (MURAOKA et al., 1990) mas sua fonte celular e fungéo
imunologica ndo sao completamente compreendidas. A importancia da atividade de ADA-1
para o desenvolvimento de células T ¢ demonstrada dramaticamente pela deficiéncia genética
desta enzima estar associada com uma forma de severa imunodeficiéncia combinada,
caracterizada por grave disfuncdo de linfocitos T e agamaglobulinemia (GIBLETT et al.,
1972; AGARWAL et al., 1976; MILLS et al., 1976; COHEN et al., 1978). A toxicidade
especifica em linfocitos € associada principalmente ao elevado acimulo do substrato 2’-
deoxiadenosina e sua subseqiiente conversio em dATP, o qual inibe a ribonucleotideo
redutase, uma enzima chave na sintese de DNA (COHEN et al., 1978; HIRSHHORN et al.,
1995). A ADA-2 esta aumentada em varias patologias, particularmente naquelas relacionadas
ao sistema imune como artrite reumatdide, psoriase, lupus e sarcoidose, mas também na
tuberculose e na AIDS (YUKSEL et al., 1988; STANCIKOVA et al., 1998; UNGERER et
al., 1994; NIEDZWICKI et al., 1991).

Por causa da agdo protetora que a adenosina desempenha em diversos tecidos do
organismo, uma série de substidncias vem sendo testadas na tentativa de elevar suas
concentragdes em locais de lesdo tecidual (BARANKIEWICZ et al., 1990; FIRESTEIN et al.,
1995; GREEN, 1980; VAN BELLE, 1993). Tem sido mostrado em muitas células e tecidos
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diferentes que a inibi¢do da ADA ¢ um potente meio de aumentar a meia vida da adenosina e
elevar suas concentracdes extracelulares quando a degradacdo de ATP estd exacerbada
(ACHTERBERG et al., 1985; HUDSPETH et al., 1994; PHILLIS et al., 1988; VAN DEN
BERGHE et al., 1980; ZOREF-SHANI et al., 1988). Em contraste, sob condi¢des normais,
quando ndo ha elevagdo na cascata de degradacdo de ATP, a inibigdo da ADA ndo resulta em
consideravel elevagdao nos niveis de adenosina (LLOYD & FREDHOLM, 1995). A vantagem
desta abordagem ¢ que o aumento nos niveis de adenosina pode ser primariamente restrito

aqueles locais onde sua formagdo ¢ maior, ou seja, em tecidos hipoxicos e inflamados.

Muitos grupos tém estudado o efeito dos inibidores da ADA na liberacao de
adenosina no sistema nervoso central (SCIOTTI et al., 1993; GOLEMBIOWSKA et al.,
1995). Os resultados destes estudos indicaram que o aumento da concentra¢do de adenosina
endogena extracelular pode ter importante potencial terapéutico no tratamento de convulsdes
e desordens neurodegenerativas (WHITE 1996; HEBB & WHITE, 1998; POON &
SAYNOK, 1999). Além disso, alguns estudos mostraram que inibidores da ADA atenuaram a
injuria isquémica miocardica e melhoraram a recuperagdo da fungdo contratil apds isquemia
cardiaca (ZHU et al., 1990; SANDHU et al., 1993). Tem-se também sugerido que a inibigdo
da ADA pode promover protegdo cardiovascular em pacientes hipertensos (TOFOVIC, 1998).
Em adicdo, tem sido postulado por muitos estudos que a inibicdo da ADA pode ser 1til na
terapia de infecgdes virais e algumas desordens linfoproliferativas (SMYTH et al., 1985;

SPIERS, 1995; JOHNSTON et al., 1986).

O EHNA, (eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)-adenina), ¢ um inibidor cldssico da enzima
adenosina desaminase 1 (SCHAEFFER & SCHWENDER, 1974). Esta substancia exerce sua
inibi¢do por um mecanismo em duas etapas: inicialmente atua como um inibidor competitivo
classico, a seguir ocorre um rearranjo da enzima levando a forma¢ao de um forte complexo
ADA-inibidor (KURTZ et al., 1987). BARANKIEWICZ e colaboradores (1997) concluiram
que o EHNA possui efeitos cardioprotetores e neuroprotetores em modelos de isquemia
miocardica e cerebral, respectivamente. ANTONIOLI e colaboradores (2007), utilizando um
modelo experimental de colite em ratos, demonstraram que inibidores da adenosina
desaminase, incluindo o EHNA, reduziram vérios pardmetros inflamatorios como os niveis de
TNF-a e IL-6, a infiltragdo neutrofilica e a lesdo tecidual observados nos animais com colite.

(Figura 3).
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Figura 3. Representacdo da estrutura quimica do EHNA, inibidor da enzima adenosina

desaminase 1 (ADA-1).
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O Clostridium difficile tem como principal fator de viruléncia a secre¢ao de toxina
A (TxA), a qual provoca inflamagdo e destruicdo tecidual aguda em intestinos de animais
experimentais e de pacientes com a doenca induzida por esta bactéria (REHG, 1980). O
estudo da patogénese da lesdo induzida pela TxA se reveste de grande importancia no
contexto atual, onde se observa aumento da incidéncia e gravidade da doenga induzida pelo C.
difficile, associado a relatos de recidiva apds tratamento padrio (BLOSSOM &
MCDONALD, 2007; MUSHER et al., 2005; PEPIN et al., 2005).

Em locais de injuria tecidual, adenosina ¢ produzida em altas concentragdes, onde
exerce uma série de efeitos antiinflamatorios, limitados por sua rapida degradagdo pela
enzima adenosina desaminase (LLOYD & FREDHOLM, 1995). H4 apenas um trabalho
publicado na literatura, realizado por nosso grupo, que avaliou o papel protetor da adenosina,
especificamente sobre os receptores Aja, na enterite induzida pela TxA, o qual mostrou
resultados promissores (CAVALCANTE et al., 2005). Tendo em vista a importancia
epidemioldgica da doenga induzida pelo C. difficile, os efeitos antiinflamatorios da adenosina,
e a escassez de publicacdes neste sentido, procuramos avaliar, no presente trabalho, os
possiveis efeitos protetores da inibicdo da enzima adenosina desaminase na lesdo induzida

pela TxA do C. difficile.

Este estudo teve, portanto, como objetivo geral estudar o efeito da inibicdo da
enzima adenosina desaminase (ADA) sobre a enterite induzida pela TxA do Clostridium
difficile em alga ileal de camundongos. Espera-se, com isso, contribuir para o esclarecimento
do papel da adenosina no processo inflamatorio induzido pela TxA, e, assim, contribuir para o
esclarecimento da patogénese e controle dessa condigdo de importancia epidemioldgica

crescente mundialmente. Para tanto, os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Verificar o efeito do inibidor da enzima adenosina desaminase, EHNA, no aumento do

peso e da secre¢do da alga ileal induzidos pela TxA em camundongos.
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Investigar o efeito do EHNA na destruicdo da mucosa intestinal induzida pela TxA

através da andlise histopatologica.

Verificar a acdo do EHNA sobre a infiltragdo neutrofilica através da dosagem da

atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) na alca ileal.

Analisar o efeito do EHNA sobre a expressdo transcripcional e os niveis de TNF-a e IL-

1B no tecido de alca ileal de camundongos.

Analisar o efeito da TxA e do EHNA sobre os niveis de IL-10 no tecido de alga ileal de

camundongos.

Verificar o efeito da TxA do C. difficile e do EHNA sobre o contetido de iNOS no

tecido de alca ileal.

Verificar o efeito da TxA e do EHNA sobre a expressao da proteina PTX3 no tecido de

alca ileal de camundongos.
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3. MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos C57BL/6, machos, pesando 25-30g. Estes animais
eram provenientes do Biotério Central do Campus do Pici e do Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade

Federal do Ceara.

Os animais permaneceram acondicionados em caixas de plastico, forradas com
raspa de madeira e receberam agua e ragdo ad libitum. Os camundongos foram mantidos em
jejum 24 horas antes de todos os procedimentos experimentais, com livre acesso a agua. O
tratamento dispensado aos animais estava de acordo com o "Guia de Cuidados em Uso de
Animais de Laboratério" do National Institutes of Health (Bethesda, MD, EUA). O projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do

Ceara.

2. APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS

Balanga Analitica Ohaus AS2600

- Balang¢a Analitica Marte AL200

- Centrifuga Eppendorf 5804R

- Microscépio Optico binoclar Nikon Alphaphot 2 VS2

- Microscopio Optico binocular acoplado a cAmera fotografica Olympus
- Medidor de pH Hanna Instruments HI 8519N

- Espectrofotometro Spectrum SP-2000UV

- Centrifuga Marathon 26KMR

- Banho Maria Modelo 100

- Homogeneizador de Pater

- Autoclave

- Estufa Olidef cz

- Seringas para insulina (B-D, Ultra Fine II) com agulha de calibre 30 Gauges
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- Seringas de 1, 3, 5 mL (B-D Plastipak)

- Laminas para microscopia

- Laminulas

- Papel de filtro qualitativo

- Alicate para deslocamento cervical

- Tubos de ensaio

- Micropipetas Gilson de 2, 10, 20, 100, 200 ¢ 1000 uL

- Ponteiras para pipetas automaticas Sigma

- Material cirargico (pingas, tesouras e porta-agulhas)

- Fio de sutura nylon 3-0 Technofio

- Capela de fluxo laminar Vico Biosafe Plus Classe II tipo A

- Proveta graduada

- Tubos de polipropileno para centrifuga (15 e 50mL)

- Espatulas de ago

- Eppendorfs

- Bequeres

- Homogeneizador de tecidos Ultra-turrax T8 e Dispergierstation T8.10 da Ika
Labortechnik

- Microtomo Olympus

3. DROGAS, SOLUCOES E CORANTES.

3.1 DROGAS

- Toxina A do Clostridium dificille
Esta toxina foi gentilmente cedida pelo Dr. David M. Lyerly do “Virginia
Polytechnic Institute”, Blaksburg, VA, EUA. Oriunda de um filtrado da cultura de C. dificille
(VPLI/ 0463) (linhagem# 10463; peso molecular 308 kDa), foi purificada por precipitagdo com
sulfato de amonia, seguida por cromatografia de troca idnica e cromatografia de
imunoafinidade. A homogeneidade da toxina foi determinada por imunoeletroforese cruzada e

eletroforese em gel de poliacrilamida. As toxinas foram armazenadas a 4°C.
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- EHNA (eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)adenina, P.M.: 313,83) (Sigma E114).

A atividade inibitoéria do EHNA foi determinada in vitro através da dosagem da
atividade da enzima adenosina deaminase (ADA), realizada por n6s com a colaboragdo do
Prof. Marcus Raimundo Vale. O ensaio enzimatico foi baseado na medida da producdo de
amonia durante a desaminacao da adenosina pelo método de Giusti (GIUSTI, 1974). Durante

os experimentos, a droga foi utilizada dissolvida em DMSO.

- Cloridrato de Xilazina (Kensol ®, Kénig)

- Cloridrato de Quetamina (Vetanarcol *, Konig)

- Xilol (Reagen)

- Perdxido de hidrogénio (Smith)

- Avidina-peroxidase (DAKO)

- O-fenilenediamina diicloreto (OPD- Sigma) dissolvido no tampdo substrato descrito

no protocolo de ELISA

3.2 CORANTES

- Hematoxilina (Reagen)

- Eosina (Merck)

3.3 SOLUCOES

- Salina tamponada com fosfato (PBS)

Cloreto de sodio (Synth) 80¢g
Cloreto de potassio (Synth) 02¢g
Fosfato de sodio dibasico (Synth) 1,L15g
Fosfato de s6dio monobasico (Synth) 02¢g
Agua destilada 1,0L

O pH foi ajustado para 7,4 com NaOH 0,IN

- Tampao de bicarbonato pH 8,2
NaCO3 (Synth) 0,IM
NaCl (Synth) 0,1M
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Dimetil Sulfoxido (DMSO) a 100%

- Solugao salina 0.9% estéril

- Solucao BSA 1%

- Solugdo Estabilizadora de RNA (RNA Later ©— Ambion)

- Albumina bovina 1% diluida em tampao de lavagem (Sigma)

3.4 TAMPOES E SOLUCOES USADOS NA DOSAGEM DA ATIVIDADE DE
MIELOPEROXIDASE.

- Tampao fosfato de potassio: 988 mL solugdo a + 12mL solucdo b

Solugdo a:

KH,PO4 (Synth) 6,8 ¢g
Agua destilada 1L
Solugao b:

K2HPO4 (Synth) 8,7¢g
Agua destilada 1L

- Tampao de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB)

HTAB (Sigma) S5¢g

Tampao fosfato de potéssio 1L

- Peroxido de hidrogénio 0,1%
Peréxido de hidrogénio 30% (Vetec) 1 mL
Agua destilada 29 mL

- Solugdo de o-dianisidina (DDI)

O-dianisidina (Sigma) 16,7 mg
Tampao fosfato de potéssio 10 mL
H,0, 50 uL
Agua destilada 90 mL

3.5 REAGENTES USADOS NA DOSAGEM DE TNF-aq, IL-18 E IL-10.



Kit DuoSet, R&D Systems, Catalogo DY999.
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3.6 TAMPOES, REAGENTES E SOLUCOES USADOS PARA O ENSAIO DE
IMUNOHISTOQUIMICA PARA IL-1f, iNOS, PTX3 ¢ TNF-a.

Tampao Citrato 0.1M pH 6.0

Citrato de s6dio monohidratado

H,0 destilada

A solugdo mae (1M) foi diluida 10 vezes (concentragao final 0.1M)

Solugao PBS-BSA 5%
PBS (pH 7.3)

Albumina bovina

Complexo ABC (Kit Santa Cruz Biotechnology®)
Reagente A (avidina DH)

Reagente B (peroxidase biotinilada)

PBS

Solugdo Peroxido de hidrogénio 3%

Solucao DAB/peroxido (Kit Santa Cruz Biotechnology®)
H,O destilada

Tampao “Substrate Buffer”

DAB cromogeno

“Peroxidase Substrate™

2lg
1L

100 mL
0.5 mg

10pL
10pL
1,6 mL

1,6 mL
5 gotas
5 gotas
1 gota

3.7 ANTICORPOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS UTILIZADOS NO ENSAIO DE
IMUNOHISTOQUIMICA PARA IL-1B, iNOS, PTX3 e TNF-a.

