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RESUMO:

O TNF-a tem um papel importante na letalidade e nas lesdes que
acompanham a reperfusdo. Nesse trabalho, nés avaliamos o efeito de dois
inibidores duais da enzima conversora de TNF-a (TACE) e das
metaloproteinases de matriz (MMP), denominados PKF242-484 e PKF241-
466. NOs examinamos o papel destas enzimas na modulacao dos niveis
séricos e teciduais de TNF-a apds lesdo de isquemia e reperfusao da artéria
mesentérica superior em camundongos, observando a letalidade e a
extensao da lesao tecidual. Animais que durante a reperfusao foram tratados
com PKF242-484 ou PKF241-466 apresentaram uma reducao dose-
dependente dos niveis séricos de TNF-a. De acordo com esse resultado,
esses dois compostos foram capazes de retardar ou prevenir parcialmente a
letalidade que acompanha as lesdes de isquemia reperfusao. A inibicao
maxima ocorreu com a dose de 10 mg/Kg. Os inibidores duais da TACE e das
MMPs reduziram as lesdes associadas a reperfusao localmente e a distancia,
avaliadas pela alteracdo da permeabilidade vascular, recrutamento de
neutréfilos e grau de hemorragia. Além disso, PKF242-484 ou PKF241-466
reduziram a produgdao de TNF-a, KC e MCP-1 no intestino e pulmao de
animais submetidos a reperfusdao. Em contraste, nem PKF242-484 ou
PKF241-466, afetaram as concentragdes séricas e teciduais de IL-10, uma

citocina antiinflamatéria. Para testar a relevancia da inibicdo das MMPs



nesses resultados acima, nds utilizamos um inibidor especifico de MMPs que
nao possui efeito inibitério na TACE, o FN-439. O tratamento com 10 mg/Kg
de FN-439, inibiu a atividade das MMPs avaliadas por zimografia mas nao
demonstrou efeito na letalidade nem foi capaz de reduzir a produgao de TNF-
a soluvel. Nao observamos alteracdes nos demais parametros inflamatorios
de lesao tecidual. PKF242-484 e PKF241-466, novos inibidores duais da TACE
e das MMPs foram efetivos em melhorar as lesdes teciduais associadas a
reperfusdo assim como a resposta inflamatoria sistémica. A utilizacdo desses
compostos pode ser um coadjuvante no tratamento das lesdes que
acompanham a reperfusao de territérios vasculares isquémicos. Tratamento
com inibidores especificos das MMPs ndao demonstrou beneficio nesse
modelo. A inibicao da capacidade de clivagem de TNF-a pela TACE parece ser
o principal mecanismo envolvido na resposta benéfica com o uso de PKF242-

484 ou PKF241-466.

Palavras-chave
Inflamagao, neutréfilos, TNF-a, TACE, MMP, sindrome da resposta

inflamatdria sistémica, FN-439



Abstract:

TNF-a plays an important role in reperfusion-induced tissue injury and
lethality. Here, we assessed the effect of PKF242-484 and PKF241-466, two
dual inhibitors of TNF-a converting enzyme (TACE) and matrix
metalloproteinases (MMPs). We examine the role of these enzymes
modulating TNF-a levels in tissue and serum after ischemia and reperfusion
of the superior mesenteric artery in mice using lethality and the extent of
tissue injury. Reperfused animals that received PKF242-484 or PKF241-466
treatment had a dose dependent reduction of TNF-a concentrations in serum.
In agreement with this last result, both drugs were able to delay and
partially inhibit lethality induced by ischemia and reperfusion. Maximal
inhibition occurred at 10 mg/kg. TACE and MMPs inhibitors reduced
reperfusion associated local and remote tissue injury, as assessed by
changes in vascular permeability, neutrophil recruitment and haemorrhage.
In addition, PKF242-484 or PKF241-466 markedly reduced the production of
TNF-a, KC and MCP-1 in intestine and lungs of animals which underwent
reperfusion. In contrast, nor PKF242-484 or PKF241-466 affected the
elevations of serum and tissue levels of anti-inflammatory cytokine IL-10. To
test the relevance of MMP in these results we used a specific inhibitor of MMP
which possesses no effect on TACE, FN-439. The treatment with 10 mg/kg of

FN-439 decreased MMPs’s activities assessed by zimography but showed no



effects on lethality nor could reduce production of soluble TNF-o . No changes
in other measured inflammatory parameters were observed. PKF242-484 and
PKF241-466, a novel dual TACE and MMPs inhibitors, were effective in
improving reperfusion-associated tissue injury and systemic inflammation.
Combined TACE and MMPs inhibitors may be effective co-adjuvants in
treatments of injuries that follow reperfusion of an ischemic vascular
territory. Treatment with specific inhibitors of MMP in this model showed no
advantages. Inhibition of TACE’s ability in shed TNF-a seems to be the main
mechanism involved in this beneficial response.

Keywords:

Inflammation, neutrophils, TNF-o, TACE, MMP, systemic inflammatory

response syndrome, FN-439
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1. INTRODUCAO E
REVISAO DA LITERATURA



20

1.1 A importancia das lesdoes de isquemia e reperfusao.

Situacdes onde o fluxo de oxigénio para as células é agudamente
reduzido levando a ocorréncia de hipdxia/andxia podem comprometer desde
a viabilidade celular até a funcao organica e a integridade do organismo.
Varias doencas cursam com um fluxo sanguineo comprometido para um leito
vascular regional, para todo um érgao ou globalmente para o organismo.
Podem ser citadas a parada cardiaca, as lesdoes traumaticas (choque
hipovolémico ou distributivo) e as isquemias regionais como a isquemia
intestinal ou o infarto agudo do miocardio (WEIL et al., 2001). Elas
constituem uma das maiores causas de morbi-mortalidade em nossa
sociedade. A possibilidade de reversdo dessas lesdes estd correlacionada
com o tempo e a intensidade da privacdao de oxigénio, assim como a
capacidade da célula ou tecido em tolerar a privacao de oxigénio.

Dentre os varios agentes responsaveis pelas lesbes que ocorrem
durante a isquemia, podemos destacar as alteracdes mitocondriais, a
formacao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, a liberagcdo de
depdsitos de ion ferro e lesdo da microvascularizacdo (CARDEN & GRANGER,
2000).

Avancgos substanciais foram feitos, tanto em agdes preventivas quanto

em acoes curativas. Sabemos que inumeras terapéuticas apresentam um
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impacto significativo (ARMSTRONG et al.,2001 a, b) na morbi-mortalidade
destas doencas.

Terapéuticas farmacoldgicas como o uso do acido acetil-salicilico, dos
inibidores da enzima de conversao da angiotensina, dos B-bloqueadores
(ISIS-1) e dos tromboliticos (GISSI-1), assim como uma série de outras
intervencdes como a angioplastia (GISSI-2), associada ou nao ao uso de
“stents” que sao estruturas tubulares metdlicas expansiveis colocadas nas
artérias e veias obstruidas, impregnados ou ndao com substancias anti-
ploriferativas (SCHOFER et al. 2003; GRUBE et al 2003) e cirurgias de
revascularizacao, alteraram substancialmente o progndstico desse grupo de
doengas que cursam com isquemia e reperfusao.

Especialmente com a utilizacdo de terapias tromboliticas, houve um
grande impacto na sobrevida dos individuos acometidos por eventos
isquémicos. Observou-se que, quanto menor o tempo de isquemia, menor
eram o0s danos e sequUelas nesses pacientes. O reconhecimento da
importancia fundamental do tempo de inicio da terapia fibrinolitica
(reperfusao) e seu impacto na sobrevida gerou a metafora da “hora de ouro”
(BOERSMA et al., 1996), tempo no qual 65 vidas eram salvas por 1000
pacientes tratados, em contraste com apenas 10 vidas salvas por 1000

pacientes tratados entre 6 e 12 horas apds o inicio dos sintomas (FU et al.,

2001) nos processos de isquemia do miocardio.
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Porém a reperfusao, espontanea ou terapéutica, também cursava com
lesbes (AMBROSIO & TRITTO, 1999; COLLARD, 2001). Os processos
envolvidos nessas lesdes, denominadas lesdes de isquemia e reperfusao
(I/R) passaram a ser estudados em diversos modelos de 6rgdos, gerando
consideravel quantidade de informacdo, o que tornou possivel a
caracterizacao de importantes mecanismos envolvidos nessas respostas.

Outro dado interessante demonstrado por Galiuto (2003) assim como
por Lepper (2000) em suas séries de pacientes com isquemia cardiaca
tratados clinicamente demonstra que mesmo apds o uso otimizado da
terapéutica preconizada atualmente, 66% dos pacientes ndo apresentavam
sinais de reperfusdao quando avaliados através de ecocardiografia com
contraste. Alguns desenvolveram um quadro de reperfusao lenta, pois a
incidéncia de auséncia de reperfusao reduziu-se para 29 a 48% (GALIUTO et
al., 2003; LEPPER et al., 2000, respectivamente) apds 1 més da instituicao
da terapia inicial, culminando em déficits cronicos da funcdo orgénica.

O intestino, particularmente, parece ser um 6rgao bastante suscetivel
as lesdoes de I/R (GRANGER et al., 1986). A isquemia intestinal decorre de
inUmeros processos. Podemos citar a obstrugdo do territério venoso ou
arterial por aterosclerose, processos trombodticos ou embdlicos;
intussuscepcdo ou estrangulamento de hérnias; enterocolites necrotizantes
neonatais; pods-transplantes (MASSBERG & MESSMER, 1998; BERLANGA et

al., 2002; COLLARD & GELMAN, 2001; STALLION et al., 2005); além de
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estados de baixo fluxo intestinal como nos choques hipovolémico, distributivo
e cardiogénico (MOORE et al., 1994; SWANK & DEITCH, 1996), assim como
no caso de grandes cirurgias com circulacdao extracorpdérea. A correcdao de
aneurismas de aorta abdominal carrega consigo uma morbi-mortalidade
consideravel devido a ocorréncia de lesbes de isquemia e reperfusao
intestinal. Em uma revisao, Klompje (1987) relata que a incidéncia dessa
complicacao varia de 0,2 a 10% nos casos de cirurgia eletiva, podendo
acometer 60% dos pacientes nos casos de cirurgias de urgéncia, cursando
com uma mortalidade de cerca de 40% (variando de 20 a 100%).

Varios estudos propuseram a importancia do processo inflamatorio,
como um dos maiores contribuintes no processo de reperfusdo pds-isquemia
(VERMA et al., 2002; BEEKHUIZEN et al., 1998; AMBROSIO et al., 1991;
LEFER & LEFER 1996; GRANGER 1999; CARDEN & GRANGER, 2000; SOUZA
& TEIXEIRA, 2005b). Existem varias evidéncias que as lesdes de reperfusdo
sao fenOmenos complexos relacionados a disfuncdo endotelial e
microvascular, ao recrutamento e ativagao de leucdcitos, a um aumento na
producao de mediadores inflamatdrios bem como a outros mecanismos como
a participacdo de espécies reativas de oxigénio e a ativacdo do complemento
(BOLLI et al., 1989, KLONER et al., 1987 e ZWEIER et al., 1987).

Em relacdo ao intestino, além do dano tecidual, existe o risco de
acometimento sistémico devido a possibilidade de translocacao bacteriana

(MACFIE, 2006) ou da amplificacdo do processo para 0Orgaos distantes
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(SWANK & DEITCH, 1996). Nesse contexto, os estudos de intervengdes que
por um lado, reduzam as lesdes de isquemia e reperfusao e por outro
permitam uma reperfusdo satisfatéria impedindo o surgimento de
insuficiéncias organicas sao importantes, pois permitem uma abordagem
preventiva e/ou curativa em doencas clinicamente relevantes, com elevada

morbi-mortalidade, que acometem nossa sociedade.

1.2 A importancia dos leucécitos nas lesdes de isguemia e reperfusao.

Os leucécitos que entram pela primeira vez no sangue provenientes da
medula 6ssea (células da imunidade inata e células B) ou do timo (células T
nao estimuladas ou “naive”) expressam em sua membrana, padrdoes de
moléculas de adesdao que permitem ou restringem sua migracdo para certas
regidoes (LUSTER et al., 2005).

