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RESUMO

EFEITO DA INIBIC}AO SELETIVA DAS CICLOOXIGENASES 1 E 2 NA
INTEGRIDADE EPITELIAL COLICA EM MODELO DE COLITE CRONICA
INDUZIDA POR TNBS EM RATOS

A doenca de Crohn (DC) é uma doenca inflamatoria transmural da mucosa que pode acometer
qualquer regido do trato gastrointestinal (TGI). Pacientes portadores de DC normalmente
apresentam condi¢des associadas a esta doenga onde 0 uso de anti-inflamatdrios inibidores de
ciclooxigenase (COX) se faz necessério. Entretanto, hd contradigdes a respeito do uso benéfico
desses farmacos na integridade epitelial dos portadores de DC. Na tentativa de elucidar essa
divergéncia, o presente estudo avaliou o efeito das COX-1 e 2 na integridade do tecido cdlico
de ratos induzidos a colite por meio do &cido 2,4,6- Trinitrobenzeno sulfénico (TNBS). Foi
possivel observar o grau de inflamacdo do tecido colico desses animais ap6s 7 (colite 7° dia),
14 (colite 14° dia) e 28 (colite 28° dia) dias de inducéo. Os dados foram expressos como média
+ erro padrdo da média e considerados diferentes estatisticamente quando p<0,05. A avaliacdo
histopatoldgica mostrou que o grupo Colite 7° dia foi 0 que apresentou maiores alteracdes
quando comparado ao grupo Sham, em contraste ao grupo Colite 14° dia, que demonstrou
menos alteracGes de escores microscopicos que o grupo Colite 7° dia quando comparados ao
grupo Sham e o grupo Colite 28° dia ndo teve alteracdes morfologicas quando comparado ao
grupo Sham. Além dos critérios de escores microscopicos, foram também avaliados o0s escores
macroscopicos, peso umido e mieloperoxidase (MPO) desses grupos, sendo o grupo Colite 7°
dia o Unico grupo que demonstrou esses critérios de analise aumentados em relagdo ao grupo
Sham. A mucosa colica dos animais do grupo Colite 7° dia apresentou uma menor resisténcia
elétrica transepitelial (RET) basal (32,0 + 1,9 Q/cm?) quando comparados ao grupo Sham (36,4
+ 1,6 Q/cm?), diferentemente do observado nos grupos Colite 14° dia e Colite 28° dia, que ndo
demonstraram diferenca para o grupo Sham. Escolhemos o grupo Colite 7° dia, por demonstrar
resultados mais expressivos de inflamacéo, para testar o efeito de inibidores de COX-1 e COX-
2 na integridade da mucosa colica desses animais. Ap0Os serem expostas em modelo ex-vivo de
camara de Ussing ao acido acetilsalicilico (AAS), as mucosas colicas dos animais do grupo
Colite 7° dia demonstrram uma queda da RET ao compara-las as do grupo Sham também
expostas ao AAS (76,85 + 4,66 e 91,21 + 2,79 %, *p<0,05, respectivamente). Outra diferenca
observada foi 0 aumento da permeabilidade a fluoresceina no grupo Colite 7° dia AAS, em
comparacgdo ao grupo Sham AAS (397,6 £ 75,62 e 198,4 + 49,43, *p<0,05, respectivamente).
Ao avaliar a acdo de inibidores especificos de COX-1 (SC-560) e COX-2 (Celecoxibe), foi
possivel observar que houve uma queda da RET do grupo Colite 7° dia exposto ao SC-560
quando comparada ao grupo Colite 7° dia (73,6 £ 3,5 e 94,1 + 4,16 %, *p<0,05,
respectivamente), entretanto, ndo houve diferenca da RET ao serem comparados 0S grupos
Colite 7° dia expostos ao celecoxibe e Colite 7° dia (92,81+ 5,03 e 94,1 + 4,16 %, *p<0,05,
respectivamente). Outro dado obtido foi a queda da RET do grupo Colite 7° dia SC-560 (73,6
+ 3,5 %) quando comparada ao grupo Sham SC-560 (90,9 + 3,02 %), condizendo com 0s
resultados de permeabilidade a fluoresceina, onde o grupo Colite 7° dia SC-560 (294,8 + 41,97)
obteve uma maior passagem de fluoresceina, quando comparado ao grupo Sham SC-560 (116,8
+ 34,51). Diferentemente dos resultados observados com o inibidor de COX-1, o grupo colite
7° dia Celecoxibe ndo demonstrou diferenca estatistica na queda da RET quando comparada ao
grupo Sham celecoxibe (92,81 + 5,03 e 93,19 * 3,12 %, respectivamente), condizendo com 0s
resultados de permeabilidade a fluoresceina, onde o grupo Colite 7° dia Celecoxibe, quando
comparado ao grupo Sham Celecoxibe, ndo apresentou diferenca de passagem de fluoresceina
(228,8 £ 51,71 e 258,3 + 87,41, respectivamente). Esses dados em conjunto revelam os efeitos
deletérios dos inibidores de COX-1 na integridade do tecido célico de animais com colite.
Palavras-chaves: Doenca de Crohn. Integridade Epitelial. Acido Acetilsalicilico.
Ciclooxigenase 1. Ciclooxigenase 2.



ABSTRACT

EFFECT OF SELECTIVE INHIBITION OF CYCLOOXYGENASE 1 AND 2 ON
COLONIC EPITHELIAL INTEGRITY IN A TNBS-INDUCED CHRONIC COLITIS
MODEL

Crohn's disease (CD) is a transmural inflammatory disease of the mucosa that can affect any
region of the gastrointestinal tract (GIT). Patients with CD usually present conditions associated
with this disease where the use of anti-inflammatory cyclooxygenase inhibitors (COX) is
necessary. However, there are contradictions regarding the beneficial use of these drugs in the
epithelial integrity of patients with CD. In the attempt to elucidate this divergence, the present
study evaluated the effect of COX-1 and 2 on the colonic tissue integrity of rats induced by
colitis using 2,4,6-Trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS). It was possible to observe the
degree of inflammation of the colonic tissue of these animals after 7 (colitis 7th day), 14 (colitis
14th day) and 28 (colitis 28th day) days of induction. Data were expressed as mean + standard
error of the mean and were considered statistically different when p <0.05. The
histopathological evaluation showed that the Colitis group 7th day presented the greatest
alterations when compared to the Sham group, in contrast to the Colitis group 14th day, which
showed fewer changes of microscopic scores than the Colitis group 7th day when compared to
the Sham group and the group Colitis 28th day had no morphological changes when compared
to the Sham group. In addition to the microscopic score criteria, the macroscopic, wet weight
and myeloperoxidase (MPOQ) scores of these groups were also evaluated, and the Colitis group
7th day was the only group that demonstrated these increased analysis criteria in relation to the
Sham group. The colonic mucosa of the animals of the Colitis group 7th presented a lower
transient electrical resistance (TEER) at baseline (32.0 = 1.9 ©/cm?) when compared to the
Sham group (36.4 + 1.6 Q/cm?) differently from those observed in the groups Colitis 14th day
and Colitis 28th day, which showed no difference for the Sham group. We chose the Colitis
group 7th day for demonstrating the most expressive inflammation results to test the effect of
COX-1 and COX-2 inhibitors on the colonic mucosa integrity of these animals. After being
exposed in an ex-vivo chamber model of Ussing to acetylsalicylic acid (ASA), the colonic
mucosa of the animals of the Colitis group 7th day showed a decrease of TEER when compared
to those of the Sham group also exposed to ASA (76.85 + 4.66% and 91.21 + 2.79%, *p <0.05,
respectively). Another difference observed was the increase in the permeability to fluorescein
in the Colitis 7th day AAS group, compared to the Sham AAS group (397.6 £ 75.62 and 198.4
+ 49.43, *p <0.05, respectively). When evaluating the action of specific inhibitors of COX-1
(SC-560) and COX-2 (Celecoxib), it was possible to observe that there was a decrease in the
TEER of the Colitis group 7th day exposed to SC-560 when compared to the Colitis group 7th
day (73.6 £ 3.5% and 94.1 + 4.16%, *p <0.05, respectively), however, there was no difference
in TEER when the 7th day colitis groups exposed to celecoxib and Colitis 7th day (92.81 + 5.03
and 94.1 £ 4.16%, * p <0.05, respectively). Another data obtained was the decrease in the TEER
of the Colitis 7th day SC-560 (73.6 + 3.5%) when compared to the Sham SC-560 group (90.9
+ 3.02%), in agreement with the results of fluorescein permeability, where the Colitis 7th day
SC-560 (294.8 + 41.97) had a higher fluorescein flux than the Sham SC-560 group (116.8 +
34.51). Differently from the results observed with the COX-1 inhibitor, the colitis group 7th
day Celecoxib did not show a statistical difference in the fall in TEER when compared to the
Sham celecoxib group (92.81 + 5.03 and 93.19 * 3.12% respectively), in agreement with the
fluorescein permeability results, where the Colite group 7th day Celecoxib, when compared to
the Sham Celecoxib group, did not present a difference in the passage of fluorescein (228.8 +
51.71 and 258.3 + 87.41, respectively). These data together reveal the deleterious effects of
COX-1 inhibitors on the integrity of colonic tissue in animals with colitis.

Keywords: Crohn's disease. Epithelial integrity. Acetylsalicylic acid. Cyclooxygenase 1.
Cyclooxygenase 2.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas Inflamatorias Intestinais: descri¢éo e epidemiologia

As Doencas Inflamatérias Intestinais (DIIs) sdo caracterizadas pela inflamagéo
cronica da mucosa do intestino e tem como principais representantes a Doenca de Crohn (DC)
e a Retocolite Ulcerativa (RCU), que se diferem em diversos aspectos, como por exemplo, na
localizag&o e distribuicdo da inflamacédo e nas populagdes celulares da mucosa envolvidas na
reacao imunolégica (BILLMEIER et al., 2016)

Além de envolver o trato intestinal, as DIls também podem se manifestar de forma
extra-intestinal (35% dos pacientes), afetando outros orgdos, de forma a influenciar
significativamente na qualidade de vida e no estado funcional do paciente (MUHVIC-UREK
et al., 2016; ELIA et al., 2007).

A DC é uma doenca inflamatoria transmural da mucosa que pode acometer qualquer
regido do trato gastrointestinal (TGI), sendo as principais areas afetadas o ileo terminal e a
regido perianal. Apresenta-se de forma descontinua, atingindo vérias porgdes do TGI e
associada a complicacdes, como fistulas, estenoses e abcessos (BAUMGART; CARDING,
2007). Os principais sintomas dessa afeccéo sdo: diarreia cronica, dor abdominal, associados
ou ndo a presenca de sangue e/ou muco nas fezes, perda ponderal, fistulas abdominais e
perianais, fissuras e abscessos anorretais (HUGOT et al., 1996). Além das manifestacfes no
trato intestinal, a DC pode acometer outros érgaos com manifestac@es fora do sitio do intestino,
sendo as mais comuns as oftalmoldgicas, as de cunho dermatoldgico e as reumatologicas
(HANAUER; SANDBORN, 2001).