IL-1pB:

Anticorpo de coelho anti-IL-1p murino (Santa Cruz Biotechnology)

Diluicao 1:400
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- Anticorpo biotinilado de cabra anti-IgG de coelho (Santa Cruz Biotechnology)----------
Diluicao 1:200

- 1INOS:

- Anticorpo de coelho anti-iNOS murino (Santa Cruz Biotechnology)

Diluicao 1:200

- Anticorpo biotinilado de cabra anti-IgG de coelho (Santa Cruz Biotechnology)----------
Diluigdo 1:200

- TNF-o:
- Anticorpo de cabra anti-TNF-a murino (Santa Cruz Biotechnology)

Diluigao 1:200

- Anticorpo biotinilado de coelho anti-IgG de cabra (Santa Cruz Biotechnology)----------
Diluicao 1:400

- PTX3:
- Anticorpo de rato anti-PTX3 murino (clone MNB1 — Alexis Biochemicals)-------------
Diluicao 1:400

- Anticorpo biotinilado de cabra anti-IgG de rato (Santa Cruz Biotechnology)-------------
Dilui¢ado 1:400

4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

4.1 INDUCAO DA ENTERITE EM ALCA ILEAL ISOLADA DE CAMUNDONGO

O protocolo para indugdo de enterite experimental por TxA do Clostridium
difficile em camundongo seguiu o modelo descrito por KIRKWOOD et al. (2001), e adaptado
por nosso grupo para nossas condi¢des (CAVALCANTE at al., 2006). Os animais, em jejum
por 24 horas, receberam pré-tratamento por via intraperitoneal com EHNA (inibidor da
enzima adenosina desaminase, 90 umol/kg) ou PBS, administrados 30 minutos antes da
indugdo da enterite (ANTONIOLI et al., 2007). Foi injetado o volume de Iml com uma
seringa de insulina no quadrante inferior direito do abdomen, com o animal contido pelo

dorso. Para o procedimento da indugdo da enterite na alca intestinal isolada, os animais foram
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anestesiados com a associagdo de cloridrato de xilasina (5 mg/kg) e cloridrato de quetamina
(60 mg/kg), injetados por via intramuscular. Em seguida foi realizada uma laparotomia
mediana de 2-3 cm, incidindo-se, em primeira instincia, a pele e, em seguida, o peritonio,
para a visualizacdo do intestino delgado. Apos exposicao do ceco e identificagdo do ileo, uma
por¢do de aproximadamente 8 cm do tubo entérico terminal foi lavada com PBS, em um
volume de 0,5 mL, para remogao de fezes remanescentes. Durante este procedimento, teve-se
o cuidado de ndo traumatizar o ileo nem, tampouco, romper a vasculariza¢do entérica. Entao,
a uma distancia de cerca de 3 cm do ceco, um segmento de aproximadamente 4 cm de ileo foi
feito, em dupla ligadura obstrutiva, com linha de algoddo, para isolamento da alca.
Posteriormente, através de uma seringa de insulina, foi injetado na al¢a isolada volumes de
100 uL de PBS (controle) ou TxA na dose de 50 pg/alca. Para o experimento da dose-
resposta com TxA, foi injetado na al¢a isolada volumes de 100 pL de PBS (controle) ou TxA
nas doses de 10-100 pg/alca e, neste caso, ndo foi administrado pré-tratamento por via
intraperitoneal com EHNA (90 pmol/kg) ou PBS 30 minutos antes da indugdo da enterite. A
seguir, as alcas intestinais foram reposicionadas dentro da cavidade abdominal e a incisdo

cirargica foi suturada com fios de nylon 3-0.

Apos 3 horas da injegdo do controle ou da TxA nas al¢gas (KIRKWOOD et al.,
2001, CAVALCANTE et al., 2006), os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.
Apos a reabertura da cavidade abdominal (pele e peritonio) dos animais, as alcas isoladas
foram retiradas, medidas em centimetros, pesadas em miligrama, € o volume de seu conteudo
mensurado em microlitros, por meio de seringa de 1 mL e acondicionado em tubos plasticos.
O edema e a secre¢do foram calculados dividindo-se o peso da alca pelo seu comprimento,
expresso em mg/cm, e pelo volume do fluido recuperado pelo comprimento da alga intestinal,

expresso em pul/cm.

4.2 HISTOPATOLOGIA

Logo apds o sacrificio dos animais e remocao das algas intestinais, fragmentos do
ileo da alca foram extraidos e acondicionados em frascos contendo formol a 10% por 12
horas. A seguir, as pegas foram dispostas em alcool etilico a 70% para desidrata¢do, para
posterior processamento e inclusdo em parafina. Apos microtomia na espessura de 4

micrometros, procedeu-se a coloracao pela hematoxilina & eosina.
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Realizou-se avaliacdo histologica onde foram atribuidos escores variando de
escores 0 (auséncia de alteracdes), I(alteracdes brandas), 2 (alteragdes moderadas) a 3
(alteragdes severas), de acordo com o dano epitelial, edema e infiltracdo neutrofilica,

conforme previamente descrito (CAVALCANTE et al., 20006).

4.3 DOSAGEM DA ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE.

Apobs os experimentos de enterite induzida por TxA em al¢a isolada foram
colhidos fragmentos da alca do ileo para posterior dosagem da atividade da mieloperoxidase
(MPO). Mieloperoxidase (MPO) ¢ uma enzima presente predominantemente nos granulos
azurofilos dos neutrofilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da infiltragao
de neutréfilos nos processos inflamatorios em varios tecidos, entre eles o trato gastrintestinal.
Para tanto, as amostras foram suspensas em tampao de hexadeciltrimetilaménio (pH 6.0; 50
mg de tecido por mL de tampao) e depois trituradas com um homogeneizador de tecidos. As
amostras foram congeladas, descongeladas e trituradas trés vezes. Posteriormente, foram
centrifugadas a 4.500 r.p.m., durante 12min a 4°C, e o sobrenadante foi colhido. Os niveis
teciduais da atividade de MPO foram determinados usando técnica descrita por BRADLEY et
al. (1982), utilizando perdxido de hidrogénio 0,0005% como substrato para a MPO. Uma
unidade de MPO foi definida como a quantidade capaz de converter 1 umol de peroxido de
hidrogénio a 4gua em 1 min a 22°C. No ensaio, a medida que o perdxido de hidrogénio era
degradado ocorria a produ¢do de anion superoxido, responsavel pela conversdo de o-
dianisidina em composto de cor marrom. A variagdo da densidade Optica da mistura das
amostras com a solu¢do de o-dianisidina em fun¢do do tempo de reagdo foi medida por

espectrofotometro. Os resultados foram expressos como unidades de MPO/mg de tecido.

4.4 DOSAGEM DE INTERLEUCINA-1p (IL-1B), FATOR DE NECROSE TUMORAL «
(TNF-o) E INTERLEUCINA-10 (IL-10).

Os experimentos da enterite induzida por TXxA em alca isolada de ileo de
camundongo forneceram fragmentos de tecido do ileo para posterior dosagem de IL-1B, TNF-
a e IL-10. O tecido coletado foi homogeneizado em tampao para citocinas como descrito por
SAFIEH-GARABEDIAN et al., 1995. A detecgdo das citocinas IL-1p, TNF-a e IL-10 foram
determinadas por enzyme-linked immunosobent assay (ELISA), usando o Kit DuoSet (R&D
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Systems). Resumidamente, placas para ELISA de 96 pogos foram incubadas por 18h a 4°C
com 100uL por pogo de anticorpo de captura para IL-1B, TNF-a e IL-10. Posteriormente, as
placas foram lavadas trés vezes com 300uL de tampdo de lavagem e bloqueadas com 100uL
por pogo BSA 1%. Apos bloqueio das placas com BSA 1% por 1 hora, 100uL das amostras e
da curva padrao foram adicionadas em duplicata a cada poco em varias diluigdes e incubadas
por 2 horas a 4°C. As placas foram entio lavadas trés vezes com 300ul de tampao de lavagem
e depois incubadas com anticorpo de deteccdo para IL-1p, TNF-a e IL-10. Apds o periodo de
incubagéo a 4°C por 2 horas, as placas foram lavadas novamente por trés vezes com 300uL de
tampao de lavagem e incubadas a temperatura ambiente por 20 minutos com 100 pL de
estreptavidina diluida 1:200. As placas foram lavadas novamente por trés vezes com 300uL
de tampao de lavagem e 100 pL da solugdo substrato para revelacdo (Kit DuoSet, R&D
Systems) foi adicionado. As placas foram incubadas durante 20 minutos, no escuro a
temperatura ambiente. A Reagdo enzimatica foi parada com a solucao de parada (H,SOy) e a

absorbancia medida a 450nm. O resultado foi expresso em pg/mL.

4.5 IMUNOHISTOQUIMICA PARA IL-1B, TNF-a, iNOS E PTX3.

Os cortes histologicos do tecido ileal foram colocados em laminas especiais
silanizadas. As pecas histoldgicas foram desparafinizadas e em seguida hidratadas. O ensaio

imunohistoquimico foi realizado seguindo o protocolo a seguir:

e Apoés a hidratacdo as pecas foram imersas em tampao citrato 0,1 M (pH 6,0) e
aquecidas a 95°C durante 15 min

e Resfriamento em temperatura ambiente durante 20 min

e Lavagem em PBS (5 min)

e Bloqueio da peroxidase enddgena com solucao peroxido de hidrogénio 3% (15 min)

e Lavagem com PBS (5 min)

e Dilui¢do do anticorpo primario em PBS — BSA 5%

e Incubacdo com anticorpo primario de rato para TNF-a, IL-1B, iNOS ou PTX3
(overnight)

e Lavagem com PBS (2 min)

e Dilui¢do do anticorpo secundéario em PBS-BSA 5%

e Incubacdo com anticorpo secundario biotinilado anti-IgG (30 min)
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e Preparo do complexo ABC

e Lavagem das pecas em PBS (2 min)

e Incubacdo com o complexo ABC (30 min)

e [Lavagem com PBS (5 min)

e Incubagao com DAB/peroxido (2 min)

e Lavagem com H,O destilada (5 min)

e Contra-coloracdo com hematoxilina de Harry's

e Desidratacdo e montagem das ladminas

4.6 Polymerase Chain Reaction (PCR) PARA IL-1B, TNF-a E PTX3.

Apo6s o sacrificio dos animais e remocao da alga intestinal, fragmentos do ileo
foram colocados imediatamente em solucdo de RNA Later e, posteriormente estocados em
freezer -80°C para extracio de RNA pelo método Trizol® seguindo as instrugdes do
fabricante. Aliquotas de 2 pg do RNA total extraido foram reversamente transcritas usando
como iniciador oligo(dT)15 e o kit ImProm-II Reverse Transcription System seguindo as

especificagdes do fabricante (Promega).

A expressao dos genes de interesse foi avaliada pela técnica de PCR em tempo
Real. O padrao de expressao foi determinado pelo método de quantificacao relativa utilizando
os camundongos do tipo selvagem como amostra de referéncia. Para a normalizacdo das
reagdes foram utilizados pelo menos 3 genes de expressdo constitutiva (“housekeeping
genes”). As reagdes foram realizadas em duplicatas no aparelho 7300 da Applied Biosystems
utilizando o sistema de deteccdo Syber Green I. Os iniciadores para as reagdes de PCR em
Tempo Real foram desenhados em exons diferentes e na por¢do mais proxima a regido 3’ do
gene e seguindo os parametros utilizados pelo software Primer Express da Applied
Biosystems. Para a padronizacdo das reagdes de amplificagdo foram variadas as
concentragdes dos iniciadores para IL-1p, TNF-a e PTX3 e do cDNA. A especificidade das
reacOes foi avaliada através de curva de dissociagdo e gel de poliacrilamida. Apds a
padronizagdo, a eficiéncia de amplificagdes dos diferentes pares de iniciadores foi
determinada por meio de diluigdes seriadas do cDNA utilizado como molde. Foi construida
uma reta na qual o valor de CT (ciclo de amplificacdo no qual a flurescéncia ultrapassou o
valor do background) foi analisado em funcdo do log da dilui¢do. A inclina¢do da reta foi

utilizada para calcular a eficiéncia de amplificacdo segundo a féormula eff=10(-1/a), onde o
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corresponde a inclinagdo da reta. Para a quantificagdo relativa foi utilizada a formula
matematica proposta por PFAFFL (2001), a qual leva em consideracdo a eficiéncia de
amplificagdo dos iniciadores no célculo da expressdo relativa: R= Eg (CTref — CTamostra)/
En (CTref — CTamostra), onde R= expressdo relativa, Eg= eficiéncia de amplificagdo dos
iniciadores do gene em estudo ¢ En= eficiéncia de amplificagdo dos iniciadores do gene

normalizador.

Estas dosagens foram realizadas em colaboragdo com a Prof®. Adriana Abalen

Martins Dias, da Fundagao Antonio Prudente, Hospital AC Camargo, Sao Paulo, SP.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média. Para
comparagdo entre varios grupos de ensaios foi utilizado ANOVA seguido pelo teste de
Bonferroni. Nas analises histologicas, os dados foram expressos como mediana seguida de
variagdo e os testes estatisticos aplicados foram Kruskal-Wallis e teste de Dunn. Para
realizacdo dos testes estatisticos foi utilizado o software Prism, versdo 4, da GraphPad
Software. O n diz respeito ao numero de algas isolada em cada grupo estudado, onde foram

utilizados de cinco a doze animais. Valores de p<0,05 foram considerados significantes.
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS

1. AVALIACAO DO EFEITO DA TOXINA A DO Clostridium difficile (TxA) QUANDO
INJETADA DENTRO DE ALCAS ILEAIS ISOLADAS DE CAMUNDONGO.

Na figura 4 observa-se que TxA aumentou de forma dose dependente as razdes
peso da alca e volume de secrecdo/comprimento das alcas ileais isoladas de camundongos.
As doses de 50 pg e 100 pg mostraram resultados bastante consistentes, optando-se pela dose
de 50 pg para os experimentos seguintes (peso/comprimento da alga em mg/cm: PBS = 26,42
+ 1,077 Vs TxA 50 pg = 68,06 + 5,379 ¢ volume/comprimento em pul./cm: PBS = 0,39 +
0,391 Vs TxA 50 ug = 32,52 + 5,548). FIGURAS 4A E 4B.

2. AVALIACAO DO EFEITO DO EHNA, INIBIDOR DA ENZIMA ADENOSINA
DESAMINASE, NAS ALCAS ILEAIS DE CAMUNDONGOS TRATADAS COM
TOXINA A DO Clostridium difficile (50 pg).

