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RESUMO

A melatonina (MEL) é um hormdnio natural encontrada no trato gastrointestinal em
grandes quantidades. E produzida por células enterocromafins e apresenta efeitos
antioxidantes e anti-inflamatorios. O lipopolissacarideo (LPS), um composto existente
na membrana externa de bactérias gram-negativas, quando presente em altas
concentracfes no lumen intestinal, pode provocar efeitos danosos. Essa endotoxina
€ usada para inducdo de doenca inflamatéria intestinal em modelos animais. O
luzindol é um antagonista dos receptores MT1 e MT2 de MEL. A acdo modulatéria do
luzindol tem sido frequentemente investigada, porém os seus efeitos isolados ainda
nao foram plenamente esclarecidos. No presente estudo, avaliou-se o efeito agudo do
luzindol e LPS sobre os parametros inflamatdérios e de estresse oxidativo no jejuno de
camundongos. Foram utilizados 32 camundongos Swiss, machos, tratados com
solugéo salina (0,35 mg/kg, i.p, n=8); ou luzindol (0,35 mg/kg, i.p, n=8); ou LPS (1,25
mg/kg, i.p, n=8); ou luzindol + LPS (0,35 mg/kg, i.p e 1,25 mg/kg, i.p, respectivamente,
n= 8). Ap6s uma hora e meia do tratamento, os animais foram eutanasiados e
amostras do jejuno coletadas para avaliacdo dos parametros morfométricos dos vilos
e criptas, escore histopatologico das criptas e marcadores de células caliciformes. Foi
avaliado o processo inflamatério através da imunomarcacdo para molécula
adaptadora ligante de calcio ionizado-1 (lba-1), interleucina-1 beta (IL-13), fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a), oxido nitrico sintase induzida (iNOS), fator nuclear
kappa beta (NFkB), além da avaliacdo da atividade da mieloperoxidase (MPQO). Foram
realizadas, também, determinacdes de marcadores de estresse oxidativo: catalase
(CAT), glutationa reduzida (GSH), malondialdeido (MDA) e nitrato/nitrito. Os animais
tratados com luzindol, LPS e luzindol + LPS apresentaram encurtamento da altura dos
vilos comparados com o salina (p<0,05). Os animais tratados com luzindol + LPS
apresentaram menor profundidade da cripta comparado aos demais grupos (p<0,05).
Os animais dos grupos luzindol e LPS apresentaram menor razao vilo/cripta quando
comparados aos grupos salina e luzindol + LPS (p<0,05). O grupo LPS apresentou
pior escore histopatologico das criptas quando comparado aos demais grupos
(p<0,05). O tratamento com luzindol, LPS e luzindol + LPS reduziu a quantidade de
células caliciformes imunomarcadas com PAS (p<0,05) e apresentou aumento de
células imunomarcadas com Iba-1 (p<0,05) quando comparado ao grupo salina
(p<0,05). A imunomarcacdo para IL-13, TNF-a e NFkB foi mais intensa no grupo
luzindol comparado aos demais grupos (p<0,05). O grupo LPS apresentou maior
atividade da MPO que os grupos salina e luzindol (p<0,05). Houve uma reducéo na
atividade das enzimas CAT nos grupos luzindol, LPS e luzindol + LPS quando
comparado ao salina (p<0,05). O grupo luzindol apresentou aumento do GSH quando
comparado ao salina (p<0,05). Nado houve alteracdes significativas no INOS, MDA e
nitrato/nitrito. Os resultados desse estudo sugerem que o luzindol, via blogueio de
receptores MT1 e MT2, e 0 LPS provocam efeitos agudos no jejuno de camundongos.
O luzindol e o LPS induzem alteracdes morfoldgicas e modulam positivamente a
resposta inflamatéria.

Palavras-chave: Jejuno. Melatonina. Luzindol. LPS. Inflamag&o. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Melatonin is a natural hormone found in the gastrointestinal (Gl) tract occurring in large
guantities. It is produced by enterocromaffin cells and has antioxidant and anti-
inflammatory effects. Lipopolysaccharide (LPS) is a compound present in the outer
membrane of gram-negative bacteria that can cause harmful effects when present in
high concentrations in the intestinal lumen. This endotoxin induces inflammatory bowel
disease (IBD) in animal models. Luzindole is a melatonin (MT1 and MT2) receptor
antagonist. The modulatory action of luzindole has been frequently investigated, but
its isolated effects have not been fully elucidated. Inthe present study, the acute effect
of luzindole and LPS on the inflammatory and oxidative stress parameters in mice
jejunum was evaluated. Thirty-two Swiss male mice treated with saline solution (0.35
mg/kg, i.p, n=8); or luzindole (0.35 mg/kg, i.p., n=8); or LPS (1.25 mg/kg, i.p, n=8); or
luzindole + LPS (0.35 mg/kg, i.p and 1.25 mg/kg, i.p, respectively, n=8) were used.
After an hour and a half of treatment, the animals were euthanized and jejunum
samples collected for evaluation of the morphometric parameters of the villus and
crypts, histopathological score of the crypts and markers of goblet cells. The
inflammatory process was evaluated through immunoblotting for ionizing calcium-
binding adapter molecule-1 (lba-1), interleukin-1 beta (IL-1f), tumor necrosis factor-
alpha (TNF-a), induced nitric oxide synthase (iINOS), nuclear factor kappa beta (NFkB),
and myeloperoxidase activity (MPQO). Parameters of oxidative stress were also
measured: catalase (CAT), reduced glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA), and
nitrate / nitrite. The animals treated with luzindole, LPS, and luzindole + LPS showed
shortening of villus height compared to saline (p<0.05). The animals treated with
luzindole + LPS presented lower crypt depth compared to the other groups (p<0.05).
The animals of the luzindole, and LPS groups presented lower villus/crypt ratio when
compared to the saline, and luzindole + LPS groups (p<0.05). The LPS group had
worse histopathological score of the crypts when compared to the other groups
(p<0.05). The treatment with luzindole, LPS, and luzindole + LPS reduced the amount
of PAS-positive goblet cells (p<0.05) and showed an increase of Iba-1-immunolabelled
cells (p<0.05) when compared to the saline group (p<0.05). Immunoblotting for IL-1[3,
TNF-a, and NFKB was more intense in the luzindole group compared to the other
groups (p<0.05). The LPS group had higher MPO activity than the saline and luzindole
groups (p<0.05). There was a reduction in the activity of CAT enzymes in the luzindole,
LPS, and luzindole + LPS (p<0.05) groups when compared to saline. The luzindole
group showed an increase in GSH when compared to saline (p<0.05). There were no
significant changes in INOS, MDA, and nitrate/nitrite. The results of this study suggest
that luzindole lead to acute effectsin the jejunum of mice via blockade of MT1 and MT2
receptors, and LPS. Luzindole and LPS induce morphological changes and positively
modulate the inflammatory response.

Keywords: Jejunum. Melatonin. Luzindole. LPS. Inflammation. Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

Alteracdes da barreira epitelial intestinal sédo ocorréncias precoces em doencas
intestinais agudas. As lesdes agudas no intestino possuem uma forte relagdo com
morte celular, alteracBes na barreira epitelial e disbiose (desequilibrio da microbiota
intestinal e proliferacdo de bactérias patogénicas) (KIESSLICH et al., 2012; LIU et al.,
2011).

O lipolissacarideo (LPS), um composto presente na membrana externa de
bactérias gram-negativas da microbiota intestinal, quando presente em altas
concentracbes no lumen do intestino pode induzir alteracdes na homeastasia
intestinal, incluindo comprometimento da barreira intestinal, apoptose de células
epiteliais intestinais, translocacdo bacteriana e inducdo inflamatéria na mucosa
(TRAN; WHITFIELD, 2009; TRENT et al., 2006). A administracdo de LPS tem sido
utiizada como um modelo consistente, rapido e efetivo para indugdo de doenca
intestinal inflamatoria em animais de laboratério (WILLIAMS et al., 2013).

A melatonina (MEL), por sua vez, possui efeitos antioxidantes e anti-
inflamatdrios (BRZOZOWSKI et al., 1997; CARPENTIERI et al., 2012; SONG et al.,
2005). Trata-se de um horménio produzido em diferentes tecidos. No intestino, a MEL
encontra-se em grandes concentracdoes, sendo sintetizada pelas células
enterocromafins (SLOMINSKI et al., 2012). O luzindol € um antagonista dos
receptores de MEL utilizado em estudos experimentais para investigar o papel de
receptores MT3 da MEL e para bloquear os efeitos desse hormdnio via receptores
MT1 e MT2 (SUGAWARA et al., 1998). A acdo modulatéria do luzindol sobre a MEL
tem sido frequentemente investigada, porém os seus efeitos isolados no intestino
ainda sdo pouco conhecidos.

A imunomarcacao para MT1 e MT2 foi descrita por Soderquist et al. (2015) no
trato gastrointestinal (TGI). Esses receptores foram encontrados principalmente em
células produtoras de muco (células da mucosa e células caliciformes), enterécitos e
células imunes (SODERQUIST; HELLSTROM; CUNNINGHAM, 2015).



16

A interacao entre o efeito citotoxico do LPS e a regulacdo protetora promovida
pela MEL pode entdo ser estudada com a adi¢ao do luzindol como o fator bloqueador

da acado desse hormaonio.

1.1 Arquitetura do intestino delgado

O intestino delgado é um dos componentes do sistema digestivo, sendo
responsavel por quebrar e absorver nutrientes, liberar produtos desnecessarios da
digestao, além de possuir uma importante funcdo imunologica. Anatomicamente, esse
orgao é dividido em trés porcdes: duodeno, jejuno e ileo. O duodeno é a regiao
proximal, de menor comprimento, que recebe o quimo vindo do estébmago, assim
como enzimas do pancreas e figado que permitem a quebra de macronutrientes. O
jejuno, regiao intermediaria, possui 0 papel de absorver boa parte dos produtos da
digestado. O ileo € a porc¢ao final e tem a funcdo de absorver a vitamina Bi2 e 0s acidos
biliares (KIELA; GHISHAN, 2016; VOLK; LACY, 2017).

As camadas do intestino delgado assemelham-se as dos demais tecidos do
trato digestorio, formada pela regido mucosa, submucosa, muscular e serosa, cada
uma com caracteristica especifica no processo digestivo. A mucosa, camada em
contato direto com o limem intestinal, possui uma intima relacdo com a absor¢éo. A
submucosa, regido de tecido conjuntivo, é onde estéo presentes varias células desse
tecido, como os macrofagos e fibroblastos. A camada muscular, formada por musculo
liso, participa do peristaltismo juntamente com ganglios do sistema nervoso autbnomo.
J& aregido serosa, camada mais externa, circunda os segmentos intestinais (ORIA;
BRITO, 2016).

Dentre essas camadas, a mucosa apresenta algumas peculiaridades, como as
vilosidades, que estdo presentes, exclusivamente, no intestino delgado e favorecem
um aumento da absorcdo. Essas vilosidades sdo formadas por tecido conjuntivo
frouxo e revestidas por epitélio simples. Por sua vez, o epitélio simples é composto
por células cilindricas ou enterdcitos, que sao células responsaveis pela absorcéo,
além de células caliciformes, que secretam o muco, cuja funcdo € de lubrificacdo e
umidificacdo da superficie da mucosa. Na regido de tecido conjuntivo frouxo, também
estdo presentes as células de defesa, como os linfécitos (T e B), macrofagos e
fibroblastos (GASSLER, 2017; KIELA; GHISHAN, 2016).
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Ainda na mucosa intestinal, existe uma regido chamada de lamina propria,
ocupada por glandulas intestinais ou criptas de Lieberkihn. Essas criptas séo
formadas por varias ceélulas, como: as células-tronco do epitélio intestinal,
responsaveis pela renovacao do epitélio; células de Paneth, localizadas na regiao
inferior da cripta, de estrutura granular arredondada, responsaveis pela protecéo
contra patégenos (bactérias, parasitas, dentre outros), assim como na secre¢cao de
lisozimas e citocinas proé-inflamatérias; células enteroendécrinas ou enterocromafins,
responsaveis pela secrecdo de algumas substancias, como a serotonina e glucagon,
por exemplo; além das células caliciformes e os enterdcitos (DE MEY; FREUND,
2013; GASSLER, 2017).

