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RESUMO

A capsaicina, um composto pungente das pimentas € descrito como um anti-inflamatério
potente, além de ter propriedades antioxidantes e antimicrobianas, modulando o sistema imune
e a microbiota. Nosso objetivo foi avaliar o efeito do uso tdpico de capsaicina na melhora da
inflamacéo e funcdo da barreira epitelial em colite experimental induzida por sulfato dextrano
de sodio (DSS). Para tal, camundongos C57/BL6 controles ou com colite induzida DSS
receberam ou ndo creme de capsaicina a 0,075% por 6 dias. Nossos resultados mostraram pela
primeira vez, que o creme de capsaicina diminuiu a perda de peso, encurtamento do célon e a
diarreia, tipicos da colite. A farmacocinética da capsaicina marcada com tecnécio radioativo
mostrou que o creme de capsaicina aplicado no dorso do animal alcan¢a o c6lon e pode atuar
diretamente no local. O uso do creme de capsaicina levou a melhora da funcdo de barreira
epitelial, com preservacédo de proteinas das juncdes firme, aderente e dos desmossomos. Nos
linfonodos cecais dos animais tratados foi vista uma menor frequéncia de células T CD4*
(RORyT, LAP e Treg). Observamos também que o grupo tratado com creme de capsaicina
melhorou o perfil de acidos graxos de cadeia curta no ceco. Por fim, observamos maior
expressdo do receptor de capsaicina TRPV1 nos grupos recebendo creme de capsaicina. Em
conclusdo, nossos resultados sugerem que a capsaicina em administracao topica pode ser um
adjuvante promissor no tratamento de colite, reduzindo a inflamacéo e melhorando a funcéo de

barreira intestinal.

Palavras-chave: Capsaicina. Canais de cation TRPV. Colite. Sulfato de dextrana



ABSTRACT

Capsaicin, a pungent compound of peppers is described as a potent anti-inflammatory agent,
besides having antioxidant and antimicrobial properties, modulating the immune system and
microbiota. Our objective was to evaluate the effect of topical use of capsaicin on the
improvement of inflammation and epithelial barrier function in experimental colitis induced by
dextran sodium sulphate (DSS). For this, C57/BL6 mice, healthy or with DSS induced colitis
received or not capsaicin cream at 0.075% for 6 days. Our results showed for the first time that
capsaicin cream reduced weight loss, colon shortening and diarrhea, all typical signs of colitis.
The pharmacokinetics of radioactive technetium labelled capsaicin shows that the capsaicin
cream applied to the back of the animal reaches the colon and can act directly on that site. The
use of capsaicin cream led to the improvement of epithelial barrier function, preserving proteins
of thigh, adherent junctions and desmossomes. A lower frequency of CD4 T cells (RORyT,
LAP e Treg) was seen in the cecal lymph nodes of the capsaicin treated animals. We also
observed that the group treated with capsaicin cream improved the profile of short-chain fatty
acids in the cecum. Finally, we observed higher expression of the capsaicin receptor TRPV1 in
the groups receiving capsaicin cream. In conclusion, our results suggest that topical
administration of capsaicin may be a promising adjuvant in the treatment of colitis, reducing

inflammation and improving intestinal barrier function.

Keywords: Capsaicin. TRPV cation channels. Colitis. Dextran sodium sulfate
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1 INTRODUCAO

O intestino é um 6rgdo com a funcdo principal de digestdo e absorcdo de
nutrientes, atua na protecdo contra a invasao de microrganismos patogénicos e mantém
um estado de simbiose entre microrganismos comensais e seu hospedeiro (Geremia et.al.
2014).

A barreira mucosa € a primeira linha de defesa que protege o trato gastrointestinal
(TGI) contra adesdo e invasao por microrganismos luminais. Disturbios dessa barreira,
nos quais se incluem a producédo defeituosa de peptideos antimicrobianos (AMPS), as
alteracdes na espessura ou na composicao da camada de muco intestinal e as alteractes
de receptores de reconhecimento de padrdes podem comprometer o sistema de protecéo
e gerar quadros patologicos como a doenca inflamatoria intestinal (DII) (Antoni et.al.
2014).

As Dlls, sdo uma classe de doencas idiopaticas que envolvem complexas
interacOes entre fatores genéticos e ambientais. Podem se manifestar em qualquer idade,
com pico variando entre a segunda e terceira década da vida. Sdo causadas por
rompimento da barreira mucosa intestinal, ocasionando translocacdo de bactérias
comensais e movimentos de antigenos bacterianos do Iimen intestinal para a parede do
intestino. Esses antigenos por sua vez, causam a ativacdo de células do sistema imune
progredindo com lesdo tecidual (Day et.al. 2012; Antoni et.al. 2014; Y. Lu et.al. 2018;
Utsumi et.al. 2018).

Essa classe de doencas subdivide-se em doenca de Crohn (DC) e retocolite
ulcerativa (RCU). Atualmente essas doencas representam uma carga financeira alta em
salde publica, pois vem aumentando em incidéncia e prevaléncia mundialmente, em

especial, nos paises desenvolvidos (Neurath 2014; Y. Lu et.al. 2018).

A falha do sistema imune em eliminar microrganismos patogénicos e manter a
tolerancia a microbiota ocasiona o desequilibrio entre bactérias comensais e patogénicas,
processo chamado de disbiose, que é um fator relatado como possivel desencadeante das
Dlls, por iniciar o processo inflamatério em individuos geneticamente susceptiveis.
Associada a essa disbiose, a desregulacdo entre a producédo de citocinas pro-inflamatérias
e anti-inflamatdrias impede a resolucdo da inflamacéo, promovendo a destruicéo tecidual
e cronicidade da doenga (Neurath 2014; Zemljic et.al. 2014; Y. Lu et.al. 2018).
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As citocinas tém relacdo direta com a DI, a resposta desregulada e exacerbada de
citocinas pro-inflamatdrias ocasiona a perpetuacdo da doenca, por ativagao descontrolada
de macrofagos, células T e células linfoides inatas (ILCs). Dentre essas citocinas, as de
maior destaque sdo a interleucina 6 (IL-6), que estimula a secre¢é@o de proteinas de fase
aguda pelo figado e IL-1B, que aumenta o recrutamento de granulédcitos e ativagdo das
ILCs, com papel na iniciagdo da inflamag8o colbnica. H& ainda, a 1L-23, que induz a
diferenciacéo de células T em Th17, que aumenta a inflamacéo por liberacdo de IL-17 e
interferon gama (IFN-y). Além disso, IL-23 estimula ILC3, prevalente em tecidos mucoso
que contribui para a progressao da DIl por superexpressdo de IFN-y e IL-17 e aumento
da permeabilidade intestinal (Cua and Tato 2010; Neurath 2014; Buela, Omenetti,
Pizarro 2015; Zeng et.al. 2019).

A resposta imune adaptativa antigeno-especifica é essencial para manter a
homeostase imunoldgica, tanto a nutrientes quanto a microrganismos comensais. O
desequilibrio entre células T reguladoras (Tregs) e células T efetoras (Thl, Th2 e Th17)
esta relacionado ao desenvolvimento de DIIl. Nesse contexto, células T CD4* sdo
fundamentais, sendo consideradas como principais impulsionadoras da DIl (Imam et.al.
2018; Ueno et.al. 2018).

As células T CD4* sdo abundantes no tecido lesionado de pacientes portadores de
DIl e quando sdo bloqueadas ou depletadas ocorre a remissao da doenca. O subgrupo de
T CDA4", as células efetoras Thl, produzem IFN-y e fator de necrose tumoral (TNF), que
ativam macréfagos e células T CD8" citotdxicas que se acumulam no trato
gastrointestinal de pacientes com DC (Imam et.al. 2018).

Ha um perfil inflamatério em células Th17 que tem sido relacionado com a
exacerbacdo da doenca. Interessantemente, essas células veem sendo relacionadas com
um efeito inflamatorio benéfico, devido a producédo de IL-17. Essa citocina sinaliza para
a producdo de peptideos antimicrobianos que interferem nas populacdes bacterianas
durante a colite. Porém, quando secretados em conjunto com o fator de crescimento 2 de
fibroblastos (FGF-2), a IL17 regula a funcdo da barreira epitelial e a homeostase
bacteriana no intestino, evitando o rompimento da barreira, tendo assim um efeito protetor
contra a inflamag&o durante a colite (Imam et.al. 2018).

Além das citadas acima, outras citocinas podem ter efeitos em DIIs. A IL-5 € mais

expressa em pacientes com RCU e tem papel de recrutar eosindfilos, a IL-4 é vital na
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diferenciacéo de células Th2 que, quando combinada a IL-10 (imunossupressora), € capaz
de inibir TNF e IL-1p a ajudar na resolucéo da DIl (Imam et.al. 2018).

H& um crescente interesse da comunidade cientifica em buscar alternativas a partir
de alimentos para tratamento dessas doengas, uma vez que, 0 tratamento tradicional a
base de medicamentos anti-inflamatorios (corticosteroides e acido 5-aminosalicilico) e
imunossupressores (infliximabe e adalimumabe), pode piorar ainda mais a qualidade de
vida dos pacientes. Dentre esses fitoquimicos, a capsaicina tem se mostrado um
nutracéutico promissor no tratamento dessas doengas.

A capsaicina, um componente picante das pimentas € comumente utilizado como
especiaria na culinaria. Seus efeitos bioldgicos descritos incluem diminuicéo de gordura
corporal, atividade anti-inflamatéria, anticarcinogénica e antioxidante (A Omolo 2014;
Chatterjee et.al. 2010). Outras acbes farmacoldgicas complexas incluem redugdo da
expressdao de citocinas, quimiocinas, moléculas pro-inflamatorias de adeséo celular e
outras acbes no sistema imune, como a inibicdo de canais de calcio (CRAC),
fundamentais para a ativacao de linfocitos T (Bouyer et.al. 2013; Chen et.al. 2015).

A capsaicina é o principal agonista exdgeno, altamente seletivo para o receptor
vaniléide de potencial transitorio subtipo 1 (TRPV1). Esse receptor também pode ser
ativado por calor e pH 4acido. Os canais TRPV1 sdo expressos no sistema nervoso
mesentérico e em células epiteliais do colon, atuando na motilidade, dor visceral e
desordens inflamatdrias (Massa et.al. 2006).

Cohen et.al (2018) mostraram que neurdnios sensoriais cutaneos positivos para
TRPV1 ativados iniciam resposta imune local do tipo Th17 e promovem a defesa em
locais adjacentes. A ativacdo de canais TRPV1 em células epiteliais e células imunes
aumenta a expressdo de mediadores inflamatorios que, por sua vez, aumentam a atividade
de TRPV1, mediando respostas inflamatorias e transmissdo de nocicep¢do ao sistema
nervoso central (Bouyer et.al. 2013; Chen et.al. 2015; Cohen et.al. 2019).

A ativacdo de TRPV1 pela capsaicina produz efeitos diversos, Massa et.al (2006),
relataram que o TRPV1, tem efeito pro-inflamatorio e protetor no trato gastrintestinal,
indicando que a ativacdo desses canais é uma etapa fisioldgica precoce importante na
defesa contra eventos inflamatdrios. Por outro lado, outros estudos mostram que a
ativacdo de TRPV1 leva a liberacdo de dois neuropeptidios na mucosa colbnica, a
substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene de calcitonina (CGRP). Dessa forma

a ativacdo de TRPV1 contribuiria para geracdo de respostas inflamatorias por
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recrutamento de leucocitos e extravasamento plasmatico, processo acompanhado de
hipersensibilidade visceral (Massa et.al. 2006; Akbar et.al. 2010; Lapointe et.al. 2015).

Rizoupoulos et.al (2018) avaliaram a mucosa coldnica de pacientes com RCU
comparando-as com as de individuos saudaveis e mostraram que ha relacdo da expressao
desses canais com 0s sinais e sintomas da DII. Os autores observaram menor expressdo
dos canais TRPV1 em pacientes com RCU, indicando que sua menor expressdo esta
associada a maior inflamacéo e a perda do papel protetor contra o cancer do célon, uma
vez que ha correlagdo entre 0 aumento da carcinogénese e a menor expressdo de canais
TRPV1(Boesmans et.al. 2011; Parenti et.al. 2016; Beckers et.al. 2017; Rizopoulos,
Papadaki-Petrou; Assimakopoulou 2018).

Outros estudos demonstraram que os canais TRPV1 sdo essenciais na indugéo e
progressdo da colite em humanos e em colite experimental. Utsumi et.al (2018)
investigaram as contribuicdes de TRPV1 e TRPAL1 em modelo de colite experimental
induzida por sulfato dextrano de sédio (DSS) e observaram que o pré-tratamento com
doses elevadas de capsaicina (100 mg/kg de peso) causou dessensibilizagdo sensorial.
Essa dessensibilizacdo ocasionou piora do sangramento retal no grupo tratado
comparados aos controles. Os autores concluiram que os canais TRPV1 e 0s neurdnios
sensoriais desempenham papel protetor na inflamagé&o col6nica, corroborando com outros
estudos demonstrando o efeito protetor de TRPV1 em inflamacéao do cdlon. Porém nesse
mesmo estudo, os autores observaram que camundongos nocaute para TRPV1
apresentaram menor resposta aos efeitos do DSS na inducdo da colite, sugerindo que
TRPV1 é responsavel na progressdo da colite induzida por DSS (Holzer 2004; Okayama
et.al. 2004; Massa et.al. 2006; Utsumi et.al. 2018).

Parenti et.al. (2016) mostram em sua revisdo que os canais TRPV1 sdo co-
expressos com canais TRPAL em macrdfagos e células epiteliais do c6lon humano e de
camundongos, e que o efeito protetor esta relacionado aos canais TRPAL, com
diminuicdo de expressdo de neuropeptidios pro-inflamatérios, citocinas e quimiocinas
exercendo funcdes anti-inflamatorias em macrofagos ativados e levando a melhora da
colite. Os resultados de Bertin et.al. (2017) corroboram esses resultados, mostrando que
TRPAL parece inibir TRPV1 nas células T CD4", diminuindo a ativacao dessas células e
a respostas pro-inflamatdrias. Assim TRPAL e TRPV1 tornam-se um possivel alvo
terapéutico em DII (Parenti et.al. 2016; Bertin et.al. 2017; Utsumi et.al. 2018).

Alguns efeitos da capsaicina sdo mediados por vias independentes de TRPV1. Um

mecanismo alternativo relacionado ao seu efeito anti-inflamatorio esté ligado a ativacao
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do receptor X alfa do figado (LXRa), via 0 receptor gama ativado por proliferador de
peroxissoma (PPAR-y). Os PPAR-y sdo receptores potenciais no tratamento de DII, dos
quais a capsaicina também é agonista, Sdo expressos no célon, em células epiteliais,
macrofagos e em linfécitos, desempenhando um papel importante em inflamacao
intestinal (Bouyer et.al. 2013; Shen et.al. 2018).

A ativacdo de PPAR-y regula negativamente a ativacdo de NFkB diminuindo, por
conseguinte, a producdo das citocinas pré-inflamatdrias. Estudos de Shen et.al. (2018)
com o magnolol, um principio ativo de uma erva medicinal, a Magnolia officinalis
mostraram em colite experimental induzida por DSS, que o grupo colite apresentava
maiores niveis de TNF, IL-1p ¢ IL-12 quando comparados aos controles, uma acao ligada
areducdo da transcricdo de NFkB e aumento da expressdo de PPAR-y. O Magnolol, assim
como a capsaicina, tem efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios, sugerindo que esses
efeitos induzidos pela capsaicina podem ter o0 mesmo mecanismo de acdo (Shen et.al.
2018).

Um estudo de Tang et.al (2015), demonstrou que a capsaicina pode inibir a
producdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF, IL-6 e IL-1p), importantes em DII. O
mecanismo ainda ndo foi descrito especificamente em DII, sendo, portanto, necessarios
mais estudos para elucidar o efeito anti-inflamatorio da capsaicina nesse grupo de
doencas, se houver (Chen et.al. 2015; Yuan, Chen, and Li 2015; Rahimian et.al. 2016).

Devido a sua estrutura quimica, a capsaicina é bem absorvida quando
administrada topicamente; cremes de baixa concentracdo e logdes contendo capsaicina
(concentracéo de 0,025% a 0,1%) estdo disponiveis na maioria dos paises desde o inicio
da década de 1980 (Mankowski et.al. 2016).

O uso tdpico de capsaicina é relatado como um potente modulador de disfuncdes
na pele, tensdo muscular, disturbios relacionados a artrite e disturbios da dor. Desde a
aprovacdo do creme e dos adesivos de capsaicina pela Food and Drug Administration
(FDA) e Unido Européia (UE) a importancia clinica da capsaicina se destacou. Porém, os
estudos em relacdo a aplicacdo topica da capsaicina em relacéo a inflamacdao intestinal

S80 escassos.
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2.1 A funcdo da barreira intestinal
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O corpo humano tem mdltiplos epitélios de mucosa que formam barreiras diretas

entre o ambiente e 0 meio interno corporal. O trato gastrointestinal (TGI) abriga uma das

maiores areas dessas barreiras e desempenha um papel fundamental na regulacdo do

sistema imunoldgico (Salvo-Romero et.al. 2015).