A dose de 90 pmol’kg do EHNA reduziu de forma significativa (p<0,05) o
aumento do peso/comprimento da al¢a (Figura 5A) (TxA = 73,24 + 5,683 mg/cm Vs
EHNA+TxA = 54,62 + 4,987 mg/cm) e do volume de secre¢do/comprimento da al¢a (Figura
5B) (TxA = 39,26 + 5,307 uL/cm Vs EHNA+TXA = 27,05 + 4,390 pL/cm) induzidos pela
TxA (50 pg/alga). FIGURAS 5SA E 5B.
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Figura 4. Efeito da toxina A do Clostridium difficile (TxA) sobre o peso (A) e o volume de
secrecio (B) da alca ileal em camundongos C57BL/6. Os animais foram tratados com TxA
(10; 20; 50; 100 pg/alca) ou PBS dentro da alga ileal e sacrificados 3 horas apods a
administracdo da TxA ou PBS. Os dados, peso/comprimento da al¢a (mg/cm) e volume de
secrecdo/comprimento da alga (uL/cm), estdo plotados como média + EPM (n=6-12). (*)
p<0,05 indica diferenga estatistica em relacdao ao grupo controle (PBS). ANOVA/Bonferroni.
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Figura 5. Efeito do inibidor da enzima adenosina desaminase, EHNA, sobre o aumento
no peso (A) e no volume de secrecio (B)/comprimento da alc¢a ileal induzidos por toxina
A do Clostridium difficile (TxA) em camundongos. Os animais foram tratados com EHNA
(90 pmol/kg) 1.p. 30 minutos antes da injecdo de TxA (50 pg/alga) dentro da alga ileal e
sacrificados 3 horas ap6s a administragdo da TxA. Os dados, peso/comprimento da alca
(mg/cm) e volume de secrecdo/comprimento da alca (uL/cm), estdo plotados como média +
EPM (n=10-12). (*) p<0,05 indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle (PBS).
(**) p < 0,05 comparado ao grupo PBS + TxA. ANOVA/Bonferroni.
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3. EFEITO DO INIBIDOR DA ENZIMA ADENOSINA DESAMINASE, EHNA,
SOBRE AS ALTERACOES MACROSCOPICAS DAS ALCAS ILEAIS DE
CAMUNDONGOS INDUZIDAS POR TOXINA A DO Clostridium difficile (TxA).

A TxA na dose de 50 pg promoveu mudancas macroscopicas evidentes nas algas
ileais de camundongos. A alga ileal que recebeu TxA (Figura 6A) mostrou-se com edema,
evidenciado pelo brilho, e preenchida por secre¢do sanguinolenta. Na alca ileal de
camundongos tratados com o EHNA (Figura 6B) houve reduc¢ao do edema e da secre¢do, bem

como auséncia de secre¢ao sanguinolenta. FIGURAS 6A E 6B.

4. AVALIACAO HISTOLOGICA DO EFEITO DO EHNA NA ENTERITE INDUZIDA
POR TOXINA A DO Clostridium difficile EM ALCA ILEAL DE CAMUNDONGOS.

A TxA na dose de 50 pg promoveu mudangas histologicas visiveis em cortes de
tecido do ileo na coloragdo H&E em relacdo as alcas tratadas apenas com PBS, havendo uma
destruicao intensa da mucosa, aumento do infiltrado celular inflamatério e edema intersticial.
Tais efeitos foram significativamente revertidos com o uso de EHNA (90 umol/kg) i.p. 30

minutos antes da indugao da enterite. FIGURAS 7 E 8 E TABELA 2.
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Figura 6. Efeito do EHNA, inibidor da enzima adenosina desaminase, sobre o aspecto
macroscopico da al¢a ileal de camundongos induzido pela toxina A do Clostridium
difficile. As figuras sdo fotografias das algas ileais de camundongos que receberam PBS i.p +
TxA 50 pg/alga (figura A) e EHNA 90 umol/kg i.p + TxA 50 pg/alca (figura B). Observa-se
que a alca ileal que recebeu TxA apresenta-se com edema, evidenciado pelo brilho, e estd
preenchida de secrecdo sanguinolenta. Na al¢a ileal dos camundongos que receberam EHNA
1.p. houve reducdo do edema e da secreg¢do, bem como auséncia de secre¢do sanguinolenta.
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Figura 7. Efeito do EHNA, inibidor da enzima adenosina desaminase, sobre a destruicao
da mucosa e infiltrado celular na al¢a ileal de camundongos tratados com toxina A do
Clostridium difficile (TxA). As figuras sdo fotomicrografias representativas de cortes
histologicos corados pelo método de H&E do tecido do ileo de camundongos que receberam:
PBS i.p. + PBS (A), PBS i.p. + TxA 50 pg/alca (B), EHNA 90 umol/kg i.p + TxA50 pg/alca
(C), e EHNA 90 umol/kg i.p + PBS (D). Observa-se que a TxA induziu intensa destrui¢do da
mucosa com aumento do infiltrado celular inflamatorio e que o EHNA diminuiu a destruigdo
da mucosa e o infiltrado celular inflamatério. Aumento de 100x.
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Tabela 2. Efeito do EHNA sobre as alteracdes histologicas na enterite induzida pela TxA nas
algas ileais de camundongos.

Grupos
TxA

PBS PBS EHNA EHNA

Escores 0 (0-0) 3 (2-3)* 1 (0-2)** 0 (0-0)**

EHNA (90 pmol/kg) ou PBS foram injetados i.p. 30 minutos antes da inje¢do de TxA (50
pg/alga) ou PBS nas algas ileais. As al¢as foram removidas para processamento e coloracao
pelo H&E. A andlise histologica considerou escores de 0-3 baseados nos seguintes
parametros: dano epitelial, edema e infiltragdo de neutréfilos. Os dados estdo relatados como
mediana seguida de variacao. (*) p < 0,05 comparado ao grupo PBS. (**) p< 0,05 comparado
ao grupo PBS + TxA. Kruskal-Wallis/Dunn.
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Figura 8. Avaliacdo histologica do efeito do EHNA sobre a destruicio da mucosa, o
infiltrado celular e o edema intersticial na alca ileal de camundongos tratados com
toxina A do Clostridium difficile (TxA). EHNA (90 umol/kg) ou PBS foram injetados i.p. 30
min antes da injecdo de TxA (50 pg/alca) ou PBS nas algas ileais. As al¢as foram removidas
para processamento e coloracdo pelo H&E. A andlise histologica considerou escores de 0-3
baseados nos seguintes pardmetros: dano epitelial, edema e infiltragdo de neutrofilos.
Observou-se que 0 EHNA diminuiu de forma significativa a destruicdo da mucosa, o edema e
o infiltrado celular inflamatério provocados pela TxA do Clostridium difficile. Os dados estdo
plotados como média + EPM (n=5-6). (*) p < 0,05 comparado ao grupo PBS. (**) p< 0,05
comparado ao grupo PBS + TxA. Kruskal-Wallis/Dunn
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5. EFEITO DO EHNA SOBRE A ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE (MPO) NO
TECIDO DAS ALCAS ILEAIS ISOLADAS DE CAMUNDONGOS TRATADAS COM
TOXINA A DO Clostridium difficile.

A administracdo de TxA na dose de 50 ug nas algas ileais isoladas promoveu
aumento significativo (p<0,05) do contetido de MPO no tecido de ileo de camundongos em
comparacdo as alcas tratadas apenas com PBS (controle). A pré- administragdo de EHNA (90
umol/kg) aos animais tratados com TxA (50 pg/al¢a) reduziu significativamente a atividade
de MPO no ileo desses animais (PBS + PBS = 3,829 + 0.753 U/mg Vs PBS + TxA = 21,07 +
4,152 U/mg Vs EHNA + TxA = 8,788 + 1,813 U/mg). FIGURA 9.

6. DETERMINACAO DE TNF-oo NO TECIDO DE ALCA ISOLADA DE
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A TRATAMENTO INTRALUMINAL COM PBS
OU TOXINA A, APOS INJECAO INTRAPERITONEAL DE EHNA OU PBS.

A administragdo intra-luminal de toxina A, na dose de 50 pg, nas al¢as isoladas de
camundongos produziu um aumento significativo nos niveis e expressdo transcripcional de
TNF- a no tecido ileal, 3h apds a injecdo do estimulo inflamatdrio, em relacdo as algas
tratadas apenas com PBS. Nos animais pré-tratados com EHNA (90 umol/kg) houve uma
reducdo significativa (p<0,05) da quantidade de RNA mensageiro e dos niveis de TNF-a nas
amostras, em relacdo aos animais que receberam pré-tratamento com PBS. (Dosagem de
TNF- a em pg/ml: PBS + TxA = 1767 + 249,9 Vs EHNA + TxA = 1054 + 26,61; Razdo de
expressdao de TNF-a: PBS + TxA = 3,54 + 0,37 Vs EHNA + TxA = 0,07 = 0,67). A redugdo
do conteudo de TNF- a apos pré-tratamento com EHNA foi também observada na mucosa
intestinal através da andlise microscopica de cortes de tecido do ileo marcados por

imunohistoquimica (aumento de 400x). FIGURAS 10, 11 E 12.
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Figura 9. Dosagem da atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido ileal de
camundongos. Os animais foram tratados com EHNA (90 pmol/kg) ou PBS i.p. 30 minutos
antes da inje¢do de toxina A (50 pg/alga) ou PBS dentro da alga ileal e sacrificados 3 horas
apods a administragdo intra-luminal das drogas. Amostras do tecido do ileo foram removidas e
congeladas a —70°C e a atividade de MPO determinada por método enzimatico colorimétrico.
Os dados, U/mg, estdo plotados como média £ EPM (n=6). (*) p<0,05 indica diferenca
estatistica em relacao ao grupo controle (PBS). (**) p<0,05 comparado ao grupo PBS + TxA.
ANOVA/Bonferroni.
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Figura 10. Dosagem de TNF-a no tecido do ileo de camundongos. Os animais foram
tratados com EHNA (90 pmol/kg) ou PBS i.p. 30 minutos antes da inje¢do de toxina A (50
ug/alca) ou PBS dentro da alga ileal e sacrificados 3 horas apds a administracao intra-luminal
das drogas. Amostras do tecido do ileo foram removidas para dosagem de TNF-a determinada
por ELISA. As colunas representam a média = EPM da quantidade de TNF- o, em pg/ml das
amostras (n=5-6). (*) p<0,05 comparado ao grupo controle (PBS). (**) p<0,05 comparado ao
grupo PBS + TxA. ANOVA/Bonferroni.
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Figura 11. Expressao génica de TNF-a no tecido do ileo de camundongos. Os animais
foram tratados com EHNA (90 pmol/kg) ou PBS i.p. 30 minutos antes da injecdo de toxina A
(50 pg/alga) ou PBS dentro da alga ileal e sacrificados 3 horas apos a administragdo intra-
luminal das drogas. Amostras do tecido do ileo foram removidas para dosagem de RNA
mensageiro para TNF- a por PCR. Os pontos representam valores da razdo da quantidade de
RNA mensageiro para TNF- a em relagdo ao grupo controle (PBS). As barras representam a
média da razdo da expressao de TNF- a nas amostras (n=5-6). (*) p<0,05 comparado ao grupo
controle (PBS). (**) p<0,05 comparado ao grupo PBS + TxA. ANOVA/Bonferroni.
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Figura 12. Efeito do EHNA sobre o conteido de TNF-o no tecido do ileo de
camundongos tratados com toxina A do Clostridium difficile. As figuras sdo
fotomicrografias representativas de cortes histologicos, incubados com anticorpos especificos
para TNF- a, do tecido do ileo de camundongos que receberam na al¢ga TxA (50 pg/al¢a) ou
PBS (controle) 30 minutos apds pré-tratamento i.p. de EHNA (90 pmol/kg) ou PBS. A foto B
(PBS + TxA) ilustra coloragdo marrom mais proeminente nas células inflamatorias e epiteliais
intestinais indicativa de maior quantidade de TNF- o em algas ileais tratadas com TxA. A foto
C mostra a significante reducdo do aumento da quantidade de TNF- o induzida pela TxA na
presenga de EHNA. As fotos A e D ilustram o aspecto de uma alga tratada apenas com PBS
(controle) e o controle negativo, respectivamente. Aumento de 400x.
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7. DETERMINACAO DE IL-1p NO TECIDO DE ALCA ILEAL ISOLADA DE
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A TRATAMENTO INTRA-LUMINAL COM PBS
OU TOXINA A, APOS INJECAO INTRAPERITONEAL DE EHNA OU PBS.

A administragdo intra-luminal de toxina A, na dose de 50 pg, nas algas isoladas de
camundongos produziu um aumento significativo nos niveis e expressdo génica de IL-1f no
tecido ileal, 3h apods a inje¢do do estimulo inflamatdrio, em relagdo as algas tratadas apenas
com PBS. Nos animais pré-tratados com EHNA (90 pumol/kg) houve uma redugdo
significativa (p<0,05) da quantidade de RNA mensageiro e dos niveis de IL-1p nas amostras,
em relacdo aos animais pré-tratatados com PBS (Dosagem de IL-1p em pg/ml: PBS + TxA =
4307 + 346,4 Vs EHNA + TxA = 2430 + 289,9; Razao de expressdo de IL-1B3: PBS + TxA =
57,15 £12,71 Vs EHNA + TxA = 2,04 £+ 2,86). A redugdo da quantidade de IL-1P apos pré-
tratamento com EHNA foi também observada principalmente no epitélio intestinal através da
analise microscopica de cortes de tecido do ileo marcados por imunohistoquimica (aumento

de 400x). FIGURAS 13, 14 E 15.

8. EFEITO DO EHNA SOBRE OS NiVEIS DE IL-10 NO TECIDO DE ALCAS ILEAIS
ISOLADAS DE CAMUNDONGOS TRATADAS COM TOXINA A DO Clostridium
difficile.

A administracdo de TxA, na dose de 50 pg, nas algas ileais isoladas ndo alterou
(p>0,05) o contetido de IL-10 no tecido do ileo de camundongos em comparagdo as alcas
tratadas apenas com PBS (controle). A pré-administracio de EHNA (90 umol/kg) aos animais
tratados com TxA (50 pg/al¢a) elevou significativamente os niveis ileais de IL-10 em relagao
aos animais que receberam PBS i.p. antes da inje¢do intra-luminal de TxA (PBS + PBS =
907,3 + 46,35 pg/ml Vs PBS + TxA = 888,7 + 128,7 pg/ml Vs EHNA + TxA = 1482 + 103,8
pg/ml). FIGURA 16.
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Figura 13. Dosagem de IL-1B no tecido do ileo de camundongos. Os animais foram
tratados com EHNA (90 umol/kg) ou PBS i.p. 30 minutos antes da injecdo de toxina A (50
pg/al¢a) ou PBS dentro da alga ileal e sacrificados 3 horas apds a administragdo intra-luminal
das drogas. Amostras do tecido do ileo foram removidas para dosagem de IL-1 determinada
por ELISA. As colunas representam a média = EPM da quantidade de IL-1p em pg/ml das
amostras (n=5-6). (*) p<0,05 comparado ao grupo controle (PBS). (**) p<0,05 comparado ao
grupo PBS + TxA. ANOVA/Bonferroni.



