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RESUMO/ PALAVRAS-CHAVE

As doencas inflamatorias intestinais (DIl) sdo inflamacdes cronicas do trato
gastrointestinal de etiologia desconhecida. Estudos demonstraram alteracdes
estruturais nos plexos nervosos de pacientes com DIl. Andlises de bidpsias teciduais
desses pacientes mostraram anormalidades, como plexos e nervos de dimensao
aumentada em decorréncia de hipertrofia e/ou hiperplasia de neurdnios. A terapia
com células-tronco tem sido muito estudada e demonstrou ser capaz de diminuir a
inflamacéo intestinal e modular as citocinas inflamatorias, reduzindo, assim, a
inflamacé&o tecidual. Entretanto, muito pouco se sabe sobre os efeitos da terapia
celular nos plexos do sistema nervoso entérico (SNE) de pacientes com DII. Esta
dissertacdo avaliou os plexos nervosos mioentéricos de animais com colite induzida
por sulfato de sédio dextrano (DSS) e tratados com células estromais mesenquimais
(MSC) buscando elucidar os efeitos da terapia celular no SNE. Foram realizadas
contagens celulares e avaliagcbes morfométricas dos plexos nervosos, bem como a
imunoistoquimica para HU, nNOS e S100B. Os resultados mostraram que a colite
induzida por DSS foi capaz de promover alteracdes no plexo nervoso mioentérico
causando um aumento dos mesmos (indicativo de plexite), em comparacdo com o
grupo controle. Entretanto, o tratamento com MSC nos dias 2 e 5 do protocolo de
inducdo da doenca foi capaz de proteger o plexo nervoso dos danos provocados
pelo processo inflamatério. Da mesma forma, o aumento na porcentagem de
neurdnios imunorreativos para NnNOS observada nos animais com DIl ndo foi
observada no grupo tratado com MSC. O namero de neurbnios por area de plexo
mioentérico também se mostrou alterado, sendo reduzido no grupo de animais com
colite induzida por DSS. A proteina S100B apresentou maiores niveis na camada
muscular de animais com DIl em relacdo aos controles saudaveis. Tal efeito nao foi
observado nos animais doentes e tratados com MSC. Dessa forma, demonstramos
gue as MSCs possuem efeito protetor para a neuroinflamacdo provocada por DSS
no SNE.

Palavras chave: Colite ulcerativa, terapia celular, neuroinflamagédo, plexo

mioentérico, MSC



ABSTRACT/KEY WORDS

Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic inflammations of the
gastrointestinal tract of unknown etiology. Studies have demonstrated structural
changes in the nervous plexuses of patients with IBD. Analysis of tissue biopsies
from these patients showed abnormalities, such as enlarged plexus and nerves due
to neuronal hypertrophy and/or hyperplasia. Stem cell therapy has been extensively
studied and shown to be able to decrease intestinal inflammation and modulate
inflammatory cytokines, thus reducing tissue inflammation. However, very little is
known about the effects of cell therapy on the plexuses of the enteric nervous system
(ENS) of IBD patients. This work evaluated the myenteric nerve plexuses of animals
with colitis induced by dextran sodium sulfate (DSS) and treated with mesenchymal
stromal cells (MSC) seeking to elucidate the effects of cell therapy on the ENS. Cell
counts and morphometric evaluations of the nerve plexuses were performed, as well
as immunohistochemistry for HU, nNOS and S100B. The results demonstrate that
DSS-induced colitis was able to promote alterations in the myenteric nervous plexus,
causing an increase in them (indicative of plexitis), in comparison with the control
group. However, treatment with MSC on days 2 and 5 of the disease induction
protocol was able to protect the nervous plexus from damage caused by the
inflammatory process. Likewise, the increase in the percentage of nNOS-
immunoreactive neurons observed in animals with IBD was not observed in the MSC-
treated group. The number of neurons per myenteric plexus area was also altered,
being reduced in the group of animals with DSS-induced colitis. The S100B protein
showed higher levels in the muscle layer of animals with IBD compared to healthy
control. Such an effect was not observed in sick animals treated with MSC. Thus, we
demonstrate that MSCs have a protective effect against neuroinflammation caused
by DSS in the ENS.

KEY WORDS: Ulcerative colitis, cell therapy, neuroinflammation, myoenteric plexus,
MSC
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INTRODUCAO

As doencas inflamatorias intestinais (DIl) s&o inflamac¢des crénicas,
recorrentes, do trato gastrointestinal de etiologia desconhecida e que apresentam
dois fendtipos distintos: a Doenca de Crohn (CD, do inglés Crohn’s disease) e a
Colite Ulcerativa (UC, do inglés ulcerative colitis). Os pacientes com DIl apresentam
fases alternadas de inflamacéo aguda e remissao, e sintomas como dor abdominal,
diarreia e perda de peso. Enquanto a CD pode causar inflamacao transmural e
afetar qualquer parte do trato gastrointestinal de forma descontinua, a UC é
tipicamente uma inflamacédo restrita & mucosa e limitada ao colon. O sistema
nervoso entérico (SNE) compreende uma complexa rede de neurdnios e células
gliais que inervam o trato gastrointestinal e é responsavel pela regulacdo e
coordenacdo das funcbes intestinais, independentemente do sistema nervoso
central (SNC). Fungbes intestinais como a motilidade intestinal, o transporte de
liquido e eletrdlitos, a secrecdo de mucinas, a producdo de citocinas e a regulacéo
da barreira epitelial sdo reguladas pelo SNE, e todos esses aspectos estdo
importantemente comprometidos em situacdes de DII.

Sabe-se que a inflamacdo intestinal promove alteragcbes neuroquimicas em
populacdes de neurbnios colinérgicos e nitrérgicos do plexo mioentérico, 0 que
acaba por influenciar/interromper as funcbes e a motilidade gastrointestinais. Os
insultos induzidos pela inflamacao ndo s6 atingem os plexos nervosos do intestino,
como também s&o parte integrante da geracdo dos sintomas das DIl. Estudos
mostram que a presenca de plexite mioentérica e submucosa € preditivo de recidiva

precoce. Portanto, mudancas estruturais no SNE parecem ser preditivas da

evolucdo das doencas inflamatorias intestinais, 0 que sugere que a neuroprotecao
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possa diminuir a gravidade e desempenhar um papel na recorréncia das DIl. A
célula estromal mesenquimal (MSC, do inglés mesenchymal stromal cell) possui um
grande potencial terapéutico associado as propriedades imunomoduladoras, sendo
estudada em uma grande variedade de aplicacGes terapéuticas, em especial para
terapia celular de doencas inflamatorias e autoimunes. MSCs s&do capazes de
reverter os danos observados na mucosa e submucosa de modelos animais de
colite ulcerativa. Nosso grupo de pesquisa demonstrou que a infusdo sistémica de
MSCs é capaz de diminuir a inflamacéo intestinal, modular as citocinas inflamatorias
e induzir a apoptose de células T da mucosa intestinal, além de promover um
aumento de enzimas antioxidantes e reduzir os danos gerados pelo estresse
oxidativo em modelo de colite induzida por sulfato de sédio dextrano (DSS, do inglés
dextran sodium sulfate). Entretanto, a literatura carece de maiores esclarecimentos
sobre o efeito destas células nos plexos nervosos. Neste trabalho, através de
analises morfométricas e de imunoistoquimica, buscamos elucidar os efeitos da
terapia com MSCs no plexo nervoso mioentérico de animais submetidos a modelo
de colite ulcerativa induzido por DSS e tratados com MSCs nos dias 2 e 5 do

protocolo de inducéo.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Doencgas inflamatorias intestinais

O termo doenca inflamatoria intestinal (DIl) é utilizado para descrever
inflamagdes prolongadas do trato gastrointestinal de etiologia desconhecida e que
apresentam dois principais fenoétipos distintos: a doenga de Crohn (CD, do inglés
Crohn’s desease), que pode apresentar-se em todo o todo o trato gastrointestinal
(tendo como localizagdo mais comum o ileo terminal), e a colite ulcerativa (UC, do
inglés ulcerative colitis), que normalmente afeta a mucosa do c6lon (HOLLAND et
al., 2021).

