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RESUMO

Introdugado: As Doengas inflamatorias intestinais (Dlls) podem ser
desencadeadas por disturbios na integridade da mucosa intestinal, levando a
transmigragdo bacteriana. E essencial que o tratamento das Dlls vise nao
apenas reduzir a inflamagdo, mas também atenuar os danos da funcdo da
barreira mucosa. A inibicdo das Janus quinases (JAK) tem sido alvo para o
tratamento de doencas inflamatérias, inclusive de colite ulcerativa. Entretanto,
pouco se sabe sobre a capacidade dessa classe de farmacos em atenuar a
perda da integridade da mucosa. Objetivo: O presente estudo teve como
objetivo avaliar o efeito do tofacitinibe, um inibidor da via JAK, sobre a inflamacéo
e a integridade da mucosa cdélica no modelo de colite induzida por TNBS em
ratos. Metodologia: A colite foi induzida em ratos Wistar pela administragao retal
de TNBS (20 mg + etanol 50%). O grupo controle recebeu apenas soro
fisiolégico. Os animais foram pré-tratados com tofacitinibe (15 mg/kg) ou solugao
salina 30 minutos antes da inducao e duas vezes ao dia. Apds 7 dias da inducéo,
os animais foram eutanasiados, o colon removido e avaliada a atividade de
mieloperoxidase, resisténcia elétrica transepitelial (RET) basal, RET apds 1h e
permeabilidade a fluoresceina. Além disso, RT-PCR e Western Blotting para
jungdes estreitas no colon (ZO-1, Ocludina, Claudina-2, Claudina-15 e
Tricellulin). Resultados: O tratamento com  tofacitinibe reduziu
significativamente (p<0,05) os parametros inflamatorios avaliados. Além disso,
preservou a integridade da barreira epitelial intestinal quando comparado ao
grupo colite (p<0,05), aumentando os niveis de RET basal, reduzindo a queda
da RET apds 1 hora e a permeabilidade paracelular a fluoresceina, por meio do
aumento da expressao relativa de Ocludina e da reducdo da expressao de
Claudina-2 e de Claudina-15. Conclusao: Concluimos que a inibigdo da JAK
pelo tofacitinibe foi capaz de reduzir ndo so6 o processo inflamatério, mas também

a perda da integridade da mucosa em modelo de colite experimental.

Palavras-chave: Colite; Inibidor de JAK; Inflamacéo; Permeabilidade.



ABSTRACT

TOFACITINIB, A JAK INHIBITOR, ATTENUATES INFLAMMATION AND
LOSS OF EPITHELIAL INTEGRITY IN A TNBS COLITIS MODEL IN RATS
Introduction: IBDs can be triggered by disturbances in the integrity of the
intestinal mucosa, leading to bacterial transmigration. It is essential that the
treatment of IBD aims not only to reduce inflammation, but also to reduce the
damage to the mucosal barrier function. Inhibition of Janus kinases (JAK) has
been targeted for the treatment of inflammatory diseases, including ulcerative
colitis. However, little is known about the ability of this class of drugs to reduce
the loss of mucosal integrity. Aim: The present study aimed to evaluate the effect
of tofacitinib, a JAK pathway inhibitor, on the inflammation and integrity of the
colonic mucosa in a TNBS-induced colitis model in rats. Methodology: Colitis
was induced in Wistar rats by rectal administration of TNBS (20 mg + 50%
ethanol). The control group received only saline solution. Animals were
pretreated with tofacitinib (15 mg/kg) or saline 30 minutes before induction and
twice daily. After 7 days of induction, the animals were euthanized, the colon
removed and myeloperoxidase activity, baseline transepithelial electrical
resistance (TER), TER after 1h and fluorescein permeability were evaluated. In
addition, RT-PCR and Western Blotting for colon tight junctions (ZO-1, Occludin,
Claudin-2, Claudin-15 and Tricellulin). Results: Treatment with tofacitinib
significantly reduced (p<0.05) the evaluated inflammatory parameters. In
addition, it preserved the integrity of the intestinal epithelial barrier when
compared to the colitis group (p<0.05), increasing basal TER levels, reducing
TER drop after 1 hour and paracellular permeability to fluorescein, by increasing
the relative expression of Occludin and reduction of expression of Claudin-2 and
Claudin-15. Conclusion: We conclude that JAK inhibition by tofacitinib was able
to reduce not only the inflammatory process, but also the loss of mucosal integrity

in an experimental colitis model.

Keywords: Colitis; Tofacitinib; JAK Inhibitor; inflammation; Permeability.
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1 INTRODUGAO

As Doencgas Inflamatérias Intestinais (Dlls) sdo caracterizadas como
uma inflamacdo crénica da mucosa do intestino e tem como principais
representantes a doenca de Crohn e a colite ulcerativa, que se diferem em
diversos aspectos, como por exemplo, na localizacdo e distribuicdo da
inflamacéo e nas populagcdes celulares da mucosa envolvidas na reacgao
imunoldégica (BILLMEIER et al., 2016).

Além das manifestacdes intestinais, as Dlls também podem atingir
outras regides, afetando cerca de 35% dos pacientes (MUHVIC-UREK et al.,
2016). Associado a isso, portadores dessas doengas ainda podem desenvolver
disturbios psicossociais, como estresse, ansiedade e depressédo (WINTJENS et
al., 2019; ANANTHAKRISHNAN et al., 2013; BERNSTEIN et al., 2019;
NEUENDOREF et al., 2016).

A soma desses problemas gerados pelas DlIs faz com que os seus
portadores tenham baixa qualidade de vida, repercutindo em perda de
produtividade e desempregos (ZHAO et al., 2021; KNOWLES et al., 2018).

Um fato que é bastante preocupante é a alta prevaléncia e o aumento
da incidéncia em paises recentemente industrializados, segundo Siew e
colaboradores (2017).

No Brasil, esses resultados nao sao diferentes. Um levantamento feito
no Departamento de Informatica em Saude/Ministério da Saude (DATA-SUS)
entre os anos de 2012 a 2020 mostrou que a incidéncia das Dlls subiu 0,80%,
enquanto a prevaléncia teve um aumento de 14.87% da variagdo anual
percentual média, sendo a maioria dos portadores, mulheres com idade entre 35
e 55 anos (QUARESMA et al., 2020).

Pesquisas apontam ainda que as jungdes estreitas (JEs) presentes
nas ceélulas epiteliais intestinais sao responsaveis por formar uma das estruturas
fundamentais dessa barreira (HEINEMANN; SCHUETZ, 2019; CHELAKKOT et
al., 2018). A principal fungéo atribuida as JEs é a “fungao de portdo e cerca”, que
permite o transporte paracelular de alguns solutos e moléculas, mas impede o
transporte intramembrana de proteinas, lipidios e peptideos derivados de
microrganismos (CHELAKKOT et al., 2018), dando assim a caracteristica
seletiva dessas proteinas.
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Por outro lado, em condi¢des patoldgicas, como observado nas Dlls,
ocorre desequilibrio no estado saudavel da barreira do intestino, ocasionando
perda da homeostase intestinal, pode ser determinado por mudangas na
microbiota intestinal, um epitélio intestinal defeituoso ou pela imunidade
prejudicada do hospedeiro (LIN et al., 2022).

A partir da importancia que Dlls representam para a humanidade, na
tentativa de busca pelo conhecimento dessas doencgas e pelo aprofundamento
da fisiopatologia envolvida, alguns modelos experimentais foram criados. Um
exemplo disso € o modelo de indugao da colite pela associagao de etanol e acido
2,4 ,6-trinitrobenzenossulfénico (TNBS). O TNBS é um agente sensibilizador de
contato que causam colite transmural mediada por células T que se assemelha
a doenca de Crohn em humanos (MORRIS et al., 1989).

A partir desses modelos animais de colite, foi possivel associar varios
farmacos ao tratamento das Dlls. Mais recentemente, surgiu para utilizagdo de
tratamento das Dlls o uso do ustequinumabe, que tem como mecanismo de acao
a ligacdo e interferéncia com as citocinas pré-inflamatérias IL-12 e IL-23
(WEAVER et al., 2019; KOTZE et al., 2018).

Apesar da grande contribuicdo desses farmacos para a redugéo do
quadro inflamatério, varios efeitos colaterais estdo associados, além de néao
impedirem que haja recidiva, sendo necessario que as buscas por novos agentes
terapéuticos continuem (YESHI et al., 2020; HAZEL; O'CONNOR, 2020).

Mais recentemente, o tofacitinibe, ja utilizado para tratamento de
artrite reumatoide e artrite psoriatica, também esta licenciado para o tratamento
de colite ulcerativa (LIU et al., 2022). Este farmaco é um inibidor da via transdutor
de sinal Janus quinase (JAK), o que impede o desencadeamento da via STAT e
a sinalizacdo a jusante das citocinas de cadeia y IL-2, IL-4, IL-7, IL-15 e IL-21 e
a sintese de pré-inflamatorios proteinas que estao implicadas na inflamacéo da
mucosa (HODGE et al., 2016).

Diante do exposto, fica claro o impacto das Dlls na vida de seus
portadores. Além disso, a JAK tem sido um alvo para o tratamento de doencas
inflamatorias imunes, entretanto, s&o necessarios mais estudo sobre sua
aplicabilidade no quadro inflamatodrio, além da avaliagdo da capacidade dessa
classe farmacologica em atenuar a perda da integridade da mucosa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Visao geral sobre as Dlls

As Dlls ocorrem de forma crénica e recorrente no intestino (CAl et al.,
2021), tornando-se, geralmente, imprevisivel e causando crises intestinais
inflamatodrias (FAWSON et al., 2021).

As principais representantes das Dlls sao a colite ulcerativa, descrita
pela primeira vez em 1859 pelo médico britanico Samuel Charles Wilks (WILKIS,
1859) (Figura 1A), e a doenga de Crohn, mencionada primeiramente em 1932
pelos Doutores Burrill Crohn, Leon Ginzberg, and Gordon D. Oppenheimer
(AUFSES, 2001) (Figura 1B). Essas duas doencgas geralmente s&o consideradas
juntas devido as semelhancas, incluindo inflamagao gastrointestinal, gravidade
e sintomas crescentes e etiologia desconhecida (NOROUZKHANI et al., 2023).

Porém, elas se diferenciam devido algumas caracteristicas.

Figura 1: Descobridores da colite ulcerativa e da doenga de Crohn.

Fonte: Crohn’s and Colitis Fundaction; Stone (2010).

Uma dessas diferencas esta na localizacdo e dano da inflamacéo. A
colite ulcerativa é caracterizada por inflamacgéao tipicamente limitada a camada
mucosa, que se inicia no reto e se estende pelo colon de forma continua (Figura
2A) (KOBAYASHI et al., 2020; YESHI et al., 2020). Por outro lado, a inflamagéao

na doenga de Crohn (Figura 2B) é caracterizada por ser transmural, envolvendo
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todas as camadas da parede intestinal, sendo responsavel por ocasionar fibrose,
estenose e fistula. Além disso, a doenga de Crohn demonstra lesdes irregulares
e descontinuas que podem estar espalhadas em qualquer parte do trato
gastrintestinal, desde a boca até o anus (BAUMGART; SANDBORN, 2012;
YESHI et al., 2020).

Figura 2: Manifestagoes da colite ulcerativa e da doenga de Crohn.
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e

Outra caracteristica que diferencias essas duas doencas sao as
caracteristicas clinicas. Um exemplo disso esta na presenga mais comum de
hematoquezia e passagem de muco ou pus na colite ulcerativa. Entretanto, a
apresentacao de doenca perianal, fistulas e obstru¢gdo do colon e do intestino
delgado sdo comuns na doenga de Crohn (YESHI et al., 2020).

Além das manifestagdes intestinais, as Dlls também podem afetar
outras regides, afetando cerca de 35% dos pacientes (MUHVIC-UREK et al.,
2016). Como exemplo dessas regides extra intestinais sado citadas as

articulagoes, pele ou olhos; e, com menor frequéncia, figado, pulmao e pancreas,
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ocasionando algumas manifestagdes, como, artrite periférica, ulceras aftosas
orais, eritema nodoso, uveite anterior, espondilite anquilosante, colangite
esclerosante primaria, dentre outras (ROGLER et al., 2021)

Apesar dessas diferencas existentes entre essas formas de Dlls, vale
ressaltar o grande impacto que elas causam a sociedade. Além das
complicagdes estruturais do trato gastrintestinal, estudos recentes apontam que
pessoas acometidas por Dlls desenvolvem alguns disturbios psicossociais. E
descrito que pacientes com Dlls apresentam taxas mais elevadas de estresse,
ansiedade e depresséo, quando comparados a pessoas saudaveis (WINTJENS
et al., 2019; ANANTHAKRISHNAN et al., 2013; BERNSTEIN et al., 2019;
NEUENDOREF et al., 2016).

Outro comprometimento ocasionado pelas Dlls € no setor econémico.
Além da perda da qualidade de vida, implicando em custos indiretos
substanciais, com perda de produtividade e desempregos, as Dlls apresentam
altos gastos relacionados a medicamentos, com o uso crescente de terapia
biol6gica e outros novos agentes, hospitaliza¢des e cirurgias (ZHAO et al., 2021).

Outros estudos ainda relataram que as condicbes metais e fisicas
desfavoraveis ocasionadas pelas Dlls resulta na diminuigdo da qualidade de vida
dos seus portadores, tanto adultos quanto para criangas (KNOWLES et al.,
2018).