A mucosa intestinal é composta por diversos elementos que auxiliam em sua

funcdo de barreira de defesa fisica e imunoldgica, nos quais se incluem a camada de muco

exterior com a microbiota intestinal comensal, proteinas antimicrobianas e moléculas

secretoras de imunoglobulina A (IgA), a camada celular com células epiteliais

especializadas e a lamina prdpria interna que abriga células do sistema imune inato e

adaptativo (macréfagos, células dendriticas, células B e T) (Fig.1) (Vancamelbeke;

Vermeire 2017).
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Figura 1. Fungdo da barreira epitelial intestinal
(Vancamelbeke; Vermeire 2017)
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O epitelio intestinal € uma camada de células que reveste o limen intestinal e tem
duas funces criticas. Atua como uma barreira para impedir a passagem de patdgenos e
seus antigenos e atua como um filtro seletivo permitindo a translocacdo de nutrientes
alimentares essenciais, eletrolitos e agua do limen intestinal para a circulacdo. O epitélio
intestinal medeia a permeabilidade seletiva através de duas principais rotas: vias
transcelular e paracelular, sendo a transcelular associada ao transporte de soluto através
das células epiteliais. Ela é predominantemente regulada por transportadores seletivos
para aminoacidos, eletrdlitos, acidos graxos de cadeia curta e acUcares. Ja a
permeabilidade paracelular esta associada ao transporte no espaco entre as células
epiteliais e € regulada por complexos intercelulares localizados na jun¢do da membrana
apico-lateral e ao longo da membrana lateral (Muniz, Knosp; Yeretssian 2012).

Esse complexo, é chamado de complexo juncional, constituido por jungdes firmes
(TJ), juncdes aderentes (TA) e desmossomos. Essas juncdes sdo proteinas
transmembranas que ligam células adjacentes ao citoesqueleto de actina através de
proteinas citoplasmaticas de ancoragem. As TA e 0s desmossomos sdo considerados as
mais importantes na ligacdo de células adjacentes, as TJ, por sua vez, formam o complexo
mais juncional apical e tem a funcéo de selar o espaco intercelular e regular o transporte
seletivo paracelular de solutos idnicos. As TJ e TA também sdo importantes na regulacéo
da proliferacéo celular, polarizacéo e diferenciacdo (Van der Sluis et.al. 2006; Grootjans

2010; Yu 2012; Jakobsson et.al. 2015; Galipeau ; Verdu 2016).
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O complexo juncional é constituido por jungdes firmes (TJ), jungdes aderentes (TA) e desmossomos. Essas
juncdes sdo proteinas transmembranas que ligam células adjacentes ao citoesqueleto de actina através de
proteinas citoplasmaticas de ancoragem. As TA e 0s desmossomos sdo considerados as mais importantes
na ligacdo de células adjacentes, ja as TJ formam o complexo mais juncional apical e tem a fungéo de selar
0 espago intercelular e regular o transporte seletivo paracelular de solutos i6nicos.

(Vancamelbeke and Vermeire 2017). (Adaptado. Criado com BioRender.com)

As juncdes aderentes estdo localizadas na membrana lateral das células e sédo
formadas entre proteinas transmembranas e o citoesqueleto, as principais sdo formadas
pela interacdo caderinas-cateninas, esse complexo é importante ndo s6 pela ligacdo de
células adjacentes, mas também para manutencdo da polaridade celular, regulando a
migracdo e proliferacdo epitelial e a formacdo de outros complexos adesivos como 0s
desmossomos. Baixa regulacdo de E-caderina no epitélio intestinal enfraquece a adesédo
célula-célula e estd associada a proliferacdo e migracao epitelial intestinal perturbada
(Hermiston ; Gordon 1995; Groschwitz ; Hogan 2009).

As juncdes firmes sdo os complexos juncionais mais adesivos em células epiteliais
na regido entre a membrana apical e lateral, sdo proteinas que tem fungéo de barreira
paracelular seletiva e/ou semipermeavel que facilita a passagem de ions e solutos pelos
espaco intercelular, evitando a translocagdo de antigenos do limen, patdgenos e suas
toxinas, assim como as TA, 0s seus dominios intracelulares interagem com varias

proteinas de ancoragem, proteinas adaptadoras e complexos de sinalizacdo para regular o
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citoesqueleto, polaridade e sinalizacdo celular, além do trafego de vesiculas (Fig. 3)

(Groschwitz ; Hogan 2009)
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Figura 3. Proteinas de juncao e suas interacfes
(Groschwitz ; Hogan 2009).

O epitélio intestinal forma a maior e mais importante barreira entre os ambientes
externo e interno do organismo, como ja citado, a barreira € mantida pela expresséo de
TJ e TA, incluindo caderinas, cateninas, ocludina, ZO-1 e moléculas de adesdo juncional
(JAM) que juntas selam células adjacentes fornecem ancoragem do citoesqueleto. A
disfuncdo da barreira intestinal por ruptura de proteinas de juncdo e aumento da
permeabilidade € fator de suscetibilidade a doenca intestinal, incluindo doenca

inflamatdria intestinal (DI1) (Laukoetter et.al. 2007; Groschwitz ; Hogan 2009).
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Defeitos na barreira epitelial sdo insuficientes para causar DIl experimental, mas
a permeabilidade intestinal alterada leva a ativacdo imunoldgica, por isso cita-se que a
disfuncéo da barreira pode predispor ou atuar na progressao da doenca. Pacientes com
DIl demonstram aumento da permeabilidade paracelular intestinal refletindo a
diminuicdo da barreira epitelial (Bhat et.al. 2019). A disfuncdo da barreira inclui o
aumento da permeabilidade paracelular resultante do aumento do fluxo através da jungéo
firme, mas pode também ser causada por danos epiteliais, incluindo apoptose. Danos em
uma célula ou um grupo celular, induzido por citocinas como TNF ou transmigracéo de
células inflamatorias sdo rapidamente reparados, mas caso essa repara¢do nao seja
eficiente, ha comprometimento da barreira da mucosa. Por isso, processos que envolvem
regulacdo da cicatrizacdo da mucosa e o desenvolvimento de meios para acelerar a
reparacao epitelial sdo de grande interesse para estudo de tratamentos de DIl (Edelblum

; Turner 2009).

2.2 Doenca inflamatdria intestinal

A mucosa gastrointestinal é continuamente exposta a antigenos alimentares e
bacterianos da microbiota, que beneficia o hospedeiro através do metabolismo de
componentes alimentares ndo absorvidos e da producdo de vitaminas. O equilibrio entre
eliminacdo de patdgenos e tolerancia a bactérias comensais é feito através da presenca de
uma barreira epitelial eficiente e um sistema imune intestinal complexo e especializado
no intestino. A perturbacdo desse equilibrio pode resultar em respostas inflamatorias,
como a doenga inflamatoria intestinal (DII) (Fengming ; Jianbing 2014; Geremia et.al.
2014).

A DIl é uma doenca de etiologia desconhecida, dividida em dois subtipos, a

doenca de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa (RCU), individuos geneticamente
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propensos podem manifestar a doenca em qualquer idade, mas ha uma incidéncia maior
entre 15 e 35 anos. Sdo doencas caracterizadas por inflamagéo intestinal crénica, com
episddios de diarreia com presenca ou ndo de sangue, dores abdominais, perda de peso,
febre e anorexia (Fengming ; Jianbing 2014; Y. Z. Zhang ; Li 2014).

A DIl é considerada um problema de satde publica global, cuja a etiologia parece
envolver a suscetibilidade do individuo, ambiente externo, microbiota e respostas
imunoldgicas de forma integrada (Zemljic et.al. 2014).

A DC causa inflamac&o transmural e afeta qualquer parte do trato gastrintestinal,
(boca, esofago, estdbmago, intestino delgado, reto e anus). Na inflamacao do intestino
delgado, deficiéncia de folato e vitamina D e complicacGes como abscessos e fistulas sdo
comuns. Ja a RCU é caracterizada por inflamacdo da mucosa limitada ao colon. Esta
associada a presenca de sangue nas fezes, dor intensa e diarreia, sangramento retal e
deficiéncia de ferro. Ha risco maior de cancer colorretal em casos de RCU com duragéo
acima de 8 a 10 anos (Burgmann et.al. 2006).

Embora a etiologia da DIl seja pouco compreendida, envolve fatores genéticos e
ambientais. A interrupcdo do sistema mucoso, aumenta a resposta imunoldgica a
microbiota, enfraquecendo a barreira intestinal e levando a disbiose que, por sua vez

exacerba a resposta imunoldgica (Seyedian, Nokhostin, ; Malamir 2019).

2.3 Sistema imune e DIl

O sistema imune intestinal fornece uma resposta imune rapida e eficaz contra
bactérias patogénicas e mantem a tolerancia a antigenos alimentares e comensais. Tanto
0 sistema imune inato quanto adaptativo tem importante papel na patogénese da DII. A
resposta imune inata tem papel importante na inflamacéo intestinal, especialmente na

funcdo da barreira. Respostas inatas de forma exacerbada como producdo de peptideos
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antimicrobianos, sensoriamento microbiano inato e autofagia estdo associados a doenca.
Na resposta imune adaptativa, ha participacdo de células efetoras Thl, Th2 e Thl7 e
células T reguladoras (Tregs) (Geremia et.al. 2014).

A resposta imune inata é a primeira linha de defesa contra patdgenos. Células
inatas como células dendriticas, macréfagos e células epiteliais e mioblastos respondem
a bactérias patogénicas por padrGes moleculares associados a patogenos (PAMPS),
permitindo respostas inflamatorias rapidas e eficazes contra invasao microbiana. Células
linfoides inatas também tém participacdo importante, contribuindo para producdo de
citocinas e recrutamento de mais células inflamatorias (Geremia et.al. 2014).

A mucosa que reveste o epitélio é organizada em duas camadas: a interna firme e
a externa solta. Essas camadas sdo produzidas pela polimerizacdo de mucinas, na camada
externa e sdo secretadas por células caliciformes. As mucinas se expandem no lumen por
sua capacidade de se ligar a 4gua, e forma a rede de mucina na camada interna € esteril;
e a externa é mais permeavel e habitada por bactérias comensais (Burger-van Paassen
et.al. 2009).

Em contato com a mucosa interna encontra-se o epitélio intestinal, que forma a
segunda linha de defesa contra a invasao bacteriana. A integridade da barreira epitelial é
mantida pelo complexo juncional e defeitos na barreira levam ao aumento da
permeabilidade intestinal. Além de formarem uma barreira fisica, as células epiteliais
secretam peptideos bacterianos como as [B-defensinas importantes na defesa do
hospedeiro (Barrett et.al. 2009; Anderson et.al. 2011).

A IL-23 é uma citocina chave na interacdo do sistema imune inato e adaptativo,
com papel central na inducdo de resposta a patdgenos. Ela pode atuar no sistema imune
inato em células Tyd e NKT e secretar citocinas relacionadas a Th17. A IL-23 também é

responsiva a células linfoides inatas tipo 3 (ILC3), envolvidas na colite através da
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secrecdo de IL-17, IFN-y e recrutamento de outras células (Buonocore et.al. 2010;
Geremia et.al. 2011; Bernink et.al. 2013).

Células T naive podem ser ativadas e se diferenciar em Thl e Th2 ou Thl7,
processo essencial que contribui para a liberacdo de patdgenos especificos, células Thl
sdo essenciais na eliminagdo de patégenos intracelulares, as células Th2 montam
respostas contra parasitas e medeiam respostas alérgicas e Th17 contribui para eliminagao
de bactérias e fungos extracelulares. Porém se essas respostas forem desreguladas iniciam
uma inflamacé&o por liberagdo excessiva de citocinas e quimiocinas com efeitos em DI
(Geremia et.al. 2014).

Células Thl induzidas por IL-12 produzem altas quantidades de IFN-y, enquanto
as células Th2 liberam IL-4, IL-5 e IL-13. Estudos mostram associacdo de Thl com DC
e Th2 com RCU (Bernink et.al. 2013). Porém outros estudos ndo mostraram de forma
clara essa associacdo e o fenétipo de Th2 especifico em RCU permanece controverso
(Geremia et.al. 2014). As células Th17 secretam grandes quantidades de IL-17A, IL-
17F, IL-21 e IL-22. As Th17 sdo induzidas por uma combinacgdo de IL-6 e TGF- e sua
expansdo € promovida pela IL-23. A IL-21 produzida por células Thl7 aumenta a
expressao do receptor de IL-23R, potencializando a expansédo desse subtipo de células T.
Altos niveis de transcri¢cdo do IL-17A foram detectados tanto em DC quanto em RCU
com superexpressdo na lamina prépria de individuos com DIl (Fujino et.al. 2003; T.
Kobayashi et.al. 2008; T. Sugihara et.al. 2010).

As células T reguladoras caracterizadas por expressdo de Foxp3, atuam na
supressao da proliferagdo das células T naive, estdo envolvidas na manutencdo da
homeostase da mucosa intestinal, evitando respostas exacerbadas a microbiota e
antigenos alimentares. Essas células exercem sua funcdo produzindo citocinas anti-

inflamatorias IL-10 e TGF-B, impedindo tanto a ativagdo quanto o efeito efetor de células
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T que escaparam de outros mecanismos de tolerancia. As Tregs estdo aumentadas na
mucosa intestinal de pacientes com DII. Linfocito Treg estimulado com IL-6 pode
reprimir a expressdo de Foxp3 e expressar 1L-17, adquirindo assim, o fenotipo de Th17
que parece ser um fenémeno irreversivel, tendo papel importante no inicio da patogénese

de DII (Fujino et.al. 2003).

2.4 Células linfoides inatas (ILCs) e inflamacao intestinal

ILC é uma populacdo de linfécitos abundantes na mucosa, desempenhando um
papel protetor contra patdgenos, incluindo bactérias extracelulares, helmintos e virus. Sdo
células que ndo tém receptor especifico de antigeno, mas respondem a antigenos
ambientais orquestrando uma resposta imune precoce. Sao subdividas em 3 tipos: ILC-1
que expressa fator de transcrigédo t-bet e secretam IFN-y; ILC-2 GATAS e secreta IL-5 e
IL-13 e as ILC-3 que dependem da expressdo de RORyT e secretam IL-17 e IL-22
(Geremia ; Arancibia-Carcamo 2017).

ILCs sdo capazes de reagir rapidamente a desafios microbianos e inflamatérios,
produzindo citocinas, limitando a propagacdo de patdgenos e lesdo tecidual e estdo
estrategicamente localizadas em locais onde hd mais exposicdo e maior propensdo a
infeccdes como pulmdes, pele e a mucosa intestinal (Artis ; Spits 2015).

A resposta de ILCs diferem das de células inatas que respondem diretamente aos
patogenos e das celulas do sistema imune adaptativo que respondem através de
reconhecimento mais especifico de antigenos, ao invés disso, as ILCs agem como
mensageiros que em resposta a células inatas secretam mais citocinas para montar uma
resposta imune local. Além disso, interagem com outras células ndo imunes como células
epiteliais e estromicas induzindo a reorganizacéo tecidual (von Burg, Turchinovich, ;

Finke 2015; Hepworth et.al. 2013) .
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A ILC3 ¢ semelhante a células Thl7 e participa da resposta contra patdégenos
extracelulares na mucosa intestinal. A distribuicdo de ILC3 no trato gastrointestinal varia,
com aumento progressivo da parte proximal para distal do intestino, a ILC3 é mais
distribuida no célon, correlacionando com a maior producéo de citocina IL-17 nesse local,
essas celulas expandem-se em resposta a sinais da microbiota (Kiss et.al. 2011; Ju Qiu
et.al. 2012; Bar-Ephraim ; Mebius 2016).

Uma das funcbes mais importantes das ILC3 é manter a integridade da barreira
epitelial intestinal. Qualquer sinal de perturbacdo da homeostase intestinal € percebida
por células CX3CRL1 e células dendriticas que sdo as principais fontes de citocinas I1L-23
ou IL1B no intestino, que estimulam as ILC3 a produzirem IL-17 e IL-22 (que é
fundamental na homeostase do intestino), e promove a producdo de imunoglobulina A
(IgA) (Buela, Omenetti, ; Pizarro 2015).

O trato gastrointestinal abriga uma grande populacédo de ILC3 e tem a funcéo de
promover reparo de barreiras e prevenir a translocacdo bacteriana. A homeostase
intestinal é mantida pela producéo de citocinas IL-17 que promove a integridade tecidual
por aumento da sintese de juncdes firmes e peptideos antimicrobianos, essa citocina ainda
induz quimiocinas que atraem células mieloides para o local do tecido e expressdo de
fatores de crescimento por células epiteliais. A expressao dessas células é mais limitada
no intestino de adultos, mas durante uma inflamacéo a expresséo aumenta assim como a
producdo de IL-17, sendo assim, essa citocina tem um papel de protecdo da saude
intestinal e é se expressa em maior volume em inflamacdo intestinal (Domingues ;
Hepworth 2020).

As ILC3s sdo responsivas aos acidos graxos intestinais (AGCC), niveis
aumentados de butirato € correlacionado com menor numero de ILC3 e IL-17, e

orquestram e regulam respostas imunes adaptativas, contribuindo para a formacéo de
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células linfoides e estdo estrategicamente posicionados e aglomerados dentro dos
linfonodos onde irdo interagir com células T e B, regulando de forma potente as respostas

imunes adaptativas (Hepworth et.al. 2013; Domingues ; Hepworth 2020).