Todos os linfocitos sdo capazes de responder a sinais de ativacao
alterando a composicao, expressao ou atividade funcional de moléculas de
adesdo. Entretanto as células B e T ativadas necessitam de padroes
especificos e dependem da qualidade, da poténcia e do contexto da
estimulagao antigénica.

Os linfocitos participam da imunidade adquirida e da memodria
imunoldgica e incluem varias populacdes de células T e B com diferentes

padroes de recrutamento. Células “naive” migram preferencialmente para
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tecidos linféides, porém células efetoras e células de memodria sao capazes
de adaptar, migrando para areas onde suas fungdes sao necessarias. Células
T que ja tiveram contato com antigeno migram de maneira mais eficaz, pois
sao capazes de aumentar a expressao de moléculas de adesdo e de
receptores quimiotaticos (XIE et al., 1999). Existem populacdes adicionais de
linfocitos como as células assassinas naturais (“natural killer” - NK) e células
T reguladoras que também participam dos processos inflamatérios e
expressam moléculas de adesdo como outros leucdcitos. Encontramos na
literatura evidéncias da participacdo de linfécitos nas lesbes de
isquemia/reperfusdo intestinal, seja via recrutamento mediado por linfdcitos
T ou através da producao de IgM e ativacdo da via classica do complemento
por linfécitos tipo B (SHIGEMATSU, 2002.; ZHANG, et al., 2004).

Os mastocitos geralmente sdo encontrados nos tecidos (mucosas,
submucosas, tecido conjuntivo, etc) e nas proximidades de vénulas e
arteriolas, onde funcionam como sentinelas. Sinais inflamatérios induzem
sua desgranulagcao com liberagao de citocinas, quimiocinas e “secretagogos”,
gue alteram a permeabilidade celular e induzem o recrutamento leucocitario
(BENOIST & MATHIS, 2002).

Os granulécitos, grupo que inclui os neutrofilos, os eosindfilos e os
basofilos, fazem parte das células de reposta imune inata. Eles expressam
uma série de moléculas de adesao e acumulam-se rapidamente em areas de

inflamacao através da interacdo entre essas moléculas e seus receptores em
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células endoteliais ativadas (NIGLI, 2003). Os neutroéfilos, também
denominados leucdcitos polimorfonucleados (PMN) s3ao capazes de migrar
seguindo gradientes de concentragdo de substéncias quimicas provenientes
de tecidos lesados, produtos bacterianos ou através de moléculas induzidas
por agentes infecciosos (FOXMAN et al., 1997). Neutréfilos sao essenciais
para o combate de infeccdes fungicas e bacterianas e sua deplecao durante o
tratamento com quimioterdpicos estd associada com infeccdes de alta
letalidade por esses patdgenos, conforme demonstrado por Winn (1995).
Entretanto, sua ativacao também pode liberar agentes citotoxicos, causando
dano tecidual como podemos observar nas doencas auto-imunes e nas
doencgas inflamatdrias. Varios mecanismos estdo envolvidos nessas lesdes
como, por exemplo, a liberacdo de radicais livres apds o desafio do sistema
NADPH oxidase; a liberacdo de enzimas proteoliticas; a estimulacdo da
liberagao de citocinas pelas células locais, promovendo maior recrutamento,
além da agregacao de leucédcitos na circulagdo gerando alteracdes da
reologia dos capilares, o que acentua o fendmeno de ndo reperfusao
(AMBROSIO & TRITTO, 1999; VERMEIREN, 2000).

Os mondacitos, distintamente dos granulécitos, tém maior durabilidade
e podem diferenciar tanto em macroéfagos residentes em distintos tecidos
guanto em células dendriticas. As células da linhagem monocitica estao
relacionadas com varias doencas inflamatdérias como a aterosclerose, porém

elas também sdo capazes de combater ou controlar infeccdes crOnicas e
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participam dos processos de cicatrizagdo. Elas expressam uma série de
moléculas de adesdo e receptores para quimiocinas. Ja as células dendriticas
estdo associadas a tecidos linféides e alguns tecidos ndo-linféides, onde
participam dos processos de apresentagao de antigeno e da ativacao das

células T.

1.3 O neutrofilo

Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado a capacidade de PMN
estimulados em causar danos (HARLAN et al.,1981; SHASBY et al., 1983;
DIENER et al., 1985 ; CHEN et al., 2004). O papel dos neutroéfilos em lesdes
de isquemia e reperfusao foi primeiro sugerido pelo estudo de Romson et al.
(1983), que mostrou que a administracao de anticorpos policlonais contra
neutréfilos reduzia o tamanho do infarto do miocardio em caes. Varias
evidéncias demonstram o papel relevante que os neutrdéfilos tém na génese
das lesdes de I/R (WEIGHT et al., 1996; XIAO et al., 1997; SOUZA et al.,
2000a, b; BAXTER, 2002; KOHTANI et al., 2002; MERCHANT et al., 2003).

A liberacdo da enzima mieloperoxidase dos granulos azurdfilos catalisa
a formacao de um poderoso acido oxidante, o acido hipocloroso, o que pode
levar a danos no DNA, proteinas e lipideos. Além disso, pode agir no
endotélio vascular promovendo a liberacao de mediadores pré-inflamatorios,

estimando expressao de moléculas de adesdo, levando ao aumento da
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permeabilidade vascular e aumento da adesao de neutréfilos(FAURSCHOU &
BORREGAARD, 2003).

Apds desgranulacdo, o neutréfilo também libera varias substancias
como proteinas antimicrobianas, proteases, componentes da resposta
oxidativa, varios receptores de membrana para moléculas de adesao
endotelial, metaloproteinases de matriz ("Matrix Metalloproteinases” - MMPs)
e mediadores solluveis da inflamagao (FAURSCHOU & BORREGAARD, 2003).

O processo de recrutamento pode ser dividido em algumas fases como
a captura (“thetering”) e rolamento (“rolling”), a ativacdo, a adesdo, a
diapedese ou transmigracdo e a migracao para os sitios de inflamacao. Cada
uma destas fases ocorre devido a concatenagoes especificas entre moléculas
e seus receptores expressos no neutrofilo, na célula endotelial ou na matriz
extracelular (“Extra-Cellular Matrix” - ECM), como as selectinas, as
integrinas, as quimiocinas e as matrizinas ou MMPs (BURG & PILLINGER,

2001).

1.4 As citocinas

As citocinas sao proteinas reguladoras produzidas e secretadas por
leucocitos e varios outros tipos celulares. Elas possuem inimeras acoes
dentre as quais a regulacao das respostas imunoldgicas inatas e adaptativas,

a modulacao das respostas inflamatérias além de varias outras atividades



29

(VILCEK & FELDMANN, 2004). Uma vez liberadas, as citocinas parecem ter
um papel importante no orquestramento da resposta celular inflamatdria
(FRANGOGIANNIS et al., 1998).

O fator de necrose tumoral (TNF), uma citocina pleiotrépica, foi
originalmente descrito nos anos 70 como um mediador da necrose induzido
por lipopolissacaride (LPS) em tumores transplantados para o subcutaneo de
camundongos (CARSWELL, 1975). Ele apresenta duas formas homoélogas: o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), primariamente derivado de fagdcitos
mononucleares e o fator de necrose tumoral beta (TNF-B), produzido por
linfocitos. Entretanto, varias outras células sao capazes de produzir o TNF-q,
dentre eles os neutréfilos. O TNF-a é sintetizado como uma proteina
transmembranica ndo-glicosilada de aproximadamente 26 kDA. O TNF de
membrana se assemelha a um homotrimero. Um fragmento de 17 kDA de
cada subunidade pode ser clivado proteoliticamente gerando sua forma
sollvel ativa ou “secretada” (ABBAS & LITCHMAN, 2003). O processo de
liberagdo do TNF como um homotrimero sollvel é realizado pela enzima de
conversao do TNF-a (TACE) descrita independentemente por Black. et al.
(1997) e Moss et al. (1997).

A TACE pertence a familia das “metzincina” de metaloproteinase de
zinco que inclui as MMP e proteases que contém dominios de desintegrinas e
metaloproteinase (ADAMs). Ela também é denominada ADAM17, CD156b ou

EC3.2.24.86 (MEZYK et al., 2003). Essas enzimas sao responsaveis pela
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clivagem de uma série de proteinas transmembrana, e especificamente, a
TACE, além de ser a principal responsavel pela liberacdo do TNF soluvel, age
sobre varios outros substratos (SOOND et al., 2005) envolvidos na resposta
inflamatodria e na imunoregulacao.

Uma vez em sua forma sollvel, o TNF-a se liga a duas classes distintas
de receptores celulares denominados TNFR I (p55) e TNFR II (p75)
(TARTAGLIA & GOEDDEL, 1992). Os avancos da biologia molecular
demonstraram que existem uma série de outras moléculas capazes de se
ligarem ao TNF ou mimetizarem seus efeitos e por isso foram chamados
conjuntamente de “superfamilia” de TNF/TNFR. O TNF-a pode interagir com
células endoteliais e induzi-las a expressao de moléculas de adesao como
ICAM-1, VCAM-1 e selectina E, permitindo o acesso de granulécitos aos focos
de inflamagdo. Essa citocina € um potente ativador de neutréfilos mediando
a aderéncia, a quimiotaxia, a desgranulacdo e a explosdao oxidativa
(“oxidative burst”). Ela também é capaz de causar alteragbes de
permeabilidade vascular (HEHLGANS & PFEFFER, 2005).

Os aspectos moleculares das interagoes entre o TNF e seus receptores
sao bastante complexos e por vezes redundantes, ocorrendo ativacao de
diversos mecanismos intracelulares como cascatas de caspases
(CHINNAIYAN et al., 1996; KISCHKEL et al., 2000), fator nuclear kB (NFkB),
quinases Jun N-terminais (JNK) (STANGER et al.1995; HSU et al., 1996),

quinases p38, quinases relacionadas a sinal extracelular (ERK) e quinases de
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fosfoinositol 3 (PI3K) (DEMPSEY, et al., 2003). A analise detalhada das vias
envolvidas nas acdes no TNF foge ao escopo desta dissertacao.

Estudos prévios demonstraram a importancia do TNF-a nas lesdes e na
letalidade apoés I/R (WELBORN et al., 1996; CARDEN & GRANGER 2000;
GRANGER et al., 2001; YAMAMOTO et al., 2001). Corroborando com estes
estudos, trabalhos realizados no laboratério de Imunofarmacologia da UFMG
tém demonstrado que as concentracdes séricas de TNF-a parecem ser as que
melhor se correlacionam com a letalidade no modelo de I/R intestinal
(SOUZA et al., 2001, 2002).

Outra citocina de destaque nesse cenario € a interleucina 10 (IL-10).
Ela também pode ser produzida por varios tipos celulares e participa da
resposta antiinflamatéria, reduzindo a producdo de agentes pro-
inflamatorios. A IL-10 pode reduzir a producao de TNF-a por mondcitos e
células NK, além de varias citocinas e fatores de adesdo. Dentre as agles
antiinflamatoérias da IL-10 também estd a expressao de antagonistas de
mediadores pro-inflamatdrios como os receptores soluveis de TNF (MOORE et
al., 2001; SOUZA et al., 2003a; SOUZA & TEXEIRA, 2005b).

Varias citocinas podem estimular a secregdao de IL-10, como o préprio
TNF-a sugerindo um mecanismo homeostatico onde um estimulo inflamatoério
induz a secrecao de TNF-a que, por sua vez, induz a secregao de IL-10 que

reduz a sintese do préprio TNF-a (BORISH & STEINKE, 2003).



32

Podemos encontrar na literatura estudos que demonstram a
participacao da IL-10 nas lesdes de I/R (ZINGARELLI et al., 2001). A
administracdo de IL-10 exdgena é capaz de reduzir a resposta inflamatdria, a
producao de citocinas e o acumulo de neutréfilos em modelos de I/R
intestinal (LANE et al., 1997; SOUZA et al., 2003a, 2004c).

Avaliar o balanco entre TNF-a e a IL-10 é importante frente as novas

terapéuticas propostas para essas lesoes.