2.2 Epidemiologia das Dlis

As Dlls sédo consideradas um problema de saude publica em muitos
paises. Trabalhos retrospectivos realizados sobre a epidemiologia dessas
doencas demonstraram a sua importancia.

Siew e colaboradores (2017) fornecem uma revisdo sistematica de
uma visdo abrangente global da incidéncia e da prevaléncia das Dlls no periodo
de 1990 a 2016, identificando uma mudanga substancial na epidemiologia
dessas doencas. Foi demonstrado nesse estudo que desde 1990, a incidéncia
das DllIs se estabilizou no mundo ocidental, mas a prevaléncia permanece alta.
No entanto, os paises recentemente industrializados estdo enfrentando uma
incidéncia crescente, diferentemente do observado nas tendéncias do mundo

ocidental durante a ultima parte do século XX (Figura 3) (SIEW et al., 2017).
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Figura 3: Incidéncia e prevaléncia mundial das Dlls.
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Pesquisas mais recentes ainda demonstram que o rapido aumento na

incidéncia de Dlls no Oriente, associado ao envelhecimento da populagao, torna
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possivel que haja um aumento exponencial no numero de pacientes com Dlls
em todo o mundo (MAK et al., 2020).

No Brasil, uma pesquisa realizada por Quaresma e colaboradores
(2020), a partir de dados que foram extraidos do Departamento de Informatica
em Saude/Ministério da Saude (DATA-SUS), entres os anos de 2012 a 2020,
apontou que a incidéncia das Dlls subiu 0,80% e a prevaléncia 14,87% da
variagdo anual percentual média. Esse estudo ainda mostrou que houve

predominio do sexo feminino, com idade entre 35 e 55 anos (Figura 4).

Figura 4: Pacientes com Dlls no Brasil por faixa etaria e sexo.
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2.3 Fisiopatologia da doenga de Crohn

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

A doenga de Crohn tém como principal caracteristica patolégica, a
infiltracdo de neutrdéfilos polimorfonucleares e células mononucleares na parte
afetada do intestino. Isso ocorre apds haver comprometimento da integridade da
barreira epitelial intestinal, aumentando, assim, a sua permeabilidade,
acarretando em influxo aumentado de antigenos do Ilumen. Células

apresentadoras de antigenos (APC), como macréfagos e células dendriticas,
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tornam-se ativadas ao reconhecer bactérias n&o patogénicas (microbiota
comensal) por meio de receptores semelhantes a Toll [por exemplo, receptor 2
semelhante a Toll (TLR)2 e TLR4] (UNGARO et al., 2017).

Niveis elevados de molécula de adeséao celular de enderecamento da
mucosa-1 (MAdCAM-1) causam aumento do recrutamento de linfocitos
associados ao intestino para o trato gastrointestinal saudavel e locais de
inflamacéo, implicando seu papel na patogénese da Dlls (Figura 5). A MAdCAM-
1 € abundante na mucosa inflamada da doenca de Crohn, além disso, estudos
apontam que as vénulas MAdCAM-1+ sdo mais abundantes nas camadas mais
profundas do tecido intestinal de pacientes com essa afec¢do, podendo ainda
ser responsaveis pela inflamagao transmural (ARIHIRO et al., 2002).

A doenga de Crohn é também caracterizada por um desequilibrio de
respostas da célula Th, com predominancia de respostas Th1 e IL-17 enquanto
ha deficiéncia de respostas de Th2 e de linfécito T regulatério. Portanto, essa
resposta imunitaria inadequada contribui para maior atuagdo do sistema imune
na doenca de Crohn (GUO et al., 2013).

A inflamacdo do intestino na doenca de Crohn exibe um nivel
aumentado de citocinas proé-inflamatorias, como interferon-gama (IFN-y) e IL-
17A (produzida por células Th1 e Th17, respectivamente). Além disso, a via Th17
(mediada pela IL-17 derivada de células Th17) por sua vez influencia a resposta
Th-1 (KOLLS; LINDEN, 2004).

IL-6, IL-23 e fator de crescimento transformador beta (TGF-B), que
sdo produzidos por células imunes inatas e APCs, influenciam a via da IL-17
(Figura 6). A expresséo de alto nivel de fatores de transcricdo (por exemplo,
STAT4 e T-bet) e receptores de citocinas (por exemplo, IL-12RB32) promove a
diferenciacao de células Th1, que é caracteristica da lamina propria inflamada
de pacientes com doenga de Crohn (MATSUOKA et al., 2004).

As APCs ativadas derivadas de |IL-12 estimulam o fator de transcricéo
mestre Th1 T-bet. A expressédo de IL-23 por células dendriticas estimula a
producédo de IL-17 e, como resultado, tanto IL-17 quanto IL-23 estdo presentes
em niveis elevados em pacientes com doenga de Crohn (SARTOR, 2006).

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

Figura 5: Fatores imunoldgicos envolvidos na doenga de Crohn.
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2.4 Causas e fatores de risco da doenga de Crohn

Embora a causa da doenca de Crohn permaneca desconhecida,
varios estudos tém contribuido para o progresso em desvendar a patogénese
dessas doengas. Alguns fatores tém sido associados a suscetibilidade da
doenga de Crohn, por exemplo, a genética do portador, a microbiota intestinal,
fatores ambientais dentre outros (YESHI et al., 2020) (Figura 6).
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Figura 6: Interacao de fatores associados a causa da doenca de Crohn.
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2.4.1 Fatores ambientais

Fatores de risco ambientais de grande interesse incluem, entre outros,
os seguintes: 1) tabagismo, 2) dieta, 3) disbiose de microorganismos residentes
intestinais e exposigdo a patdgenos, 4) estressores psicossociais e 5)
medicamentos como anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs), antibidticos e
contraceptivos orais (HO et al., 2019).

As praticas de produgcdo modernas oferecem oportunidades para
mudar ndo apenas a composi¢cdo fundamental dos alimentos, mas também
introduzir muitos aditivos e poluentes pouco estudados, como pesticidas,
bifenilos policlorados, conservantes e metais pesados, que podem servir como
desencadeadores da doenca de Crohn (ALVAREZ; BOYE, 2011).

Além disso, a agua e ar também se encontram cada vez mais poluidos
por varios toxicos que séo potenciais desencadeadores da doenga de Crohn. Até
mesmo a agua potavel também pode conter substancias téxicas, incluindo

metais pesados e produtos quimicos introduzidos como resultado de
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fraturamento hidraulico Poluicdo do ar (KAPLAN et al., 2012; REHMAN et al.,
2018).

2.4.2 Fatores genéticos

Estudos de associagdo ampla do genoma, estudos de
sequenciamento de proxima geragao e outras analises identificaram mais de 240
loci de risco genético ndo sobrepostos, dos quais cerca de 30 loci genéticos s&o
compartilhados entre a doenga de Crohn e a colite ulcerativa (PETERS et al.,
2017; LIU et al., 2015).

O dominio 2 de oligomerizagéo de ligagao a nucleotideos (NOD2) é o
primeiro gene associado a doenga de Crohn, que é frequentemente mutado em
pacientes com essa doencga, ocorrendo em cerca de um terco dos pacientes
(KUCHARZIK et al., 2006; BAMIAS et al., 2005).

NOD2 € um dos dois sistemas de deteccdo importantes e distintos
para detectar invasores microbianos (YAMAMOTO; MA, 2009). Ele é
considerado um receptor intracitoplasmatico da familia dos receptores do tipo
dominio de oligomerizagao de nucleotideos que se expressa principalmente em
monacitos, células dendriticas e epiteliais (HUGOT et al., 2001). Este receptor é
composto por trés partes: um dominio C-terminal, um dominio de ligagédo a
nucleotideos e dois dominios N-terminais de recrutamento e ativagdo de
caspases (CARD) (LECAT et al., 2010).

NOD2 pode reconhecer o fragmento bioativo minimo de
peptidoglicano encontrado na parede celular de bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, chamado dipeptideo muramil, além de estar envolvido na via de
sinalizagdo inflamatéria NF-kB pela indugdo da transcrigdo do gene do fator de
necrose tumoral-a (TNFa) (LECAT et al., 2010). Mutagdes em NOD2/CARD15
implicam em uma inflamagao crdnica por causar uma "perda de fung¢ao" da
molécula, sendo essas anormalidades associadas a suscetibilidade a doenca de
Crohn (HUGOT et al., 2001; OGURA et al., 2001).

2.4.3 Fatores microbianos intestinais

Outro fator que é descrito na literatura como importante na

fisiopatologia da doengca de Crohn sdo os fatores microbianos intestinais.
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Existem relatos na literatura indicando que a microbiota intestinal residente (que
inclui bactérias, virus, e outros organismos) € um aspecto da biologia intestinal
que ¢ influenciado pelo ambiente (HO et al., 2019). O microbioma desempenha
um papel substancial no controle da fungdo normal do intestino e contribui para
a inflamacdo e doencgas sistémicas, bem como para doenca de Crohn
(STAPPENBECK; VIRGIN, 2016).

Segundo estudos realizados por Richard e Sokol (2019), os agentes
microbianos intestinais sdo capazes de afetar os sistemas imunologicos de
maneiras importantes, afetando o metabolismo do hospedeiro e o
desenvolvimento gastrointestinal.

Com base nos estudos em modelos de infecgdo humana e animal a
microbiota intestinal influencia na promogao do desenvolvimento da doenca de
Crohn. Por exemplo, a presenga de Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis e a Escherichia coli aderente-invasiva aumentam em pacientes
com doenca de Crohn. Ja a presenca de Clostridium difficile € aumentada em
pacientes com doenga de Crohn em estados de recaida e remissdo (MELGAR,;
SHANAHAN, 2010).

2.5 Permeabilidade intestinal

A barreira intestinal € composta por uma camada espessa de muco
secretado, uma camada de células epiteliais e as células da mucosa subjacentes
nao epiteliais, principalmente leucécitos, com uma grande quantidade de
fungdes, tanto reguladoras quanto efetoras. Os elementos da barreira mudam
em diferentes regides do intestino e podem responder dinamicamente aos
desafios ambientais (MCGUCKIN et al., 2009).

2.5.1 Componentes e fungées fisiologicas da barreira epitelial intestinal

O conjunto da camada epitelial com as jung¢des entre as células
individuais cobre toda a superficie interna do trato gastrointestinal, separando o
meio extracelular dos compartimentos internos do corpo e também atuando
como uma barreira contra agentes nocivos (HEMPSTOCK et al., 2023).

As barreiras epiteliais sdo seletivas e capazes de excluir conteudos

luminais potencialmente nocivos, como acido gastrico, bactérias cdlicas e
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antigenos bacterianos, ao mesmo tempo em que sao capazes de absorgéo
direcional e secregao de grandes volumes de solutos e agua. O material pode
passar de um lado do epitélio para o outro ao longo de uma de duas vias, através
das membranas celulares ou do espaco entre elas, referidos como vias
transcelular e paracelular, respectivamente (LEE, 2015).

Um dos componentes da barreira intestinal € o muco, sendo este
secretado agindo como uma barreira fisica e quimica contra os micrébios. O
muco também tem a fungdo de manter a superficie da mucosa bem hidratada e
fornecer lubrificagdo, permitindo o fluxo continuo do conteudo Iuminal
(MCGUCKIN et al., 2009).

Outro componente da barreira intestinal é a JE (Figura 7). As JEs séo
complexos de multiplas proteinas localizados nas extremidades apicais das
membranas laterais das células epiteliais intestinais. Essas estruturas sao
compostas por varias proteinas transmembranares e citosodlicas, incluindo
ocludina, claudinas, zénulas de ocluséo (ZOs), cingulina, moléculas de adesé&o
juncional (JAM) e tricellulin (proteina concentrada em JEs tricelulares) que
interagem entre si, bem como com o citoesqueleto, e formam uma arquitetura
complexa (HEINEMANN; SCHUETZ, 2019; CHELAKKOT et al., 2018).

Figura 7: Micrografia eletronica e desenho correspondente ao complexo
juncional de células epiteliais intestinais.
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A principal funcao atribuida as JEs é a “funcao de portao e cerca”, que
permite o transporte paracelular de alguns solutos e moléculas, mas impede o
transporte intramembrana de proteinas, lipidios e peptideos derivados de
microrganismos (CHELAKKOT et al., 2018), dando assim a caracteristica
seletiva dessas proteinas.

A ocludina, a primeira proteina de JE identificada, tem um papel duplo
na barreira intestinal. Além dela fornecer a integridade estrutural as JEs, é
também um componente integral na fungéo de barreira (FELDMAN et al., 2005).

Outras proteinas importantes das JEs sao as claudinas. Existem
varias isoformas de claudina, cada uma com fun¢des diferentes, sendo
necessario que haja equilibrio entre suas expressdes para que a manutengéo da
integridade paracelular ocorra (HEMPSTOCK et al., 2023; CHELAKKOT et al.,
2018; TSUKITA et al., 2019).

Para a permeabilidade paracelular nas JEs, dois mecanismos de
claudinas foram propostos: as claudinas formadoras de canais paracelular ou
poros, a qual € composta pelas claudinas -2, -10, -15, -16 e -19; e as formadoras
de barreira paracelular, que compreendem as claudinas -1, -3, -4, -5, -7, -11, -14
e -18 (TSUKITA et al., 2019).