Apesar da etiologia ser desconhecida, alguns fatores contribuem para o0 aumento da
probabilidade de desenvolvimento da DC, dentre eles, a presenca de histérico familiar e de
fatores ambientais predisponentes, como por exemplo, os antigenos derivados da microbiota e
da dieta, o grau de exposicdo aos patdgenos intestinais, 0 consumo de tabaco e o uso de
medicamentos anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINEs), parecem estar ligados ao
desenvolvimento das DIIs (OLIVEIRA et al., 2010).

Foi entdo postulado que a associacdo de genes que conferem susceptibilidade a
patologia com fatores enddgenos ou exdgenos inicia altera¢cdes na modulagdo da resposta imune
(OLIVEIRA et al., 2010).



18

A DC é considerada um problema de satide publica em muitos paises e importantes
trabalhos retrospectivos sobre a epidemiologia da DC realizados demonstraram a sua
importancia. Siew e colaboradores (2017) fornecem uma revisdo sistematica de uma visdo
abrangente global da incidéncia e da prevaléncia das DIlls no periodo de 1990 a 2016,
identificando uma mudanca substancial na epidemiologia dessas doencas. Foi demonstrado
nesse estudo que desde 1990, a incidéncia das DlIs se estabilizou no mundo ocidental, mas a
prevaléncia permanece alta. No entanto, os paises recentemente industrializados estéo
enfrentando uma incidéncia crescente, diferentemente do observado nas tendéncias do mundo

ocidental durante a Gltima parte do século XX (Figura 1).

Figura 1. Incidéncia e prevaléncia mundial de doenca de Crohn.
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Fonte: Modificada de Siew e colaboradores (2017).
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Outras pesquisas demonstram, que as DIIs apresentam uma maior incidéncia em
etnia branca (ndrdicos europeus), tendo uma distribuicdo semelhante em ambos o0s sexos, sendo
que a DC afeta mais comumente a populagéo feminina, com idade mais frequente em adultos
jovens, na faixa etaria entre 20 a 40 anos, tendo ainda uma maior prevaléncia em areas urbanas
em relacdo as rurais e em classes econémicas mais altas, em fumantes e parentes de primeiro
grau de individuos acometidos (SALVIANO et al., 2007).

No Brasil ha escassez de estudos epidemioldgicos disponiveis sobre a incidéncia e
a prevaléncia da DC, devido ndo ser considerada uma doenga de notificagdo compulsoria,
podendo por esse motivo estar sendo subdiagnosticada, contribuindo, dessa forma, para o atraso
no diagndstico e aumento da sua morbidade (BELASCO et al., 2008).

1.2 Fisiopatologia da doenca de Crohn

As respostas imunes inatas oferecem a primeira linha de defesa contra qualquer
agressdo e sdo mediadas por uma variedade de diferentes tipos celulares, incluindo células
imunologicas classicas, neutréfilos, mondcitos, macrofagos e células dendridicas, bem como
células ndo imunes, como epiteliais, endoteliais e mesenquimais (SOUZA; FIOCCHI, 2016).

A DC tem como principal caracteristica patoldgica, a infiltracdo de neutréfilos
polimorfonucleares e células mononucleares na parte afetada do intestino. A medida que a
doenca se torna mais estabelecida, os neutrdfilos infiltram criptas isoladas, formando abcessos
na mucosa afetada e nas camadas de tecido subjacentes. Os neutréfilos, assim como outros
leucdcitos, produzem substancias nocivas, tais como espécies reativas de oxigénio (EROSs),
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1p (IL-1pB) e protease (ALZOGHAIBI,
2013; SOUZA; FIOCCHI, 2016; ABRAHAM; CHO, 2009).

A DC ¢é também caracterizada por um desequilibrio de respostas da célula T helper
(Th), com predominancia de respostas Thl e IL-17 enquanto ha deficiéncia de respostas de Th2
e de linfocito T regulat6rio. Portanto, essa resposta imunitaria inadequada contribui para uma
maior atuacdo do sistema imune na DC (GUO et al., 2013). No entanto, a interleucina-10 (IL-
10), potente imunorregulador de citocina, foi relatado como sendo produzido nas mesmas
quantidades ou em quantidades aumentadas no intestino de pacientes com DC, em comparacao
com o intestino saudavel (SOUZA; FIOCCHI, 2016).

Outra resposta imunolégica envolvida na DC € a sinalizagdo da interleucina-23 (IL-

23). Esta sinalizacdo é mediada pelo engajamento do heterodimero de IL-23 com o seu receptor
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heterodimero, esse engajamento ativa a via de sinalizacdo JAK-STAT que regula a transcricéo
de varios genes (ABRAHAM; CHO, 2009).

Fica evidenciado também a importancia de respostas para as bactérias intestinais,
que se encontram realgadas pela associacao entre a DC e 0 gene NOD2, que codifica um sensor
intracelular de peptidoglicano, um componente da parede celular bacteriana (ABRAHAM;
CHO, 2009). Um gene de susceptibilidade a doenca, ligado a resposta imunoldgica, foi
identificado. Esse gene € descrito como sendo a proteina 15 contendo dominio de recrutamento
de caspases (CARD 15), que codifica NODZ2, e que esta localizado no cromossoma 16g12 como
observado na DC (STROBER et al., 2007).

Células epiteliais, células de Paneth epiteliais intestinais, macrofagos e células
dendriticas expressam NOD2. (ABRAHAM; CHO, 2009). Esse membro da familia do receptor
tipo NOD, o NOD2, codifica o receptor primario para muramil dipeptideo (MDP) encontrado
em todas as bactérias gram-negativas e gram-positivas. A sinalizagdo NOD2 é essencial para o
reconhecimento bacteriano, sendo dessa forma importante na resposta imune inata e na
regulacdo do comportamento comensal da microbiota (SOUZA; FIOCCHI, 2016).

A ativacdo da proteina NOD2 por peptidioglicano, presente na parede celular
bacteriana, ativa o fator nuclear kB (NF-kB) e a proteina ativada por mitdgeno (MAP) quinase,
das vias de sinalizacédo, o que leva a producéo de citocinas (por exemplo, TNF e interleucina
1B) e péptidos antimicrobianos (ABRAHAM; CHO, 2009).

1.3 Modelo experimental de colite induzida por TNBS

Embora os resultados da investigacdo clinica da DC sejam mais facilmente
explorados e associados a pratica clinica, a pesquisa basica, em especial, modelos animais
adequados, forneceram informac@es valiosas a nivel molecular e permitiram aos pesquisadores
manipular fatores para estudar seu papel (ANTONIOU et al., 2016).

Existem algumas formas de inducdo experimental de DC. Estes modelos variam
desde a inducdo por produtos quimicos, de transferéncia adotiva, até o modelo de animais
geneticamente modificados (RANDHAWA et al., 2014).

Uma das formas de indugdo experimental da DC ¢é por meio do reagente 2,4,6-
trinitrobenzeno sulfénico (TNBS), introduzida para esse fim por Morris e colaboradores (1989).
Apos o protocolo induzido em 1989, varias alteragdes nos aspectos técnicos do protocolo
principal foram desenvolvidos (ANTONIOU et al., 2016). A administracao intra-retal de TNBS
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induz uma colite erosiva auto-limitante. A utilizacdo de TNBS para esse fim vem sendo usada
com frequéncia nas Ultimas duas décadas (JONES-HALLA; GRISHAM, 2014).

Segundo o relatério original de Morris e colaboradores (1989), etanol e TNBS
(100mg/Kg) sdo administrados associados pela via intra-retal em ratos. O etanol é necessario
para interromper a barreira da mucosa, permitindo assim a transloca¢do do TNBS soluvel em
agua no compartimento submucoso, permitindo a interacdo do TNBS com as proteinas do
tecido do colon (ANTONIOU et al., 2016; JONES-HALLA; GRISHAM, 2014).

Apenas com uma Unica administracao dessas substancias combinadas pela via intra-
retal ocorre o desenvolvimento de resposta imune excessiva mediada por células Thi, refletindo
em inflamacédo aguda, apresentando os sinais clinicos referentes a essa fase, dentre eles diarreia,
até mesmo sanguinolenta, e prolapso retal. Com o passar das semanas, 0 peso corporal aumenta,
mas as diarreias persistem (ANTONIOU et al., 2016; JONES-HALLA; GRISHAM, 2014).

Estudar a etiopatogenia da DC pela indugdo por TNBS é uma forma importante
pelo fato de se assemelhar com a DC em humanos, por ser pouco dispendiosa e permitir a
avaliacdo de compostos com potenciais efeitos terapéuticos, tais como anti-TNF-a,

corticosteroides, compostos naturais e medicina tradicional (ANTONIOU et al., 2016).

1.4 Permeabilidade intestinal

A barreira intestinal € composta por uma camada espessa de muco secretado, uma
camada de células epiteliais e as células ndo epiteliais da mucosa subjacentes, principalmente
leucdcitos, com grande quantidade de funges, tanto reguladoras quanto efetoras (FIGURA 2).
Os elementos da barreira mudam em diferentes regides do intestino e podem responder

dinamicamente aos desafios ambientais.
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Figura 2. Representacdo diagramatica da barreira mucosa no c6lon do camundongo
mostrando a espessura da barreira mucosa secretada e a relagdo entre a microbiota
luminal e o epitélio.

Lamen Intestinal

- Microbiota anaerdbica extensa

Camada externa de muco (700 pum)

- Degeneragéo do muco, antimicrobianos diluidos,
algumas bactérias

Camada interna de muco (100 pum)
- Firmemente aderente, rico em antimicrobianos, estéreis, microaerébicos

Criptas colénicas (200 pm)

- Preenchido com muco, estéril.

- Produgé&o de antimicrobianos.

- Barreira de células epiteliais.

- Leucdcitos subjacentes e intervenientes

Fonte: Figura adaptada de McGuckin e colaboradores (2009).

1.4.1 Componentes e funcdes da barreira intestinal

Um dos componentes da barreira intestinal € 0 muco, sendo este secretado na forma
de mucina pelas células caliciformes. O muco age como barreira fisica e quimica contra os
micrdbios, além de manter a superficie da mucosa bem hidratada e fornecer lubrificacéo,
permitindo o fluxo continuo do contetdo luminal (MCGUCKIN et al., 2009).

Outro componente da barreira intestinal é a camada de células epiteliais. Estas
células, por sua vez, fornecem barreira estrutural, fabricam a maioria dos componentes da
barreira secretada, sdo sensores do ambiente externo e emitem sinais que regulam a imunidade
inata e adaptativa subjacente (MCGUCKIN et al., 2009).