Estudos demonstraram que a incidéncia e a prevaléncia das DIl vém
aumentando nos ultimos anos, especialmente em paises industrializados (MOUM et
al., 2014). No Brasil, estudos epidemiologicos relatam que o estado de SP, mais
desenvolvido e com maior atividade econdmica, também apresenta a maior taxa de
incidéncia de DII, comparavel a paises europeus como Portugal e Irlanda, o que
pode estar associado a maior acesso a atendimento médico e centros médicos de
referéncia (GASPARINI., 2018; ZALTMAN., 2021). No entanto, a incidéncia de DlII
também esta aumentando em varios paises de baixa renda na América Latina e no
Caribe (KOTZE et al., 2020).

Embora a etiologia das DlIs ainda néo tenha sido completamente esclarecida,
elas sao tratadas como doencas imunolédgicas que provavelmente se desenvolvam a
partir de interacdes entre 0 meio ambiente e fatores microbianos imunomediados em
um hospedeiro predisposto (NEURATH et al., 2020). Uma variedade de estudos
indica que ha uma disfuncdo do sistema imunolégico da mucosa intestinal aos
antigenos entéricos, desencadeando um processo inflamatério crénico em
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individuos geneticamente suscetiveis (GREGORIE et al.,2017; UNIKEN et al., 2017).

Dentre os fatores ambientais que podem contribuir para o desenvolvimento da DII,

podem ser citados o fumo, o estresse, a higiene, os habitos alimentares, a atividade

fisica e a qualidade do sono (ANANTHAKRISHNAN., 2017).

Os pacientes com DIl apresentam fases alternadas de inflamacédo aguda e

remissao, e sintomas como dor abdominal, diarreia e perda de peso. Enquanto a CD

pode causar inflamacéo transmural e afetar qualquer parte do trato gastrointestinal

de forma descontinua, a UC é tipicamente uma inflamacéo restrita a mucosa e

limitada ao colon (Figura 1).

A. Crohn's disease

Liver

Gall bladder

Small intestine

Tleum

Large intestine
(colon)

B. Ulcerative colitis

2

Figura 1 - Representacdo esquematica das regides afetadas
(em destaque) pelas Doencas Inflamatérias Intestinais. (A)
Doenca de Crohn: a inflamacdo pode afetar todo o trato
digestivo, da boca ao anus. (B) Colite Ulcerativa: a

inflamacéo é limitada ao colon. Fonte: SINGH et al., 2010.

Em individuos saudaveis, a mucosa intestinal apresenta tolerancia para

bactérias simbidticas, portanto, células do sistema imune inato iniciam repostas

imunes apenas contra antigenos exogenos. Na UC, um desequilibrio na resposta
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imune no intestino pode afetar a barreira epitelial e aumentar a permeabilidade do
tecido, contribuindo para o estabelecimento de uma inflamacdo cronica (WERA et
al.,, 2016). Diversas células imunes estdo envolvidas neste processo, como
macrdfagos, neutrofilos e células T do cluster de diferenciagdo (CD4"). A UC resulta
da excessiva funcéo de células T efetoras ou da deficiéncia da funcéo das células T
regulatorias na inflamacédo. Dessa forma, a ativacdo de células Thl (linfécitos T
helper 1) promove ativacdo e infiltragcdo demasiadas de macrofagos e neutrofilos,
ocasionando inflamagbes da mucosa intestinal e producdo descontrolada de
citocinas. A excessiva resposta de células Thl esta associada com um aumento de
citocinas pro-inflamatoérias como IL-2 (interleucina-2), IFN-y (interferon-gama) e/ou
TNF (fator de necrose tumoral), assim como a excessiva resposta de células Th2
(linfécitos T helper 2) estd4 associada com a secrecao de IL-4 (interleucina-4), IL-5
(interleucina-5) e/ou IL-13 (interleucina-13) (BOUMA e STROBER, 2003).

Além do sistema imune, a barreira epitelial intestinal também exerce um papel
essencial na homeostase do intestino. O muco secretado pelas células caliciformes
atua como uma barreira fisica que separa a microbiota do contato direto com o
epitélio que reveste o intestino, e protege o 6rgdo de danos fisicos e quimicos
(BREUGELMANS et al., 2020). Quando ocorre uma modificacdo da composicéo da
camada de muco, pode ocorrer o aumento da permeabilidade e diminuicdo da
espessura da mesma, o0 que contribui para o recrutamento e ativacdo de células
imunes e o consequente inicio do desenvolvimento da inflamacéao intestinal.

O curso da UC é caracterizado por crises que se alternam com periodos de
remissdo, sendo que uma minoria dos pacientes tem atividade continua. A
severidade das crises e a resposta ao tratamento variam desde sintomas leves, sem

manifestacbes sistémicas, até risco de morte fulminante por colite naqueles
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pacientes que nao respondem ao tratamento e, portanto, sdo candidatos a
intervencao cirargica (COSNES et al.,, 2011). Com a progressao da doenca, o
paciente apresenta perda de peso, fadiga, perda do apetite relacionada a deficiéncia
de nutrientes, muco nas fezes, sangramento retal que pode ser severo, febre e
anemia.

Atualmente, ndo ha cura conhecida para as DllIs. Os tratamentos disponiveis
consistem principalmente de aminossalicilicos, corticosteroides, imunossupressores
e anticorpos monoclonais que visam bloquear o recrutamento de células imunes
para o intestino inflamado. No entanto, esses tratamentos apenas atenuam o0s
sintomas clinicos e ndo sdo capazes de promover a remissao sustentada da doenca,
podendo, muitas vezes, se associar a efeitos adversos como, por exemplo, uma
maior suscetibilidade a infeccfes intracelulares oportunistas (DE LANGE KM et al.,
2015). Além disso, varios pacientes nao respondem aos tratamentos existentes, 0
que torna imperativo o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (PEYRIN-

BIROULET 2015).