Além desses componentes, ha também as proteinas andaimes
periféricas associadas, ZO-1, ZO-2 e Z0O-3. Essas proteinas sdo necessarias
para a montagem das JEs. Elas conectam as proteinas das JEs com o
citoesqueleto de actina e com moléculas de sinalizagdo (VASILEVA et al., 2022).
A interacao entre essas proteinas mantém a estrutura e a fung¢édo das JEs, mas
o papel das proteinas ZO nas JEs ainda nao esta claro (LIN et al., 2022).

Estudos mostram que a deficiéncia de ZO-1 ndo afeta a formacéao
inicial das JEs em células epiteliais de camundongos, no entanto, a falta de ZO-
1 atrasa o recrutamento de claudinas e ocludinas, além da formac¢ao de barreiras
na subsequente formagéo de JEs (UMEDA et al., 2004).

2.5.2 Barreira epitelial intestinal na doenca de Crohn

O desequilibrio no estado saudavel da barreira do intestino,
ocasionando perda da homeostase intestinal, pode ser determinado por
mudang¢as na microbiota intestinal, um epitélio intestinal defeituoso ou pela

imunidade prejudicada do hospedeiro (LIN et al., 2022).
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A perda da integridade da barreira € uma caracteristica da doenca de
Crohn. Um intestino com alta permeabilidade pode ser um evento inicial na
patogénese de disturbios inflamatérios intestinais, permitindo que moléculas
derivadas de bactérias entrem na mucosa e desencadeiem cascatas de sinais
inflamatorios incontrolaveis (CHELAKKOT et al., 2018).

Pesquisas recentes demonstraram aumento da permeabilidade
intestinal nas Dlls (CHIRIAC et al., 2023; 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
acdes das citocinas Th1, TNF e IFN, que sao caracteristicas destas doencas e
conhecidas por aumentarem a transmigragao (LEE, 2015).

Diferentemente de uma mucosa intestinal saudavel, que é uma
estrutura fina e bem entrelagcada, apds dano e inflamacao, a estrutura em malha
se solta, resultando na quebra da integridade da barreira (MONACO et al., 2021).

Comisso, ocorre o enfraquecimento das JEs, permitindo o vazamento
da mucosa intestinal para a circulagdo sanguinea e linfatica, de alérgenos,
microorganismos e metabdlitos macromoleculares digeridos de forma
incompleta (como gluten, proteinas, peptideos) e toxinas (como metais pesados
ou pesticidas), todos os s&o responsaveis por causar inflamagcdo (MARTEL et
al., 2022).

2.6 Modelos experimentais de Dlis

2.6.1 Visao geral dos modelos experimentais de colite

Um dos modelos experimentais de inducdo da colite € através da
administragcdo de Dextran sulfato de sédio (DSS), um produto quimico soluvel
em agua. A duragéo da administragdo do DSS pode ser determinada de acordo
com o peso corporal e o indice de atividade da doenca, avaliado pela perda de
peso, consisténcia das fezes e hematoquezia para colite (OKAYASU et al., 1990;
LEE et al., 2023).

A administracdo oral de DSS causa danos quimicos a monocamada
epitelial do tecido intestinal, o que afeta a resposta imune e causa disfungao da
barreira mucosa. O modelo murino induzido por DSS exibe histopatologia

semelhante a colite ulcerativa humana principalmente em segmentos distais do
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célon, como encurtamento do colon e ceco, erosoes, Ulceras, perda de criptas e
infiltragdo de neutrofilos, bem como perda de peso, sangue oculto nas fezes e
diarreia sanguinolenta (OKAYASU et al., 1990).

Embora o mecanismo seja diferente da colite na colite ulcerativa
humana, vale a pena analisar o sistema imune inato no desenvolvimento da
inflamac&o do modelo e na regeneracgéo do epitélio intestinal lesionado (LEE et
al., 2023).

Outro modelo de colite experimental consiste na indugcdo por acido
acético. Nesse modelo, A colite aguda € induzida por lesdo quimica a partir da
instalacdo desse acido pela via retal. Notavelmente, embora tenha uma baixa
taxa de incidéncia, a inflamacéo crénica e a fibrose também podem ser geradas
de maneira dependente da dose e do tempo (MACPHERSON; PFEIFFER,
1978).

As alteragdes histolégicas encontradas nesse modelo sdo, ulceragao
difusa do cdlon distal, ocorréncia de estruturas semelhantes a pseudopdlipos,
alteracbes na profundidade da cripta e secrecdo de muco e uma resposta
inflamatoria transmural inespecifica, simulando algumas caracteristicas da colite
ulcerativa, principalmente em célon distal (MACPHERSON; PFEIFFER, 1978;
LEE et al., 2023).

A delecao do gene IL-10 faz com que camundongos geneticamente
modificados desenvolvam inflamacao intestinal espontaneamente apdés os 3
meses de idade (ANDERSON et al., 2011). A inflamagao espontanea e continua
€ impulsionada por uma resposta de células Th1 que causa infiltracdo de
linfocitos, macrofagos e neutrofilos no colon. Foi revelado que o microbioma
entérico desempenha um papel crucial na ativacdo do sistema imunologico em
camundongos nocautes para IL-10 ((LEE et al., 2023).

Outros modelos de inducdo da colite que mimetizam as Dlls também
sdo descritos na literatura, por exemplo, pelo uso de carragena, peroxinitrito,

oxazolona, e outros modelos genéticos (LEE et al., 2023).

2.6.2 Modelo experimental de colite induzida por TNBS

O TNBS é um agente sensibilizador de contato que causa colite
transmural mediada por células T que se assemelha a doenga de Crohn em

humanos. Esse modelo consiste em administrar pela via retal, uma mistura de
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etanol associado a TNBS e, em seguida, segurar o animal pela cauda,
mantendo-o de cabega para baixo para evitar o refluxo do conteudo (MORRIS et
al., 1989).

Uma vez administrado, o etanol danifica principalmente a mucosa
intestinal e permite que o TNBS penetre na parede intestinal (MORRIS et al.,
1989; LEE et al., 2023; CARVALHO et al., 2018; MONTEIRO et al., 2021).

ApOs esse processo, a haptenizacao de proteinas derivadas do colon
ou da microbiota causa a geragdo de células B especificas de trinitrofenil e
respostas do tipo Th1. Dessa maneira, esse modelo é capaz de, com uma unica
dose de administragéo retal resultar em uma reagao inflamatéria aguda pela
ativacao de citocinas relacionadas a Th1 (MORRIS et al., 1989; LEE et al., 2023).

A administracdo via retal semanal de TNBS, durante
aproximadamente 45 a 49 dias, induz colite crénica caracterizada por niveis
aumentados de IL-17 e IL-23. A repeticdo e o aumento da dosagem de TNBS ao
longo de 6 semanas podem induzir fibrose no modelo de colite cronica
(FICHTNER-FEIGL et al., 2005).

Varios estudos mostraram uma quantidade aumentada de colageno
no tecido do coélon e fibrose intestinal arquitetdnica pela coloracdo de tecido
tricrémico de Masson em camundongos BALB/c. O fator transformador de
crescimento (TGF)-f1 é considerado um fator crucial que impulsiona
poderosamente a fibrose no intestino, bem como em essencialmente todos os
outros 6rgaos (BABYATSKY et al., 1996; LEE et al., 2023).

Foi revelado que as citocinas Th2 e as producbdes de TGF-31
induzidas por IL-13 sdo predominantemente aumentadas no estagio tardio da
inflamacéao, enquanto as concentragdes de IL-12p70 e interferon-y aumentam no
estagio inicial (FICHTNER-FEIGL et al.,, 2007). Além disso, a fibrogénese
induzida por TNBS também é dependente da ativacéo do fator nuclear kappa B
WU; CHAKRAVARTI, 2007).

2.7 Via de sinalizagao JAK/STAT

A via de sinalizacdo Janus quinase/transdutor de sinal e ativador da
transcrigdo (JAK/STAT) é considerada um dos pontos centrais de comunicagao
na funcdo celular. Mais de 50 citocinas e fatores de crescimento foram
identificados na via de sinalizagdo JAK/STAT, como horménios, interferons
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(IFN), interleucinas (ILs) e fatores estimuladores de col6nias (DARNELL et al.,
1997).

Existem 4 membros na familia JAK: JAK1, JAK2, JAK3 e TYK2. A
familia STAT compreende sete membros: STAT1, STAT2, STAT3, STATA4,
STAT5a, STAT5b e STAT6. (HU et al., 2021).

A sinalizagao JAK/STAT ocorre quando o ligante da célula interage
com seu receptor para causar a dimerizagdo do receptor. A conexdo entre o
ligante e o receptor induz a transfosforilacdo de JAK. A JAK ativada causa a
fosforilag&o da tirosina do receptor ligado, formando um local de ancoragem para
STATs (VIRTANEN et al., 2019; O'SHEA et al.,, 2015). Nesse local de
ancoragem, JAK fosforila STAT e, em seguida, STAT se dissocia do receptor e
forma homodimeros ou heterodimeros por meio de interagbes do dominio SH2-
fosfotirosina. Esses dimeros se translocam para o nucleo da célula, regulando a
transcrigdo dos genes alvo, promovendo mais inflamagdo (O'SHEA et al., 2015;
DURHAM et al., 2019; LIU et al., 2022; LEFEVRE; VANDE, 2020).

STAT geralmente regula a transcricdo através dos seguintes
mecanismos: (1) STAT liga-se ao seu sitio alvo de DNA para conduzir a ativagao
da transcrigao; (2) a proteina STAT pode formar um complexo de transcricdo
com fatores de transcricao ndo STAT para desencadear a transcricdo mediada
por STAT; (3) STAT associa-se a elementos de ligagdo de DNA n&o STAT para
promover a transcricdo dependente de STAT; (4) fatores de transcricdo STAT e
nao STAT podem ativar sinergicamente a transcrigdo por ligagdo a grupos de
sitios de ligacao de DNA independentes (HU et al., 2021).

Os eventos posteriores mediados por JAK/STAT s&o varios, dentre
eles, hematopoese, aptiddo imunoldgica, reparagdo tecidual, inflamagéo,
apoptose e adipogénese (OWEN et al., 2019).

2.8 Terapias convencionais para o tratamento de doeng¢a de Crohn

O diagnéstico imediato e a identificagdo dos objetivos especificos do
tratamento (por exemplo, cicatrizagdo da mucosa) da doenga de Crohn podem
ajudar a criar melhores resultados a longo prazo para os pacientes (YESHI et al.,
2020).

Na atualidade, alguns farmacos ja sao utilizados para essas

finalidades. Podemos citar, por exemplo, o uso, o infliximabe, um anticorpo
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monoclonal anti-TNF-a. Ele age ligando-se ao TNF-q, interferindo assim na
atividade enddgena do TNF-a, mostrando bons resultados em pacientes com
doencga de Crohn. Por outro lado, o infliximabe pode ocasionar alguns efeitos
colaterais, por exemplo, dor de cabeca, dor abdominal, nausea, anemia,
desenvolvimento de anticorpos, infec¢ao, infecgao respiratéria superior, sinusite,
tosse, faringite (PAPAMICHAEL et al., 2019; YESHI et al., 2020).

Outro farmaco também aprovado para o tratamento de doenca de
Crohn é a azatioprina, um agente pertencente a classe dos imunossupressores.
Ela age por produz o nucleotideo 6-tioguanina (6-TGn) que inibe a proliferacéo
de linfocitos. Acredita-se também que o 6-TGn desempenhe um papel na
sinalizagdo da apoptose dos linfocitos, inibindo a ativagdo de Rac1 nas células
T. Porém, é responsavel por causar alguns efeitos colaterais, como, nauseas,
vomitos, leucopenia e aumento da suscetibilidade a infecgdes (DUBINSKY,
2004; YESHI et al., 2020).

Outro exemplo de farmaco que também pode ser usado no tratamento
das DlIs é a mesalasina, um farmaco pertencente a classe dos derivados do
acido 5-aminossalicilico. A mesalasina age por inibir a via NF-K[3 e promover a
apoptose de células epiteliais intestinais. Porém, pode ocasionar tonturas, rinite,
sinusite, nasofaringite, dor nas costas, dor abdominal, erupg¢do cutanea,
eructacdo, prisdo de ventre, como efeitos colaterais (IACUCCI et al., 2010;
YESHI et al., 2020; BERGMAN; PARKES, 2006).

Mais recentemente, surgiram para utilizagdo de tratamento da doencga
de Crohn o vedolizumabe e o ustequinumabe. O primeiro age antagonizando
integrina e inibindo a integrina a437, especifica do intestino. Ja o ustequinumabe,
tem como mecanismo de agado a ligagao e interferéncia com as citocinas pro-
inflamatorias IL-12 e IL-23. Além disso, esse farmaco também interfere na
expressao da proteina quimiotatica 1 de monécitos (MCP-1), TNF-q, proteina 10
induzivel por interferon e IL-8. Porém, o uso desses farmacos também tem sido
associado a varios efeitos colaterais, como, infec¢ées no trato respiratério
superior, faringite, cefaleia, dentre outros (CHANDEL et al., 2015; SCRIBANO,
2018; YESHI et al., 2020; WEAVER et al., 2019; KOTZE et al., 2018).
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2.9 Tofacitinibe

O desenvolvimento de novas moléculas com potencial para atingir
uma gama de alvos de citocinas, como a via JAK/STAT, demonstrou ser eficaz
nas DlIs (D'AMICO et al., 2018; OLIVERA et al., 2017)

O tofacitinib (Figura 8) € um inibidor de JAK de primeira classe com
eficacia demonstrada no tratamento de artrite reumatoide e artrite psoriatica e
mais recente, também esta licenciado para o tratamento de colite ulcerativa (LIU
et al., 2022).