1.2 Lipopolissacarideo (LPS)

A parede celular das bactérias gram-negativas, como em espécies do género
Escherichia e Salmonela, é formada por peptideoglicanos, membrana externa,
lipoproteina e LPS. A membrana externa estabelece o formato da célula, sendo
também, responsavel pela protecdo do citoplasma. A lipoproteina possui a funcdo de
estabilizacdo da membrana externa, além de, promover a sua ancoragem aos
peptidioglicanos. A membrana externa é composta por uma dupla camada de
fosfolipideos, contendo ainda proteinas e em sua camada mais externa o LPS, que
compreende a maior parte da camada externa das bactérias (TRAN; WHITFIELD,
2009).

O LPS é uma endotoxina formada por uma molécula grande composta por um
lipideo A, oligossacarideo central e antigeno-O. O lipideo A liga-se ao oligossacarideo
central no ndcleo interno e tem a funcdo de ancorar o LPS na camada externa, ja o
antigeno-O esta ligado ao nucleo externo (RAETZ; WHITFIELD, 2002). O LPS é
fundamental para a manutencdo da integridade estrutural e funcional das bactérias,
eles formam uma barreira contra a entrada de agentes antimicrobianos e sais biliares,
sendo permeaveis somente a pequenos compostos hidrofébicos. Essa endotoxina
também possui uma importante fungdo de mediadora da interacdo do organismo com
0 seu ambiente (NIKAIDO, 2003; TRAN; WHITFIELD, 2009).

O lipideo A é o ligante do receptor Toll-like 4 (TRL4), expresso por células

imunes, logo esse componente é responsavel por induzir uma resposta imune inata
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(TRAN; WHITFIELD, 2009). O seu potencial efeito pré-inflamatério pode diferir entre
as espécies das bactérias gram-negativas e a intensidade de resposta inflamatoria,
gue pode variar de acordo com a dose recebida pelo hospedeiro (BRANDENBURG;
SCHROMM; GUTSMANN, 2010; MAITRA et al., 2012; MARTIROSYAN et al., 2013).

Bactérias da microbiota intestinal sdo potenciais fontes de LPS e tem sido
estimado que estejam presentes no hospedeiro num volume aproximado de 1g dentro
do intestino (ERRIDGE et al., 2007). O local de entrada do LPS no organismo humano
se d4, de forma preponderante, pelo intestino, entretanto, 0s mecanismos e a regiao
de passagem de LPS pela mucosa ainda ndo estdo inteiramente compreendidos. O
lamen intestinal possui mecanismos para esquivar-se do LPS e evitar o seu alcance
a nivel das células epiteliais. Considera-se, porém, que o LPS pode atravessar a
camada epitelial, principalmente, em sua porc¢éo apical (BOUDRY et al., 2011).

Evidéncias mostram que o LPS presente no lumen auxilia na homeostase do
sistema imunoldgico, influenciando a maturacdo das células T e auxiliando na
destruicdo de organismos invasores (HRNCIR et al., 2008). Entretanto, alta
concentracdo dessa endotoxina na circulacao sistémica pode levar a efeitos deletérios
severos ao hospedeiro (TRENT et al., 2006).

Estudos anteriores mostraram que grandes concentragcfes de LPS (1-50
mg/ml) provocaram apoptose e morte celular. A atividade biologica de concentracfes
fisiolégicas de LPS ndo foi plenamente descrita (HIROTANI et al., 2008; YU et al.,
2005). Nessa linha, estudos revelaram que o LPS plasmatico em concentracdes
fisioldgicas (0—10 ng/ml) ndo causa morte de células epiteliais intestinais, mas na
verdade, aumenta a permeabilidade do intestino tanto in vitro como in vivo (GUO et
al., 2013). Segundo Williams et al. (2013), doses de LPS com concentracdes variando
entre 0,125 e 20 mg/kg administradas via intraperitonial (i.p) em roedores sé&o
suficientes para provocar apoptose das células epiteliais intestinais e encurtamento
das vilosidades (WILLIAMS et al., 2013).

1.2 Vias de sinalizacdo inflamatoria e estresse oxidativo por LPS

A inflamac@o é um processo patol6égico que envolve uma resposta de defesa
frente a estimulos agressores ou compostos patogénicos, também chamados de
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padrGes moleculares associados ao patégeno (PAMPs) (SCHMID-SCHONBEIN,
2006). Na inflamacdo aguda, células locais (mastdcitos, células endoteliais e
macréfagos) e migratorias (neutrofilos, eosindéfilos e linfécitos) sao ativadas e iniciam
todo o processo inflamatério (SCHMID-SCHONBEIN, 2006; SIMON; GREEN, 2005).
Essas células respondem a estimulos e secretam citocinas pro-infamatorias, como a
interleucina-1B (IL-1p), interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
assim como, os mediadores inflamatérios 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) e oxido
nitrico (NO) (WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013).

As principais vias de sinalizacédo inflamatérias sdo compostas pela familia de
proteinas dos receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs), como os toll like
(TRLs) e os dominios de oligomerizagdo de nucleotideos (NODs). Ambas possuem a
fundamental funcdo de reconhecimento de PAMPs e modulam respostas
antibacterianas e anti-inflamatorias (FUKATA; VAMADEVAN; ABREU, 2009). Esses
receptores estdo presentes em varios tecidos, dentre eles o intestino (PARLATO;
YERETSSIAN, 2014). O TRL4 parece ser o TRLs mais investigado, estando presente
em diversas células intestinais (BECKER; O’NEILL, 2007).

O LPS é reconhecido pelos receptores transmembrana TLR4, encontrado na
superficie celular, expresso em células fagociticas (macréfagos e neutroéfilos)
(DOBROVOLSKAIA et al., 2003; GAO; LI, 2017). Esse receptor possui um importante
papel na defesa do hospedeiro, sendo essencial para os sinais intracelulares
desencadeados pela endotoxina. A interacdo entre o LPS e o TRL4 depende da
proteina ligadora de lipopolissacarideo (LBP), que se liga ao LPS; da proteina
mieloide 2 (MD2), ligada ao dominio extracelular do TLR4; e do receptor antigeno de
diferenciacdo 14 (CD14) (CARTON; NAPPI, 2001).

ApoOs a ligagdo LPS-TLR4, com receptor ja4 ativo, ocorre uma alteragédo
conformacional e vias de sinalizacdo sdo ativadas. Uma dessas vias é dependente do
fator de diferenciacdo mieloide 88 (Myd88), que recruta a quinase associada a IL-1
(IRAK1) para ativar o fator 6 relacionado ao receptor TNF (TRAF6) e o complexo
(IkB) e pode levar a ativacdo do fator de transcricao nuclear-kB (NFkB) no nacleo, que
por sua vez estimula a expressao de moléculas proé-inflamatérias como o IL-183, IL-6,
TNF-a e iNOS (WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013; XU et al., 2008) (Figura 1).
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Figura 1. Modelo esquematico da ativacdo do TLR4 por LPS e sinalizacdo

inflamatoria.
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Fonte: (NEVES et al., 2013), adaptado.

O TLR4 ¢ ativado pelo complexo LPS-LBP. Apos ativagdo, com a participagcdo de alguns elementos
(CD14 e MD-2), o receptor recruta as moléculas adaptadoras: MyD88, que ativa o complexo IKK a partir
das IRAKs (1,2 e 4) e TRAF6; e TRIF, que ativa IKK via TAK1 e RIP1. O complexo IKK auxilia na
difusdo do NFkB no nlcleo e posteriormente ocorre o estimulo a producédo de citocinas proé-
inflamatorias.

Ainda durante a resposta inflamatoria, com a ativacdo dos macrofagos e
neutroéfilos, ocorre a producéo de produtos téxicos, como os radicais livres, espécies
reativas de oxigénio (EROSs) e nitrogénio (ERN). Dentre esses produtos, as EROs e
ERN, sao bastante estudados o 6xido nitrico (NO), anion superéxido (O, ), peréxido
de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (OH) (CARVALHO; TROTTA, 2003). O
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acréscimo da producdo de EROs e ERN ocorrem a partir de complexos enzimaticos,
como o NADPH oxidase, existentes nas células fagociticas. Esse complexo é capaz
de gerar anion O, , mieloperoxidase (MPO) e iINOS (PARIHAR et al., 2008).

O aumento exacerbado de espécies reativas, durante a inflamacdo, pode
favorecer a reacdo com macromoléculas, como as proteinas, lipidios (danos aos
lipidios celulares, peroxidacdo lipidica e aldeidos derivados dos lipidios, como € o
caso do malondialdeido-MDA) e acidos nucleicos, resultando em possiveis alteracdes
em sua estrutura quimica e influenciando o funcionamento de 6rgdos e sistemas
(BREALEY et al.,, 2002; BUELNA-CHONTAL; ZAZUETA, 2013; LEE et al.,, 2004,
NAIK; DIXIT, 2011; YADAV; RAMANA, 2013).

A producéo de radicais livres, EROs e ERN ocorre em condicdes fisiolégicas e
patolégicas. Em eventos fisioldgicos, sob o metabolismo celular normal, existe um
equilibrio entre a producdo dessas espécies reativas e a remocdo, atraves de
mecanismos de protecdo, como 0s agentes antioxidantes. Ja em condi¢des
patolégicas, como na inflamacédo, ocorre um desequilibrio, podendo levar ao estresse
oxidativo (VALKO et al., 2007).

1.3 Melatonina

A MEL (N-acetil-5-metoxitriptamina) € uma indolamina que foi encontrada em
animais e descrita pelo dermatologista Aaron Lerner em 1958 (LERNER et al., 1958).
A glandula pineal, principal 6rgdo produtor da MEL, é responsavel pela sintese
noturna desse horménio, e durante muito tempo foi considerada como sendo a Unica
fonte (BERNARD et al., 1999).

Trata-se de um horménio derivado do triptofano que € convertido em serotonina
(5-hidroxitriptamina/5-HT). Duas etapas compdem a conversdo de serotonina em
MEL, envolvendo duas enzimas, serotonina N-acetiltransferase (NAT) e a hidroxi-
indolometiltransferase (HIOMT). Sabe-se que para que ocorra a sintese de MEL é
fundamental a disponibilidade de triptofano (SANCHEZ; CALPENA; CLARES, 2015)

(Figura 2).
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Figura 2. Biossintese da melatonina
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Fonte: (SANCHEZ; CALPENA; CLARES, 2015), adaptado.