Modelo experimental de colite ulcerativa

Modelos animais de DIl sdo muito importantes para auxiliar no conhecimento
da patogénese, especialmente dada a complexa heterogeneidade genética e a
variedade de fatores etiologicos envolvidos no desenvolvimento natural da doenca.
Nesse sentido, a utilizacdo de animais de laboratorio tem sido ferramenta essencial
para a investigacdo dos mecanismos celulares e moleculares que conduzem o
processo inflamatorio, além do desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas

(BAUER et al., 2010).
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O sulfato de soédio dextrano (DSS, do inglés dextran sodium sulfate), € um
polissacarideo sulfatado solGvel em agua, carregado negativamente, com um peso
molecular altamente variavel (entre 5 e 1400 kDa) e que conhecidamente apresenta
toxicidade seletiva ao célon, induzindo o desenvolvimento de inflamacédo (OKAYASU
et al., 1990). A inducado da colite que mais se assemelha a doenca humana se da
através da administracdo de 40-50 kDa DSS na agua potavel por aproximadamente
8 dias. O mecanismo pelo qual o DSS induz a inflamacéo intestinal ndo é claro, mas
€ provavelmente o resultado de danos a monocamada epitelial que reveste o
intestino grosso, permitindo a disseminacdo do conteudo intestinal pré-inflamatorio
(por exemplo, bactérias e seus produtos) no tecido subjacente. O modelo de colite
induzida por DSS é muito popular na pesquisa de Dlls devido a sua rapidez,
simplicidade, reprodutibilidade e controlabilidade. Modelos agudos, crbénicos e
recorrentes de inflamacdo intestinal podem ser alcancados modificando a
concentracdo de DSS e a frequéncia de administracdo. A UC experimental resulta
da excessiva funcao de células T efetoras ou da deficiéncia da funcdo das células T
regulatérias na inflamacdo. Dessa forma, a ativacdo de células Thl promove
ativacdo e infiltracdo demasiada de macréfagos e neutrdfilos, ocasionando
inflamacbes da mucosa intestinal e producdo descontrolada de citocinas
(CHASSAING et al, 2014). A colite aguda induzida por DSS apresenta
caracteristicas morfoldgicas e fisiolégicas semelhantes a UC em humanos, incluindo
ulceracdes superficiais, lesdo da mucosa, producdo de citocinas e outros
mediadores inflamatorios, infiltracbes leucocitarias, diarreia, sangue nas fezes e
perda de peso (GONCALVES et al., 2013). Esse modelo tem demonstrado
vantagens para estudos que visam novas terapias ou de manipulacbes genéticas

devido a sua simplicidade e reprodutibilidade (ELSHEIKH et al., 2012).
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Sistema nervoso entérico

Compreendendo uma complexa rede de neurdnios e células gliais, o sistema
nervoso entérico (SNE) intrinsecamente inerva o trato gastrointestinal e é
responsavel pela regulacdo e coordenacdo das funcdes intestinais,
independentemente do sistema nervoso central (SNC) (FURNESS, 2012). No trato
digestério, o SNE esta organizado em dois grandes plexos ganglionares, o plexo
mioentérico (de Auerbach) e o plexo submucoso (de Meissner). O plexo mioentérico
consiste de ganglios e fibras que formam redes neuronais situadas entre a camada
muscular circular interna e a camada muscular longitudinal externa (FURNESS,
2006) e sua funcéo esta diretamente associada a regulagéo reflexa da contratilidade
muscular. JA& o plexo nervoso submucoso localiza-se na camada submucosa,
normalmente proximo a camada muscular circular interna, e controla atividades
vasomotoras e secretoras da mucosa (Figura 2). O SNE se distribui ao longo de
todo o trato digestério estendendo-se do esbéfago ao reto e também apresentando
inervagdes em péancreas e sistema biliar.
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Figura 2 - Representacdo esquematica de algumas conexdes
envolvidas nos reflexos entéricos locais. Na imagem estdo
representados os plexos submucoso e mioentérico e neurdnios
sensoriais, interneurbnios e neurdnios motores inibitérios e
excitatérios. Fonte: BENARROCH, 2007.

Os plexos nervosos do SNE contém uma variedade de neurbnios
funcionalmente distintos que podem ser agrupados por suas funcdes como
neurdnios intrinsecos aferentes primarios, interneurénios e neurénios motores, 0s
quais estdo sinapticamente ligados uns aos outros em microcircuitos (FURNESS,
2006). Os neurbnios intrinsecos aferentes primarios sdo neurbnios sensoriais que
apresentam corpo celular grande quando comparados aos demais neurdnios do
plexo. Os interneurbnios apresentam como caracteristica a resposta a reflexos com
rapidos potenciais excitatorios pos-sinapticos. Finalmente, os neurbnios motores
inervam as camadas musculares do trato digestorio de forma excitatoria ou inibitéria
(MACHADO, 2019). Nesse sentido, o 6xido nitrico (NO, do inglés nitric oxide) tem
sido considerado um importante neurotransmissor inibitério no intestino. Assim,
neurdnios positivos para 6xido nitrico sintase (NOS, do inglés nitric oxide synthase),
sao classificados como neurénios inibitérios que exercem funcdes relacionadas ao
relaxamento das camadas musculares. Por outro lado, neurbnios positivos para a
enzima catalisadora colina acetiltransferase (ChAT, do inglés choline
acetiltransferase) sé@o caracterizados como neurdnios excitatorios (MACHADO,
2019).

Além disso, os neurdnios entéricos sao suportados por células que compdem
a glia do sistema nervoso entérico (GSNE) semelhantes aos astrécitos do SNC, que
podem modular a fungcdo neuronal. A GSNE tem demonstrado ser muito mais do que

um mero suporte mecanico para neurdnios, uma vez que estudos recentes
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demonstram seu ativo envolvimento na regulacdo da homeostase, motilidade e
processos inflamatérios do intestino (CIRILLO et al., 2011). As células da GSNE
liberam moléculas sinalizadoras que medeiam importantes fungcbes do SNE. Entre
estas, grande importancia tem sido dada para a proteina S100B, uma neurotrofina
difusivel, situada no citoplasma e/ou no nucleo da GSNE e que pode provocar um
efeito neurogénico (quando em concentracdes nanomolares) ou efeito
neurodegenerativo (quando em concentracbes micromolares) promovendo
neuroinflamacédo. Este fato demonstra o papel-chave das células da GSNE como
reguladores da homeostase intestinal (CIRILLO et al., 2011). Alteracbes que atinjam
a GSNE podem causar degeneracdo do epitélio da mucosa, dismotilidade e a ma
absorcdo de nutrientes por partes dos segmentos intestinais, demonstrando os
diversos papeis e a influéncia direta da homeostase glial na digestdo bem como na
neurotransmisséao entérica (OKURA et al., 2019)

Em suma, o SNE regula e coordena fungdes intestinais como a motilidade
intestinal, o transporte de liquido e eletrolitos, a secrecdo de mucinas, a producédo de
citocinas e a regulacdo da barreira epitelial. Todos esses aspectos estao
comprometidos em situacbes de DII, portanto, ndo € surpreendente que exista
grande interesse em elucidar o papel do SNE na patogénese das Dlls (FERRANTE
et al., 2006).