As juncOes estreitas (JES) sdo complexos de multiplas proteinas localizados nas

extremidades apicais das membranas laterais das células epiteliais intestinais. Quatro proteinas
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transmembranares integrais tém sido identificadas: ocludina, claudinas, moléculas de adesdo
juncional e tricelulina (FIGURA 3) (LEE, 2015). Os dominios intracelulares dessas proteinas
transmebranares interagem com as proteinas do arcabouco citosélico, como as proteinas zonula
de oclusdo (ZO), que por sua vez ancoram as proteinas transmembrana ao citoesqueleto de
actina. A interacdo das proteinas das JEs com o citoesqueleto de actina é vital para a manutencao
da estrutura das JEs, permitindo sua regulacdo citoesquelética da integridade da barreira
(GONZALEZ-MARISCAL et al., 2003). A contragdo circunferencial e a tensdo na actina sio
reguladas pela ativacdo da cadeia leve da miosina (do inglés, myosin light-chain, MLC). A
inducédo da fosforilagdo de MLC por quinases, como a quinase de MLC e quinase associada a
Rho (Rho-quinase), causa a contragdo da actina, resultando na abertura das vias paracelulares
(TURNER et al., 1997; WALSH et al., 2001).

Figura 3. Micrografia eletrénica e desenho correspondente ao complexo juncional de uma
célula epitelial intestinal.
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Fonte: Figura adaptada de Turner, 2009.

Sabendo da importancia das JEs na fisiologia intestinal, varios pesquisadores estao
estudando o papel das citocinas na regulacéo das JEs intestinais sob condicdes fisiopatoldgicas.
A disfuncdo mediada por citocinas da barreira das JEs, resultando em ativagdo imunoldgica e
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inflamagdo tecidual, é considerada importante no inicio e/ou desenvolvimento de varias
doencas intestinais e sistémicas (TURNER, 2009). Dentre essa citocinas que desempenham
importantes papeis nas JEs intestinais, destacam-se o interferon-y (IFN- vy), o fator de necrose
tumoral-a, a interleucina-1p (IL-B), a interleucina-6 (IL-6), a interleucina-10 (IL-10) e a
interleucina-17 (IL-17). Além dessas citocinas, outros componentes sdo importantes na
manutencdo da barreira das JEs, como o fator de crescimento epidérmico e o fator de
crescimento transformador-f (LEE, 2015).

1.4.2 Funcdes da barreira intestinal na doenga de Crohn

As alteracdes existentes na funcdo de barreira nas DIIs humana incluem reducgéo
nas secrecdes de barreira e atividades antimicrobianas, nimero reduzido de células secretoras,
permeabilidade aumentada, JEs deficientes, e reducdo substancial, chegando até a uma perda
completa do epitélio onde ocorre a ulceracdo (MCGUCKIN et al., 2009).

Pesquisas recentes tém abordado, com maior frequéncia, a importancia das células
de Paneth na DC devido aos dados indicando menor producdo de defensina, expressdo de
NOD2 nas células de Paneth, e demonstracdo de que o ligante microbiano NOD?2,
Muramildipeptideo (MDP), aumenta a transcricdo dos genes da defensina (WEHKAMP et al.,
2007; OGURA et al., 2003; VOSS et al., 2006).

Alguns métodos experimentais sdo empregados para avaliar a permeabilidade
epitelial, dentre esses métodos existe a Camara de Ussing, que utiliza a resisténcia elétrica
transepitelial (soma da resisténcia transcelular e da resisténcia paracelular) e a permeabilidade
a fluoresceina (permeabilidade paracelular) (VIDYASAGAR S.; MACGREGOR G., 2016).

Pesquisas recentes, demonstraram aumento da permeabilidade intestinal na DC
(LIBERTUCCI et al., 2018; CHANG et al., 2017). Embora o mecanismo e o local celular da
permeabilidade aumentada, medidos em humanos, ndo sejam precisamente conhecidos, €
provavel que esteja ligado as a¢6es das citocinas Thl, TNF e IFN, que sdo caracteristicas desta
doenca e conhecidas por aumentarem a permeabilidade (PRASAD et al, 2005).
Acompanhando esses resultados de permeabilidade aumentada, ha reducdo de JES, expressdo
reduzida e realocacgéo de isoformas de claudina envolvidas em JEs na DC ativa (ZEISSIG et
al., 2007). A translocacdo bacteriana é frequentemente relatada na DC, sugerindo que a
permeabilidade alterada a pequenas moléculas e as JEs interrompidas sdo funcionalmente
significativas (MARTIN et al., 2004; RYAN et al., 2004; KEITA et al., 2018).
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1.5 Importancia das ciclooxigenases como alvos terapéuticos nas DIIs

A ciclooxigenase (COX) é uma enzima que possui trés isoformas: COX-1, COX-2
e COX-3. A COX-1 é uma enzima constitutivamente expressa (DEININGER et al., 1999) por
estar mais envolvida em uma variedade de atividades fisiologicas gerais. Acredita-se que ela
mantenha a integridade celular do trato gastrointestinal, incluindo a defesa da mucosa no trato
gastrointestinal superior, a regulacdo do fluxo sangliineo através dos rins e a agregacdo
plaquetéaria (DEININGER et al., 1995; SMITH et al., 2000). A COX-2 é uma enzima induzida
em resposta a ativacao celular mediada por hormdnios, citocinas pro-inflamatorias e fatores de
crescimento. E um importante mediador do processo inflamatdrio e da carcinogénese (FIGURA
4). (SUetal., 2016). A COX-3, possivelmente uma variante da COX-1, uma vez que € derivada
do mesmo gene, foi demonstrada in vitro em linhagens de macréfagos e € encontrada
principalmente no coértex cerebral, medula espinhal e coracdo, ndo sendo, por sua vez,
encontrada no intestino (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

Figura 4. Apresentacdo esquematica das relac6es das ciclooxigenases (COX-1 e COX-2).
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Fonte: Figura adaptada de Zarghi, 2011.

Foi observado pela primeira vez, hd mais de 30 anos, uma associa¢do entre a

inibicdo da COX e a recaida nas DIIs, ocorrendo recidiva, caracterizada por aumento da
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frequéncia de evacuacdes, sangramento retal e deterioracdo da aparéncia da mucosa na
sigmoidoscopia, ocorrendo logo apos a administracdo oral de um agente anti-inflamatorio ndo-
esteroidal e a remissdo sendo restabelecida dentro de 4 semanas ap0s a interrupcdo do
medicamento. (RAMPTON et al., 1981). A distingdo simples de COX-1 como constitutiva e
COX-2 como indutivel tem sido questionada com base em evidéncias recentes da expressdo
constitutiva da COX-2 em tecidos saudaveis, incluindo vasos sanguineos, cérebro, rim e
intestino. A COX-2 foi inicialmente considerada uma enzima induzida por uma variedade de
estimulos inflamatérios e responsavel pela producdo de altas concentragdes de prostanoides
envolvidos em vias pro-inflamatorias. A expressdo constitutiva da COX-2 foi identificada no
tecido gastrintestinal, mais precisamente no estbmago e c6lon humanos e murinos, onde
acredita-se que modula as funcdes neuromusculares normais (WARNER et al., 2004,
BERNARDINI et al., 2006; JACKSON et al., 2000; PORCHER et al., 2002; FORNAI et al.,
2005; PORCHER et al., 2004).

A importancia da expressdo constitutiva da COX-2 esta ganhando reconhecimento
com relacdo ao controle dos processos gastrintestinais em humanos e outros animais, dessa
forma, os papéis da COX-1 e COX-2 na manutencdo e reparo gastrintestinal podem ser
relevantes para muitas DIls (WALLACE et al., 2005).

1.6 Anti-inflamatorios ndo-esteroidais

Os anti-inflamatorios nédo-esteroidais (AINES) atuam inibindo a COX, que ¢é a
principal enzima pela qual as prostaglandinas sdo formadas a partir do &cido araquidonico
(SMITH et al., 1998). As prostaglandinas sdo mediadoras da dor, inflamacdo e febre. Portanto,
os AINEs comumente exibem propriedades anti-inflamatorias e analgésicas.

Devido a associacdo entre a inibicdo de COX e a recaida nas Dlls, pesquisas sao
realizadas com o intuito de avaliar a ligacdo entre os AINES e a exacerbacdo das DIIs. Estudos
laboratoriais demonstraram que o coélon inflamado tem um aumento significativo de
prostaglandina (PG) E2, PGI2 e tromboxano (TX) A2, causado pelo aumento da expressao de
COX-2 (HAMABATA et al., 2018).

Wallace e colaboradores (2011) também tentam comprovar a associa¢éo do uso de
AINEs e as Dlls, por demonstrarem que a inibicdo da producdo de prostaglandinas no colon
devido a ingestdo de AINE provoca uma ruptura em suas funcoes fisioldgicas, levando a recaida

das Dlls. No cdlon, as prostaglandinas estdo envolvidas em processos como producéo de muco,
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proliferacdo celular e regulacdo da permeabilidade da barreira epitelial (WANG et al., 2005).
Como estas prostaglandinas sdo geralmente aumentadas na DII, pensa-se que é este mecanismo
que leva a uma exacerbacéo dos sintomas da DII. Atualmente, reconhece-se que ha consideravel
variacdo inter-agente dentro da classe geral de inibidores da ciclooxigenase, ndo apenas no
modo de a¢do, mas também em efeitos da COX (ARICO et al., 2002; DOVIZIO et al., 2012).

O aumento na producdo de prostanoides pode contribuir para a inflamagdo da
mucosa, mas acredita-se que alguns dos mediadores contribuam para 0 mecanismo de protecao
para evitar mais danos ao tecido inflamado. O papel de muitos dos mediadores derivados de
acidos graxos que podem melhorar a inflamagdo da mucosa (tais como protectins ou resolvinas)
na DII, e as interagdes com os AINEs ndo foram suficientemente explorados neste ponto
(LEVY etal., 2010).

As informagdes disponiveis, atualmente, sdo muito confusas e contraditorias, e isso
levou muitos gastroenterologistas, e outros profissionais da area da saude a aconselharem contra
0 uso de inibidores de COX em pacientes com DIIs. No entanto, os AINEs séo Uteis para
pacientes com Dlls, pois estas afeccdes estdo associadas a condigdes como artralgia, artrite,
sacroileite e espondilite anquilosante, com incidéncia relatada entre 4% e 23% (JOSE et al.,
2008).
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2 JUSTIFICATIVA

A DC é considerada um problema de satide publica em muitos paises, apresentando
alta prevaléncia no mundo ocidental e uma incidéncia crescente nos paises recentemente
industrializados.