2.5 Retocolite ulcerativa

A RCU é uma doenca crénica do célon que pode estar relacionada a exposicéo a
fatores de risco ambientais que levam a respostas imunes inadequadas a bactérias
comensais em individuos geneticamente suscetiveis (Abraham ; Kane 2012; Ng et.al.
2013; Ueno et.al. 2018; Du ; Ha 2020).

Caracterizada por recaida e reincidéncia da inflamacéo da mucosa que se inicia
no reto e progride pelo cdlon de forma continua, a RCU tem uma incidéncia em ascenséo
variando de 8,8 a 23,1 por 100.000 pessoas por ano na América do Norte. O pico de
incidéncia ocorre na segunda a quarta década de vida, atingindo homens e mulheres na
mesma proporcdo, podendo haver um segundo pico na sexta ou sétima década de vida
(Cosnes et.al. 2011; Loftus 2004; Molodecky et.al. 2012; Charpentier et.al. 2014).

A partir da virada do seculo XXI, a incidéncia de RCU aumentou
consideravelmente em paises recém industrializados na América do Sul, Asia, Africa e
Oriente Médio, o que implica o papel de risco ambientais para o desenvolvimento da
doencga, ocorrendo principalmente em regides urbanizadas. Esse aumento pode estar
relacionado a mudanca de habitos de vida, maior exposicdo a poluentes e dieta
ocidentalizada, levando a mudanga da microbiota e resposta imune (Kaplan ; Ng 2016).

A mucosa gastrointestinal é exposta diariamente a milhdes de antigenos
alimentares, meio ambiente e da microbiota. Em RCU, células epiteliais col6nicas séo
fortemente implicadas na patogénese da doenca. A sintese de mucina por exemplo, é

prejudicada pela lesdo no epitélio, que leva ao aumento da permeabilidade intestinal e
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resposta imune exacerbada (Van Klinken et.al. 1999; Ordas et.al. 2012; Heller et.al.
2005; Yuan, Chen, ; Li 2015).

A presenca de antigenos ativa células apresentadoras de antigenos, macréfagos e
células dendriticas que estimulam uma cascata inflamatoria ativando o sistema
imunoldgico adaptativo, resultando na producéo de citocinas pré-inflamatorias, TNF, IL-
12 e IL-23 que fazem transducéo de mensagens por meio de proteinas intracelulares como
as quinases janus (JAK) que, por sua vez, potencializam a ativacdo e proliferacdo de
linfécitos. A RCU também ¢é caracterizada por uma desregulacdo do sistema imune
adaptativo pelo desequilibrio entre células T reguladoras (Tregs) e células T efetoras
(Th2) sinalizando as células naturais killer T (NKT) no co6lon, que secretam citocinas ap0s
estimulacdo, incluindo IL-13 induzindo apoptose de células epiteliais e interrupcéo de
juncbes firmes. De forma sistémica, ha recrutamento de leucécitos circulantes que
migram para a mucosa inflamada, potencializando ainda mais a resposta inflamatéria

(Heller et.al. 2005; A. L. Hart et.al. 2005; Danese et.al. 2016; 2018; Rosario et.al. 2017).
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2.6 Colite induzida por sulfato dextrano de sédio (DSS)

Dentre os varios modelos para estudo da colite experimental, DSS é o0 mais
utilizado por se tratar de um método rapido, de facil reprodutibilidade e controle. O uso
de DSS na inducdo de colite experimental € um modelo de grande utilidade na
compreensdo da fisiopatologia da inflamacéo intestinal € uma poderosa ferramenta para
estudar aspectos do ambiente intestinal e para avaliar intervengdes destinadas a prevencéo
ou minimizacdo de doencas, O DSS é um polissacarideo sulfatado com peso molecular
que varia entre 5 a 1400 kDa capaz de induzir colite semelhante a retocolite ulcerativa
guando administrado oralmente em agua potavel (Okayasu et.al. 1990; Chassaing et.al.
2014).

O DSS tem uma carga negativa devido a presenca de grupos sulfato, é toxico para
o0 epitélio colbnico e induz erosbes que comprometem a integridade da barreira, levando
ao aumento da permeabilidade intestinal (Fig. 5). Laroui et.al., (2012) sugeriram que 0
DSS induz colite em camundongos formando nano-complexos com &cidos graxos de

cadeia média (AGCM) no colon (Laroui et.al. 2012).
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O mecanismo do colitogénico envolve danos a monocamada que reveste o colén,
permitindo a disseminacdo de antigenos, como os bacterianos. Chassaing et.al., (2014),
relataram que esse modelo, por ndo demandar recrutamento inicial de células Be T, é
muito util especialmente para estudo do papel do sistema imune inato na DIl no protocolo
de colite aguda (Chassaing et.al. 2014).

A inducdo da colite por DSS depende de fatores como peso molecular e
concentracdo do DSS, linhagem do camundongo, origem, idade, peso corporal e fatores
ambientais incluindo condicdo higiénica do biotério. A dose administrada de DSS vai
orientar quanto a intensidade da colite, doses maiores induzem colites mais intensas e
doses menores colite mas leve (Chassaing et.al. 2014).

A progressao da colite depende também da idade, é lenta em camundongos muito
jovens comparados aos animais mais velhos, sendo a ideal para a indugdo bem-sucedida
entre 6 a 8 semanas de vida. Em relacdo ao género, embora machos e fémeas desenvolvam
colite induzida por DSS, machos a desenvolvem de forma mais rapida e agressiva.
Camundongos selvagens (WT) C57BL6 mantidos em condicdes higiénicas sdao mais
suscetiveis ao desenvolvimento de colite grave do que 0s mantidos com controle baixo
de higiene. Isso se explica porque a infeccao prévia por bactérias filamentosas, helmintos,
e outros patdgenos, ativam previamente a resposta imune inata, interferindo
negativamente com o desenvolvimento da colite por DSS.

A administracdo do DSS induz sinais clinicos ap6s 1 dia de tratamento, com
alteraces nas proteinas de juncdo firme e aumento da expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias, seguidos pelo aumento da permeabilidade intestinal, diarreia, sangramento
grave, perda de peso e morte. As alteracdes histoldgicas tipicas estdo associadas aos

sintomas clinicos e incluem o esgotamento de mucina e de células caliciformes, erosao
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epitelial e ulceracdo, além de influxo de neutréfilos na ldmina prépria e submucosa (Poritz

et.al. 2007).

2.7 Influéncia da dieta na RCU

A dieta é um dos fatores ambientais que contribui para o inicio e a fisiopatologia
da RCU, tendo um papel importante do desenvolvimento de DII. H& associacdo entre
maior consumo de alimentos contidos na dieta ocidentalizada com risco aumentado de
diagnostico de RCU, porém deve-se ter cautela em inferir o risco a alimentos, devido a
estudos previamente feitos que apresentam vieses e podem ndo corresponder a realidade.

Mudangas significativas na ingestdo alimentar nas Ultimas décadas estdo
associadas ao aumento da incidéncia da RCU. Por exemplo, o consumo de refrigerantes
e sacarose estdo associados a 69% e 10% respectivamente, ao risco aumentado de
desenvolvimento da doenca, ja o consumo de frutas e hortalicas esta associada ao menor
risco. H& alegagBes de que o consumo de fibras especificas exacerba os sintomas da
doenca, porém o consumo de fibras insoltveis reduz a adesao bacteriana e a translocacao,
além disso, essas fibras sdo processadas pela microbiota que produzem acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) que podem ser usados como fonte energética pelos colondcitos e
contribuem para a manutencdo da funcdo da barreira epitelial da mucosa
(Ananthakrishnan et.al. 2013; Desai et.al. 2016; Gill et.al. 2018).

Outros estudos mostraram uma fraca associacdo entre o consumo da carne
vermelha com o aumento da incidéncia de RCU em humanos, apesar de Hu et.al (2013)
mostrar uma exacerbacdo da doenca em estudo pré-clinico de colite induzida por DSS.
Outros mostram uma associagao positiva do consumo de gorduras trans e acido linoleico

(w-6) com o desenvolvimento da RCU. Ja o consumo do &cido a-linolénico (w-3) foi
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associado com a diminuicdo do risco da doenca (Ananthakrishnan et.al. 2014; A. R. Hart
et.al. 2008; X. Qin 2012; Hansen et.al. 2011; Racine et.al. 2016).

Os mecanismos fisioldgicos exatos de como a dieta desempenha um papel na RCU
sdo pouco esclarecidos, mas ha hipdteses de que estdo relacionados a interacdo da dieta
na microbiota, com producdo de metabdlitos microbianos, alteracbes na mucosa e funcao

da barreira epitelial da mucosa (Fig. 6) (Keshteli, Madsen, ; Dieleman 2019).
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Figura 6. Influéncia da dieta na microbiota e desenvolvimento da DI
(Keshteli, Madsen, ; Dieleman 2019) (Criado com BioRender.com)

A dieta tem também participacdo importante nas funcGes metabdlicas da
microbiota intestinal através dos AGCC (butirato, propionato, acetato), derivados da
fermentagdo bacteriana comensal de fibras insoltveis no intestino. Acetato e butirato tém
papel importante na manutengdo da barreira da mucosa e na modulagdo da funcgdo
imunoldgica. AGCC regulam as fungdes das células epiteliais e imunes através da
expressao génica, diferenciacdo celular, quimiotaxia, proliferacdo e apoptose (Sun et.al.

2017; Neis et.al. 2019).
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A microbiota fermenta as fibras AGCC nao metabolizados
dietéticas e produz AGCC entram na circulagdo porta
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Figura 7. Metabolismo dos AGCC.
Adaptado de Neis et.al. 2019. (Criado com BioRender.com)

Dieta ocidental caracterizada pela alta ingestdo de gordura saturada, agucares e
diminuicdo de fibras foi associada a diminui¢cdo dos AGCC e aumento da susceptibilidade
a colite em estudos experimentais (Agus et.al. 2016; Koleva et.al. 2014).

Os AGCC derivados de fibras atuam na regulacdo da homeostase intestinal, além
de servirem de substrato para os colondcitos, regulam a barreira intestinal e o sistema
imunolégico através da sinalizacdo de receptores acoplados a proteinas G (GPRs), eles
promovem a diferenciacdo de células T reguladoras (Tregs) e a producdo de I1L-10 através
de GPR43, além disso, facilita a ativacdo do inflamassoma em células epiteliais através
de GPR43, estimulando a producdo de IL-18 que € fundamental para o processo anti-
inflamatdrio e reparacdo tecidual. Os AGCC também regulam a funcdo da barreira
intestinal através do aumento da expressao de proteinas de juncdo firme e da sintese de

mucina 2 (MUC2) (K. Sugihara, Morhardt, ; Kamada 2019).
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2.8 A Capsaicina

Os fitoquimicos sdo compostos bioativos e ndo nutrientes de frutas, legumes,
grdos e outros alimentos, sdo classificados em terpendides, polifendis, compostos
organosulfurados, fitoesterdis e alcaldides. Sdo compostos com propriedades anti-
inflamatdrias, anticancerigenas, antivirais e analgésicas e por efeitos protetores da
barreira epitelial e modulagéo de citocinas (Hossen et.al. 2020).

A capsaicina € um fitoquimico importante relacionado a prevenc¢éo da disfungéo
da barreira epitelial, alterando de forma benéfica a microbiota intestinal, aumentando a
abundancia de AGCC e niveis de bactérias butirogénicas (Kang et.al. 2017). Sabe-se que
o butirato melhora a funcéo da barreira epitelial estabilizando o fator indutivel de hipoxia
(HIF-1) através da estimulagdo do metabolismo epitelial e aumentando a expresséo das
proteinas envolvidas em jungdes firmes, impedindo a translocacdo de bactérias gram-

negativas e supressao de citocinas pro-inflamatdrias, melhorando a expressao de IL-10 e
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ativacdo de células Tregs, levando a amenizacdo da colite (Fig. 9). (Peng et.al. 2009;

Burger-van Paassen et.al. 2009; Kelly et.al. 2015; D. Zhou et al. 2017; Kang et.al. 2017).
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A capsaicina (8-metil-N-vanilil-trans-6-nonamida), é derivada das plantas do
género Capsicum, popularmente conhecidas como pimenta. As espécies mais utilizadas
sdo Capsicum annuum, Capsicum frutescense e Capsicum chinense, a mais pungente de
todas. Os capsaicindides tém fortes propriedades farmacoldgicas que podem ser usados
para tratamento da dor, reducdo do peso, protecédo cardiovascular e prevencao do cancer,
além de alivio em doencas gastrointestinais, é considerada um valioso agente nutracéutico
com aplicacdes terapéuticas no controle da dor e inflamagdo (Basharat et.al. 2020;
Rollyson et.al. 2014).

As pimentas sdo populares em todo 0 mundo, a capsaicina compreende uma classe
de capsaicindides que sdo compostos de pimentas vermelhas juntamente com a

dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina, homocapsaicina e homodihidrocapsaicina. A



46

capsaicina e a dihidrocapsaicina contribuem em cerca de 80% a 90% do total de
pungéncia na maioria das pimentas (M. Lu, Ho, ; Huang 2017).

O teor de capsaicina nas pimentas varia de 0,1% a 1,0% (Fig.10), as pimentas sdo
consumidas em todo o mundo, especialmente na Asia e América Latina, ¢ utilizada como
fitoquimico por séculos, com alegacdes de seus efeitos biologicos como reducdo do
colesterol, reguladora de glicemia e também por suas propriedades anti-inflamatdrias,

antioxidantes, analgésica, anticarcinogénico e anti-obesogénico (Babbar et.al. 2009).

Unidades Scoville | Tipo de chile
SRR RNVl Capsaicina pura
RN s B Xl \Varios capsaicinoides
R R Rl Aerosol de pimienta en EE.UU
b LRy el Carolina Reaper
Naga Viper, Trinidad Scorpion Butch T
Naga Jolokia
Habanero Savinas Roja
Chile habanero, Scotch Bonnet, Chile datil, Capsicum chinense
100.000—200.000 |Rocoto, chile jamaicano picante, piri piri
50.000-100.000 |Chile thai, chile malagueta, chile chiltepin, chile piquin
30.000-50.000 | Cayena, aji escabeche, chile tabasco, algunos chipotle
10.000-23.000 |Chile serrano, algunos tipos de chile chipotle
5.000-8.000 |Variedad de Nuevo México del chile anaheim, chile hingaro de cera
2.500-5.000 |Chile jalapefio, Pimiento de Padrén, Salsa Tabasco
1.500-2.500 |Chile rocotillo
1.000-1.500 |Chile poblano
500-1.000 |Chile anaheim
100500 [Pimiento, pepperoncini
0|No picante, pimiento verde

Figura 10. Escala de Scoville

A capsaicina € um agonista altamente seletivo para o receptor de potencial
transitdrio vaniléide subtipo 1 (TRPV1) expresso em nervos sensoriais nociceptivos e
ceélulas do sistema imune (Bujak et.al. 2019; Babbar et.al. 2009), e foi purificada em
1876, tendo sua estrutura explicada em 1919. Ela tem uma estrutura quimica caracterizada
por uma estrutura fenolica ndo polar (Fig. 11), ndo sendo, portanto, solivel em agua. Para

extracdo e manutencdo de suas propriedades utiliza-se solventes organicos como éter,
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benzeno, acetona e etanol ou metanol. A capsaicina pode ser bem absorvida quando

administrada topicamente ou oralmente, atingindo até 94% de absorcéo.
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Figura 11. Estrutura quimica dos capsaicindides
(Basharat et.al. 2020)

A atividade farmacoldgica da capsaicina depende de fatores como dose, rota de
administracdo e sua concentracao em tecidos alvo, o que constitui o fator mais importante
para sua acdo. Devido a isso novas estratégias de entrega da capsaicina para melhorar sua
biodisponibilidade e indice terapéutico estdo sendo investigadas (Rollyson et.al. 2014).

Em roedores a dosagem de capsaicina necessaria para exercer seus efeitos
bioldgicos estdo na faixa de ingestdo dietética de 0,01 a 0,02% da dieta. Para comparagéo
com humanos essa quantidade corresponderia a 40 mg de capsaicina em 400 g de peso
seco de alimentos diariamente (McCarty, DiNicolantonio, ; O’Keefe 2015).

Voluntérios que ingeriam 45 mg de capsaicina encapsulada, 3 vezes ao dia junto
com as principais refeicdes relataram um aumento de desconforto gastrintestinal. E
mesmo quando essa dosagem foi reduzida pela metade os efeitos bioldgicos ainda assim,

néo foram significativos. (MP, EM, ; MS 2003).
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Uma dosagem segura para consumo oral de capsaicina diaria esta em torno de 20
mg diarias combinada a refei¢fes ou suplementada em molhos ou p6 de pimenta caiena
adicionada a alimentos para pessoas que toleram alimentos picantes (McCarty,
DiNicolantonio, ; O’Keefe 2015). Uma alternativa para quem ndo é resistente a picancia
das pimentas € 0 uso topico de creme ou adesivos de capsaicina (McCarty,
DiNicolantonio, ; O’Keefe 2015).