69

a *
\_I| 90+ Y

=

3 704 oo

Qo

v

% 50

S

x 30 o®

% 10_ *% *%*

o °

T —sa ' —-%-— iy
&cs 104 PBS PBS EHNA EHNA

TXA

Figura 14. Expressido génica de IL-1B no tecido do ileo de camundongos. Os animais
foram tratados com EHNA (90 pmol/kg) ou PBS i.p. 30 minutos antes da injecdo de toxina A
(50 pg/alga) ou PBS dentro da alga ileal e sacrificados 3 horas apos a administragdo intra-
luminal das drogas. Amostras do tecido do ileo foram removidas para dosagem de RNA
mensageiro para IL-1 por PCR. Os pontos representam valores da razdo da quantidade de
RNA mensageiro para IL-1B em relagdo ao grupo controle (PBS). As barras representam a
média da razdo da expressdo de IL-1p nas amostras (n=5-6). (*) p<0,05 comparado ao grupo
controle (PBS). (**) p<0,05 comparado ao grupo PBS + TxA. ANOVA/Bonferroni.
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Figura 15. Efeito do EHNA, inibidor da enzima adenosina desaminase, sobre o contetudo
de Interleucina-1§ no tecido do ileo de camundongos tratados com toxina A do
Clostridium difficile. As figuras sdo fotomicrografias representativas de cortes histologicos,
incubados com anticorpos especificos para IL-1B, do tecido do ileo de camundongos que
receberam na alga TxA (50 pg/alca) ou PBS (controle) 30 minutos apds tratamento i.p. com
EHNA (90 pmol/kg) ou PBS. A foto B (PBS + TxA) ilustra coloragdo marrom mais
proeminente nas células epiteliais intestinais indicativa de maior quantidade de IL-1B em
alcas ileais tratadas com TxA. A foto C (EHNA + TxA) mostra a significante reducdo do
aumento da quantidade de IL-1f induzida pela TxA na presenca de EHNA. As fotos A e D
ilustram o aspecto de uma alga tratada apenas com PBS (controle) e o controle negativo,
respectivamente. Aumento de 400x.
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Figura 16. Dosagem de IL-10 no ileo de camundongos. Os animais foram tratados com
EHNA (90 pmol/kg) ou PBS i.p. 30 minutos antes da injecao de toxina A (50 pg/alga) ou PBS
dentro da alca ileal e sacrificados 3 horas apos a administracdo intra-luminal das drogas.
Amostras do tecido do ileo foram removidas e congeladas a —70°C e seu conteudo de IL-10
determinado por ELISA. As colunas representam a média + EPM da quantidade de IL-10 em
pg/ml das amostras (n=5-6). (*) p<0,05 indica diferenga estatistica em relacdo ao grupo
controle (PBS). (**) p<0,05 comparado ao grupo PBS + TxA. ANOVA/Bonferroni.
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9. AVALIACAO MICROSCOPICA DO EFEITO DO EHNA SOBRE O CONTEUDO
DE OXIDO NITRICO SINTASE INDUZIVEL NO TECIDO DE ALCAS ILEAIS
ISOLADAS DE CAMUNDONGOS TRATADAS COM TOXINA A DO Clostridium
difficile (TxA).

A administragdo intra-luminal de toxina A, na dose de 50 pg, nas algas ileais
isoladas de camundongos produziu um aumento significativo da quantidade de células
marcadas para iNOS por imunohistoquimica no tecido ileal, 3h apos a injecdo do estimulo
inflamatério, em relacdo as algas tratadas apenas com PBS. Nos animais pré-tratados com
EHNA (90 pumol/kg) houve uma reducdo significativa (p<0,05) da quantidade de células
marcadas para iNOS nas amostras ileais, em relacdo aos animais pré-tratados apenas com
PBS. (PBS + PBS =11 + 2,23 Vs PBS + TxA = 129,2 + 11,65 Vs EHNA + TxA = 58,50 +
4,88). FIGURAS 17,18 E 19.

10. AVALIACAO DO EFEITO DA TOXINA A DO Clostridium difficile (TxA) E DO
EHNA SOBRE A EXPRESSAO GENICA DE PENTRAXINA-3 NO TECIDO DAS
ALCAS ILEAIS ISOLADAS DE CAMUNDONGOS.

A administragdo de TxA na dose de 50 pg nas algas isoladas promoveu aumento
significativo (p<0,05) da expressdao génica de PTX3 no tecido de ileo de camundongos em
comparagdo as alcas tratadas apenas com PBS (controle). Nos animais pré-tratados com
EHNA (90 pmol/kg) houve uma reducdo significativa (p<0,05) da quantidade de RNA
mensageiro para PTX3 nas amostras (PBS + PBS =0 + 1,21 Vs PBS + TxA = 113,8 + 18,97
Vs EHNA + TxA = 22,68 + 15,59). O aumento do contetdo de PTX3 pela TxA e sua reversao
pelo EHNA foi também constatado através da andlise microscopica de tecido ileal marcado

por técnica de imunohistoquimica. FIGURAS 20 E 21.
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Figura 17. Avaliacdo microscopica do efeito do EHNA sobre o numero de células
marcadas por imunohistoquimica para iNOS na alca ileal de camundongos tratados com
toxina A do Clostridium difficile (TxA). O EHNA (90 umol/kg) ou o PBS foram injetados
1.p. 30 minutos antes da injecdo de TxA (50 pg/al¢a) ou PBS nas algas ileais. As algas foram
removidas para processamento e os cortes histologicos foram incubados com anticorpos
especificos e corados para quantificagdo de células marcadas. Observou-se que o EHNA (foto
C) diminuiu de forma significativa (p<0,05) a elevacdo do numero de células inflamatorias
expressando iNOS (marcadas em marrom) induzida pela TxA do Clostridium difficile(foto B).
As fotos A e D representam PBS (controle) e controle negativo, respectivamente. Aumento de
400x.
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Figura 18. Avalia¢do microscopica do efeito da toxina A do Clostridium difficile (TxA)
sobre o numero de células inflamatorias marcadas para iNOS por imunohistoquimica
na alc¢a ileal de camundongos. A figura acima ¢ uma fotomicrografia de corte histologico de
alca ileal de camundongo tratada com TxA (50 pg/alca). A alca foi removida para
processamento e o corte histoldgico foi incubado com anticorpos especificos e corado para
quantificacdo de células marcadas. Observa-se na foto o grande nimero de células
infamatorias expressando iNOS (marcadas em marrom) em processo de transmigragdo nas
vénulas da serosa da alga ileal de camundongo tratada com TxA. Aumento de 400x.
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Figura 19. Avaliacio microscopica do efeito do EHNA sobre o nimero de células
marcadas por imunohistoquimica para iNOS na alca ileal de camundongos tratados com
toxina A do Clostridium difficile (TxA). EHNA (90 umol/kg) ou PBS foram injetados i.p. 30
minutos antes da inje¢do de TxA (50 pg/alca) ou PBS nas algas ileais. As algas foram
removidas para processamento e os cortes histologicos foram incubados com anticorpos
especificos e corados para quantificagdo de células marcadas. Foram analisados seis campos
diferentes em cada corte no aumento de 400x. O numero de células imunomarcadas por
campo foi contabilizado. Observou-se que o EHNA diminuiu de forma significativa a
elevagdo do niimero de células marcadas para iNOS provocada pela TxA do Clostridium
difficile. Os dados estdo plotados como média + EPM (n=6). (*) p< 0,05 comparado ao grupo
PBS. (**) p< 0,05 comparado ao grupo PBS + TxA. ANOVA/Bonferroni.
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Figura 20. Expressiao génica de PTX3 no tecido do ileo de camundongos. Os animais
foram tratados com EHNA (90 pmol/kg) ou PBS i.p. 30 minutos antes da injecdo de toxina A
(50 pg/alga) ou PBS dentro da alga ileal e sacrificados 3 horas ap6s a administragdo intra-
luminal das drogas. O RNA das amostras de tecido ileal foi purificado e processado por
método de PCR para quantificar a expressdo génica de PTX3. Os pontos representam valores
da razdo da quantidade de RNA mensageiro para PTX3 em relagdo ao grupo controle (PBS).
As barras representam a média da razdo da expressdo de PTX3 nas amostras (n=5-6). (*)
p<0,05 comparado ao grupo controle (PBS). (**) p<0,05 comparado ao grupo PBS + TxA.
ANOVA/Bonferroni.
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Figura 21. Efeito do EHNA, inibidor da enzima adenosina desaminase, sobre o conteido
de Pentraxina-3 (PTX3) no tecido ileal de camundongos tratados com toxina A do C.
difficile. As figuras sdo fotomicrografias representativas de cortes histologicos, incubados
com anticorpos especificos para PTX3, do tecido do ileo de camundongos que receberam na
alca TxA (50 pg/alga) ou PBS (controle) 30 minutos apods tratamento i.p. com EHNA (90
umol/kg) ou PBS. Observou-se que a TxA (foto B) induziu o aumento da quantidade de
células imunomarcadas para PTX3 (coloragdo marrom) em relagdo ao grupo que recebeu
apenas PBS (foto A). A foto C (EHNA + TxA) mostra a significante reducdo do aumento da
quantidade de PTX3 induzida pela TxA na presenca de EHNA. A foto D representa o controle
negativo. Aumento de 400x.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, tivemos como objetivo investigar o efeito de um antagonista
da enzima adenosina deaminase, o EHNA (eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)-adenina)
(SCHAEFFER & SCHWENDER, 1974), sobre a lesdo induzida pela toxina A do Clostridium

difficile (TxA) em algas ileais isoladas em camundongos.

Para isso, inicialmente verificamos qual seria a dose de TxA que induziria uma
elevagdo significativa do peso e da secrecdo em relagdo ao comprimento das algas ileais
isoladas de camundongos C57BL/6. Concluimos que a injecao de 50 e¢ 100 ug de TxA
produziu um aumento significativo do peso e da secrecdo da alca ileal de camundongos 3
horas apods sua inje¢do. Escolhemos, entdo, a dose de 50 pg de TxA para os experimentos
subseqlientes, uma vez que essa dose proporcionou resultados consistentes com a
administracao de menor quantidade de droga, e resultou em erro padrao menor no aumento do

peso e volume da secre¢do das algas ileais.

O modelo de enterite induzida pela TxA que utilizamos neste trabalho esta bem
estabelecido na literatura mundial, além de ter sido também previamente utilizado em nosso
laboratorio. POTHOULAKIS e colaboradores (1994) demonstraram que a inje¢do de TXxA em
alca isolada de ratos Wistar promoveu aumento de 20x na permeabilidade da mucosa
intestinal.  KIRKWOOD e colaboradores (2001), utilizando camundongos C57BL/6,
verificaram que 3h apo6s a administragdo de TxA dentro da alga ileal ocorreu significante
aumento da secrecdao intestinal, além de outros parametros inflamatorios. Nosso grupo,
utilizando camundongos Swiss, demonstrou que 5 pg de TxA produziram consideravel
aumento de peso e secrecdo da alca ileal isolada 3 horas apds a injecdo da toxina
(CAVALCANTE et al.,, 2006; BARRETO et al., 2008). Mais recentemente, KIM e
colaboradores (2007), demonstraram que a injecdo de TxA promoveu, entre outras alteracoes,
aumento de secrecdo na alga ileal isolada de camundongos C3H/HelJ. Os nossos resultados
mostram que camundongos C57BL/6 apresentaram maior resisténcia a TxA, sendo necessaria
dose maior (50 pg/alga) para obter inflamagdo e destruicdo do tecido ileal comparavel a

encontrada com 5 pg/alga em camundongos SWiss.
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Apo6s determinar a dose de TxXA a ser utilizada, iniciamos o estudo para avaliar um
possivel efeito protetor do EHNA sobre a enterite induzida pela TxA em al¢a ileal de
camundongo. O EHNA ¢ um potente inibidor da adenosina deaminase, enzima responsavel
pela inativagdo da adenosina, e promove, dessa forma, a elevacdo dos niveis extracelulares de
adenosina endogena (BESSODES et al.,, 1982). Muitos trabalhos tém demonstrado a
habilidade da adenosina em exercer uma a¢ao antiinflamatoria em uma variedade de modelos
experimentais. Considerando inflamagdo intestinal, SIEGMUND e colaboradores (2000)
demonstraram que o aumento dos niveis endogenos de adenosina promoveu a melhora da
colite induzida por dextran sulfato em camundongos. ODASHIMA e colaboradores (2005)
observaram que a estimulacao do receptor A4 da adenosina reduziu a severidade da ileite em
modelo experimental de doen¢a inflamatéria intestinal em coelhos. Recentemente, nosso
grupo demonstrou que a estimulagdo do receptor A5 da adenosina reduziu a lesdo tecidual e a
inflamagdo na enterite induzida pela toxina A do C. difficile em camundongos
(CAVALCANTE et al., 2006). Neste mesmo trabalho, demonstramos, pela primeira vez, que
a TxA induziu aumento acentuado da atividade de ADA, o que nos motivou a averiguar o
efeito da inibi¢cdo da atividade desta enzima na lesdo induzida por toxina A em camundongos.
Tem sido relatado que a ADA desempenha um importante papel nas reagdes inflamatérias e
que seu nivel sérico pode ser usado como marcador bioquimico de doencas inflamatorias
(PIRAS et al., 1978; SARI et al., 2003). Nossos dados, anteriormente publicados, mostraram
que a inibi¢do da infiltracdo neutrofilica com fucoidina reduziu a atividade de ADA no tecido
ileal de camundongos tratados com a toxina A do C. difficile (BARRETO et al., 2008). Em
adicao, ANTONIOLI e colaboradores (2007), observaram que a inibigao da ADA pelo EHNA
reduziu tanto as alteracdes inflamatorias intestinais quanto as sist€émicas na colite induzida
pelo acido 2.,4-dinitritobenzenosulfidico em ratos. Baseado nesses achados, o sistema da
adenosina pode representar um alvo promissor de terapias de desordens inflamatérias do trato

gastrointestinal.