Figura 8: Estrutura molecular do tofacitinibe.
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Fonte: BAE et al., 2022.

Esse farmaco difere dos bioldégicos convencionais por ser uma
pequena molécula sintética direcionada oralmente e operar em um nivel
intracelular inibindo JAK de forma reversivel e competitiva (HODGE et al., 2016).

O tofacitinibe € o primeiro inibidor competitivo reversivel de JAK da
classe, inibindo seletivamente JAK1 e JAK 3 (Figura 9). Sua estrutura imita a do
trifosfato de adenosina (ATP) sem o grupo trifosfato associado. Isso evita a
fosforilagdo das proteinas JAK, o que impede o desencadeamento da via STAT
e a sinalizagao a jusante das citocinas de cadeia y IL-2, IL-4, IL-7, IL-15 e IL-21
e a sintese de proteinas pro-inflamatérios que estdo implicadas na inflamacgao
da mucosa (HODGE et al., 2016).



Figura 9: Mecanismo de agao do tofacitinibe.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Avaliar o efeito do Tofacitinibe, um inibidor da via JAK, sobre a
inflamagé&o e a integridade da mucosa cdélica no modelo de colite induzida por
TNBS em ratos.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito anti-inflamatério do Tofacitinibe através do peso
umido do célon, da avaliagdo dos escores macroscopicos de lesdo, da avaliagcao
dos escores microscopicos de lesdo, da concentracdo de MPO e da produgao
de citocinas IL-6 e IL-1 B de ratos com colite induzida por TNBS;

e Avaliar o efeito do Tofacitinibe sobre os critérios de integridade da
mucosa cOlica através da RET basal, da queda da RET, da permeabilidade a
fluoresceina, da expressdo de RNA de proteinas de juncdo (ZO-1, Ocludina e
Claudina-2) atraveés da técnica de PCR e a expressao proteica de proteinas de
juncéo (Tricellulin, Claudina-2 e claudina-15) pela técnica de Western Blot em

ratos com colite induzida por TNBS.
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4 METODOLOGIA

4.1 Local e periodo

Os experimentos foram realizados no periodo de agosto de 2019 a
maio de 2023. Grande parte do estudo foi desenvolvido no Laboratério de
Estudos da Fisiofarmacologia Gastrintestinal da Universidade Federal do Ceara
(LEFFAG-UFC). Além dele, outros experimentos, como dosagem de citocinas e
técnica de PCR foram desenvolvidas no Laboratoério de Toxinologia Molecular da
Universidade Federal do Ceara (LTM-UFC) e as revelagdes das membranas de
Western Blot foram realizadas no Laboratério Multiusuario do PPGCF-UFC.

4.2 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 condigdes controladas de luz (ciclo
claro/escuro de 12 horas) e temperatura (equivalente a 22 + 2° C). As caixas
foram alocadas em estantes ventiladas e foram fornecidos, aos animais, agua e

alimentacao ad libitum.
4.3 Aspectos éticos

Todos os tratamentos e procedimentos cirurgicos realizados estavam
de acordo com o “Guia de cuidados em uso de animais de laboratério” com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foram aprovados pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC), com protocolo numero
4082010222 (Anexo 1).
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4.4 Grupos experimentais

e Grupo SHAM: animais falsamente induzidos.

e Grupo COLITE: animais induzidos a colite.

e Grupo DEXAMETASONA (1 mg/Kg/BID): animais induzidos a colite e
tratados com Dexametasona.

e Grupo TOFACITINIBE (15 mg/Kg/BID): animais induzidos a colite e
tratados com Tofacitinibe.

4.5 Indugao da colite por TNBS

Inicialmente, os animais passaram por um processo de preparagao do
célon, com a realizagdo de enema (10 ml de solugéo salina 0,9% via retal/
animal) antes da indugéo da colite. Para a indug&o 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
administragao 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 solucédo 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 solugdes e cada animal permaneceu suspenso pela
cauda por 2 minutos para evitar o retorno do conteudo administrado (Motavallian-
Naeini et al., 2012).

Estes animais foram pré-tratados com salina ou Dexametasona
(Aché®,1mg/Kg) ou Tofacitinibe (Xeljanz®, Pfizer, 15 mg/kg) (LEE et al., 2021)
diluido em salina e tween 20 [0,025%] (IGLESIAS et al., 2021), 30 min antes da
inducdo da colite e diariamente a cada 12 horas. O grupo colite também foi
tratado com tween 20 [0,025%] para anular quaisquer duvidas que o uso dessa
solugdo pudesse interferir no grupo tratado com tofacitinibe. Apos 7 dias da
inducao da colite foram avaliados os seguintes parametros: edema (peso umido),
escores macroscopicos lesdo colica, escores microscopicos, e infiltracdo de
neutrofilos (atividade de MPO), mensuragdo de citocinas e alteragbes na
integridade mucosa colonica (Resisténcia epitelial e permeabilidade a
fluoresceina), além de analise de PCR e Western Blotting para jungdes estreitas.
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4.6 Métodos para avaliagao da inflamagao

4.6.1 Avaliagcao do peso umido dos célons de animais

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 identificagcdo do colon dos animais, foi isolada uma extensao
de 5 cm dele. As pegas foram entdo abertas longitudinalmente, lavadas com
solugao fisiologica e realizadas as pesagens. Os resultados foram expressos
pela unidade (mg/cm).

4.6.2 Avaliagcao dos escores macroscopicos de lesao

ApOs a analise de peso umido, os colons dos animais foram
distendidos sobre uma superficie plana para a avaliagdo dos escores
macroscopicos (correspondente a soma dos valores individuais dos escores)

seguindo a técnica descrita por Morris (1989), conforme mostrado na tabela 1.

Tabela 1: Avaliagao dos escores macroscopicos das lesées intestinais de
animais com colite induzida por TNBS.

Critério Escore
Aparéncia normal 0
Hiperemia local sem ulceras 1
Ulceracao sem hiperemia ou espassamento da parede col6nica 2
Ulceracio com inflamacio em um sitio 3
Ulceracfo / inflamacao em dois ou mais sitios 4
Lesdo principal estendendo-se por 1 ¢m ao longo do célon 5
Area de lesdio > 2 cm ao longo do comprimento do célon. A quantificacfio é 6—10

aumentada em 1 para cada centimetro adicional.

Fonte: Adaptado de Morris, 1989.
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4.6.3 Avaliacao dos escores microscopicos de lesao

Para a avaliacdo dos escores microscopicos, foram confeccionadas
l&aminas histologicas a partir de fragmentos de tecidos colicos dos animais.
Inicialmente as amostras passaram pela inclusao, que consiste em: uma primeira
etapa, que corresponde a desidratagdo (quando ocorre a retirada da agua dos
tecidos e a sua substituicdo por alcool através da imersdo em alcoois que
possuem concentragdes crescentes), uma segunda etapa, a diafanizagdo, com
a substituicdo do alcool, agora presente nos tecidos, por xilol, e, uma ultima
etapa, a impregnacao, que consiste em substituicdo do xilol por parafina fundida
a 80° em pequenos blocos.

A etapa da microtomia consiste, basicamente, em utilizar um
microtomo 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 acgo, afiada, e um brago ao qual se prende o bloco e que se desloca
verticalmente.

As fitas obtidas a partir do microtomo foram transferidas para um
banho-maria, com o auxilio de uma pinga, para serem distendidas. A agua do
banho-maria estava a 53°C. Nesta etapa, foram retiradas as dobras e evitadas
as bolhas abaixo da fita. Apdés a distensdo, os 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 adesao
da pega. As laminas com os cortes aderidos foram separadas para secagem por
24 horas.

A coloragdo consiste em uma etapa muito importante para a
visualizagdo das estruturas do tecido. Normalmente sdo utilizados corantes
hidrossoluveis, sendo necessaria, deste modo, a remocéo da parafina da peca
que foi preparada nas etapas descritas anteriormente e que permanece na
lamina de vidro. Os corantes utilizados nos procedimentos histologicos foram a
Hematoxilina e a Eosina (HE).

A montagem final da lamina consistiu em depositar uma gota de resina
liquida sobre o 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
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durar anos. Apos 24 horas da montagem das l&minas, as mesmas foram levadas
ao microscépio para analises 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, P.M.G.).

Tabela 2: Escores microscépicos para avaliacao de fragmentos de tecido
intestinal de animais com colite induzida por TNBS em ratos.

Critério Escore
Perda da arquitetura da mucosa 0-3
Infiltracdo cellular 0-3
Espessamento da muscular 0-3
Formacgdo de abscesso em cripta 0-1
Auséncia de células caliciformes 0-1

Fonte: Appleyard e Wallace, 1995

4.6.4 Ensaio de Mieloperoxidase (MPO)

Amostras de célon foram coletadas, pesadas e maceradas em 0,5%
de brometo de hexadeciltrimetilamoénio (HTAB, Sigma-Aldrich®, EUA), pH 6,0, na
propor¢ao de 500 pyL de solugcdo para 50 mg de tecido. Posteriormente, o
macerado foi centrifugado (5000 rpm, 7 min, 4°C). Em seguida, 10 uyL do
sobrenadante foram colocados em placa de 96 pogos em duplicata. Em cada
poco, adicionaram-se 200 pL de solugdo contendo O-dianisidina (Sigma-
Aldrich®, EUA), 5 mg diluida em 3 mL tampao fosfato. A essa solugdo foram
ainda adicionados 15 pL de peréxido 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 ymol de peroxido de hidrogénio a agua em 1 min a 22°C (BRADLEY
et al., 1982).
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4.6.5 Mensuracgao de Citocinas (IL-6 e IL-1B)

Foram retirados os fragmentos do colon dos animais para dosagem de
citocinas. Estes fragmentos foram adicionados em um tampao inibidor de
protease (500 yL de tamp&o para cada 100 mg de tecido) e depois processados
em um homogeneizador de tecido e centrifugado a 3000 rpm a 4° C por 10
minutos.

Foi utilizado o Kit MILLIPLEX® Cytokine/Chemokine 4-plex (Millipore
Corporation, Billerica, MA, EUA) com anticorpos de deteccado de IL-6 e IL-1[3 para
ratos, referentes aos grupos Sham, Colite, Tofacitinibe e Dexametasona.

Resumidamente, as amostras de homogenato de tecido colico dos
animais foram diluidas 1:2 em tampao de ensaio e, apds esse procedimento, foi
adicionado 25 uL de solugbes padrdes, solugdes de controles de qualidade e
amostras em duplicata a placa. Este procedimento foi seguido pela adi¢gao de 25
WL das esferas magnéticas.

A placa foi selada, coberta com papel laminado e incubado durante a noite
em um agitador de placas a 4°C. A placa foi lavada trés vezes e 25 pL de
anticorpo de deteccéo foi adicionado a cada poco.

Apos incubar a placa em temperatura ambiente por 1 h, 25 uL de
estreptavidina-ficoeritrina foi adicionado por poc¢o. A placa foi selada, coberta e
incubada por mais 30 min em temperatura ambiente.

ApOs esse processo, a placa passou por uma série final de lavagens antes
da adicdo de 150 pL de fluido de acionamento. As concentragcdes dos
marcadores foram medidas no instrumento Luminex ® MAGPIX ® com o software
xPONENT ® (Luminex Corporation, Austin, TX, EUA) (RICHENS et al., 2010).

4.7 Métodos para avaliagao da integridade da mucosa célica
4.7.1 Protocolo executado na cadmara de Ussing

4.7.1.1 Montagem do tecido na cdmara

Apés a abertura longitudinal do colon dos animais, o mesmo foi
distendido em uma placa petri contendo solugdo de Krebs (composta por 145
mM de NaCl, 0,4 mM de KH2PO4, 1,6 mM de KoHPO4, 5 mM de glicose, 1 mM
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de MgCl; e 1,2 mM de CaCly, pH 7,4) e, com o auxilio de uma Iamina de bisturi,
foi realizada a dissecag¢ao do tecido, sendo retirado a camada muscular. Um
fragmento da mucosa cdlica dissecada foi posicionado na camara 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 O2 e 5% de CO2) e com uma temperatura
constante de 37°C.

4.7.1.2 Avaliagcéo da Resisténcia Elétrica Transepitelial (RET)

A corregao 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 cdmara 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 duragao de 200 ms, a cada 6 s, aplicados por meio de fios de platina.
Todos os experimentos foram conduzidos em condi¢des de circuito aberto. Apds
30 minutos, o sistema obteve entdo a estabilidade, sendo possivel estabelecer
a RET basal, representada por Q/cm?.

Apos a estabilizagdo, os tecidos codlicos dissecados continuaram
mantidos expostos a solugcdo de Krebs (solugdo que mimetiza condigdes
fisiologicas). A RET foi entdo avaliada durante os préximos 60 minutos e
representada como Q/cm? (TOBEY et al., 2004). Os resultados foram expressos
como percentual (%) de variagdo da resisténcia nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60
minutos, correspondendo o tempo zero (pico da RET) a 100% (Figura 10).
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Figura 10: Representacdo esquematica do estudo da RET em camara de
Ussing.

| Wistura Carbagerica (95% G2 + 5% de 02) | Estabilizacao (Krebs) | Exposi¢do a solugao teste |

+ V- ) I 30 minutos I

60 minutos

Variagio da RET

S
1
Resisténcia Elétrica Transepitelial
RET (Qfem?)