1.5 As quimiocinas

As quimiocinas sdo pequenas moléculas (peso molecular variando de 8
a 12 kDA) que participam da quimiotaxia de leucdcitos e também modulam a
angiogénese, a cicatrizacdo e a migracao tumoral. Elas sdo produzidas por
uma variedade de células incluindo: neutrdéfilos, mondcitos, linfécitos,
eosinofilos, fibroblastos e queratindcitos (BORISH & STEINK, 2003), células
endoteliais (BRIONES et al., 2001), células epiteliais (SEXTON & WALSH,
2002), células dendriticas (VULCANO, 2001) e células T (MATSUMOTO et al.,
1998).

Essas proteinas sao caracterizadas pela presenca de quatro residuos de
cisteina conservados na porcao amino-terminal. Dependendo da presenca ou
nao de aminodacidos entre as duas primeiras cisteinas, podem ser

classificadas como CC (CCL de 1-28), CXC (CXCL de 1-16), CX3C (CX5CL1/
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fractalkine) e, ainda, existe a quimiocina C que possui somente uma cisteina
na porgao N-terminal (XCL1 e XCL2/ “lymphotactin-alpha” e “lymphotactin-
beta”, respectivamente) (ZLOTNIK & YOSHIE, 2000). As quimiocinas
contribuem para resposta inflamatdoria dada sua capacidade de induzir
recrutamento e ativar populagdes de leucdcitos, induzir desgranulacdo e
levar a liberagdao de mediadores inflamatdrios de células efetoras tais como
basoéfilos, mastocitos, neutréfilos e eosindfilos. Entretanto, essas moléculas
também exercem um papel essencial para a homeostase do sistema imune.

Algumas quimiocinas apresentam funcao de dirigir o recrutamento de
células para os tecidos linféides (SALLUSTO & MACKAY, 2004). Contudo, o
estudo das quimiocinas nos Ultimos anos tem contribuido para o
entendimento do seu papel nas diversas doencas inflamatérias, na
hematopoiese, na angiogénese, metastases, rejeicdo de tumores,
diferenciacdo de células T e na infecgdo por HIV (JOHNSON, 2004; LUTHER &
CYSTER, 2001; BELPERIO, 2000; YOUN, 2000).

Johnson et al. (2004) apresentou uma interessante revisao sobre a
modulagao das propriedades das quimiocinas. Particularmente a modulagao
da quimiotaxia, processo complexo que necessita da apresentacao da
quimiocina associada ao glicosaminoglicano (GAG) (PROUDFOOT, 2006),
ocupacao e ativacao de receptores, e transdugao intracelular de sinais
(JOHNSON et al., 2004), tem sido investigada no contexto de varias doencas

como na I/R (SOUZA et al.,2004a), asma (WALSH, 2006), artrite reumatdide



(DAWSON et al., 2003), esclerose multipla (TSUNODA et al., 2004) e
doencas inflamatoérias intestinais (MACDERMOTT, 1999).

A quimiocina mais importante para o recrutamento de PMN e mais
potente para o neutrofilo € a CXCL8 (IL-8) em humanos (BAGGIOLINI et al.,
1994; BAGGIOLINI et al., 1997; BORISH et al., 2003). Ela pode ser
produzida por varios tipos celulares dentre eles os fagdcitos mononucleares,
células epiteliais e endoteliais, linfécitos T, eosindfilos, neutrofilos,
gueratindcitos, fibroblastos e hepatdcitos.

Em camundongos, as quimiocinas denominadas proteina da inflamacao
do macréfago 2 (MIP-2) e quimiocina derivada de queratindcito (CXCL1-3
KC) sao homodlogas de CXCL-8 e se ligam a seu receptor CXCR2 (BOZIC et
al., 1994; LEE et al., 1995). Segundo Calcalano (1994), neutrdéfilos de
camundongos deficientes para a expressao do CXCR2 foram incapazes de
migrar para o peritdbnio em modelo de peritonite quimica. Além disso, esses
animais sao geralmente pequenos, exibem cicatrizacdao retardada,
apresentam pouca resisténcia a infecges e ndo respondem bem ao estresse
do ambiente (DEVALARAJA et al., 2000).

A familia de quimiocinas CC é a mais diversa e numerosa segundo
Locati et al. (2002). Ela pode ser subdividida em quimiocinas constitutivas e
induzidas. Acredita-se que as quimiocinas CC constitutivas participam dos
processos habituais de migracdo leucocitaria enquanto que as quimiocinas

CC induzidas regulam o recrutamento leucocitdrio em reposta a sinais
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imunoldgicos, inflamatoérios e infecciosos. Dentre elas podemos salientar a
proteina quimiotatica para mondcito - 1 (CCL2/MCP1). Sua ligagao com seu
receptor CCR2, contribui significativamente para os processos inflamatdrios
incluindo a aterosclerose. Camundongos deficientes para esse receptor
desenvolvem-se normalmente, mas sdo incapazes de recrutar macrofagos
em modelos de inflamacao induzida por peritonite quimica, nao sao capazes
de eliminar eficazmente patdégenos fagocitados como Listeria monocytogenes
e tem menores granulomas apds desafio com B-glican fungico, (KURIHARA et
al., 1997; KUZIEL at al., 1997).

Quimiocinas da familia CC sao ainda capazes de induzir a producdo de
proteases como MMPs e ativador de plasminogénio tipo uroquinase (uPA) em
células tumorais e em macréfagos (OPDENAKKER et al.,1992). Essas

enzimas sao importantes nos processos de migragao celular.

1.6 As metaloproteinases de matriz (MMPs)

A matriz extracelular (extra-cellular matrix - ECM) é composta de uma
mistura complexa de moléculas insolUveis que incluem colagenos, lamininas,
fibronectinas, “entactinas/nidogens” e proteoglicanos de sulfato de heparan
(MOTT & WERB, 2004). A ECM ndao é somente uma base sélida para o
suporte celular, mas na verdade ela também é um reservatério de citocinas e

fatores de crescimento. Através de receptores de ECM, as células sdo
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capazes de avaliar as condicdes locais e reagir a estimulos (MIRANTI &
BRUGGE, 2002; MICHELE & CAMPBELL; 2003; YONEDA & COUCHMAN, 2003,
HYNES, 2002). Neste contexto a protedlise da ECM é de extrema
importancia, pois pode alterar a aderéncia celular além de liberar varios
fragmentos bioativos, dentre eles GAGs, fatores de crescimento e citocinas
(McCAWLEY & MATRISIAN, 2001; SCHENK & QUARANTA, 2003; ORTEGA &
WERB, 2002).

Todos os componentes da ECM podem ser degradados pelas MMPs.
Essas enzimas pertencem a superfamilia das metzincinas que inclui as
proteases astacinas, ADAMs, e ADAM com motivo semelhante a
trombospondina (ADAM-TS) (STERNLICHT & WERB, 2001). Devido as
semelhancas nos dominios de metaloproteinase, existe potencial de
sobreposicdo funcional entre as familias. Existem ainda formas sollveis e
formas ligadas a membrana celular (MT-MMP) (SEIKI, 2002). As MMPs
possuem inibidores enddégenos denominados inibidores teciduais de
metaloproteinases ("“Tissue Inhibitors of Metallo-Proteinase” - TIMPs).
Atualmente existem quatro formas de TIMP (TIMP 1-4) com diferentes
eficacias para diferentes enzimas (PRESTON, 2002).

De forma similar a outras proteinases, a atividade catalitica das MMPs
pode ser regulada de quatro maneiras distintas: na expressao génica, na
compartimentalizacdo (isto €, o acumulo pericelular destas enzimas), pela

ativacao de pro-enzimas secretadas (Pro-MMPs) e pela acao dos TIMPs
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(PARKER et al., 2004). Sua atividade catalitica também é controlada pela
disponibilidade e afinidade a substratos especificos.

Segundo Preston (2002), varios processos patoldgicos estdo associados
a acdo da MMP como crescimento tumoral e formacdo de metastases,
fibroses, artrite, glaucoma, lupus, esclerose multipla, escleroderma, cirrose,
aneurismas aorticos, infertilidade e inUmeras outras doengas. Porém, pouco
ainda se sabe sobre o papel destas enzimas nas lesdes de I/R. Estudos
recentes com o uso de inibidores destas enzimas tem demonstrado um
possivel efeito protetor em modelos hepaticos, cardiacos e cerebrais de I/R
(KHANDOGA et al., 2006; VIAPPIANI et al., 2006; JANSSENS & LIINEN,
2006; YANG et al, 2006). Entretanto, ainda nao existem estudos avaliando o

uso destas drogas nas lesdes de I/R intestinal.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivos

Considerando o impacto das lesdes de I/R na morbi-mortalidade em
nossa sociedade, o papel dos leucdcitos, particularmente o neutrdéfilo, na
resposta inflamatéria que acompanha essas lesdes, a observacao que
citocinas e quimiocinas participam no processo de recrutamento celular, que
dentre elas o TNF-a parece ter um papel proé-inflamatério relevante nesse
modelo, que seus niveis séricos podem se correlacionar com a gravidade das
lesOes e sendo a TACE a principal enzima responsavel pela clivagem do TNF-

a, nés perguntamos:

As lesdes que acompanham a I/R intestinal no modelo em

camundongos dependem da acao da TACE sobre o TNF-a ?

Agentes inibidores da TACE sao capazes de alterar a letalidade e os

parametros inflamatérios nessas lesdes?

Existe participacao de outras citocinas/quimiocinas, particularmente a

IL-10 nesse processo?

A acdo destes farmacos nesse modelo se deve também a inibicao das

MMP?
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3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Para responder as questdes acima, utilizamos um modelo de isquemia
e reperfusao intestinal em camundongos. Esse modelo apresenta as
caracteristicas necessarias para o acompanhamento de fatores relevantes do
processo inflamatoério agudo (SOUZA, 2004c). A escolha do camundongo
como animal experimental é custo-beneficio satisfatério além de permitir um
gasto reduzido de farmacos.

Para obter as inibicoes desejadas em nosso experimento, os compostos
PKF242-484 e PKF241-466, inibidores duais da TACE e das MMPs
(TRIFILIEFF et al., 2002), foram utilizados. Eles sao capazes de inibicao da
TACE, das MMPs: 1, 2, 3, 9, 13, e da colagenase murina em concentragoes
nanomolares. O composto FN-439 inibe unicamente MMPs. Ele é capaz de
inibir varias MMPs a saber, MMP 1, 3, 8 e 9 (HAGEMANN et al, 2004; ODAKE

et al., 1994).
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4. MATERIAL E METODOS
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4 Material e Métodos

4.1 Animais

Camundongos C57/BL6 machos, entre 8-10 semanas de idade (peso
médio 25g), foram obtidos do CEBIO/UFMG e mantidos sob condicdes
controladas de temperatura (24°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12
h) com livre acesso a racao e agua. O protocolo descrito a seguir foi

submetido a aprovacdo do comité local de ética em pesquisa animal.

4.2 Isquemia e reperfusao intestinal

Os animais foram anestesiados com uretana (1400 mg/kg, i.p.) Apds
confirmacdo de plano anestésico adequado foi realizado uma laparotomia
mediana. A artéria mesentérica superior era entdo identificada, isolada e
totalmente ocluida através de ligadura com fio de algoddo, utilizando-se
como anteparo aproximadamente 0,5 cm de canula de polietileno (PE 10)
(Isquemia). Observava-se macroscopicamente a reducao da coloragao das
algas intestinais. Os animais foram mantidos em berco aquecedor-EFF 421
(Insight Equipamentos, Ribeirdao Preto, SP, Brasil), para controle da
temperatura corporal em 36,8 £2 °C conforme CHEN et al. (2006). Apds 60

minutos (min) a reperfusdo era obtida através da retirada da ligadura.



Os animais foram monitorizados em intervalos de tempos indicados
para a obtengao das curvas de letalidade.

Para a medida dos parametros inflamatorios, observou-se o tempo de
30 min de reperfusao (I60R30). Este tempo de reperfusao (30 min) foi
escolhido baseado nas observacbes de Souza et al. (2003c) onde foi
observado lesao tecidual significativa sem elevadas taxas de mortalidade,
assim como em observacdes pessoais. Apds o término do periodo de
reperfusao os animais eram sacrificados e as amostras de tecido coletadas.
Animais sham-operados foram utilizados como controle.