Nesse sentido, varios estudos demonstraram alteracdes estruturais do SNE
em pacientes com DIl. Andlises de bidpsias teciduais de pacientes com CD e UC
mostram anormalidades, como ganglios e nervos de dimensdo aumentada em
decorréncia de hipertrofia e/ou hiperplasia de neurénios, bem como alteracbes na

ativacao e proliferacao de células da glia (WINSTON et al., 2013).
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Estudos experimentais demonstraram que sinais oriundos da microbiota
promovem a formacdo de uma rede glial que parte do plexo nervoso e invade
continuamente a lamina propria. A inflamacao tecidual promove, também, alteracdes
neuroquimicas em populacbes de neurdnios colinérgicos e nitrérgicos do plexo
mioentérico, 0 que acaba por influenciar/interromper as funcdes e a motilidade
gastrointestinais (KRAUTER et al., 2007). Interessantemente, foi demonstrado que
as alteracfes estruturais e funcionais observadas no SNE persistem para além da
resolucao da inflamacéo ativa (SOKOI et al., 2009). Esses achados sugerem que 0s
insultos induzidos pela inflamacédo ndo sé atingem o SNE como também séo parte
integrante da geracdo dos sintomas das Dlls. Estudos mostram que a presenca de
plexite mioentérica e submucosa é preditiva de recidiva precoce de CD (LAKHAN et
al., 2010; FIRDAUS et al., 2006). Portanto, mudancas estruturais no SNE parecem
ser preditivas na evolucdo da doenca, sugerindo que a neuroprotecao possa diminuir
a gravidade e desempenhar um papel na recorréncia das Dlls (PREVILLE et al.,

1998).

Células estromais mesenquimais (MSC)

As células estromais mesenquimais (MSC, do inglés mesenchymal stromal
celll sédo células multipotentes capazes de se diferenciar em linhagens
mesodermais, em particular linhagens osteoblasticas, adipogénicas e
condrogénicas. As MSCs sao, de fato, uma populacdo heterogénea de células
caracterizadas imunofenotipicamente pela expressédo de marcadores celulares como
CD73, CD90 e CD105, e ndao possuem a expressao de marcadores de linhagem

hematopoiética CD45, CD34, CD11c, CD14, CD19, CD79A e HLA-DR. As MSCs
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originalmente descobertas e, portanto, mais estudadas, provém da medula 0ssea.
Contudo, a origem da obtencdo de MSCs foi expandida para outros tecidos,
incluindo musculo, tecido adiposo e tecidos neonatais (PHITADIA et al., 2011;
NICHOLL et al. 1994; GONZALEZ et al., 2009).

As MSCs possuem um grande potencial terapéutico na medicina regenerativa
devido & sua capacidade de diferenciacdo in vitro, homing para tecidos inflamados
apos infusdo in vivo e secrecdo de varias moléculas bioativas (NEUNLIST et al.,
2003). Somado a isso, as propriedades imunomodulatérias das MSCs sugerem que
mesmo MSCs de antigenos leucocitarios humanos (HLA, do inglés human leucocyte
antigen) incompativeis podem ser adequadas para uma grande variedade de novas
aplicacoes terapéuticas, em especial para terapia celular de doencas inflamatdrias e
autoimunes (XUE et al., 2011).

As MSCs possuem uma alta capacidade imunossupressora e interagem com
células do sistema imunolégico através de diversos mecanismos. Estudos mostram
que a imunossupressao das MSCs é mediada pela secre¢édo de fatores sollveis e
pela presenca de proteina de superficie das MSCs. Elas sdo capazes de secretar
fatores anti-inflamatérios, como fator de crescimento transformante (TGF)-3,
prostaglandina E2 (PGE-2) e fator de crescimento de hepatécito (HGF) (PREVILE et
al., 1998). Através da secrecao de TGF-B e outros fatores, as MSCs promovem a
inducéo de células T reguladoras (ENGELA et al., 2013), macréfagos reguladores e
células B reguladoras (ENGELA et al., 2013; MAGGINI et al., 2010; PENG et al.,
2015) e, assim, transmitem seus efeitos imunossupressores para outros tipos de

células que exercem diferentes mecanismos de supressao imunologica (Figura 3).
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Figura 3 - Efeito modulador das MSCs nas células imunes. Os efeitos
imunomoduladores das MSCs incluem a inibicdo da proliferacdo de
linfocitos B, T, CD4" e T CD8", a inducéo de linfécitos T regulatorios,
inibicdo da maturagdo de mondcitos e a inibicdo da funcédo das células
NK. Legenda: CTL: linfécito T citotoxico (CD8). IFNy: interferon vy.
MSC: célula estromal mesenquimal. NK: célula natural killer. TNFa:
fator de necrose tumoral a. Treg: linfécito T regulatério. Fonte: YI et al.,

2012
Além disso, estudos investigando o secretoma das MSC sugerem que
numerosos fatores bioativos secretados por MSCs medeiam neuroprotecao via

suporte trofico, imunomodulagéo e anti-apoptose (MUNN et al., 2013; SKALNIKOVA

et al., 2011).

A Terapia Celular para DIl

Diante do exposto, alguns estudos tém abordado a terapia com MSCs como

promissora no tratamento de DIl. MSCs autdlogas e alogénicas tém sido avaliadas
25



em ensaios clinicos em duas modalidades diferentes: injecdo local de MSC para
tratar a CD fistulizante e infusdo intravenosa de MSC para tratar a CD luminal ou UC
(GREGORIE et al.,2017). Atualmente, os resultados dos ensaios clinicos sao
particularmente encorajadores na CD fistulizante perianal. De fato, as MSCs
demonstraram sua capacidade de curar fistulas da CD perianal em pacientes
refratarios a terapia convencional ou biolégica em varios ensaios controlados
(MOLENDJIK et al., 2015; PANES et al., 2016). Entretanto, as MSCs ainda precisam
demonstrar sua eficacia na CD luminal e na UC (DHERE et al., 2016; LIANG et a.,
2012).

Nesse sentido, estudos experimentais em modelos animais tém auxiliado o
melhor entendimento dos mecanismos celulares, moleculares e imunolégicos das
Dlls associados a terapia celular. Recentes trabalhos tém demonstrado uma
melhora clinica e histopatologica da colite apos infusdo de MSC, como diminuicao
da inflamagédo e aumento da sobrevida (DA COSTA GONCALVES et al.,, 2016;
WANG et al., 2016).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que a infusdo sistémica de MSCs é
capaz de diminuir a inflamacao intestinal, modular as citocinas inflamatérias e induzir
a apoptose de células T da mucosa intestinal, além de promover um aumento de
enzimas antioxidantes e reduzir os danos gerados pelo estresse oxidativo em
modelo de colite induzida por DSS (GONCALVES et al., 2014; DA COSTA
GONGALVES et al., 2016). Demonstramos também, através de cultura organotipica,
que os fatores bioativos secretados por MSCs promovem a proliferacdo de células
da mucosa intestinal e que o tratamento com MSC promove uma diminuicdo no
nimero de células CD3" in vitro (DA COSTA et al, 2018). Recentemente

observamos que ndo s6 as MSCs integras, mas também seu meio condicionado e
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particulas de membrana também s&o capazes de controlar os danos promovidos
pelo processo inflamatério no intestino de animais com colite induzida por DSS

(SERAFINI et al., 2022- manuscrito submetido) (Figura 4).
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Figura 4 - Efeito protetor de meio condicionado, particulas de
membrana e MSCs integras na inflamagcdo do cdlon. (A)
Comprimento do coélon. (B) Imagem representativa exibindo a
diferenca no comprimento do célon entre os grupos de tratamento.
(C) Peso do colon. (D) Escore de inflamacgdo histologica. (E)
Laminas histologicas em coloracdo de hematoxilina e eosina. Os
dados séo representados como média £ SEM. **** p < 0,0001, *** p
<0,001, *p < 0,01 e*p<0,05versus grupo DMEM.

