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RESUMO - RACIONAL: A etiopatogenia da colite por desuso (DC) ainda néo foi totalmente elucidada.
As principais teorias consideram que a doenca pode estar relacionada ao aumento de bactérias
anaerdbias, falta de suprimento de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e disturbios imunoldgicos
que se desenvolvem em segmentos colorretais desprovidos de transito fecal. OBJETIVO: Verificar se
a aplicagdo de infliximabe modifica o contetdo tecidual das proteinas E-caderina e claudina-3 no
epitélio cdlico de ratos sem transito intestinal. METODOS: Vinte dois ratos foram submetidos a
derivagdo do transito intestinal pelo procedimento de Hartmann. Eles permaneceram com o ostoma
por 12 semanas para permitir o desenvolvimento da colite de exclusdo. Em seguida, foram divididos
em trés grupos experimentais: seis animais receberam 2,0 ml de solugdo salina/semana, oito
infliximabe na dose de 5 mg/Kg/semana e, os demais, infliximabe na dose de 10 mg/Kg/semana por
5 semanas consecutivas. Em seguida, os animais foram eutanasiados e os segmentos célicos com
e sem transito intestinal foram removidos. A colite por desuso foi diagnosticada pelas alterages
histolégicas definidas por uma escala previamente validada. Expressdo tecidual de E-caderina e
claudina-3 foi avaliada por imuno-histoquimica, e o contetido tecidual de ambas as proteinas foi
quantificado por andlise de imagem assistida por computador. RESULTADOS: Segmentos cdlicos
exclusos de transito fecal apresentaram maior grau de inflamagdo do que os expostos ao transito
fecal. Inflamagdo foi menor nos animais tratados com infliximabe, independente da dose utilizada.
Niveis de E-caderina e claudina-3 estavam reduzidos no célon excluso. O tratamento com infliximabe
aumentou os niveis das proteinas em segmentos do cdlon sem trénsito intestinal, principalmente nos
animais que receberam a dose de 10mg/kg/semana. CONCLUSAO: Infliximabe reduz inflamagao
nos segmentos do colon excluso e aumenta o conteldo tecidual de E-caderina e claudina-3,
especialmente na concentracdo de 10mg/kg/semana.

DESCRITORES: Colite. Célon. Acidos Graxos Volateis. Infliximabe. Caderinas. Claudina-3.

ABSTRACT - BACKGROUND: The etiopathogenesis of disuse colitis (DC) has not yet been fully
elucidated. The main theories consider that the disease may be related to an increase in anaerobic
bacteria, the lack of short-chain fatty acid (SCFA) supply, and immunological disorders that develop
in the colorectal segments devoid of fecal transit. AIM: The aim of this study was to verify whether
the application of infliximab modifies the tissue content of E-cadherin and claudin-3 proteins in
colonic epithelium of rats devoid of intestinal transit. METHODS: A total of 22 rats underwent
intestinal transit bypass using Hartmann’s procedure. They remained with the shunt for 12 weeks to
allow the development of DC. Later, they were divided into three experimental groups: six animals
received 2.0 mL saline solution/week, eight received infliximab at a dose of 5 mg/kg/week, and eight
received infliximab at a dose of 10 mg/kg/week for 5 consecutive weeks. At the end of this period,
the animals were euthanized, and the colonic segments with and without intestinal transit were
removed. DC was diagnosed based on the histological changes defined by a previously validated
scale. The tissue expression of E-cadherin and claudin-3 was assessed by immunohistochemistry,
and the tissue content of both proteins was quantified by computer-aided image analysis.
RESULTS: The colonic segments excluded from fecal transit showed a higher degree of inflammation
than those exposed to fecal transit. The degree of inflammation was lower in animals treated with
infliximab, regardless of the dose used. The levels of E-cadherin and claudin-3 were reduced in
the excluded colon. Treating animals with infliximab increased the levels of both proteins in the
colonic segments without intestinal transit, especially in animals receiving a dose of 10 mg/kg/week.
CONCLUSION: Infliximab therapy reduces inflammation in the colonic segments excluded from
intestinal transit and increases the tissue content of E-cadherin and claudin-3 proteins, especially
when used at a concentration of 10 mg/kg/week.

HEADINGS: Colitis. Fatty acids. Volatile. Infliximab. Cadherins. Claudin-3.

Escore inflamatério nos cdlons com e sem
transito intestinal dos animais tratados com SF
0,9%, infliximabe 5mg/Kg//sem e infliximabe
10mg/Kg/sem. *= p<0,05 (SF 0,9% sem transito
> SF 0,9* com transito). t=p<0,05 (Infliximabe
5mg/Kg/sem e Infliximabe 10 mg/kg/sem sem
transito < SF 0,9% sem transito intestinal). Teste
de Mann-Whitney.

Mensagem central

Valores de E-caderina e claudina-3 estavam
reduzidos no cdélon excluso. Os segmentos
derivados de transito intestinal apresentaram
maiores niveis de inflamagdo do que os
segmentos expostos ao transito colico.