As drogas em estudo (descritas abaixo) foram administradas
intravenosamente (i.v.) 10 min antes da reperfusao.

Animais do grupo controle submetidos a isquemia e reperfusao

receberam o mesmo veiculo utilizado na diluicdo das drogas.

4.3 Avaliacdo da permeabilidade vascular

O extravasamento de azul de Evans para o tecido foi usado como
indice de aumento de permeabilidade vascular (MATOS et al., 1999 e SOUZA
et al., 2000a). Azul de Evans (2%) foi administrado i.v. (1 mL/kg) via veia
da cauda 5 min antes da reperfusao do leito isquémico.

Apds o sacrificio do animal um fragmento de 3 cm de intestino foi

cortado e colocado em placa de Petri para secagem por 24 horas em estufa a
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40°C. O peso seco do tecido era entdo mensurado e o tecido era incubado
com 1 mL de formamida por 24 horas (temperatura ambiente) para extragao
do corante.

O corante extraido do tecido foi quantificado em leitor “enzyme-linked
immunosorbent assay” (ELISA) (Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience
do Brasil) utilizando-se o comprimento de onda de 620 nm e a concentracao
determinada através de curva padrao de 0.375 a 10 ug/mL de azul de Evans.

O ventriculo direito foi infundido com aproximadamente 20 mL de PBS
para retirada do azul de Evans intravascular dos pulmdes. O pulmao
esquerdo foi, entdo, retirado para extracao de azul de Evans, como descrito
previamente, e o pulmao direito para realizacado de ensaio de
mieloperoxidase (MPQO) e citocinas como descrito posteriormente.

Resultados foram expressos como quantidade (em pnug) de azul de

Evans por 100 mg de tecido.

4.4 Determinacdo dos niveis de citocinas

Niveis de TNF-a, IL-10, CXCL1-3 (KC) e CCL2 (MCP-1) foram medidos
no soro, no intestino e no pulmao dos animais de acordo com descrigao feita
em publicagdes de Souza et al. (2000 a , b) utilizando-se kits de anticorpos
adquiridos do fabricante (R & D Systems, Minneapolis, USA), seguindo o

protocolo recomendado.
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Para dosagem de citocinas, amostras de tecido pulmonar (fragmento
do pulmao direito) e de tecido intestinal, foram homogenizadas em uma
solugao tampao de fosfato (“phosphate-buffered saline - PBS") (0.4 M NaCl e
10 mM de NaPO4) contendo inibidor de proteases (0.1 mM
“phenylmethilsulfonyl fluoride”, 0.1 mM “benzethonium chloride”, 10 mM
“"EDTA"” e 20 KI aprotinina A) e 0,05% “Tween 20", na proporcao de 0,1 g de
tecido para cada mL de solugao; foi utilizado um homogenizador de tecidos
(Power Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania, USA). O sobrenadante foi
usado para as dosagens, apds centrifugacdao de 3.000 rpm durante 10
minutos a 4°C (Centrifuga BR4, Jouan, Winchester, VA, USA). Soro foi obtido
do sangue total (15 min a 37° C seguidos de 30 min a 4° C) e armazenado a
-20° C até analise posterior.

As amostras de soro e dos tecidos foram analisadas na diluicao 1:3 em
PBS.

Para a avaliagdao dos niveis de TNF-a, de IL-10, de CXCL1-3 (KC), e de
CCL2 (MCP-1) foram utilizados kits comerciais adquiridos de R & D Systems.

Todos os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos (C96
MicroWell™ Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA ). Os
anticorpos de captura foram diluidos em PBS, pH 7.4, sendo que a
sensibilizacdo ocorre durante 12 horas a 4° C. A reacdo é bloqueada com
PBS acrescido de 1% de ovalbumina (Sigma). A reacao é detectada pela

incubacao com streptovidina conjugada com peroxidase (“HRP-Streptavidin
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Pharmingem” - 1:4000) e revelada com “OPD (o-phenylenediamine
dihidrocloride” - Sigma). Apdés 30 minutos a reagdao é interrompida com
H,SO.,

A leitura foi feita no leitor de ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC,
Uniscience do Brasil) com filtro para um comprimento de onda de 492 nm.

Os ensaios tem uma sensibilidade de 4 a 8 pg ml™®.

4.5 Dosagem de mieloperoxidase (MPO)

A quantificagdo do acumulo de neutréfilos no intestino e no fragmento
do pulmao direito foi mensurada pelos ensaios de atividade da
mieloperoxidase como descrito anteriormente (Matos et al., 1999).

Sumariamente, fragmentos de intestino e de pulmao direito dos
animais submetidos a I60R30 foram removidos e congelados a — 20°C. Apds
o descongelamento, o tecido (1 g de tecido em 19 mL de tampao) foi
homogeneizado em tampdo com pH 4,7 (0.1 M NaCl, 0.02 M NaPQO4, 0.015 M
NaEDTA), utilizando-se um homogenizador de tecidos (Power Gen 125 -
Fisher Scientific Pennsylvania, USA), centrifugado a 10000 rpm por 15
minutos (Centrifuga. BR4, Jouan, Winchester, VA, USA) e o precipitado é
submetido a lise hipotonica (15 mL de solucao de NaCl 0.2% seguido de
adicdo de igual volume de solucdao contendo NaCl 1.6% e glicose 5%, 30 s

apos ).
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Apds nova centrifugacao o precipitado foi ressuspendido em tampao
NaPO4 0.05 M (pH 5,4) contendo brometo de “hexadecyltrimethylammonium
(HTAB)” 0,5% e re-homogeneizado. Aliquotas de 1 mL da suspensdo foram
transferidas para tubos Eppendorf (Tubo 3810, Eppendorf do Brasil, Sao
Paulo, SP Brasil) de 1,5 mL e submetidas a trés ciclos de
congelamento/descongelamento utilizando-se nitrogénio liquido. Essas
amostras foram novamente centrifugadas por 15 minutos a 10.000 rpm e foi
recolhido o sobrenadante. As amostras dos tecidos foram diluidas em PBS
previamente a analise na razao 1:3.

A atividade da mieloperoxidase no precipitado ressuspendido foi
calculada pela medida pelas alteracdes na densidade o6ptica (OD) a 450 nm
utilizando “tetramethylbenzidine” (1.6 mM) e H,0O, (0.5 mM). A leitura foi
feita no leitor de ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience do
Brasil). Os resultados foram expressos como numero total de neutrdfilos
acompanhado da OD do sobrenadante do tecido e comparados com
neutréfilos da cavidade peritonial igualmente processados. Para tanto, a
inducdo de neutrdéfilos na cavidade peritonial foi realizada pela injecdo de 3
mL de caseina 5%.

Uma curva padrdao do numero de neutrofilos versus OD foi obtida pelo
processamento de neutréfilos purificados (> 95% pureza) como descrito

acima e utilizado para a medida de atividade da mieloperoxidase.
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4.6 Quantificacdo de hemoglobina

O nivel de hemoglobina foi usado como indice de hemorragia tecidual.
Apos lavagem e perfusdao do intestino para remover excesso de sangue do
espaco intravascular, uma amostra de aproximadamente 100 mg de
intestino foi retirada e homogeneizada com reagente de cor Drabkin (Analisa,
Belo Horizonte, Brasil) utilizando-se um homogenizador de tecidos (Power
Gen 125 - Fisher Scientific, Pennsylvania, USA). A suspensao foi centrifugada
por 15 minutos a 3000 rpm (Centrifuga. BR4, Jouan, Winchester, VA USA) e
filtrada com filtro Millipore Express PLUS disc PES philic 0.22um
13mm.(Numeo do catdlogo: GPWP01300, Millipore Corporation, Billerica, MA
, USA).

A solugao resultante foi lida em leitor de ELISA a 520 nm (Status-
labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil). A curva padrao foi feita
utilizando o padrao de hemoglobina. As concentragdes utilizadas foram de
400 a 25 mg de hemoglobina.

Resultados foram expressos como quantidade (em pg) de hemoglobina

por 100 mg de tecido
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4.7 Zimografia

A atividade das MMPs foi mensurada através de zimografia de gelatina
e caseina como descrito anteriormente (KLEINER & STETLER-STEVENSON
1994, FERNANDEZ-RESA et al. 1995).

Sumariamente, a técnica consiste em uma eletroforese das proteases
através de gel descontinuo de poliacrilamida contendo o substrato enzimatico
(gelatina tipo II ou B-caseina). Apds a eletroforese, a remocgao de dodecil
sulfato de sddio (SDS) do gel pela lavagem com solucdo de Triton-X 2,5 %,
permite que as enzimas se renaturem e degradem seu substrato protéico. A
coloracao com azul de Commassie permite a identificacao de bandas de
atividade proteolitica, detectadas como bandas claras contra um fundo azul.

As atividades das gelatinases A e B foram analizadas em géis contendo
gelatina (Gel de poliacrilamida 10,5% contendo 2,0 mg/mL de gelatina) e as
estromelisinas em géis de B-caseina (Gel de poliacrilamida 10,5% contendo
2,0 mg/mL de B-caseina).

Desta forma, ao final do periodo de reperfusao (30 min), uma amostra
de aproximadamente 100 mg de intestino foi retirada, homogeneizada e
lisada pela adicao de 1mL da solugao de lise (1% p/v de NP-40, 100mM de
Tris/HCI pH 8,0, 20% de glicerol, 0,2 mM de EDTA, 1mM de NaVvVO;, 1mM de
DTT, 1mM de PMSF, 200mM de NaCl, leupeptina e aprotinina), e deixada em

banho de gelo por 15 minutos. Posteriormente o lisado foi transferido para
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tubos de 1,6 mL e centrifugado a 12.000 rpm em microcentrifuga Eppendorf
modelo 5417R por 15 minutos a 4°C. As proteinas totais foram quantificadas
pela técnica de Bradford, utilizando-se uma solucdo de albumina de soro
bovina (BSA) 1 mg/mL como padrao. A concentragao das proteinas totais foi
determinada por espectrofotometria através do “Kit Bio-Rad Assay” (Bio-Rad
Laboratories USA) e lidas em leitor de ELISA a 595 nm (Status-labsystems,
Multiskan RC, Uniscience do Brasil). Os valores obtidos foram utilizados para
normalizar os ensaios de zimografia.

Apds o preparo dos géis, e montagem das placas com espassadores
(Bio Rad Mini Protean II electrophoresis apparatus, Hercules, CA, USA) as
amostras foram homogenizadas em igual volume de tampao de amostra 2 X
(para 8ml, utilizamos 2,8 mL dH,O; 1mL Tris-HCI 0,5M, pH 6.8;.8mL de
glicerol; 3,2 mL SDS 10%; 0,2mL de Azul de bromofenol 0,2%) e as
aliquotas normalizadas das proteinas totais foram fracionados nos géis. Na
primeira canaleta de cada gel foi aplicado um padrao de peso molecular
(Invitrogen) que inclui os seguintes pesos (185kDA, 98kDA, 52kDA, 31kDA e
17 kDA)

A eletroforese se processou a 90 volts e a 4°C até que o marcador de
azul de bromofenol atingiu a base do gel (5-7 horas) em tampao de corrida
(Tris 250mM, glicina pH 8,3, 2,5M, SDS 1%). Apods a eletroforese, o SDS foi
removido do gel por trés lavagens de 10 min, consecutivas, utilizando-se

solucao de Triton X-100 2,5%.
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Apds incubagdo a 37°C “overnight” o gel foi corado com a seguinte
solucdo: azul de Coomassie R250 0,25%, metanol 45% e a&cido acético
glacial 10% por 2 horas e tratado com a solugao descorante contendo
metanol 45% e acido acético glacial 10% até o clareamento das bandas.

O gel foi analisado através do percentual de clareamento das bandas
de MMPs e das respectivas pro-MMPs, identificadas de acordo com os pesos
moleculares (PM) obtidos de dados da literatura (FERNANDES-RESA et al.,

1994; SHEN et al., 2003, HELARY, C. et al, 2006).