Na clinica os terapéuticos disponiveis no mercado sdo comercializados em
diversas formas, com maior destaque de formulacdo de cremes com uma concentracéo de
capsaicina de 0,025% a 0,1% destinados a aplicacdo topica diaria e adesivos com alta
dosagem 8% de capsaicina concentrada, utilizados para tratamento de neuropatias pos-
herpetica e do HIV. Na administracdo oral as capsulas disponiveis de pimenta tém uma
dosagem que varia de 1.350 mg a 4000 mg de pimenta com 0,25% de capsaicina, dosagem
muito utilizada para aumento do gasto energético, oxidacdo de gordura e diminuicédo do
apetite em humanos

A capsaicina por ser uma molécula hidrofdbica, se difunde através de membranas
celulares, o que a faz ter uma reducdo de sua distribui¢cdo com seu sistema de transporte
e uma meia vida curta e biodisponibilidade limitada (O’Neill et.al. 2012).

As funcbes bioldgicas benéficas da capsaicina sdo promissoras, porém devido a
sua baixa solubilidade em &gua, a biodisponibilidade in vivo e eficacia de sua
administracdo oral s&o limitadas, associado a isso, ingestdo oral pode induzir irritagcdes
na mucosa bucal e estomacal, podendo gerar estomatite, dor orofacial, Glceras gastricas e
desconforto retal devido & sensacdo de queimacgdo no local exposto. Para aumentar a
biodisponibilidade oral e aliviar as irritagdes, foram projetados sistemas de entrega que

incluem micelas, vesiculas lipidicas, nano-emulsées e nano-particulas, além de
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lipossomas que aumentam a absorcdo oral e evitam a quebra de nutracéuticos como a

capsaicina pelo acido estomacal (Figura 12) (M. Lu et.al. 2020).
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Figura 12. Sistemas de entrega da capsaicina
(Adaptado de Lu et.al (2020)(M. Lu et.al. 2020). (Criado com BioRender.com)

Os sistemas de entrega da capsaicina aumentam sua biodisponibilidade, sem
causar danos a mucosa oral e gastrica, devido a meia vida plasmatica curta e a baixa
solubilidade em agua esses sistemas tém se mostrado eficientes em manter a estabilidade
do nutracéutico, levando a uma melhor biodisponibilidade oral. Esses sistemas tém ainda
a vantagem de promover uma liberagdo sustentada da capsaicina, prolongando o tempo
de retencdo no trato gastrintestinal (M. Lu et.al. 2016; TK et.al. 2016; Giri et.al. 2017).

Um dos fatores mais importantes para aproveitamento dos efeitos bioldgicos da
capsaicina sdo a dose e o tempo de exposi¢do no 6rgdo alvo. Altas doses de capsaicina
(acima de 100 mg/kg de peso corporal) estdo associadas a aceleracdo do crescimento de

células cancerigenas na préstata e no sistema gastrintestinal. J& quando administrada em
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baixa dose apresenta atividade antineoplasica por inducdo da apoptose de células
cancerigenas em modelo murino (Aggarwal et.al. 2008; S. Zhang et.al. 2020).

A administracdo oral ou local da capsaicina estd associada a reducdo da
inflamacédo e da dor (em doencas como, artrite, fibromialgia ou hiperalgesia quimica).
Baixas concentracfes de capsaicina estdo incluidas em cremes analgesicos e dispensam
prescricdo medica. Adesivos comerciais com altas concentragcdes de capsaicina tem se
mostrado também efetivos (Sharma, Vij, ; Sharma 2013; Peppin ; Pappagallo 2014).

A biotransformacdo da capsaicina também tem grande importancia na sua funcéo
terapéutica, a maior parte da capsaicina oral € metabolizada no figado, ela é metabolizada
em aproximadamente 20 minutos, sendo o 16-hidroxicapsaicina e o 16,17-
dehidrocapsaicina 0s metabdlitos hepaticos mais abundantes. Nesse processo de
metabolizacdo o complexo da P450 parece oxidar a capsaicina devido a geracdo de
radicais livres. Processo ndo observado na biotransformacéo da capsaicina na pele, onde
a participacdo do complexo P450 é minimo. (Reilly et.al. 2003).

Cremes e hidrogéis também sdo alternativas para melhorar a biodisponibilidade
da capsaicina por induzirem uma liberacdo prolongada e sustentada de capsaicina no
orgdo alvo. O transporte da capsaicina através de cremes e adesivos depende da
guantidade do nutracéutico e segue a cinética de primeira ordem através da barreira
cutanea (Y. Y. Wang et.al. 2001). A analise do metabolismo da capsaicina na pele
mostrou que sua absor¢ao no estrato corneo da pele é muito rapida, cerca de 1 minuto
apos a exposicdo, quando utilizado veiculo como 6éleo mineral, propilenoglicol ou &lcool
isopropilico. A capsaicina penetra na pele através de uma via lipoidal, quanto mais

hidrofilico o veiculo, maior a absorcéo da capsaicina na pele (Spor, Koren, ; Ley 2011).
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Apols aplicacdo topica, sua meia vida é de cerca de 24 horas, sendo a
dihidrocapsaicina o principal metabolito da capsaicina. Dihidrocapsaicina e seus

metabolitos sdo excretados pelo rim. (Hayman ; Kam 2008).

2.8.2 Efeitos bioldgicos da capsaicina

A capsaicina é largamente descrita na literatura por seu papel no tratamento de
dor neuropatica por aplicacdes topicas, ela se liga ao seu receptor TRPV1 que causa 0
influxo de calcio intracelular (Ca2"), que leva a liberacéo de neuropeptideo inflamatério,
a substancia P (SP). Isso leva a dessensibilizacdo reversivel de terminais nervosos,
impedindo a percepcdo de estimulos dolorosos, atribuindo o efeito analgésico da
capsaicina (M. Lu, Ho, ; Huang 2017).

Além do tratamento da dor, a capsaicina é utilizada também na regulacdo da
temperatura corporal, como antioxidante e como anti-inflamatdrio e antimicrobiano e
descrita também por sua funcdo cardioprotetora e gastroprotetora (Chapa-Oliver ; Mejia-
Teniente 2016; Arora, Campbell, ; Chung 2021; Zheng et.al. 2017; Y. Qin et.al. 2017; E.
S. Fernandes et.al. 2016). Estudo recente de Lu et.al demonstrou que a capsaicina pode
modular o desalinhamento circadiano em células HepG2.22 (M. Lu et.al. 2019; 2020).

O efeito anti-inflamatdrio da capsaicina é associado a ativacdo do seu receptor, 0
TRPV1. Em estudos in vivo com macréfagos estimulados por lipopolissacarideo (LPS) a
capsaicina suprimiu a producdo de prostaglandina E2 (PGEZ2), por inibicdo da
ciclooxigenase 2 (COXz) e da expressdo da oxido nitrico sintase induzivel (iNOS),
importantes mediadores pro-inflamatérios (Kim et.al. 2003). A capsaicina parece atuar
também aumentando a expresséo de I1L-10 e supressdo da expressao de IL1p e a de IL-8,

através da via de sinalizacdo de NFkB em células epiteliais gastricas estimuladas por
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Helicobacter pilory, sugerindo um efeito protetor na carcinogénese gastrica associada a
essa bactéria (Joe ; Lokesh 1997; Kim et.al. 2003; Lee et.al. 2007; Toyoda et.al. 2016).

A capsaicina é descrita como moduladora da microbiota intestinal e mudancas na
biodiversidade da microbiota tem sido associada a risco de doencas autoimunes e
alérgicas, obesidade, DII, cancer, doencas cardiovasculares e cirrose (DN et.al. 2007; J
et.al. 2008; Sartor 2008; Round ; Mazmanian 2009; Turnbaugh et.al. 2009; Larsen et.al.
2010; SK et.al. 2011; N. Qin et.al. 2014; WH ; SL 2017; Rosca et.al. 2020).

A capsaicina é descrita por sua capacidade de modular a microbiota intestinal,
influenciando a composicdo, abundancia e funcdo da microbiota (Bley et.al. 2012). Tal
interacdo é facilitada quando encontrada em concentracdes no limen intestinal entre 0,5
almM (Bleyet.al. 2012;S. A, O, ; R 2011). Como descrito acima, a microbiota influencia
a salde humana, por estimular a regeneracao de células epiteliais e producdo de camada
de muco e produzir metabdlitos que atuam no trofismo (AJ et.al. 2003; E et.al. 2003; NE
et.al. 2003).

Wang et.al (2020) mostraram que em um estudo murino com administracdo de
capsaicina por perfusdo intragastrica de 8mg/kg/dia durante uma semana uma bactéria
simbiotica, a Faecalibacterium prausnitzii, considerada como a mais importante do
microbioma intestinal humano e um bioindicador de salde intestinal e associada
negativamente com DII, teve sua populacdo restabelecida apds o tratamento, outros
estudos também provaram que uma dieta enriquecida com 10mg/dia por 2 semanas tem
efeito benéfico em melhorar o microbioma intestinal em humanos saudaveis (Khan et.al.
2012; Kang et.al. 2016; Passalacqua et.al. 2017; Rosca et.al. 2020).

Song et.al (2017) demonstraram efeitos benéficos da capsaicina dietética na
homeostase da glicose, provavelmente associados as alteracdes de bactérias especificas.

Estas alteragdes em bactérias induzidas por capsaicina dietética contribuem para a
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melhoria da homeostase da glicose através do aumento de acidos graxos de cadeia curta,
regulando horménios gastrointestinais e inibindo citocinas pré-inflamatorias. No entanto,
os resultados devem ser interpretados com cautela, devido a menor ingestéo calorica apds
administracdo de capsaicina na dieta (Kang et.al. 2016; Song et.al. 2017).

Assim, como no estudo de Song et.al, o estudo pré-clinico de Baboota et.al (2014),
mostrou que uma dose baixa (2 mg/kg) administrada a cada dois dias a animais obesos
durante 12 semanas reduziu os niveis de Bacteriodes e Prevotella para niveis dos
controles. Os mecanismos pelos quais a capsaicina atua na microbiota intestinal podem
ser dependentes ou independentes de TRPV1 (Lakes, Richards, ; Flythe 2020; Rosca et.al.

2020).

2.8.3 O receptor de potencial transitério subtipo 1 - TRPV1

O canal TRPV1 foi caracterizado em 1997, é um receptor celular polimodal que
pode perceber diferentes estimulos, integra-los e traduzir para a linguagem dos sinais a
relacionados ao calcio. Estd mais associado a termocepcdo e nocicepcdo e pode ser
ativado, além da capsaicina por altas temperaturas (>43°C) e toxinas bacterianas como
LPS.

E expresso em varios tecidos como a pele, vias aéreas, trato gastrintestinal, células
epiteliais urinarias, células B-pancreaticas e nas células imunes. Além do seu
envolvimento no processo de dor e sensacdo térmica, participa também de outros
processos como ativacao de celulas T, sua ativagdo também esta associada a efeitos anti-

inflamatdrios (Bujak et.al. 2019).
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Figura 13. Ativagdo de TRPV1
(Bujak et.al. 2019). (Criado com BioRender.com)

O TRPV1 tem participacdo na sinalizacdo de célcio, importante para diversos
processos celulares como proliferacdo, apoptose, secrecdo de citocinas e ativacdo de
células T e também participa do crosstalk do ambiente celular, representando um elo entre
0 processo de inflamacdo, cancer e imunidade, sendo portanto um importante alvo
terapéutico em doengas inflamatdrias (Bujak et.al. 2019).

TRPV1 foi relacionado a vérias doencas inflamatorias, incluindo as DII. Estudos
mostraram a superexpressdo de TRPV1 em tecidos inflamados e sua correlagdo com
citocinas pro-inflamatorias. Além disso, alguns estudos encontraram melhora da
inflamacdo com o uso de antagonistas de TRPV1 ou com sua ablacdo genética (Bujak
et.al. 2019; Tsuji ; Aono 2012). Entretanto, um estudo com camundongos nocaute para
TRPV1 encontrou resposta inflamatdria mais grave com maior infiltracdo de neutrdéfilos
e aumentos nos niveis de TNF, IL-6 e IL1p, além de maior dano aos 6rgédos comparado
aos selvagens, indicando um papel protetor e anti-inflamatério de TRPV1 (Y. Wang ;

Wang 2013).
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Da mesma maneira, Feng et.al (2017) demonstraram que a ablacdo ou supresséo
do canal TRPV1 agrava os sintomas da inflamacéao, aumento da infiltracdo de macrofagos
e citocinas pro-inflamatorias como TNF, IL1P e IL-6 (Feng et.al. 2017). O efeito do

bloqueio ou ativacdo do TRPV1 é representado na (figura 14).

Inibigdo Ativagdo
\ TRPV1
AMG 9810 . %'M
SB 366791 ; Delecéio Capsaicina pH baixo
CPZ ; genética CAP Alta
BCTC temperatura
l E A'I'
ALl 1 i
é‘ § : ’ 7%
LI : ]
: i ori 5 Inflamacao
- e i Resposta inflamatéria grave, Produgdo de SP AC R
S:grﬁﬁ:;g&ﬂ;osc(ﬁﬁ 5 : expressdo de citocinas (TNF, prostaglandina E e T CGRP ( neurogénica
25e33e neumpepﬁd.’w; IL-10, IL-6, IL1B) e infiltracdo de inflamacio

pré-inflamatarios neutrofilos

- / ) Expresséao de
! I citocinas =
/é}‘ LPS . é&‘/\ N Es==== T pro-inflamatérias .

(IL8, MCP-1, MIP-1a)

Ativacdo de NFkB
Substancia P, epinefrina e ' Infiltragdo de citocinas Pff_’d'-_'Gé_C' de Hiperalgesia
norepinefrina H pro-inflamatérias (TNF, IL1B e quimiocinas e Alodinia
H infiltragio de macréfagos citocinas infiltracdo de

leucécitos

Figura 14. Ativacdo e bloqueio do TRPV1

Em modelo cronico de asma em camundongo injetado com LPS, o blogueio farmacoldgico de TRPV1
diminui a inflamacé&o. No entanto a delecdo de TRPV1 leva a um agravamento da inflamagédo em modelos
murinos de doenga hepética e renal e em dermatite alérgica. A ativagdo do canal por sua vez agrava a
inflamac@o em modelo de asma, no entanto a administracao de capsaicina levou & melhora dos sintomas
de inflamacao, mostrado no modelo de inflamacéo 6ssea induzida por LPS. Linha tracejada vermelha
indica inibicdo e linha tracejada verde, ativagdo. (Adaptado de Bujak et.al., 2019)(Bujak et.al. 2019).
(Criado com BioRender.com)

Estudos com a administracdo de capsaicina como ativador de TRPV1 mostram,
em geral, reducdo da inflamacgéo. O estudo de Bryant et.al (2003) mostrou que a injecédo
peritoneal de capsaicina reduziu a mortalidade em modelo de sepse. Estudos em modelo
de inflamag&o 0ssea mostrou que capsaicina reduziu a producao de prostaglandina E, e a
subsequente reabsor¢do 6ssea com melhora da inflamacéo (Elizabeth S. Fernandes et.al.

2012; M. Kobayashi et.al. 2012; Bryant et.al. 2003).
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A descoberta da expressdo de TRPV1 em células do sistema imune como
macrofagos, células dendriticas, linfécitos T e células NK é relativamente recente e
envolve seu papel na sinalizacéo de calcio. Os ions célcio, por sua vez, estdo envolvidos
na proliferacdo, diferenciacéo e ativacdo de células imunes e secrecdo de citocinas (Bujak
et.al. 2019).

Zhao e colaboradores (2013), mostraram que a ativacdo do TRPV1 com uma
dosagem de 10 uM de capsaicina em cultura primaria de macréfagos foi associada a
diminuicdo na producdo de proteina quimioatrativa de mondécito 1 (MCP-1/CCL2) e IL-
6, enquanto a administragao do antagonista de TRPV1, a capsazepina aboliu o efeito anti-
inflamatorio, e a exclusdo de TRPV1em modelo murino comprometeu do mecanismo de
defesa de macro6fagos no desenvolvimento de sepse (JF et.al. 2013).

A maioria de células linfoides (células T, B e NK) expressa TRPV1, o receptor
esta envolvido na proliferacdo, diferenciacdo, secrecdo de citocinas e no processo de
sinalizagdo de TCR. Estudos mostram que nocaute de TRPV1 causou menor producéo de
citocinas pro-inflamatérias como 1L-4, IL-5, IL-6 e IL-17 por células de camundongos
apos a estimulacdo do TCR. A expressdo de TRPV1 em células T CD4" esta implicada
na ativacdo das células T e diferenciacdo em Thl em modelo murino de colite, ja a
inibicdo genética ou farmacoldgica de TRPV1 nessas mesmas células levou a redugéo da
inflamacéo das vias aéreas na asma alérgica (Samivel et.al. 2016; Bertin et.al. 2017,
Baker et.al. 2016).

Um estudo de Diemer et.al (2014) mostrou que o tratamento com capsaicina néo
afetou consideravelmente a frequéncia e fungdes de células T reguladoras (Tregs), mas
causou a diminuicgéo de células Thl7, o que sugere propriedades anti-inflamatdrias em

células T CD4" no intestino (MS et.al. 2014).
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A expressdo de TRPV1 é menor em células imunes quando comparado as células
neurais. Porém, nociceptores com alta expressao desses canais e células imunes agem em
conjunto especialmente em linfonodos e tecidos de barreira como a pele e mucosa
intestinal. A ativacdo dos neurdnios positivos para TRPV1, leva a liberacdo de
neuropeptideos como a SP e do CGRP, que afetam a producdo de citocinas e recrutamento
e polarizacédo de células imunes (Rizopoulos, Papadaki-Petrou, ; Assimakopoulou 2018).