Perspectivas

Infliximabe reduz o processo inflamatério da
mucosa colica exclusa de transito intestinal e
aumenta o conteddo tecidual de E-caderina e
claudina-3, especialmente nos animais tratados
com a maior dose.
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INTRODUCAO

efine-se por colite de desuso (CD) o processo

inflamatdrio que surge na mucosa de segmentos

colorretais desprovidos de transito intestinal.
Foiinicialmente descritaem 1974 por Morson e Dawson, como
um processo inflamatorio inespecifico que se desenvolvia em
segmentos colicos desprovidos de transito fecal?'. Posteriormente,
Glotzeretal., em 1981 mostraram o desenvolvimento de processo
inflamatério cronico no epitélio intestinal de 10 pacientes,
sem antecedentes de doenca inflamatéria intestinal (DIl), que
foram submetidos a colostomia ou ileostomia derivativas por
diferentes condigdes clinicas™. Os autores constataram que em
cinco doentes onde foi possivel restituir o transito intestinal
houve regressao do processo inflamatério mucoso. A partir de
entdo, esta nova forma de colite comecou a ser diagnosticada
com maior frequéncia, porém até a presente data suaincidéncia
é dificil de ser estabelecida?'. Estudo prospectivo mostrou que
a maioria dos doentes submetidos a derivagdo fecal e que
permanecem com um segmento do célon ou reto sem fluxo
fecal a CD é diagnosticada endoscopicamente apds 3-36 meses
da confeccdo do estoma™'>,

Aetiopatogénese da CD ainda ndo esta totalmente elucidada.
As principais teorias consideram que a doenca possa estar
relacionada a um aumento de bactérias anaerdbicas, a falta do
suprimento de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e disturbios
imunoldgicos que se desenvolvem nos segmentos colorretais
desprovidos de transito fecal. Contudo, a privacdo de AGCC no
célon excluso interferindo no metabolismo dos colonécitos para
obtencéo de energia, parece ser o mecanismo etiopatogénico
com maior consenso entre os autores''>22, Estudos experimentais
mostraram que os mecanismos moleculares provenientes da
deficiéncia dos AGCC que promovem o desenvolvimento da
CD podem estar relacionados ao aumento da producdo de
radicais livres de oxigénio (RLO), consequente as modificacdes
nos mecanismos de beta-oxidacdo dos AGCC para obtencao
de energia''?2, A energia decorrente do metabolismo dos
AGCC, cujo principal representante é o butirato, estimula o
crescimento das células col6nicas, aumenta o fluxo sanguineo
mucoso, incrementa a sintese de diferentes proteinas, influéncia
na mobilidade celular e favorece a cicatrizacdo de lesdes na
parede intestinal™. Os RLO, por sua vez, sdo radicais tdxicos
para células ocasionando peroxidacdo das membranas celulares,
destruicdo de organelas celulares e, dano ao DNA celular'®?,
Todavia, os tecidos possuem mecanismos de defesa contra os
efeitos deletérios dos RLO, sendo estes naturais, enzimaticos e
ndo enzimaticos, responsaveis pelo equilibrio entre producéo
e eliminacdo dos agentes oxidativos®. O tecido do intestino
grosso apresenta deficiéncia desses sistemas antioxidantes,
fazendo com que o desequilibrio pré-oxidante determine o
surgimento de uma situagdo de estresse oxidativo ocasionando
aruptura dos sistemas de defesa que formam a barreira epitelial
desencadeando a inflamacdo cronica que caracteriza a CD?.

O estresse oxidativo desencadeado pelas modificacdes
dos mecanismos de respiracao celular, compromete todos os
mecanismos de defesa que formam a barreira epitelial clica
representados pela camada de muco que recobre o epitélio
colorretal, as membranas citoplasmaéticas das proteinas que
formam os mecanismos de jun¢des intercelulares e as proteinas
constituintes da matriz extracelular'.

Os resultados encontrados em trés estudos experimentais
mostraram que no epitélio célico por 12 e 18 semanas, houve
reducdo significativa do contetido dos varios subtipos de
mucinas quando comparados aos segmentos com transito
provido de transito fecal?>”?3. Também se identificou que a
deficiéncia de AGCC reduz a expresséo tecidual de MUC-1,
MUC-3 e MUC-47. O aumento da producao de RLO na mucosa
no célon excluso, também reduz as proteinas que compde as
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jungoes intercelulares, vulnerabilizando, ainda mais a barreira
epitelial célica. O conteldo tecidual destas proteinas reflete,
indiretamente, a integridade das jungdes intercelulares®.
Demonstrou-se experimentalmente em modelo de CD que
existe reducao substancial no conteudo tecidual das proteinas,
E-caderina, B-catenina, claudina-3 e ocludina, em segmentos
cdlicos desprovidos de transito intestinal, relacionados ao tempo
de exclusdo'™'"8 De modo distinto, a aplicacdo de enemas
contendo AGCC ou substancias com atividades antioxidante
ou anti-inflamatdria, como a n-acetilcisteina e a mesalazina
aumentam o conteudo tecidual tanto das mucinas quanto das
proteinas constituintes das jungdes intercelulares, restabelecendo
a integridade epitelial>47161824,

Recentemente, estudo experimental demonstrou os
efeitos benéficos da terapia bioldégica com infliximabe no
tratamento da CD3. O infliximabe reduziu o processo inflamatério
mucoso e a infiltragdo de células inflamatérias na mucosa e
submucosa do célon excluso’. Quando se considera que a
terapia bioldgica, em especial com infliximabe é considerada
a opcao terapéutica mais eficiente para o tratamento das DII%".
Sendo assim, é possivel que seu uso na CD possa, da mesma
forma, reduzir a inflamagéo e preservar os sistemas de defesa
epitelial. Todavia, essa possibilidade ainda ndo foi avaliada
clinica ou experimentalmente em modelos de CD.

Assim, o objetivo deste estudo é avaliar, a acdo da terapia
biolégica com infliximabe no conteldo tecidual de E-caderina
e claudina-3, em modelo experimental de CD.

METODOS

Utilizou-se 22 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus),
machos, provenientes da ANILAB (Animais de Laboratério
Criacdo e Comércio, Laboratoérios Veterinarios) com média
de idade de quatro meses e peso variando entre 270 e 300 g.
A realizagdo deste estudo obedeceu a Lei Federal 6.638 e as
orientagdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animal em Pesquisa da Universidade S&o Francisco, através
do ndimero 0102262014.