4.8 Drogas, reagentes e aparelhos:

As seguintes drogas foram obtidas dos laboratérios Sigma (Sigma, St.
Louis, USA).
"Albumin from chicken egg white” (Ovalbumina) NUumero CAS: 9006-59-1
NUmero catalogo A5253
“"Aprotinin  from  bovine Ilung”  (Aprotinina) Férmula molecular:
C284H432N84079S7, Numero CAS: 9087-70-1 Numero catalogo A3428
"Hexadecyltrimethylammonium bromide” Férmula molecular:
CH3(CH2)15N(Br)(CH3)3, Numero CAS: 57-09-0 Numero catalogo H6269
"o-Phenylenediamine dihydrochloride (OPD)” Férmula molecular:

C6H4(NH2)2:2HCI, Numero catalogo 78440
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Azul de bromofenol Formula molecular: C19H10Br405S, Numero CAS 115-
39-9 Numero catalogo B0126

Azul de Coomassie R250 Formula molecular: C47H48N3Na0O7S2. Numero
CAS: 6104-58-1 Numero catalogo B0770

Azul de Evans, Férmula molecular C34H24N6Na4014S4 Numero CAS: 314-
13-6 Numero catalogo E2129

BSA soroalbumina bovina Nimero catdlogo:05473

Dodecil sulfato de soédio (SDS) Sodium dodecyl sulfate Formula:
CH3(CH2)110S03Na, Numero CAS: 151-21-3 Numero catalogo L4390
Gelatina tipo II Gelatin NUmero CAS: 9000-70-8 Numero catalogo G9382
Glicerol Formula molecular: HOCH2CH(OH)CH20H, Numero CAS: 56-81-5
NUmero catalogo G8773

Glicina Formula molecular: NH2CH2COOH, Numero CAS: 56-40-6 Numero
catalogo G8898

Metanol Formula molecular: CH30H, Niumero CAS: 67-56-1 Numero catalogo
M1770

Cloreto de metilbenzetonio Benzenemethanaminium,N,N-dimethyl-N-(2-(2-
(4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl ) phenoxy) ethoxy) ethyl)- , chloride N,N-
Dimethyl-N-(2-[2-(methyl-4-[1,1,3,3-tetramethylbutyl]phenoxy)ethoxy]
ethyl) benzylammonium chloride Formula molecular CagH44NO2Cl Numero
CAS: 25155-18-4 NUmero catalogo M7379

Poliacrilamida Numero CAS: 9003-05-8 Numero catalogo 92560 (Fluka)



Reagente de Bradford Numero catalogo B6916

SDS Sodium dodecyl sulfate Formula molecular: CH3(CH2)110SO3Na,
NUmero CAS: 151-21-3 Numero catalogo L3771

Triton X-100 Formula molecular: 4-(C8H17)C6H4(OCH2CH2)nOH, n~10,
NUumero CAS: 9002-93-1 Numero catalogo 234729

Uretana, Formula molecular: NH2COOC2H5, Numero CAS: 51-79-6 Numero
catalogo U2500

B-Caseina Numero CAS: 9000-71-9 Numero catalogo C6905

Os compostos PKF242-484 e PKF241-466 foram sintetizados pelo
departamento de quimica (Novartis Pharmaceutical Corporation, Summit, NJ,
U.S.A.).

A estrutura do PKF242-484 ¢é "“[(2S,3R)-N4-((S)-2,2-Dimethyl-1-
methylcarbamoyl-propyl)-N1-hydroxy-2-hydroxymethyl-3-(4- methoxy-
phenyl)-succinamide)” e do PKF241-466 “[(2S,3R)-N4-((S)-2,2-Dimethyl-1-
methylcarbamoyl-propyl)-N1-hydroxy-2-hydroxy-methyl-3-phenyl-
succinamide]”. O veiculo utilizado para diluicdo de ambos os compostos foi o
PBS esteril.

Os compostos PKF242-484, PKF241-466 (0.1 a 10 mg/kg) foram
administrados intravenosamente (i.v.) 10 min antes da reperfusao. A selegao
de doses foi baseada em estudo in vivo dos inibidores de TACE realizado por
Trifilieff et al. (2002). O tampdo fosfato (phosphate-buffered saline - PBS)

estéril foi utilizado na diluicdo de todos os compostos
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O composto FN-439 foi sintetizado por Calbiochem (Calbiochem, La
Jolla, USA). Trata-se de um inibidor de varias MMP a saber, MMP 1, 3, 8 e 9
(HAGEMANN et al, 2004; ODAKE et al., 1994). O veiculo utilizado para
diluicao foi o PBS estéril. A estrutura do FN-439 é "{[4-Abz-Gly-Pro-D-Leu-D-
Ala-NH-OH] [Abz = aminobenzoyl]} " Formula molecular C;3H34NeOe6.

O composto NF-439 (10 mg/kg) foi administrado intravenosamente
(i.v.) 10 min antes da reperfusao. A escolha da dose foi baseada e em
estudo in vivo dos inibidores MMP realizado por Falo et al (2006). O tampao
fosfato (phosphate-buffered saline - PBS) estéril foi utilizado na diluicao
deste composto.

O veiculo utilizado nos animais I/R também foi o PBS estéril
administrado intravenosamente (i.v.) 10 min antes da reperfusao.

O composto Tris (Hydroxymethyl)aminomethane, Nimero CAS 77-86-
1. Calbiochem RTECS TY2900000 também foi sintetizado por Calbiochem
(Calbiochem, La Jolla, USA).

A streptovidina conjugada com peroxidase foi obtida junto a
Pharmingem (BD Pharmingen™, NJ, USA). "Streptavidin-Horseradish
Peroxidase (SAv-HRP (HRP-Streptavidin)” NUmero catalogo 554066.

Reagente de cor Drabkin foi adquirido de Analisa (Analisa, Belo

Horizonte, Brasil).
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Demais drogas utilizadas adquiridas de LABSYNTH PRODUTOS PARA
LABORATORIOS (BH, MG, Brasil) ou VETEC QUIMICA FINA LTDA (Duque de
Caxias, RJ, Brasil).
"Carbamaldehyde” Formamida Formula molecular CH3NO Numero CAS: 75-
12-7.
"EthyleneDiamineTetrAcetic acid” EDTA.(acido etilenodiamino tetra-acético).
"Phenylmethilsulfonyl fluoride” Formula molecular C7ZH7FO2S Numero CAS
329-98-6.
"Tetramethylbenzidine - 3,3'5,5'-tetramethylbiphenyl-4,4'-diamine” Férmula
molecular C16H20N2 Numero CAS: 54827-17-7.
"Tween 20, polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate” Outras
denominagdes "Polysorbate 20 PEG (20) sorbitan monolaurate” Formula
molecular C58H114026 Numero CAS: 9005-64-5.
Acido acético, Acido metanocarboxilico Férmula molecular: C2H402 ou
CH3COOH NUmero CAS 64-19-7
H,0, Peréxido de hidrogénio
H,S0,. Acido sulfurico
NaCl Cloreto de sddio
NaPO, Fosfato de sédio

Kits de anticorpos foram adquiridos de R&D Systems (R&D Systems,

Minneapolis, USA) para mensuracdo das seguintes substancias / (numero
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catalogo) de TNF-a/ (MTAO00), IL-10/ (M1000), CXCL1-3 (KC)/ (MKCO0OB) e

CCL2 (MCP-1)/ (MJEQO).

4.9 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao. As
porcentagens de inibicao foram calculadas através da subtracao dos niveis de
basais (obtidos em animais sham) em relagdo aos animais controle e
tratados.

As diferencas entre as médias foram analisadas utilizando-se analise de
variancia (ANOVA) com pods-testes de Student-Newman-Keuls. Quando
necessario foi utilizado o teste t de student.

Software GraphPad PRISM, GraphPad software Inc. (San Diego, CA,
USA).

Resultados foram considerados significativos quando p< 0,05.

4.10 Pesquisa bibliografica

A pesquisa bibliografica e a obtencdo de artigos em formato eletrénico
foi feita através da base de dados do portal Medline/Pubmed, no endereco:

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?DB=pubmed>
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A obtencdo de artigos em formato eletronico também foi feita através
da base de dados do portal Periédicos Capes (Coordenacao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes/Mec), no enderecgo:
<http://www.periodicos.capes.gov.br/portugues/index.jsp>

Foram avaliados artigos originais, de revisao ou atualizacao e capitulos
de livros-texto, conforme sua relevancia para o tema de estudo, escritos em
portugués, inglés, francés e espanhol.

As palavras-chaves utilizadas foram: "“TNF, TACE, inflammation,
systemic inflammatory response syndrome, ischemia, reperfusion,
isquemia/reperfusion, intestine, neutrophil(s), cytokine(s), chemokine(s),

MMP, FN-439 e zymography”.
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5. RESULTADOS
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5 Resultados

As lesdes que acompanham a I/R intestinal no modelo em
camundongos dependem da acao da TACE sobre o TNF-a ?
5.1 Efeitos dos tratamentos com PKF242-484 ou PKF241-466 na

letalidade e na elevacgdo dos niveis séricos de TNF-a.

Elevadas taxas de mortalidade que ocorrem apds a isquemia e
reperfusdo intestinal parecem se correlacionar com a elevacao sérica de TNF-
a segundo Souza et al. (2002). Animais que receberam PKF242-484 ou
PKF241-466 (inibidores de TACE) apresentaram uma redugao acentuada das
concentracoes de TNF-a no soro (FIG. 1). Podemos notar que o efeito foi
dose-dependente, com inibicdo maxima obtida com a dose de 10 mg/kg em
Nnosso experimento.

Ambos os compostos apresentaram efeitos na letalidade, também de
maneira dose-dependente (FIG. 2). Podemos observar que houve prevengao
e retardo da letalidade que acompanha as lesdes de reperfusdao com o uso de
PKF241-466 e PKF242-484, respectivamente.

O grupo tratado apenas com veiculo teve 100% de letalidade até 60
minutos de reperfusdao enquanto 20% dos animais tratados com 10 mg/kg

de PKF242-484 i.v. e 50% dos animais submetidos ao tratamento com 10
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mg/kg de PKF241-466 EV sobreviveram até o ponto de corte de 120 minutos
(FIG. 2 A, B).

Como houve inibigao significativa da produgao de TNF-a com a dose de
10 mg/kg (P< 0,001 em relacao ao veiculo), essa dose foi utilizada em todos

0s demais experimentos.
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Figura 1: Efeito do tratamento com PKF241-466 (A) ou PKF242-484 (B) nas concentragles séricas de
TNF-a solivel em modelo de lesdo intestinal de isquemia (60 min) e reperfusdao (30 min). TNF-a foi
mensurado por ELISA especifico. PKF242-484 ou PKF241-466 (0.1-10 mg/kg) ou veiculo foram
administrados i.v. 10 minutos antes da reperfusdo. Resultados sdo apresentados como pg de TNF-a
por ml de soro e sdo média =+ DP com média de 5-6 animais por grupo. * para P< 0,01 quando
comparado com animais sham-operados e # para P< 0,05 quando comparados com animais do grupo
I/R.
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Figura 2: Efeitos dos tratamentos com PKF241-466 (A) ou PKF242-484 (B) na letalidade em
modelo de lesdo intestinal de isquemia e reperfusdo. Camundongos (n= 7-10 em cada
grupo) foram anestesiados e submetidos a ligadura da artéria mesentérica superior por 60
minutos. Apds esse periodo a perfusdao foi re-estabelecida e a sobrevida monitorada.
PKF242-484 (0.1-10 mg/kg) ou PKF241-466 (0.1-10 mg/kg) ou veiculo foram administrados
i.v. 10 minutos antes da reperfusdo. A sobrevida dos animais tratados com a dose de 10
mg/Kg de ambos os compostos foi estatisticamente diferente (P < 0,05) em relagdao ao
grupo que recebeu apenas o veiculo
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Agentes inibidores da TACE sao capazes de alterar os
parametros inflamatorios nessas lesoes?
5.2 Efeitos dos tratamentos com PKF242-484 ou PKF241-466 na nas

lesOes teciduais locais e a distancia

A administracao de PKF242-484 ou PKF241-466 10 minutos antes da
reperfusdo da artéria mesentérica superior aboliu as alteracbes de
permeabilidade vascular conseqientes a lesdao de isquemia e reperfusdao no
intestino e nos pulmdes, avaliadas através da reducdao da intensidade do
corante azul de Evans nesses tecidos (FIG. 3 A, B). As duas drogas também
foram capazes de reduzir acentuadamente a migracdao de neutrdéfilos para o
intestino e o pulmdo de animais submetidos a isquemia e reperfusao (FIG.3

C, D).