Em relacdo a pele, sabe-se que neurdnios cutaneos localizados proximos as células
dendriticas dérmicas levam a producdo de I1L-23 por essas células e producéo de citocina
IL-17A por células Tyd que atuam na defesa de patdgenos extracelulares como
Staphylococcus aureus. Sabe-se também que a abla¢do de TRPV1 nesses neurbnios causa
diminuicdo de IL-23 e de células T3 e subsequente aumento de infecgdes flngicas. Esses
dados comprovaram que a ativacdo de TRPV1 em neurdnios cutaneos sdo um elemento
crucial da via IL-23/IL-17 e, por isso, podem ser um alvo terapéutico para modular uma
resposta imune local (Riol-Blanco et.al. 2014).

O principal efeito da capsaicina na microbiota também esta relacionado a
interacdo com TRPV1. Os intestinos sdo abundantemente inervados por nervos sensoriais
que expressam canais TRPV1 e sua ativacdo tem um importante papel na regulacédo da
funcdo da microbiota. O estimulo do receptor pela capsaicina altera a excitabilidade e
sensibilidade do intestino e induz a liberagdo dos neuropeptideos SP e CGRP, que sdo
moduladores da composicdo e estrutura da microbiota, modificando condicGes
inflamatdrias e imunoldgicas no ambiente intestinal (Clapham 2003; Nilius, Voets, ;
Peters 2005; Allais et.al. 2016; Song et.al. 2017).

Os efeitos na funcdo da barreira epitelial em animais nocaute para TRPV1 e em
animais com ablacdo de neurdnios positivos para TRPV1 também sdo relatados. Na

dishiose intestinal durante a colite ou em obesidade, ha esgotamento das camadas de



58

muco e aparecimento de infeccdes devido a proliferacdo de patdgenos. A secrecdo de
muco é regulada por citocinas inflamatdrias, neurotransmissores e horménios, moléculas
que por sua vez sao produzidas em células que possuem canais TRPV1. O papel de
TRPV1 em aumentar a expressdo de mucinas MUC2 e MUCS5 ja havia sido observado
em 2013 (Sharma, Vij, ; Sharma 2013). Mais recentemente, Kumar et.al fizeram excisoes
de neurdnios que expressavam TRPV1 e observaram uma grande reducdo na producgéo
de muco intestinal pela menor expressdo de genes relacionados a producdo de mucinas e
reducdo da abundancia de bactérias produtoras de &cido latico, sugerindo que TRPV1 esta

envolvido na manutencao da microbiota saudavel (Kumar et.al. 2020).
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3. JUSTIFICATIVA
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3 JUSTIFICATIVA

A capsaicina ¢ um fitoquimico largamente descrito por seus efeitos anti-
inflamatorios e com alegacBes de efeito protetor da mucosa intestinal. Levando em
consideracao os dados na literatura e nas ultimas revisdes disponiveis, observamos que o
papel da capsaicina e seu receptor, 0 TRPV1, na colite é controverso em relacdo a via de
administragdo oral.

Devido a recomendacéo de profissionais de satde em desencorajar pacientes com
RCU a utilizar compostos derivados de pimentas, e a busca da comunidade cientifica em
desenvolver tratamentos alternativos a partir de aditivos alimentares e a pesquisas
anteriores em nosso grupo sugerindo efeitos beneficios na mucosa intestinal (em
mucosite) e alergia alimentar com uso tépico de capsaicina, nos propusemos a estudar o

efeito desse fitoquimico em modelo murino de colite experimental.
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4 OBJETIVO

Avaliar os efeitos do tratamento com capsaicina topica nos sintomas clinicos, na
resposta imunoldgica e bioquimica e na funcdo da barreira epitelial intestinal de

camundongos C57BL6 com colite induzida por DSS.

4.1 Objetivos especificos

- Induzir colite moderada pela administracdo de DSS;

- Avaliar a cinética biodistribuicio da capsaicina marcada com tecnécio (*°™Tc-
cap) nos Orgaos apods a aplicacdo topica (no dorso do animal) em animais com ou sem
colite;

- Avaliar os efeitos do creme de capsaicina:

e no consumo alimentar e hidrico, variacdo ponderal, escore clinico
(consisténcia das fezes e presenca de sangue nas fezes) e morfometria do
c6lon em animais com ou sem colite;

e na funcdo de barreira epitelial do cdlon por analise histopatoldgica e
expressao de proteinas de jun¢éo;

e naresposta imunoldgica dos animais controles e com colite induzida com
e sem tratamento com o creme de capsaicina;

e na dishiose intestinal induzida pela colite por meio da quantificacdo de

acidos graxos de cadeia curta (AGCC);
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5.1 Animais e delineamento experimental

64

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG —

CEUA/UFMG, pelo n° de protocolo 399/2017. Foram utilizados animais da linhagem

C57BL/6, fémeas com idade entre 8 a 10 semanas de idade, obtidas do Biotério Central

da UFMG e mantidas no Biotério Enio Cardillo Vieira situado no ICB/JUFMG. Os

animais foram divididos nos seguintes grupos:

e Controle (CT): sem inducéo de colite ou uso de capsaicina;

e Controle + capsaicina (CTCAP): sem inducdo de colite e com

administracao tépica do creme de capsaicina (0,075%);

e Colite (DSS): colite induzida e sem uso de capsaicina;

e Colite + capsaicina (DSSCAP): colite induzida e com administracéo

topica do creme de capsaicina (0,075%).

O creme utilizado foi composto de acordo com a tabela 1.

Tabela 1. Composic¢do dos cremes (por 100g)

Composicéo Creme base  Capsaicina 0,075%
Butil-hidroxitolueno — BHT 0,05 0,05
Triglicérides de acido caprico/caprilico 0,05 0,05
EDTA saddico 0,1 0,1
Imidazolidinilureia (50%) 0,6 0,6
Parafina liquida 3,0 3,0
Silicone 4,5 4,5
Goma xantana 5,0 50
Solucdo conservante de parabenos 3,3 3,3
Cera autoemulsionante ndo idnica 9,0 9,0
Capsaicina - 0,075
Agua destilada g.s.p 100g g.s.p 100g

Fonte: Farmacia Nature Derme (Belo Horizonte-MG)
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A solucdo de DSS a 1,5% (p/v) para a inducdo de colite foi ofertada em
substituicdo a agua potavel do 1° dia do experimento até o final, sétimo dia, (Figura 15).

Durante todo o periodo experimental todos os animais receberam o medicamento
paracetamol (1 mg/mL), para reduzir as dores causadas pela inflamacéo, excluindo assim
os efeitos do estresse da dor. O paracetamol foi escolhido por ndo interferir com o
processo inflamatorio. Como nosso objetivo € verificar se a capsaicina tem efeitos no
tratamento (e ndo na prevencéo) da colite, o creme de capsaicina foi aplicado a partir do

segundo dia de administracdo de DSS quando ja havia uma colite pré-estabelecida.

Indugdo colite : Creme base / Capsaicina | Coleta de érgaos

i i CT eDSS E ‘
IH‘ Creme \ agua/ DSS+ %
100 mg :

creme base
Paracetamol

! I (1mg/mt)

C57/BI6

)

o CTCAP eDSSCAP : g

agua / DSS + ) : k/

creme CAP 0,075%
Paracetamol
(1mg/mL)

Eutanasia

Creme base / capsaicina

DSS e paracetamol

0 2 Dias 7

Figura 15. Desenho experimental. (Criado com BioRender.com)
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5.2 Andlise cromatogréafica dos cremes base e capsaicina

Para confirmar a presenca e pureza dos cremes (capsaicina e controle) nos
avaliamos os picos analiticos da capsaicina por cromatrografia de fase reversa.

Primeiramente, as amostras foram preparadas da seguinte forma: 100 mg de creme
base e de creme capsaicina foram pesados em microtubos separados e homogeneizados
em 1 mL de alcool metilico da marca Merk (pureza 99,9%). Para efeito de comparacao
com as amostras, preparamos uma solucdo metanolica de capsaicina a 5 mmol como
padréo.

Analisamos os cremes para identificacdo da presenca ou nao de capsaicina. A
analise foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O sistema analitico
de HPLC utilizado foi o Shimadzu LC Solution. Uma coluna ACE C18 (4,6 x 250 mm, 5
um) foi utilizada para separacdo cromatogréafica e mantida a 40°C. A eluicdo foi realizada
com uma fase moével composta por metanol: agua (50:50 v/v) a uma taxa de 1 mL*min.

As amostras de 40 uL foram injetadas e a eluicdo foi monitorada a 280nm.

5.3 Avaliacéo clinica

5.3.1 Evolugéo ponderal, consumo alimentar e hidrico

O consumo hidrico e alimentar foi aferido diariamente em balanga semi-analitica
por meio da diferenca entre a oferta e sobra em gramas. A diferenca entre a dieta e agua
ofertada e a ndo consumida foi utilizada para aferi¢do do valor ingerido. Os valores foram
expressos por diferenca entre o valor inicial ofertado e o valor ndo consumido aferido no

final do experimento, o consumo foi referido por grupo. A avaliacdo ponderal foi feita
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pela diferenca do peso final e inicial dos animais aferidos no primeiro dia (D1) do

experimento e no dia final (D7) em balancga semi-analitica.

5.3.2 Escore Clinico

O escore clinico foi feito levando-se em consideracgdo dois aspectos clinicos, que
foram a consisténcia das fezes e pela presenca ou auséncia de sangue, avaliados
visualmente e por meio de cartelas de deteccdo, a partir do 2° dia apds inducdo da colite
por DSS. O kit utilizado é de fabricagdo da INLAB Diagnéstica (Sdo Paulo, BR). O escore
total obtido foi feito pela soma dos dois parametros conforme pontuacdo descrita por

(Wirtz et.al. 2007) (Tabela 2).

Tabela 2. Sistema de pontuacdo para analise comparativa de hemorragia intestinal

Escore Consisténcia das fezes Sangue
0 Normal Negativo para sangue oculto
1 Mole, mas ainda formada Positivo para sangue oculto
2 Muito mole Tracos de sangue visiveis nas fezes
3 Diarreia Sangue retal

5.3.3 Analise do comprimento do co6lon

Apds a eutanasia dos animais, foram coletados os célons que tiveram suas
medidas em relacdo ao comprimento através de uma régua graduada. Os valores em

centimetros foram avaliados estatisticamente de acordo com a média e erro padrao



68

5.4 Biodistribuicédo da capsaicina

Para avaliar a cinetica da capsaicina primeiro fizemos a radiomarcacdo da
capsaicina com tecnécio-m. Previamente foram realizados no Laboratério de
Radioisotopos sob supervisdo do Prof. Dr. Valbert Nascimento Cardoso e Dra. Maria
Emilia Rabelo Andrade diversos testes com o objetivo de definir os melhores padrdes de
marcacdo. Utilizou-se a capsaicina sintética (N-Vanililnonanamida — Sigma V9130) e o
®¥MTc na forma de pentecnato de sédio (Na®®"TcO4) foi obtido do gerador de
®Molibdénio/*®™Tecnécio (IPEN/CNEN, Sdo Paulo, Brasil). A radiomarcacio da
capsaicina e determinacdo do rendimento de radiomarcacdo foram baseadas em
metodologia proposta por Hosseinimehr, Ahmadi ; Taghvai, 2010 (Hosseinimehr,
Ahmadi, ; Taghvai 2010).

Inicialmente, a capsaicina foi solubilizada em metanol (Img*mL). Em seguida,
adicionou-se em um microtubo de 1000 pL da solucdo de capsaicina, 200 puL de SnCl;
em HCL 0,01M (Img*mL) e 400 pL de tampao fosfato salino (PBS) ajustando o pH 6,
utilizando-se uma solucdo aquosa de NaOH 0,1 N. Posteriormente, o frasco foi lacrado
para realizacdo de vacuo. A seguir, adicionou-se 0,2 mL de salina contendo 148 MBq de
Na®*™TcO4. A mistura reagente foi mantida a temperatura ambiente por 30 min.

Ap0s a marcacdo, a mistura reagente foi filtrada utilizando um filtro Sep-Pak C-
18. A capsaicina marcada foi eluida com 5 ml de metanol, que foi evaporado

posteriormente, usando soprador térmico.
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5.4.1 Determinacdo do rendimento e qualidade da radiomarcacao in vitro e in

Vivo

O rendimento de radiomarcacao in vitro foi determinado por cromatografia em
camada delgada. Utilizou-se como fase estacionéaria a silica-gel e como fases moveis
salina e metanol, para a determinacdo do percentual de tecnécio livre (*®*"TcOxs) e de
tecnécio hidrolisado (*®*™TcO,), respectivamente. O rendimento de radiomarcagio foi

determinado por meio da férmula representada a seguir:

% %™Tc-capsaicina = 100 — (%%*°MTcO4 + %% TcOy)

Imagens cintilograficas foram realizadas com intuito de confirmar o resultado de
pureza de radiomarcacdo obtido pela cromatografia em camada delgada e, também, para
verificar a estabilidade do complexo in vivo.

Para isso, o metanol foi evaporado completamente da mistura reagente.
Posteriormente, a %MTc-capsaicina foi reconstituida em etanol 70% e acrescentada na
pomada. Apos homogeneizacdo, aplicou-se 100 mg da pomada em camundongos
C57BL/6 dos grupos controle (n = 3) e DSS (n = 3). Nos tempos de 2h e 4h apés a
administracdo, os animais foram anestesiados com solucdo de ketamina e xilazina e, em
seguida, colocados em decubito dorso-ventral sob a gama camara (NucleineTM TH 22,
Hungria). Janela de 20% de simetria foi utilizada para pico de energia de 140 keV e
colimador de baixa energia foi utilizado para direcionar os raios. As imagens foram

obtidas durante 5 minutos e armazenadas em uma matriz 256 x 256 pixels.
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5.4.2 Estudo da cinética da biodistribuicdo da capsaicina

Ao final dos seis dias de tratamento, animais do grupo DSS (n = 16) foram
submetidos a jejum por 12 horas, em seguida, aplicou-se 100 mg da pomada contendo a
¥MTc-capsaicina (**"Tc-CAP). Nos tempos de 2h (n = 8) e 4h (n = 8) apds a
administracdo tépica do creme, seguindo 0 mesmo protocolo do desenho experimental,
os animais foram anestesiados para coleta de sangue e, em seguida, eutanasiados por
deslocamento cervical para coleta de 6rgdos (figado, pulmao, intestino delgado, intestino
grosso, cérebro, coracao, rins, linfonodo cervical e baco).

Padrbes de dose contendo a mesma quantidade de radioatividade administrada
nos animais foram utilizados para corrigir o decaimento fisico e para calcular o percentual
da dose administrada.

Os resultados foram expressos como percentual da dose administrada por grama

de tecido (% dose/g), calculados pela seguinte equagéo:

% d _ cpm/g tecido < 100
b dose/g = cpm padrao de dose

cpm = contagem por minuto

5.5 Estudo da fungéo de barreira epitelial

5.5.1 Analise histologica do cdlon

O colon foi retirado e em seguida foi imediatamente adicionado em solucdo de
Bouin saturada, para fixacdo. Logo apos, foi enrolado da porc¢éo distal para proximal e
imerso em solucdo de formol tamponado por 24 horas e posteriormente incluido em

Paraplast® Sigma-Aldrich CAS n° 145686-99-3. Apos a inclusdo os tecidos foram
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cortados a 5 um em micrétomo manual e corados em hematoxilina-eosina. A observacéo
dos cortes e andlises do escore semi-quantitativo foi feita por morfologista de forma
mascarada em microscopio Optico, considerando-se 0s seguintes graus de lesbes (Tabela

3).

Tabela 3. Niveis de lesdes histoldgicas

Escore Lesdes

0 Aspectos morfoldgicos dentro dos padrdes de normalidade
1 Lesdes leves

2 Lesdes moderadas

3 LesOes graves

Os aspectos morfologicos avaliados foram: infiltrado inflamatorio, deplecdo de
células caliciformes e criptas, lesdo tecidual, hiperemia e hemorragia do célon. A analise
semiquantitativa foi baseada no sistema de escores de Macpherson e Pfeiffer
(MacPherson ; Pfeiffer 1978), adaptado por Costa, 2016. A pontuacdo variou de zero
(sem lesbes) a 3 (lesdes graves). Os resultados foram apresentados como a soma da

pontuacdo obtida para cada parametro (0-12).