Técnica cirargica

Assim que os animais chegaram ao Biotério Central
da Universidade Sado Francisco em Braganca Paulista, foram
confinados, por sete dias, em gaiolas individuais para aclimatacao.
Nesse periodo, recebendo ragdo especifica para roedores
e dgua a vontade. Na véspera do dia programado para a
realizacdo do desvio do transito fecal foram mantidos em
jejum, exceto dgua, por 12 horas. No dia da intervencdo foram
anestesiados utilizando-se o cloridrato de cetamina (5 mg/kg),
associado ao cloridrato de xilazina (60 mg/kg) aplicados por via
intraperitoneal. Para a abertura da parede abdominal realizou-
se incisdo mediana, infra umbilical, com quatro centimetros de
extensdo. Apos a abertura da cavidade abdominal identificou-se
a placa de Peyer, reparo anatdmico utilizado para uniformizar
a seccdo do colon realizada, em todos os animais 8 cm acima
da extremidade cranial da estrutura. Apds seccdo do célon o
segmento cranial foi exteriorizado no hipocéndrio esquerdo
como colostomia terminal, enquanto o distal foi cateterizado
com sonda de polivinil e irrigado com 40 ml de soro fisiol6gico
0,9% com objetivo de remover residuos fecais. Concluida a
limpeza o coldn distal foi excluso de transito pelo fechamento
com sutura continua.

Pés-operatério
Apods a recuperacdo anestésica liberou-se a ingestao de
agua e, ap0s seis horas, racdo padronizada para roedores (Nuvilab
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CR10° Nuvital Nutrientes AS, Brasil). Os ratos permaneceram
em gaiolas individuais por 12 semanas depois do procedimento
cirdrgico, para que se produzisse a CD no célon desprovido
de transito em todos os ratos, tempo mais que suficiente
para desenvolver a doenca e, portanto, possibilitar inicio da
intervencao. Esse periodo de exclusdo foi estabelecido, seguindo
a proposta de estudos anteriormente publicados'%°,

Grupos experimentais

Os animais foram divididos, aleatoriamente, em trés
grupos experimentais segundo a solu¢éo a ser administrada:

Grupo A - Solugéo fisiolégica 0,9% (n=6);

Grupo B: Infliximabe na dose de 5 mg/kg/semana (n=8);

Grupo C: Infliximabe na dose de 10 mg/kg/semana (n=8).

Administrou-se as solu¢des uma vez por semana, durante
cinco semanas consecutivas, sempre por via subcutanea, na
regido posterior da prega cutanea cervical. Concluida as 5
semanas de intervencao, todos os animais foram eutanasiados
em um mesmo dia.

Coleta das amostras para estudo histolégico

Pararemoc&o dos espécimes de colona serem encaminhados
para estudo histoldgico, todos os roedores foram novamente
anestesiados com a mesma técnica anteriormente descrita.
Aberta a cavidade abdominal, os segmentos célicos com e sem
transito foram removidos e abertos, longitudinalmente, pela
borda anti-mesocélica e lavados com PBS. De cada segmento
cblico removido foram ressecados trés segmentos com 1 cm
de extensdo. Esses trés segmentos (dos célons providos e
desprovidos de transito fecal) foram encaminhados para os estudos
histolégicos e imuno-histoquimico. Terminada a remocédo dos
segmentos de colon, os animais foram eutanasiados por injecéo
intra-cardiaca de dose letal de tiopental sédico (120 mg/kg).
A morte dos animais foi definida quando ndo houvesse mais
reflexos cérneo-palpebrais e de batimentos cardiacos.

Analise histoldgica

Para o estudo histolégico os espécimes de colon removidos
permaneceram fixados em formalaldeido tamponado a 10%, por
72 horas. A seguir foram desparafinizados em xilol e desidratados
em concentracdes crescentes de alcool. Concluida esta fase o
material foi incluido em blocos de parafina e submetido a cortes
longitudinais, com 4L de espessura, para confeccdo das laminas
histolégicas. Concluida a montagem as laminas foram coradas
pelas técnicas da hematoxilina-eosina (para analise das alteragdes
histoldgicas dos espécimes), e imuno-histoquimica para estudo
da expressao tecidual das proteinas E-caderina e claudina-3.

A avaliacdo de todas as laminas foi feita em microscopio
Optico comum com magnificacdo final de 200x. A leitura foi
sempre realizada por patologista experiente em enfermidades
do trato digestivo que ndo conhecia a origem do material
encaminhado.

A atividade da CD e o grau de inflamacao tecidual foi
avaliada segundo escala anteriormente proposta ligeiramente
modificada emtrés campos cirdrgicos distintos®. Foram considerados
0s seguintes parametros: infiltracdo de células inflamatérias
(linfocitos, neutrofilos e eosindfilos), presenca de erosdes
epiteliais, atrofia das glandulas célicas e congestdo da camada
submucosa. Cada variavel foi estratificada de acordo com o
modelo auséncia (0), leve (1), moderada (2) e grave (3). Para cada
segmento célico em cada animal esses valores poderiam variar
de 0 a 12. Os valores considerados para cada animal foi a
mediana encontrada apos a leitura de trés campos distintos.