64

intestino pulméo

Z
=

N
(4]
1
©
|

o
o
1

de pulmao)

N

(4]
1
H*

#

sham veiculo 241-466 242-484 sham veiculo 214-466 242-484

Azul de Evans (pg por 100mg
de intestino)
Azul de Evans (pg por 100mg

o
S

o
1
N
2]
1

o
o
1

N

o
1
H*

H*

MPO (unidades relativas)
g
MPO (unidades relativas)

0 0.0
sham veiculo 241-466 242-484 sham veiculo 241-466 242-484

Figura 3: Efeito do tratamento com PKF242-484 ou PKF241-466 na permeabilidade vascular
(A, B), migracdao de neutréfilos (C, D) em intestino e pulmdo, respectivamente em modelo
de lesdao intestinal de isquemia (60 min) e reperfusdao (30 min). As alteragbes de
permeabilidade vascular foram avaliadas pela mensuracdo do extravasamento do corante
azul de Evans. A migragcdao de neutrdfilos foi avaliada pela mensuragdao dos niveis teciduais
de mieloperoxidase (MPO). PKF242-484 ou PKF241-466 (10 mg/kg) ou veiculo foram
administrados i.v. 10 minutos antes da reperfusdo. Resultados sdo apresentados como ug
de azul de Evans por 100 mg de tecido ou nimero de neutrdfilos por 100 mg de tecido e sdo
média £ DP com média de 5-6 animais por grupo. * para P< 0,01 quando comparado com
animais sham-operados e # para P< 0,05 quando comparados com animais do grupo I/R.
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Além disso, a concentracdo intestinal de hemoglobina, um indicador
indireto de hemorragia tecidual, foi marcadamente reduzida em animais

tratados com os inibidores da TACE (FIG. 4).
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Figura 4: Efeitos do tratamento com PKF242-484 ou PKF241-466 no conteldo intestinal de
hemoglobina em modelo de lesdo intestinal de isquemia (60 min) e reperfusao (30 min). A
hemorragia tecidual foi avaliada pelos niveis teciduais de hemoglobina. PKF242-484 ou
PKF241-466 (10 mg/kg) ou veiculo foram administrados i.v. 10 minutos antes da
reperfusdo. Resultados sdo apresentados como pg de hemoglobina por 100 mg e sao média
+ DP com média de 5-6 animais por grupo. * para P< 0,01 quando comparado com animais
sham-operados e # para P< 0,05 quando comparados com animais do grupo I/R.
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Existe participacao de outras citocinas/quimiocinas,
particularmente a IL-10 nesse processo?
5.3 Efeitos do tratamento com PKF242-484 ou PKF241-466 nas

concentragoes teciduais de citocinas e quimiocinas.

Os niveis de citocinas (TNF-a e IL-10) e quimiocinas (KC/CXCL1-3 e
MCP-1/CCL2) foram medidos no intestino e no pulmao ao final de 30 minutos
de reperfusao. A administracao de PKF242-484 ou PKF241-466 reduziu
significativamente o aumento induzido pela reperfusdao nos niveis teciduais
de TNF-a (FIG. 5 A, B).

De maneira similar, o tratamento com PKF242-484 ou PKF241-466
reduziu os niveis de KC e MCP-1 no intestino e nos pulmdes de animais
submetidos a reperfusao (FIG. 6 A-D).

Em contraste, nem o PKF242-484 ou PKF241-466 foram capazes de

alterar os niveis teciduais da citocina anti-inflamatéria IL-10 (FIG. 7).
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Figura 5: Efeitos do tratamento com PKF242-484 ou PKF241-466 nas concentracdes de
TNF-a no intestino (A) e no pulmao (B) em modelo de lesdo intestinal de isquemia (60 min)
e reperfusdo (30 min). As concentragdes de TNF-a foram mensuradas por ELISA especificos
no intestino e pulmdo. PKF242-484 ou PKF241-466 (10 mg/kg) ou veiculo foram
administrados i.v. 10 minutos antes da reperfusdo. Resultados sdo apresentados como pg de
TNF-a por 100 mg de tecido e sdo média £ DP com média de 5-6 animais por grupo. * para
P< 0,01 quando comparado com animais sham-operados e * para P< 0,05 quando
comparados com animais do grupo I/R.
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Figura 6: Efeitos do tratamento com PKF242-484 ou PKF241-466 nas concentragdes de
MCP-1 (A,B) e KC (C,D) no intestino e no pulmdo em modelo de lesdo intestinal de isquemia
(60 min) e reperfusdo (30 min). As concentragdes de MCP-1 ou KC foram mensuradas por
ELISA especificos no intestino e pulm&o. PKF242-484 ou PKF241-466 (10 mg/kg) ou veiculo
foram administrados i.v. 10 minutos antes da reperfusdao. Resultados sdo apresentados
como pg de MCP-1 ou KC por 100 mg de tecido e sdo média £ DP com média de 5-6 animais
por grupo. * para P< 0,01 quando comparado com animais sham-operados e * para P< 0,05
quando comparados com animais do grupo I/R.
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Figura 7: Efeitos do tratamento com PKF242-484 ou PKF241-466 nas concentragdes de IL-
10 no intestino e no pulmd@3o em modelo de lesdo intestinal de isquemia (60 min) e
reperfusdo (30 min). As concentracées de IL-10 foram mensuradas por ELISA especifico no
intestino (A) e pulmdo (B). PKF242-484 ou PKF241-466 (10 mg/kg) ou veiculo foram
administrados i.v. 10 minutos antes da reperfusdo. Resultados sdo apresentados como pg de
IL-10 por 100 mg de tecido e sdo média £ DP com média de 5-6 animais por grupo. * para
P< 0,01 quando comparado com animais sham-operados e * para P< 0,05 quando
comparados com animais do grupo I/R.
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A acao destes farmacos nesse modelo se deve também a inibicao das
MMPs?
5.4 Efeitos do tratamento com FN-439 na letalidade de animais

submetidos a isquemia (60 minutos) e reperfusao (30 minutos).

A administracao de FN-439 um inibidor de MMP (capaz de inibir MMPs
1, 3, 8 € 9) 10 minutos antes da reperfusdo da artéria mesentérica superior
nao foi capaz de abolir a letalidade associado a reperfusdo (FIG. 8). A dose
de 10 mg/Kg foi utilizada por se mostrar eficaz na inibicao da

metaloproteinases em estudos in vivo prévios (MEIGHAN et al, 2006).

100 ]
—=— veiculo

. —o— FN-439 (10 mg/Kg)

504

% sobrevida

254

0 T © 1
0 30 60

Tempo apos a reperfuséo (min)

Figura 8: Efeito do tratamento com FN-439 na letalidade em modelo de lesao intestinal de
isquemia e reperfusdao. Camundongos (n= 7-10 em cada grupo) foram anestesiados e
submetidos a ligadura da artéria mesentérica superior por 60 minutos. Apos esse periodo a
perfusdo foi re-estabelecida e a sobrevida monitorada. FV-439 (10 mg/kg) ou veiculo foram
administrados i.v. 10 minutos antes da reperfusao. A sobrevida dos animais tratados com a
dose de 10 mg/Kg compostos nao foi estatisticamente diferente (P > 0,05) em relagdo ao
grupo que recebeu apenas o veiculo
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A inibicao isolada das metaloproteinases causadas pelo FN-439 em
animais submetidos a reperfusdao nao foi capaz de reduzir, de maneira
significativa, as concentracdes de TNF-a no soro (TAB. 1). O uso deste
farmaco também ndo afetou a concentragdo intestinal de hemoglobina,
demonstrando auséncia de efeito sobre a hemorragia tecidual (TAB. 1).

Podemos notar ainda que a inibicao da metaloproteinases causada pelo
FN-439 causou um discreto aumento das alteracdbes de permeabilidade
vascular conseqlientes a lesdo de isquemia e reperfusdao no intestino, mas
sem alcancar diferenca estatistica.

O FN-439 também nao foi capaz de alterar a migracdao de neutrofilos
para o intestino de animais submetidos a isquemia e reperfusdo (TAB. 1). No
intuito de simplificar a visualizacao, os dados relativos ao pulmao

apresentando resultados similares ao intestino, ndao foram apresentados.
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TABELA 1:Niveis séricos de TNF-a e parametros inflamatérios medidos no intestino de
camundongos submetidos a isquemia (60 minutos) e reperfusdo (30 minutos) da artéria
mesentérica e tratados com o inibidor de metaloproteinase de matrix FN-439 (10 mg/Kg EV)
10 minutos antes do inicio da reperfusao.

. Alteracdo da MPO
[TNF-a] Hemoglobina permeabilidade vascular Unidades
de azul de Evans relativas
100uL 100mgde (M9
(pdgc/ sorol)J (b g;é testin Og) por 100 mg de (por 100 mg de

intestino) intestino)
Sham N.D. 273,52 £ 41,79 4,41 + 0,63 2,367+ 0,439
I/R veic | 52,00 + 14,33* 964,78 + 302,31* 12,65 + 4,44* 3,965 + 0,677*
FN-439 32,61 +9,32* 1028,52 + 120,07* 22,48 + 7,00* 4,900 + 0,388*

Resultados sdao apresentados como mg de azul de Evans ou em unidades relativas de
neutrofilos por 100 mg de tecido em média + erro padrdo de grupos de 4-5 animais cada.
N.D.= ndo detectdvel veic = veiculo.* P< 0.05 quando comparados com animais do grupo
sham.
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Obtivemos inibicao da atividade das MMPs com as doses utilizadas em
nosso modelo?
5.5 Efeitos do tratamento com FN-439, PKF242-484 ou PKF241-

466 na atividade das MMPs

A administracao de FN-439 (um inibidor de MMPs 1, 3, 8 e 9) e dos
compostos PKF242-484 ou PKF241-466 (inibidores das MMPs 1, 2, 3, 9 e 13)
10 minutos antes da reperfusao da artéria mesentérica superior foram
capazes de inibir a atividade da metaloproteinase 3 (FIG. 9). Podemos notar
uma reducao na banda referente ao peso molecular (PM) da MMP-3 (PM 43-
45 kDA) com o uso da dose de 10 mg/Kg desses agentes. A inibicao da MMP-
3 pelo PKF 242-484 foi semelhante a obtida com o PKF 241-466 (dado nao
mostrado). O grupo sham nao apresentou expressao significativa da MMP-3.

O FN-439 demonstra maior inibicao do que os inibidores duais.
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Figura 9: Zimografia em gel de caseina da MMP-3 e da pré-MMP-3 apds SDS-PAGE em gel
de 10.5% de poliacrilamida em condigdes ndo-redutoras. Efeito do tratamento com veiculo,
FN-439 ou PKF 241466 na inibicdo da atividade da MMP-3 em modelo de lesdo intestinal de
isquemia (60 min) e reperfusdo (30 min). FN-439, PKF241466 (10 mg/kg) ou veiculo foram
administrados i.v. 10 minutos antes da reperfusdo. Apos esse periodo os camundongos (n=
4 em cada grupo) foram sacrificados e porcdes do intestino foram coletadas. MMP-3 ativa
(PM 43-45 kDA). Pr6-MMP-3 (PM 57 kDA). PM = Peso molecular; Veic = veiculo; 466 =
PKF241 466. SDS-PAGE - Eletroforese de gel de poliacrilamida

A administracao de FN-439 e dos compostos PKF242-484 ou PKF241-
466, 10 minutos antes da reperfusao da artéria mesentérica superior
também foram capazes de inibir, ainda que parcialmente, a atividade da
metaloproteinase 2 (FIG. 10 A, B). Podemos notar uma redugao na banda
referente ao peso molecular (PM) da MMP-2 (PM 66-64 kDA) com o uso da
dose de 10 mg/Kg desses agentes. A inibicdo da MMP-2 pelo PKF242-484 foi
semelhante a obtida com o PKF241-466 (dado ndao mostrado). O grupo sham
nao apresentou expressao significativa da MMP-2. Os inibidores duais PKF

241-466 e PKF 242-484 demonstram maior inibicdo da MMP-2 nesta série.



