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INTRODUCAO:

As doengas inflamatodrias intestinais (DIl) compreendem duas apresentagoes
principais: a doenga de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa (RCU). Ambas apresentam
evolugédo cronica, marcada por periodos de remissido e de exacerbagdo dos sintomas,
como dor abdominal, urgéncia em evacuar, diarreia e perda de peso(1, 2). A etiologia
dessas doencgas ainda nao esta completamente compreendida, mas estudos sugerem
que a inflamacgao intestinal decorre de uma interagdo disfuncional entre ambiente,
microbiota intestinal e sistema imune, em individuos suscetiveis geneticamente(1, 3).
Nas ultimas décadas, a incidéncia e a prevaléncia dessas doencas aumentaram de
maneira importante, sobretudo em paises ocidentalizados(2, 4). O inicio precoce das
DIl — acometendo majoritariamente adultos jovens — e seu carater perene, as tornam
um potencial problema de saude publica(5), visto que comprometem individuos em sua
fase economicamente ativa, causando prejuizos econémicos, sociais e psicolégicos(6,
7).

Atualmente, o tratamento das DIl tem como intenc¢o induzir e manter a remissao
da doenca, promovendo a melhora da qualidade de vida do paciente. Dentre as terapias
disponiveis estdo os aminossalicilatos, corticoides, imunomoduladores e intervengdes
cirargicas, que sao empregados segundo a extensao e gravidade da doenga em vigor(8,
9). Apesar de apresentarem boa efetividade no manejo das DII, ha diversos casos com
pacientes ndo responsivos ou que apresentam efeitos colaterais significativos(8-10).
Nesse cenario, tendo em vista que a inflamagao crbnica pode resultar tanto de uma
resposta inflamatéria exacerbada quanto de uma ndo resolvida, novos recursos
terapéuticos estdo sendo estudados, a fim de encontrar mecanismos endégenos de
promocao da resolugéo da inflamagao crénica, caracteristica das DII.

A resolugao da inflamagao é reconhecida como um processo ativo, marcado pela
troca temporal e espacial dos mediadores lipidicos presentes nos exsudatos
inflamatérios(11). Dentre os mediadores que promovem a resolugdo da inflamagao,
destacam-se os derivados dos &cidos graxos poli-insaturados 6mega-3, como as
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resolvinas da série E que sao geradas a partir do acido eicosapentaendico (EPA), e as
resolvinas da série D, maresinas e protectinas que sao biossintetizadas a parir do acido
docosahexaendico (DHA)(12). O mecanismo de agao dos SPMs, que leva a restauragao
da homeostase tecidual, baseia-se genericamente na limitacdo do recrutamento e
interrup¢ao da diapedese de polimorfonucleares, na modulagao da transcrigdo de genes
inflamatoérios, e na ativacdo e aprimoramento da atividade fagocitica de macroéfagos,
favorecendo a eferocitose(13, 14).
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Figura 1 - A. Representagdo da resposta inflamatdria na Doenga Inflamatdria Intestinal. B. Representagdo da resolugdo do processo
inflamatario. O epitélio entérico lesionado passa a ter a exposigdo de diferentes antigenos que ativam a resposta imune inata, a
partir da agdo de células dendriticas e da liberagdo de mediadores lipidicos, como prostaglandinas e leucotrienos, que atuam no
recrutamento de neutrdfilos, na ativagcdo de linfdcitos T e na sinalizagdo para inicio da resposta imune adquirida. Em seguida, ocorre
a diferenciagdo das células T, a liberagdo de quimiocinas e citocinas, instaurando um processo crénico nos portadores de DIl. Em
uma condi¢do normal, a homeostase tecidual é restaurada com a atuagdo dos mediadores lipidicos, principalmente aqueles
derivados dos dcidos graxos poli-insaturados émega-3, como as resolvinas, maresinas e protectinas. Essas substdncias favorecem a
eliminagdo de debris celulares, estimulam a apoptose de PMN e a cessagdo do seu recrutamento; além de reduzir a transcricéo de
fatores pré-inflamatdrios.