Técnica imuno-histoquimica
Para o estudo imuno-histoquimico utilizou-se técnica
anteriormente padronizada. Para identificacdo da proteina
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E-caderina nos tecidos utlizou-se anticorpo primario anti-E-
caderina (Dako Cytomation®, Copenhagen, Dinamarca), diluido
em albumina bovina (Sigma®, Saint Louis, EUA) na concentracdo
de 1:100. Para identificacdo da proteina claudina-3 no tecido
cdlico utilizou-se anticorpo primario anti-claudina-3 (Anti-Claudin
3, C-Terminal antibody produced in rabbit - Sigma-Aldrich,
Merck KGaA, Darmstadt, Germany), diluido em albumina bovina
(Sigma®, Saint Louis, EUA) na concentracdo de 1:100. Todas as
laminas foram cobertas com cerca de 100 pL dessa solucéo,
mantidas por 30 minutos a temperatura ambiente e levadas
para camara Umida em refrigeracdo a 4 graus C por 24 horas.
Apbs esse periodo de incubacgdo, foram lavadas com PBS por
cinco minutos, gotejadas com o anticorpo secundario especifico
(Dako Cytomation®, Copenhagen, Dinamarca), na diluicdo de
1:160 em PBS, e reservadas em camara Umida durante uma
hora a temperatura ambiente. A seguir, nova lavagem com
PBS por cinco minutos e aplicacdo do complexo estreptavidina-
biotina-peroxidase (Dako Cytomation®, Copenhagen, Dinamarca)
preparado no momento de sua utilizagao, na dilui¢do de 1:100
em PBS, por 45 minutos. As laminas foram reveladas usando-
se cromogeno (tetrahidrocloridrato de diaminobenzidina DAB
10mg em 10 ml de PBS + 3 mL de 4gua oxigenada), preparado
cinco minutos antes de terminar o tempo de exposi¢do ao
complexo ABC, permanecendo sobre elas por trés minutos.
Completado este tempo, as laminas foram lavadas em agua
corrente destilada por cinco minutos, contra-coradas com
hematoxilina de Harris por 30 segundos, novamente lavadas em
agua corrente destilada, para em seguida serem desidratadas,
por submersdo em etanol 50%, 80%, 95% e absoluto e em xilol.
Finalmente as laminas foram montadas, rotuladas e mantidas
em posicdo horizontal por 24 horas. O controle positivo foi
realizado conforme orientacdo do fabricante em tecidos de
c6lon humano que sabidamente expressem aimunocoloragéo
para E-caderina/claudina-3, enquanto o controle negativo foi
realizado com laminas confeccionadas, com a mesma técnica,
sem adi¢do do anticorpo primario.

Para analise microscopica foi utilizado microscépio dptico
comum, com magnificagdo final de 200 vezes. Foi considerado
como reagao positiva a coloragdo que ocorreu de modo difuso,
com pontos de intensidade variaveis e distribuicdo homogénea.
Ainterpretagdo da coloragdo imuno-histoquimica foi feita por
patologista experiente com a técnica sem acesso aos demais
dados da pesquisa. A expressao tecidual do anticorpo primario
estudado foi classificada segundo a presenca ou auséncia de
imunoreacdo. Considerou-se imunocoloragdo positiva quando
mais de 10% do tecido estudado apresentou imunoreacao
positiva. Adotou-se como valor individual final a média entre
a leitura de trés campos histolégicos distintos.

Andlise de imagem assistida por computador

A quantificacdo do conteldo tecidual das proteinas
E-caderina e claudina-3 foi mensurada por programa de analise
deimagens assistida por computador. Para medida do contetdo
tecidual das proteinas supracitadas utilizou-se microscépio ético
comum, com magpnificagao final de 200 vezes. A medida foi sempre
realizada em trés campos histoldgicos em que existissem pelo
menos trés criptas integras em toda sua extensdo. A imagem
selecionada foi capturada por cdmera de video previamente
acoplada a microscépico ético (Eclipse DS50™ - Nikon Inc.,
Japan). A imagem capturada foi processada e analisada pelo
programa NIS-Elements™ (Nikon Inc., Japan). O programa,
através de histogramas de cor determinava a intensidade de
cor de cada drea previamente selecionada, transformando a cor
escolhida em expressdo numérica porcentual para cada campo
de visdo selecionado. O valor final adotado para cada campo
mensurado nos segmentos provido e desprovido de transito
intestinal foi representado pela média dos valores encontrados
na avaliacdo de trés campos diferentes. Para a quantificacdo
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das proteinas E-caderina e claudina-3 o sistema RGB (red,
green, blue) selecionou a coloragdo marrom, cuja intensidade
foi captada por nimero de pixels e posteriormente convertida
em valor numérico em porcentagem por campo (% / campo).

Anailise estatistica

O tamanho da amostra foi definido estatisticamente
através de férmula para célculo amostral. Para a determinacéo
dos valores encontrados apds as medidas de cada variavel
em cada segmento célico (com e sem transito fecal) e em
cada grupo experimental (SF 0,9%, infliximabe 5mg/kg/sem
e infliximabe 10mg/kg/sem) utilizou-se estatistica descritiva
e os resultados foram expressos pela mediana. Para avaliagdo
do padrdo de distribuicdo amostral utilizou-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para a analise das variaveis utilizou-se
teste de mediana (escore inflamatério) e o teste ndo-paramétrico
de Mann-Whitney adotando-se nivel de significancia de
5% (p<0,05). Os resultados significantes obtidos quando se
comparou de forma pareada os valores obtidos nos célons
com e sem transito fecal foram marcados com um asterisco (*)
quando o valor de p era menor que 5% (p<0,05) e com dois
asteriscos (**) quando menor que 1% (p<0,01). Os resultados
significantes obtidos quando se comparou de forma pareada
os valores obtidos nos animais submetidos a intervencdo com
SF 0,9%, infliximabe 5mg/kg/sem e infliximabe 10mg/kg/sem,
dentro de um mesmo segmento cdlico (com ou sem transito
intestinal) foram marcados com uma cruz (t) quando o valor de

p era menor que 5% (p<0,05) e com duas cruzes () quando
menor do que 1% (p<0,01).