75

Observamos que os compostos testados foram eficazes na inibicao da

atividade das metaloproteinases (FIG. 9 e 10).
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Figura 10: Zimografia em gel de gelatina da MMP-2 e da pr6-MMP-2 apés SDS-PAGE em gel
de 10.5% de poliacrilamida em condigées ndo-redutoras. Efeito do tratamento com veiculo
ou PKF 241466 (A) ou FN-439 (B) na inibicdo da atividade da MMP-2 em modelo de lesao
intestinal de isquemia (60 min) e reperfusao (30 min). FN-439, PKF241466 (10 mg/kg) ou
veiculo foram administrados i.v. 10 minutos antes da reperfusdo. Apods esse periodo os
camundongos (n= 4 em cada grupo) foram sacrificados e porcdes do intestino foram
coletadas. MMP-2 ativa (PM 66-64 kDA). Pr6-MMP-2 (PM 72 kDA) PM = Peso molecular; Veic
= veiculo; 466 = PKF241 466. PAGE - Eletroforese de gel de poliacrilamida

Esse conjunto de dados sugere que os efeitos benéficos observados
com a utilizacdo de inibidores duais da TACE e de metaloproteinases de
matriz se devem primariamente a inibicdo da clivagem do TNF e nao a
inibicdao das MMPs. A inibicao isolada das MMPs nao altera as lesdes de

isqguemia e reperfusao intestinais nesse modelo.



76

6 DISCUSSAO
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6 Discussao

As lesOes de isquemia e reperfusdo (I/R) tém um impacto significativo
na morbi/mortalidade em nossa sociedade. Segundo dados da Organizagao
mundial de saiude (WHO) doencas que cursam com I/R causam atualmente
cerca de 16,7 milhdes de mortes/ano (29,2% do total de ébitos - dados de
2003). Cerca de 80% destas mortes ocorrem em paises em desenvolvimento
e estima-se que até 2010 essas doencgas serdao as principais causa de morte
nesses locais. Além disso, aproximadamente 20 milhdes de pessoas/ano
sobrevivem a essas doencas resultando em enormes gastos para o sistema
de saude devido a necessidade de cuidados clinicos continuos. Sabemos que
terapéuticas farmacoldgicas podem alterar a evolucao destas lesdes (WANG,
et al., 2002) sendo bastante pertinente a pesquisa de compostos que
influenciam o resultado das lesdes de I/R.

Especificamente em nosso modelo, a reperfusdo do territorio vascular
irrigado pela artéria mesentérica superior em camundongos foi seguida por
grave lesdo local (intestino) e a distancia (pulmdes). Essa lesdo foi
caracterizada por migracao de neutrofilos, alteracdo da permeabilidade
vascular, hemorragia e destruicao tecidual (conforme demonstrado aqui e
em SOUZA et al., 2002). Nao existe apenas dano tecidual, mas também

podemos notar uma resposta inflamatdria acentuada, caracterizada pela
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elevacao dos niveis séricos de citocinas e quimiocinas pro-inflamatodrias.
Varios estudos demonstram claramente o papel do TNF-a mediando tanto as
lesdes locais como a inflamacdo sistémica que acompanha as lesdes de I/R
(GILMONT et al., 1996; COLLETTI et al., 1998; SOUZA et al., 2001, 2002;
BELOSJOROW et al., 2003).

Para avaliar se a liberacao de TNF-a era dependente da acao da TACE
em nosso modelo e se a inibicao da TACE poderia prevenir as respostas
inflamatdrias associadas as lesdes de I/R, utilizamos PFK242-484 e PFK241-
466, dois inibidores duais da TACE e das metaloproteinases de matriz
(TRIFILIEFF et al., 2002). Esses agentes foram capazes de inibir a liberagao
de TNF-a in vitro em culturas de células mononucleares humanas, além se
serem capazes de inibir varias MMPs (a saber: MMP 1, 2, 3, 9, 13 e a
colagenase murina). Esses agentes também reduziram parametros
inflamatoérios em modelos in vivo de lesao pulmonar aguda induzida por LPS
ou ovoalbumina, ainda segundo Trifilieff et al. (2002).

O tratamento com PFK242-484 ou PFK241-466, apds o inicio da
isquemia e imediatamente antes da reperfusdo da artéria mesentérica
superior foi capaz de inibir de maneira dose-dependente a liberacao de TNF-a
no soro e em tecidos. A inibicdo do TNF-a sollvel esteve associada a inibicao
da lesao tecidual e ao atraso ou prevencao da letalidade. De maneira geral nao
observamos uma diferenca significativa de poténcia ou eficacia entre PFK242-

484 e PFK241-466, porém testamos apenas um pequeno niumero de doses.
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Estratégias que reduzem a migracdo do neutrofilo sdo sabidamente
preventivas na lesao induzida pela reperfusdao. Esse efeito foi demonstrado
tanto em modelos animais como em humanos (SISLEY et al., 1994). Em
nossos experimentos, a inibicdo do TNF-a soluvel por PFK242-484 ou
PFK241-466, esteve associada a uma significativa reducao na migragcao de
neutréfilos e na producao da quimiocina KC, da familia CXC, sabidamente
ativadora de neutrofilos. Quimiocinas da familia CXC sdo capazes de ativar
CXCR2 da superficie do neutréfilo e sdao essenciais para a sua migragao
durante as lesdoes de isquemia e reperfusdo (SOUZA et al., 2004a). Além
disto, trabalhos anteriores de nosso laboratorio e de outros autores
demonstraram que a liberacdo de quimiocinas CXC pelo neutrofilo é
dependente de TNF-a (SOUZA et al., 2002; OHMORI et al., 1993). Desta
forma, a habilidade do PFK242-484 ou PFK241-466 em prevenir a liberagao
de TNF-a soluvel e conseqlientemente prevenir a produgao de KC poderia ser
uma das causas que contribuiram para os efeitos observados na migragao de
neutrofilos.

Corroborando com esses achados, inibicao da TACE foi acompanhada de
diminuicdo da producao de quimiocinas CXC em modelo de lesdao pos-
transplante pulmonar e por reducdo dos parametros inflamatérios em modelos
de inflamagao peritonial ou pulmonar induzidos pelo LPS e em modelos de
artrite induzida por coldgeno ou polimeros de peptideoglicano (GOTO et al.,

2004, NEWTON et al. 2001, ZHANG et al., 2004 e CONWAY et al.,2001). Desta
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forma, a prevencgao da liberagao/clivagem do TNF-a, a redugao da producgao de
KC dependente de TNF-a e prevengdo da migracdo neutrofilica podem ser a
base dos efeitos benéficos observados com o uso de PFK242-484 ou PFK241-
466 nesse modelo de lesao de isquemia e reperfusao intestinal.

Outros estudos demonstram que a inibigdo da liberagao/clivagem do
TNF-a pela TACE resulta em reducao de lesdes de reperfusao em outros leitos
vasculares como o cérebro (WANG et al., 2004) e coracao (GILLES et al.,
2003).

Entretanto a TACE é capaz de atuar sobre outros substratos. Conforme
revisto por Mezyk et al. (2003) a TACE tem como substratos moléculas que
participam do desenvolvimento e da diferenciacdo como varios fatores de
crescimento, dentre eles o fator transformador de crescimento (TGF-a),
(PESCHON et al.,1998), varias moléculas do sistema imune como ambos os
receptores de TNF (PESCHON et al.,1998; REDDY et al.,2000), o receptor 2
para IL-1 (IL-1RII) (REDDY et al., 2000), a L-selectina (PESCHON et
al.,1998), a fractalkina, (GARTON et al., 2001) o receptor alfa para IL-6 (IL-
6Ra) (ALTHOFF et al., 2000), VCAM-1 (GARTON et al., 2003) e ICAM-1
(TSAKADZE et al., 2005). Ainda existe debate na literatura sobre a
importancia da atuagao da TACE em substratos descritos acima.

Acredita-se que a clivagem dos receptores de TNF-a pode reduzir a
resposta celular a essa citocina (PORTEU & NATHAN, 1990). Outros autores

sugerem que a elevacdo das concentracdes de receptores sollveis poderia
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reduzir os efeitos do TNF-a soluvel devido a sua afinidade de ligacdao com
essas moléculas (ADERKA et al., 1992), impedindo sua ligacdo com
receptores expressos ha membrana.

Alguns trabalhos demonstram que os niveis séricos destes receptores
podem aumentar a acao do TNF-a devido a estabilizacdo da citocina
impedindo seu decaimento (VAN ZEE et al., 1992; ADERKA, 1996). Estes
receptores podem ainda iniciar efeitos sinalizadores através de sua ligacao
ao TNF-a transmembrana, principalmente em situagdes inflamatorias. Sabe-
se que a superfamilia TNF/TNFR é capaz de sinalizar ndo apenas via
receptor, mas também via ligante, fendbmeno conhecido como “sinalizacao
reversa”. Waetzig et al. (2004) sugere que a forma sollvel do TNFR-I pode
induzir a apoptose de mondcitos através de sinalizagao reversa. Infelizmente
nao investigamos de maneira sistematica o papel da inibicdo da TACE na
clivagem de outros substratos em nosso modelo. Por outro lado é razoavel
sugerir que a prevencao da migracao de neutréfilos e das lesdes teciduais
observadas com o uso de PFK242-484 ou PFK241-466 seja devido a
habilidade destes compostos em inibir a TACE e conseqlientemente a inibicdo
dos mediadores soluveis clivados por essa enzima, dentre eles o TNF-a.

Além de seus efeitos nas lesdes teciduais induzidas pela reperfusdo e na
liberacao / clivagem do TNF-a, PFK242-484 ou PFK241-466 retardaram ou
preveniram de maneira dose-dependente a letalidade associada a

reperfusao. De fato, existe uma correlacdao estreita entre a habilidade de
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ambos os compostos em reduzir as concentracdes de TNF-a sistémicas e a
prevencdo/retardo da letalidade. Esse dado é consistente com observacgdes
prévias que demonstram que a concentracdo sérica de TNF-a € um preditor
de mortalidade nesse modelo (SOUZA et al., 2001). Kermarrec et al., (2005)
demonstram a importdncia da TACE em pacientes com sepse abdominal.
Niveis séricos e peritoniais de TNF-a , TNFR I e II e L-selectina, estavam
aumentados em pacientes sépticos quando comparados com controles
saudaveis. Eles ainda observaram que os niveis séricos de TNFRII e
expressao de TACE na membrana de PMN estavam correlacionados com a
sobrevida destes pacientes.

Acredita-se que estratégias que impecam a elevacao dos niveis séricos
de TNF-a estdao associadas a reducdao da letalidade (SOUZA et al., 2001,
2002, 2005b). Assim, a inibicdo da producdo sistémica de TNF-a parece
explicar a habilidade de ambos os compostos em retardar e prevenir a
letalidade. Nao encontramos na literatura outro relato onde a inibicao dual
da TACE e MMPs estd associado a reducdo da letalidade associada a
reperfusao.

Em contraste com a inibicao da lesao tecidual e da produgao de
mediadores pro-inflamatoérios, nem PFK242-484 ou PFK241-466 foram
capazes de modular a produgao de IL-10 induzida pela reperfusao. Sabe-se
gue a IL-10 é capaz de reduzir a liberagao do TNF-a in vivo (GERARD et al.,

1993; MARCHANT et al., 1994). Foi postulado por alguns autores, dentre
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eles Leeuwenberg et al. (1994) e Joyce & Steer (1996) que a IL-10 pode
aumentar a liberacdao de TNFR II sollvel, reduzindo assim os niveis séricos
de TNF-a. Outro mecanismo proposto seria a capacidade da IL-10 de induzir
a expressao de Bc/-2 impedindo assim a apoptose celular (WEBER et al.,
1996; DAEMEN et al., 1998).