Falhas neste processo tém sido recentemente associadas ao desenvolvimento
e perpetuacdo de doencas inflamatérias cronicas e ao dano tecidual(10). Logo,
eventuais disfuncdes na via de mediadores de pro-resolugdo podem sustentar o
processo inflamatério e provocar alteragdo na homeostase da mucosa intestinal,
sugerindo um importante papel dessas substancias imunomoduladoras na patogénese
da DIl. Consequentemente, a melhor compreensao dos mecanismos moleculares
envolvidos nesse processo pode representar uma nova abordagem terapéutica para as
DIl, visto que atualmente os medicamentos utilizados atuam a partir de vias anti-
inflamatodrias, inibindo fatores que medeiam a instauracdo ou manutencdo da
inflamacgao, ndo havendo ainda medicamentos que atuem sobre a via de resolug¢ao da
inflamacao(15). Assim, o modelo animal de inflamacéo intestinal propiciard um melhor
entendimento das alteragbes encontradas no perfil inflamatério e resolutivo durante a
inflamacao da mucosa intestinal, sendo possivel avaliar o efeito terapéutico do mediador
lipidico de pro-resolugéo, resolvina D2 (RvD2).
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METODOLOGIA:

1.  Animais experimentais:

Neste estudo foram utilizados camundongos C57/BL6, machos, com quatro
semanas de vida, provenientes do Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). Os
animais foram aclimatados por duas semanas e entdo submetidos aos protocolos
experimentais. Todos os protocolos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da UNICAMP (CEUA, 4919-1/2018).

2. Protocolos experimentais:

Camundongos, com seis semanas de vida, foram randomizados e distribuidos
em dois grupos (n=6/grupo). O grupo controle (grupo CTR) recebeu somente agua
potavel, enquanto o outro grupo (grupo DSS) teve adicionado sulfato de sodio de
dextrano (DSS) 3% a agua para consumo para indugédo da colite experimental, por 7
dias. Apds, camundongos com colite experimental foram tratados com duas diferentes
concentragdes de RvD2 durante 4 dias, Anti-TNFa, uma unica dose, ou solugéo salina,
por via intraperitoneal. Durante os periodos citados avaliou-se os grupos experimentais
quanto a ingestao de alimento, variagdo de peso, presenga de sangue oculto/visivel nas
fezes e consisténcia das fezes (tabela 1). Com base nas alteragbes verificadas nas
categorias citadas, foi estimado o desenvolvimento da colite experimental, a partir da
determinacgdo diaria do indice de atividade da doenca (IAD). Considerou-se que havia
inflamacao estabelecida quando IAD = 2,0. Apds o periodo experimental, os colons
foram extraidos para avaliagdo do comprimento e para a analise da expressao génica
de citocinas proé e anti-inflamatérias, e de enzimas envolvidas na sintese de RvD2, bem
como de seu receptor o GPR 18, através de PCR em tempo real, na mucosa intestinal
dos camundongos. Ainda, foi avaliado a inflamagao colbnica através do escore de
inflamacao histolégico e as repercussdes inflamatérias a partir da coloragdo de
Hematoxilina & Eosina e Tricrdmio de Masson.

Tabela 1 - Sistema de Pontuagdo para calcular o IAD

Escala Perda de Peso Consistencia das Presenca de Sangue nas
Fezes Fezes
0 Nao Normal Nao
1 1-5% Normal Nao
2 6-10% Amolecidas Sangramento leve
3 11-20% Amolecidas Sangramento leve
4 >20% Diarreia Sangramento Intenso

O valor do IAD serd calculado através da soma da pontuagdo para perda de peso, consisténcia das
fezes e a presenca de sangue nas fezes. IAD= Indice de Atividade da Doenca.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

1. Caracterizacao da colite experimental:

O DSS induziu uma colite importante expressa clinicamente pela reducao da
ingesta alimentar (p<0,05), pela perda de peso (p<0,01) e pela ocorréncia de sangue
nas fezes e diarreia. Esses sinais foram agravados a partir do 5° dia de exposi¢ao ao
agente quimico, resultando em uma consistente elevagédo do indice de atividade da
doencga (IAD), quando comparados o grupo DSS e o grupo CTR. Ainda, de forma clara,
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os animais com colite experimental exibiram menor comprimento de célon, quando
comparado ao grupo CTR (p<0,05).

A partir da analise histolégica qualitativa da mucosa intestinal dos animais, foi
confirmado um amplo acometimento do tecido, com alteragdes na sua arquitetura
determinadas pela presencga de infiltrado inflamatoério, perda de criptas e de células
caliciformes, aparecimento de segmentos ulcerados, além de areas com intensificacao
de deposicao de fibras colagenas.

Em continuidade a avaliacdo dos danos associados a colite experimental,
avaliou-se o perfil inflamatério da mucosa intestinal dos camundongos, através da
expressao transcricional de mediadores pré-inflamatérios, como TNF-a, IL-183, IL-6, IL-
22 e anti-inflamatérios, como IL-10, apés o 7° dia de exposi¢cao ao DSS, por PCR em
tempo real. Os valores obtidos atestam que o grupo DSS teve uma maior expressao de
citocinas pro-inflamatérias, com elevagéao significativa nos niveis de TNF-a e IL-22 em
relagdo ao grupo controle (p<0,05) e (p<0,01), respectivamente (figura 3A). Em
contrapartida, as enzimas atuantes na biossintese da RvD2 — como PLA2, 15-LOX e 5-
LOX — e o seu receptor de membrana, o GPR18, foram negativamente regulados, com
significativa reducéo da expressao dessas enzimas (p<0,01) e do receptor (p<0,05),
quando comparado o grupo DSS ao grupo CTR.