Embora a literatura demonstre o efeito das MSCs na restauragao e reparo da

barreira epitelial através de a¢bes anti-inflamatorias, poucos estudos examinaram 0s

efeitos de terapias baseada em MSC na atenuacdo da neuropatia entérica induzida
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pela inflamacdo. Os estudos existentes demonstraram que MSCs de medula 6ssea
aplicadas localmente apresentam efeito neuroprotetor em neurénios entéricos
danificados pela inflamacédo induzida por 2,4,6-trinitrobenzeno-sulfonato (TNBS).
Robinson e colaboradores (2015) demonstraram que a inflamacédo intestinal
promove um aumento no numero de neurbnios inibitérios positivos para nNOS
(6xido nitrico sintase neuronal, do inglés neuronal nitric oxide synthase) e uma
reducdo na populacdo de neurbnios excitatorios (ChAT positivos) e essas
modificacdes sdo revertidas a partir da terapia com MSCs (RANI et al.,, 2015;
FISCHER et al., 2009; JORGENSEN et al., 2003).

Entretanto, muito pouco se sabe sobre os efeitos da terapia celular nas
células gliais do SNE. Estas células produzem moléculas neuroprotetoras como a
glutationa (GSH), que protegem o0s neurdnios durante o estresse oxidativo. Assim,
neste estudo, pretendemos avaliar os efeitos da terapia celular ndo somente nos
neurénios do SNE, mas também na ativacdo das células gliais, investigando um

possivel mecanismo de neuroprotecao.
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JUSTIFICATIVA

A inflamacao intestinal promove alteracfes neuroquimicas em populacdes de
neurénios colinérgicos e nitrérgicos do plexo mioentérico, 0 que acaba por
influenciar/interromper as funcdes e a motilidade gastrointestinais. Os insultos
induzidos pela inflamacdo ndo sé atingem os plexos nervosos do intestino, como
também sdo parte integrante da geracdo dos sintomas das doencas inflamatorias
intestinais. Estudos mostram que a presenca de plexite mioentérica e submucosa €&
preditiva de recidiva precoce. Portanto, mudancgas estruturais no sistema nervoso
entérico parecem ser preditivas da evolucdo das doencas inflamatdérias intestinais, o
gue sugere que a neuroprotecdo possa diminuir a gravidade e desempenhar um
papel na recorréncia destas patologias. Células estromais mesenquimais
demonstram importante efeito imunomodulador e sdo capazes de reverter os danos
observados na mucosa e submucosa de modelos animais de colite ulcerativa.
Entretanto a literatura carece de maiores esclarecimentos sobre o efeito destas

células nos plexos nervosos.
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QUESTAO DA PESQUISA

A terapia com células estromais mesequimais no modelo murino de colite
induzida por sulfato de sodio dextrano é capaz de proteger o plexo mioentérico dos

danos ocasionados pelo processo inflamatorio?
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HIPOTESE

A terapia com células estromais mesenquimais, ao reduzir 0 processo
inflamatorio da mucosa e submucosa colénica, protege os neurbénios e células da

glia do plexo nervoso mioentérico dos danos associados a inflamacéao tecidual.
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OBJETIVOS

Objetivo geral:
Avaliar, nos plexos nervosos mioentéricos de animais com colite induzida por DSS,

os efeitos da terapia com MSCs em neurénios e células da glia.

Objetivos especificos:

- Quantificar e avaliar as caracteristicas morfométricas dos plexos nervosos
mioentéricos;

- Avaliar a imunorreatividade Hu: proteina presente no soma neuronal,

- Avaliar a imunorreatividade nNOS: o6xido nitrico sintase neuronal, marcador de
neurdnios mioentéricos inibitorios;

- Avaliar a imunorreatividade para S100B: proteina presente em células da glia.
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METODOS

Locais de realizacéao

O projeto foi desenvolvido no Laboratério Células Tecidos e Genes (CTG) do
Centro de Pesquisa Experimental (CPE) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA). Houve participacdo e apoio do Departamento de Ciéncias Morfologicas da
UFRGS, da Unidade de Pesquisa Laboratorial (UPL) e da Unidade de Patologia

Experimental (UPE) do CPE do HCPA.

Amostras Bioldgicas

Este projeto utilizou material biolégico oriundo de projetos de pesquisa
previamente realizados pelo grupo de pesquisa. Amostras do projeto intitulado
“‘Analise do efeito anti-inflamatério do transplante de células-tronco mesenquimais
para modelo murino de colite aguda”. O referido projeto foi avaliado e aprovado pela
CEUA HCPA sob o numero de registro GPPG 11-0244.

Amostras de animais saudaveis (grupo controle), animais com retocolite
ulcerativa induzida por sulfato de sédio dextrano (grupo DSS), e animais com colite
induzida por DSS tratados com MSC (grupo MSC) foram previamente fixadas em
formol tamponado 10% e incluidas em parafina, no projeto anteriormente

mencionado. Foram avaliados 5 animais de cada grupo.

Confeccao de Laminas de Hematoxilina e Eosina
Na eutanasia, o coOlon dos animais foi removido e lavado com solugéao

fisiologica. Apos a lavagem, com auxilio de uma tesoura de dissecagéo, o tubo foi
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aberto e a porcao luminal exposta. Utilizamos a técnica de swiss-roll, que permite a

avaliacdo de todo o comprimento do intestino de forma longitudinal (Figura 5).
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Figura 5 — Coloragdo de H&E em intestino de um
camundongo C57BL/6. A imagem é composta de
uma porcdo do intestino delgado e todo o
comprimento do intestino grosso. A porcao entre a
seta preta e a linha preta marca o intestino
delgado. Entre a linha preta e a seta laranja esta
todo o intestino grosso. A regido entre a linha
laranja e a seta laranja mostra a por¢ao distal do
intestino grosso. Barra de escala = 1000um Fonte:
BIALKOWSKA et al., 2016.

Laminas com coloracdo de H&E (hematoxilina e eosina) foram
confeccionadas para a classificacdo histologica do tecido seguindo os critérios de
Dieleman e colaboradores (1998). Sec¢Bes do célon (4um) foram realizadas em
microtomo (Leica). Para coloracdo padrdo de H&E as secBes foram imersas em
xileno (3 x 4 minutos), seguido de etanol 100% (3 minutos), etanol 90% (2 minutos),
etanol 70% (2 minutos). Apos a desidratacdo, as laminas foram enxaguadas com

agua corrente e, na sequéncia, incubadas em hematoxilina (4 minutos), incubadas
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em agua (1 minuto), seguido de eosina (3 minutos). Apds, foram novamente
enxaguadas em agua corrente, incubadas em etanol 100% (2 x 1 minuto), xileno (2

x 3 minutos) e montadas em laminas de vidro com meio de montagem Permount.

Avaliagdes histolégicas do cdélon

Para determinar o desenvolvimento da doenga inflamatério intestinal, foi
conduzida uma avaliagdo do escore histolégico segundo Dieleman e colaboradores
(1998) (Tabela 1). Cada parametro histoldgico, como severidade da inflamacéo (O-
3), profundidade da inflamacéo (0-3), regeneracdo (0-4) e dano a cripta (0-4), foi
multiplicado pela porcentagem de comprometimento do tecido (1 ponto para 1-25%,
2 pontos para 26-50%, 3 pontos para 51-75%, 4 pontos para 76-100%). Portanto, a
severidade e a profundidade da inflamacao tiveram uma escala de pontuacdes de 0
a 12, a regeneracdo e o dano a cripta de 0 a 16. O indice histolégico da doenca foi

calculado como a soma dos produtos de todos os parametros.