Pesquisas demontram que varios fatores podem acarretar no desenvolvimento da
DC, dentre eles as alteracGes existentes na fungédo de barreira, incluindo a reducao nas secregdes
de barreira e atividades antimicrobianas, nimero reduzido de células secretoras, permeabilidade
aumentada, JEs deficientes, e reducdo substancial, chegando até a uma perda completa do
epitélio onde ocorre a ulceragéo.

Uma vez que os anti-inflamatdrios ndo-esteroidais (AINES) agem por inibir de foma
ndo-seletiva a COX, inibindo tanto a COX -1 (constitutiva) quanto a COX-2 (induzivel), eles
comumente exibem propriedades anti-inflamatorias e analgesicas, sendo a sua utilizagdo de
grande importancia para o tratamento de doencas de carater inflamatério. Ao contrario dessas
acOes benéficas dos AINEs, pesquisadores afirmam que o uso dessa classe farmacoldgica causa
retrocesso no quadro de pacientes com Dlls, sendo a recidiva, caracterizada por aumento da
frequéncia de evacuacdes, sangramento retal e deterioracdo da aparéncia da mucosa na
sigmoidoscopia.

A utilizacdo de AINEs é util para o combate as Dlls (dentre elas a DC) pois estas
afeccBes podem vir associadas a disturbios fora do trato gastrintestinal (dentre eles a artralgia,
a artrite, a sacroileite e a espondilite anquilosante). Pérem, visto que essa classe farmacologica
age inibindo de forma ndo-seletiva tanto a isoforma de COX-1 quanto COX-2, acredita-se que
o efeito de perda da integridade epitelial cOlica se da pela inibi¢cdo da enzima constitutiva,
enquanto o uso de inibidor seletivo de COX-2 (celecoxibes) ndo demonstra esse efeito. Dessa
forma, faz-se necessario um estudo mais aprofundado sobre o papel da inibicdo das enzimas

COX 1 e 2 na integridade do tecido colico de portadores dessa afeccdo.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o efeito da inibicdo seletiva das ciclooxigenases 1 e 2 na integridade epitelial

cblica em modelo de colite cronica induzida por TNBS em ratos.

3.2

Obijetivos especificos

Avaliar o desenvolvimento do processo inflamatorio da colite cronica induzida por TNBS
em ratos, comparando pecas de coOlon distais desses animais pertencentes aos grupos
(Sham, Colite 7° dia, Colite 14° dia e Colite 28° dia) por meio da avaliacdo de peso umido,

dos escores macroscopicos, dos escores microscopicos, e de MPO.

Avaliar a integridade da mucosa colica, por meio da Resisténcia Elétrica Transepitelial
(RET) e da permeabilidade a fluoresceina, no modelo de colite crénica induzida por TNBS

em ratos.

Avaliar o efeito do inibidor ndo seletivo de COX (AAS), na integridade do tecido colico
de ratos no modelo de colite crénica induzida por TNBS, por meio da RET e da

permeabilidade a fluoresceina.

Avaliar o efeito do inibidor seletivo de COX-1 (SC-560) na integridade colica de ratos no
modelo de colite crénica induzida por TNBS, por meio da RET e da permeabilidade a

fluoresceina.

Avaliar o efeito do inibidor seletivo de COX-2 (Celecoxibe) na integridade colica de ratos
no modelo de colite cronica induzida por TNBS, por meio da RET e da permeabilidade a

fluoresceina.
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4 METODOLOGIA

4.1 Reagentes

. Acido acetilsalicilico (Sigma®, S&o Paulo, Brasil)

. SC-560 (Sigma®, Sao Paulo, Brasil)

. Celecoxibe (Pfizer®)

. Fluoresceina (Sigma®, Sdo Paulo, Brasil)

. Etanol absoluto (Sigma®, Sdo Paulo, Brasil)

. Acido 2,4,6-Trinitrobenzenosulfonico (Sigma®, S&o Paulo, Brasil)
. Cloreto de sodio - NaCl (Dinamica®, Sdo Paulo, Brasil)

. Cloreto de potassio - KCI (Dindmica®, S&o Paulo, Brasil)

. Cloreto de célcio - CaCl, (Dinamica®, Sdo Paulo, Brasil)

. Sulfato de magnésio - MgSO; (Dinamica®, Séo Paulo, Brasil)

. Fosfato de potassio monobasico - NaH2PO. (Dinamica®, Sdo Paulo, Brasil)
. Bicarbonato de sodio - NaHCO3 (Dinamica®, Sao Paulo, Brasil)

. Glicose - CsH1206 (Dindmica®, Sao Paulo, Brasil)

4.2 Aspectos éticos envolvendo pesquisa animal

Todos os tratamentos e procedimentos cirargicos realizados estavam de acordo com
0 “Guia de cuidados em uso de animais de laborat6rio” com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC), com

protocolo ndmero 128/2017 (Anexo 1).

4.3 Animais

Para este estudo foram utilizados ratos heterogénicos Wistar, machos, pesando 180
- 200 gramas, provenientes do Biotério da Universidade Federal do Ceara. Os animais foram
mantidos em caixas plasticas de polipropileno com maravalha e sob condi¢des controladas de

luz (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura (equivalente a 22 £ 2° C). As caixas foram



31

alocadas em racks e foram fornecidos, aos animais, 4gua e alimentacédo ad libitum.

4.4  Inducéo da colite por TNBS

Inicialmente, os animais passaram por um processo de preparacdo do colon, com a
realizacdo de enema (10 ml de solugéo salina 0,9% via retal/ animal) antes da inducédo da colite.
Para a inducgéo da colite os animais foram previamente anestesiados com cetamina (80 mg/Kg)
e xilazina (10 mg/Kg), posicionados em decubito lateral esquerdo e, em seguida, foi realizada
a administracdo de trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) (20 mg) diluido em etanol 50% em um
volume total de 0,8 ml por animal (MORRIS et al., 1989). O grupo controle recebeu apenas
solucéo salina 0,9% em um volume de 0,8 ml. Foi introduzido, por via retal, um cateter de
polietileno n° 6 até 8 cm da margem anal para a administracdo das solucdes e cada animal

permaneceu suspenso pela caudapor 2 minutos para evitar o retorno do conteudo administrado.

4.5  Avaliacao dos escores macroscopicos de lesdo

Os animais foram eutanasiados pela utilizacdo de uma dose letal de Cetamina (240
mg/kg) combinada com Xilazina (30 mg/kg) (Guazelli et al., 2013). Em seguida, foi realizada
uma incisdo mediana com abertura na cavidade peritoneal. Apds a identificacdo do célon dos
animais, foi isolada uma extensdo de 5 cm dele. A peca foi entdo aberta longitudinalmente,
lavada com solucao fisioldgica e distendida sobre uma superficie plana para a avaliacdo dos
escores macroscopicos (correspondente a soma dos valores individuais dos escores) seguindo

a técnica descrita por Morris (1989), conforme mostrado na tabela 1.
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Tabela 1. Avaliacdo dos escores macroscopicos das lesdes intestinais de animais com colite
induzida por TNBS.

Critério Escore
Aparéncia normal 0
Hiperemia local sem Glceras 1
Ulceragdo sem hiperemia ou espassamento da parede colonica 2
Ulceracdo com inflamagdo em um sitio 3
Ulceracdo / inflamacao em dois ou mais sitios 4
Lesdo principal estendendo-se por 1 cm ao longo do célon 5
Area de lesdo > 2 cm ao longo do comprimento do cdlon. A quantificacio é 6—10

aumentada em 1 para cada centimetro adicional.

Fonte: Morris, 1989. Adaptado.

4.6  Avaliacdo do peso umido dos colons de animais com ou sem colite

ApoOs eutanasia dos animais para analise macroscopica dos escores de lesdo dos
cblons de animais com ou sem colite, foram retirados fragmentos de colon, de cada animal,
medindo (5cm) de comprimento e, posteriormente, foram realizadas as pesagens desses

fragmentos e os resultados foram expressos pela unidade peso umido /cm de leséo.

4.7  Avaliacao dos escores microscopicos de lesdo

Para a avaliacdo dos escores microscopicos, foram confeccionadas laminas
histoldgicas a partir de fragmentos de tecidos cdélicos de animais com ou sem colite.
Inicialmente as amostras passaram pela inclusdo, que consiste em: uma primeira etapa, que
corresponde a desidratacdo (quando ocorre a retirada da agua dos tecidos e a sua substituicao
por alcool através da imersdo em lcoois que possuem concentragdes crescentes), uma segunda
etapa, a diafanizacdo, com a substitui¢do do alcool, agora presente nos tecidos, por xilol, e, uma

ultima etapa, a impregnacédo, que consiste em substituicdo do xilol por parafina fundida a 80°
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em pequenos blocos.

A etapa da microtomia consiste, basicamente, em utilizar um micrétomo para obter
cortes sucessivos, delgados e uniformes, a partir dos blocos de parafina com as pecas incluidas.
Este aparelho é formado por uma lamina de ago, afiada, e um braco ao qual se prende o bloco

e que se desloca verticalmente.

As fitas obtidas a partir do micrétomo foram transferidas para um banho-maria,
com o auxilio de uma pinga, para serem distendidas. A dgua do banho-maria estava a 53°C.
Nesta etapa, foram retiradas as dobras e evitadas as bolhas abaixo da fita. Ap6s a distensao, o0s
cortes foram separados individualmente, utilizando-se laminas de vidro previamente limpas
com detergente e alcool 70% e previamente secas. Antes da utilizacdo das laminas, estas foram
revestidas com uma fina camada de albumina para facilitar a adeséo da pega. As laminas com

0s cortes aderidos foram separadas para secagem por 24 horas.

A coloragdo consiste em uma etapa muito importante para a visualizacdo das
estruturas do tecido. Normalmente s&o utilizados corantes hidrossoliveis, sendo necessaria,
deste modo, a remocdo da parafina da peca que foi preparada nas etapas descritas anteriormente
e que permanece na lamina de vidro. Os corantes utilizados nos procedimentos histoldgicos

foram a Hematoxilina e a Eosina (HE).

A montagem final da lamina consistiu em depositar uma gota de resina liquida sobre
0 corte que estava aderido a lamina de vidro e cobri-lo com uma laminula. A resina depois de
seca garantiu uma lamina permanente que podera durar anos. Apos 24 horas da montagem das
laminas, as mesmas foram levadas ao microscépio para andlises e atribuicbes de escores
conforme a Tabela 2, sendo analisada toda a lamina e os resultados expressos como mediana,
além do minimo valor encontrado e o maximo valor encontrado por critério, entre parénteses.
Estas analises foram realizadas por um patologista sem o conhecimento prévio dos grupos
experimentais (SOARES, 2019).
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Tabela 2 — Escores microscépicos para avaliagdo de fragmentos de tecido intestinal.