A secrecao da MEL ocorre durante o periodo noturno, em todos os vertebrados,
mesmo em animais de habitos diurnos ou noturnos (CARNEIRO et al., 1994). Verifica-
se que 0s seus maiores niveis plasmaticos estdo presentes entre 3 e 4 horas da
manhd, podendo variar de acordo com o ritmo circadiano (CLAUSTRAT; LESTON,
2015). Seus niveis durante o dia sdo baixos ou, praticamente, inexistentes. Uma
reducéo da secrec¢do noturna desse horménio pode associar-se a uma fragilidade do
ritmo observada em algumas condicbes morbidas, como atraso da fase do sono,
sindrome do jet-lag, entre outras. A secrecdo de MEL também pode alterar-se de
forma progressiva com o envelhecimento, podendo reduzir o seu pico de
concentracdo ou até deixar de ser produzida em idades mais avancadas (KARASEK,
2004; SCHOLTENS et al., 2016). A MEL plasmatica tem a capacidade de chegar a
todos os tecidos do corpo, podendo, por exemplo, penetrar na barreira
hematoencefalica e modular atividades cerebrais (DI BELLA; GUALANO, 2006).
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Inicialmente, estudos desenvolvidos com animais, e posteriormente, com
humanos mostram que a secrecdo da MEL € regulada pelos ndcleos
supraquiasmaticos (NSQ), localizados no hipotdlamo (PERREAU-LENZ et al., 2005).
O ritmo claro/escuro € o principal sincronizador da secrec¢do de MEL. Durante o dia, a
presenca da luz detectada através do trato retino-hipotalamico impede a sintese do
hormonio (TAHKAMO; PARTONEN; PESONEN, 2018). Variacbes do tipo de luz
artificial, além da intensidade e duracdo da exposicdo a luz, podem suprimir a
secrecao fisiologica da MEL (GOOLEY et al., 2011; SIMONNEAUX, 2003).

A MEL possui numerosas fungdes influenciando o sono e o ritmo circadiano, a
imunomodulacéo, os efeitos anti-apoptéticos e o controle de infeccbes patogénicas,
além de, possuir uma potente atividade antioxidante e anti-inflamatéria (BOURNE;
MILLS, 2006; GALANO et al., 2015; LARANJEIRA-SILVA etal., 2015; LIU et al., 2015;
SANTELLO et al.,, 2008; TEKBAS et al., 2008). Dessa forma, a MEL influencia o
sistema imunologico, e potencialmente, protege a mucosa (BUBENIK, 2008;
SLOMINSKI et al., 2012).

As funcbes desempenhadas pela MEL ocorrem em decorréncia do seu facil
acesso as membranas celulares e capacidade de ligacdo a receptores especificos.
Tais receptores podem estar localizados na membrana, como é o caso do MT1 e MT2
acoplados a proteina G, além do receptor citosolico MT3 (LIU et al., 2016). Alem
dessas interacfes com receptores de membrana e nucleares, a MEL também pode
ligar-se a algumas proteinas intracelulares (CARDINALI et al., 1997; CARRILLO-VICO
et al., 2003; EKMEKCIOGLU, 2006).

1.3.1 Melatonina no TGl

Ao longo do tempo, foram encontradas enzimas relacionadas a MEL na retina
e no cerebelo (BUBENIK et al., 1974; CARDINALI; ROSNER, 1971). Foi visto que, a
MEL também é produzida secundariamente na pele, plaguetas, medula 0ssea,
intestino e outros locais (BUBENIK, 2002; CARDINALI et al., 2003; CHAMPIER et al.,
1997; LIU et al., 2004; SLOMINSKI et al., 2002).

No intestino, a MEL é secretada pelas células enterocromafins. Sua producédo

nao é influenciada pela presenca ou auséncia da luz, como na glandula pineal, e sim,
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de acordo com o consumo alimentar, em especial alimentos que contém triptofano
(BUBENIK, 2002; CHEN et al., 2011). A acado dessa indolamina no TGl é mediada
atraves de varios mecanismos, incluindo o receptor de membrana MT2, o receptor 5-
HT e pela atividade antioxidante (DRAGO; MACAUDA; SALEHI, 2002; KASIMAY et
al., 2005; MANOCHA; KHAN, 2012; REITER et al., 2003). A mucosa do TGl
representa a maior fonte de MEL, com concentracdes centenas de vezes maiores que
na glandula pineal (BUBENIK, 2008; HUETHER, 1993).

Sabe-se que o0s mecanismos de acdo da MEL sdo mediados por seus
receptores MT (PANDI-PERUMAL et al., 2008) e o intestino delgado apresenta uma
consideravel expressao desses receptores (POIREL et al., 2003). Nesse tecido, o
receptor MT2, estd mais presente nas células epiteliais e nas regibes do plexo
mioentérico e submucoso, do que o receptor MT1 (SODERQUIST; HELLSTROM;
CUNNINGHAM, 2015) e o receptor MT3 é expresso no citosol (CHEN et al., 2011).

Dentre os efeitos da MEL no TGI, destaca-se o papel como reguladora da
ingestéo e digestédo alimentar. A MEL atenua a motilidade intestinal, participando da
estimulacdo da secrecdo de HCOs3, no duodeno, na melhoria do sistema imunolégico
e prevencdo de Ulcera intestinal. Observa-se também um efeito protetor gastrico em
experimentos que envolvem isquemia e reperfusdo (ATES et al., 2004; BUBENIK et
al., 1999; THOR et al., 2007). De maneira geral, o efeito protetor desse hormdnio
parece ser mediado por sua propriedade antioxidante e anti-inflamatéria. A MEL
possui um grande potencial de combate as EROs e espécies reativas de nitrogénio
(ERN), além de, atuar na inibicdo de fatores de transcricdo que estimulam as citocinas
pré-inflamatoérias (IL-1B e TNF-a) (CARPENTIERI et al., 2012; PANDI-PERUMAL et
al., 2008).

Estudos recentes mostram que a MEL atua na protecao do epitélio e da barreira
endotelial possivelmente através melhorando a barreira paracelular (SOMMANSSON;
NYLANDER; SJOBLOM, 2013; YUAN et al., 2011). Como também, atua de forma
benéfica na cicatrizagdo de Ulceras e combate a substancias nocivas, evitando danos
ao epitélio intestinal (BRZOZOWSKI et al., 1997; SONG et al., 2005).

Tem sido mostrado que a utilizacdo da MEL, por via oral, reduz a
permeabilidade intestinal. Um estudo recente corrobora o0s beneficios da
administragéo oral de MEL sobre os danos no tecido intestinal de ratos, possivelmente
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trazendo beneficios para os distlrbios no TGl (SOMMANSSON et al., 2014). Trata-se
de um medicamento de baixo custo e baixissima toxicidade (MULDER et al., 2009;
NDUHIRABANDI; DU TOIT; LOCHNER, 2012; SONG et al., 2005).

A descoberta de elevados niveis de MEL no intestino de roedores, mais
especificamente nas regides do jejuno e ileo quando comparado aos outros
segmentos, sugere que essa indolamina possui uma importante funcédo fisioldgica no
TGI (BUBENIK; BROWN, 1997).

1.3.2 Melatonina no TGl e sua ac¢do anti-inflamatéria e antioxidante

A MEL no TGI atua, potencialmente, na modulacdo da resposta imune. ISso
pode ocorrer a partir da inibicAo da atividade dos macrofagos, um dos possiveis
gatilhos na inflamacdo. A presenca de receptores de MEL na superficie de
macroéfagos, indica que essa indolamina pode regular a atividade dessa célula e
atenuar processos inflamatoérios (MEI et al., 2002).

A regulacdo de enzimas e citocinas relacionadas com a inflamacao parece ser
um papel importante da MEL. Por exemplo, esse horménio reduz a atividade das
enzimas MPO, uma peroxidase presente nos neutroéfilos, e da cicloxigenase-2 (COX),
uma enzima relacionada a producdo de mediadores inflamatérios (DONG et al., 2003;
TAHAN et al., 2011). Também tem sido bem documentado que a MEL inibe a
expressao de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-18 e IL-6) (ESPOSITO et al.,
2008; RAHIMI; NIKFAR; ABDOLLAHI, 2007).

Evidéncias recentes demonstram que a MEL atenua a inflamacéo e o estresse
oxidativo pelo blogueio do complexo proteico NFkB, via inibicdo da atividade dos
macrofagos (CHUFFA et al., 2015; MALDONADO et al., 2016; WANG et al., 2009).

A MEL possui uma importante atividade antioxidante, tendo papel fundamental
na eliminacdo de EROs e ERN. Essa indolamina estimula o sistema de defesa
antioxidante celular a partir do aumento dos niveis do &cido ribonucleico mensageiro
(RNAmM) e da expressao das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPXx), glutationa redutase (GSH) e catalase (CAT) (GALANO;
TAN; REITER, 2013; REITER et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2004).
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Juntamente com os seus metabdlitos, a MEL atua no sequestro de radicais
livres e na neutralizacdo do anion superéxido (O2 ), peroxido de hidrogénio (H20>),
radical hidroxila (OH), oxido nitrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO ). A interacdo da
MEL com o radical OH desencadeia uma série de reacdes que removem radicais e
geram metabdlitos, como exemplo, o 3-hidroximelatonina ciclica (CsHOM), N1-acetil-
N2-formil-5-metoxiquinuramina (AFMK) e N1-acetil-5-metoxiquinuramina (AMK), que
também funcionam na eliminacdo de radicais livres (GALANO; TAN; REITER, 2014).

A MEL também possui a capacidade de interagir com a bicamada lipidica,
preservando a sua fluidez e evitando caracteristicas rigidas decorrentes do estresse
oxidativo, além da sua atividade na reducdo da peroxidacado lipidica e estabilizacao
da membrana mitocondrial (GARCIA et al., 1997, 2014). Outro efeito benéfico dessa
indolamina esta sobre a sua capacidade antiapoptdtica (GALANO; TAN; REITER,
2014).

Alguns dos possiveis mecanismos anti-inflamatorios e antioxidantes da MEL

sobre as doencgas inflamatérias séo ilustrados na figura abaixo (Figura 3).
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Figura 3. Possiveis mecanismos anti-inflamatoérios e antioxidantes da melatonina
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Fonte: (MOZAFFARI; ABDOLLAHI, 2011), adaptado.

MEL (Melatonina); COX (Ciclo-oxigenase); GSH (Glutationa reduzida); OH (Radical hidroxila); ICAM
(Molécula de adesao intercelular); IL (Interleucina); iNOS (Oxido Nitrico Sintase); Mad-CAM (Molécula
de adeséo a célula de adesdo da mucosa); MDA (malondialdeido); MPO (mieloperoxidase); TNF (fator
de necrose tumoral); Linfocito T-helper (TH); NO (6xido nitrico); PMNs (polimorfonucleares); SOD
(Superoxido dismutase); - (Inibicao); | (diminui); 1 (aumenta).

1.4 Luzindol

O luzindol (2-benzil-N-acetiltriptamina) foi identificado como o primeiro
antagonista dos receptores de MEL. A sua estrutura quimica difere da indolamina pela
remocao do grupo 5-metoxi e adicdo de uma porcdo benzilica de duas posicbes
(DUBOCOVICH et al., 1997) (Figura 4). O luzindol € um ligante ndo seletivo dos

receptores MT1 e MT2, apesar de alguns estudos demonstrarem uma maior afinidade
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pelo subtipo MT2 (DUBOCOVICH et al., 1998, MAKOVEC et al.,, 1987; WITT-
ENDERBY et al., 2006). Esse antagonista pode bloquear determinadas funcbes da
MEL (HUSSON et al., 2002; STUMPF; MUHLBAUER; PESCHKE, 2008; SUGAWARA
et al., 1998).

Figura 4. Estrutura quimica do luzindol e melatonina

ZT

H CHs; HsCO CH3
SaQi ST ¥

A l B

Fonte:(SUGDEN et al., 2004), adaptado.
A. Luzindol; B. Melatonina
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A utilizacdo de antagonistas de receptores é de potencial relevancia para
auxiliar na melhor compreensédo das fun¢cdes da MEL enddgena e seus processos a
nivel fisioldgico e em condi¢des patoldgicas. A inibicdo da MEL através do luzindol
tem sido largamente utilizada. As evidéncias obtidas contribuem para o maior
conhecimento sobre os mecanismos da MEL em condi¢fes fisiol6gicas e patoldgicas.