Verificamos entdo o efeito do EHNA, na dose de 90 umol/kg, administrado i.p. 30
minutos antes da indugdo da enterite pela TxA, sobre o peso e secrecdo da alga. Encontramos
que o EHNA reduziu de forma significativa o aumento do peso e volume da secrecao das
alcas ileais induzidos pela TxA. BEUBLER e colaboradores (1993) concluiram que a
secrecdo de fluido observada na enterite induzida pela TxA era causada pela severa lesdo da
mucosa intestinal. POTHOULAKIS (2000) observou que a TxXA promove aumento da

secrecdo intestinal por dois mecanismos principais. O primeiro seria pela desagregacao dos
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filamentos de actina e quebra das zonulas de oclusdo induzida pela inativacdo das proteinas
Rho, o que promoveria o aumento da permeabilidade intestinal. Trabalho do nosso grupo
demonstra que a TxA induz apoptose de células epiteliais colonicas humanas in vitro,
sugerindo que a morte das células intestinais seria um evento importante para o contato da
toxina com o tecido conjuntivo da lamina propria e com a inducdo de inflamagdo e aumento
de permeabilidade (BRITO et al., 2002b). O segundo seria pela reag¢ao inflamatoria induzida
pela TxA, que cursa com producdo de citocinas e mediadores, infiltracdo de células
inflamatorias, liberacdo de substancia P e lesdo tecidual. Tem sido largamente demonstrado
que a adenosina tem uma forte atividade antiinflamatoria, principalmente através da atuagao
em seus receptores Arp ¢ Arg (CRONSTEIN, 1994; BOURS et al., 2006; FREDHOLM,
1997). A adenosina endogena, liberada em locais de stress tecidual, inibe a producdo de
citocinas, a migracdo de células inflamatérias e a lesdo celular (EIGLER et al., 2000; HASKO
& CRONSTEIN, 2004). Assim, nossa hipdtese ¢ de que a acao antiinflamatoria da adenosina,
especialmente sobre a producdo de citocinas proinflamatorias e migracao de células do
sistema imunoldgico, pode ter sido o mecanismo pela qual o uso do EHNA preveniu o
aumento do peso e da secre¢do induzidos pela TxA do C. difficile na alga ileal de

camundongos.

Deve ser ressaltado, entretanto, que esta redu¢do no peso e na secre¢do da alca
tratada com TxA foi apenas parcial, ou seja, a administragdo de EHNA ndo reduziu estes
parametros ao nivel do grupo controle. Consideramos como uma possivel explicagdo, o fato
do receptor A de adenosina poder induzir a secre¢ao de fluido pelas células epiteliais
intestinais. STROHMEIER e colaboradores (1995) demonstraram que a estimulagdo do
receptor A, mas ndo de A; ou Aja, promoveu um aumento da secre¢do de CI” no epitélio
intestinal. Este dado é compativel com o fato que, em estudo prévio, nosso grupo demonstrou
que um agonista especifico dos receptores A reduziu o peso e a secrecao das algas expostas
a com TxA ao nivel do controle (CAVALCANTE et al., 2006). Portanto, nossa hipétese ¢ de
que o aumento da adenosina induzido pela inibicdo de ADA reduziu significativamente o peso
e a secrecao da alca porque inibiu o processo inflamatorio e o dano celular, mas a redugao foi
parcial, pois a estimulagdo do receptor A,p pode ter induzido a secre¢ao de Cl pelas células

epiteliais intestinais.

Nesse estudo, a andlise histopatologica dos tecidos de algas intestinais tratadas

com TxA mostrou destrui¢do intensa da mucosa com perda de células epiteliais, proeminente
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infiltrado celular inflamatério, edema intersticial ¢ hemorragia tecidual. Hemorragia e edema
estavam também evidentes na observagdo macroscopica da alca ileal. Nossos achados estdao
de acordo com os encontrados na literatura. FANG e colaboradores (1994) mostraram que a
exposicdo de segmentos de algas ileias de coelhos a TxA induziu uma intensa destrui¢ao da
mucosa e um significante infiltrado neutrofilico. KELLY e colaboradores (1994) relataram
que ocorreu um extenso dano epitelial, com quase completa destruicao das vilosidades e
criptas, associado a um denso infiltrado inflamatério na lamina propria das alcas ileais de
coelhos tratadas com TxA. MENEZES (2002) observou que algas ileais isoladas de coelhos
tratadas com TxA mostraram uma acentuada diminui¢do nas vilosidades ¢ na espessura da
mucosa, com destruicao de epitélio e glandulas, bem como exsudagdo neutrofilica na mucosa
intestinal. Dados do nosso grupo também confirmaram estas alteragdes histopatologicas tanto
em coelho como em camundongos (CARNEIRO-FILHO et al., 2006; CAVALCANTE et al.,
2006; BARRETO et al., 2008).

Observamos que o EHNA reverteu todas essas alteragdes histologicas, reduzindo
a destruicdo da mucosa, o edema, o infiltrado celular inflamatério e a hemorragia.
Demonstramos, assim, pela primeira vez na literatura, que a inibicdo da enzima adenosina
desaminase pelo EHNA preveniu a lesdo tecidual induzida pela TxA em alga ileal de
camundongos. Esse achado corroborou nossa hipétese de que as agdes antiinflamatérias da

adenosina podem reduzir a lesdo intestinal induzida pela TxA do C. difficile.

E bem reconhecido o importante papel que os neutréfilos desempenham na
patogénese da colite pseudomembranosa (LYERLY et al., 1988). Tem sido demonstrado em
varios trabalhos que a TxA, quando utilizada em modelos animais de alcas intestinais
isoladas, leva a um intenso processo inflamatério com infiltragdo macica de neutrdfilos
(ROCHA et al, 1997, KELLY et al, 1994; CASATAGLIUOLO et al., 1998;
CAVALCANTE et al., 2006; BARRETO et al., 2008). Observamos, no nosso trabalho, que
houve um aumento da atividade de mieloperoxidase nas alcas ileais tratadas com TxA. A
mieloperoxidase ¢ uma enzima presente nos granulos azuréfilos dos neutréfilos que atua na
producdo de agentes oxidantes citotoxicos. A dosagem da sua atividade representa um método
indireto de verificar a infiltragdo e a atividade neutrofilica local. Verificamos que o uso do
EHNA preveniu o aumento da atividade da mieloperoxidase induzido por TxA em alga ileal

de camundongos. Estes dados sugerem que o efeito protetor do EHNA sobre a inflamacao e
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destruicdo da mucosa induzida pela TxA ¢, pelo menos em parte, relacionada a inibicao da

infiltracdo e a atividade neutrofilica pela adenosina.

Tem sido demonstrado que a inibigdo da transmigra¢ao neutrofilica protege contra
a lesdo induzida pela TxA, fortalecendo nossa hipdtese. KELLY e colaboradores (1994) e
KUROSE e colaboradores (1994) mostraram que a inibi¢do do recrutamento de neutrofilos
por anticorpos para integrinas ou P-selectina diminuiu o dano intestinal em animais expostos a
TxA. Também foi demonstrado que anticorpos para as moléculas de adesdo neutrofilicas,
CD11-CD18, marcadamente reduziram a secre¢do de fluido e o dano tecidual induzidos pela
TxA (KELLY, et al.,, 1994). Nosso trabalho recentemente publicado demonstrou que a
inibi¢do da infiltracdo neutrofilica com um bloqueador de L-selectina, a fucoidina, reduziu a
injaria tecidual e a inflamacdo induzida pela toxina A em alga ileal de camundongos
(BARRETO et al., 2008). Por outro lado, tem sido descrito que a adenosina, pela estimulagio
de receptores Aza € Ajp, limita o nimero de neutrofilos que atravessam a vasculatura. Foi
descrito que camundongos knockout (KO) para CD39 e CD73, ou seja, com reduzidos niveis
de adenosina, tiveram um significante aumento no acumulo de neutréfilos quando
comparados a camundongos normais (ELTZSCHIG et al., 2004). GLOVER e colaboradores
(2005 e 2007) demonstraram que agonistas do receptor A, inibem a expressao de P-selectina
e a infiltragdo neutrofilica. YANG e colaboradores (2006) demonstraram que camundongos
KO para A, exibiam uma upregulation nas moléculas de adesdo E-selectina, P-selectina ¢
ICAM-1, bem como um aumento da adesdo ao endotélio e do rolamento leucocitario, o que

nao foi encontrado em camundongos com expressao normal destes receptores.

Um estudo anterior do nosso grupo demonstrou que a TxA modifica a forma e a
funcdo dos neutrofilos, promovendo um aumento de sua adesividade ao substrato, o que
poderia contribuir para a formacao das pseudomembranas e para a intensa reagao inflamatéria
encontrada na doenga induzida pelo C. difficile (BRITO et al., 2002a). QIU e colaboradores
(1999) mostraram que a TxA purificada, quando administrada no lumen de algas intestinais de
rato, induziu a geragdo de grande quantidade de metabdlicos reativos de oxigénio gerados
primariamente pela infiltracdo neutrofilica, o que contribuiu para o dano tecidual. Varios
estudos tém mostrado que a adenosina também interfere com a fung@o neutrofilica. BURKEY
& WEBSTER (1993) e VISSER e colaboradores (2000) mostraram que a adenosina inibiu a
produgdo de superdxido pelos neutréfilos estimulados pelo fMLP. THIEL e colaboradores

(2003) demonstraram que a ativagao de receptores Az nos neutrofilos inibiu de forma potente



84

a fagocitose, a degranulagdo e a formacdo de radicais livres do oxigénio. Estes trabalhos
reforgam nossa sugestao de que o EHNA preveniu a lesdo intestinal induzida pela TxA, pelo

menos em parte, através da inibicdo da migragdo e fun¢do neutrofilica.

Tem sido demonstrado que a TxA estimula a produgdo de citocinas, incluindo
fator de necrose tumoral o (TNF- a) e interleucina-1p (IL-1PB), e que isso pode contribuir para
os estagios precoces da reacdo inflamatoria observada na colite pseudomembranosa (FLEGEL
et al., 1991). Nesse sentido, ROCHA ¢ colaboradores (1997) concluiram que a migragdo
neutrofilica na cavidade peritoneal de ratos e na bolsa de ar induzidos pela TxA era mediado
por citocinas como TNF-a e IL-1p, liberadas por macrofagos residentes, sugerindo que esses
mediadores inflamatdrios exercem importante contribuicdo na colite inflamatéria induzida
pela TxA do C. difficile. CARNEIRO-FILHO e colaboradores (2001) mostraram que o0s
inibidores da producao de TNF-q, talidomida e pentoxifilina, inibiram a migragao neutrofilica
induzida pela TxA do C. difficile. Trabalho do nosso grupo demonstrou que a estimulacdo de
células epiteliais intestinais colonicas humanas (T84) com TxA in vitro resulta na secre¢do de
TNF-a  sugerindo que as células de revestimento do intestino humano também estdo
envolvidas na resposta inflamatéria a TxA (BRITO et al, 2002b). No presente trabalho,
verificamos os niveis e a expressao transcripcional de TNF- a e IL-1B no tecido de alga ileal
de camundongos C27BL/6, 3 horas apds tratamento com TxA do C. difficile. Nossos
resultados reafirmaram o que existe na literatura, ou seja, a exposi¢do a TxA induziu um

aumento na sintese de TNF- a e IL-1f na alga ileal.

TNF- o e IL-1B sdo potentes mediadores da resposta inflamatéria aguda e
contribuem para a migragdo de leucocitos polimorfonucleares para os sitios de inflamagao.
Sao produzidos principalmente por macrofagos e sua producdo ¢ mediada pela ativacdo do
fator nuclear kB (NF- xB) (PARKIN & COHEN, 2001). NF- xB ¢ um fator de transcrigao
envolvido na regulacdo positiva de genes que codificam citocinas, bem como enzimas como a
oxido nitrico sintase induzivel e a cicloxigenase-2, ¢ as moléculas de adesao ICAM-1 e E-
selectina (BARNES, 1997). Este fator de transcricdo pode ser ativado por varios produtos
derivados de patogenos, bem como pelas proprias citocinas, produzindo rapidas mudangas na
expressdo génica celular. KIM e colaboradores (2006) concluiram que a ativagao de NF- kB ¢
essencial para a expressdo de citocinas em células epiteliais intestinais expostas a TxA do C.
difficile. JEFFERSON e colaboradores (1999) demonstraram que a sintese de IL-8 induzida

pela TxA em mondcitos depende da ativagao de NF- xB.
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Decidimos, entdo, investigar o efeito do pré-tratamento com EHNA sobre o
aumento na sintese das citocinas prdinflamatorias TNF- o e IL-1B. Nossos resultados
mostraram, pela primeira vez, que a inibi¢do da enzima adenosina deaminase reduz o aumento
dos niveis e do RNA mensageiro de TNF- a e IL-1B induzidos por TxA em alg¢a ileal de
camundongos. Diante destes dados, podemos sugerir que o efeito protetor do EHNA sobre a
inflamacdo e destruicdo da mucosa induzida pela TxA esté4, pelo menos em parte, relacionado
a inibicdo da sintese de TNF-a e IL-1B pela adenosina, e que possivelmente esta inibi¢ao
ocorre por uma agdo a nivel de transcrigdo génica. Véarios estudos t€ém demonstrado que a
adenosina reduz a sintese de TNF- a e IL-1p, e mais recentemente, tem sido proposto que este
nucleosideo pode inibir o fator nuclear kB (NF- kB). KRECKLER e colaboradores (2006)
concluiram que a adenosina inibe a liberagdo de TNF-a por macrofagos peritoneais de ratos
via receptores Asa € Asp, € que isso poderia contribuir para os efeitos antiinflamatorios da
adenosina. SIPKA e colaboradores (2005) demonstraram que a adenosina inibe a liberacao de
IL-1B por mondcitos humanos ativados e que receptores A, Aza € Az estdo envolvidos nesse
processo. Outro estudo demonstrou que, 1 hora apds a administracdo de LPS, camundongos
KO para receptores A, tiveram um aumento de 5 vezes nos niveis de TNF-o em relagdo a
camundongos normais (YANG et al., 2006). Trabalho do nosso grupo demonstrou que ATL
313, um agonista do receptor A5 da adenosina, reduziu significativamente os niveis de TNF-
a em alca ileal de camundongos (CAVALCANTE et al., 2006). Estes estudos suportam
nossos resultados de que a inibicdo da adenosina desaminase, e conseqiiente aumento nos

niveis de adenosina, reduz a sintese de TNF- a e IL-1f induzida pela TxA do C. difficile.

Além disso, a inibi¢do do fator NF- kB tem sido identificada como uma possivel
via de sinalizacdo celular envolvida na agdo antiinflamatéria da adenosina, o que vai de
encontro com os relatos da literatura de que a TxA ativa essa via de sinalizagdo para a
producdo de citocinas. SANDS e colaboradores (2004) concluiram que a ativagdo do receptor
Asa em células endoteliais humanas previne o acimulo de dimeros NF-xB ativos no nucleo
em resposta a estimulos como LPS, TNF-a e IFN-y. LUKASHEV e colaboradores (2004)
mostraram que a delecdo de receptores A,x em macrofagos resultou em um elevado acumulo
de multiplos transcritos de NF-kB e aumento na producdo de citocinas pro-inflamatoérias,
como a IL-12. JIJON e colaboradores (2005) concluiram que a adenosina atua como potente
regulador negativo da sinalizacdo de NF-kB e MAPK para a producdo de citocinas pro-

inflamatérias em células epiteliais intestinais humanas. De acordo com estes dados, € possivel
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que vias de sinalizagdo que resultem na inibi¢do do fator de transcrigdo NF-kB estejam
envolvidas na reducdo da sintese de TNF- a e IL-1B e no efeito protetor do EHNA sobre a

enterite induzida pela TxA.