Critério Escore
Perda da arquitetura da mucosa 0-3
Infiltrac&o celular 0-3
Espessamento da muscular 0-3
Formacéo de abscesso em cripta 0-1
Auséncia de células caliciformes 0-1

Fonte: Appleyard e Wallace, 1995

4.8  Avaliacdo da atividade de Mieloperoxidase (MPO)

Amostras de colon foram coletadas, pesadas e maceradas em 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB, Sigma Aldrich, EUA), pH 6,0, na proporcao de 500 uL de
solucéo para 50 mg de tecido. Posteriormente, 0 macerado foi centrifugado (5000 rpm, 7 min,
4°C). Em seguida, 10 pL do sobrenadante foram colocados em placa de 96 pogos em duplicata.
Em cada poco, adicionaram-se 200 uL de solugdo contendo O-dianisidina (Sigma Aldrich,
EUA), 5 mg diluida em 3 mL tampao fosfato. A essa solu¢ao foram ainda adicionados 15 pL
de peroxido de hidrogénio (H202, Sigma Aldrich, EUA) a 1%. Determinou-se a absorbancia
em leitor de absorbancia (BMG Labtech, Espanha) no comprimento de onda de 450 nm. Foi
realizada leitura no tempo zero e 1 minuto. Os resultados foram expressos em unidades de
MPO/mg de tecido. Uma unidade de MPO foi definida como a quantidade capaz de converter
1 umol de peroxido de hidrogénio a 4gua em 1 min a 22°C (BRADLEY et al., 1982).
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4.9  Protocolo executado na cAmara de Ussing

4.9.1. Montagem do tecido na camara

Apos a abertura longitudinal do cdlon de animais sem colite e com colite (nos dias
7, 14 e 28 apobs a inducdo por TNBS), o mesmo foi distendido em uma placa petri contendo
solucgéo de Krebs (composta por 145 mM de NaCl, 0,4 mM de KH2POg, 1,6 mM de KoHPO4,
5 mM de glicose, 1 mM de MgClz e 1,2 mM de CaCl, pH 7,4) e, com o0 auxilio de uma lamina
de bisturi, foi realizada a dissecacdo do tecido, sendo retirado a camada muscular. Um
fragmento da mucosa célica dissecada foi posicionado na cdmara de Ussing (Mussler Scientific
Instruments, Aachen, Alemanha), entre duas semicamaras separadas por um adaptador com
uma area exposta de 0,017cm?. Foi entdo colocado Krebs (3,5 ml/semicamara), sendo este
mantido aerado com uma mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO2) e com uma

temperatura constante de 37°C.

4.9.2. Avaliacéo da Resisténcia Elétrica Transepitelial (RET)

A correcdo da resisténcia elétrica do meio e do circuito foi realizada inicialmente e
acompanhada permanentemente por meio de eletrodos Ag/AgCl. Em seguida, foi realizada a
montagem do tecido na cadmara de Ussing, conforme descrito anteriormente. A RET basal foi
calculada de acordo com a lei de Ohm, a partir das deflexdes de voltagem induzidas por pulsos
bipolares de corrente de 50 pA, com duragdo de 200 ms, a cada 6 s, aplicados por meio de fios
de platina. Todos os experimentos foram conduzidos em condicGes de circuito aberto. Apds 30
minutos, o sistema obteve entdo a estabilidade, sendo possivel estabelecer a RET basal,
representada por Q/cm2.

Apos a estabilizacdo, os tecidos célicos dissecados foram expostos, no lado luminal,
a uma solucdo diferente da que mimetiza a fisioldgica (solucdo de Krebs). Essa solucdo ndo-
fisiologica € denominada de “solugdo teste”, composta por Krebs contendo AAS (30,8 mM)
(KEITA et al., 2018), inibidor de COX-1 (SC-560, 500 nM) ou inibidor de COX-2 (Celecoxibe,
500 nM) (JENSEN et al., 2018), sendo cada uma dessas substancias diluida em etanol (etOH),
fazendo-se necessario 0 uso de etOH no grupo Sham. A RET foi entdo avaliada durante os

préximos 60 minutos e representada como Q/cm? (TOBEY et al., 2004). Os resultados foram
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expressos como percentual (%) de variacdo da resisténcia nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos,
correspondendo o tempo zero (momento da exposicao do tecido a solucéo teste) a 100% (Figura
5).

Figura 5. Representagdo esquematica do estudo da RET em camara de Ussing.
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Fonte: Adaptado de Woodland, P. e colaboradores, 2013.

4.9.3. Avaliacéo da permeabilidade a fluoresceina

Apos a exposicdo do tecido a “solucdo teste”, foi analisada a permeabilidade
epitelial paracelular. Para este protocolo, os tecidos colicos foram mantidos nas camaras de
Ussing e a solucdo do lado luminal foi substituida por uma solucdo contendo fluoresceina (1
mg/ml, 376 Da, diluido em Krebs pH 7,4), um tracador fluorescente permeavel que passa
através das camadas da mucosa (FARRE et al., 2008). A permeabilidade foi avaliada em
intervalos de 30 min, durante 90 min a partir de amostras (100 pul) coletadas do lado ndo luminal.
A quantificacdo de fluoresceina foi realizada utilizando um leitor de fluorescéncia (FLUOstar
Omega; BMG Labtech, Ortenberg, Alemanha). Os valores do fluxo de fluoresceina foram
expressos em razdo de intensidade de fluoresceina Tn/TO, a partir de uma curva padrao feita

para cada andlise, onde TO é o tempo inicial e Tn o tempo analisado (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo esquematica do estudo da permeabilidade a fluoresceina na

camara de Ussing.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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4.10  Grupos experimentais

> Curso temporal das alteracdes inflamatorias colicas no modelo de colite induzida
por TNBS:

J Grupo controle (Sham)

o 7° dia ap6s inducdo da colite (Colite 7° dia)

o 14° dia ap6s inducdo da colite (Colite 14° dia)
o 28° dia apos inducdo da colite (Colite 28° dia)

> 4 Avaliacio da integridade da mucosa célica na camara de Ussing apds desafio com

. Sham + etOH
. Sham + AAS
. Colite 7° dia + etOH
. Colite 7° dia + AAS

> 4 Avaliacéo do papel das ciclooxigenases 1 e 2 na mucosa célica na camara de Ussing:

. Sham + etOH

. Sham + SC-560

. Sham + Celecoxibe

. Colite 7° dia + etOH

. Colite 7° dia + SC-560

. Colite 7° dia + Celecoxibe
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411 Analises estatisticas

O teste Shapiro Wilk foi realizado para verificar a normalidade das amostras. Para
os dados paramétricos foram utilizados os testes estatisticos t de Student e analise de variancia
(ANOVA) seguido de pds teste Bonferroni (para dados paramétricos) e teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de Dunn’s (para dados ndo-paramétricos). Os dados foram expressos como
média +/- erro padrdo da média (EPM).
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5 RESULTADOS

5.1 Colite induzida por TNBS altera os critérios microscopicos de leséo

A avaliacdo histopatoldgica mostra que o grupo Colite 7° dia e Colite 14° dia
apresentaram alteracOes estatisticas nos critérios microscopicos quando comparados ao grupo
Sham. Uma dessas alteracdes observadas no Colite 7° dia foi a perda da arquitetura da mucosa
e 0 espessamento da muscular. Outras alteragdes foram encontradas tanto grupo Colite 7° dia
quanto no grupo Colite 14° dia, como infiltragdo celular e auséncia de células caliciformes.
Entretanto, ndo houve formacéo de abscesso em cripta em nenhum dos grupos experimentais.
O grupo Colite 28° dia ndo apresentou diferenca estatistica de critérios microscopicos de

inflamacéo em relacdo ao grupo Sham (Tabela 1).

Tabela 3: Escores das altera¢des microscépicas colicas no modelo de colite induzida por
TNBS

Critérios analisados
Perda da E tod Formagdo de Auséncia de
Grupos arquitetura da Infiltragdo celular spessamento da abscesso em células
. ) muscular . .
experimentais mucosa (0-3) (0-3) cripta caliciformes
(0-3) (0-1) (0-1)
Sham 1(1-2) 1(1-2) 1(1-2) 1(0-1) 0 (0-0)
Colite 72 dia 3(1-3)* 3(2-3)* 3(2-3)* 1(1-1) 1(0-1)*
Colite 142 dia 3(1-3) 3(1-3)* 2 (1-3) 1(1-1) 1(0-1)*
Colite 282 dia 1,5(1-2) 1(1-2)#% 1(0-2)% 1(0-1) 0 (0-0)

Nota: Os resultados sdo expressos como mediana com minimo e maximo representado entre
parénteses (n > 5 por grupo). Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido

pelo teste de Dunn’s. *p < 0,05 vs. grupo Sham. #p<0,05 vs. grupo Colite 7° dia.
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5.2 Curso temporal das alteragdes inflamatorias célicas no modelo de colite induzida por
TNBS

Nestas analises experimentais, o grupo dos animais que foram induzidos a colite e
eutanasiados ap6s 7 dias (Colite 7° dia), apresentou indice significativamente maior (p<0.05)
de escores macroscopicos de danos quando comparado ao grupo ndo induzido (Sham) (20,37 +
1,21 vs. 0,5 + 0,22 escores de danos, *p<0,05, respectivamente). Ainda foi possivel observar
que 0s grupos eutanasiados apés 14 dias (Colite 14° dia) e 28 dias (Colite 28° dia) de inducao
retornaram ao estado basal, ndo apresentando diferenca estatistica quando comparado ao grupo
Sham (1,67 £ 0,9 e 2,2 + 1,1 escores de danos, respectivamente) (Grafico 1A).

Analisando ainda o curso temporal da inflamacéo, foi possivel observar que o grupo
Colite 7° dia apresentou aumento significativo de peso umido quando comparado ao grupo
Sham (0,45 + 0,06 vs. 0,13 £ 0,01 g/cm de célon, *p<0,05, respectivamente). Com o decorrer
da doenca, nos dias 14 e 28 ap0s a inducdo, foi possivel observar reducdo do peso umido do
célon desses animais, ndo tendo, dessa forma, diferenca estatistica quando comparados ao
grupo controle (Colite 14° dia: 0,21 + 0,03 e Colite 28° dia: 0,19 = 0,01 g/cm de c6lon) (Gréafico
1B).

Ao realizar o teste bioquimico de MPO, foi possivel observar que amostras de
tecidos colicos no Colite 7° dia (73,5 £ 10,2 U/mg de tecido) obtiveram, significativamente,
*p<0,05, maiores indices quando comparado ao Sham (13,6 + 2,6 U/mg de tecido). Entretanto,
os resultados de MPO dos grupos Colite 14° dia (26,5 + 8,7 U/mg de tecido) e Colite 28° dia
(17,6 = 4,7 U/mg de tecido) ndo se mostraram diferentes do grupo controle, ficando claro a

reducdo da inflamacao nesses grupos (Grafico 1C).
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Gréfico 1: Curso temporal das alteracdes inflamatdrias célicas no modelo de colite

induzida por TNBS. Andlise dos escores macroscopicos (A), peso umido (B) e MPO (C).