De maneira geral, os estudos utilizam esse antagonista concomitante ao uso
da MEL exégena. Trabalhos tém mostrado que, em determinadas situacdes, o luzindol
pode exercer um papel bloqueador sobre os efeitos da MEL (HUSSON et al., 2002).
Porém, a auséncia desse bloqueio, em alguns estudos, sugere que a acdo da MEL
pode ser mediada através de outro receptor, e.g. MT3, ou a partir de uma mecanismo
independente dos receptores MT (ZIELINSKA et al., 2016). Husson et al., 2002,
demostraram o efeito neuroprotetor da MEL sobre a leucomalacia periventricular e o
luzindol suprimiu tal acdo (HUSSON et al., 2002). Entretanto, em outro trabalho, foi
observado que o luzindol ndo foi capaz de bloquear a atividade de MEL em um modelo

de Ulcera (ZIELINSKA et al., 2016). Outro estudo in vitro, mostrou ainda que esse
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antagonista ndo alterou o efeito antioxidante da MEL (BENITEZ-KING et al., 2003).
Tem sido observado, e consequentemente sugerido, que parte da acao antioxidante
e anti-inflamatoria da MEL é mantida mesmo quando os seus receptores MT1 e MT2
estdo bloqueados (BENITEZ-KING et al.,, 2003; PAPPOLLA et al., 2002;
REQUINTINA; OXENKRUG, 2007; ZIELINSKA et al., 2016).

Alguns estudos mostram que o luzindol per se pode apresentar uma acao
antioxidante, porém, essa questao nao esta bem esclarecida. Essa descoberta partiu
de pesquisadores que utilizaram um modelo in vitro e avaliaram o efeito de
antagonistas da MEL, dentre eles o luzindol, sobre a peroxidacéo lipidica induzida por
LPS (REQUINTINA; OXENKRUG, 2007). Outro estudo mostrou que esse efeito
antioxidante do luzindol parece ser bem semelhante ao da MEL ou até mesmo
superior (OXENKRUG; REQUINTINA, 2005).

A descoberta da MEL foi hd mais de meio século e embora exista uma grande
guantidade de estudos sobre o seu papel fisioldégico no intestino, lacunas permanecem
por serem preenchidas. A utilizacdo de antagonistas € de potencial relevancia para
auxiliar na melhor compreensdo das fun¢cdes da MEL nesse tecido. O luzindol, um
antagonista bastante utilizado, e sua possivel acdo bloqueadora, principalmente de
forma isolada, ndo esta totalmente esclarecida, além disso, sua participagdo na

resposta inflamatoéria induzida pelo LPS no TGI ainda € pouco explorado.
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2. JUSTIFICATIVA

As doencas inflamatorias intestinais sdo um grupo de afeccdes crbnicas, de
grande importancia epidemiolégica, associadas a processos inflamatorios, aumento
do estresse oxidativo e alteracdes morfologicas.

A melatonina é encontrada na mucosa intestinal em concentracao centenas de
vezes superior a glandula pineal. Apresenta atividade antioxidante e anti-inflamatoria,
possuindo consideravel importancia para o equilibrio da funcdo intestinal e
manutencdo da barreira paracelular do intestino. A acdo da melatonina ndo se da
necessariamente através da mediacdo dos receptores MT1 e MT2. Uma melhor
compreensao sobre 0 seu mecanismo de acao e as vias envolvidas é necessaria.

7

O LPS, um composto presente nha membrana das bactérias gram-negativas,

@D

D

um potente fator imunogénico, sendo capaz de induzir efeitos inflamatorios e
utilizado com frequéncia como indutor de lesao intestinal aguda.

O luzindol, um antagonista dos receptores MT1 e MT2, tem sido avaliado
concomitante a administracdo de melatonina para testar seus efeitos como
blogueador. No entanto, o efeito agudo do luzindol sobre o intestino sem a presenca
da melatonina exdgena ainda ndo foi estudado. Uma avaliacdo sobre os efeitos
agudos do luzindol nos parametros morfométricos, inflamatorios e do estresse

oxidativo deve contribuir para maior esclarecimento sobre a acdo da melatonina.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos agudos do luzindol isoladamente ou combinado com o LPS
sobre parametros inflamatérios e de estresse oxidativo no jejuno de camundongos

Swiss.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

No jejuno de camundongos Swiss, tratados com salina, luzindol, LPS e luzindol
+ LPS, avaliar e comparar:

— Os parametros morfométricos de altura dos vilos, profundidade das criptas e
relacado vilo/cripta.

— As lesdes/alteragbes das criptas atraves dos escores histopatologicos.

— A quantidade de células caliciformes PAS-positivas presentes nos vilos.

— Os parametros inflamatérios a partir de marcadores envolvidos no processo
inflamatorio:  molécula adaptadora ligante de calcio ionizado-1 (lba-1),
interleucina-1 beta (IL-13), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), fator nuclear
kB (NFkB), oxido nitrico sintase induzida (iNOS) e atividade da mieloperoxidase
(MPO).

— O estresse oxidativo a partir da atividade da enzima catalase (CAT), dos niveis
de glutationa reduzida (GSH), malondealdeido (MDA) e nitrato/nitrito.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Drogas e reagentes

e Acido 2-tiobarbittrico (Sigma Aldrich, EUA)

e Acido 5,5-ditiobis (Sigma Aldrich, EUA)

e Acido acético (Vetec Quimica, Brasil)

e Acido etilenodiaminotetracético (Dinamica, Brasil)

e Acido tricloroacético (Sigma Aldrich, EUA)

e Azul de nitrotetrazélio (Sigma Aldrich, EUA)

e Brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) (Sigma Aldrich, EUA)
e Dimetilsuféxido (DMSO) (Dinamica, Brasil)

e Dodecil sulfato sodico (Sigma Aldrich, EUA)

e Eosina (Sigma Aldrich, EUA)

e Etanol absoluto (Sigma Aldrich, EUA)

e Formol (Alphatecm, Brasil)

e Fosfato de potassio monobasico e dibasico (Vetec, Brasil)
e Fosfato de s6dio monobasico e dibasico (Vetec, Brasil)

e Hematoxilina (Sigma Aldrich, EUA)

e Cetamina (Syntec, Brasil)

e Lipopolissacarideo (LPS) (L2630, Escherichia coli0111:B4, Sigma Aldrich,
EUA)

e L-metionina (Vetec, Brasil)

e Luzindol (L2407, Sigma Aldrich, EUA)

e O-dionisidina (Sigma Aldrich, EUA)

e Peroxido de hidrogénio (Dinamica, Brasil)
e Riboflavina (Vetec, Brasil)

e Tetrametoxipropano (Sigma Aldrich, EUA)

e Xilazina (Agener Unido, Brasil)
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4.2 Equipamentos e materiais

e Balan¢a analitica bioprecisa (Shimadzu, Brasil)

e Centrifuga refrigerada para tubos (Cientec, Brasil)

e Criotubos, 2,0 ml

e Equipamentos de protecdo individual (EPI's): avental de algodao, propé
(protecao para os pés), touca, mascara e luvas de nitrila

e Espectofotometro (Beckman Coulter, EUA)

e Geladeira e freezer ThermoScientific (-80°C)

e Intrumental cirargico

e Lanceta plastica

e Placas de petri

e Ponteiras para pipetas

e Racédo para camundongos (Presence-Labina®)

e Sacos plasticos com simbolo de contaminante

e Seringas

e Tubos de polipropileno para centrifuga

e Tubos Eppendorf, 1,5 ml (Cequimica)

e Tubos Falcon, 15 e 50 ml (Cequimica)

e Vidraria: béqueres, pipetas manuais e tubos de ensaio

e Vortex Maxi Mix Il

4.3 Animais

Foram utilizados 32 camundongos (Mus musculus, da linhagem Swiss, 25-309)
machos, provenientes do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos
(NPDM) da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram acomodados
numa sala com temperatura controlada, ciclo claro/escuro normal de 12 horas e
alojados em caixas de polipropileno (390 x 320 x 170 mm3), contendo raspas de

madeira, como forracdo e com agua e comida ad libitum durante todo o experimento.
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4.4 Aprovacdo da Comisséo de Etica em Pesquisa

Este trabalho foi aprovado pela Comiss&o de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)
da Universidade Federal do Ceara sob o protocolo 117/2016 (Anexo 1).

4.5 Protocolo experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais:
grupo salina (n=8), que recebeu solucdo salina 0,35 mg/kg via intraperitoneal (i.p);
grupo tratado com luzindol na dose de 0,35 mg/kg i.p (n=8); grupo tratado com LPS
na dose de 1,25 mg/kg i.p (n= 8); grupo tratado inicialmente com luzindol na dose de
0,35 mg/kg i.p e posteriormente (30 min apds) com LPS na dose de 1,25 mg/kg i.p (n=
8).

Todos os animais estudados foram eutanasiados 1,5 hora apos o experimento.

A dose do luzindol foi baseada no modelo experimental de Sommanson,
Nylander e Sjoblom (2013). Os autores observaram que 0,35 mg/kg de luzindol é
suficiente para provocar o blogueio dos receptores MT1 e MT2 de melatonina (MEL)
no intestino de camundongos.

A dose do LPS (1,25 mg/kg), assim como o tempo entre tratamento e eutanasia
(1,5 hora), estd de acordo com o modelo experimental de apoptose e diarreia em

camundongos de Williams et al. (2013).

4.6 Coleta das amostras

Os animais foram eutanasiados por sobredose do anestésico cloridrato de
cetamina e cloridrato de xilazina por via i.p e posterior deslocamento cervical.
Imediatamente apdés a eutandsia, a cavidade abdominal foi aberta e amostras do
jejuno foram cuidadosamente retiradas. Parte do tecido coletado foi imediatamente
fixado em formol, para posterior analise histologica, e outra parte foi congelada em
nitrogénio liquido, logo apos em freezer -80° C, para posterior analise por
espectofotometro. Consideramos o jejuno como sendo 0 segmento que corresponde
a porcgao anterior a 10 cm do ligamento de Treitz (CARNEIRO-FILHO et al., 2004).
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4.7 Morfometria intestinal

ApGs eutanasia dos animais, amostras de jejuno foi retirada e fixada em formol
a 10 % (tamponado) durante 24 horas e posteriormente armazenada em alcool a 70%.
Logo apods, foram desidratadas em etanol e fixadas em parafina. Os cortes
histologicos foram corados com hematoxilina e eosina (H&E) para serem analisados.

Na andlise morfométrica foram analisados os parametros de altura dos vilos e
profundidade das criptas, que sdo marcadores de integridade do tecido intestinal. A
altura do vilo foi medida a partir da linha da base até o seu topo. A profundidade da
cripta foi mensurada a partir da linha apical até o fundo da cripta (Figura 5). Foram
observados aproximadamente 10 vilos por animal utilizando um microscopio 6ptico
(Olympus CX3, Toéquio, Japdo) e sistema de aquisicdo de imagens (Q-Color 3,
Olympus, Téquio, Japao). Medidas foram feitas a partir de imagens digitalizadas pelo
programa Image J 1.4® (NIH — National Institute of Health, Bethesda, MD, EUA), cuja
calibracdo foi realizada através de uma micro-régua.

Toda a andlise foi feita de forma cega por um histopatologista experiente.

Figura 5. Modelo esqueméatico da analise morfométrica da altura do vilo e
profundidade da cripta (A e B) utlizando o programa Image J 1.4®.
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4.8 Escores de criptas necroticas

Os escores de criptas necréticas foram calculados de forma cega, por
histopatologista com experiéncia na area. A mucosa, em pequeno e maior aumento
em laminas coradas em H&E, foi examinada. Foram consideradas criptas necroticas
as criptas cortadas longitudinalmente, com alteracéo da citoarquitetura normal e com
fundo cego exibindo lesdo necrética e infiltrado celular inflamatério com auséncia ou
perda de células de Paneth e células caliciformes na base das criptas. O quadro
descreve os critérios utilizados para a avaliagdo dos escores (Quadro 1). Foram

observados 4 campos por animal.
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Quadro 1 — Critérios utilizados para determinacdo dos escores de criptas com

leséo/alteracéo histopatoldgica.