Dando continuidade ao nosso trabalho, realizamos a dosagem de interleucina-10
(IL-10) e verificamos que os niveis desta citocina nao estdao aumentados no tecido da alga ileal
tratada com TxA em relagdo ao grupo controle. A IL-10 ¢ uma potente citocina reguladora da
resposta inflamatéria que limita o dano tecidual provocado pela resposta exacerbada do
sistema imunologico a patogenos (MOORE et al., 2001). A IL-10 atua inibindo a ativacdo de
macroéfagos e a produgdo de citocinas inflamatdrias, além de regular a fungdo de linfocitos T.
Esta citocina ¢ secretada por varias células do sistema imune e ha também relatos de que ¢
secretada de forma constitutiva por células epiteliais intestinais humanas (AUTSCHBACH et
al., 1998). E bem conhecido na literatura que camundongos com deficiéncia de IL-10
desenvolvem uma enterocolite espontanea induzida por uma resposta imune nao balanceada a
antigenos de bactérias entéricas residentes, sugerindo que a IL-10 é uma citocina

imunoreguladora essencial no trato gastrointestinal (KUHN et al., 1993).

Nossos achados, de que 3 horas apds a injecdo de TxA na alga ileal os niveis de
IL-10 se mantiveram iguais aos dos animais que receberam apenas PBS, sdo inéditos na
literatura. Nao existem dados na literatura sobre a medida dos niveis de IL-10 na enterite
provocada pela TxA e na doenga induzida pelo C. difficile. RIGBY ¢ colaboradores (2005)
concluiram que a sintese de IL-10 por células dendriticas colonicas, 4 horas apos exposi¢do a
produtos bacterianos, varia de acordo com o estimulo antigénico. A producdo de IL-10 foi
aumentada em reposta a Bifidobacteria longum, mas ndao aumentou apds a exposi¢do ao
Steptococcus faecium e ao LPS de Escherichia coli, sugerindo que produtos de diferentes
bactérias podem direcionar a resposta imunologica para vias diferentes no intestino, o que
contribuiria para a capacidade do intestino de tolerar a presenca de alguns microorganismos e
ativar uma resposta inflamatoria citotoxica a outros. Nao podemos, no entanto, afirmar que
houve realmente uma inibi¢do da sintese de IL-10 e que a auséncia da elevagdao dos niveis
desta citocina ¢ um mecanismo contribuinte para a lesdo induzida por TxA. E possivel que o
periodo de 3 horas ndo tenha sido suficiente para a produg¢do de IL-10. DE WAAL
MALEFYT e colaboradores (1991) demonstraram que a secrecdo de IL-10 por macréfagos
foi detectada apenas 7,5 horas apods a estimulagdo com LPS, e atingiu a maxima produgdo 20

a 48 horas ap0s a ativacdo macrofagica. Assim, mais estudos precisam ser feitos para avaliar
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se a ndo elevagdo dos niveis de IL-10 ou o atraso na producdo desta citocina fazem parte da

patogénese da lesdo induzida pela TxA do C. difficile.

Encontramos, neste estudo, que a administragdo de EHNA foi capaz de induzir
uma elevacdo significante nos niveis de IL-10 no tecido de alga ileal tratada com TxA. Estes
dados podem ser importantes para o entendimento do mecanismo de protecao que a inibigao
da degradacdo da adenosina desempenha na lesao intestinal induzida pela TxA do C. difficile.
HASKO e colaboradores (1996) demonstraram que a inje¢do i.p. de agonistas dos receptores
A, Ara e Az de adenosina aumentaram os niveis sistémicos de IL-10 em modelo de
camundongos toxemiados, o que, segundo os autores, explicaria algumas acdes
imunomodulatérias da adenosina liberada em grandes quantidades nos sitios de inflamacao.
Adicionalmente, foi descrito que macréfagos de camundongos que ndo possuem receptores
A, mostraram uma significativa reducdo nos niveis de IL-10 de 1 a 24 horas apds exposicao
a0 LPS (YANG et al., 2006). NEMETH e colaboradores (2001) concluiram que a ativagdo de
receptores da adenosina aumentou a produgao de IL-10 em macréfagos estimulados pelo LPS,
sem, no entanto, afetar a atividade de promotores nem os niveis de RNA-mensageiro,
indicando um mecanismo pds-transcripcional. Assim, segundo este estudo, a adenosina ¢
capaz de aumentar a tradu¢do do RNAm da IL-10, constituindo um mecanismo rapido de
aumentar os niveis desta citocina e suas agdes antinflamatdrias. Podemos entdo, a partir do
que foi exposto, sugerir que a inibicdo da adenosina desaminase pode ter prevenido a enterite

induzida pela TxA do C. difficile através da elevagdo dos niveis de IL-10.

O oxido nitrico (NO) ¢ um gés soluvel e radical livre que participa da sinalizagdo
de inumeros processos fisioldgicos, como relaxamento do musculo liso e vasodilatagdo,
neurotransmissdo e agregacdo plaquetaria (RADOMSKI & MONCADA, 1993; KIM et al.,
2001). Apesar de ser um critico sinalizador envolvido na regulacdo de varios processos
fisiologicos, o NO também tem habilidade de atuar como uma molécula citotoxica, envolvida
na patogenia de uma lista crescente de doencas humanas (JEREMY et al., 2002; SZABO,
2003; WALIA et al., 2003). No trato gastrointestinal, o NO possui importante papel no
controle da motilidade, fluxo sangiiineo e secre¢do de muco e bicarbonato (UEKI et al., 1988;
WHITTLE et al., 1981; KUBES et al., 1991; WALLACE & MILLER, 2000). De uma
maneira geral, estes efeitos benéficos no trato gastrointestinal tém sido associados a presenca
deste gas em baixas concentragdes, enquanto altas concentragdes estdo associadas a processos

inflamatérios e podem induzir a formacao de radicais derivados do nitrogénio que sao toxicos
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para diversas linhagens celulares (WALLACE & MILLER, 2000; MUSCARA &
WALLACE, 1999).

O NO ¢ formado pela agdo das enzimas 6xido nitrico sintases (NOS) sobre a L-
Arginina, um aminoacido endégeno, na presenca de oxigénio molecular. Atualmente, existem
trés isoformas conhecidas de NOS: NOS neuronal (nNOS ou NOS1), NOS induzivel (iNOS
ou NOS2) ¢ NOS endotelial (eNOS ou NOS3) (MONCADA et al., 1991; PFEILSCHIFTER
etal., 2001). Sob condigdes fisiologicas, as células produzem apenas uma pequena quantidade
de NO a partir da atividade das enzimas constitutivas, a eNOS e a nNOS (FLEMING &
BUSSE, 1999; RANG et al., 2004). Portanto, é a iNOS a responsavel pela produ¢do de NO
em altos niveis e a enzima envolvida na maioria dos efeitos toxicos atribuidos ao 6xido nitrico

(XIE et al., 1992).

A INOS estd normalmente ausente em células sob condi¢des basais. Sua
expressdo pode ser induzida em diferentes tipos de células e tecidos seguindo a exposicao a
estimulos imunologicos e inflamatérios como o LPS bacteriano, TNF-a, IL-1f e IFN-y,
individualmente ou em combinagdo (SANDERS et al., 1999; WAHL et al., 2003). A regido
5’ terminal do gene da iNOS de humanos e roedores divide 66% de homologia e contem
seqiiéncias conservadas responsivas a NF-kB, TNF-a e IFN-y (CHARTRAIN et al., 1994).
De fato, agentes reconhecidos por interferir com a atividade de NF-kB parecem modular a
produgdo de iNOS e varias classes de agentes tém mostrado prevenir a expressdo de iNOS
pela inibicdo do sistema de transdug¢do do NF-kB, como os glicocorticoides, por exemplo

(GRISCAVAGE et al., 1996; DI ROSA et al., 1990).

Neste trabalho, realizamos a imunomarcagdo da iNOS em tecido proveniente de
ileo tratado com TxA do C. difficile. Nossos resultados mostraram uma marcante elevagdo do
nimero de células marcadas para iNOS em animais tratados com TxA em relagdo aos
controles, mais evidente em células inflamatorias. Nao existem na literatura trabalhos com a
medida da expressdo ou da atividade de iNOS apds exposi¢do a TxA. Entretanto, nossos
achados contrastaram parcialmente com a literatura, pois os estudos disponiveis nado
mostraram, at¢é o momento, um papel do NO ou da iNOS na fisiopatologia da enterite
induzida pela TxA do C. difficile. MELO FILHO e colaboradores (1997) demonstraram que a
TxA ¢ a TxB ndo aumentaram os niveis de NO em macr6fagos in vitro e o uso de um inibidor

de NOS ndo alterou o curso da lesdo celular induzida pelas toxinas. CALDERON e
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colaboradores (1998) demonstraram que a TxA nao induziu um aumento dos niveis de NO em

mastdcitos de ratos in vitro.

Mais recentemente, tem sido demonstrado que a inibi¢do de GTPases da familia
Rho induzem e aumentam a expressao de iNOS (MUNIYAPPA et al., 2000; HAUSDING et
al., 2000). As toxinas A ¢ B do C. difficile ttm como mecanismo de agdo celular a inativagdo
das proteinas Rho (Rho, Rac e Cdc42) através da sua glicosilagdo (JUST et al., 1995).
Trabalhos in vitro utilizando TxB tém demonstrado que esta toxina promoveu um aumento da
expressao de iNOS. MUNIYAPPA e colaboradores (2000) demonstraram que a TxB do C.
difficile, através da inativa¢do das GTPases da familia Rho, aumentaram a expressao de iNOS
de maneira dose dependente em células musculares lisas de vasos de ratos. O mesmo estudo
mostrou que a ativagdo do fator de transcricdo NF-kB teve um papel fundamental para o
aumento da expressdo de iNOS. HAUSDING e colaboradores (2000) demonstraram que a
TxB aumentou a expressao de iNOS em células epiteliais alveolares humanas bem como em
fibroblastos murinos expostos a citocinas. Esse aumento ocorreu através da inibicdo de
proteinas da familia Rho, que resultou no aumento da atividade promotora do gene e na

estabilizacdo do RNA mensageiro de iNOS.

Tem sido relatado um aumento dos niveis de iNOS e NO em vdrias patologias do
trato grastrointestinal como: gastroenterites infecciosas agudas, retocolite ulcerativa, doenca
de Crohn, colite linfocitica e colite colagenosa (HERUFL et al., 1999; MIDDLETON et al.,
1993; BOUGHTON-SMITH et al., 1993; LUNDBERG et al., 1997). No entanto o papel deste

aumento nos niveis de iNOS e NO tem gerado estudos com resultados divergentes.

Virios estudos tém sido feitos com camundongos nocautes para iNOS e tem sido
demonstrado que, dependendo do microbio, a contribuicido da iINOS pode ser critica,
imperceptivel ou deletéria para o hospedeiro (NATHAN, 1997). Fatores que parecem
direcionar os efeitos da expressdo de iNOS incluem o tipo de insulto, tipo de tecido, nivel e
duragdo da expressdo, bem como o estado oxidativo do tecido (MOLLACE et al., 2005).
Entre seus efeitos protetores, o NO gerado pela iNOS tem sido descrito como microbicida,
antiviral, antiparasitario e antitumoral (KLEINERT et al., 2003). Entre seus efeitos deletérios
estdo a formagdo de peroxinitrito e radicais derivados do nitrogénio, importantes mediadores
de citotoxicidade e citoestasia. (RADI et al., 1991; MOLLACE et al., 2005). Além disso,

estudos mostraram que a gastroenterite induzida por bactérias invasivas, como Escherichia
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coli e Salmonella dublin, promoveram a uprelulation das enzimas iNOS e COX-2, o que
contribuiu para o aumento da secrecdo e disfun¢dao da barreira epitelial intestinal (RESTA-
LENERT & BARRETT, 2002). Nossos resultados mostraram que existe uma forte indugado da
enzima iINOS em tecidos tratados com TxA, e é possivel que o NO nas concentragdes
produzidas por esta enzima faca parte da patogenia da doenga. QIU e colaboradores (1996)
mostraram que o uso de um inibidor da NOS aumentou a secre¢ao ileal induzida por TxA em
ratos. Este estudo ndo utilizou um inibidor seletivo de iNOS, portanto o papel especifico desta

enzima na fisiopatologia da enterite induzida por TxA merece estudos adicionais.

A seguir, medimos as células imunomarcadas para iNOS em tecido ileal de
animais que receberam EHNA antes da indugdo da enterite pela TxA. Nossos resultados
mostraram uma redu¢ao significativa do nimero de células marcadas para esta proteina. Estes
achados estdo em acordo com o que existe na literatura. HASKO e colaboradores (1996)
demonstraram que o uso de agonistas da adenosina preveniu o aumento dos niveis de NO
induzido por LPS tanto in vitro como in vivo. XAUS e colaboradores (1999b) mostraram que
a estimulacdo de receptores Ajp inibiu a expressdo da iNOS e citocinas proinflamatorias
induzidas pelo IFN-y em macrofagos de coelhos. PINGLE e colaboradores (2007) concluiram
que a ativacdo de receptores A; de adenosina protegeu contra a citotoxicidade do virus HIV
através da inibi¢do de NF-kB, o que provocou a redu¢do da expressdo de iNOS, radicais
derivados do NO e apoptose em neurénios. MARTIN e colaboradores (2006) mostraram que
a estimulagdo de receptores A3 de adenosina reduziu a iNOS induzida por LPS em
macroéfagos murinos e essa redugdo envolveu a inibigio de Ca’ intracelular e do fator NF-«B.
Assim, ¢ possivel que a reducdo do contetido de iNOS observado em nosso trabalho tenha
contribuido para o efeito protetor do EHNA na lesdo induzida pela TxA em ileo de
camundongos. No entanto, precisamos antes compreender como os altos niveis de iNOS

interferem na lesao intestinal induzida pela TxA do C. difficile.

A pentraxina 3 (PTX3) ¢ uma proteina pertencente a superfamilia das pentraxinas,
proteinas multifuncionais caracterizadas por uma estrutura multimétrica, usualmente
pentamérica (PEPYS & BALTZ, 1983; BAUMANN & GAULDIE, 1994; GARLANDA et
al., 2005). Baseadas em sua estrutura, as pentraxinas podem ser divididas em dois grupos: as
pentraxinas curtas, as quais fazem parte a proteina C reativa (CRP) e o componente amiloide
P do soro (SAP), e as pentraxinas longas, na qual a PTX3 ¢é o prototipo. A PTX3 possui

similaridades estruturais com o grupo da pentraxinas curtas, mas se diferencia pela presenca
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de um dominio N-terminal longo distinto (BOTTAZZI et al., 2006). Ao contrario das
pentraxinas curtas, cujas seqliéncias e regulacdao tém divergido do camundongo para o
homem, a PTX3 ¢ altamente conservada na evolugdo, tornando os resultados obtidos em

modelos experimentais com camundongos informativos para a fungdo desta proteina no

homem (BOTTAZZI et al., 2006).