Analise da expressao génica por gPCR

Foram analisadas a expressdo do mRNA dos genes de proteinas de juncédo
(ocludina, ZO-1 e JAM-A), primeiramente, fragmentos do colon foram extirpados dos
animais poOs eutanasia, esses foram pesados e imediatamente acondicionados em
microtubos livre de RNAse e congelados em nitrogénio liquido antes de serem

armazenados em ultrafreezer (-80°C) (NuAire Ultralow freezer, EUA).
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Em seguida foram feitas as extracdes de RNA, seguindo protocolo especifico para
grupo controle e DSS. Os fragmentos de célon dos animais do grupo controle foram
pesados em uma faixa de 20 a 25 mg e homogeneizados em 1 mL de Trizol (Trizol
Reagent, Invitrogen, cod n° 15596). ApOs a homogeneizacdo, os tecidos foram
centrifugados a 13.000 rpm em temperatura de 4°C por 10 minutos. Apds descarte do
sobrenadante foram adicionados 200 pL de cloroférmio, os tubos foram agitados
vigorosamente por aproximadamente 30 segundos, incubados em temperatura ambiente
por 5 minutos e novamente centrifugados seguindo as mesmas condices ja citadas por
um tempo de 15 minutos. A solucdo obtida apresentou duas fases, a fase superior foi
transferida para outro microtubo contendo 500 pL de isopropanol e misturada por
inversdo durante 1 minuto. Em seguida, os microtubos foram incubados a -80°C por 90
minutos, essa etapa € feita para promover precipitacdo do RNA. Em seguida, o
sobrenadante foi removido e o pellet formado foi lavado com 1 mL de etanol 75%. Apos
a lavagem os microtubos foram centrifugados nas mesmas condi¢fes por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o procedimento de lavagem e centrifugacao foi repetido
por mais uma vez. Novamente o sobrenadante foi descartado e o pellet formado
permaneceu em processo de secagem em temperatura ambiente por 15 minutos. Depois
de seco, o pellet foi ressuspenso em agua livre de RNAse e incubado em banho maria a
55°C por 10 minutos. Logo apos determinou-se a concentracdo (ng/mL) e pureza (razéo
260/280) do RNA, utilizando-se um espectrofotdmetro (Spectrophotometer ND-1000).
Todos os materiais utilizados, inclusive microtubos e ponteiras, foram livres de RNAse e
DNAse.

Os fragmentos do co6lon de animais dos grupos DSS foram tratados com Kits de
purificacdo NucleoSpin® RNA Clean-up (Macherey-Nagel, CA. Cdd 740948.10)

seguindo as orientacdes do fabricante.
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Sintese do cDNA

O RNA extraido anteriormente foi diluido para a concentragédo de 0,2 pug/uL em
agua livre de RNAse e DNAse. Para 10 uL de RNA a 0,2 pug/ulL foi adicionado 1 pL de
Oligo dT 50uM e 2,5 uL de agua livre de RNAse e DNAse. Apds a homogeneizacdo com
pipeta, os microtubos foram alocados em termociclador a 72°C por 5 minutos. Em
seguida foi adicionado nos microtubos 6,5 uL do segundo mix, composto de 4 uL de
tampdo MMLYV 5x, 1 uL de MMLV RT (200U/amostra), 1uL de dNTPs 10 mM, 0,2 uL
de RNAsin e 0,5uL de &gua livre de RNAse / DNAse, os tubos foram mantidos em
termociclador a 42°C por 3 horas em em seguida a 72°C por 15 minutos, sendo entdo
armazenadas em refrigerador a -20°C para posterior uso em reacdo em cadeia de

polimerase em tempo real (RT-qPCR).

Amplificacdo do cDNA por PCR quantitativa (qPCR)

O cDNA foi sintetizado conforme descrito anteriormente, foi amplificado pela
técnica de gPCR, utilizando-se primers especificos (tabela 4). As amostras foram diluidas
em agua livre de RNAse (1:10) e 2,5 uL foram adicionados a 7,5uL do mix em placa de
96 pocos especifica para gPCR. O mix foi composto de 0,75uL de primer foward, 0,75uL
de primer reverse, 1uL de &gua e 5uL de Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Cdd n°® 4367659).

A anélise foi feita em maquina especifica (ABiPrism — 7900HT Sequence
Detection System) e analisados por meio do programa SDS 2.4. Todas as amostras foram
analisadas em duplicata e a quantidade de mRNA normalizada pelo gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (GAPDH). Os valores foram expressos em quantidade de gene
amplificado em comparacéo ao grupo controle (2-AACT). A curva de dissociacdo indicou

que um unico produto de amplificagdo foi obtido em cada reacéo.
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Tabela 4. Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados para qPCR no colon

Gene NM Sequéncia forwad Sequéncia reverse
GAPDH 008084.3 ACGGCCGCATCTTCTTGTGCA CGCCCAAATCCGTCCACACCGA
JAM-A 1726472 CTGATCTTTGACCCCGTGAC ACCAGACGCCAAAAATCAAG
Z0-1 009386.0 CCAGCTTATGAAAGGGTTGTTC TCCTCTCTTGCCAACTTTTCTC
Ocludina 008756.2 ATGTCCGGCCGATGCTCTC TTTGGCTGCTCTTGGGTCTGTAT

5.5.2 Analise do complexo juncional por microscopia eletrénica de transmissao

(MET)

As secdes do colon (2mm) foram fixadas em fixador Karnovsky modificado
(glutaraldeido grau | a 2,5% e paraformaldeido a 4% de tampdo fosfato 0,1M (pH 7,2 -
7,4), imediatamente apds a eutanasia dos animais, com perfusdo intracardiaca prévia do
fixador e ficaram imersas por 72 horas, apés esse periodo as amostras foram transferidas
para tampdo fosfato 0,1M e foram armazenadas em geladeira até envio para preparo dos
cortes e coletas das imagens pelos técnicos do Centro de Microscopia da UFMG. As
amostras foram lavadas 2 vezes com tampéo fosfato 0,1M (pH 7,3), embebidas em agar
4% e pods fixadas em mistura de tetroxido de 6smio tamponado com fosfato a 1% de
ferrocianeto de potéssio 1,5% por 1 hora. Apos a lavagem em tampao fosfato 0,1M (pH
7,3) em temperatura ambiente, lavados, desidratados em etanol graduado (70, 95 e 100%)
infiltrados e incorporados em uma sequéncia de o6xido de propileno-epon (PolyBed 812,
Polysciences, Warrington, PA, EUA). Apos polimerizagdo a 60°C por 16h, foram
processados cortes finos com ladmina de diamante em ultramicrétomo (Leica,
Bannockburn, IL, EUA). As sec¢bes foram montadas em grades de cobre em malha 200

ndo revestidas (Ted Pella) antes da coloragdo com citrato de chumbo e examinadas usando
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um microscopio eletronico de transmissdo (Tecnai Spirit G12, Thermo Fisher
Scientific/FEI, Eindhoven, Holanda) a 120 kV.

Para descrever a interacdo célula a célula, um total de 274 micrografias eletrénicas
foram analisadas de forma mascarada, para investigar mudancas morfoldgicas nas
juncoes de oclusdo. Um total de 85 junc@es firmes foram contadas e sua largura avaliada.
Os estudos quantitativos foram realizados com o software ImageJ® (National Institutes
of Health, Bethesda, MD, EUA). Os dados foram comparados usando two-way ANOVA

seguido de pos teste de Tukey (p < 0,05).

5.5.3 Analise de proteinas de juncdo por imuno-histoquimica e

imunofluorescéncia

As proteinas de juncdo Ocludina, ZO-1 e JAM-A foram analisadas por
imunofluorescéncia e Claudina 2 e Claudina 4 foram analisadas por imuno-histoquimica.
Resumidamente, os cortes foram afixados em laminas para microscopia com aderéncia
dupla, (sinalizada + carga positiva) (ImmunoSlide, c6d n® EP-51-30472), posteriormente,
foram desparafinizadas e hidratadas. Em seguida, foi realizada a recuperacao antigénica
utilizando-se tampado citrato a 0,01M, pH 6 e aguecimento em alta temperatura em panela
de pressédo elétrica (Philco Digital 6L Inox Silver Ppps01). Logo apos foi feito o bloqueio
da peroxidase, utilizando-se perdxido de hidrogénio (H202) em solugdo de metanol 70%,
em laminas destinadas a imuno-histoquimica, etapa ndo realizada em laminas separadas
para imunofluorescéncia.

Para preparo do ensaio de imuno-histoquimica utilizados o kit Dako LSAB2
System-HRP (Ref. K0673), procedendo as etapas de bloqueio, aplicagdo do anticorpo

primario (diluicdo 1:100) (tabela 5), amplificagdo e revelacdo utilizando o cromogénio
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3,3'-diamibenzidina em solucdo de cromogénio (DAB), conforme orientagdes do

fabricante.

Tabela 5. Anticorpo primério Claudina 2 e 4 utilizados na imuno-histoquimica

Anticorpo primario Catélogo
Claudina 2 Mybiosource MB 58203337
Claudina 4 Rockland 600401AL4

O ensaio de imunofluorescéncia foi feito seguindo a sequéncia de bloqueio de
ligantes inespecificos com solucdo 1% de albumina bovina sérica (BSA) (Sigma-Aldrich
Cat A7030) seguida e aplicacdo do anticorpo primario (diluicdo 1:100 em solucdo BSA
1% e 0,05% de saponina) (tabela 6), apos 12h os cortes foram lavados com solucgéo de
bloqueio e o anticorpo secundéario (diluicdo 1:200 em solucdo BSA 1% e 0,05% de
saponina) (tabela 6) foi aplicado e apds o tempo recomendado, os cortes foram lavados

com solucdo de blogueio e montados com meio de montagem contendo DAPI.

Tabela 6. Anticorpo primério e secundario Ocludina, JAM-A e ZO-1 utilizados na
imunofluorescéncia

Anticorpo Catélogo Anticorpo Catélogo
primario secundario
Anti-ocludina SC8145 Anti-goat-19gG SC2024
(Santa Cruz Biotecnologia) FITC (Santa Cruz Biotecnologia)
Anti-JAM-A AMO5553PU-S Anti-goat-1gG R37119
OriGene (Alexa Fluor 594) (Thermo Fisher Scientific)
Anti-ZO-1 SC33725 Anti-goat-1gG R37119

(Santa Cruz Biotecnologia) (Alexa Fluor 594) (Thermo Fisher Scientific)
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As imagens de imuno-histoquimica foram capturadas em microscépio 6ptico na
objetiva de 10x e as manchas foram contadas e analisadas com o auxilio do software
analisador de imagens Image-J®.

As imagens de imunofluorescéncia foram capturadas em microscépio confocal
Apotome.2 Zeiss®, do Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens da UFMG
(CAPI-UFMG), na objetiva de 40x, a intensidade de fluorescéncia foi analisada com o

auxilio do software analisador de imagens Image-J2®.

5.6 Resposta imunologica

5.6.1 Andlise indireta de neutroéfilos

Foi feita a quantificacdo de atividade da mieloperoxidase (MPO) presente em
neutréfilos. Primeiro foi feita a lavagem do c6lon com PBS 1x, feita a medicdo de seu
comprimento e pesagem em balanga analitica. Foi separado cerca de 20 mg dos tecidos
para analise indireta da presenca de neutrofilos. Os resultados foram normalizados por
concentracdo de proteinas pelo método descrito por Lowry et.al., (1951). (LOWRY et.al.
1951).

Para quantificacdo de MPO, as amostras foram homogeneizadas em 760 pL de
tampao fosfato e centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em 600 uL de salina 0,2% e 600 pL de salina
1,6% acrescida de 5% de glicose e centrifugada novamente nas mesmas condi¢cdes
descritas acima. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 760

uL de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HETAB) 0,5% diluido em tampé&o fosfato.
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As suspensdes foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante
foi utilizado para o ensaio enzimatico.

O ensaio foi realizado da seguinte forma: em uma placa de 96 pocos, foram
adicionados 25 uL das amostras diluidas (1:3) em seguida foram acrescentados 25 pL de
3,3°, 5,5 -tetrametilbenzidina (TMB) Sigma diluido em dimetil sulféxido (DMSO)
Sigma. A placa foi incubada em uma estufa em temperatura de 35°C por 5 minutos. Para
interromper a reacdo acrescentou-se 100 pL de &cido sulfarico (H2SO4) a 1M. A leitura
da absorbancia foi feita em um espectrofotdmetro em comprimento de onda de 450 nm.

O resultado foi expresso por concentracdo de MPO por mg de proteina.

5.6.2 Quantificacéo de citocinas

Foram analisadas as concentracdes de citocinas pré-inflamatérias e anti-
inflamatorias (TNF, IL-6, IL-1B, IFN-y, IL-23 e IL-17, IL-10 e TGF-B) do cblon. O érgao
foi retirado no dia da eutanasia, limpo com PBS 1x. Uma aliquota, 100 mg do tecido foi
pesado e adicionados a 1 mL de tampéo de extracdo de citocinas. Logo em seguida, 0s
tecidos foram homogeneizados. O homogenato foi centrifugado a 10.000 rpm por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante foi utilizado em ensaio ELISA.

O ensaio foi realizado com duracédo de 3 dias com Kits BioLegend (USD/USA),
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Resumidamente o ensaio consiste em
sensibilizacdo de placa de 96 pogos com anticorpo de captura diluido em coating buffer
e incubada em cimara timida a 4° C “overnight”. No dia posterior (2° dia), apos 4
lavagens com 300 pL de solucdo de PBS 1x, acrescido de 1% de Tween 20 a 0,05%
(Sigma-Aldrich), foi feito o bloqueio com solugdo de 200 pL de PBS 1x acrescido de

albumina bovina (1%) por 1 hora. Logo em seguida a placa foi novamente lavada por 4
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vezes com 300 pL de solucdo de lavagem acima descrita e adicionadas as amostras e 0s
padroes de cada citocina conforme diluiges descritas pelo fabricante. A placa foi
novamente incubada “overnight”. No terceiro dia, a placa foi novamente lavada por 4
vezes e foi adicionado o anticorpo de deteccdo, a incubacéo foi feita por 1 hora, em
seguida a placa foi novamente lavada por 5 vezes com repouso intervalado de 30
segundos a cada lavagem. Em seguida foi acrescentada estreptavidina e incubagdo por 30
minutos, a placa foi novamente lavada e entdo foi acrescentado o substrato cromogénico
para deteccdo de peroxidase em ELISA, o tetrametilbenzidina (TMB). A placa ficou
incubada por 30 minutos no escuro e logo apos adicionada solucdo de parada com 50 pL
de &cido sulfurico (H2SO4) a 2N e as absorbancias foram mensuradas em leitor de ELISA
(espectrofotdmetro) em comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos

em pg/mL depois de obtencdo de férmula pela curva de calibracdo dos padrdes.

5.6.3 Perfil celular

Para avaliar a frequéncia de células nos linfonodos fizemos anélise por citometria

de fluxo, como descrito resumidamente abaixo:

a) Preparo de suspensoes de células

Para obtencdo das células, os linfonodos cervicais e cecais e 0s bacos foram
colocados diretamente em tubos de 15 ml contendo meio RPMI 1640 completo estéril.
Utilizou-se meio RPMI 1640 (GIBCO BRL) acrescido de 10% de soro fetal bovino, 2
mM de L-glutamina, 20 pg/mL de sulfato de gentamicina, 25 mM de HEPES (Sigma, St.

Louis, Missouri) e 50mM de mercaptoetanol (Amersham Pharmacia Biotech), pH 7,2.
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Os 6rgéos foram macerados com o auxilio de um macerador de vidro estéril para
0 baco e duas laminas de vidro de superficie aspera para os linfonodos. As células foram
centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos sob refrigeracdo a 4°C e o sobrenadante foi
descartado.

As hemacias do baco foram lisadas acrescentando-se 9 mL de agua destilada
estéril seguida de 1 mL de PBS concentrado 10x (diluicdo 1:10). Apds a lise, a capsula
do baco foi retirada e descartada com o auxilio de uma pipeta de vidro estéril. As células
do baco foram novamente centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos sob refrigeracao a
4°C e o0 sobrenadante foi descartado.

As células de baco e linfonodos foram ressuspendidas em 1,5 ml de meio RPMI
1640 completo, respectivamente. Aliquotas dessa suspensdo foram diluidas em solucao
de azul de tripan a 4% em PBS 1x filtrada, para contagem do nimero de células viaveis

em camara de Neubauer no microscépio éptico.

b) Citometria de fluxo

Em tubos de poliestireno para leitura de FACS (Fluorescence Activated Cell
Sorter), foram colocados 1x10° células obtidas da suspensdo celular e 200 ul de PBS-
Wash para lavagem das células. Os tubos foram centrifugados a 1200 rpm, durante 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 10 ul de anticorpos
(na diluicdo padronizada), para marcacdo de moléculas superficie, conjugados com
fluorocromos que se ligam as moléculas de interesse expressas nas celulas de
camundongos (Tabela 1). As amostras foram vortexadas, incubadas a 4°C durante 30
minutos e decorrido esse tempo foram entdo acrescentados 200 ul de PBS-wash em cada
tubo para lavagem das células, que foram centrifugadas a 4°C durante 10 minutos a 1200

rpm. O sobrenadante foi descartado, as amostras foram homogeneizadas.
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Para marcacdo intracelular de LAP, Foxp3 e RORyT, as amostras foram incubadas
por 30 minutos com 100 uL da solucdo de fixacdo/permeabilizacdo (eBioscience) na
concentracdo de 1:3 (concentrado: diluente). As amostras foram lavadas duas vezes com
0 tampdo de permeabilizacdo (eBioscience) diluido 10x em &gua destilada. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 10 pL de anticorpo (na diluicdo padronizada)
conjugado com o fluorocromo PE (Phyocoerythrin)/APC (Alloficocianina). As amostras
foram incubadas por mais 30 minutos a 4°C e lavadas duas vezes com o tampé&o de
permeabilizacdo (eBioscience).

O sobrenadante foi descartado, as amostras foram vortexadas, incubadas por 30
minutos com 200 uL de paraformaldeido 1% e lavadas uma vez com PBS-wash. O
sobrenadante foi descartado cuidadosamente, o pellet foi ressuspendido em PBS-wash e
as suspensdes foram armazenadas a 4°C protegidas de luz até aquisicdo dos dados no
equipamento BD FACScantoll.