Foram avaliados os grupos Sham e Colite (no 7° dia, 14° dia e 28° dia da doenca). Os resultados

s&o expressos como média + EPM (n > 6 animais por grupo) e foram avaliados pelo teste One-

way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *p<0.05 comparado com o grupo Sham e

#p<0,05 comparado com o grupo Colite 7° dia.
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5.3 Avaliacdo da integridade da mucosa colica por meio da RET basal no modelo de
colite induzida por TNBS

A mucosa célica de animais induzidos a colite e eutanasiados 7 dias apos,
demonstrou menor resisténcia elétrica transepitelial basal (32,0 £ 1,9 Q/cm?) quando
comparados ao grupo Sham (36,4 + 1,6 Q/cm?), *p<0,05 (Figura A). Diferentemente desse
resultado, os grupos Colite 14° dia (36,3 + 2,1 Q/cm?) e Colite 28° dia (34,5 + 4,2 Q/cm?) ndo

obtiveram resultados estatisticos diferentes do grupo controle (Grafico 2 B e C).
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Gréfico 2: Avaliacdo da integridade da mucosa colica por meio da RET basal no modelo
de colite induzida por TNBS. A resisténcia elétrica transepitelial (RET) basal foi avaliada no
momento do equilibrio das bidpsias em animais Sham comparados com animais induzidos a
colite e eutanasiados nos dias 7 (A); 14 (B) e 28 (C) ap0s a inducdo. Os resultados sdo expressos
como media = EPM (n > 8 por grupo) e foram analisados pelo teste t Student ndo pareado.
*p<0.05.



44

5.4  Avaliacdo da integridade da mucosa colica desafiada com AAS, por meio da RET,
no modelo de colite induzida por TNBS

Como pode ser observado no Grafico 3 (A), a mucosa colica dos animais induzidos
a colite, eutanasiados no 7° dia e expostos in vitro ao AAS demonstrou queda da RET, sendo
esta significativa no tempo 60 minutos (B), ao ser comparada com a RET do grupo Sham
também exposto ao AAS (76,85 + 4,66 e 91,21 + 2,79 %, *p<0,05, respectivamente).
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Gréfico 3: Avaliacdo da integridade da mucosa cdlica, desafiada com AAS, por meio da
RET, no modelo de colite induzida por TNBS. A RET foi avaliada apds a exposicdo da
mucosa ao acido acetilsalicilico (AAS) e aferidas nos tempos 0, 15, 30, 45, 60 minutos (A) e a
diferenca entre os grupos no tempo de 60 minutos apos a exposicdo (B). Os resultados séo
expressos como media + EPM (n > 8 por grupo) e foram analisados pelo teste two-way ANOVA

seguidos pelo pds-teste de Bonferroni e teste t Student ndo pareado, respectivamente. *p<0,05.

5.5 Avaliacdo da integridade da mucosa colica desafiada com AAS, por meio da

permeabilidade a fluoresceina, no modelo de colite induzida por TNBS

Nessa analise experimental, foi avaliado a integridade da mucosa cdlica por meio da
passagem de fluorescina do lado luminal para o lado néo-luminal nos grupos 7° dia apds indugdo da colite
e Sham, ambos expostos ao AAS. Foi possivel observar um aumento da permeabilidade a fluoresceina no

tempo 60 minutos no grupo Colite 7° dia AAS quando comparado ao grupo Sham AAS (339,7 + 61,88 e
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159,8 + 40,71, *p<0,05, respecitivamente) (Grafico 4A). Além do tempo 60 minutos, foi observado
também um aumento da permeabilidade no tempo 90 minutos, apds exposicao a fluoresceina, no grupo
Colite 7° dia AAS quando comparado ao grupo Sham AAS (397,6 £ 75,62 e 198,4 + 49,43, expressos
como razao de intensidade de fluoresceina Tn/T0, *p<0,05, respectivamente) (Gréafico 4B).
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Gréfico 4: Avaliacdo da integridade da mucosa cdlica, desafiada com AAS, por meio da
permeabilidade a fluoresceina, no modelo de colite induzida por TNBS. A permeabilidade
a fluoresceina foi avaliada em animais saudaveis (Sham) e animais com 7 dias ap6s a inducéo
da colite (Colite 7° dia), depois da exposicdo de 60 minutos ao AAS, sendo realizadas coletas
nos tempos 0, 30, 60 e 90 minutos (A) e a diferenca entre 0s grupos representada no tempo 90
minutos (B). Os resultados sdo expressos como média £ EPM (n > 9 por grupo) ¢ foram
analisados pelo teste two-way ANOVA seguidos pelo pos-teste de Bonferroni e teste t Student

ndo pareado, respectivamente. *p<0,05.

5.6 Avaliacdo da integridade da mucosa colica, desafiada com inibidores seletivos de
COX-1 (SC-560) e COX-2 (Celecoxibe), por meio da RET, no modelo de colite induzida
por TNBS

Ao avaliar a acdo de inbidores de COX- 1 e COX-2 na integridade da mucosa colica,
ndo foi possivel observar uma queda da RET do tecido dos animais com 7 dias ap6s inducdo da
colite quando exposto ao celecoxibe e comparado ao grupo Colite 7° dia apds 60 minutos
(92,81+ 5,03 e 94,1 + 4,16 %, respectivamente). Entretanto, foi possivel observar uma queda
significativa da RET do grupo Colite 7° dia quando exposto ao SC-560 ao comparar com 0
grupo Colite 7° dia nos tempos 30 minutos (86,9 + 2,6 e 103,7 = 2,11 %, *p<0,05,
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respectivamente), 45 minutos (81 = 3,1 e 98,64 + 3,1 %, *p<0,05, respectivamente) e 60
minutos (73,6 £ 3,5 e 94,1 + 4,16 %, p<0,05, respectivamente) (Gréfico 5 A e B).

=
N
o
]
~

9 ) = 120
—— Vi S—
) 3 S s
5 T
2 100 = 100
[T}
? @
< ]
~ 804 *
= 804 = 80
3 -+ Colite 7°dia cEE N s b
@ ol © Colite 7° dia Celecoxibe Lo 2 60 % _ _______
.% | = Colite 7°dia SC-560 ‘\ @ :
2 T . . AN e . Celecoxibe  SC-560
9 15 30 45 60
Tempo (min) N\ Colite 7° dia

Gréfico 5: Avaliacdo da integridade da mucosa célica, desafiada com inibidores seletivos
de COX-1 (SC-560) e COX-2 (Celecoxibe), por meio da RET, no modelo de colite induzida
por TNBS. A RET foi avaliada apds a exposicdo da mucosa aos inibidores de COX-1e 2 e
aferidas nos tempos 0, 15, 30, 45, 60 minutos (A) e a diferenca entre 0s grupos no tempo de 60
minutos apos a exposicao (B). Os resultados sdo expressos como média + EPM (n > 5 por
grupo) e foram analisados pelo teste two-way ANOVA e teste one-way ANOVA,

respectivamente, seguidos pelo pés-teste de Bonferroni. *p<0,05.

5.7 Avaliacdo da integridade da mucosa colica, desafiada com inibidor seletivo de

COX-1 (SC-560), por meio da RET, no modelo de colite induzida por TNBS

Para avaliar a acdo do inibidor de COX-1 na RET dos animais com colite e dos
animais saudaveis, foi realizada a exposicédo do tecido colico, tanto dos animais do grupo Colite
7° dia quanto dos animais do grupo Sham, ao SC-560, sendo possivel observar maior queda da
RET nos animais com colite quando comparados aos animais sudaveis nos tempos 45 minutos
(81 +3,1e93,3+3,1%, *p<0,05, respectivamente) e 60 minutos (73,6 = 3,5 € 90,9 £ 3,02 %,
*p<0,05, respectivamente) (Gréafico 6 A e B).



47

_— ’
E 32 110- J -

= ‘ i 100

= K =

@ 100 . 5 —

=2 || g b 2 90+

g | =

g 904 i 2 80-

= ! =

= ! F 704

«© 804 3 P~ 70

e . : 1 g

S 70] & Colite 7°dia SC-560 i @ 60

2 -= Sham SC-560 A 2 : :

7] ‘\ @ 50 T T

e 60 : e = - A o« Sham Colite 7° dia
A
AY

Tempo (min) Y SC-560

Grafico 6: Avaliagdo da integridade da mucosa cdlica, desafiada com inibidor seletivo de
COX-1 (SC-560), por meio da RET, no modelo de colite induzida por TNBS. A RET foi
avaliada ap0s a exposi¢cdo da mucosa ao inibidor de COX-1 e aferida nos tempos 0, 15, 30, 45,
60 minutos (A) e a diferenca entre 0s grupos no tempo de 60 minutos apos a exposicao (B). Os
resultados sdo expressos como media = EPM (n > 6 por grupo) e foram analisados pelo teste
two-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni e teste t Student ndo pareado,

respectivamente. *p<0,05.

5.8 Avaliacdo da integridade da mucosa célica desafiada com inibidor seletivo de COX-

1 (SC-560), por meio da permeabilidade a fluoresceina, no modelo de colite induzida por
TNBS

Nessa analise experimental, foi avaliado a integridade da mucosa colica por meio da
passagem de fluorescina do lado luminal para o lado ndo-luminal nos grupos 7° dia apds inducéo da colite
e Sham, ambos expostos ao inibidor de COX-1 (SC-560). Foi possivel observar um aumento da
permeabilidade no tempo 60 minutos no grupo Colite 7° dia SC-560 quando comparado ao grupo Sham
SC-560 (215,4 + 43,03 e 82,63 + 25,44, *p<0,05, respecitivamente) (Grafico 7A). Além do tempo 60
minutos, foi observado também um aumento da permeabilidade no tempo 90 minutos, apos exposicao a
fluoresceina, no grupo Colite 7° dia SC-560 quando comparado ao grupo Sham SC-560 (294,8 £ 41,97 e
116,8 + 34,51, expressos como razao de intensidade de fluoresceina Tn/TO, *p<0,05, respectivamente)
(Grafico 7B).
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Gréfico 7: Avaliacdo da integridade da mucosa cdlica, desafiada com inibidor seletivo de
COX-1(SC-560), por meio da permeabilidade a fluoresceina, no modelo de colite induzida
por TNBS. A permeabilidade a fluoresceina foi avaliada em animais saudaveis (Sham) e
animais com 7 dias apds a inducéo da colite (Colite 7° dia), depois da exposicdo de 60 minutos
ao inibidor de COX-1 (SC-560), sendo realizadas coletas nos tempos 0, 30, 60 e 90 minutos
(A) e a diferenca entre os grupos representada no tempo 90 minutos (B). Os resultados séo
expressos como media + EPM (n > 7 por grupo) e foram analisados pelo teste t Student ndo

pareado. *p<0,05.