A PTX3 ¢ uma proteina solivel, multifuncional, produzida em resposta a
estimulos proinflamatérios durante a resposta imunoldgica inata. Através da interagdo com
numerosos ligantes, a PTX3 apresenta fungdes como reconhecimento e opsonizacao de
micrdbios, ativagdo da via cldssica do complemento, modulagcdo da resposta inflamatdria e
remodelacdo tecidual (BOTTAZZI et al., 2006). O gene para PTX3 tem sua expressao
regulada positivamente em resposta a sinais inflamatorios primarios, como TNF-a e IL-1p,
ativacdo dos receptores do tipo TOLL (TLR), e moléculas microbianas como LPS
(GARLANDA et al., 2005; BOTTAZZI et al., 2006; JEANNIN et al., 2005). Em termos de
sinalizacdo celular, foi demonstrado, em estudos de mapeamento da regido promotora no gene
da PTX3, que o fator NF-kB ¢ um elemento chave na transcri¢do deste gene em resposta ao
TNF-o (BASILE et al., 1997). Estudos tém descrito que o pico de produ¢ao do RNAm para
PTX3 ocorre em média 4 a 6 horas apos a exposi¢ao celular ao estimulo pro-inflamatorio
(INTRONA et al., 1996; ALLES et al., 1994; BREVIARIO et al., 1992). As células
produtoras de PTX3 incluem células dendriticas, fagécitos mononucleares, fibroblastos,
células endoteliais, células do musculo liso, adipocitos, células sinoviais, condrécitos e células
epiteliais alveolares e renais (DONI et al., 2003; LEE et al., 1993; BREVIARIO et al., 1992;
ALLES et al., 1994; KLOUCHE et al., 2004; ABDERRAHIM et al., 2003; LUCHETTI et
al., 2000; NAUTA et al., 2005; DOS SANTOS et al., 2004).

Em humanos, os niveis sangiliineos de PTX3 sdo muito baixos em condig¢des
normais, porém aumentam rapidamente durante condi¢des inflamatorias e infecciosas. Assim,
varios estudos t€ém demonstrado que os niveis de PTX3 podem ser tuteis como marcadores
precoces de gravidade e progndstico em varias patologias (MANTOVANI et al., 2008).
MULLER e colaboradores (2001), em estudo prospectivo com pacientes s€pticos criticamente
enfermos, demonstraram que o aumento dos niveis de PTX3 foi um indicador direto da
gravidade do envolvimento tecidual nos processos inflamatorios e infecciosos e estava

associado a um pior prognoéstico. Altos niveis de PTX3 foram também associados a gravidade
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de doengas infecciosas como dengue e tuberculose pulmonar (MAIRUHU et al., 2005;
AZZURRI et al., 2005). Considerando doengas intestinais, KATO e colaboradores (2007)
demonstraram que a PTX3 ¢ produzida em altos niveis pelo intestino de pacientes com
doenga inflamatdria intestinal, e que seus niveis poderiam ser usados como marcadores da
atividade da doenca. Adicionalmente, tem sido relatado que esta proteina pode ser usada
como um marcador de progndstico em pacientes com varias outras patologias como
vasculites, infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia renal cronica
(FAZZINI et al., 2001; LATINI et al., 2004; SUZUKI et al. 2008; MALAPONTE et al.,
2007).

Como moduladora da resposta imune, as agdes da PTX3 tém sido associadas a
uma atividade protetora, tornando-se essencial na resposta contra determinados patogenos, ¢ a
uma agdo danosa induzida pela resposta inflamatoria exagerada em outras circunstancias.
DIAS e colaboradores (2001) demonstraram que animais transgénicos que produzem
quantidades aumentadas de PTX3, por conterem vérias copias extras do gene, apresentaram
maior resisténcia ao choque toéxico induzido por LPS, bem como a infecgdo
experimentalmente induzida pelo procedimento de ligadura e perfuracdo do ceco. Nestes
animais transgénicos foram detectados niveis séricos aumentados de citocinas
proinflamatorias tais como TNF-a e IL-1B. Os macrofagos provenientes destes animais
apresentaram uma capacidade fagocitica aumentada em comparagdo com os macrofagos do
tipo selvagem, além de serem capazes de produzir quantidades mais elevadas de 6xido nitrico
(NO) quando estimulados (DIAS et al., 2001; DINIZ et al., 2004). No entanto, outro estudo
mostrou que animais transgénicos que expressam niveis aumentados de PTX3 apresentaram
uma resposta inflamatoria exacerbada e foram mais vulnerdveis a morte em decorréncia de
injuria por isquemia e reperfusdo intestinal. Nesta situacdo, altos niveis séricos de TNF-a
foram associados a uma letalidade aumentada. Além de TNF-o, outros mediadores
inflamatorios foram também encontrados mais elevados nos animais transgénicos em
compara¢do com os camundongos do tipo selvagem, inclusive no intestino (IL-18, MCP-1,

KC) (SOUZA et al., 2002).

O papel que a PTX3 desempenha na defesa contra patdogenos tem sido
demonstrado pela observa¢dao de que animais nocautes para PTX3 sdo mais susceptiveis a
infec¢do por determinados microorganismos como Aspergillus fumigatus, Pseudomonas

aeruginosa e Salmonella typhymurium, enquanto sido resistentes a infec¢do por Listeria



93

monocytogens e Staphilococcus aureus (GARLANDA et al., 2002). Assim, animais com
deficiéncia de PTX3 sdo mais susceptiveis a aspergilose pulmonar e os macréfagos derivados
destes animais mostraram reconhecimento defectivo da conidia do fungo e,
conseqiientemente, uma capacidade fagocitica prejudicada (GARLANDA et al., 2002). Além
disso, em um modelo experimental de infec¢do por Klebsiella pneumonie, um dos principais
agentes etiologicos de pneumonia nosocomial, foi verificado que a PTX3 ¢ uma importante
moduladora da produgdo de TNF-a, KC e 6xido nitrico no pulmao, influenciando a migragao
de neutrofilos para este tecido (SOARES et al., 2006). Os resultados dos estudos com animais
nocautes para PTX3 deixaram claro o papel relevante in vivo desta proteina na resposta inata a
certos tipos de patogenos, além de evidenciarem sua a¢ao moduladora da resposta

inflamatoria, agindo localmente nos sitios de infec¢@o e inflamacgao.

Considerando nosso objetivo de contribuir para o conhecimento dos mecanismos
envolvidos na patogénese da enterite provocada pela TxA do C. difficile, nos pareceu
relevante verificar a participacdo da PTX3 neste contexto, uma vez que, at¢ o momento, nao
ha na literatura referéncias sobre o papel da PTX3 na doenga induzida pelo C. difficile ou na
lesdo induzida pela TxA. Assim, verificamos que 3 horas ap6s a injecdo de TxA na alga ileal
de camundongos ocorreu uma significativa elevagdo na transcri¢ao gé€nica para PTX3 em
relacdo ao grupo controle. A partir de nossos achados, podemos concluir que a PTX3 tem
participacdo na reagdo inflamatdria aguda induzida pela TxA do C. difficile em camundongos
C57BL/6. Diante do exposto anteriormente, poderiamos sugerir que o aumento de PTX3
observado pode ter estimulado a sintese de citocinas, como TNF-a e IL-1p, e potencializado a
resposta inflamatéria. No entanto, sdo necessdrios mais estudos para analisar se a elevagdo da
PTX3 contribui para uma resposta inflamatoria exacerbada e para a piora da lesdo, e para
verificar se os niveis desta proteina de fase aguda se correlacionam com a severidade da lesao

induzida pela TxA do C. difficile.

A seguir, medimos a expressdo transcripcional para PTX3 em animais que
receberam EHNA antes da indu¢do da enterite pela TxA. Nossos resultados mostraram uma
reducdo substancial da transcricdo para esta proteina, que praticamente voltou ao nivel dos
animais controles. Nao existem na literatura descri¢des sobre alguma associacdo entre
adenosina e PTX3. Assim, nossos achados poderiam ser justificados por uma acdo da

adenosina, através da ativacdo de seus receptores, sobre a transcrigdo do gene da PTX3. No
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entanto, ha grandes chances de que nossos achados sejam um reflexo da reducdo da

inflamag¢ao observada nos animais tratados com EHNA.

Assim, concluimos que na enterite induzida pela TxA em camundongos o EHNA
demonstrou um potente efeito antiinflamatdrio, reduzindo consideravelmente a lesdo tecidual,
a migracao neutrofilica, a expressao e os niveis de citocinas proinflamatérias (TNF-a, IL-1p3)
e produzindo um aumento nos niveis de IL-10. Além disso, a administracdo de TxA induziu
um aumento na expressdo da proteina PTX3 e no niimero de células imunomarcadas para

iNOS no tecido ileal, ambos reduzidos pelo uso de EHNA.
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6. CONCLUSOES

A toxina A do Clostridium difficile induz um intenso processo inflamatorio em
alca ileal de camundongos caracterizado por secre¢do, edema, hemorragia,

infiltragdo neutrofilica e destruigdo tecidual.

A enterite aguda induzida pela TxA cursa com uma elevacdo da sintese das
citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-1, mas ndo altera os niveis tecidais de IL-
10. Esta toxina também estimula a produgdo em altos niveis de iNOS e da proteina

de fase aguda PTX3 na alca ileal.

O inibidor da enzima adenosina desaminase, EHNA, utilizado neste trabalho,
reduziu a secre¢do, o edema, a destrui¢do da mucosa intestinal, a infiltracdo
neutrofilica, a produg¢dao de TNF-a, IL-1B, iNOS e PTX3 induzidos pela TxA nas
alcas ileais de camundongos. Além disso, o tratamento com EHNA promoveu a
elevacdo dos niveis da citocina antinflamatoria IL-10. Nossos achados sugerem
que esse inibidor da adenosina desaminase tem uma potente acdo antiinflamatdria

neste modelo de enterite induzida pela toxina A do C. difficile .
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Abstract Recent reports suggest increased incidence and
severity of Clostridium difficile-associated diseases. These
facts have raised the need for additional clarification of
pathogenesis and for a search for new therapeutic strate-
gies. This study evaluated the effects of the polysaccharide
fucoidin, an L-selectin blocker, on toxin-A-induced mouse
enteritis. Fucoidin (25 mg/kg) or saline (0.1 ml) were
injected systemically (ocular plexus) 5 min prior to local
challenge with toxin A (5 pg/ileal loop) or phosphate-
buffered saline (PBS). Intestinal fluid volume/length and
ileal loop weight/length ratios were calculated 3 h later.
Ileal tissues were collected for histopathology and mea-
surement of myeloperoxidase and adenosine deaminase
activity. Fucoidin significantly (P < 0.05) prevented the
toxin-A-induced increase in weight/length and volume/
length ratios and reduced mucosal disruption, as shown in
histopathology. Fucoidin also significantly (P < 0.05)
reduced toxin-A-induced myeloperoxidase and adenosine
deaminase activities. In conclusion, fucoidin reduces tissue
injury and inflammation in toxin-A-induced mouse
enteritis.
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Introduction

Clostridium difficile, a gram-positive, anaerobic, spore-
forming bacillus, is the most common cause of nosocomial
bacterial diarrhea and accounts for 10-20% of cases of
antibiotic-associated diarrhea [1, 2]. C. difficile infection
can result in asymptomatic carriage, mild diarrhea, or
fulminant pseudomembranous colitis [3]. The main viru-
lence factors of C. difficile are two large exotoxins, toxin A
and toxin B. Both toxins disrupt the actin cytoskeleton of
intestinal epithelial cells by the glycosylation of proteins
from the Rho and Ras subfamilies [4-6]. A third toxin,
designated binary toxin, or CDT, with actin-specific
adenosine diphosphate (ADP)-ribosyltransferase activity,
was described from C. difficile strain CD196 in 1988 [7].

The historically low rates of severe disease and death
may have led to an underestimation of the importance of
C. difficile-associated disease. However, a recently con-
ducted analysis has suggested that both the rate and the
severity of C. difficile-associated disease may be
increasing in health care facilities [8, 9]. In addition,
indications of increased severity of C. difficile-associated
disease include several reports of cases resulting in co-
lectomies and deaths [10-12]. Moreover, certain strains of
C. difficile have a propensity to cause outbreaks in health
care facilities. These outbreak-associated strains are also
resistant to common antibiotics, such as clindamycin and
fluoroquinolones, whose usage may have provided them
with a selective advantage over strains that are not
associated with outbreaks [13—15]. The higher severity of

C. difficile-associated disease, including outbreak
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infections, may be due to strains carrying CDT genes or a
deletion in the fcdC, a pathogenicity locus gene, which
may result in a loss of negative regulatory function,
leading to increased production of toxins A and B [12, 16,
17]. As a consequence, the treatment has more progres-
sively been associated with failure and recurrence, and
some cases of C. difficile-associated colitis (CDAC) have
become less responsive to treatment with metronidazole,
resulting in augmented use of oral vancomycin. All these
facts have raised the need for additional clarification of
the pathogenesis of CDAC and for a search for new
therapeutic strategies.

Sulfated fucans, frequently referred to simply as fucans,
constitute a class of polysaccharides first isolated from
marine brown algae in 1913. Recently, the search for new
drugs has generated increased interest in sulfated fucans.
The polysaccharide fucoidin, a homopolymer of sulfated L-
fucose, is known to interfere with the function of L-selectin
[18]. L-selectin is an adhesion molecule present on the
surface of leukocytes interacting with oligosaccharides on
the surface of endothelial cells and forming weak bind in
that leukocytes in the blood stream attach to and detach
from the endothelium continually, a process known as
rolling [19]. Thus, while interfering with L-selectin func-
tion, fucoidin inhibits leukocyte rolling, which is an early
and essential step in the process of leukocyte extravasation
into inflamed sites [20].

The aim of this study was to determine the effect of the
polysaccharide fucoidin on toxin-A (TxA)-induced enteri-
tis in mice through evaluation of secretion, mucosal
disruption, inflammatory parameters, and adenosine
deaminase (ADA) activity.

Methods
Animals

Male Swiss mice (25-30 g) from our own animal facilities
were housed in temperature-controlled rooms and received
water and food ad libitum. All experimental protocols were
approved by the local Animal Care and Use Committee.

Drugs and toxins

The following drugs were used: purified TxA from C.
difficile (strain # 10463; molecular weight 308 kDa),
kindly provided through our collaboration with Dr. David
Lyerly, Tech Lab, Blacksburg, VA, USA; and fucoidin
(Sigma, St. Louis, MO, USA), an L-selectin inhibitor; all
these substances were diluted in phosphate-buffered saline
(PBS) pH 7.4.