Grau O

> 90 % das criptas apresentando citoarquitetura e tamanhos normais,
sem alargamento e hiperplasia, exibindo base de fundo cego regular bem
delineado, com presenca de células de Paneth e caliciformes com

granulos aparentes.

Grau 1l

> 70 % das criptas exibindo hiperplasia e alargamento do tamanho,
contudo com citoarquitetura normal, sem alterac6es necroéticas, exibindo

células de Paneth e caliciformes com granulos aparentes.

Grau 2

Semelhante ao grau 1, contudo até 30% das criptas apresentando
comprometimento da citoarquitetura normal, com lesdo necrotica na sua
base com infiltrado de células inflamatérias, com possivel presenca de
células de Paneth, contudo sem células caliciformes com granulos

aparentes.

Grau 3

Entre 50 e 70 % das criptas exibindo alteracdes necréticas da base da
cripta com infiltrado de células inflamatérias. O restante das criptas
apresentando hiperplasia e alargamento, com auséncia de células de

Paneth e caliciformes com granulos visiveis.

Grau 4

> 70 % das criptas com comprometimento da citoarquitetura normal, com
lesdo necrotica da base da cripta com invasdo de infiltrado de células

inflamatérias e auséncia de células de Paneth e caliciformes com

granulos aparentes na base da cripta.

Fonte: (ARAUJO et al., 2015)
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4.9 Determinacdao de células caliciformes positivas com acido periddico de Shiff
(PAS)

Com afinalidade de detectar o muco presente em células caliciformes dos vilos
dos camundongos, espécimes foram submetidas a cortes de 4 um de espessura e
montados em laminas de vidro, desparafinizados, reidratados e oxidados com &cido
periddico a 0,5 %. Logo em seguida, as laminas foram coradas com reagente de Schiff
por 20 minutos e posteriormente, as mesmas laminas foram contra-coradas com
hematoxilina por 20 minutos.

As imagens das laminas foram obtidas pelo microscépio 6ptico (Olympus CX3,
Toquio, Japdo) e sistema de aquisicdo de imagens (Q-Color 3, Olympus, Toquio,
Japéo). Foram observados e quantificados de oito a dez vilos por animal. O resultado
foi expresso como numero de células caliciformes por vilo.

Toda a andlise foi feita de forma cega por um histopatologista experiente.

4.10 Avaliagdo dos marcadores do processo inflamatorio

4.10.1 Ensaio imunohistoquimico para Iba-1, IL-13, TNF-a, NFkB e iINOS

Para a realizagcdo da imunohistoquimica, o0s espécimes foram novamente
submetidos a cortes de 4 uym de espessura e montados em laminas de vidro
previamente preparadas com adesivo a base de organosilano (3-aminopropyltriethoxi-
silano Sigma ChemicalCo®, Saint Luis, MO, EUA).

Os cortes foram submetidos aos anticorpos Iba-1, IL-13, TNF-a, NFkB e INOS
utilizando método de estreptavidina-biotina (HSU; RAINE, 1981). Resumidamente, os
cortes histolégicos foram desparafinizados e reidratados em xilol e alcool.

A recuperagdo antigénica foi realizada com citrato em pH 6,0 em panela
pressurizada (Pascal), a + 22-25 PSI, durante 30 seg a temperatura de 126 °C. Apos
retornar a temperatura ambiente, foi realizado bloqueio da peroxidase endégena com
peréxido de hidrogénio a 3 % durante 10 min. Os cortes foram incubados com
anticorpo primario para lba-1, IL-18, TNF-a, NFkB e iINOS (ABCAM®), durante 1 h a
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temperatura ambiente, na diluicdo de 1:300 em PBS com albumina sérica bovina
(PBS-BSA), e, posteriormente, lavados com solugdo de PBS.

Os cortes foram entdo incubados com o anticorpo secundario LSAB Kit
(DAKO®, Carpinteria, CA, EUA) por 10 min. a temperatura ambiente. Em seguida, foi
feita incubacdo em solugdo cromodgena preparada com 3,3 diaminobenzidine (DAB),
durante 5 min em céamara escura. Controles negativos foram processados
simultaneamente como descritos acima, porém o anticorpo primario foi substituido por
PBS-BSA 5 %. Os cortes foram entdo lavados em agua corrente e, em seguida, com
agua destilada.

Os parametros de positividade da marcacdo imunohistoquimica do antigeno
em todos o0s cortes incluidos consistiram nas células que exibiram coloragéo
acastanhada no seu citoplasma, independente da intensidade de imunomarcagao.

As imagens da imunohistoquimica foram capturadas por um microscopio optico
(Olympus CX3, Toéquio, Japdo) e sistema de aquisicdo de imagens (Q-Color 3,
Olympus, Toéquio, Japdo). Para quantificar a area imunomarcada utilizou-se o
programa Image J 1.4® (NIH — National Institute of Health, Bethesda, MD, EUA). A
mensuracao foi calculada pela razdo da area marcada pela fracdo da area (%). Foram

gquantificados quatro campos por animal.

4.10.2 Ensaio da atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO)

As amostras foram pesadas e homogeneizadas em solugcdo de brometo de
hexadeciltrimetilaménio (HTAB, 0,5 % diluido em tampao fosfato de soédio 50 mM, pH,
6,0) na proporcéo de 5 %. Posteriormente, o homogenato foi submetido a um processo
de congelamento e descongelamento trés vezes seguidas, foi centrifugado em 8300
rpm, por 10 minutos, a 4° C. O sobrenadante (100uL) foi adicionado a 1,9 mL da
solucdo de reacgédo (cloridrato de o-dionisidina, 0,167 mg/mL, tampao fosfato de sédio
50 mM, pH 6,0 e perdxido de hidrogénio 0,0005 %). Logo apés a mistura, a reacao foi
lida em espectrofotdbmetro, com comprimento de onda de 450 nm, por seis minutos
(BRADLEY et al., 1982). Os resultados foram expressos como unidade de MPO por

miligrama de tecido.
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4.11 Avaliacdo dos marcadores do estresse oxidativo

4.11.1 Ensaio enzimatico da catalase (CAT)

As amostras do jejuno foram pesadas e homogeneizadas em tampéao fosfato
de potéssio (0,05 M, pH 7,4), na propor¢do de 10 %. O homogenato foi entdo
centrifugado a 3000 rpm, por 15 minutos, 4°C, e o sobrenadante foi aspirado.
Adicionou-se uma solucdo 0,059 M de peroxido de hidrogénio para a leitura em cubeta
de quartzo em espectrofotometro, em comprimento de onda de 240 nm, por 6 minutos
(BEERS; SIZER, 1952). Os resultados foram expressos em mmol de CAT pelo tempo

por 100 miligramas de tecido.

4.11.2 Determinacdo da glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida (GSH) ou grupamentos sulfidrilas ndo proteicos (NP-SHs)
do jejuno foi determinada através do reagente Ellman’s, de acordo com um protocolo
padronizado (SEDLAK; LINDSAY, 1968). A amostra foi homogeneizada em solucdo
de acido etilenodiaminotetracético (EDTA, 0,02 M; pH 8,9). O homogenato foi
misturado em agua destilada e acido tricloroacético a 50 %, posteriormente foi
centrifugado a 5000 rpm durante 15 minutos na temperatura de 4° C. O sobrenadante
foi pipetado em uma placa de 96 pogos com tampédo Trizma (0,4 M), EDTA e acido
5,5-ditiobis (2-nitrobenzdico). A absorvancia foi analisada em um leitor de microplaca,
com comprimento de onda de 412 nm. Os valores encontrados foram interpolados a
uma curva padrao do GSH e os resultados expressos em pmol de GSH por miligrama

de tecido.

4.11.3 Dosagem de malondialdeido (MDA)

As amostras foram pesadas e homogeneizadas em tampéao fosfato de sodio
(AGAR et al., 1999). Aliquotas (100 pL) do sobrenadante foram misturadas com acido
acético 20 % e acido 2-tiobarbitdrico 0,5 % (diluido em &cido acético 20 %, pH 2,4 -
2,6). A mistura foi transferida para o banho-maria com temperatura de 95° C, onde
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permaneceu durante 60 minutos, e imediatamente apods foi para o banho de gelo por
30 minutos. Posteriormente, recebeu dodecil sulfato sédico (8,1 %), e foi centrifugado
a 12000 rpm, por 15 min, a 25°C. A leitura foi feita em espectrofotdbmetro com
comprimento de onda em 532 nm. A curva padrdo foi obtida usando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano. Os resultados foram expressos em nanomols de MDA por
miligrama de tecido.

4.11.4 Avaliacdo dos niveis de nitrato/nitrito

A avaliacdo dos niveis de nitrato/nitrito foi determinada a partir da reacao de
Griess (GREEN et al., 1982). Os tecidos foram homogeneizados com tampéao fosfato
de potassio (50 mM e ph7,8). Posteriormente, o homogenato (10 %) foi centrifugado
a 12000 rpm, durante 15 minutos a 4° C. O sobrenadante (100 uL) foi misturado ao
reagente Griess (100 uL) (0,1 % dihidrocloreto de N-(1-naftill) etilenodiamida a 1 %
em acido fosférico a 5 %) e ap6s 10 minutos a absorvancia foi analisada em
espectrofotdmetro em 540 nm. As absorvancias foram interpoladas a curva padrdo de
nitrito de sodio. Todos os resultados foram expressos em micromols de nitrato/nitrito
por miligrama de proteina. A dosagem de proteina das amostras foi determinada pelo
método de Lowry (LOWRY et al., 1951).

4.12 Anédlise estatistica

Os resultados foram apresentados em média £+ EPM. Todos os valores foram
testados para a normalidade com o teste de Kolmogorov-Smirnov. A andlise de
variancia (ANOVA), seguida pela corregdo de Bonferroni, foi utilizada para
comparacao de multiplos grupos. Para a avaliacdo dos escores de criptas necroticas
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. O nivel de significancia foi de
5% (p < 0,05). O programa utilizado foi o GraphPad Prisma 5.03 (San Diego, USA).
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliagdo morfométrica

Para verificar os efeitos do tratamento com solugcdo salina, luzindol, LPS e
luzindol + LPS sobre os parametros morfomeétricos, realizou-se a medicdo da altura
dos vilos, profundidade das criptas e a relacao vilo/cripta.

Em relacdo aos vilos, pode ser visto que os camundongos dos grupos tratados
com luzindol, LPS e luzindol + LPS apresentaram reducdo da altura quando
comparados ao grupo salina (p<0,05). Além disso, o grupo tratado com LPS
apresentou vilos menores quando comparado ao grupo luzindol (p<0,05). Por outro
lado, ndo houve diferenca entre os animais dos grupos LPS e luzindol + LPS (Figura
6e7).

No que se refere a cripta, observou-se que os camundongos dos grupos salina,
luzindol e LPS apresentaram uma maior profundidade quando comparado ao grupo
luzindol + LPS (p<0,05). Porém, ndo houve diferenca entre os grupos salina, luzindol
e LPS (p>0,05) (Figura 6 e 8).