Tempeo (min)

Fonte: Adaptada de Woodland, P. e colaboradores, 2013.

4.7.1.3 Avaliagdo da permeabilidade a fluoresceina

Apos a avaliagao da RET, foi analisada a permeabilidade epitelial
paracelular. Para este protocolo, os tecidos cdélicos foram mantidos nas camaras
de Ussing e a solugéo do lado luminal foi substituida por uma solugéo contendo
fluoresceina (1 mg/ml, 376 Da, diluido em Krebs pH 7,4), um tragador
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 pl) coletadas do lado ndo luminal. A quantificagao de
fluoresceina foi realizada utilizando um leitor de fluorescéncia (FLUOstar
Omega; BMG Labtech, Ortenberg, Alemanha). Os valores do fluxo de
fluoresceina foram expressos em raz&do de intensidade de fluoresceina a partir

de uma curva padrao da reta (Figura 11).
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Figura 11: Representacao esquematica do estudo da permeabilidade a
fluoresceina na camara de Ussing.

Coleta de Fluoresceina
(376 Da; 3,5 mg/ml):
v" Tempo 00 minutos
v Tempo 30 minutos
v" Tempo 60 minutos
v" Tempo 90 minutos

[ Lado submucoso ][ Lado luminal ]

Fonte: Arquivo pessoal.

4.7.2 Expressao de RNA através da técnica de PCR

O RNA total foi extraido do colon dos ratos usando o RNeasy Lipid
Tissue Mini Kit® (Qiagen, Alemanha) de acordo com as instrugdes do fabricante
e, em seguida, submetido a sintese de cDNA usando o iScript cDNA Synthesis
Kit® (Bio-Rad, EUA).

A expressdo de mRNA das proteinas de jungao (ZO-1, ocludina e
claudina-2) foi analisada por reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real (QPCR) usando o CFX96 Touch Detection System (Bio-Rad). A
tirosina 3-polipeptideo zeta da proteina de ativagdo monooxigenase/triptofano
5E-monooxigenase (YWHAZ) serviu como gene de limpeza (SANDOVAL et al.,
2014).

Os primers de DNA para todos os genes analisados foram projetados
com base nas sequéncias de mMRNA obtidas do National Center for

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov). Os dados foram obtidos
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por meio do software CFX Manager 3.0° (Bio-Rad), com base nos valores do
ciclo limiar, no qual a fluorescéncia observada é 10 vezes maior que a
fluorescéncia basal para cada ensaio de gPCR. A expressdo do mRNA foi
determinada pela aplicagdo do método matematico 27PPCT (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).

4.7.3 Expressao proteica através da técnica de Western Blotting

Para avaliar a expressao proteica de tricellulin, claudina-2 e claudina-
15, nos segmentos de célon, foram seguidas as seguintes etapas: extracdo de
proteinas, dosagem de proteinas e Western Blotting. Na extragdo de proteinas,
os segmentos de célon foram macerados, com auxilio de macerador elétrico, em
pequenos tubos contendo tampéo RIPA (25 mM TrisHCI pH 7,6; 150 mM NacCl;
5 mM EDTA; 1% NP-40; 1% triton-X-100; 1% deoxicolato de sadio; 0,1% SDS)
e inibidor de protease (Sigma-Aldrich, EUA, 1uL de inibidor de protease: 100uL
de RIPA) submersos em gelo.

Em seguida, as amostras foram vortexadas por 30 segundos, a cada
10 min por 30 min, e centrifugadas (17 min, 4°C, 13000 rpm). O pellet foi
desprezado e o sobrenadante (porgdo que contém as proteinas) foi transferido
para um novo microtubo. As proteinas foram dosadas pelo método do acido
bicinconinico e foi realizado conforme descrito pelo fabricante (Thermo Scientific,
Estados Unidos, EUA). De acordo com este método, as proteinas presentes nas
amostras reduzirdo o cobre da sua forma cuprica (Cu2*) para a cuprosa (Cu1®).
Este se ligara a duas moléculas de acido bicinconinico, resultando na cor purpura
visualizada no final da reacdo. Inicialmente, a proteina foi diluida (1 pl de
proteina: 20 uyl de RIPA) e preparado 75uL de proteina diluida. Em seguida, foi
misturado o reagente A (Contém acido bicinconinico) e B (contém cobre)
respectivamente na proporcdo de 50:1. Posteriormente, foi colocado em
duplicata 25 pl de cada amostra diluida e 200 uyl da mistura final do reagente A
e B em placa de 96 pocos.

Posteriormente, a placa foi incubada por 30 min a 37°C em estufa.
Enfim, foi efetuada a leitura da reacdo em leitor de Elisa a 562 nm. Para a curva,
foram utilizadas concentra¢cdes conhecidas de Albumina sérica bovina (BSA):
2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 e 0 pg/mL.
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A analise de Western Blotting, foi iniciada com o preparo de 70 ug de
proteina referente a cada amostra, adicionando tamp&o da amostra (BioRad®,
EUA 65,8 mM TrisHCI, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS; 0,01% azul de
bromofenol) e B-mecaptoetanol (BioRad®, EUA), vortexando por 10 s,
aquecendo no banho maria (95°C, 5 min) e centrifugando (10000 rpm, 4°C, 30s).

Em seguida, foi realizada a eletroforese vertical de proteinas em gel
de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 60 v nos primeiros 15 min para deposigao
das amostras no fundo do poc¢o e 120 v para o restante da corrida, onde foi
utilizado gel a 10% e tamp&o de corrida (25 mM Tris; 192 mM glicina; 1% SDS).
Ap0s a corrida, foi efetuada a transferéncia por eletroforese das proteinas do gel
para a membrana de PVDF (BioRad®, EUA, Fluoreto de polivinilideno) a 100 v
por duas horas em tampao de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20%
metanol).

Ap0Os esta etapa, as membranas foram bloqueadas por uma hora em
agitacéo constante, para reduzir as ligagdes inespecificas, com 5% BSA (Sigma-
Aldrich®, EUA) diluido em tamp&o salina Tris-HCI suplementado com Tween 20
(TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1% Tween 20).

Em seguida, foi realizada a lavagem das membranas com TBST,
sendo trés lavagens por 10 min cada. Na etapa seguinte, as membranas seréao
incubadas, overnight a 4°C sob agitacdo constante, com os anticorpos anti-
tricellulin, anti-claudina-2 ou anti-claudina-15 diluidos em 1% de BSA em TBST.
ApOs esta etapa, foram realizadas trés lavagens de 10 min cada com TBST.

As membranas foram incubadas com os anticorpos secundarios HRP-
goat anti-rabbit ou HRP-rabbit anti-goat por duas horas em temperatura
ambiente. Decorrido este tempo, as membranas foram lavadas trés vezes,
duracdo de 10 min cada, com TBST. Enfim, foi adicionado o reagente de
quimioluminescéncia (BioRad®, EUA, Clarity western ECL blotting substrate) e
as membranas foram agitadas por 5 min. As imagens das bandas foram
capturadas por um sistema de ChemiDoc XRS (BioRad®, EUA). A densidade das
bandas foi mensurada por meio do software Image Lab (BioRad®, Brasil).
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4.8 Analises estatisticas

O teste Shapiro Wilk foi realizado para verificar a normalidade das
amostras. Para os dados paramétricos foram utilizados os testes estatisticos de
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 nao-parameétricos). Os dados foram expressos como média + erro padréo
da média (EPM).



50

5 RESULTADOS

5.1 Tofacitinibe reduz parametros inflamatérios induzidos na colite por
TNBS

5.1.1 Tofacitinibe reduz peso umido dos coélons em modelo de colite

induzida por TNBS em ratos.

Foi observado que o grupo Colite teve maior (p<0,05) peso umido
(0,4590 £ 0,08 mg/cm de colon) quando comparado ao grupo Sham (0,1327 +
0,006 mg/cm de colon). Em contrapartida, foi observado que tanto o grupo
tratado com Tofacitinibe (0,1578 £ 0,01 mg/cm de colon), quanto o tratado com
Dexametasona (0,1805 £ 0,03 mg/cm de célon), apresentaram menor (p<0,05)

peso umido quando comparados ao grupo Colite (Grafico 1).
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Grafico 1: Peso umido dos célons de ratos em modelo de colite induzida
por TNBS. Comparacéo dos pesos umidos entre os grupos Sham, Colite, Colite
+ Tofacitinibe e Colite + Dexametasona. Os valores sdo expressos como média
+ EPM. n =7-9 por grupo. *p<0,05 vs. Sham e #p<0,05 vs. Colite. (Anova seguido

de pos-teste de Bonferroni).
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5.1.2 Tofacitinibe previne danos macroscépicos na mucosa coélica em

modelo de colite induzida por TNBS em ratos.

A avaliagdo macroscopica de lesdo das mucosas colicas do grupo
Colite (17,11 £ 0,8 escores macroscopicos de lesdo) teve aumento significativo
(P<0,05) quando comparado ao grupo Sham (0,43 £ 0,2 escores macroscopicos
de les&o), apresentando extensas areas de necrose, além de hiperemia e
ulceragcdo (Figura 12). Por outro lado, ao serem comparados 0s grupos
Tofacitinibe (8,43 + 1,1 escores macroscopicos de lesdo) e Dexametasona (6,12
+ 0,1 escores macroscopicos de lesdo) ao grupo Colite (17,11 £ 0,8 escores
macroscopicos de lesdo), foi possivel observar diminuigao significativa (P<0,05)
dos escores macroscopicos de lesdo cdlica (Grafico 2).

Figura 12: Fotografias das mucosas célicas de ratos.

Sham Tween Tofacitinibe Dexametasona

Colite

Fonte: Préprio autor.
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Grafico 2: Escores macroscopicos de lesao da mucosa célica de ratos em
modelo de colite induzida por TNBS. Comparac¢ao dos escores macroscopicos
de lesdo entre os grupos Sham, Colite, Colite + Tofacitinibe e Colite +
Dexametasona. Os valores sdo expressos como média £ EPM. n = 7-9 por grupo.
*vs. Sham e # vs. Colite. P < 0,05 (Anova seguido de pds-teste de Bonferroni).
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5.1.3 Tofacitinibe atenua danos microscopicos na mucosa célica em

modelo de colite induzida por TNBS em ratos.

Como mostrado na Figura 13A e na Tabela 3, nenhum dano
histologico foi observado no grupo Sham. O grupo Colite, por sua vez,
apresentou perda da arquitetura da mucosa, infiltracdo celular, espessamento
da muscular e diminuigado do numero de células caliciformes (Figura 13B, Tabela
3). Os cortes histologicos obtidos nos grupos tratados com Tofacitinibe ou
Dexametasona (Figura 13C, D) mostraram redugao da inflamagao, diminuigao
de infiltrado celular e do espassamento da muscular, além da reducido da

degradacgao de células caliciformes em relagéo ao grupo Colite (Tabela 3).

Figura 13: Pranchas histolégicas da mucosa célica de ratos em modelo de
colite induzida por TNBS.

I P

Imagem representativa de tecido colico em corte histologico, corado com HE.
Micrografia (x 100, escala de 100 pm) representando (A): Grupo Sham; (B):
Grupo Colite; (C): Grupo Colite + Dexametasona; (D): Grupo Colite +
Tofacitinibe. Seta preta: Perda da arquitetura da mucosa; Seta amarela:
Infiltragdo celular; Seta Azul: Espessamento da muscular; Seta verde: células

caliciformes.



54

Tabela 3: Escores microscopicos de lesao em modelo de colite por TNBS

em ratos.
Perda da = Formagdo de Auséncia de
- Infiltragdo Espessamento .
Grupos arquitetura da abscesso em células
. . celular da muscular . -
experimentais mucosa (0-3) (0-3) cripta caliciformes
(0-3) (0-1) (0-1)
Sham 0(0-1) 0 (0-1) 0 (0-0) 0(0-1) 0 (0-0)
Colite 3 (3-3)* 3(3-3) 3 (2-3)* 1(1-1)* 1(0-1)*
Tofacitinibe 0,5 (0-1)# 1(1-2)# 1(0-2)# 0,5 (0-1) 0 (0-0#
Dexametasona 0 (0-1)# 1(0-1)# 0 (0-1)# 0 (0-0# 0 (0-0#

Escores histopatologicos de lesdo em ratos com ou sem colite induzida por
TNBS. Sham, Colite, Colite + Tofacitinibe e Colite + Dexametasona. Resultados

expressos como mediana com minimo e maximo representado em parénteses.
n =7 — 9 por grupo. *p<0,05 vs. Sham e #p<0,05 vs. Colite. (Kruskal-Wallis

seguido de pds-teste de Dunns).
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5.1.4 Tofacitinibe reduz concentragcdo de MPO dos cdélons em modelo de
colite induzida por TNBS em ratos.