RESULTADOS

Nas Figuras 1A, 1B e 1C observa-se a mucosa célica provida
de transito intestinal ap6s SF 0,9%, infliximabe 5 mg/Kg/sem
e infliximabe 10 mg/Kg/sem, respectivamente, ap6s 5 semanas
de intervencao. Verifica-se que a mucosa dos animais com
transito fecal preservado que receberam SF 0,9% ou infliximabe
(nas duas posologias), mostrava-se integra, com padrao
de distribuicdo normal das glandulas célicas, preservacao
da populacdo de células caliciformes, camadas histoldgicas
estruturadas e auséncia de sinais de inflamacao, fibrose e
infiltrado inflamatorio.

Nas Figuras 2A, 2B e 2C observa-se a mucosa cdlica
desprovida de transito intestinal nos animais tratados com SF
0,9%, infliximabe 5 mg/Kg/sem e infliximabe 10 mg/Kg/sem,
respectivamente por 5 semanas. Na Figura 2A observa-se
gue houve reducdo da altura e arquitetura das glandulas
gue mostravam desarranjo no seu padrdo de distribuicdo e
alinhamento, redugdo da espessura da camada mucosa e perda
de continuidade entre os colonécitos. De modo distinto, nas
Figuras 2B e 2C que representam o c6lon excluso de transito
fecal dos animais submetidos ao infliximabe, independente da

Figura 1 - A: Mucosa célica provida de transito intestinal dos animais com SF 0,9%. B: Mucosa célica com transito intestinal
dos animais com infliximabe na dose de 5 mg/Kg/sem. C: Mucosa célica com transito intestinal nos animais com

infliximabe na dose de 10 mg/Kg/sem (HE: 200x).

Figura 2 - A: Mucosa célica sem transito intestinal dos animais com SF 0,9%. B: Mucosa desprovida de transito intestinal dos
animais com infliximabe na dose de 5 mg/Kg/sem. C: Mucosa célica sem transito fecal nos animais com infliximabe

na dose de 10 mg/Kg/sem (HE: 200x)
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dose usada, a mucosa célica estava alinhada, com espessura
preservada, as glandulas célicas apresentavam padrdo de
distribuicdo normal com maior populacéo de células caliciformes.

A Figura 3 ilustra o escore inflamatério comparando os
c6lons proximal e distal nos animais que receberam SF 0,9%,
infliximabe na dose de 5mg/Kg/sem e infliximabe 10mg/Kg/sem

Na Figura 4A, 4B e 4C observa-se a expressao tecidual
da proteina E-caderina, na mucosa célica com transito fecal
dos animais tratados por cinco semanas consecutivas com SF
0,9%, infliximabe na dose de 5mg/Kg/sem e 10mg/Kg/sem,
respectivamente. A expressdo da proteina E-caderina na
superficie apical das glandulas célicas é semelhante nos trés
grupos.

Na Figura 5A, 5B e 5C observa-se a expressao tecidual
da proteina E-caderina, na mucosa célica sem transito fecal
dos animais tratados por cinco semanas consecutivas com SF
0,9%, infliximabe na dose de 5mg/Kg/sem e 10mg/Kg/sem,

respectivamente. Verifica-se que existe menor expressao da
proteina E-caderina na superficie apical das glandulas colicas,
nos animas que receberam SF 0,9%. Diferentemente, nos animais
submetidos a interven¢do com infliximabe, independente
da dose utilizada, a presenca da proteina E-caderina era
nitidamente maior.

Na Figura 6, observa-se, nos segmentos com e sem transito
intestinal, os valores encontrados para o conteudo tecidual
da proteina E-caderina, nos animais tratados com SF0,9% e
infliximabe nas dosagens de 5mg/kg/sem e 10/mg/kg/sem por
cinco semanas. Os resultados mostram redugdo do contetdo
tecidual da proteina no célon sem transito fecal nos animais
que receberam intervengdo com SF 0,9% e infliximabe na dose
de 5mg/Kg/sem quando comparados com os segmentos com
transito fecal preservado. Nos animais tratados com infliximabe
na dose de 10 mg/kg/sem esses valores eram semelhantes aos
do célon com transito preservado. Verifica-se ainda, que nos

Figura 3 - Escore inflamatério nos célons com e sem transito intestinal dos animais tratados com SF 0,9%, infliximabe 5mg/
Kg//sem e infliximabe 10mg/Kg/sem. *= p<0,05 (SF 0,9% sem transito > SF 0,9* com transito). t=p<0,05 (Infliximabe
5mg/Kg/sem e Infliximabe 10 mg/kg/sem sem transito < SF 0,9% sem transito intestinal). Teste de Mann-Whitney.

Figura 4 - A: Expressdo tecidual da proteina E-caderina na mucosa célica com transito intestinal dos animais com SF 0,9%. B:
Expressao tecidual da proteina E-caderina na mucosa célica com transito intestinal dos animais com infliximabe na
dose de 5 mg/Kg/sem. C: Expresséo tecidual da proteina E-caderina na mucosa célica com transito intestinal dos
animais com infliximabe na dose de 10 mg/Kg/sem (IH-E-caderina: 200x)
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Figura 5 - A: Expressdo tecidual da proteina E-caderina na mucosa célica sem transito intestinal dos animais com SF 0,9%. B:
Expressédo tecidual da proteina E-caderina na mucosa célica sem transito intestinal dos animais com infliximabe na
dose de 5 mg/Kg/sem. C: Expressao tecidual da proteina E-caderina na mucosa célica sem transito intestinal dos
animais com infliximabe na dose de 10 mg/Kg/sem (IH-E-caderina: 200x)

Figura 6 - Contelido tecidual de E-caderina nos c6lons com e sem transito intestinal comparando animais com SF 0,9%, infliximabe
5mg/Kg//sem e infliximabe 10mg/Kg/sem. * * = p<0,01 (SF 0,9% sem transito e infliximabe 5mg/kg/sem < SF 0,9 e
infliximabe 5 mg/Kg/sem no célon com transito). t+ =p<0,01 (Infliximabe 5mg/Kg/sem e Infliximabe 10 mg/kg/sem
sem transito intestinal > SF 0,9% sem transito intestinal). Teste de Mann-Whitney.

segmentos sem transito fecal houve aumento do conteldo
de E-caderina nos animais tratados com infliximabe quando
comparado aos tratados com SF 0,9%. O aumento do contetdo
era mais evidente nos animais tratados com maior dose do
infliximabe (10mg/Kg/sem).