Quando realizado a avaliacdo morfométrica da razao vilo/cripta foi visto que os
animais dos grupos tratados com luzindol e LPS apresentaram menor razdo quando
comparados aos grupos salina e luzindol + LPS (p<0,05). Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos salina e luzindol + LPS, assim como ndo houve diferenca

entre os grupos luzindol e LPS (p>0,05) (Figura 9).
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Figura 6. Fotomicrografias representativas dos cortes histolégicos do jejuno de
camundongos Swiss tratados com solucdo salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35
mg/kg, via i.p, dose Unica), LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) e combinacédo luzindol
(0,35 mg/kg, via i.p, dose Unica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) corados com
H&E (x100). Escala: 100 pm

Salina Luzindol

Fonte: o autor.
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Figura 7. Avaliacdo morfométrica da altura dos vilos no jejuno de camundongos Swiss
tratados com solucéo salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p, dose
anica), LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose unica) e combinacao luzindol (0,35 mg/kg, via

I.p, dose Unica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica).
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Os valores foram expressos pela média + EPM. Teste Anova “one way”, seguida do pods-teste
Bonferroni’s. Nmero de animais por grupo (n=6).

Figura 8. Avaliacdo morfométrica da profundidade das criptas no jejuno de
camundongos Swiss tratados com solucéo salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35
mg/kg, via i.p, dose Unica), LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) e combinacao luzindol

(0,35 mg/kg, via i.p, dose unica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica).
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Os valores foram expressos pela média + EPM. Teste Anova “one way”, seguida do pds-teste
Bonferroni’s. Nimero de animais por grupo (n= 6).
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Figura 9. Avaliacdo morfométrica da razéo vilo/cripta no jejuno de camundongos
Swiss tratados com solucéo salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p,
dose unica), LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose unica) e combinacao luzindol (0,35 mg/kg,

via i.p, dose unica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose unica).
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Os valores foram expressos pela média + EPM.Teste Anova “one way”, seguida do pds-teste
Bonferroni’s. NUmero de animais por grupo (n= 6).
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5.2 Avaliacdo dos escores de criptas necroticas

Os animais do grupo salina foram enquandrados nos critérios para escores de

criptas necroéticas com grau zero. Os animais do grupo LPS apresentaram escores

mais elevados quando comparado ao grupo salina, luzindol e luzindol + LPS (p<0,05).

Na houve diferenca entre os grupos salina, luzindol e luzindol + LPS (p>0,05) (Figura

10 e Tabela 1).

Figura 10. Fotomicrografias representativas dos cortes histolégicos do jejuno de

camundongos Swiss tratados com solugéo salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35

mg/kg, via i.p, dose Uunica), LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) e combinacao luzindol

(0,35 mg/kg, via i.p, dose Unica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) corados com

H&E (x400). Escala: 20 um
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Fonte: o autor.
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Seta (\ ): células de Paneth. Cabeca de seta ( 4 ): células caliciformes
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Tabela 1. Avaliacdo das criptas necréticas no jejuno de camundongos Swiss tratados
com solucao salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p, dose Unica), LPS
(1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) e combinagcéao luzindol (0,35 mg/kg, via i.p, dose
anica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose unica)

Grupos Salina Luzindol LPS Luzindol + LPS

Escores 0 (0-0) 0 (0-1) 3 (2-4)2 0,5 (0-1)

Fonte: o autor.
Os valores apresentam a mediana e a variacao (0-4).2p<0,05 comparado ao salina pelo teste Kruskal-
Wallis. Nimero de animais por grupo (n= 8).
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5.3 Determinagdo de células caliciformes positivas

Observou-se que os grupos luzindol, LPS e luzindol + LPS apresentaram
menor quantidade de células caliciformes PAS-positivas quando comparado ao grupo
salina. Também foi visto diferenca entre os grupos luzindol e LPS, assim como LPS e
luzindol + LPS (p<0,05). Nao houve diferenca estatistica na comparagédo entre os
grupos luzindol e luzindol + LPS (p>0,05) (Figura 11 e 12).

Figura 11. Fotomicrografias representativas do jejuno de camundongos Swiss
tratados com solucéo salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p, dose
anica), LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) e combinacao luzindol (0,35 mg/kg, via
i.p, dose unica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) marcados com PAS (400x).

Escala de 20 pm

Luzindol

Fonte: o autor.

Cabeca de seta ( 4 ): células caliciformes
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Figura 12. Quantidade de células caliciformes no jejuno de camundongos Swiss
tratados com solucéo salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p, dose
anica), LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) e combinacao luzindol (0,35 mg/kg, via
I.p, dose Unica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica)
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Os valores foram expressos pela média + EPM. Foi utilizado o teste Anova “one way”, seguida do pos-
teste Bonferroni’s. Nimero de animais por grupo (n= 4).

5.4 Avaliagdo dos marcadores do processo inflamatorio

5.4.1 Imunomarcacéo para lba-1

Observou-se que o luzindol, LPS e luzindol + LPS induziram aumento da
imunomarcacao para Iba-1 no jejuno de camundongos comparado ao grupo salina
(p<0,05). Nao houve diferenca estatistica na comparagédo entre 0os grupos luzindol,
LPS e luzindol + LPS (p>0,05) (Figura 13 e 14).
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Figura 13. Fotomicrografias representativas do jejuno de camundongos Swiss
tratados com solugdo salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p, dose
anica), LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) e combinacao luzindol (0,35 mg/kg, via
i.p, dose unica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) marcados Iba-1 (400x). Escala
de 20 um

Salina Luzindol

Fonte: o autor.
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Figura 14. Quantificacdo da imunomarcacao para Iba-1 no jejuno de camundongos
Swiss tratados com solucéo salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p,
dose unica), LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) e combinacao luzindol (0,35 mg/kg,
via i.p, dose unica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica)
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Os valores foram expressos pela média + EPM. Foi utilizado o teste Anova “one way”, seguida do pos-
teste Bonferroni’s. Nimero de animais por grupo (n= 6).

5.4.2 Imunomarcagao para IL-13, TNF-a, NFKB e INOS

Observou-se uma maior imunomarcacdo para IL-1B no grupo luzindol quando
comparado ao grupo salina (p<0,05). Ndo houve diferenga estatisticana comparagéo
entre os grupos luzindol e os grupos LPS e luzindol + LPS (p>0,05). Também nao
houve diferenca entre os grupos salina, LPS e luzindol + LPS. (p>0,05) (Figura 15 e
16).

Os animais do grupo tratado com luzindol apresentaram uma maior
imunomarcacao para TNF-a quando comparado aos grupos salina, LPS e luzindol +
LPS (p<0,05). Nao houve diferenca estatistica na comparacao entre os grupos salina,
LPS e luzindol + LPS (p>0,05) (Figura 15 e 17).

A imunomarcacgédo para NFkB foi maior no grupo luzindol quando comparado
aos grupos salina, LPS e luzindol + LPS (p<0,05). Nao houve diferenca estatistica na
comparagao entre os grupos salina, LPS e luzindol + LPS (p>0,05) (Figura 15 e 18).

Nao foi encontrada diferenca na imunomarcacdo para INOS entre 0S grupos
salina, luzindol, LPS e luzindol + LPS (p>0,05) (Figura 19).
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Figura 15. Fotomicrografias representativas do jejuno de camundongos Swiss tratados com solugdo salina (0,35 mg/kg, via
i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p,dose Unica), LPS (1,25 mg/kg, via i.p,dose Unica) e combinagdo luzindol (0,35 mg/kg, via
i.p,dose unica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p,dose Unica) marcados com IL-13, TNF-a e NFkB (400x). Escala de 20 um

Salina Luzindol LPS Luzindol + LPS Controle negativo

TNFa

NFkB

Fonte: o autor.
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Figura 16. Quantificacdo da imunomarcacao para IL-1B no jejuno de camundongos
Swiss tratados com solucéo salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p,
dose unica), LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose unica) e combinacao luzindol (0,35 mg/kg,

via i.p, dose unica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica)
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Os valores foram expressos pela média + EPM. Foi utilizado o teste Anova “one way”, seguida do pos-
teste Bonferroni’s. Nimero de animais por grupo (n= 4).

Figura 17. Quantificacdo da imunomarcacéo para TNF-a no jejuno de camundongos
Swiss tratados com solucdo salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p,
dose unica), LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) e combinacao luzindol (0,35 mg/kg,

via i.p, dose Uunica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica)
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Os valores foram expressos pela média + EPM. Foi utilizado o teste Anova “one way”, seguida do pds-
teste Bonferroni’s. Nimero de animais por grupo (n= 4).
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Figura 18. Quantificagcdo da imunomarcacao para NFkB no jejuno de camundongos
Swiss tratados com solucéo salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p,
dose unica), LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) e combinacao luzindol (0,35 mg/kg,

via i.p, doseunica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose unica)
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Os valores foram expressos pela média + EPM. Foi utilizado o teste Anova “one way”, seguida do pés-
teste Bonferroni’s. Nimero de animais por grupo (n=4).

Figura 19. Quantificacdo da imunomarcacéo para iINOS no jejuno de camundongos
Swiss tratados com solucao salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p,
dose unica), LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) e combinacao luzindol (0,35 mg/kg,
via i.p, dose Unica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica)
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Os valores foram expressos pela média + EPM. Foi utilizado o teste Anova “one way”, seguida do pos-
teste Bonferroni’s. NUmero de animais por grupo (n=4).
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5.4.3 Atividade enzimética da mieloperoxidase (MPO)

Observou-se diferenca na atividade enzimatica da MPO quando comparado o
grupo LPS com os grupos salina e luzindol (p<0,05). Ndo houve diferenca entre o
grupo LPS e luzindol + LPS, assim como também ndo foi encontrada diferenca

significativa entre os grupos salina, luzindol e luzindol + LPS (p>0,05) (Figura 20).

Figura 20. Atividade enzimatica da MPO no jejuno de camundongos Swiss tratados
com solugéo salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p, dose Uunica), LPS
(1,25 mg/kg, via i.p, dose unica) e combinagcao luzindol (0,35 mg/kg, via i.p, dose

anica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica)
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Os valores foram expressos pela média + EPM. Foi utilizado o teste Anova “one way”, seguida do pos-
teste Bonferroni’s. Nimero de animais por grupo (n= 6).
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5.5 Avaliacao dos marcadores do estresse oxidativo

5.5.1 Atividade enzimatica da catalase (CAT)

Observou-se uma menor atividade da CAT nos grupos luzindol e luzindol + LPS
guando comparado ao grupo salina (p<0,05). Também foi observado uma menor
atividade da CAT no grupo luzindol + LPS quando comparado ao grupo LPS (p<0,05).
Nao houve diferenca estatisticana comparacéo entre os grupos LPS e salina (p>0,05),

luzindol e LPS (p>0,05), assim como luzindol e luzindol + LPS (p>0,05) (Figura 21).

Figura 21. Atividade da enzima CAT no jejuno de camundongos Swiss tratados com
solugdo salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p, dose Unica), LPS
(1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) e combinacéao luzindol (0,35 mg/kg, via i.p, dose

anica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose unica)
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Os valores foram expressos pela média + EPM. Foi utilizado o teste Anova “one way”, seguida do pos-
teste Bonferroni’s. Nimero de animais por grupo (n= 6).

5.5.2 Niveis de glutationa reduzida (GSH)

Observou-se um aumento dos niveis de GSH no grupo luzindol quando
comparado ao grupo salina (p<0,05). Ndo houve diferenca estatistica na comparacéo
entre os grupos salina, LPS e luzindol + LPS, assim como entre os grupos luzindol,
LPS e luzindol + LPS (p>0,05) (Figura 22).
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Figura 22. Niveis de GSH no jejuno de camundongos Swiss tratados com solucdo

salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p, dose Unica), LPS (1,25 mg/kg,

via i.p, dose Unica) e combinacao luzindol (0,35 mg/kg, via i.p, dose unica) + LPS (1,25

mg/kg, via i.p, dose Unica)
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Os valores foram expressos pela média + EPM. Foi utilizado o teste Anova “one way”, seguida do pos-

teste Bonferroni’s. Nimero de animais por grupo (n= 6).