Foram feitos controles individuais (singles) contendo apenas um anticorpo
marcado em cada tubo para a realizacdo da compensac¢édo no aparelho.

Para melhor determinacdo da regido (gate) ideal foram feitos controles do tipo
fluorescéncia menos um (FMO- Fluorescence minus one) em que todos 0s anticorpos
do pool estdo presentes menos aquele de interesse para a marcagdo em questdo
(Herzenberg et.al. 2006). A estratégia de gating e os controles FMO estdo demonstrados
na Figura 16. A aquisicdo dos dados foi realizada utilizando um BD FACScantoll de 9
cores. A porcentagem de células positivas e a média de intensidade de fluorescéncia

foram analisadas com o auxilio do programa FlowJo versdo 10.0 (TreeStar).
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Figura 16. Estratégia de analise para separacdo das populacGes de células CD4"RORyt™
CD4* LAP* e CD4"Foxp3* por citometria de fluxo.

Tabela 7. Anticorpos e marcadores utilizados na citometria de fluxo

Marcador Fluorocomo Fabricante
Anti-CD4 FITC (fluorescein isothiocynate) ~ BD Biosciences Pharmingen ®
Anti-LAP PE (Phyocoerythrin) Biolegend®
Anti-Foxp3 APC (Allophycocyanin) eBioscience®
Anti-CD45 BV570 eBioscience®

Anti-RORyt PE-CF594 Biolegend®
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5.7 Avaliacdo indireta da Microbiota

5.7.1 Determinacgéo de &cidos graxos de cadeia curta

A determinacdo e quantificacdo de AGCC foi feita a partir do homogenato do ceco
dos camundongos, preparado com 50 mg do tecido em 500 uL de &gua deionizada
acidificada. A mistura de AGCC foi preparada a partir de solugdes de &cido acético,
propionato e butirato com grau de pureza variando de 99,5% a 99,9%, nas seguintes
concentragdes (25.000uM, 12.500uM, 5.000uM, 1000uM, 125uM 62,5uM, 31,25 uM e
15,62 uM) para criacdo da curva de calibracdo de cada AGCC.

A concentracdo de AGCC foi analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). O sistema analitico de HPLC utilizado foi o Shimadzu LC Solution.
Uma coluna de exclusdo i6nica SUPELCOGEL#C-610H (59320-U) foi utilizada para
separagdo cromatografica e mantida a 40°C. A eluicéo foi realizada com uma fase mével
composta por acido sulfirico (H2S04) a 0,01N a uma taxa de 1 mL*min. Uma amostra
de 40 pL foi injetada e a eluicdo foi monitorada a 210nm, em um tempo total de analise
de 35 minutos.

As concentragdes foram calculadas a partir das equagdes geradas nas curvas de

calibracéo e expressas em micromolar (uM).

5.7.2 Quantificagdo de IgA sérica

Para quantificacdo de IgA nas fezes, essas foram previamente preparadas no dia

da eutanasia, como descrito a seguir: foram separados, pesados e identificados 20
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microtubos de 2 mL. As fezes de cada animal foram armazenadas em gelo seco para
preservacdo dos niveis de IgA. Os microtubos foram novamente pesados e assim
determinados os pesos em mg de fezes. A cada 100 mg de fezes foram adicionados 1 mL
de PBS 1x gelado. As fezes foram homogeneizadas e o contetdo fecal foi centrifugado
em 4°C por 20 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi coletado e armazenado com
inibidor de protease Milipore (Cat 539134) na proporc¢éo de 1:2000 conforme orientacao
do fabricante.

A quantificacdo da producdo de IgA foi realizada pelo método ELISA.
Resumidamente o ensaio consiste em sensibiliza¢do de placa de 96 pogos com anticorpo
goat anti-mouse IgA UNLB diluido em coating buffer e incubada em camara Umida a 4°
C “overnight”. No dia posterior (2° dia), apds 5 lavagens com 300 uL de solucéo salina
fisiologica (NaCl 0,15M) contendo 0,05% de Tween 20, foi feito o bloqueio com solucéo
de 200 pL de PBS 1x acrescido de caseina (0,25%) por 1 hora em temperatura ambiente.

Logo em seguida a placa foi novamente lavada por 2 vezes com 300 pL de
solucgéo salina, acima descrita e adicionadas as amostras e os padrdes de IgA conforme
diluigdes descritas pelo fabricante. A placa foi novamente incubada “overnight”. No
terceiro dia, a placa foi novamente lavada por 4 vezes e foi adicionado o anticorpo de
deteccdo goat anti-mouse IgA na proporcdo 1:10.000 em PBS-caseina, a incubacao foi
feita por 1 hora, em seguida a placa foi novamente lavada por 5 vezes com repouso
intervalado de 30 segundos a cada lavagem.

Em seguida foi acrescentada estreptavidina e incubacdo por 30 minutos, a placa
foi novamente lavada e entdo foi acrescentado o substrato cromogénico para deteccéo de
peroxidase em ELISA, o tetrametilbenzidina (TMB). A placa ficou encubada por 30
minutos no escuro e logo apds adicionada solucao de parada com 50 uL de acido sulfarico

(H2SO4) a 2N e as absorbancias foram mensuradas em leitor de ELISA



85

(espectrofotdmetro) em comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos

em pg/mL depois de obtencdo de férmula pela curva de calibracdo dos padrdes.

5.8 Anélise da expressdo de TRPV1 e PPARy

O ensaio de imunofluorescéncia foi feito seguindo a sequéncia de bloqueio de
ligantes inespecificos com solucdo 1% de albumina bovina sérica (BSA) (Sigma-Aldrich
Cat A7030) seguida e aplicacdo do anticorpo primério (diluicdo 1:100 em solucdo BSA
1% e 0,05% de saponina) (tabela 8), ap6s 12h os cortes foram lavados com solucéo de
blogueio e o anticorpo secundario (diluicdo 1:200 em solucdo BSA 1% e 0,05% de
saponina) (tabela 8) foi aplicado e apds o tempo recomendado, 0s cortes foram lavados

com solucdo de blogueio e montados com meio de montagem contendo DAPI.

Tabela 8. Anticorpo primério e secundario TRPV1 e PPARYy utilizados na
imunofluorescéncia

Anticorpo Catélogo Anticorpo Catélogo
primario secundario
Anti-TPV1 SC398417 Alexa flGor 488 Z25002
(Santa Cruz Biotecnologia)
Anti-PPARYy SC7196 Alexa flGor 488 Z25002

(Santa Cruz Biotecnologia)

As imagens de imunofluorescéncia foram capturadas em microscépio confocal
Apotome.2 Zeiss®, do Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens da UFMG
(CAPI-UFMG), no aumento de 40x, a intensidade de fluorescéncia foi analisada com o

auxilio do software analisador de imagens Image-J2®
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5.9 Métodos estatisticos de tratamento de dados

Os resultados foram expressos em média e erro padrdo (SEM), avaliados quanto
a distribuicdo normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e quanto a presenca de outlier
pelo teste de Grubbs. Os dados que assumiram distribuicdo normal foram submetidos
pelo ao teste ANOVA one-way ou two-way, seguido de pds teste de comparacOes
maultiplas pelo teste de Tukey para analises de mais de dois grupos ou teste T de Student
para comparacao de dois grupos.

Os dados que assumiram distribuicdo ndo paramétrica foram analisados pelo teste
de Kruskal-Walis, seguido pos teste de maltiplas comparacoes pelo teste de Dunns para
analises de mais de 2 grupos ou teste de Mann-Whitney para comparacao de dois grupos.
As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software, San Diego Califérnia — USA).

Diferencas entre as médias dos grupos com valores de p < 0,05 foram
considerados diferente estatisticamente. Letras denotam diferenca significativa e

asteriscos denotam valores de p da seguinte forma: * p< 0,05; ** p< 0,01 e *** p<0,001
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6. RESULTADOS
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6 RESULTADOS

6. 1 Analise cromatografica dos cremes

Antes de iniciarmos os experimentos para analise dos efeitos do capsaicina,
analisamos a composicdo dos cremes utilizados no experimento, por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) confirmamos a auséncia e presenca de capsaicina nos
cremes base e capsaicina (0,075%), respectivamente (Fig. 17). Confirmada a
quantificacdo correta nos cremes, demos inicio ao estudo experimental e andlises

propostas no estudo.
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Figura 17. Cromatogramas do padrédo de capsaicina 5SuM.
(A); creme base 100mg (B) e creme de capsaicina 100 mg a 0,075% (C). A seta indica o tempo de retencéo
da CAP (3,626 min)
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6.2 Avaliacdo Clinica

Sdo sinais clinicos da colite, perda de massa corporal e diminuicdo da ingestdo
alimentar. Verificamos esses fatores e notamos que ndo houve diferenca entre 0s grupos
no que se refere a ingestdo da racdo e liquidos (agua ou solucdo de DSS), confirmando
que o uso de analgésicos minimiza a dor que limita a ingestao (Figura 18). E constatamos
também que a variacdo da massa corporal ndo foi alterada em animais do grupo DSSCAP,

que por sua vez, apresentaram menor perda de peso quando comparados aos animais do

grupo DSS.
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Figura 18. Avaliacdo da ingestdo alimentar, hidrica e variacdo ponderal dos grupos
controles e DSS.
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(A) Avaliacdo da ingestdo alimentar. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais e receberam dieta
AIN93/M em livre demanda. (B) Avaliagdo da ingestdo de agua ou solucdo de DSS. A solucdo de DSS
(1,5%) foi ofertada durante o periodo experimental (7 dias). Os animais foram mantidos em gaiolas
recebendo agua (grupos controles) e solugdo de DSS (grupos DSS) em livre demanda, todos receberam
solucéo de medicamento paracetamol (1mgmL). (C) Variagdo ponderal, diferenca do peso final e inicial,
animais do grupo CT e DSS foram tratados com creme base e os animais do grupo CTCAP e DSSCAP
foram tratados com creme capsaicina a 0,075%. As barras representam a média dos grupos (n =10) e as
linhas verticais o erro padrdo. As andlises estatisticas foram feitas pelo Teste ANOVA two-way, seguido
de pos-teste de Tukey. Barras vazadas azuis indicam grupo ndo tratado com capsaicina e vermelhas
indicam animais tratados com creme capsaicina

CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina

O encurtamento do colon tipico da colite foi observado no grupo DSS. Porém,
esse fato ndo foi observado no grupo DSSCAP que apresentou tamanho semelhante aos
grupos CT, confirmando a instalacdo da colite e o efeito benéfico da capsaicina nos
animais tratados.

A analise da consisténcia e presenca de sangue nas fezes também confirmou a
inducdo da colite e mostrou que o tratamento com capsaicina teve sua eficacia a partir do

5° dia, com melhora da consisténcia e diminuicdo de sangue nas fezes (Figura 19).
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Figura 19. Comprimento do célon e escore clinico

(A) Anélise do comprimento do célon. Apos a eutanasia e excisdo dos intestinos, o comprimento do c6lon
foi mensurado por medicdo através de uma régua graduada. B) Imagens fotogréficas do colon de animal
CT, DSS e DSSCAP (C) Gréfico de analise do escore clinico, referente & pontuacéo de fezes. Dois
parametros foram avaliados, consisténcia das fezes e a presenga de sangue nas fezes ou sangramento retal
diariamente durante o periodo experimental. As barras representam a média dos grupos (n =10) e as linhas
verticais o erro padrdo. Barras vazadas azuis indicam grupo ndo tratado com capsaicina e vermelhas
indicam animais tratados com creme capsaicina. As analises estatisticas foram feitas pelo Teste ANOVA
two-way, seguido de pos-teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenca estatistica p <0,05.

CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina

Apesar dos dados de infiltrado de neutréfilos (quantificado de forma indireta por
MPO) nao mostrarem diferencas, o escore histopatoldgico indica melhora dos parametros

inflamatorios com o uso do creme CAP (Figura 20).
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Figura 20. Avaliacdo do escore histopatoldgico e de MPO.
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(A) Avaliacdo do escore histopatoldgico do tecido colonico. (B) Quantificagdo de MPO no colon. (C)
Fotomicrografia do tecido colonico corado por HE. CC indica células caliciformes; setas pretas indicam
infiltrado celular (aumento 200x). As barras representam a média dos grupos (n =5) e as linhas verticais
0 erro padrdo. Barras vazadas azuis indicam grupo néo tratado com capsaicina e vermelhas indicam
animais tratados com creme CAP As analises estatisticas foram feitas pelo Teste ANOVA two-way, seguido
de pés-teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenca estatistica p <0,05.

CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina

6.3 Biodistribuicdo da capsaicina

Nosso proximo passo foi entender como o creme de capsaicina, aplicado no dorso
do animal resultaria em melhora em uma inflamacdo no célon. Para tanto analisamos a
cinética da absorcéo e distribuicdo da capsaicina por radiomarcacdo com tecnécio 2h e 4h
apos a aplicacdo tdpica. A analise da biodistribuicdo mostrou que a capsaicina
administrada no dorso foi encontrada predominantemente no intestino delgado e célon,

tanto em grupo CTCAP quanto no grupo DSSCAP (Fig. 21).
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Figura 21. Avaliacdo da biodistribuicdo da capsaicina.

Foram feitas analises nos grupos CTCAP (n=8) e grupo DSSCAP (n=8). As barras representam a média
dos grupos e 0s pontos representam o nimero de animais, as linhas verticais o erro padrdo. As analises
estatisticas foram feitas pelo Teste ANOVA one-way, seguido de pds-teste de Tukey. Letras diferentes
representam diferenca estatistica p <0,05. A e B — Grupo CTCAP 2h e 4h respectivamente. C e D — Grupo
DSSCAP 2h e 4h respectivamente.

Os dados mostram também que a radioatividade em 2h foi maior no grupo CTCAP
comparado ao DSSCAP.

Para confirmar esses dados e a estabilidade da marcacio da capsaicina com *°"Tc-
Cap, analisamos as imagens cintilograficas dos animais in vivo em decubito dorso-

ventral. As imagens corroboram os resultados da biodistribuicdo que ndo mostraram
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radioatividade na regido da tireoide, comprovando a estabilidade da radiomarcacao

(Figura 22 e 23).

Figura 22. Imagens cintilograficas in vivo obtidas em gama camara (Nucleine TM TH
22, Hungria)

(A) Figura esquematica representando a disposi¢do do animal vivo em decubito dorso-ventral, usado para
a realizacdo das imagens. (B e C) Imagens cintilogréaficas dos grupos CTCAP (B) e DSSCAP (C) obtidas
na gama camara realizadas 4h ap6s a aplicagéo de 99™Tc-Cap (n=3).

DSSCAP DSSCAP | DSSCAP

o5

¢

Figura 23. Imagens cintilograficas in vivo obtidas em gama camara (Nucleine TM TH
22, Hungria)

(A, B, C) Grupo CTCAP (D, E, F) Grupo DSSCAP, obtidas ha gama cdmara realizadas 4h ap6s a aplicacdo
de 99mTC-Cap (n=3).

Apbs a eutanasia, confirmamos também a presenca de grande quantidade **™Tc-
Cap no intestino, principalmente dos animais controles, como ja observado na

biodistribuicéo.
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DSSCAP

DSSCAP

Figura 24. Imagem esquematica e Imagens cintilogréficas

(A) Intestino delgado, setas indicam a porcao do ileo (B) intestino grosso de animais CTCAP e DSSCAP,
seta indica a porcao proximal do cdlon. Imagens obtidas em gama camara (Nucleine TM TH 22, Hungria)
apos retirada dos érgaos.

Sabendo do efeito local da capsaicina no intestino, investigamos a influéncia da
capsaicina na funcdo da barreira intestinal, visto que o DSS induz colite através do
rompimento da barreira epitelial e aumento da permeabilidade intestinal (Wirtz et.al.

2007).

6.4 Funcéo da barreira epitelial intestinal

A fim de avaliar os efeitos da capsaicina na barreira epitelial intestinal, analisamos

se a capsaicina poderia melhorar a disfuncao da barreira intestinal observada na colite.
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Evidéncia ultraestrutural de ruptura de juncdes firmes foi observada em modelos
de camundongos com colite (Figura 25 A e B), como abertura apical em células epiteliais
e um comprimento diminuido de juncdes firmes em comparacdo com camundongos de
controle (379 + 28,0 vs. 242,5 + 45,6, p <0,05). Além de ndo haver evidéncias de
alteracdes ultraestruturais, o tratamento com capsaicina foi capaz de prevenir o
rompimento dessas juncGes, mantendo seu comprimento semelhante ao dos animais
controle (379 £ 28,0 vs. 338,5 + 28,0, p <0,05).

A analise qualitativa das microscopias mostrou a preservacdo dos desmossomos

no grupo DSSCAP quando comparado aos grupos controles (Fig.25 C)
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Figura 25. Microscopia eletronica de células epiteliais intestinais mostrando juncGes
firmes

(A) Avaliacdo quantitativa do comprimento de juncdes firmes. As barras representam a média dos grupos
e 0S pontos representam o nimero de animais, as linhas verticais o erro padréo. As andlises estatisticas
foram feitas pelo Teste ANOVA two-way, seguido de pos-teste de Tukey. Letras diferentes representam
diferenca estatistica p <0,05.