Varios estudos demonstram que a IL-10 é um importante modulador
da lesao tecidual apds lesbes de isquemia e reperfusao (LANE et al., 1997;
ZINGARELLI, 2002; SOUZA et al., 2003a, 2004c). Além disso, podemos
observar que varias estratégias que limitam a lesdao tecidual, incluindo o
blogueio de receptores da bradicinina e do PAF, estao associados a um
aumento da producao de IL-10 (SOUZA et al.,2003b,c, 2004b).

Varias situacOes terapéuticas empregadas durante a isquemia e
reperfusao, cursam com inibicao da liberacao de TNF-a seguida de aumento
da produgao de IL-10 e inibicao da lesao IL-10-dependente. Entretanto tal
fato ndao foi observado com o uso destes compostos. Esse mecanismo
também ndo parece estar envolvido nos efeitos benéficos observados com o
uso de anticorpos anti-TNF-a (SOUZA et al., 2001), antagonistas do CXCR2
(SOUZA et al., 2004a) ou com o uso de inibidores do complemento (SOUZA
et al., 2005a). Nossos resultados sugerem que a IL-10 ndo contribuiu para
os efeitos benéficos de PFK242-484 ou PFK241-466 nesse modelo de lesdes

intestinais associados a isquemia e reperfusao



Como PFK242-484 ou PFK241-466 também sao capazes de inibir MMPs
além de seus efeitos sobre a TACE, fez-se presente a necessidade de avaliar
se existia ou nao participacao da inibicao das MMPs nos efeitos observados
nesse modelo de lesdo secundaria a isquemia e reperfusao intestinal.

Neutroéfilos ativados também liberam metaloproteinases. Essas enzimas
geralmente ndo sao expressas em tecidos saudaveis, mas podem ser
secretadas por macréfagos, neutrofilos e linfocitos durante a resposta
inflamatoria, e por varios tipos celulares em processos de cicatrizagao,
doencas e tumores (PARKS et al., 2004). As MMPs sdo secretadas ou podem
ser expressas ha membrana celular (MT-MMPs) (RUTHSHOW et al., 2006).
Funcionalmente as MMPs podem ser subdivididas de acordo com seu
substrato em trés diferentes grupos: As colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-
13) sdo capazes de decompor as fibras insolUveis de colageno em moléculas
sollveis. A clivagem desses subprodutos do colageno ¢é feita pelas
gelatinases (MMP-2 e 9). A MMP-2 parece ser expressa constitutivamente
enquanto a MMP-9 parece estar relacionada a inflamagao e é expressa em
neutroéfilos e macrofagos. (NAGAOKA & HIROTA, 2000; TAO et al., 2004). O
terceiro grupo denominado “semelhantes a estromelisina” (“stromelysin-
like”) - como a MMP-3 é capaz de degradar varios componentes da ECM além
de ser capaz de ativar formas inativas de MMPs. Neste grupo estdao as MMPs

ligadas a membrana.
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Essas enzimas passaram a ser vistas de maneira distinta ao perceber-
se que os peptideos fragmentados da ECM possuiam atividade bioldgica
(SCHENK & QUARANTA, 2003; MOTT & WERB, 2003). Além disto, as MMPs
tem capacidade de atuar sobre outros substratos liberando citocinas,
receptores e moléculas de adesdo (DIEKMANN & TSCHESCHE, 1994;
FOWLKES et al.,1994; KRIDEL et al., 2001). Pouco ainda se sabe sobre a
ativacao das MMPs. Ela pode ser feita por MT-MMPs ou MMP-3, radicais
livres, porém o sistema do plasminogénio tem papel importante como os
fatores ativadores do plasminogénio (“plasminogen activators - (PA)”),
ativador do plasminogénio de tipo tecidual (“tissue-type PA (t-PA)”), o
ativador do plasminogénio de tipo uroquinase (“urokinase-type PA - (uPA)")
e os inibidores da ativacao do plasmonogénio (“PA-inhibitor (PAI)”), (HE et
al., 1989).

A atuacdo das MMPs sobre mediadores inflamatdrios pode se dar de
maneira direta ou indireta. Elas podem clivar quimiocinas resultando em
ativacdo, inativacdao ou antagonismos (McQUIBBAN et al, 2001, 2002; VAN
DEN STENN et al., 2000). Elas também podem, de maneira indireta, agir
sobre substratos aos quais se ligam as quimiocinas, concentrando ou diluindo
moléculas quimiotaticas (LI et al., 2002).

Sabemos que as MMPs 1, 3, 13 e 14 sdo capazes de antagonizar os
efeitos de MCP-1, MCP-2 e MCP-4 pela clivagem da cadeia N-terminal

(McQUIBBAN et al, 2002). Além do efeito sobre as MCPs, outras quimiocinas
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da familia CC ou da CXC também sdo alteradas pela acao enzimatica das
MMPs. A MMP-9 é capaz de inativar varias citocinas como CXCL5 e CXCL6,
porém aumenta a capacidade quimiotatica de CXCL8 (VAN DEN STENN et al.,
2000).

As MMPs também podem regular as quimiotaxias de maneira indireta.
Li et al. (1995) observaram que a MMP-7 derivada de células epiteliais
pulmonares clivava um sulfato de protoheparan de superficie celular gerando
uma molécula denominada “syndecan-1". A acao coordenada de trés fatores
derivados da célula epitelial, a MMP-7, o proteoglicano “syndecan-1” e a
quimiocina CXCL-1 (KC) agiam coordenadamente no intuito de controlar e
confinar a migracao de neutréfilos para os locais de lesdo. Em resposta a
lesdo, a célula epitelial era capaz de sintetizar, secretar e depositar KC nas
cadeias pré-existentes de “syndecan-1” ligadas a membrana. A MMP-7,
também produzida pela lesdo, clivava o complexo quimiocina/”syndecan-1"
gerando assim um gradiente quimiotatico. Estudos em lesdes pulmonares
induzidas pela bleomicina com animais deficientes em MMP-7 demonstram
gue os neutréfilos foram capazes de extravasar dos vasos, mas ficaram
retidos na interface epitelial-intersticial ou em espacos peri-vasculares
expandidos, e ndao foram capazes de entrar nos alvéolos pulmonares.

As citocinas também sdo substrato das MMPs. A IL-1B, uma potente
citocina pro-inflamatdria necessita de ativacdo proteolitica para sua ativacao,

um processo atribuido a enzima conversora de IL-1B (ICE ou caspase-1).
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Entretanto estudos demonstram que pelo menos trés MMPs (MMP-2, 3 e 9)
também podem clivar e ativar a IL-1B (SCHONBECK et al., 1998). Porém,
uma vez ativada, a IL-1B8 passa a ser um substrato para essa mesmas
enzimas. Schonbeck et al. (1998) notaram a inativagao da IL-1B in vivo pela
MMP-3. Ito et al.(1996) ja haviam demonstrado a inativagao in vitro pelas
MMPs 3 e 9 e mais fracamente pela MMP-2. Esses dados demonstram o papel
dual das MMPs na modulacdo bifasica da atividade inflamatoria.

Apesar da TACE ser a principal responsavel pela clivagem do TNF,
estudos in vitro demonstram a capacidade de outras MMPs (nhotadamente
MMP-1, 2, 3, 9 e 17) em clivar o pr6-TNF (ENGLISH et al, 2000). Haro et al.
(2000) e Churg et al. (2003), utilizando células de camundongos deficientes
em TACE demonstraram que a MMP-7 e MMP-12 também ativam o pro-TNF
em macréfagos. Desta forma, acredita-se que a TACE esteja envolvida na
liberagdo de grandes quantidades de TNF induzida por varios estimulos,
enquanto que outras MMPs, particularmente MMP-7 e MMP-12 estejam
envolvidos na liberacdo constitutiva de niveis basais de TNF em macréfagos.
Esse TNF parece ser necessario para fungdes rotineiras como processos de
reabsorcao e resolugcao da resposta inflamatdria (PARKS et al., 2004).

Varios estudos (BASILE et al., 2004; MAGNONI et al., 2004; ROSARIO
et al., 2004) demonstram que as MMPs sdo expressas durante a isquemia e
reperfusao e podem desempenhar um papel importante (ROMANIC et al.,

2002; SOCCAL et al., 2004). Delclaux et al. (1996) ja haviam demonstrado
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gue a MMP-9 tem papel crucial na migracdo de neutrofilos através da
membrana basal in vitro.

O uso do inibidor de MMPs FN-439 nao foi capaz de reduzir os niveis
séricos de TNF-a nem demonstrou nenhum efeito significativo sobre a
letalidade nas lesdes de reperfusao intestinal.

A acao deste inibidor nao foi capaz de reduzir os danos teciduais ou os
parametros inflamatorios associados as lesdes de isquemia e reperfusao
intestinal, como podemos observar pela auséncia de diferenca entre as
dosagens de hemoglobina, de azul de Evans e de MPO do grupo I/R veiculo e
do grupo que recebeu o FN-439. Devemos lembrar que a dose utilizada foi
eficaz em inibir a atividade das MMPs, conforme evidenciado por estudo in
vivo realizado por Falo et al. (2006) e pela zimografia (FIG 9 e 10). Apesar
do uso do FN-439 em nosso modelo ter acentuado as alteracdes de
permeabilidade vascular e a hemorragia, ndo houve diferenca estatistica
entre esse grupo e o grupo I/R.

A inibicdo da atividade de MMP-3 ocorreu de maneira esperada de
acordo com os dados da literatura (FERNANDES-RESA et al., 1994; SHEN et
al., 2003, HELARY, C. et al, 2006). Entretanto, uma discreta inibicao da
atividade de MMP-2 também foi observada com o uso do FN-439. Segundo
as referéncias disponiveis para essa molécula, o FN-439 ndo possui acao
inibitéria direta sobre a MMP-2 (HAGEMANN et al, 2004; ODAKE et al.,

1994). Esse composto apresenta, entretanto, inibicao da MMP-3 conforme os
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autores anteriormente citados e confirmado por nossos achados
apresentados na FIG. 9. Parks (2004) sugere que a MMP-3 é a principal
responsavel pela ativacdo de todas as demais MMPs. Acreditamos que a
discreta reducao da atividade da MMP-2, observada em nosso modelo, pode
ser explicada através da inibicdo de sua ativacdo pela MMP-3, que por sua
vez foi inibida pela a acao do FN-439.

Baseado nas observacdoes de inibicao da atividade de MMPs nesse
modelo, podemos supor que a diferenca observada na letalidade entre o
tratamento com PFK242-484 e PFK241-466 pode ser devida a poténcia do
primeiro composto em inibir a atividade das MMPs, particularmente a MMP-3,
contribuindo negativamente para a sobrevida destes animais. Isto poderia
explicar porque o0 PFK242-484, apesar de ser um inibidor da TACE mais
potente do que o0 PFK241-466 , apresentou maior letalidade.

Em resumo, o conjunto de dados apresentados aqui sugere que o0s
efeitos benéficos observados com a utilizacdo de inibidores duais da TACE e
de metaloproteinases de matriz se devem primariamente a inibicdo da
clivagem do TNF associada ou ndo a inibicdo da MMP. Entretanto, a inibicao
isolada das MMP nao altera as lesdes de isquemia e reperfusao intestinais

nesse modelo.
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7. CONCLUSAO
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7 Conclusao

Esse estudo demonstra que PFK242-484 ou PFK241-466, novos
compostos inibidores duais da TACE e de MMPs sao efetivos em reduzir o
dano local e remoto, a reposta inflamatdria sistémica e a letalidade que
acompanha as lesdes de isquemia e reperfusao da artéria mesentérica
superior em camundongos.

A inibicao das MMPs pelo FN-439 nao foi capaz de reduzir a letalidade,
a resposta inflamatéria sistémica e o dano local, além de acentuar as
alteracdes de permeabilidade capilar locais nas lesdes de reperfusao
intestinais.

Concluimos que o efeito de inibidores duais da TACE e de MMPs parece
estar correlacionado com a capacidade de inibicao da clivagem do TNF-a
nesse modelo e ndo a inibicdo das MMPs.

Desta forma, o uso de compostos como o0 PFK242-484 ou PFK241-466
pode ser um tratamento coadjuvante efetivo em lesdes de reperfusao que se

seguem a isquemia de territérios vasculares.
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