O grupo Colite (218,1 £ 31,36 UMPO/mg) teve maiores (p<0,05) niveis
de MPO quando comparado ao grupo Sham (20,74 + 3,9 UMPQO/mg). Porém, ao
serem avaliados os grupos de animais tratados, tanto o grupo Tofacitinibe (144,0
+ 32,87 UMPO/mg), quanto o grupo Dexametasona (6,48 + 1,30 UMPO/mg)
(Grafico 3).
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Grafico 3: Teste de MPO dos célons de ratos em modelo de colite induzida
por TNBS. Comparagao das concentragbes de MPO entre os grupos Sham,
Colite, Colite + Tofacitinibe e Colite + Dexametasona. Os valores sao expressos

como média + EPM. n = 7-9 por grupo. *p<0,05 vs. Sham e #p<0,05 vs. Colite.
(Anova seguido de pos-teste de Bonferroni).
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5.1.5 Tofacitinibe reduz niveis de citocinas em modelo de colite por TNBS

em ratos.

Ao avaliarmos os niveis de citocina IL-6 (Grafico 4A), conseguimos
perceber que os animais do grupo Colite possuem maior expressao (p<0,05)
dessa proteina quando comparados aos animais do grupo Sham (48,67 + 19,66
vs. 3,07 £ 0,6 pg/mg de proteinas, respectivamente). Além disso, o grupo Colite
também apresentou maiores niveis (p<0,05) de IL-1B8 (Grafico 4B) quando
comparado ao grupo Sham (500,6 + 89,13 vs. 19,62 + 1,64 pg/mg de proteinas,
respectivamente). Por outro lado, o grupo tratado com Tofacitinibe foi capaz de
atenuar (p<0,05) tanto os niveis de IL-6 (3,53 *+ 1,45 pg/mg de proteinas) quanto
os de IL-1B (28,5 + 3,9 pg/mg de proteinas). Da mesma forma, o grupo tratado
com Dexametasona também foi capaz de atenuar (p<0,05) os niveis de IL-6

(6,88 £ 1,1 pg/mg de proteinas) e IL- 1B (58,1+ 31,64 pg/mg de proteinas).
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Grafico 4: Dosagem de citocinas dos cdélons de ratos no modelo de colite
induzida por TNBS. Comparacgao dos niveis de citocinas entre os grupos Sham,
Colite, Colite + Tofacitinibe e Colite + Dexametasona. Os valores sao expressos
como média £ EPM. n = 7-9 por grupo. *p<0,05 vs. Sham e #p<0,05 vs. Colite.

(Anova seguido de pos-teste de Bonferroni).
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5.2 Tofacitinibe preserva a integridade da mucosa célica de ratos no

modelo de colite induzida por TNBS.

5.2.1 Tofacitinibe preserva a RET basal no modelo de colite induzida por
TNBS em ratos.

Foi possivel observar que o grupo Colite teve menor RET basal
(p<0,05) quando comparado ao grupo Sham (33,25 + 2,7 vs. 45,0 £ 1,2 Q x cm?,
respectivamente). Por outro lado, o grupo Tofacitinibe foi capaz de prevenir
(p<0,05) a redugdo da RET basal (62,3 + 8,14 Q x cm?), algo que no foi
observado no grupo Dexametasona (39,13 + 3,17 Q x cm?) (Gréfico 5).
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Grafico 5: RET basal dos célons de ratos no modelo de colite induzida por
TNBS. Comparagcdo RET basal entre os grupos Sham, Colite, Colite +
Tofacitinibe e Colite + Dexametasona. Os valores sdo expressos como media £
EPM. n = 7-9 por grupo. *p<0,05 vs. Sham e #p<0,05 vs. Colite. (Anova seguido

de pos-teste de Bonferroni).
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5.2.2 Tofacitinibe reduz a queda da RET no modelo de colite induzida por
TNBS em ratos.

No Grafico 6A, podemos observar que a mucosa célica dos animais
do grupo Colite demonstrou queda da RET, sendo esta significativa (p<0,05) no
tempo 60 minutos (Grafico 6B), quando comparada com a RET do grupo Sham
(80,9 £ 2,35 vs. 95,07 £ 2,36 %, respectivamente). Em contrapartida, o grupo
Tofacitinibe foi capaz de reduzir a queda da RET (p<0,05) em comparagédo com
o grupo Colite (92,6 £ 2,8 vs. 80,9 + 2,35 %, respectivamente).
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Grafico 6: Avaliagcao da queda da RET, no periodo de 60 minutos, no
modelo de colite induzida por TNBS em ratos. Comparagao da queda da RET,
durante 60 minutos (A) e representagao do tempo 60 minutos (B) entre os grupos
Sham, Colite e Colite + Tofacitinibe. Os valores sado expressos como média £

EPM. n = 7-9 por grupo. *p<0,05 vs. Sham e #p<0,05 vs. Colite. (Anova seguido
de pos-teste de Bonferroni).
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5.2.3 Tofacitinibe reduz a permeabilidade a fluoresceina no modelo de

colite induzida por TNBS em ratos.

Ao ser avaliada a permeabilidade a fluoresceina (Grafico 7A), foi
possivel observar que apos 90 minutos de exposicao (Grafico 7B), o grupo Colite
teve maior passagem paracelular (1889 + 701,4 pg/mL, p<0,05) quando
comparado ao grupo Sham (364,2 + 127,3 yg/mL). O grupo Tofacitinibe, por sua
vez, foi capaz de reduzir (p<0,05) a permeabilidade a Fluoresceina (132,4 £

37,84 pg/mL).
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Grafico 7: Avaliagao da permeabilidade a Fluoresceina, no periodo de 90
minutos, no modelo de colite induzida por TNBS em ratos. Comparacio da
permeabilidade a Fluoresceina durante 90 minutos (A) e representacdo do
tempo 90 minutos (B), entre os grupos Sham, Colite e Colite + Tofacitinibe. Os
valores sao expressos como média £ EPM. n = 7-9 por grupo. *p<0,05 vs. Sham

e #p<0,05 vs. Colite. (Anova seguido de pos-teste de Bonferroni).
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5.2.4 Avaliagcdao da expressao relativa de RNA de proteinas de jungao da
mucosa collica de ratos em modelo de colite por TNBS por meio da técnica
de PCR.

Para analise da expressao génica da Ocludina, € possivel observar
(Grafico 8B) que o grupo Colite possui menor expressao quando comparado ao
grupo Sham (0,18 £ 0,08 vs. 1,09 + 0,16, respectivamente, p<0,05). Por outro
lado, o grupo Tofacitinibe reestabeleceu a expressao relativa de Ocludina (2
0,15, p<0,05).

A expresséo relativa de Claudina-2, por sua vez, teve maior valor no
grupo Colite quando comparado ao grupo Sham (3,51 + 0,67 vs. 1,01 + 0,13,
respectivamente, p<0,05). Todavia, o grupo Tofacitinibe apresentou redugao na
expressado de desse gene ao ser comparado ao grupo Colite (1,45 = 0,12 vs.
3,51 + 0,67, respectivamente, p<0,05) (Grafico 8C).

Analisando a expresséao relativa da Zénula de Oclusao-1 (ZO-1), ndo

foi possivel observar diferenga estatistica entre os grupos (Grafico 8A).
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Grafico 8: Avaliacao da expressao relativa de RNA de proteinas de juncao
da mucosa célica de ratos em modelo de colite por TNBS por meio da
técnica de PCR. Expressédo relativa de mRNA de ZO-1 (A), Ocludina (B), e
Claudina-2 (C) entre os grupos Sham, Colite e Colite + Tofacitinibe. Os valores
sdo expressos como média + EPM. n = 7-9 por grupo. *p<0,05 vs. Sham e
#p<0,05 vs. Colite. (Anova seguido de pos-teste de Bonferroni).
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5.2.5 Avaliagao de proteinas de juncdo da mucosa coélica de ratos em
modelo de colite por TNBS por meio da técnica de Western Blotting.

Quando avaliamos a expressdo de Claudina-2, observamos que o
grupo Colite apresentou maior expressao (p<0,05) quando comparado com o
grupo Sham (376,8 + 52,3 vs. 100 + 14,3 %), enquanto o grupo Tofacitinibe
(227,2 £ 44,4 %) foi capaz de recuperar (p<0,05) os valores da expressao de
Claudina-2 (Grafico 9A).

No Grafico 9B, & possivel notar que o grupo Colite apresentou
aumento da expresséao de Claudina-15 (p<0,05) quando comparado com o grupo
Sham (174,7 + 37,02 vs. 81,93 = 10,9 %, respectivamente). Por outro lado,
quando observamos o grupo Tofacitinibe (40,53 £ 10,2 %), conseguimos notar
que a expressao de Claudina-15 diminui (p<0,05) quando comparado ao grupo
Colite.

Por ultimo, quando avaliamos a expressao de Tricellulin, conseguimos
observar que o grupo colite apresentou menor expressédo (p<0,05) quando
comparado ao grupo Sham (21,31 + 3,8 vs. 109,7 + 36,3 %, respectivamente) e
que o grupo tratado com Tofacitinibe foi capaz de recuperar (p<0,05) os valores
dessa proteina de jungéo (64,37 + 15,46 %) (Grafico 9C).
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Grafico 9: Avaliagao de proteinas de juncao da mucosa célica de ratos em

modelo de colite por TNBS por meio da técnica de Western Blotting.

Expressao Claudina-2 (A), Claudina-15 (B) e Tricellulin (C) entre os grupos

Sham, Colite e Colite + Tofacitinibe. Os valores sao expressos como média

+

EPM. n = 6-7 por grupo. *p<0,05 vs. Sham e #p<0,05 vs. Colite. (Anova seguido

de pos-teste de Bonferroni).
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6 DISCUSSAO

As Dlls, que compreendem principalmente a colite ulcerativa e a
doenca de Crohn, sdo responsaveis por uma série de sinais e sintomas, como
dor abdominal, febre, perda de peso, anemia e diarreia, podendo até mesmo se
manifestarem de formas mais agravante, ocasionando, por exemplo, estenoses,
sendo necessario hospitalizagao e cirurgia (VERSTOCKT et al.2022; KNOWLES
et al., 2018). Além disso, pacientes com DlIs apresentam taxas mais elevadas
de estresse, ansiedade e depressdo, quando comparados a pessoas saudaveis
(WINTJENS et al., 2019; ANANTHAKRISHNAN et al., 2013; BERNSTEIN et al.,
2019; NEUENDOREF et al., 2016), reduzindo, dessa forma, a qualidade de vida
dos seus portadores (KNOWLES et al., 2018).

Ademais, as Dlls tornaram-se globais, afetando paises tanto
ocidentais quanto orientais, sendo responsaveis por alta prevaléncia e crescente
incidéncia mundial (SIEW et al.,, 2017). Pesquisas mais recentes ainda
demonstram que com o rapido aumento na incidéncia de Dlls no Oriente,
associado ao envelhecimento da populagédo, € possivel esperar que haja um
aumento exponencial no numero de pacientes com Dlls em todo o mundo (MAK
et al., 2020). No Brasil, esses dados sdo semelhantes. Estudos recentes
demonstraram que, apesar de haver estabilizacdo da incidéncia das Dlls no
Brasil, € possivel identificar que a prevaléncia tem rapido crescimento, sendo
maiores na regido Sul e Sudeste em comparagdo com as regides Norte e
Nordeste (QUARESMA et al., 2022; COSTA et al., 2022). Apesar de varios
estudos terem sido realizados no intuito de elucidar completamente os
mecanismos envolvidos na fisiopatologia da doenga de Crohn, ainda existem
lacunas que precisam ser esclarecidas. Além do mais, € necessario encontrar
um farmaco que possa minimizar os prejuizos ocasionados por essa doenga.

Nesse sentido, decidimos estudar os efeitos de Tofacitinibe, um
inibidor da JAK que provou ser um agente terapéutico eficaz no tratamento de
varias doengas inflamatérias crénicas, no modelo de colite induzida por TNBS
em ratos.

Neste estudo, conseguimos observar que o modelo de colite por
TNBS foi capaz de aumentar parametros inflamatorios, como o aumento de o

peso Uumido do colon, presenca de hiperemia e areas de necrose vistas



66

macroscopicamente, além de infiltrado neutrofilico e perda da arquitetura da
mucosa, conforme observado microscopicamente. Além disso, também vimos
que a inflamagao é capaz de ocasionar danos estruturais, levando a perda da
integridade da mucosa. Entretanto, o tratamento com Tofacitinibe mostrou-se
favoravel tanto por atenuar os parametros inflamatérios observados, quanto por
preservar a integridade da mucosa.

Conseguimos observar também a importancia do modelo de colite por
TNBS e a reprodutibilidade dele com a clinica. E possivel identificar que as
alteracbes inflamatorias, tanto de resultados macroscopicos, quanto
microscopicos e bioquimicos sdo bastante semelhantes entre o modelo
experimental e a clinica (YESHI et al., 2020). Nesse sentido, a facilidade de
manipulagdo animal e de realizagdo de testes fisiologicos e farmacologicos
torna-se mais pratico e mais acessivel, deixando claro a importancia deste
modelo animal de colite e a veracidade da sua semelhanga com a doenca.

Estudos anteriores realizados por nosso grupo, mostraram que a
colite induzida por TNBS em ratos desencadeia um processo inflamatorio
seguido de perda da integridade da mucosa em 7 dias (COSTA et al., 2020). Do
mesmo modo, no presente estudo, realizamos a eutanasia dos animais no 7° dia
pos-indugéo da colite por TNBS. Em seguida, coletamos os tecidos codlicos, e
conseguimos observar que o célon dos animais do grupo colite estavam com
maior peso umido quando comparados com os do grupo Sham. Outros estudos
também demonstraram resultados semelhantes ao nosso, associando o
aumento de peso umido a presenca de edema e infiltrado de células
inflamatoérias (CARVALHO et al., 2018; MONTEIRO et al., 2021).