Induction of intestinal inflammation

Mice were fasted overnight but allowed access to water and
then anesthetized with ketamine and xylazine (60 and 5 mg/
kg intramuscularly, respectively). Through a midline lapa-
rotomy, one 4-cm ileal loop was ligated and injected with
either 0.1 ml of PBS pH 7.4 (control) or buffer containing
TxA (1-10 pg) [21, 22]. The abdomen was closed, and the
animals were allowed to regain consciousness. Three hours
after administration of TxA, mice were sacrificed, and the
intestinal loops were removed. Loop length, weight, and
fluid volume were recorded. A portion of the loop was frozen
at —70°C for measurement of myeloperoxidase (MPO) and
ADA activities. The remaining tissue was fixed in 10%
formalin and embedded in paraffin, and sections were stained
with hematoxylin and eosin (H&E) for histological grading
of ileal inflammation [21, 22]. Some mice received systemic
injection (ocular plexus) of fucoidin (25 mg/kg) or saline
(0.1 ml) 5 min prior to PBS or TxA (5 pg) local treatment.

Histology

Inflammation severity was scored in coded slides by a
pathologist on a scale of 1 (mild) to 3 (severe) for epithelial
damage, edema, and neutrophil infiltration as previously
described [21, 22].

Myeloperoxidase assay

The extent of neutrophil accumulation in ileal tissue was
estimated by measuring MPO activity as previously
described [23]. Briefly, 50-100 mg of ileal tissue was
homogenized in 1 ml of hexadecyltrimethylammonium
bromide (HTAB) buffer for each 50 mg of tissue. Then, the
homogenate was centrifuged at 4,000 g for 7 min at 4°C.
MPO activity in the resuspended pellet was assayed by
measuring the change in absorbance at 450 nm using o-
dianisidine dihydrochloride and 1% hydrogen peroxide.
The results were reported as MPO U/mg of tissue. A unit of
MPO activity was defined as that converting 1 (mol of
hydrogen peroxide to water in 1 min at 22°C).

Adenosine deaminase activity

Tissue samples were collected from PBS, TxA, and
TxA + fucoidin-injected mice. The tissues were homoge-
nized in eight volumes of cold phosphate buffer (50 mmol/
1, pH 7.2). These preparations were centrifuged at 10,000 g
in a refrigerated centrifuge at 5-8°C, for 30 min. The
sediments were discarded and supernatants assayed for
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ADA activity and protein content [24]. The ADA assay
was based on the measurement of ammonia produced
during the deamination of adenosine by the method of
Giusti [25], with slight modifications. In brief, to obtain a
final volume of 220 pl, 20 pl of supernatant of tissue
homogenate were added to 200 pl of adenosine (21 mM) in
phosphate buffer (50 mM, pH 7.2). A control tube (200 pl
of adenosine 21 mM), a standard tube (200 pl of ammo-
nium sulphate 75 pM in phosphate buffer), and a blank
tube (200 pl of phosphate buffer) were also produced. One
hour after incubation at 37°C, the reactions were stopped
with 600 pl of phenol/potassium nitroprusside (106 mM/
101.7 mM), and 20 pl of sample were added to control,
standard, and blank tubes. Following the addition of 600 pl
of sodium hypochlorite (11 mM) in 125 mM NaOH, all
tubes were again incubated at 37°C for 30 min and read at
628 nm. The enzyme activity in the tissue was expressed as
micromoles (umol) of ammonium formed per milligram
(mg) of protein per hour

Statistics

Results are reported as means + standard error of mean
(SEM) or as median values and range, where appropriate.
Univariate analysis of variance (ANOVA) followed by
Bonferroni’s test was used to compare means, and the
Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test was used to
compare medians. A probability value of P < 0.05 was
considered to indicate significant differences.

Results

Effect of systemic fucoidin pretreatment on murine
ileal loops injected with Clostridium difficile toxin A

The injection of TxA (5 pg/loop) into mouse ligated ileal
loops induced a statistically significant increase in weight/
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Fig. 1 Effect of fucoidin on weight (A) and secretion volume (B) of
murine ileal loops. The animals were treated intravenously with
fucoidin (25 mg/kg) or phosphate-buffered saline (PBS) 5 min prior
to the injection of toxin A (TxA) (5 pg/loop) or PBS in the ileal loops.
Three hours after administration of TxA, mice were killed. Weight/
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ileal loop length (PBS =30.0 = 1.7 vs. TxA = 58.9 + 3.9
mg/cm) and secretion volume/ileal loop-length ratios
(PBS = 0.0 £ 0.0 vs. TxA =19.7 £ 6.0 pL/cm) (Fig. 1A,
B) compared with the control group challenged only with
PBS. Systemic pretreatment with the L-selectin blocker
fucoidin (25 mg/kg), significantly (P < 0.05) reduced the
increase in TxA (5 pg/loop)-induced weight/ileal loop
length (TxA = 58.9 £ 3.9 vs. fucoidin = 39.3 + 4.3 mg/
cm) and secretion volume/ileal loop-length ratios (TxA =
19.7 + 6.0 vs. fucoidin = 4.8 + 2.9 ul./cm) (Fig. 1A, B).

Effect of systemic fucoidin pretreatment on Clostridium
difficile toxin-A-induced histological alterations

Histological analysis of ileal tissue by H&E staining
demonstrated that TxA (5 pg/loop) caused intense mucosal
disruption and inflammatory-cell infiltration. These altera-
tions were substantially prevented by pretreatment with
fucoidin (25 mg/kg) (Fig. 2 and Table 1).

Effect of fucoidin on Clostridium difficile toxin-A-
induced myeloperoxidase activity

MPO is a microbicidal enzyme present in the azurophil
granules of neutrophils, and its presence in tissues has
been used as an index of neutrophil infiltration [23]. TxA
(5 pg/loop) caused a statistically significant (P < 0.05)
increase in MPO activity in ileal tissue compared with
loops from the control group injected with only PBS
(TxA =22 +0.27 vs. PBS =09 +0.06 U/mg). Pre-
treatment with fucoidin (25 mg/kg) markedly reduced
MPO activity (P < 0.05; TxA =2.24 + 0.27 vs. fucoi-
din = 1.16 = 0.30 U/mg). MPO activity in ileal tissue
collected from animals injected with systemic fucoidin
5 min prior to TXA intraluminal injection was compara-
ble with that observed in the PBS control animals
(Fig. 3).
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ileal loop length (mg/cm) (A) and secretion volume/ileal loop length
(wl/cm) (B) are presented as means + standard error of mean (SEM)
(n=5-6). ¥ P<0.05 compared with control (PBS) and fucoi-
din + TxA groups [analysis of variance (ANOVA)/Bonferroni]
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Fig. 2 Effect of fucoidin (L-selectin blocker) on Clostridium difficile
toxin-A (TxA)-induced histological alterations in murine ileal
segments. The mice received local treatment with phosphate-buffered
saline (PBS) (A) or TxA (5 pg/loop) (B, C) 5 min after systemic
injection of PBS (A, B) or fucoidin (25 mg/kg) (C). Fucoidin
substantially prevented inflammatory-cell infiltration and mucosal
disruption induced by TxA. Hematoxylin and eosin staining.
Magnification x400

Effect of fucoidin on Clostridium difficile toxin-A-
induced adenosine deaminase activity

The injection of TxA (5 pg/loop) into mouse ligated ileal
loops significantly increased ADA activity within the ileal
tissue (P < 0.05) compared with the control group chal-
lenged only with PBS (PBS =2.06 = 0.54 vs. TxA =
4.20 £ 0.31 pmol NHz/mg protein/h) (Fig. 4). Systemic
pretreatment with fucoidin (25 mg/kg) significantly
(P < 0.05) reduced ADA activity in the ileal tissue in

Table 1 Effect of fucoidin on Clostridium difficile toxin-A (TxA)-
induced histological alterations in murine ileal loops

Groups
PBS TxA
- Fucoidin
Score 0 (0-0) 3 (2-3)* 1 (0-3)

Mice received systemic pretreatment (ocular plexus) with fucoidin
(25 mg/kg) or phosphate-buffered saline (PBS) (100 pl) 5 min prior
to the local injection of TxA (5 pg/loop). The control group received
only PBS. Three hours after administration of TxA, mice were sac-
rificed, and ileal tissues were collected for histopathology.
Histological analysis considered a 0-3 grade score based on the fol-
lowing parameters: epithelial damage, edema, and neutrophil
infiltration. Data is reported as medians with range within parenthe-
ses. * P <0.05 compared with PBS and fucoidin + TxA groups
(Kruskal-Wallis + Dunn’s test)
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Fig. 3 Effect of fucoidin on Clostridium difficile toxin-A (TxA)-
induced myeloperoxidase (MPO) activity. The mice received sys-
temic treatment with fucoidin (25 mg/kg) or phosphate-buffered
saline (PBS) 5 min prior to local injection of TxA (5 pg/loop) or PBS.
Three hours later, mice were killed, and the intestinal loops were
removed and frozen (—70°C) for measurement of MPO activity. Bars
on the graph represent the MPO activity (U/mg) as mean + standard
error of mean (SEM) (n =5). * P < 0.05 compared with control
(PBS) and fucoidin + TxA groups (PBS) [analysis of variance
(ANOVA)/Bonferroni]

TxA-challenged animals (TxA = 4.206 + 0.316 vs. fucoi-
din = 2.772 + 0.258 pmol NH3/mg protein/h) (Fig. 4).

Discussion

In this study we demonstrated that fucoidin, a polysac-
charide that acts as a ligand for L-selectin, significantly
reduces tissue injury and inflammation in C. difficile TxA-
induced mouse enteritis. L-selectin is a lectin found on the
surface of leukocytes, which interacts with oligosaccha-
rides on the surface of endothelial cells during the rolling
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Fig. 4 Effect of fucoidin on adenosine deaminase (ADA) activity in
murine ileum tissue. The mouse ileal loops were injected with
phosphate-buffered saline (PBS) or toxin A (TxA) (5 pg/loop) 5 min
after systemic injection of fucoidin (25 mg/kg) or PBS. Three hours
after the administration of TxA and PBS, mice were killed, and the
intestinal loop tissue was removed for ADA assay by the method of
Giusti [25]. Bars on the graphs represent the ADA specific activity,
pmol of NHs/mg of protein/h, in the ileum tissue as mean + standard
error of mean (SEM) (n = 5 to 6). * P < 0.05 compared with control
(PBS) and fucoidin + TxA groups (PBS) [analysis of variance
(ANOVA)/Bonferroni]

of leukocytes prior to firm adhesion. Thus, the interaction
between fucoidin and selectins inhibits leukocyte rolling,
which is an early and essential step in the process of leu-
kocyte extravasation into inflamed sites [19, 26].

The enterotoxic activity of C. difficile in animals has
been mainly attributed to TxA. Purified TXxA causes
mucosal disruption with epithelial cell death, intestinal
secretion, intense mucosal inflammation, and hemorrhagic
enteritis when introduced in vivo to the intestinal lumen
[27-34]. Studies by our group have shown that TxA plays
an important role in neutrophil migration, form, and
function and that these effects may be involved in the
formation of pseudomembranes pathognomonic to
pseudomembranous colitis [35]. It has been shown that
inhibition of polymorphonuclear leukocyte (PMNL)
adherence with antibodies to f, integrins or P selectins
decreases intestinal damage in TxA-exposed animals,
suggesting that PMNL play an important role in C. diffi-
cile-induced disease [36, 37]. Although neutrophils have an
important role in host defense, they are also implicated in
tissue damage during inflammation, and thus promote
disease [38]. The important role of neutrophils in the
pathogenesis of colitis caused by infection with C. difficile
and the abundant presence of neutrophils within TxA-
induced pseudomembranes is well known [32, 35]. Thus, it
is reasonable to conclude that the protective effect of fu-
coidin on TxA-induced mucosal disruption shown here is
mediated, at least in part, by the inhibition of neutrophil
recruitment. However, fucoidin is considered a polyvalent
reagent, and an effect on macrophage scavenger receptor
and on tumor necrosis factor (TNF)-« release has also been
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shown [39, 40]. Thus, modulation of macrophage function
and cytokine release by fucoidin in this model deserves
further investigation.

The effect of fucoidin preventing neutrophil infiltration
in mouse-model TxA-induced enteritis was clearly con-
firmed in our study by the reduction of TxA-induced
increase of MPO activity to the level of control. According
to our data, it has been reported that perfusion with fu-
coidin can reduce neutrophil infiltration and myocardial
injury after ischemia/reperfusion [41]. Furthermore,
recruitment of leukocytes into cerebrospinal fluid in a
meningitis model is reduced by fucoidin [42].

In this study, we have shown that systemic fucoidin
pretreatment significantly reduced TxA-induced secretion.
In agreement with this finding, it has been demonstrated,
using a human epithelial cell line (T84), that fucoidin also
interferes with polymorphonuclear neutrophil migration
across the epithelial barrier [43]. Thus, the effect of fu-
coidin reducing TxA-induced secretion, as found here,
may be related to the prevention of neutrophil infiltration
by this polysaccharide, as neutrophil transepithelial
migration is known to modulate barrier function and
direction transport of ions and water [43]. In addition, it
has been reported that leukocyte migration is associated
with an increase in vascular permeability [44]. Thus, the
inhibition of neutrophil migration by fucoidin may also
contribute to the reduction of ileal-loop edema that,
together with reduced secretion, may account for the
decrease in weight/ileal loop length.

In another study, our group showed that TxA induces a
marked increase in the activity of the adenosine catabo-
lizing enzyme ADA in mouse ileal tissue [45]. ADA
catalyzes the irreversible deamination of adenosine and
deoxyadenosine to inosine and deoxyinosine, respectively
[46]. It has been reported that ADA has an important role
in acute immune inflammatory reactions, and its serum
level has been used as a biochemical marker for inflam-
mation and disease [47, 48]. We found here that fucoidin
also significantly reduced TxA-induced increase in ADA
activity. In agreement with our data, it has been shown that
in pleurisy induced by carragenan, MPO and ADA levels
peaked in parallel to neutrophil presence [49]. This may
have occurred because increased ADA activity is a con-
sequence of inflammation. Thus, it is possible that fucoidin
decreased ADA activity in the ileal tissue by reducing
neutrophil infiltration, which is consistent with the
observed fucoidin-induced decrease in MPO activity in
ileal tissue of TxA-challenged mice.

In conclusion, this study demonstrated for the first time
an important effect of fucoidin, an inhibitor of leukocyte
rolling through L-selectin blockage, on TxA-induced
secretion, edema, mucosal disruption, ADA activity, and
inflammatory-cell infiltration.
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