Tabela 1 - Graduacdo histolégica da colite

Caracteristicas Grau Descricao

o

Inflamacéao Nenhum

Leve

Moderado

Severo

Nenhum

Mucosa

Mucosa e submucosa

Transmural

Nenhuma reparacao tecidual
Superficie epitelial ndo intacta
Regeneracdo com deplecao de cripta
Regeneracao quase completa
Completa regeneracdo ou tecido

Extensao

Regeneracao

OFRPNWKAWMNEFEOWNLER
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Dano a cripta

Percentual de
Envolvimento

IN =

A WDN B

normal

Nenhum
Basal 1/3 danificado

Basal 2/3 danificado

Apenas a superficie do epitélio
intacta

Cripta inteira e epitélio perdido

1-25%
26-50%
51-75%
76-100%

et al., 1998.

Avaliacdo Morfométrica do Plexo Nervoso Mioentérico

Fonte:
DIELEMAN

Imagens histologicas de pelo menos 10 plexos por animal foram realizadas

em microscopio Zeiss AXIO imager M2 em aumento de 20x. Na camada muscular,

mais especificamente entre a circular interna e a longitudinal externa, procuramos

localizar o plexo mioentérico ou de Auerbach. Os plexos ou glangios sao definidos

como estruturas neurais contendo ao menos dois corpos de neurdnios identificaveis

envoltos por componentes de tecido conjuntivo. Utilizando o software ZEN 2012, a

area dos plexos foi delimitada e a area selecionada medida em pm? Foram

avaliados pelo menos 10 plexos por animal nos diferentes grupos experimentais.

Analise imunohistoquimica (IHQ)

Para a avaliacdo da imunorreatividade as proteinas HU, nNOS e S100B,

cortes histoldgicos foram submetidos a processamento imunoistoquimico.

Cortes longitudinais de 4um de espessura foram obtidos para a realizagcao

das reacdes de imunoistoquimica. A IHQ foi processada utilizado o método da

36



estreptavidina-biotina-peroxidase. A desparafinizacdo das amostras foi realizada em
banhos consecutivos de alcool e xilol. Para a recuperacdo antigénica, os cortes
foram imersos em tampéao citrato pH 6,0 durante 20 minutos, a 95°C. A atividade da
peroxidase endogena foi bloqueada por banhos consecutivos de peroxido de
hidrogénio 5% em metanol (v/v), por 10 minutos, a temperatura ambiente. Reacdes
inespecificas foram bloqueadas por incubacéo das laminas com PBS 10% leite em
po por 10 minutos. Em seguida, os anticorpos primarios diluidos em PBS foram
adicionados as laminas que ficaram a 4°C overnight. Apds lavagem com &agua
corrente, os anticorpos secundarios foram adicionados e incubados por 30 minutos.
Apds nova lavagem foi adicionada estreptavidina e realizada a revelacdo. A
imunorreatividade para os anticorpos para S100B, Hu e nNOS foi avaliada. Foram
utilizados controles teciduais positivos e negativos de acordo com a recomendacgao
dos fabricantes, além de controles na auséncia dos anticorpos primario e

secundario.

Numero total de neurénios por plexo

Originalmente, o namero total de neurénios mioentéricos imunorreativos (IR)
para a proteina Hu, uma marcadora da linhagem neuronal e altamente restrita ao
ndcleo neuronal, seria quantificado em pelo menos 10 plexos por animal em
aumento de 20x. Contudo, a marca¢cdo imunoistoquimica para Hu ndo pode ser
realizada em todas as amostras, mesmo apés otimizacdo do protocolo a partir de
alteracdo no pH do tampéao de recuperacédo antigénica, bem como com a utilizacao
de “panela de pressdao”. Dessa forma, optamos por realizar a contagem de

neurbnios a partir de caracteristicas morfoldgicas da célula como soma grande,
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ndcleo eucromatico e nucléolo evidente. A contagem foi realizada nas laminas com
marcacao para S100B, o que nos permitiu identificar as células da GSNE (IR para
S100B em nucleo e citoplasma) e realizar a contagem somente dos neurdnios. Foi
utilizado o software ImageJ/FIJIl. A area dos plexos foi medida e o numero de
neurénios quantificados. Os resultados consistem no numero de neurénios por area

em cada plexo nervoso mioentérico.

Quantificagdo da imunorreatividade para nNOS

Toda a analise de marcagdo foi realizada pelo programa ImageJ/FIJl.
Inicialmente foi feita a separacédo dos vetores de cores da imagem através do plugin
“color deconvolution”, que ja possui os vetores especificos para a coloragao
utilizada. Ap6s a selecdo da imagem com o vetor correspondente a marcacao
positiva, foi definido um limite de intensidade de marcacao que foi identificado como
marcacao positiva ou como negativa. Para a andlise da marcacdo de nNOs foi
utilizado o valor de intensidade de pixels em 165. Dessa forma, foi gerada uma
imagem binaria, onde todo o pixel que estivesse acima desse valor estaria positivo e
todo que estivesse abaixo desse limite seria apresentado como negativo. A area de
interesse foi entdo definida selecionando-se a por¢cdo do intestino onde esta
localizado o plexo mioentérico. A area abriga a divisdo entre as camadas
musculares do intestino. Com a sele¢céo definida, o software obteve os seguintes
dados: area total da selecéo, valor médio dos pixels e porcentagem da area coberta,
sendo o ultimo dado o resultado principal. Com esse valor, foi possivel obter a

porcentagem da area da imagem na qual havia a marcacdo acima do limite
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selecionado, possibilitando uma comparacdo quantitativa da marcacdo entre 0s
grupos experimentais.

Foram avaliadas imagens histolégicas obtidas capturas no microscopio
Invertido Olympus IX7. Foram quantificados no minimo 10 ganglios por animal,
totalizando, pelo menos, 50 amostras por grupo experimental. A éarea de

imunorreatividade foi expressa como uma porcentagem da area total examinada.

Quantificacdo da imunorreatividade para S100B

Para a quantificacdo da IR para S100B foram analisadas imagens histolégicas da
marcacdo IHQ para S100B nos diferentes grupos experimentais. Foram avaliadas
imagens histolégicas obtidas capturas no microscépio com aumento de 400 vezes.
Foram gquantificados no minimo 10 ganglios por animal totalizando, pelo menos, 50
amostras por grupo. As imagens histologicas foram analisadas no software
ImageJ/FIJI. Utilizamos o plugin “color deconvolution” na opcdo H-DAB e
selecionamos a marcacdo de DAB apds a deconvolucdo. Selecionamos a regido da
camada muscular como um todo e medimos a média de intensidade da marcacao
para DAB, ou seja da imunorreatividade para S100B. No mesmo campo
selecionamos uma regido sem marcacao para realizarmos a medida do background.
O valor de intensidade de marcacao foi calculado como a medida obtida na camada

muscular menos o valor do background.
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Analise estatistica

As diferencas estatisticas foram determinadas utilizando o teste Anova de 1
via, seguida de poOs-teste de Tukey, para amostras com distribuicdo normal. Para
amostras que nao apresentaram normalidade realizamos o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis seguido de pdés-teste de Dunn. Utilizamos o software Prism v6.0
(Graphpad Software Inc.,, La Jolla, CA, EUA). Dados foram considerados

estatisticamente significativos quando P < 0,05.
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RESULTADOS
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DISCUSSAO