Além disso, também observamos em nossa pesquisa que houve
alteracdo nos escores macroscopicos de lesdo, sendo possivel observar areas
de hiperemia, além de extensas areas de necrose. Nossos resultados
corroboram com os dados descritos por Morris e colaboradores (1989) que
também encontraram alteragées semelhantes, relacionando esses resultados a
associacao de etanol e TNBS, mostrando que o alcool é essencial para romper
a barreira das células epiteliais intestinais, permitindo que o TNBS penetre na
parede intestinal e seja reconhecido como alvo pelo sistema imunolégico do
hospedeiro, gerando danos na mucosa e consequentemente areas de lesdo,

resultados também encontrados por Antoniou e colaboradores (2016).
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Outro resultado importante que encontramos no nosso estudo foram
os danos microscopicos ocasionado no grupo colite quando comparado ao grupo
Sham. Esse grupo experimental apresentou perda da arquitetura da mucosa,
infiltrag&o celular, espessamento da muscular e diminuigdo do numero de células
caliciformes. Resultados semelhantes também foram encontrados
anteriormente, tanto por nosso grupo quanto por outros pesquisadores, fatos
esses que atestam tanto os danos morfologicos ocasionados pelo modelo,
quanto a reprodutibilidade deste (COSTA et al., 2020; MONTEIRO et al., 2021;
SZANDRUK-BENDER et al., 2022).

Além desses resultados, a presente pesquisa também demonstrou
gue o colon dos animais induzidos a colite por TNBS tiveram maiores niveis de
MPO quando comparados ao grupo Sham. De acordo com Rizo-Téllez e
colaboradores (2022) esse aumento de MPO esta relacionado a uma avaliagdo
indireta dos niveis de infiltrados neutrofilicos, visto que a enzima
mieloperoxidase é liberada, em grande maioria, dos granulos azurofilos dos
neutrofilos. Sendo assim, o aumento dessas células imunolégicas é um
indicativo de inflamagao aguda, pois sdo as primeiras células imunes a serem
recrutadas para os locais de infecgéo e lesado tecidual (LIEW et al., 2019).

Por outro lado, nossos resultados foram capazes de mostrar que o
grupo tratado com Tofacitinibe, atenuou esses parametros inflamatorios
avaliados, reduzindo o peso umido do célon, os escores macroscopicos de lesdo,
0S escores microscopicos de lesdao e a concentragdo de MPO quando
comparado ao grupo colite.

Similarmente aos resultados anti-inflamatérios referentes ao uso de
Tofacitinibe, o uso de Dexametasona mostrou-se favoravel neste quesito,
reduzindo os mesmos parametros anteriormente citados. Da mesma maneira,
nossos resultados concordam com outros resultados encontrados na literatura
(MONTEIRO et al., 2021; DUTRA et al., 2021).

Ainda avaliando os dados inflamatorios, ao avaliarmos os resultados
referentes aos niveis de citocinas, conseguimos observar que o grupo colite
aumentou os niveis de IL-6. A IL-6 é uma citocina pleiotrépica envolvida na
regulagdo imune e na inflamagao. Altas quantidades de IL-6 sdo produzidas no
intestino de pacientes com DIl e em modelos experimentais de colite

principalmente por macrofagos e células T (ATREYA et al., 2010; KAl et al.,
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2005). A IL-6 estimula a produgéao de citocinas inflamatérias visando varios tipos
de células e previne a apoptose de células T via transdutor de sinal e ativagao
do ativador da transcricdo (STAT)3, contribuindo, dessa forma, para a
perpetuacéo da inflamacgao intestinal crénica (ATREYA et al., 2010).

Além da IL-6, nossos resultados também mostraram que houve
aumento de IL-1B. Esta citocina pertence a familia da IL-1, e esta associada a
sinais pro-inflamatérios no intestino. Resultado semelhante também foi
observado por outros pesquisadores (AKHTAR et al., 2019; ZHA et al., 2023). A
literatura ainda mostra que a sinalizagao através da IL-1, que determina a
ativacao do NF-kB, é altamente ativa em pacientes com Dlls (CASINI-RAGGI et
al., 1995; SCALAVINO et al., 2022).

Entretanto, nossa pesquisa demonstrou que o grupo Tofacitinibe foi
capaz de atenuar esses valores, reduzindo os niveis dessas proteinas
inflamatorias. Outros estudos também mostram efeitos anti-inflamatérios do
Tofacitinibe, estando esses associados ao mecanismo de agao deste farmaco,
por agir inibindo especificamente JAK1 e JAK3 (KARAMAN et al., 2008;
GHORESCHI et al., 2011). Um exemplo disso foi observado por Gerlach e
colaboradores (2020), os quais demonstraram que o Tofacitinibe reduziu
especificamente a producdo de citocinas pro-inflamatérias pelas células T da
lamina propria na colite ulcerativa, principalmente na doenga ativa, afetando
acentuadamente seu potencial de retorno ao suprimir a expressao de integrina
na superficie das células T. Outro estudo realizado com Tofacitinibe, dessa vez,
em pacientes com artrite reumatoide, também observou reduc¢do de niveis de
proteinas pré-inflamatodrias, sendo uma das maiores redugdes a de IL-6 (VALLI
et al., 2022).

Além do Tofacitinibe, observamos que o grupo Dexametasona
também foi capaz de reduzir os niveis de IL-6 e IL-1 B. Tais efeitos podem ser
explicados segundo algumas fung¢des pertinentes aos Glicocorticoides, como, a
redugcdo da permeabilidade capilar para aliviar o edema inflamatério e a
exsudacao; a ligagdo aos receptores de glicocorticéides ativados, reduzindo a
geragdo de fatores pro-inflamatorios pela inibicdo da atividade do NF-kB; a
reducéo da geragao de leucotrienos e prostaglandinas pelo aumento da sintese
de lipocortina e inibicdo da expressao da ciclooxigenase; a regulagcédo de genes
relacionados a inflamagao para inibir a producao de tempestade de citocinas; ou
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a redugcao a resposta inflamatéria ao diminuir o acumulo de neutrdfilos e
macrofagos na area inflamatéria (DONG et al., 2023).

A literatura também aborda extensivamente o papel de outras
citocinas pro-inflamatérias na doenga de Crohn e no modelo de colite induzida
por TNBS. Um exemplo € o TNF-a, que desempenha um papel crucial na
resposta imune normal. No entanto, uma produc¢do inadequada ou excessiva
dessa citocina pode ser prejudicial e levar ao desenvolvimento da doenga de
Crohn (ADEGBOLA et al., 2018), além de também estar diretamente relacionada
com o desenvolvimento da inflamagdo no modelo de colite induzida por TNBS
(LI et al., 2022).

Ao avaliarmos os resultados referentes a integridade da mucosa,
conseguimos observar, primeiramente, que a RET basal foi menor no grupo
colite em comparacéo ao grupo Sham. Alguns autores associam que o aumento
de citocinas pro-inflamatérias com a consequente ativagdo da resposta
imunoldgica levam ao aparecimento de Dlls. Ainda afirmam que varias citocinas
pré-inflamatérias, dentre elas, IL-13 e IL-6 contribuem para a patogénese dessas
doencgas (SCALAVINO et al., 2022). Tanto estudos anteriores realizados por
nosso grupo, quanto outros pesquisadores também encontraram resultados
semelhantes a nossa pesquisa, mostrando que reducdo da RET basal pode
ocorrer devido a processos inflamatérios envolvendo o aumento de citocinas pro-
inflamatdrias (COSTA et al., 2020; MONTEIRO et al., 2021; DUTRA et al., 2021).

N&o obstante, no presente estudo, nosso grupo conseguiu observar
que o Tofacitinibe foi capaz de manter a RET basal, impedindo que ocorresse a
sua diminuigao. Esse resultado corrobora com os descritos por Sayoc-Becerra e
colaboradores (2020), que descreveram que o uso de Tofacitinibe foi capaz de
preservar a integridade da mucosa no modelo de cultura de células epiteliais
intestinais e colondides humanas desafiadas com IFN-y, impedindo, dessa
maneira, a reducédo da RET basal.

O uso de Dexametasona, por sua vez, foi incapaz de impedir a
diminuicdo da RET basal. Estudos anteriores realizados com cultura de células
intestinais Caco-2 mostraram que a funcao de reparacao de JEs e de aumento
da RET pela Dexametasona so foi possivel ser observada apds mais de 10 dias
de tratamento (ROBINSON et al., 2019). Dessa forma, o tempo de tratamento
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instituido em nossa pesquisa pode ser uma explicacéo plausivel para os nossos
resultados.

Outro resultado que encontramos em nosso estudo foi a queda da
RET da mucosa do cdélon de animais induzidos a colite em comparagcdo aos
animais do grupo Sham. Esse resultado também foi encontrado anteriormente
pelo nosso grupo, estando ele associado ao aumento de inflamagéao,
demonstrando a participagdo direta de COX-2 neste disturbio da integridade
(COSTA et al., 2020).

Diferentemente desse resultado, o grupo tratado com Tofacitinibe foi
capaz de manter os niveis de RET proximos aos do grupo Sham, garantindo,
dessa forma, a integridade do epitélio. Esse resultado demonstra que o
tratamento com Tofacitinibe € capaz de garantir estabilidade de ligagéo célula-
célula, por preservar estruturas, como proteinas de jungdo. Spalinger e
colaboradores (2021), ao analisarem o efeito do Tofacitinibe em cultura de
células intestinais e em modelo de colite por DSS em camundongos, também
observaram que o tratamento com esse inibidor da JAK protege a integridade da
mucosa intestinal além de prevenir o aumento da suscetibilidade a colite por
DSS.

Ainda ao analisarmos os resultados de integridade da mucosa,
conseguimos notar que a permeabilidade a fluoresceina no grupo Colite foi maior
que a do grupo Sham, ou seja, vimos que ha maior permeabilidade paracelular.
Nossos resultados concordam com os descritos na literatura, onde mostram que
o modelo experimental de colite por TNBS causa aumento da permeabilidade
paracelular (MONTEIRO etal., 2021; NIGHOT et al., 2023; OLIVIER et al., 2022).
Além disso, esse resultado obtido da nossa pesquisa também esta de acordo
com estudos anteriores realizados por nosso grupo (COSTA et al., 2020), onde
vimos que ha maior passagem paracelular de fluoresceina em animais induzidos
a colite quando comparados a animais sem colite e que esse aumento esta
associado a participagdo de COX-1, logo, em situagdes de inflamagédo. O
aumento da passagem paracelular ainda é discutido na literatura como sendo
um indicativo de translocagao bacteriana (FIORUCCI et al., 2002; LIU et al.,
2021). Mostrando, desta maneira, que a fungao da barreira epitelial intestinal é
crucial para manter uma relagdo simbidtica entre o corpo e a microbiota
comensal que reside dentro dele (THOMSON et al., 2019; LIU et al., 2021).



71

Entretanto, ao fazermos uso de Tofacitinibe, notamos que houve
menor passagem paracelular de fluoresceina, estando de acordo com os
resultados descritos na literatura, que mostram que o uso desse inibidor de JAK
promove preservagdo da integridade da mucosa, impedindo o aumento da
permeabilidade paracelular (OLIVIER et al., 2022).

A partir desses resultados de integridade encontrados em
experimentos realizados na camara de Ussing, decidimos observar quais
possiveis estruturas estariam relacionadas com essa perda da integridade da
mucosa colica de animais com colite por TNBS e quais proteinas de juncéo o
grupo tratado com Tofacitinibe foi capaz de preservar.

Inicialmente, observamos por meio da técnica de PCR se havia
alteracao na expressédo de RNA de algumas proteinas de jungéo. Foi possivel
analisar que houve diminuicdo da expressédo relativa de RNA de Ocludina e
aumento de Claudina-2, porém, ndo houve diferenca estatistica de ZO-1.

A Ocludina, descrita pela primeira vez por Furuse e colaboradores
(1993), foi referida como um dos componentes da jungdo estreita, sendo ela
também responsavel pela manutencéo da integridade da mucosa, acreditando-
se que seja responsavel por criar uma barreira entre as células, porém impedindo
apenas a passagem de macromoléculas, mas nédo de pequenos ions (AL-SADI
et al., 2011). Estudos anteriores confirmam nossos achados, mostrando que em
diferentes modelos de colite também houve diminuicdo de Ocludina, associando
a essa perda de integridade (KUO et al., 2019; MIR et al., 2016; BUSCHMANN
et al., 2013; VAN ITALLIE et al., 2010).

No grupo tratado com Tofacitinibe, todavia, observamos que a
expressao relativa de RNA de Ocludina foi recuperada. Outros pesquisadores
conseguiram mostrar que o Tofacitinibe foi capaz de reestabelecer a expressao
diminuida de Ocludina em células epiteliais intestinais humanas deficientes em
PTPN2 (proteina tirosina fosfatase nao receptora tipo 2, responsavel por regular
JAK e STAT, enquanto protege o epitélio intestinal da ruptura da barreira
induzida pela inflamagao). Sendo ainda, a corre¢ao dos niveis de Ocludina pelo
tofacitinibe associada a normalizacdo da permeabilidade paracelular
(SPALINGER et al., 2021).