5.5.3 Niveis de malondealdeido (MDA)

Nao foi encontrada diferenca significativa nos niveis de MDA entre 0s grupos
salina, luzindol, LPS e luzindol + LPS (p>0,05) (Figura 23).
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Figura 23. Niveis de MDA no jejuno de camundongos Swiss tratados com solucdo
salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p, dose Unica), LPS (1,25 mg/kg,
via i.p, dose Unica) e combinacao luzindol (0,35 mg/kg, via i.p, dose unica) + LPS (1,25

mg/kg, via i.p, dose Unica)
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Os valores foram expressos pela média + EPM. Foi utilizado o teste Anova “one way”, seguida do pos-
teste Bonferroni’s. Nimero de animais por grupo (n= 6).

5.5.4 Niveis de nitrato/nitrito

Nao foi encontrada diferenca significativa nos niveis de nitrato/nitrito entre os

grupos salina, luzindol, LPS e luzindol + LPS (p>0,05) (Figura 24).
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Figura 24. Niveis de nitrato/nitrito no jejuno de camundongos Swiss tratados com
solugcédo salina (0,35 mg/kg, via i.p), luzindol (0,35 mg/kg, via i.p, dose Unica), LPS
(1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica) e combinagcéao luzindol (0,35 mg/kg, via i.p, dose
anica) + LPS (1,25 mg/kg, via i.p, dose Unica)
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Os valores foram expressos pela média + EPM. Foi utilizado o teste Anova “one way”, seguida do pos-
teste Bonferroni’s. Nimero de animais por grupo (n=5).
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5.6 Sintese dos resultados

Figura 25. Fluxograma dos principais resultados encontrados no estudo

ALTURA DOS VILOS
RAZAO VILO/CRIPTA
CELULAS CALICIFORMES

1‘ CRIPTAS NECROTICAS

T lba-1
MPO

Fonte: Prépria

Resumidamente, foi identificado que o luzindol reduziu a altura dos vilos e a relacao vilo/cripta;
aumentou a imunomarcacao para lba-1, IL-1B3, TNF-a e NFkB; reduziu a atividade da CAT e aumentou
os niveis do GSH. O tratamento com LPS resultou na reducédo da altura dos vilos e da relacao vilo/cripta;
provocou necrose de criptas; aumentou a imunomarcacao para Iba-1; aumentou a atividade da MPO.
Iba-1 (Molécula adaptadora ligante de célcio ionizado-1); MPO (Mieloperoxidase); IL-1B (Interleucina-
1 beta); TNF-a (Fator de Necrose Tumoral- alfa); NFkB (Fator nuclear kB); CAT (Catalase); GSH
(Glutationa reduzida); 1 (aumento); (aumento mais significativo que o grupo tratado com luzindol);
| (reducao).
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6. DISCUSSAO

Esse estudo mostrou que o luzindol, o LPS e a combinacédo luzindol + LPS,
administrados agudamente, apresentam efeitos distintos sobre o jejuno de
camundongos. A acdo do luzindol pode ser compreendida pelo bloqueio dos
receptores MT1 e MT2 da MEL enddgena, um horménio fisiologico com efeito anti-
inflamatdrio e antioxidante, existente em altas concentracées no intestino.

No estudo atual, a atividade aguda do LPS sobre o jejuno de camundongos foi
avaliada. Essa endotoxina € um componente estrutural da membrana externa das
bactérias gram-negativas, muito utilizada em modelos de inducdo de necrose tecidual
e alteracdo do sistema imunolégico (RUAN et al., 2014).

Deve-se ter em mente que a arquitetura dos vilos e das criptas reflete, em parte,
a saude do intestino delgado, visto que, a altura dos vilos proporciona uma maior
capacidade de absorc¢do, a partir do aumento da &rea de contato. E alteracdes das
criptas, como na reducdo de sua altura, estdo associadas a elevada taxa de
proliferacdo de células epiteliais intestinais (HAN et al., 2016).

ApOGs tratamento com luzindol, LPS ou luzindol + LPS foram observadas
alteracOes caracterizadas por reducdo da altura dos vilos e necrose nas criptas
guando comparado ao grupo salina. Apesar desses achados, nota-se que 0s animais
tratados com LPS apresentaram maior comprometimento agudo da mucosa quando
comparado aos animais salina, observagbes estas que corroboram com estudos
anteriores  (REQUINTINA; OXENKRUG, 2007; SJOBLOM; JEDSTEDT;
FLEMSTROM, 2001).

O encurtamento dos vilos induzido pelo LPS est4 também de acordo com o
estudo desenvolvido por Williams et al. (2013), que utilizaram doses diversas (0,125
a 20 mg/kg i.p). Foram observados resultados semelhantes 1,5 e 6 horas apo6s o
tratamento. Os efeitos deletérios provocados pelo LPS sobre os parametros
morfométricos de altura de vilos no intestino delgado s&o bem reconhecidos
(WILLIAMS et al., 2013). Embora, a maioria dos trabalhos descreva uma maior
ocorréncia desse processo com doses mais elevadas e/ou tempo superior ao usado
no presente estudo (LI et al., 2011; RUAN et al., 2014; YANG et al., 2018).
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Os animais do grupo luzindol e luzindol + LPS também apresentaram efeitos
danosos significativos, apesar de menor propor¢ao quando comparado ao grupo LPS,
Nno que concerne aos parametros morfomeétricos de altura dos vilos e de necrose das
criptas.

Também foi observado que os animais tratados com luzindol e LPS
apresentaram menor razao vilo/cripta quando comparado ao salina, apesar de ndo
haver alteracdo na profundidade da cripta. De forma semelhante, Deng et al. (2016),
observaram no duodeno, jejuno e ileo de leitdes, que o tratamento agudo com LPS
(100 mg/kg) causa alteracdes morfologicas, vistos a partir da atrofia dos vilos e
diminuicdo da razao vilo/cripta, mesmo sem afetar a profundidade da cripta (DENG et
al., 2016). O estudo de Han et al. (2016), com ratos tratados com LPS (4 mg/kg) e
eutanasiados apos 4 horas, demostrou uma reducédo dos vilos e da razao vilo/cripta,
porém, com maior profundidade da cripta, diferente dos nossos achados (HAN et al.,
2016).

A falta de potenciacéo de lesdo da mucosa observada na combinagédo luzindol
+ LPS possivelmente envolve mecanismos de acdo ainda desconhecidos. Até o
presente momento, estudo semelhante avaliando o efeito agudo combinado do
luzindol e LPS sobre a mucosa intestinal sdo escassos para comparacao.

Nessa linha, uma mediacdo através do receptor MT3 pode explicar a acéo
protetora da MEL endOgena e a auséncia de potenciacdo observada nesse modelo.
Em concordéancia parcial, um estudo prévio mostrou que o luzindol néo inibiu os efeitos
anti-inflamatorios da MEL, sugerindo que a MEL pode atenuar os efeitos da colite
através de vias independentes do bloqueio dos receptores MT1 e MT2 (ZIELINSKA et
al., 2016).

O estudo atual ndo avaliou a distribuicdo preferencial de receptores especificos
em diferentes segmentos do intestino. Os receptores MT (MT1, MT2 e MT3) séo
encontrados no intestino (CHEN et al., 2011). Apresentam uma Vvariedade e
especificidade regional e celular acrescentando a complexidade da sua sinalizagao
(ANISIMOV; POPOVIC, 2004).

Previamente, foi visto que o receptor MT1 apresenta maior expressao no
duodeno quando comparado ao jejuno e ileo (ANISIMOV; POPOVIC, 2004). Isso pode
ser explicado através da “espécie especifico”, pois no intestino de patos, foi mostrado
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gue os locais de ligacao, diferentemente, apresentam a seguinte ordem descendente
de densidade: ileo e jejuno > duodeno e colon > ceco (LEE; PANG, 1993).

Foi demonstrado ainda que a distribuicdo subcelular da ligacdo da MEL € maior
na fracao nuclear seguida das frac6es microssémicas e mitocondriais e as densidades
mais baixas na fragéo citosolica (PARIENTE et al., 2017).

A MEL pode também atuar diretamente sobre proteinas intracelulares como a
calmodulina, calreticulina e/ou tubulina, reafirmando a versatilidade desse hormdnio
ancestral e a necessidade de mais estudos sobre o assunto (BENITEZ-KING, 2006;
MACIAS et al., 2003).

A superficie apical do epitélio intestinal é revestida por um componente
viscoelastico rico em carboidratos complexos, chamado de muco, que pode ser
secretado pelas células caliciformes. Esse muco, em forma de gel, atua como uma
importante barreira fisica, proporcionando protecdo contra agentes invasores, como
bactérias gram-negativas (HOFFMANN, 2005; PIE et al., 2004).

No presente estudo, as células caliciformes foram quantificadas a partir da
imunomarcacado com PAS, que detecta complexo glicoproteico de mucina. Observou-
se que o0s grupos tratados com luzindol, LPS e luzindol + LPS apresentaram menor
guantidade de células caliciformes quando comparado ao grupo salina. De forma
contraria, o estudo de Han et al. (2016) observou que ratos tratados com LPS (4
mg/kg) ndo apresentaram diferenca estatistica no nimero de células caliciformes
guando comparado ao grupo controle. Por outro lado, um estudo com embrides de
frango demonstrou que o tratamento com MEL resultou no aumento da populacéo de
células caliciformes (LI et al., 2017).

Nos animais tratados com luzindol, a imunomarcacdo para lba-1, uma proteina
especifica para microglia/macréfagos, foi mais acentuada quando comparada ao
grupo salina. O aumento da marcacédo pela Iba-1 também foi constatada nos grupos
tratados com LPS e luzindol+LPS.

O aumento da imunomarcacdo por Iba-1 associada ao luzindol indica que o
mesmo, através de um bloqueio dos receptores MT1 e MT2 da MEL, aumentou o
recrutamento de células imunes do tipo macréfagos. Em corroboracdo aos nossos
achados, estudo anterior utilizando a MEL por tempo mais prolongado, até 3 horas,
apos o uso de LPS, mostrou que esse horménio reduziu as alteracbes da



64

microvasculatura intestinal e da inflamacdo, provavelmente, por uma reducdo do
recrutamento local de células imunes (LANSINK et al., 2017).

Dado que os escores de criptas necroticas foram maiores no grupo LPS e a
imunomarcacao para Iba-1 foi mais predominante no grupo luzindol, pode-se teorizar
que nesse modelo agudo, o LPS produziu mais lesdo tecidual e o luzindol mais
alteracdo imune. Em acordo com estudo anterior, todos os tratamentos apresentaram
toxicidade para a mucosa intestinal expressa no conjunto dos achados (TRIVEDI;
JENA, 2013) .

Apesar dos resultados apresentados confirmarem que o tratamento agudo com
luzindol e LPS resultam em toxicidade para a mucosa intestinal, a combinacao
luzindol+LPS nem sempre foi potenciada. Pode ser argumentado que a atividade
protetorada MEL ndo é inteiramente blogueada pelo luzindol. A MEL end6gena pode
agir atraves de outros mecanismos ja identificados e independente da acdo de
receptores e, portanto, teria atividade apesar do bloqueio de MT1 e MT2. Estudos
anteriores confirmam que a atividade da MEL tanto depende do receptor especifico
guanto parte das suas acdes sdo mediadas de forma independente do receptor (LI et
al., 2017; WINCZYK et al., 2009; ZIELINSKA et al., 2016).

Em corroboragéo ao exposto anteriormente, um estudo prévio relata que a MEL
tem a sua atividade parcialmente justificada por uma acdo modulatéria sobre a
liberacéo de 5-hidroxitriptamina na mucosa colonica (KOJIMA; TOHEI; IKEDA, 2011).