5.9 Avaliacdo da integridade da mucosa colica, desafiada com inibidor seletivo de COX-2

(Celecoxibe), por meio da RET, no modelo de colite induzida por TNBS

Para avaliar a acdo do inibidor de COX-2 na RET dos animais com colite e dos
animais saudaveis, foi realizada a exposicédo do tecido colico, tanto dos animais do grupo Colite
7° dia quanto dos animais do grupo Sham, ao Celecoxibe, ndo sendo possivel observar diferenca
estatistica entre esses dois grupos no tempo 60 minutos (92,81 + 5,03 e 93,19 + 3,12 %,

respectivamente) (Gréafico 8 A e B).
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Grafico 8: Avaliagdo da integridade da mucosa cdlica, desafiada com inibidor seletivo de
COX-2 (Celecoxibe), por meio da RET, no modelo de colite induzida por TNBS. A RET
foi avaliada ap0s a exposicao da mucosa ao inibidor de COX-1 e aferida nos tempos 0, 15, 30,
45, 60 minutos (A) e a diferenca entre 0s grupos no tempo de 60 minutos apos a exposicao (B).
Os resultados séo expressos como media = EPM (n > 6 por grupo) e foram analisados pelo teste

two-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni e teste t Student ndo pareado,
respectivamente. *p<0,05.

5.10 Avaliacdo da integridade da mucosa colica desafiada com inibidor seletivo de

COX-2 (Celecoxibe), por meio da permeabilidade a fluoresceina, no modelo de colite
induzida por TNBS

Para avaliar a acdo do inibidor de COX-2 na permeabilidade a fluoresceina dos
animais com colite e dos animais saudaveis, foi realizada a exposicéo do tecido cdlico, tanto
dos animais do grupo Colite 7° dia quanto dos animais do grupo Sham, ao Celecoxibe, ndo
sendo possivel observar diferenca estatistica entre esses dois grupos no tempo 60 minutos

(228,8 + 51,71 e 258,3 + 87,41, expressos como razdo de intensidade de fluoresceina Tn/TO,
respectivamente) (Gréafico 9 A e B).
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Graéfico 9: Avaliacdo da integridade da mucosa cdlica, desafiada com inibidor seletivo de
COX-2 (celecoxibe), por meio da permeabilidade a fluoresceina, no modelo de colite
induzida por TNBS. A permeabilidade a fluoresceina foi avaliada em animais saudaveis
(sham) e animais com 7 dias apés a inducéo da colite (Colite 7° dia), depois da exposicéo de 60
minutos ao inibidor de COX-2 (Celecoxibe), sendo realizadas coletas nos tempos 0, 30, 60 e 90
minutos (A) e a diferenca entre os grupos representada no tempo 90 minutos (B). Os resultados
séo expressos como média + EPM (n > 7 por grupo) e foram analisados pelo teste t Student néo

pareado. *p<0,05.
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6 DISCUSSAO

As Dlls sdo caracterizadas por inflamagao cronica na mucosa do intestino, sendo a
RCU e a DC seus principais representantes. A DC é uma doenga inflamatoria transmural
crénica da mucosa, induzida por respostas imunes anormais do hospedeiro contra a flora
comensal tolerada pelo intestino. Essa afeccdo se apresenta de forma descontinua, podendo
acometer qualquer regido do TGlI, sendo as principais areas afetadas o ileo terminal e a regido
perianal, estando associadas a complicacdes, como fistulas, estenoses e abcessos
(BAUMGART; CARDING, 2007). Defeitos geneticos nas JEs epiteliais intestinais e lesdo da
barreira epitelial intestinal também foram relatados como envolvidos na ocorréncia e
desenvolvimento de DC (WU, et al., 2000).

Vaérios fatores compdem a fisiopatologia da DC, dentre eles estdo a infiltracdo de
neutrofilos polimorfonucleares, o desequilibrio de respostas Th (com predominancia de Thl e
deficiéncia de Th2), aumento de IL-10, a presenca do gene CARD 15, que codifica NOD 2, e a
ativacdo deste por peptideoglicano presente na parede celular bacteriana (ABRAHAM; CHO,
2009; GUO et al., 2013; SOUZA; FIOCCHI, 2016).

A inducdo de colite por TNBS é um modelo bem reconhecido, tanto no Brasil
guanto no exterior, sendo 0 modelo de inducdo dessa doenca, de forma experimental, mais
amplamente utilizado. O modelo € simples na modelagem, reprodutivel, com excelentes sinais
de inflamacéo e baixo preco, por isso é adequado para pesquisa imunoldgica das DIlIs (MORRIS
et al., 1989).

Varios grupos de famacos sdo ultilizados no intuito de elucidar ou apenas abrandar
os sintomas das DIIs, mas sempre apresentam efeitos colaterais que acabam agravando o quadro
do paciente. Os anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINES), por exemplo, inibem, de modo
seletivo, incluindo celecoxibe, ou ndo-seletivo, dentre eles o acido acetilsalicilico (AAS), as
enzimas ciclooxigenases (COX) 1 e 2, levando, em consequéncia, a diminuicdo da concentragdo
das prostaglandinas protetoras na mucosa. Além disso, os AINES também alteram a
microvasculatura intestinal e medeiam a disfuncao endotelial, que sdo eventos potencialmente
importantes na patogénese associada a DIl (MUSUMBA et al., 2009). A partir desses efeitos
associados as acdes inibitdrias das enzimas COX, nosso grupo decidiu investigar o papel das
ciclooxigenases 1 e 2 na manutengdo da integridade epitelial coldnica na colite induzida por
TNBS em ratos.

No presente estudo, foi possivel observar que o modelo de indugdo de colite por
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meio de TNBS foi reproduzido, conforme a técnica introduzida por Morris e colaboradores
(1989) e modificada por Antoniou e colaboradores (2016), sendo comprovada por alteracGes
morfolégicas, como observado nos escores macroscopicos e microscopicos; alteracdo
bioquimica, como MPO; alteracbes inflamatoérias, por meio da afericdo do peso Umido
(aumentado devido a presenca de edema); e na integridade do tecido célico, ao obter resultados
da RET basal. Tendo em vista esses critérios de analise, o grupo de animais no sétimo dia apos
inducdo demonstrou maiores parametros inflamatorios quando comparados ao 14° e ao 28° dia
apods a indugéo.

Ao avaliar o curso temporal da colite, foi possivel observar que o sétimo dia apos a
inducdo demonstrou resultados mais acentuados nas alteracdes inflamatdrias e morfoldgicas do
célon de animais com colite quando comparados aos animais saudaveis, demonstrando maiores
indices de escores macroscopicos, ficando evidente a presenca de hiperemia, espessamento da
parede colbnica e grande area de lesdo, encontrando-se, algumas vezes, ulcerada. Aléem dos
escores macroscopicos, ficou evidente também um aumento do processo inflamatério ao
realizar a analise histologica, na qual observou-se perda da arquitetura da mucosa e
espassamento da muscular apenas no 7° dia apos inducdo; infiltracdo celular e auséncia de
células caliciformes, tanto no 7° quanto no 14° dia apos a inducdo da colite. Entretanto, o grupo
avaliado ap0s 28 dias de inducdo, ndo demonstrou, em nenhuma avaliacdo, diferenca estatistica
em comparacao ao Sham, sendo possivel concluir que no 28° dia de colite os clons dos animais
retornam ao seu estado fisioldgico.

Resultados similares também foram observados por Zhao e colaboradores (2019)
gue demonstram alteracdes histologicas de animais com sete dias ap6s a indugdo da doenca de
colite com TNBS, como grande perda da arquitetura da mucosa, hiperplasia atipica e necrose,
ficando claro a severa acdo do TNBS associado ao etOH na arquitetura do tecido colico dos
animais induzidos a colite. Outro estudo que comprova o efeito inflamatério desse agente
agressor, no cdlon, demonstra aumento nos escores macroscopicos, sendo possivel observar
hiperemia, inflamacdo, erosdo e necrose; além de escores histolégicos elevados e altos niveis
de MPO, quando comparados com o grupo que ndo teve inducdo da colite (XU et al., 2018),
demonstrando caracteristicas patologicas semelhantes as observadas em humanos portadores
dessa doenca (MORRIS et al., 1989).

As citocinas pro-inflamatdrias induzem alteragGes na microvasculatura, levando ao
extravasamento de proteinas plasmaticas e ao recrutamento de neutrofilos. Uma concentracéo
critica de neutrdfilos é necessaria para eliminar bactérias invasoras, e imediatamente apés a

penetracdo bacteriana da mucosa ha competicdo direta entre replicacdo bacteriana e
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recrutamento de neutrdfilos (o0 que explica o aumento de MPO em casos em que hd maior
inflamacéo) e fagocitose bacteriana, seguida de morte (SEGAL, 2018).

A avaliacdo funcional da integridade da mucosa pode ser representada pela aferi¢éo
da RET, sendo esta avaliacdo analisada em nosso estudo e o resultado obtido neste foi a reducéo
da RET basal, do tecido cdlico, observada no 7° dia apds inducédo da colite quando comparado
com o grupo Sham, comprovando a acéo deletéria da colite induzida por TNBS na integridade
epitelial do tecido célico. Essa reducdo da RET basal demonstra que ha alteracdo na integridade
da mucosa colica dos animais com colite, diferentemente dos resultados observados no 14° e
28° dias apos a inducéo, onde ndo foi possivel observar diferenca estatistica. Esse decréscimo
da RET associado a colite pode estar aliado ao rompimento de JEs e a mudancas sutis na
estrutura do citoesqueleto resultando em um consequente aumento da permeabilidade
paracelular da camada epitelial (Ji et al., 2016).

Essa queda na RET basal pode ser explicada também devido a barreira do epitélio
intestinal ser facilmente interrompida durante a inflamacéo do intestino, como RCU ou DC
(MARTINI et al., 2017). As celulas epiteliais intestinais, como componentes importantes da
barreira fisica intestinal, desempenham um papel fundamental na resisténcia a substancias
nocivas (como microrganismos patogénicos e toxinas), e na manutencdo da homeostase
intestinal (MARCHIANDO et al., 2010). Evidéncias recentes sugerem que a caracteristica
patologica crucial da D11 € a disfuncdo da barreira epitelial do c6lon aumentada e a translocacao
bacteriana, seguida pela estimulacdo da resposta inflamatoria na mucosa do célon (MARTINI
et al., 2017). Além disso, o aumento da permeabilidade do epitélio intestinal agrava os sintomas
intestinais e prejudica a cicatrizacdo da mucosa em pacientes com DIl (CHANG et al., 2017).