Nas Figuras 7A, 7B e 7C observa-se a expressao tecidual
da proteina claudina-3, na mucosa célica com transito fecal
dos animais submetidos a intervencado por cinco semanas
consecutivas com SF 0,9%, infliximabe na dose de 5mg/Kg/sem
e 10mg/Kg/sem, respectivamente. A expresséo tecidual de
claudina-3 é semelhante nos trés grupos.

Nas Figuras 8A, 8B e 8C observa-se a expressao tecidual
da proteina claudina-3, na mucosa célica sem transito fecal
dos animais tratados por cinco semanas consecutivas com
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SF 0,9%, inflixmab na dose de 5mg/Kg/sem e 10mg/Kg/sem,
respectivamente. Verifica-se que existe menor expressao da
proteina claudina-3 na superficie apical das glandulas colicas,
nos animas que receberam SF 0,9%. Diferentemente, nos animais
submetidos a intervencdo com infliximabe, independente
da dose utilizada, a presenca da proteina claudina-3 era
nitidamente maior.

Na Figura 9, observa-se, nos segmentos com e sem transito
intestinal, os valores encontrados para o conteudo tecidual
da proteina claudina-3, nos animais tratados com SF0,9% e
infliximabe nas dosagens de 5mg/kg/sem e 10/mg/kg/sem por
cinco semanas. Os resultados mostram redugao do contetdo
tecidual da proteina no célon sem transito fecal nos animais
que receberam intervengdo com SF 0,9% e infliximabe na dose
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Figura 7- A: Expressdo tecidual da proteina claudina-3 na mucosa cdlica com transito intestinal dos animais com SF 0,9%.
B: Expressdo tecidual da proteina claudina-3 na mucosa célica com transito intestinal dos animais tratados com
infliximabe na dose de 5 mg/Kg/sem. C: Expressao tecidual da proteina claudina-3 na mucosa célica com transito
intestinal dos animais com infliximabe na dose de 10 mg/Kg/sem (IH-claudina-3: 100x).

Figura 8 - A: Expressao tecidual da proteina claudina-3 na mucosa célica sem transito intestinal dos animais com SF 0,9%. B:
Expressdo tecidual da proteina claudina-3 na mucosa célica sem transito intestinal dos animais com infliximabe na
dose de 5 mg/Kg/sem. C: Expressao tecidual da proteina claudina-3 na mucosa cdlica sem transito intestinal dos
animais com infliximabe na dose de 10 mg/Kg/sem (IH-claudina-3: 100x).

Figura 9 - Conteldo tecidual de claudina-3 nos célons com e sem transito intestinal comparando animais tratados com SF 0,9%,
infliximabe 5mg/Kg/sem e infliximabe 10mg/Kg/sem. **= p<0,01 (SF 0,9%, infliximabe 5mg/kg/sem e infliximabe
10mg/Kg/sem célon com transito intestinal > SF 0,9%, infliximabe 5 mg/Kg/sem e infliximabe 10mg/Kg/sem no
cblon sem transito). t=p<0,05 (infliximabe 5mg/Kg/sem célon sem transito fecal > SF 0,9% célon sem transito fecal.

tt=p<0,01 (Infliximabe 10mg/Kg/sem sem transito intestinal > SF 0,9% e infliximabe 5mg/Kg/sem sem transito
intestinal). Teste de Mann-Whitney.
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de 5mg/Kg/sem quando comparados com os segmentos com
transito fecal preservado. Nos animais tratados com infliximabe
na dose de 10 mg/kg/sem esses valores eram semelhantes
aos do célon com transito preservado. Verifica-se ainda,
gue nos segmentos sem transito fecal houve aumento do
conteldo de claudina-3 nos animais tratados com infliximabe
quando comparado aos tratados com SF 0,9%. O aumento do
contetdo era mais evidente nos animais tratados com maior
dose do infliximabe (10mg/Kg/sem).

DISCUSSAO

Estudos utilizando modelos experimentais de CD
demonstraram que existe aumento da producdo de RLO a
partir das células do epitélio colico carentes do suprimento
regular de ACCC*619262830 A falta do suprimento regular de
AGCC aos segmentos célicos sem transito fecal, modifica,
consideravelmente, os mecanismos de 3-oxidacdo para obtencdo
de energia a partir dessas substancias. Assim, o metabolismo
energético das células desprovidas de seu principal substrato
passa adepender de aminoacidos, particularmente, da glutamina,
fornecida pelo suprimento sanguineo arterial'’24?>. Entretanto, a
eficiéncia energética obtida a partir da metabolizacdo da
glutamina néo é suficiente para prover as células da mucosa
c6lica de todo o contingente necesséario para manutencdo da
sintese de diferentes proteinas importantes na homeostase
do ciclo celular, bem como, na preservacédo da integridade
epitelial>'"°. Os RLO, em especial o hidroxil (OH), sdo radicais
toxicos para as diferentes estruturas lipoproteicas das células
que formam o epitélio intestinal. O estresse oxidativo resultante
da maior producdo de RLO, danifica diferentes estruturas
celulares e, entre elas, as proteinas que constituem os sistemas
de adesdo intercelular'218192628 )3 se demonstrou que o
estresse oxidativo destroi varias proteinas que formam a
barreira epitelial da mucosa, representadas pela camada
de muco, membrana citoplasmatica, junc¢des intercelulares
e membrana basal®'2723, A ruptura da integridade epitelial
possibilita a migracdo de bactérias presentes no lumen
intestinal para o meio interno fazendo com que ocorra uma
intensa migracdo de células inflamatérias para o epitélio
danificado, com o intuito de combater a translocacdo de
antigenos e bactérias®>. Como consequéncia, instala-se um
processo inflamatério cronico que caracteriza e perpetua as
altera¢des histoldgicas inflamatdrias caracteristicas da CD?.