Ao avaliarmos os niveis de Claudina-2, observamos que a colite

induzida por TNBS ocasionou aumento da expressao relativa de RNA dessa
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proteina. A claudina-2 foi descrita como tendo as propriedades de um canal de
agua e o seu aumento em Juncgdes estreitas epiteliais torna-as mais permissivas
ao fluxo paracelular passivo de ions de sodio (ROSENTHAL et al., 2010; WEBER
et al.,, 2015). Dessa forma, sendo essa capacidade de atuar como um poro
paracelular permeavel a cations de alta condutancia, niveis elevados de
claudina-2 podem aumentar o fluxo de cations para o lumen intestinal e, assim,
contribuir para a perda de fluido consistente com diarreia (GUNZEL et al.,
20213). Além disso, estudos anteriores apontam a claudina-2 como uma
molécula de importancia clinica, pois sua expressao esta aumentada nas Dlls e
também esta associada ao potencial metastatico no cancer colorretal (WEl et al.,
2021; SCALAVINO et al., 2022; BANIC et al., 2021).

Diferentemente dos nossos resultados, Sayoc-Becerra e
colaboradores (2020) mostraram que a intervengdo precoce com Tofacitinibe
durante a exposicdo ao IFN-y pode retornar totalmente o aumento da
permeabilidade paracelular 4 kDa FITC-dextran (FD4), mas atenuar apenas
parcialmente a diminuicdo da RET e correlacionam essa restauragao parcial com
0s niveis de expressao da proteina claudina-2 nao retornarem aos dos controles.
Uma possivel explicagdo dada pelo grupo foi que talvez o tofacitinibe seja
incapaz de atenuar totalmente a sequéncia de eventos de sinalizagao que levam
a nao restauragéo dos niveis de claudina-2 (SAYOC-BECERRA et al., 2020).

Diferente desse resultado, outro grupo mostrou resultados
semelhantes aos nossos. Spalinger e colaboradores (2021) observaram que o
tratamento com Tofacitinibe corrigiu a fungédo de barreira e a regulagéo da jungéo
apertada, inclusive por meio da manutencao nos niveis de Claudina-2, em um
sistema de co-cultura de células epiteliais intestinais com macréfagos
inflamatorios deficientes em PTPN2.

Quando avaliamos a expressdo de RNA de ZO-1, observamos que
nao houve diferenga estatistica entre os grupos. Estudos anteriores também
mostraram que os niveis de ZO-1 se apresentaram inalterados entre os grupos
avaliados no modelo de cultura de células epiteliais intestinais desafiadas com
IFN-y, grupo controle e grupo tratado com Tofacitinibe. Porém, conseguiram
demonstrar, através da técnica de imunofluorescéncia que houve aumento de
lacunas intercelulares e mudanca de localizagcdo de ZO-1. Por outro lado, o

tratamento com Tofacitinibe ocasionou diminuicdo da frequéncia de intervalos
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intercelulares e relocalizagdo de ZO-1 (SAYOC-BECERRA et al., 2020), sendo
essa uma possivel explicagao para os resultados encontrados por nosso grupo.

Dando seguimento a pesquisa de possiveis alteragbes em proteinas
de juncao, decidimos observar através da técnica de Western Blot, a expresséo
proteica de Claudina-2, Claudina-15 e Tricellulin. Observamos que o modelo de
colite aumentou a expressao de claudina-2 e claudina-15, além de reduzir a
expressao de tricellulin.

Concordando com nossos resultados de aumento da expressao
relativa de RNA de Claudina-2, vimos que a expressao dessa proteina também
estava mais elevada no grupo colite quando comparado ao grupo Sham. A partir
desse resultado, € possivel notar a real importancia dessa proteina de jungéo
formadora de poro no nosso modelo, trazendo similaridade com outros modelos
de colite (CHEN et al., 2022; LI et al., 2018) e, além disso, com a prépria
fisiopatologia das Dlls, tanto em pacientes com doenga de Crohn ativa, quanto
em portadores de colite ulcerativa (ZEISSIG et al., 2007; WEBER et al., 2010;
DAS et al., 2012).

O grupo tratado com Tofacitinibe, contudo, reduziu a expressao de
claudina-2. Foi relatado que citocinas pro-inflamatérias associadas a Dlls,
incluindo IL-6, ativam a via JAK-STAT para modificar a expressio de proteinas
claudina, dentre elas, Claudina-2 (SUZUKI et al., 2011). Outros pesquisadores
ainda mostraram que o Tofacitinibe foi capaz de impedir o aumento de Claudina-
2, reduzindo significativamente a ativacdo de sinalizagdo JAK1-STAT1/3
(SAYOC-BECERRA et al., 2020).

Resultados semelhantes também foram vistos com a expressio de
claudina-15, que demonstraram que a colite induzida por TNBS aumentou a
expressdo de Claudina-15. Foi relatado que camundongos nocauteados para
Claudin-15 cresceram normalmente e ndo exibiram diarreia; entretando, foi
observado proliferacdo aumentada de células cripticas e presenga de
megaintestino (TAMURA et al., 2008).

Vale salientar que ha evidéncias crescentes de que defeitos
especificos no transporte de ions podem levar a movimentos de agua alterados
e contribuir para a geracao de sintomas e diarreia em DIl e colite espontanea em
camundongos (SCHULTHEIS et al., 1998; LAUBITZ et al., 2008). Tais defeitos
podem resultar na alteragdo do pH acido da superficie intestinal e favorecer a
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adesdo bacteriana para facilitar ainda mais as interagbes micro-epiteliais e a
translocacéo contribuindo para a alteragao inflamatéria (DARSIGNY et al., 2009).

Até onde temos conhecimento, ndo ha na literatura trabalhos que
identifiquem alteragdes de Claudina-15 em modelo de colite por TNBS, como foi
realizado por nosso grupo. Porém, Schumann e colaboradores (2012)
observaram alteragdes semelhantes as nossas em doenga celiaca, sendo
comprovado por eles o aumento de Claudina-15 nesta patologia. Essa proteina
ainda é caracterizada como uma JE formadora de poro com permeabilidade
seletiva para cations e com papel fundamental na absorgéo de glicose (TAMURA
et al., 2011).

No entanto, também é descrito na literatura que os niveis de dessa JE
esta diminuida em bidpsias de célon de pacientes com colite ulcerativa em
comparagao a de individuos saudaveis (CHATTERJEE et al., 2021). Porém, os
estudos mencionados nao relataram os critérios de exclusao utilizados, o que
significa que as alteragdes nos niveis de claudina-15 podem estar associadas a
mudangas em individuos saudaveis se eles tiverem condigcbes como doenca
celiaca no estudo relacionado a colite ulcerativa, ou se individuos do grupo
controle no estudo sobre colite ulcerativa tiverem doenca celiaca.

Estudos ainda apontam que a regulagdo positiva de claudina-2 e
claudina-15 pode ser uma representagdo dos esforgcos do organismo para
aumentar a absorgdo, com o objetivo de compensar a redugcdo da area de
superficie da mucosa (ONG et al.,, 2020), porém, a longo prazo, essa
desregulagéo podera acarretar em problemas mais sérios, como transmigragéo
bacteriana, por exemplo.

Quando analisamos a expressao de Tricellulin, notamos que estava
diminuida no grupo colite. Ayala-Torres e colaboradores (2019) ainda
observaram que a regulagao negativa de Tricellulin em células MDCK C7, uma
linhagem celular epitelial com propriedades de um epitélio apertado, resultou em
um aumento da permeabilidade i6nica, pela reducédo de RET e, dependendo da
reducgao da tricelulina, em um aumento da permeabilidade macromolecular, além
de estar associada a um aumento do fluxo de agua transepitelial. Demonstrando,
dessa maneira, que a Tricellulin &€ capaz de regular o fluxo de agua transepitelial
induzido osmoticamente em um epitélio compacto, e que a diminuicdo da

expressao dessa proteina provoca maiores fluxos de agua.
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Nossos resultados, no entanto, mostraram que o Tofacitinibe nao foi
capaz de atenuar a redugao na expressao de tricellulin. Apesar de sabermos da
importancia estrutural da Tricellulin, observamos que o tratamento com
Tofacitinibe foi capaz de manter a integridade da mucosa, mesmo né&o
reestabelecendo a expressdo dessa proteina. Podemos inferir, portanto, que
somente o dano causado nessa JE tricelular ndo €& capaz de interferir na
manutengdo do tecido, e sim, quando associado a danos em outros
componentes das JEs.

Um ponto relevante em relagdo ao estudo do uso do Tofacitinibe no
tratamento Dlls € que ele tem demonstrado eficacia em pacientes com colite
ulcerativa. No entanto, em um estudo de ensaio clinico randomizado de fase I,
n&o mostrou eficacia significativa para doenca de Crohn (PANES et al., 2017).
Uma possivel explicagcdo para esse resultado pode ser a ampla inibicdo de
JAK/STAT, que tem como alvo a sinalizagao inflamatoria associada as células T
(GHORESCHI et al., 2011), o que pode simultaneamente inibir respostas
regulatérias importantes em células mieloides pré-inflamatoérias, cujo
recrutamento esta aumentado durante a lesao intestinal, como na doenca de
Crohn (CORDES et al., 2020). Esse dado ¢ interessante, considerando que o
modelo de indug¢do de colite por TNBS utilizado em nosso estudo mimetiza a
patologia da doenca de Crohn, e nesse contexto, observamos resultados
favoraveis com o uso do Tofacitinibe no tratamento.

Uma limitagdo encontrada em nosso estudo foi o uso de apenas uma
dose de Tofacitinibe. Porém, conseguimos, através de outros dados citados na
literatura, definir uma dose adequeda (LEE et al., 2021). Com isso, conseguimos
encontrar resultados favoraveis em nossa pesquisa.

Outra limitacdo do nosso estudo foi a ndo avaliagdo de estresse
oxidativo. Porém, a influéncia desse parametro ja € bem descrita na literatura,
estando a inflamacéo intestinal associada a superproducéo de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio reativo, acarretando em estresse oxidativo e nitrosativo,
condi¢des observadas tanto no modelo de colite induzida por TNBS, quanto em
pacientes com doenga de Crohn (BRITO et al., 2014; MONTEIRO et al., 2021;
JARMAKIEWICZ-CZAJA et al., 2023). Além disso, esse critério ndo foi objetivo
do nosso estudo.
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Apesar dessas limitacdes, os resultados do nosso estudo foram
essenciais para aprofundar os conhecimentos acerca da fisiopatologia da colite,
podendo ser extrapolada para a doenga de Crohn, contribuindo, além do
conhecimento sobre a farmacologia do Tofacitinibe, para futuras pesquisas
sobre essa patologia e seus possiveis alvos farmacolégicos.
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7 CONCLUSAO

e O modelo de colite induzida por TNBS em ratos causa perda da
integridade da mucosa cdlica associada ao aumento de citocinas pro-
inflamatorias.

e A inibicdo da JAK pelo Tofacitinibe foi capaz de reduzir ndo sé danos
inflamatorios, mas também a perda da integridade da mucosa,
recuperando danos associados a proteinas formadoras de poros, como a

claudina-2 e a claudina-15, além de JEs formadoras de barreira,
ocludinas; mas né&o por Tricellulin e ZO-1.
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Anexo 1: Certificado da Comissao de Etica no Uso de Animais da UFC.

UNIVERSIDADE Comissio de Etica no
FEDERAL po CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeito anti-inflamatério e antioxidante do inibidor de JAK, Tofacitinibe, no modelo de colite
experimental induzida por TNBS em ratos.", protocolada sob o CEUA n® 4082010222 (p002139), sob a responsabilidade de Marcellus
Henrique Loiola Ponte de Souza e equipe; Humberto Barbosa da Costa Filho - que envolve a producao, manutencdo e/ou
utilizacéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino
- esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decretc 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Cearé (CEUA-UFC) na reunido de 23/03/2022.

We certify that the proposal "Anti-inflammatery and antioxidant effect of the JAK-inhibitor, Tofacitinib, in the rat model of
experimental colitis induced by TNBS.", utilizing 240 Heterogenics rats (240 males), protocol number CEUA 4082010222 (p 002139),
under the responsibility of Marcellus Henrique Loiola Ponte de Souza and team; Humberto Barbosa da Costa Filho - which
involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentaticn (CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Ceara (CEUA-UFC) in the meeting of 03/23/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 04/2022 a 04/2026 Area: Departamento de Medicina Clinica
QOrigem: Biotério Prof. Eduardo Torres (setorial FAMED)

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 5 a6 semanas N: 240
Linhagem: Wistar Peso: 160a180g

Local do experimento: Todos 0s procedimentos experimentais serao realizados no Laboratério de Estudos da Fisiofarmacologia
Gastrintestinal (LEFFAG).

Fortaleza, 23 de fevereiro de 2023
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Profa. Dra. Camila Ferreira Roncari Profa. Dra. Karuza Maria Alves Pereira
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Ceara Universidade Federal do Ceara

Rua Coronel Nunes de Melo, 1127, Radolfa Teéfilo - Fortaleza/CE : CEP 60430-270 - tel: 55 (85) 3366-8331
Horério de atendimento: Segunda a Sexta, das 08h s 11h30 e das 13h as 17h : e-mail: ceua@ufc.br
CEUA N 4082010222
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