Os mediadores inflamatérios tém sido hipotetizados como fatores indutores
elementares para a ruptura das JES intestinais e, consequentemente, a permeabilidade intestinal
e a translocacdo bacteriana, o que ficou evidente nos resultados descritos por Ribeiro e
colaboradores (2018) , onde os animais apresentaram disfuncéo da barreira epitelial intestinal,
caracterizada por aumento da permeabilidade e translocacdo bacteriana, alteracdes nas JES
(abertura e alteracdo da expressdo de proteinas constituintes) e hiperativacdo da resposta
inflamatéria, fatos que explicam a queda da RET basal associada a inflamacédo na colite.

Ficou evidenciado também neste estudo, o efeito do AAS, um AINE e inibidor
inespecifico de COX, na manutenc¢do da integridade do tecido colico, avaliado tanto por meio
da RET, quanto por meio da permeabilidade a fluoresceina, demonstrando um efeito deletério
na mucosa cdlica de animais com colite. Isso fica claro ao observarmos a diferenca na RET do

grupo Colite 7° dia em relagdo ao grupo Sham, demostrando uma queda mais pronunciada da
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resisténcia elétrica transepitelial em animais com colite e refletindo em um aumento da
permeabilidade a fluoresceina quando comparados ao grupo controle, ap6s ambos serem
expostos ao AAS.

Os AINEs, incluindo o AAS, apesar de seus efeitos benéficos citados em algumas
pesquisas, como a profilaxia de tromboembolismo e a reducéo do risco de adenoma colorretal
e cancer (CHAN et al., 2011; HAYKAL et al., 2019), estdo associados a lesdo da mucosa
gastrintestinal e sdo descritos como uma possivel causa para o desenvolvimento das Dlls
(HUANG et al., 2011). Os efeitos adversos dos AINEs na mucosa gastrintestinal incluem
erosdes, ulceracdo, inflamacdo, perfuracdo e sangramento, que podem ocorrer devido as
propriedades acidas e lipofilicas, ocasionando mudancas na estrutura das membranas das
células lipidicas (presentes na camada epitelial) (BJARNASON et al., 2007); ou por
consumirem o gradiente eletroquimico de H* mitocondrial (necessario para geracao de ATP),
causando morte celular (SOMASUNDARAM et al., 1997; SOMASUNDARAM et al., 2000);
ou por afetarem a sintese de prostaglandinas, o que acarreta em efeitos sobre processos
inflamatdrios, fluxo sanguineo mesentérico e crescimento celular. Essas caracteristicas
deletérias podem ser agravadas pelo uso de AAS, visto que este anti-inflamatério age inibindo
de forma ndo-seletiva e irreversivel a enzima COX por meio do blogueio estérico do seu canal
de sitio ativo, o que leva a uma producao deficiente de prostaglandina H2 (PGHa, precursor da
prostaglandina que desempenha fungdes anti-inflamatdrias), ocasionando danos aos pacientes
portadores de DDIs (LOLL et al., 1995; LEVY et al., 2001; MILES et al., 2002). O AAS, ao
inibir a COX, leva a uma diminuicdo da sintese de PGH: e, consequentemente, de
prostaglandina D2 (PGD>) e prostaglandina E. (PGEz). A PGE: tem efeitos pro-inflamatorios,
mas também tem varias propriedades anti-inflamatérias, incluindo a inibicdo da producéo de
citocinas pro-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 1 (IL-
1), e promove a liberacdo de citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10 (JING et al., 2003; XU
et al., 2008; SERHAN et al., 2008) e, hipoteticamente, uma sintese diminuida poderia induzir
a DC.

Um estudo realizado com humanos portadores de DC, constatou que RET dos
cblons biopsiados desses pacientes teve um decréscimo do seu valor apds o uso de AAS na
camara de Ussing, indicando um enfraquecimento da barreira epitelial. Da mesma forma, foi
observado um aumento da permeabilidade paracelular das biopsias (apds uso de AAS) dos
individuos com DC, quando comparados aos ndo portadores da doenca, sendo comprovada a
alteracdo, da integridade da mucosa, proveniente desse AINE, estando essa alteragdo associada

a um decréscimo no nivel de claudina-1, claudina-5 e tricelulina, componentes das JES, o que
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esta intimamente relacionado com a entrada de antigenos na mucosa (KEITA et al., 2018).

Também foi avaliado neste trabalho, o0 comprometimento da integridade célica de
animais com colite por meio do uso de um inibidor especifico de COX-1 (SC-560), ficando
evidente o seu efeito deletério na manutencdo epitelial desse tecido, devido ao decréscimo
observado na RET e o consecultivo aumento da permeabilidade & fluoresceina, quando
comparados ao grupo Sham associado ao mesmo inibidor.

O acido araquiddnico (AA), substancia oriunda da degradacdo de fosfolipideos de
membrana pela acdo da enzima fosfolipase A, é metabolizado pela COX, dando oringem a
prostaglandinas e tromboxanos. A PGE», a prostaglandina gastrointestinal mais abundante,
regula varias funcdes homeostaticas normais do intestino, incluindo a motilidade e a secrecao
(STENSON et al., 2007). A isoforma COX-1 é expressa de forma constitutiva na maioria dos
tecidos; enquanto a COX-2 ¢ induzida nas inflamacGes. A COX-1 é essencial para a
manutencdo do estado fisiolégico normal de muitos tecidos, incluindo a protecdo da mucosa
gastrointestinal; controle do fluxo sanguineo renal; homeostasia; respostas autoimunes; fungdes
pulmonares e do sistema nervoso central; cardiovasculares e reprodutivas (VANE et al., 1998;
ANTMAN et al., 2005; GROSSER et al., 2006). Esses efeitos colaterais resultam do bloqueio
da COX-1 na mucosa gastrointestinal e na consequente inibicdo da producéo de prostaciclina,
PGEze PGD2 no estdmago (LANAS et al., 2007). Essas prostaglandinas servem como agentes
citoprotetores da mucosa gastrintestinal; inibem a secrecdo acida pelo estomago, aumentam o
fluxo sanguineo local e a secrecdo de muco citoprotetor (OFMAN et al., 2002).

Diferentemente dos resultados observados com o inibidor seletivo de COX-1, 0 uso
de um inibidor seletivo de COX-2 (celecoxibe) nos grupos Colite 7° dia e Sham ndo
apresentaram diferenca estatistica da RET e nem da permeabilidade a fluoresceina.

Esses resultados podem ser explicados pelas propriedades da COX-2 e dos efeitos
ocasionados, apds o seu bloqueio, ao organismo. Diferentemente da COX-1, a COX-2 ndo €
constitutiva nos tecidos, e sim induzida nas inflamacdes. Esta enzima é induzida na inflamacéo
por varios estimulos, dentre eles estdo: citocinas, endotoxinas e fatores de crescimento; ainda é
responsavel por originar prostaglandinas indutoras, que contribuem para o desenvolvimento
dos sinais de inflamacédo, edema, rubor, febre e hiperalgesia. A COX-2 é expressa também nas
células vasculares endoteliais normais, que secretam prostaciclina em resposta ao estresse de
cisalhnamento. O blogueio da COX-2 resulta em inibi¢do da sintese de prostaciclina (TOPPER
et al., 1996; FITZGERALD et al., 1984; FITZGERALD, 2004).

Estudos realizados com o intuito de elucidar o efeito da imunoexpressao de COX-

1 e COX-2 em tecidos de pacientes com RCU, DC e epitélio normal, observaram a
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imunoexpressao da COX-1 em células epiteliais e em células mononucleares da lamina propria
na mesma proporc¢do (SINGER et al., 1998). Foi encontrado também nesse estudo, uma maior
imunoexpressdo da COX-2 na RCU e na DC, sugerindo que a expressao persistente dessa
enzima no epitélio colico estd correlacionada ao estado inflamatorio ocasionado por essas
afeccbes, concordando com Romero e colaboradores (2008) que indicaram que a elevada
imunoexpressdo de COX-2 em DC possivelmente desempenha um papel na patogénese da
inflamacéo.

Alguns estudos mostram-se divergentes em relacdo a presenca de COX-2 no
epitélio normal. Alguns estudos relatam a auséncia de imunoexpressdo da COX-2 no epitélio
saudavel (JOO et al., 2002; SINGER et al., 1998), mas outros, como Jackson e colaboradores
(2000) observaram a expressédo de COX-2 na mucosa gastrica normal. Ribardo e colaboradores
(2001) relataram altos niveis de enzima fosfolipase ativa e COX-2 em biopsias de pacientes
com processo inflamatorio na mucosa intestinal. Outros pesquisadores, ao avaliarem a
expressdo de COX-2 em bidpsias de pacientes com DII, detectaram a presenca dessa enzima na
parede arterial em todos os casos (TABERNERO et al., 2003), sugerindo que, possivelmente,
a COX-2 exerca um efeito vasoconstritor nas artérias mesentéricas de pacientes com DC, o que
acarretaria em isquemia e hipoxia e poderia explicar o motivo da morte celular.

Devido a alta expressdo de COX-2 (responsavel pela origem de prostaglandinas a
partir de AA) nas DDIs, faz-se necessario a realizacdo de estudos mais aprofundados sobre
PGE: (prostaglandina mais abundante no trato gastrintestinal) na DC, devido essa via poder
fornecer informacgdes importantes sobre seus efeitos bioldgicos na patogénese dessa doenga.

Uma limitacdo que encontramos em nosso estudo foi o uso de apenas uma
concentracdo dos inibidores de COX-1 (SC-560) e 2 (celecoxibe), mas acreditamos que isso
ndo acarretou problemas, visto que essa mesma concentracdo de 500nM também foi utilizada
por outros pesquisadores, demonstrando resultados semelhantes aos encontrados em nossa
pesquisa (JENSEN et al., 2018).
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7 CONCLUSAO

v Reproducédo do modelo de colite induzida por TNBS € viavel.

v A utilizacdo de inibidor inespecifico de COX (AAS) é deletéria a integridade epitelial
do colon de animais com colite (Queda da RET e aumento da permeabilidade).

v Inibicdo de COX-1 é deletéria a integridade epitelial do c6lon de animais com colite
(Queda da RET e aumento da permeabilidade a fluoresceina), demonstrando o papel
constitutivo desta enzima no organismo.

v Inibicdo de COX-2 ndo alterou a integridade epitelial do cdlon de animais com colite,
demonstrando o papel induzivel desta enzima para essa alteracdo experimental.

v’ Esses achados podem ajudar a revelar a associacdo de AINEs no tratamento da DC, bem
como abre portas para futuros estudos que queiram relacionar a via das ciclooxigenases,
incluindo seus subprodutos, a DIIs, sendo necessarios para a adoc¢ao de melhores taticas

terapéuticas no combate dessas doencas.
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