Ainflamac&o do epitélio intestinal carente do suprimento
de AGCC compromete todos os mecanismos componentes
da barreira epitelial da mucosa c6lica?*?. Estudos avaliando
as alteracdes histoldgicas da mucosa célica de segmentos
sem transito fecal encontraram modificacdes em todas as
camadas que formam a parede do cd6lon 3262829 Mostrou-
se que existe reducdo da altura das glandulas célicas nos
segmentos derivados, e que essa atrofia epitelial torna-se
mais significativa apds seis semanas de exclusao, atingindo seu
apice apos 12 semanas®. Demonstrou-se que existe reducdo
do peso da mucosa cdlica de 10% apds uma semana, 21%
apos duas semanas e 37% apds quatro semanas de exclusdo
de transito intestinal™. A atrofia da parede cdlica sem transito
fecal, ndo obstante ser mais significativa na camada mucosa,
também compromete as demais camadas da parede célica'23,
Existe uma reducdo de 41% do peso no epitélio apds quatro
semanas e, 48% apds 12 semanas'™. A suplementacdo de AGCC
ou substancias com atividade anti-inflamatério ou antioxidante
melhora essa atrofia epitelial36202628 Esses mesmos achados,
também foram observados no presente estudo quando se
verificou importante reducdo da altura das glandulas célicas nos
segmentos desprovidos de transito fecal dos animais do grupo
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que recebeu interven¢do com SF 0,9%. De modo distinto, nos
tratados com infliximabe, a melhora do processo inflamatério
mucoso nos segmentos exclusos de transito relacionou-se a
recuperacdo da atrofia epitelial.

Quando se considera a camada de muco que recobre
o epitélio cdlico e que representa a primeira barreira de
defesa da mucosa, a falta do fornecimento de AGCC também
esta relacionada a importantes alteragdes>”?*. A modificagdo
da producao e secre¢do de muco é uma das caracteristicas da
CD”2. O nimero de células caliciformes reflete o status de
secrecdo de muco e, indiretamente, a atividade destas células.
Keli et al em 1987, ndo conseguiram demonstrar uma diferenca
estatisticamente significativa do nimero de células caliciformes
guando compararam os segmentos com e sem transito intestinal,
todavia, mostraram que o conteldo e o subtipo de mucina
produzida se modificavam ao comparar-se segmentos com e
sem transito fecal'. Nos segmentos com transito preservado as
mucinas sulfatadas se localizavam no terco superior da cripta,
enquanto as ricas em 4acido sialico nos dois tercos inferiores.
De modo distinto, nos segmentos derivados, o contetido tecidual
das sialomucinas praticamente desaparecia, enquanto o de
sulfomucina aumentava progressivamente com o progredir
tempo de derivacdo. Resultados semelhantes foram encontrados
por outros autores®. Esses achados sugerem que a modificagdo
na producdo e a redugdo do conteldo de mucinas no célon
excluso de transito, possa estar relacionada a falta de suprimento
energético para produc¢do de mucinas, bem com a destruicdo
epitelial relacionada ao processo inflamatério local decorrente
do maior estresse oxidativo tecidual”?. Essa possibilidade fica
ainda mais evidentes pelos resultados de estudos experimentais
mostrando que a redugdo do processo inflamatério e do
estresse oxidativo epitelial restabelece a producédo de mucinas
nos segmentos exclusos de transito’27-%28,

O epitélio intestinal é formado por uma Unica camada
de células com propriedades absortivas, intimamente aderidas
entre sie a membrana basal'>'823, A unido das células epiteliais
ocorre gracas a sistemas de juncbes célula-célula, os quais
suportam grande parte do estresse mecanico sobre a parede
intestinal®. Para a manutencdo da adesao celular, filamentos
proteicos de actina, que formam o citoesqueleto celular,
atravessam o citoplasma de cada célula unindo-se a juncdes
especializadas localizadas na membrana plasmatica. Existem trés
grupos funcionais de juncdes intercelulares: Jun¢des de
aderéncia, de oclusdo e comunicantes®. A principal proteina
das jungdes aderentes é a E-caderina, enquanto a principal
proteina da juncdo de oclusdo é a Claudina-38. A presenca
e o conteudo tecidual de ambas refletem, indiretamente, a
integridade da barreira epitelial’. O processo inflamatério que
se instala nos segmentos desprovidos do suprimento regular
de AGCC, também compromete as proteinas constituintes
das jungdes intercelulares™'1825_ A destruicdo das proteinas
constituintes das juncdes intercelulares, também foi descrita
em portadores de DII'®. Do mesmo modo, estudos utilizando
modelos experimentais de CD também mostraram que existe
comprometimento das proteinas que compde a jun¢des
intercelulares. Kadri et al, em 2013, demonstraram que ocorre
uma reducao substancial no contetdo tecidual de E-caderina
nos segmentos colicos desprovidos de transito intestinal™.
De modo semelhante, outros autores também encontraram
reducdo do contelido e B-catenina nas junc¢des aderentes do
c6lon sem transito fecal’”. Em ambos os estudos a reducao
do conteldo das duas principais proteinas que constituem o
sistema de jun¢do aderente intercelular mostrava-se relacionada
ao progredir do tempo de exclusdo e ao estresse oxidativo
tecidual™".