As DlIs sé@o doencas de etiologia ndo definida, cuja incidéncia tém aumentado
continuamente, especialmente em paises desenvolvidos. A auséncia de terapia
curativa estimula o desenvolvimento de estudos que buscam novas estratégias
terapéuticas para estas doencas. Neste sentido nosso grupo de pesquisa estuda a
aplicacdo da terapia celular com MSCs no intuito de controlar o processo
inflamatorio e reduzir os danos teciduais decorrentes da inflamacdo (GONCALVES
2018, DA COSTA GONCALVES, 2014, 2017; NUNES 2018). A literatura apresenta
numerosos estudos corroborando o0s resultados e demonstrando o efeito
imunomodulador das MSCs em diferentes modelos de colite, nos quais estes
tratamentos foram efetivos em diminuir a severidade e a atividade da doenca
(ANDO, 2008; LEE, 2016; BARNHOORN , 2018). A maioria dos estudos de DIl se
baseia fortemente em abordagens imunoldgicas que relacionam a ativacao de
células imunes a exacerbacao periddica e remissdes da doenca. No entanto, resta
elucidar as alteracdes a longo prazo que permanecem no intestino, mesmo em
periodos de remissdo entre episddios agudos. Recentemente tem sido direcionada
a atencdo para alvos previamente inesperados do processo inflamatério luminal,
como células da musculatura lisa e componentes do SNE. Nesse sentido, estudos
vém relatando mudancas estruturais e funcionais marcantes no SNE de pacientes e
modelos animais de DIl que refletem em alteracbes na funcdo intestinal,
dismotilidade colbnica, hipersensibilidade e disfungdo mioentérica (FERRANTE,
2006; SOKOL, 2009; EVANGELINELLIS, 2022). Nessa dissertacédo avaliamos os
efeitos da terapia com MSC no plexo nervoso mioentérico de animais com colite

induzida por DSS. Pudemos observar que as MSCs além de promover uma
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diminuicdo do processo inflamatoério e auxiliar no processo de reparacdo da mucosa,
tém a capacidade de atuar promovendo a protecdo aos plexos nervosos
mioentéricos do dano causado pelo processo inflamatério.

Estudos pré-clinicos demonstram que o tratamento com diferentes fontes de
MSCs, incluindo MSCs derivadas da medula éssea (BM-MSCs) (LEE et al., 2016),
MSCs derivadas de tecido adiposo (DA COSTA GONCALVES, 2014, 2017), e
tecidos neonatais (GONCALVES 2018) mostraram efeitos protetores contra
inflamacédo e facilitaram a reconstrucdo da permeabilidade da mucosa em animais
com DII experimental.

ApoOs a administracdo sistémica de MSCs, estas células migram para o0s
ganglios linfaticos, onde interagem com células imunes e fornecem uma sinalizacéo
imunomoduladora e/ou imunossupressora promovendo, assim impacto terapéutico
na DIl (KANG et al., 2018). Nesse sentido, os dados aqui apresentados corroboram
dados da literatura que mostram efeito anti-inflamatério a partir do transplante de
MSCs para modelo de colite induzida por DSS. A analise histolégica demonstrou
que, enquanto o grupo DSS apresentou extensa ulceracdo da mucosa com
importante edema e infiltrado inflamatorio, o grupo tratado com MSC apresentou
menor intensidade de danos as criptas, bem como menor infiltrado inflamatério.

Além da avaliacdo usual que leva em consideracdo principalmente a mucosa
e submucosa intestinal, principais areas afetadas nas doencas inflamatérias
intestinais, estudos experimentais demonstraram que a inflamagéo dessas camadas,
promove alteracbes em neurdnios do plexo mioentérico, 0 que acaba por
influenciar/interromper as funcdes e a motilidade gastrointestinais (KRAUTER et al.,
2007). Nesse sentido, buscamos avaliar o possivel efeito da terapia celular com

MSCs na protecdo ou preservacdo dos componentes do SNE. Observamos um
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aumento no tamanho do plexo mioentérico dos animais com colite induzida por DSS
em relacdo ao grupo controle. Esse fato pode estar a associado a presenca de
plexite, ou seja, infiltrado de células inflamatorias na regido do plexo. Entretanto, ndo
podemos afirmar este fato, uma vez que nao realizamos marcacdo para células
imunes. Outro fato que pode estar associado ao aumento da area do plexo como um
todo, sdo as mudancas na area do perfil celular de neurénios individualmente, o que
pode estar associado a morte celular por necrose que, caracteristicamente, promove
um aumento do volume celular, desorganizacdo do citoplasma, além do
extravasamento do contetdo celular (ZIEGLER et al., 2004; MACHADO 2019). Por
outro lado, os animais que receberam transplante de MSCs ndo apresentam
diferenca estatistica em relacdo aos animais saudaveis, indicando a protecdo da
terapia celular. Além disso, o0 aumento no numero de células gliais observado no
plexo mioentérico de pacientes com Dlls (GRUNDMANN , 2019) também pode estar
associado ao aumento na area do plexo. Entretanto, para afirmar que esse aumento
foi representativo em nosso modelo seria necessaria a avaliagdo da expressdo da
proteina glial fibrilar acida (GFAP, do inglés glial fibrillary acidic protein), o que nao
foi realizado em nosso estudo.

Observamos uma redugdo no namero total de neurdnios em relagéo a area no
grupo DSS (0,84+0,4), que diferiu estatisticamente do grupo controle (2,5+0,63) e do
grupo DSS+MSC (1,94+0,49). Embora o grupo DSS+MSC também seja diferente do
controle saudavel, o numero de neurbnios € superior ao observado no grupo DSS,
indicando possivel protecdo da terapia celular aos neurbnios. Sanovic e
colaboradores também observaram uma reducao no numero de neurénios por area
do plexo em decorréncia da inflamacéo intestinal (SANOVIC et al., 1999). Robinson

e colaboradores, que também avaliaram o efeito da terapia com MSCs para o
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tratamento da colite, demonstraram que em modelo de colite induzido por 2,4,6-
trinitrobenzeno-sulfonato em cobaias, as MSCs foram eficazes na prevencédo da
perda de neurdnios mioentéricos identificados pelo marcador neuronal HU, e que a
dose de MSC é importante para o efeito observado, uma vez que 1x10° MSCs n&o
apresentou os mesmos efeitos 1x10° células administradas por enema (ROBINSON
et al., 2014; ROBINSON et al., 2017). Em nosso estudo administramos 1x10° MSCs
por via intravenosa em modelo experimental de colite induzida por DSS e, apesar
das diferencas em relacdo ao modelo animal e a via de administracdo, observamos
dados muito semelhantes em relacao a preservacao dos neurdnios mioentéricos.