Os resultados apresentados confirmam que o DSS 3% foi eficaz em induzir uma
colite experimental, evidenciada pela instituicAo do processo inflamatério com
repercussao metabdlico-clinica e histopatoldgica, e pela modulagao positiva de citocinas
que participam da sustentacdo da resposta inflamatéria patolégica. Em paralelo, foi
observada uma supressdo da via endogena de formagdo da RvD2, associada a
manifestacéo da inflamacéao presente na colite induzida pelo DSS.

2. Tratamento da RvD2:

O tratamento com RvD2 em ambas as doses, bem como com o anti-TNFa,
exerceram efeito protetor na colite experimental induzida por DSS. Com o inicio da
administracdo das substancias referidas, os camundongos apresentaram o
restabelecimento de parte do peso corpéreo, com atenuagdo do seu ritmo de perda
quando comparados ao grupo controle, que nao foi tratado e prosseguiu com a reducao
de peso, alcangando valor final inferior aos demais grupos. Dessa forma, a média de
variagcao de peso dos trés grupos terapéuticos mostrou-se significativamente menor do
que no grupo CTR, o qual apresentou menor resisténcia a perda de peso (p<0,01). Em
relagéo ao IAD, o mesmo comportamento foi notado, com o abrandamento dos sintomas
que culminaram com uma importante redugao do IAD, demonstrando a eficacia dos
tratamentos em lentificar a progressao da inflamacgéao colénica.

Ainda, os animais tratados com anti-TNFa e com a RvD2 na sua maior
concentracao (RvD2 C2) exibiram um comprimento de coélon significativamente maior
do que aqueles com colite experimental induzida sem tratamento (p=0,03 e p=0,01,
respectivamente). J& a RvD2 em menor concentragcdo (RvD2 C1) apesar de também
predispor a uma reducdo do encurtamento do coélon, ndo demonstrou valores
estaticamente significativos.

A acao desses agentes terapéuticos sob a atenuacgéo da inflamagao ainda pode
ser observada a partir da avaliagdo histolégica da mucosa intestinal dos animais com
colite experimental. O grupo CTR exibiu inflamagao colénica consistentemente mais
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grave do que os grupos tratados, com maior extensdo das lesdes, comprometimento
epitelial, ulceragdes, perda de células caliciformes e presenca de filtrado inflamatdrio.
Por sua vez, nos camundongos em uso de RvD2 e anti-TNFa houve maior manutengéo
da histoarquitetura normal, com reducdo dos sinais microscopicos associados a
inflamacdo col6nica. Essa diferenca entre os danos teciduais evidenciados, é
mensurada pelo calculo do escore histolégico de inflamacdo, que engloba diversos
parametros que traduzem a gravidade e dimensdo do acometimento colonico pelo
processo inflamatério, exibindo diferenca significativa entre o grupo CTR e os demais
grupos (p<0,01).

Os resultados deste estudo sugerem a participagdo da RvD2 na modulagéo da
inflamacao do colon associada a colite experimental e sugere ainda sua capacidade em
atenuar os danos associados a colite em um modelo in vivo. O efeito protetor
assemelha-se ao descrito anteriormente na literatura sobre a agcdo dos mediadores
lipidicos de pro-resolugdo em outras doengas inflamatdrias crénicas(16). O
desempenho terapéutico foi evidenciado pela reducdo do IAD, do encurtamento do
célon e do escore histopatoldgico, com redugéo do infiltrado inflamatério, caracteristicos
da lesao colbnica associada a inflamacgao. Ainda, pode ser verificado, que a atuacao da
RvD2 como citoprotetora foi compativel ao anti-TNFa, que é um imunomodulador
frequentemente empregado no manejo das DII(8). Nesse contexto, vale ressaltar que a
RvD2 demonstrou efetividade anti-inflamatéria e pro-resolutiva em distintas e baixas
concentragdes, quando comparada as terapias tipicamente adotadas.

CONCLUSOES:

O efeito benéfico da RvD2 em relagdo a gravidade da colite experimental sugere
o potencial terapéutico desse mediador lipidico, o colocando como uma alternativa
promissora para o tratamento das DII.
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