Estudo experimental que utilizou modelo de CD semelhante
ao empregado no presente estudo mostrou que nos segmentos
desprovidos do suprimento de AGCC existe reducdo do
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conteudo tecidual de Claudina-3 e ocludina, as principais
proteinas constituintes das juncdes de oclusdo intercelular®,
Os autores verificaram, que havia uma redugéo de 48% e 54%,
respectivamente, apds 12 semanas de derivacdo intestinal’®.
Contudo, ao aplicarem enemas contendo extrato oleoso de
curcumina, produto natural com destacada acdo antioxidante e
anti-inflamatoria, o contelido de ambas as proteinas aumentava
significativamente®. Esses achados sugerem que a reducao
do conteudo tecidual das principais proteinas que formam as
jungoes de aderéncia e de oclusdo intercelular poderia estar
relacionada tanto ao estresse oxidativo quanto ao agravamento
do processo inflamatério tecidual*'¢'®, Esses achados confirmam
resultados de estudos experimentais que mostraram a eficacia
do emprego de antioxidantes na reducdo do estresse oxidativo
tecidual, e melhora do processo inflamatério que se desenvolve
no célon sem transito fecal>#'%%4, J4 se demonstrou que em
portadores de DIl existe um aumento da expressao de genes
relacionados a maior producéo de citocinas pré-inflamatoérias e
reducdo da expressao de genes relacionados a transcri¢do das
proteinas constituintes das junc¢des intercelulares®. Esse mesmo
estudo mostrou que a administracdo de infliximabe foi capaz
de restaurar essas alteragcdes. Da mesma forma, demonstrou-se
experimentalmente que a administragdo de infliximabe é capaz
de proteger a barreira epitelial em modelo experimental de
colite quimicamente induzida e aumentar a producdo tecidual de
E-caderina®. O infliximabe, inibindo o fator de necrose tumoral
alfareduz a producdo de enzimas proteoliticas, particularmente
as metaloproteinas, responsaveis pela degradacdo das proteinas
claudina e ocludina®.

Apesar do contelido das proteinas E-caderina e claudina-3
tersido estudado em diferentes situagées clinicas e experimentais,
do melhor do nosso conhecimento, seu contetido tecidual
ainda ndo foi mensurado em modelos experimentais de CD
cujos animais foram submetidos ao tratamento com infliximabe.
Um Unico estudo em modelo experimental de CD mostrou
que o infliximabe reduz o processo inflamatério tecidual no
c6lon excluso, diminui a infiltragdo neutrofilica e melhora a
cicatrizacao epitelial®. Esses resultados sugerem que a terapia
biolégica com infliximabe talvez seja uma proposta terapéutica
interessante para o tratamento das formas graves de CD?. Os niveis
teciduais de fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) encontram-se
aumentados na mucosa sem transito intestinal?%. O infliximabe
age neutralizando a atividade biolégica do TNF-a ao impedir
a ligacdo deste aos receptores especificos das membranas
celulares, bloqueando ainducéo de citocinas pré-inflamatérias
como as interleucinas 1 e 6%. O infliximabe diminui a migragéo
de leucécitos por reducdo da permeabilidade da camada
endotelial e expressdo de moléculas de adeséo, além de reduzir
a atividade funcional de neutrdfilos e eosinéfilos?. Ndo obstante
o infliximabe representar uma das mais importantes op¢oes
terapéuticas para o tratamento das DII, seu uso nas formas
graves da CD humana ainda néo foi avaliado. Assim torna-se
relevante a realizacdo de estudos experimentais que utilizem
o infliximabe para tratamento da CD, avaliando seu papel na
preservacao da integridade dos mecanismos de defesa da
barreira epitelial, como os formados pelas jun¢des intercelulares.

O presente estudo além de confirmar a melhora do processo
inflamatdrio da mucosa exclusa, como mostrado por Buainain
et al., em 2019, mostrou que o uso do infliximabe aumentou o
conteldo tecidual de E-caderina e Claudina-3 a valores proximos
aos encontrados no colon comtransito preservado. Esse aumento
do conteldo tecidual de ambas as proteinas foi mais evidente
quando se utilizou doses maiores de infliximabe (10mg/Kg/sem),
sugerindo uma relacdo dose-dependente. Esses achados
sugerem que a diminui¢do do processo inflamatério tecidual
decorrente do uso do infliximabe possibilite a recuperagdo
dasjuncoes intercelulares e, indiretamente da barreira epitelial
mucosa. E provavel que a reducéo da infiltracdo neutrofilica

determinada pelo infliximabe, também diminua a formacgéo de
RLO pelos neutréfilos reduzindo, consequentemente, o dano
oxidativo local®1216-1824,

Finalmente, a semelhanga do que ocorre em outras DI,
os resultados deste estudo sugerem que a acdo terapéutica do
infliximabe possa ser considerada interessante proposta terapéutica
paraa CD. Contudo, a maior limitagdo do presente estudo é que
esta avaliagdo foi realizada em modelo experimental utilizando
ratos. Assim, a extrapolacdo dos resultados encontrados para
seres humanos com formas graves de CD ainda merecem uma
palavra de cautela. Acomprovacdo da eficacia do infliximabe para
o tratamento da CD humana ainda necessita de comprovagao
em ensaios clinicos randomizados.

CONCLUSAO

Infliximabe reduz o processo inflamatério da mucosa célica
exclusa do transito intestinal e aumenta o conteldo tecidual
das proteinas E-caderina e Claudina-3, principalmente nos
animais tratados com maiores doses da substancia. A terapia
com infliximabe mostrou-se eficaz para o tratamento de CD
experimental.
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