Os neurdnios entéricos apresentam grande plasticidade e podem alterar sua
composicdo quimica em determinadas situacbes. Em cada neurdnio ocorre a
sintese, 0 armazenamento e a liberacédo final do neurotransmissor principal e de
outros neuromoduladores (principalmente neuropeptideos). Em condicdes
ambientais de lesdo tecidual e/ou inflamacdo, os neurdnios entéricos podem
apresentar mudanca em sua codificacdo quimica, aprimorando a expressdo de
alguns neurotransmissores e neuromoduladores e diminuicdo de outros em
adaptacdo a mudanga (PALUS, 2016; RZAP, 2020). Observamos uma redug¢ao no
namero de neurbnios nNOS positivos, demonstrando que a inflamacao intestinal
afeta ndo somente a densidade de neurdnios entéricos, mas também sua funcao.
Neurbnios nitrérgicos sdo, em sua maioria, interneurdbnios ou neurbnios motores
inibitérios que inervam as camadas musculares e medeiam o relaxamento do
mauasculo liso no trato digestorio e, portanto, sdo importante fator envolvido na
contratilidade gastrica e intestinal (BULT, 1990; RZAP, 2020). Observamos nos
animais com colite induzida por DSS, uma reducédo significativa no numero de

neurdnios inibitorios em relacdo ao grupo saudavel e o grupo tratado com MSCs.
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Nossos dados diferem de Robinson e colaboradores que observaram um aumento
no numero de neurénios NNOS positivos em modelo animal de doenca inflamatoria
(ROBINSON et al., 2017). Entretanto, no artigo de Bodi e colaboradores, fica claro
gue a regulacédo da expressao de nNOS pode variar nos diferentes modelos animais
de doencas inflamatérias intestinais (BODI et al., 2019). Nosso estudo utilizou
camundongos e DSS, um conhecido modelo de inducdo de colite ulcerativa,
enquanto o estudo de Robinson utilizou cobaias e TNBS, acido que provoca uma
lesdo que se assemelha mais a fisiopatologia da Doenca de Crohn, provocando,
inclusive, diferentes respostas imunoldgicas. Por outro lado, nossos dados
corroboram os de Machado (2019), que também observou uma reducdo na
populacao de neurdnios nitrérgicos no plexo mioentérico de animais com colite.

Nos ultimos anos entendeu-se o papel fundamental das células da glia do
sistema nervoso entérico no fornecimento de suporte neurotrofico e na resposta a
inflamagédo (GRUBISIC e GULBRANSEN, 2017). A literatura recente vem
mostrando que as células da glia do sistema nervoso entérico assumem importante
papel também na regulacédo do sistema imune, atuando na modulacdo da resposta
imunoldgica e influenciando a barreira epitelial (GRUNDMANN, 2019). Nesse
sentido avaliamos, a expressao da proteina S100B, uma proteina ligante de célcio
presente principalmente nos astrocitos e em fluidos biolégicos (liquido
cefalorraquidiano, corddo umbilical, urina, saliva, liquido amniético) considerada um
biomarcador confiavel de sofrimento neural ativo (MICHETTI, 2019). Observamos
nos animais com colite induzida por DSS um aumento nos niveis de S100B,
estatisticamente diferente dos demais grupos estudados. Apesar da literatura
apresentar maior convergéncia em relacdo ao papel extracelular da proteina S100B

(MICHETTI, 2019), estudos mostram que o numero de células gliais positivas para
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S100b na margem proximal das ressecc¢des cirurgicas esta associada a recorréncia
pos-operatoria de CD (LI et al., 2018) e que a expressdo de S100b se correlaciona
com a presenca de CD3 (cluster de diferenciacdo 3) e a infiltracdo de células T no
plexo mioentérico (COSSAIS et al., 2019) indicando, portanto o papel dessa proteina
como marcador intracelular importante na fisiopatologia das DllIs. Interessantemente,
o tratamento com MSCs foi capaz de reduzir os niveis intracelulares de S100B nas
células da glia do plexo mioentérico, sendo que este grupo néo apresentou diferenca
em relacdo aos controles saudaveis, indicando que as MSCs atuaram de forma
protetiva também nas células gliais.

Em suma, nosso estudo apresenta resultados que demonstram o papel
protetivo que a terapia células estromais mesenquimais promove ao plexo
mioentérico durante o processo inflamatorio. Tal efeito pode estar associado a uma
reducado da inflamacgédo da mucosa, o que pode ter impedido que as células do plexo
sofressem os efeitos da inflamacdo, ou a uma acédo dependente da migracdo de
MSCs para o plexo, e da liberacdo de fatores neurotréficos que podem ter atuado na
protecdo de neurbnios e células da glia. Embora os mecanismos exatos da
neuroprotecdo pelas MSCs permanecam desconhecidos, MSCs podem agir através
da liberacdo de fatores solGveis como moléculas neurorregulatorias, citocinas,
fatores de crescimento e quimiocinas, que atuam de forma neuroprotetora e
neurorrestauradora. Esses efeitos podem incluir o aumento viabilidade neuronal, a
regeneracdo das fibras nervosas, bem como, a inducdo da proliferacdo e
diferenciacdo de células progenitoras neurais endogenas (UCCELLI, 2008). Além
disso, numerosos estudos demonstram que fatores solUveis liberados por MSCs
medeiam a neuroprotecdo via suporte trofico, imunomodulacdo e anti-apoptose,

além de atuar na reducao do estresse oxidativo (ROBINSON, 2018).
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Os dados aqui apresentados sdo relevantes para a producdo de mais
investigacdes sobre o mecanismo de neuroprotecdo entérica baseado em MSCs, o
que favorece o avancgo da aplicacdo da terapia celular para doencas inflamatérias

intestinais.
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CONCLUSOES

A partir dos dados gerados durante este mestrado, € possivel concluir que:

a) A colite ulcerativa induzida por DSS promoveu alteragcbes morfométricas nos
plexos nervosos mioentéricos ocasionando um aumento na area total do plexo em

relacdo ao grupo controle saudavel e ao grupo tratado com MSCs;

b) Apesar do insucesso em relacdo a técnica de imunorreatividade para a
proteina Hu (proteina presente no soma neuronal), foi possivel analisar o numero
de neurbnios em cada plexo a partir da marcagédo para S100B, o que nos permitiu
identificar as células da Glia do sistema nervoso entérico (IR para S100B em nucleo
e citoplasma) e realizar a contagem somente dos neurénios. Observamos que, nos
animais do grupo DSS houve uma reducao na quantidade de neurdnios por area em
relacdo aos demais grupos. Por outro lado no grupo tratado com MSC o numero de
neurénios por area do plexo foi maior embora ainda tenha apresentado diferenca

estatistica em relacdo ao controle saudavel;

C) A colite induzida por DSS promoveu uma diminuicdo na porcentagem de

células imunorreativas para nNOS o que nao foi observado nos demais grupos;

d) A proteina S100b, considerada um biomarcador confiavel de sofrimento
neural ativo apresentou maiores niveis de imunorreatividade no grupo DSS que foi

estatisticamente diferente dos demais grupos estudados.

e) Com base no exposto, podemos concluir que as MSCs apresentaram, no
modelo animal estudado, um papel protetivo ndo s6 a mucosa e submucosa,
diretamente afetados pela inflamacdo, mas também para o plexo nervoso

mioentérico durante o processo inflamatério.
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PERSPECTIVAS E CONSIDERACAES FINAIS

Com o objetivo de melhorar a qualidade do trabalho para publicacdo, temos como

perspectivas:

1. Realizar, nas amostras estudadas, a avaliacado de imunorreatividade para GFAP a

fim de avaliar o efeito da inflamacéo e da terapia celular nos astrécitos;

2. Padronizar a reacdo de imunoistoquimica para HU e repetir as avaliacbes do

numero total de neurénios;

3. Padronizar e desenvolver a técnica de imunofluorescéncia para avaliarmos a

dupla marcacédo de GFAP e S100B.
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