Além disso, a acdo da MEL em um 6rgéo especifico € influenciada por fatores
diversos, como a idade do animal ou individuo (THOR et al., 2007). Uma interagéo
com oligoelementos ja foi relatada anteriormente (POPOVIC et al., 2018). Diversos
fatores como a especificidade do 6rgdo estudado e a duracdo da exposicéo
influenciam as acbes da MEL e, por consequéncia, os efeitos ap6s o blogueio com
luzindol.

ApOs a aplicacdo do luzindol, observou-se um efeito pré-oxidante e pro-
inflamatério registrado através de diversos marcadores especificos. Nesse estudo, o
uso do luzindol de forma aguda causou efeitos imediatos e profundos sobre a atividade
inflamatoria e antioxidante da mucosa intestinal, semelhante a relatos anteriores
(REQUINTINA; OXENKRUG, 2007).



65

Nesse estudo, a atividade inflamatoria foi examinada através dos niveis de IL-
18, TNF-a, NFkB, INOS e MPO. O grupo tratado com luzindol apresentou aumento da
IL-1B assim como TNF-a, um regulador da cascata de citocinas, e NFKB.

Utilizando um modelo agudo semelhante ao desse estudo, porém, com doses
mais elevadas (30mg/kg), um estudo demonstrou que em camundongos C57BL/6, 0
LPS promoveu niveis elevados de citocinas com apenas uma hora entre o desafio e
o sacrificio (YANG et al., 2018).

Nesse trabalho, o aumento pronunciado e consistente das citocinas
inflamatoérias TNF-a, IL-1B e também NFkB, no grupo tratado com luzindol esta em
concordancia com os efeitos protetores da MEL que se associam com a inibicdo da
NFkB e reducédo da expresséo de citocinas (FERNANDEZ-GIL et al., 2017).

De forma semelhante, um estudo avaliando a mucosite induzida por radiacao,
apresentou aumento da atividade da NFkB e inibicAo desse efeito pela MEL. Os
autores demonstraram que na mucosite também ocorre dano na mitocondria e nas
proteinas juncionais. Deve ser ressaltado que a IL-13 € um dos mediadores
inflamatorios, largamente, liberado durante uma leséo da mucosa. Recentemente, foi
demonstrado que a ativacdo da ASC/caspase-1 e consequente producédo da IL-1(3 é
fundamental na mucosite associada a radiacdo. O fato de que a MEL inibe essa
mucosite € um achado importante para os pacientes que sofrem com frequéncia desse
distarbio grave (FERNANDEZ-GIL et al., 2017).

A acao do LPS, ora demonstrada, pode relacionar-se com o fato de que apenas
o efeito agudo foi testado. Estudo anterior mostra que a maior atividade do LPS pode
ocorrer nos momentos iniciais pés exposicao (YANG et al., 2018). Em oposicéo, Xia
et al. (2012), utilizando 2 pg/mL de LPS, em cultura de células, observaram que 0s
niveis de IL-1B foram maiores ap6s maior tempo decorrido (6h) do que tempos mais
curtos (2h), apesar do TNF-a se comportar de forma contraria (XIA et al., 2012).
Portanto, o tempo decorrido apds o tratamento influencia os niveis de marcadores de
forma complexa e isso pode ser “6rgao especifico”.

Nos grupos estudados, ndo houve diferenca na imunomarcacdo para iNOS no
jejuno. O INOS, pode ser expresso a partir de uma resposta inflamatéria local ou difusa
diante de algum dano tecidual. Nesse estudo ndo houve diferenca entre 0s grupos,

apesar de uma tendéncia de maior elevacdo no grupo luzindol. Em concordancia



66

parcial, Xia et al. (2012), mostraram que o tratamento com LPS induziu uma maior
imunomarcacao para iNOS que foi superior apés 6h quando comparado apds 2h (XIA
et al., 2012).

O infiltrado neutrofilico, mensurado pela atividade da enzima MPO, foi diferente
no grupo LPS quando comparado ao salina e luzindol. Em parcial concordancia com
os resultados aqui encontrados, Li et al. (2011) observaram que camundongos
desafiados com LPS na dose de 18 mg/kg e sacrificados 12 horas apds injecao
apresentam elevacbes da MPO em comparacdao ao grupo salina. Zielinska et al.
(2016), utilizando uma dose superior ao presente estudo evidenciou que o luzindol (5
mg/kg, i.p) administrado 15 min antes da MEL aumentou a atividade da MPO no
intestino de camundongos (LI et al., 2011; ZIELINSKA et al., 2016).

No trabalho atual, a selecdo do intestino como 6érgéo alvo para a investigacao
deveu-se ao fato de que o TGI tem uma alta concentracdo de MEL, em concentracdes
superiores a glandula pineal. Tal caracteristica sugere que a MEL exerce papel
fundamental na estrutura e fungcdo do intestino. Na verdade, esse hormonio parece
desempenhar uma influéncia sobre as doencas gastrointestinais acompanhadas de
inflamacéo (POZO et al., 2010).

De maneira geral e com uma certa frequéncia, fenbmenos nao totalmente
compreendidos ocorrem nas terapias. Por exemplo, um ensaio clinico utilizando a
MEL na sindrome/doenca do colon irritavel evidenciou uma melhora na qualidade de
vida e reducdo de sintomas dolorosos mas ndo mostrou efeitos sobre a motilidade
intestinal e reacdo anti-inflamatoria (SIAH; WONG; HO, 2014). Tais achado clinicos
apontam para a complexidade dos efeitos da MEL.

Recentemente, usando mucosa intestinal de embribes de frangos, foi
demonstrado que o tratamento com MEL aumentou a populagcdo de células
caliciformes do epitélio, a expressdo de mucinas, a migracao do epitélio e as funcdes
absortivas do intestino delgado envolvendo a expressao de receptores NOTCH (LI et
al., 2017). Mais uma vez a agédo da MEL nao parece depender somente da mediagéo
de receptores.

Previamente, no estudo realizado por Li et al. (2018), a MEL, administrada
durante duas semanas, apresentou um efeito atenuante da inflamacéo induzida pelo

LPS. Observou-se uma reducdo da permeabilidade ao dextran e um aumento das
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juncbes de adesao refletindo uma melhor resposta da barreira juncional. Esse efeito
foi mediado pela inativacdo Rac induzida por melhores niveis de IL-1B (LI et al., 2018).

No presente estudo, os efeitos do luzindol foram estudados 90 minutos apos a
sua administracdo. No geral, os trabalhos que avaliam a administracdo de MEL
utilizam um tempo prolongado. Liu et al. (2017) mostraram que o uso de MEL em
frangos na dose de 0.625 mg/kg durante duas semanas resultou no aumento da
producdo de ovos. Em varias outras circunstancias, a administracdo da MEL,
examinando seus efeitos sobre a mucosa intestinal, tem sido realizada de forma
prolongada (DRAGO; MACAUDA; SALEHI, 2002; LI et al., 2017).

Em relacdo aos marcadores de estresse oxidativo, o trabalho atual mostra que
nos grupos tratados com luzindol e luzindol + LPS, a enzima antioxidante CAT
apresentou menor atividade que no grupo salina. Também pode ser visto que o GSH
foi mais elevado no grupo luzindol comparado ao salina.

Uma possivel explicacdo para a reducdo da atividade da CAT nos grupos
luzindol e luzindol + LPS pode estar relacionado aos efeitos danosos causados por
essas substancias a mucosa, podendo assim, reduzir fatores protetores, como 0 muco
e a CAT, por exemplo. Efeitos similares foram vistos no estdmago de ratos submetidos
ao uso de etanol (SIEGMUND et al., 2003).

Além disso, resultados entre os marcadores enzimaticos de estresse oxidativo
nem sempre sao obtidos de forma inteiramente consonante. Estudos anteriores
avaliaram isso através da possivel influéncia de oligoelementos, na expressdo dos
marcadores de estresse oxidativo CAT e GSH (LOUI et al., 2010).

Também foi observado que ndo houve alteracdes significativas de produtos de
peroxidacao lipidica entre os grupos, mensurado a partir dos niveis de MDA.

Um estudo in vitro analisou o efeito do luzindol sobre a peroxidacdo lipidica
induzida pelo LPS (400 mg/mL). Os autores observaram que diferentes concentragdes
de luzindol (50-800 uM) foi capaz de inibir a formagédo de MDA e esse efeito foi dose
dependente, ou seja, quanto maior a dose, maior a inibicdo (REQUINTINA,;
OXENKRUG, 2007). De forma contréria, um estudo com ratos observou que a dose
de luzindol (0,25 mg/kg i.p), em trés diferentes tempos (30 min, 6h e 12h),
administradas apos a inducdo da colite reverteu o efeito protetor da MEL, apesar de
ndo alterar os niveis de MDA e GSH (DRAGO; MACAUDA,; SALEHI, 2002).
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Tais resultados sugerem que as variacdes de medidas da peroxidacéo lipidica,
assim como alguns resultados referentes a sinais do estresse oxidativo nem sempre
se apresentam em total consonancia. Isso também pode estar relacionado ao efeito
agudo que nao foi suficiente para induzir estresse oxidativo.

No presente estudo ndo foram observadas alteracdes significativas dos niveis
de nitrato/nitrito, um marcador endégeno de 6xido nitrico (NO). Isso também pode ser
estar relacionado ao pouco tempo entre o desafio e o sacrificio, e principamente, com
a dose utilizada insuficiente para promover uma alteracdo significativa. Diferente
disso, Theobaldo et al. (2012), utilizando LPS em diferentes tempos (1,5h, 8h e 24h),
observaram que os niveis NO no intestino foram superiores no primeiro momento
guando comparado aos demais, com dose de 10 mg/kg via i.p em ratos (THEOBALDO
et al., 2012).

LimitacGes do estudo devem ser reconhecidas. Esse estudo avaliou apenas 0s
efeitos agudos do luzindol e do LPS. Possivelmente, uma comparacéo entre efeitos

agudos e uma acéao prolongada forneceriam maiores informacoes.
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7. CONCLUSOES

O estudo atual diferencia-se de estudos anteriores pois avalia efeitos agudos e
isolados do LPS e do luzindol sobre a mucosa intestinal. Portanto, tanto quanto
pudemos avaliar, € um estudo original. Esse trabalho mostra que o bloqueio agudo da
MEL através do luzindol associa-se a alteracBes morfologicas e de marcadores
inflamatdrios e pro-oxidantes de curto prazo. Tais achados comprovam o efeito

essencial e imediato da MEL como reguladora da homeostase da mucosa intestinal.
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ANEXO

Universidade Federal do Ceara
Comissiio de Etica no Uso de Animais — CEUA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-270 Fortaleza-CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "EFEITOS DO LUZINDOL SOBRE A
LESAO INTESTINAL INDUZIDA PELO LPS”, protocolo n° 117/2016, sob
responsabilidade da Profa. Dra. Veralice Meireles Sales de Bruin, que envolve a produgio,
manuten¢do e/ou utilizagio pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
11.794, de n°8 de outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) e foi adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), foi
aprovado pela Comissio de Ltica no Uso de Animais (CEUA-UFC) da Universidade

ANEXO 1 - Folha de aprovacio da Comiss&o de Etica e Pesquisa Animal

Federal do Ceard, em reuniio em 20 de  dezembro de 2016
Vigéncia do projeto 10/11/2016 a 15/06/2017 |
Espécie/Linhagem Camundongo heterogénico Swiss \
N° de Animais 48 |
Peso/Idade 40g - § semanas |
Sexo Machos |
Origem Biotério Central da UFC \

Fortaleza, 21 de dezembro de 2016

Prof. Dr. %&rigo Siqueira
Coordenador do CEUA - UFC

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
RODRIGO JOSE BEZERKA DE SIQUEIRA Ra

COORDENADOR DA COMISSAQ DE ETICAE b |
ANIMAIS - CEUAZUFC - Matricula Siape: 1523;'?3%4“

83