(B) Micrografia das células epiteliais, as setas pretas representam o inicio e fim das juncdes de acordo
com o grupo analisado. As analises quantitativas foram feitas em 85 juncdes compactas simples em 274
micrografias eletronicas selecionadas aleatoriamente e mostrando a interagdo célula-célula.

(C) Micrografia das células epiteliais mostrando de forma qualitativa a preservacao de juncdes firmes,
aderentes e desmossomos. As setas amarelas indicam desmossomos preservados nos grupo CT, CTCAP e
DSSCAP

Para quantificar e identificar as proteinas de juncdo firme preservadas no
tratamento com capsaicina fizemos analise das proteinas Ocludina, ZO-1, JAM-A por
imunofluorescéncia e Claudina 2 e 4 por imuno-histoquimica, e obtivemos os resultados

mostrados abaixo.
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Figura 26. Quantificacdo da expressdo de mRNA (A) e proteina (B) Ocludina no célon,

por imunofluorescéncia

As barras representam a média dos grupos (n=5) e os pontos representam o nimero de animais, as linhas
verticais o erro padrdo. As analises estatisticas foram feitas pelo Teste ANOVA two-way, seguido de pés-
teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenca estatistica p <0,05

CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina

A anélise tanto em nivel de mRNA quanto em nivel de proteina mostrou nivel
aumentado de ocludina no grupo DSSCAP (Fig. 26 e 27), indicando que a capsaicina tem

acao de protecdo da barreira, como observado por MET.

Ocludina DAPI

Figura 27. Analise de proteina de juncédo firme por imunofluorescéncia: ocludina (verde)
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Setas indicam expressdo normal da proteina nos grupos controles e no grupo DSSCAP. A barra representa

uma escala de 50 M.
CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. DSS capsaicina

No nosso estudo percebemos que os animais do grupo DSS apresentaram menor
expressdo da ZO-1 e deslocamento para a regido basal da célula (fig. 28 e 29). Ao analisar
a expressdo dessa proteina tanto em nivel de mRNA quanto em nivel proteico o grupo

dos animais DSSCAP apresentou aumento da expressao de ZO-1 quando comparados aos
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grupos DSS, com maior expresséo de mRNA e menor concentracdo de proteina

comparado aos grupos CT e CTCAP.

Figura 28. Quantificagdo da expressdo de mRNA (A) e proteina (B) ZO-1 no colon, por
imunofluorescéncia

As barras representam a média dos grupos (n=5) e 0s pontos representam o nimero de animais, as linhas
verticais o erro padrdo. As analises estatisticas foram feitas pelo Teste ANOVA two-way, seguido de pds-

teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenca estatistica p <0,05.
CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. DSS capsaicina
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Z0-1 DAPI MERGE

CTCAP

DSS

DSSCAP

Figura 29. Quantificacdo da expressdao de mMRNA (A) e proteina (B) ZO-1 no célon, por

imunofluorescéncia

As barras representam a média dos grupos (n=5) e 0s pontos representam o nimero de animais, as linhas
verticais o erro padrdo. As andlises estatisticas foram feitas pelo Teste ANOVA two-way, seguido de pés-
teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenca estatistica p <0,05.

CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina

Em relagcdo a JAM-A, ndo observamos diferencas entre os grupos DSS e DSSCAP
(Fig. 30 e 31). Interessantemente, o grupo CTCAP apresentou niveis menores de JAM-A

comparado ao seu controle.



101

A
JAM-A Colon
2.5
Eﬁ a [ Base
% 2.04 Bl Capsaicina
=
S 151 a ab Interagdo: nio
< Caps: ndo
E 1.0 DSS: sim
=
— b
E 05'
8
0.0 T T
Controle DSS
B
JAM-A Colon

ol

§ 401 a

5 — [ Base
% 30- Bl Capsaicina
S

5 Interagdo: sim
= 201 b Caps: sim
2 DSS: sim
(] C Cc

2 10-

=

wl

: —

= 0 r T

Controle DSS

Figura 30. Quantificacdo da expressdo de mRNA (A) e proteina (B) JAM-A no célon,
por imunofluorescéncia

As barras representam a média dos grupos (n=5) e 0s pontos representam o nimero de animais, as linhas
verticais o erro padrdo. As analises estatisticas foram feitas pelo Teste ANOVA two-way, seguido de pés-
teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenga estatistica p <0,05.

CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. DSS Colite capsaicina
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Figura 31. Analise de proteina de juncdo firme por imunoflurescéncia: JAM-A

(vermelho)
Setas indicam expressao normal da proteina nos grupos controles e no grupo DSSCAP. A barra representa

uma escala de 50.M.
CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina

Ao analisarmos a expressdo de proteinas Claudina, observamos que a capsaicina

modulou a expressdo dessas proteinas.
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Os dados do nosso estudo mostram aumento de Claudina 2 nos animais do grupo

DSS, com ao retorno aos niveis dos grupos controles no grupo (fig. 32 A e C). A Claudina

4, por sua vez, apresentou uma menor expressao em animais com colite induzida por DSS,

que foi também revertida pela administracdo de capsaicina. (Fig.32)
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Figura 32. Quantificacdo da expressao proteina de jungdes firmes no tecido colénico por

imuno-histoquimica: (A) Claudina 2 (B) Claudina 4.

As barras representam a média dos grupos (n=5) e 0s pontos representam o nimero de animais, as linhas
verticais o erro padrdo. As analises estatisticas foram feitas pelo Teste ANOVA two-way, seguido de pés-
teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenga estatistica p < 0,05. Imuno-histoquimica da
proteina de jungdo aderente: (C) Claudina 2. (D) Claudina 4. A barra representa uma escala de 50 M.
CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina

6.5 Resposta inflamatdria e imune

Analisamos as citocinas pro-inflamatorias IL-6, TNF, IL1-B e IFNy e todas
estavam aumentadas nos grupos DSS, tratados ou ndo com capsaicina. Em relacdo a
citocina anti-inflamatérias TGF-, ndo observamos diferenca entre os grupos. Porém, 0s
grupos que receberam capsaicina CTCAP e DSSCAP apresentam maior concentracédo de
IL-10 comparado seus respectivos controles.

Avaliamos também citocinas com papel fundamental em colite, IL-23 e IL-17. Os
niveis de IL-23 se mostraram aumentados nos grupos DSS. Interessantemente, 0s niveis

de IL-17 se mostraram aumentados nos grupos DSS e DSSCAP e no grupo CTCAP.
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Figura 33. Quantificacdo de citocinas pré-inflamatorias e anti-inflamatérias com papel
na patogénese da colite experimental

As barras representam a média dos grupos (n=5) e 0s pontos representam o nimero de animais, as linhas
verticais o erro padrao. As andlises estatisticas foram feitas pelo Teste ANOVA two-way, seguido de pés-

teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenga estatistica p <0,05.
CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina
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A seguir, objetivamos entender como o creme de capsaicina modularia, a
distancia, a resposta inflamatoria relacionada a colite. Estudamos o escore inflamatorio
da pele do local da aplicacéo, dos linfonodos cervicais (local de drenagem do dorso do
animal), assim como o baco e linfonodos cecais.

A andlise histopatolégica da pele no local da aplicacdo evidenciou infiltrado

inflamatorio naqueles que receberam capsaicina (Fig. 34)
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Figura 34. Avaliacdo do escore histopatologico da pele do dorso

(A) Avaliacao do escore histopatologico da pele do dorso. As barras representam a média dos grupos (n
=5) e as linhas verticais o erro padrdo. Barras vazadas azuis indicam grupo ndo tratado com capsaicina
e vermelhas indicam animais tratados com creme capsaicina. As analises estatisticas foram feitas pelo
Teste ANOVA two-way, seguido de pds-teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenca estatistica

p <0,05 (B) Fotomicrografia da pele do dorso corado por HE. Setas pretas indicam infiltrado celular
(aumento 100x).

CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina
Embora esses linfocitos tenham sido mais frequentes nos grupos DSS no

linfonodo cervical (fig. 35) e no baco (fig. 36), ndo foram vistas diferenca quando a

capsaicina foi administrada.
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Figura 35. Frequéncia de linfécitos T CD4" LAP* (A), T CD4" Foxp3* (B) e T CD4*
RORyt* (C) no linfonodo cervical.

As barras representam a média dos grupos (n=5) e 0s pontos representam o nimero de animais, as linhas
verticais o erro padrdo. As analises estatisticas foram feitas pelo Teste ANOVA two-way, seguido de pés-
teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenga estatistica p <0,05.

CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina
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Figura 36. Frequéncia de linfécitos T CD4" LAP* (A), T CD4" Foxp3* (B) e T CD4"
RORyt* (C) no bago

As barras representam a média dos grupos (n=5) e 0s pontos representam o nimero de animais, as linhas
verticais o erro padrdo. As andlises estatisticas foram feitas pelo Teste ANOVA 2-way, seguido de pds-
teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenca estatistica p <0,05.

CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina
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Quando os linfonodos cecais, que drenam o colon, foram analisados encontramos

um aumento de todos os subtipos analisados nos grupos DSS comparado aos controles.

administracdo da capsaicina reduziu a frequéncia, em niveis até mais baixos do que os

vistos nos animais controles (Fig. 37).
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Figura 37. Frequéncia de linfocitos T CD4" LAP* (A), T CD4" Foxp3" (B) e T CD4"

RORyt* (C) no linfonodo cecal

As barras representam a média dos grupos (n=5) e 0s pontos representam o nimero de animais, as linhas
verticais o erro padrdo. As analises estatisticas foram feitas pelo Teste ANOVA one-way, seguido de pés-
teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenca estatistica p <0,05.

CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina
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6.6 Avaliacdo indireta do perfil da microbiota intestinal

6.6.1 Determinacao de &cidos graxos de cadeia curta
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As figuras 38 e 39 mostram os cromatogramas do padrdo de AGCC e os

representativos de cada grupo.
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Figura 38. Cromatograma de AGCC e os tempos de retengéo
17,193 min (acetato), 20,299 (propionato) e 24,808 (butirato) estdo destacados pelas setas. O tempo total
da anélise foi de 50 minutos. A concentragdo corresponde a 125uM.
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Figura 39. Cromatograma representativo de AGCC do contetdo cecal
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Os resultados mostram uma mudanca significativa no padrdo de AGCC. No grupo
colite houve um aumento na producéo de acetato e uma reducédo quase total de propionato
e butirato. Entretanto, nos animais com colite tratados com capsaicina, houve um perfil
mais semelhante aos animais sem colite, com reducdo do acetato e aumento de butirato
(Fig. 39). Interessantemente, animais do grupo CTCAP apresentaram uma concentracao

menor de butirato em relacédo aos seus controles.
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Concentracdao de butirato
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Foram coletados os cecos (n=5) e avaliados por HPLC. (A) Gréafico representativo da concentragdo de
acetato; (B) Gréfico representativo da concentracdo de propionato; (C) Grafico representativo da
concentracao de butirato. As barras representam a média dos grupos (n=5) e 0s pontos representam o
namero de animais, as linhas verticais o erro padrdo. As andlises estatisticas foram feitas pelo Teste
ANOVA two-way, seguido de pos-teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenga estatistica p <
0,05.

CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina

6.6.2 Quantificacdo de IgA sérica
Um outro fator indicativo de uma comunidade bacteriana saudavel é a producdo de
imunoglobulina A (IgA). Nossos resultados mostram um aumento de niveis de IgA em

animais do grupo DSSCAP em relac¢do aos demais grupos (Fig. 41).
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Figura 41. Quantificacdo de IgA sérica das fezes

As barras representam a média dos grupos (n=5) e 0s pontos representam o nimero de animais, as linhas
verticais o erro padrdo. As analises estatisticas foram feitas pelo Teste ANOVA two-way, seguido de pds-
teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenca estatistica p <0,05.

CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina

6.7 Anélise da expressdo de TRPV1 e PPARy

A fim de investigar se os efeitos observados por acdo da capsaicina séo mediados por
TRPV1, fizemos analise da expressio de TRPV1 no tecido colénico por

imunofluorescéncia.

TRPV1- Célon

2

g 2009
32 [ Base
s b
e Bl cCapsaicina
@ 1501 b P
o
©
° Interacdo: nédo
= 100 Caps: sim
S DSS: nao
(5]
= 504 a
= a
@
oy
3
c 0 T T
Controle DSS

Figura 42. Quantificacdo da expressdo proteina TRPV1 no célon por
imunofluorescéncia.

As barras representam a média dos grupos (n=5) e 0s pontos representam o nimero de animais, as linhas
verticais o erro padrdo. As andlises estatisticas foram feitas pelo Teste ANOVA two-way, seguido de pés-
teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenga estatistica p <0,05.

CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina
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Figura 43. Analise de proteina TRPVI no colon por imunoflurescéncia(verde)

Setas indicam expressdo da proteina nos grupos CTCAP e DSSCAP. A barra representa uma escala de
50uM.

CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina

Os resultados mostram que 0s grupos que tratados com creme capsaicina no dorso,

apresentavam aumento dos receptores TRPV1 no intestino.
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Fizemos também a analise da expressdo de PPARy por imunofluorescéncia (Fig. 44),
ndo encontramos diferenca significativa entre os grupos em relacdo a expressao da

proteina

PPARYy - Cdlon

2

[ Base
Il capsaicina

Interacdo: sim
Caps: sim
DSS: sim

0 T T
Controle DSS

Intensidade de fluorescéncia/um
S
L

Figura 44. Quantificacio da expressdo proteina PPARg no cdlon por

imunofluorescéncia.

As barras representam a média dos grupos (n=5) e 0s pontos representam o nimero de animais, as linhas
verticais o erro padrdo. As andlises estatisticas foram feitas pelo Teste ANOVA 2-way, seguido de pés-
teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenga estatistica p <0,05.

CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina
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PPARy DAPI MERGE
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Figura 45. Analise de proteina PPARg no c6lon por imunoflurescéncia (verde)
Setas indicam expressao da proteina nos grupos CTCAP e DSSCAP. A barra representa uma escala de

50uM.
CT. Controle — CTCAP. Controle capsaicina — DSS. Colite — DSSCAP. Colite capsaicina
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7 DISCUSSAO

Nosso objetivo nesse estudo foi avaliar se 0 uso topico de capsaicina poderia trazer
beneficios em casos de colite experimental, observando principalmente paradmetros
clinicos, inflamatorios e da barreira intestinal. Também tentamos compreender como a

capsaicina aplicada em um local distante da inflamacao poderia ter efeitos benéficos.

Estudos sobre a administragéo de capsaicina em colite experimental sdo bastante
escassos na literatura. Goso et.al (1993), utilizando modelo de colite aguda induzida por
acido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) mostraram que as ulceracdes vistas 1 hora ap6s
a sua administracdo foram minimizadas quando foi administrado concomitantemente com
capsaicina (Goso et.al. 1993). Entretanto, nosso estudo mostra, pela primeira vez, que a
capsaicina, aplicada em um local distal ao 6rgdo alvo é capaz de diminuir a intensidade
da colite. Isso pode levar, caso os resultados sejam reproduzidos clinicamente, ao

potencial uso de capsaicina como um adjuvante no tratamento da colite.

Na colite induzida por DSS a perda de peso, sangue nas fezes e encurtamento do
colon sdo sinais classicos da doenca (Greuter ; Vavricka 2019). A faixa de dosagem ideal
de DSS em camundongos C57/BL6 varia de 1,5% a 3,0%, a dosagem € determinante para
a gravidade da colite (Wirtz et.al. 2007). No nosso estudo utilizamos a menor dosagem
(1,5%) ja& que nosso objetivo foi causar uma colite leve a moderada para melhor

evidenciar os efeitos da capsaicina topica em relacdo aos parametros avaliados.

Conseguimos detectar os principais sintomas relacionados a inducgéo da colite por
DSS (perda de peso, encurtamento do colon, alteracdo da consisténcia e presenca de
sangue nas fezes) nos grupos DSS, o que confirma a inducéo da colite. Ao mesmo tempo
o efeito benéfico da capsaicina na melhora desses parametros péde ser observado no

grupo DSSCAP (Fig. 18 e 19).
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No modelo de colite induzida por DSS, ha uma perda do muco (que funciona
como primeira defesa fisica do intestino) e disfuncionalidade do complexo juncional.
Nesse modelo, as alteracGes histoldgicas sdo caracterizadas por esgotamento de mucina
e células caliciformes, erosdo epitelial e ulceracdo, além de migracéo de neutrofilos para
a lamina propria e submucosa (Wirtz et.al. 2007), efeito também observado em nosso
estudo pela avaliacdo histologica. O tratamento com capsaicina reduz completamente
essa disfuncionalidade, ao compararmos o grupo DSS com o DSSCAP ficou evidenciada
menor inflamacédo e preservacdo de células caliciformes no grupo colite tratado com
capsaicina (Fig.20).

Com relacdo ao infiltrado de neutrofilos ndo encontramos diferencas no grupo
DSSCAP, como sugerido indiretamente pelos niveis da enzima mieloperoxidase (MPO)
(fig.20). A MPO é uma enzima abundante em neutréfilos, com acdo bactericida. Embora
o papel dos neutrofilos em DIl esteja ligado principalmente a resposta inflamatdria, um
papel protetor da MPO na mucosa intestinal foi também relatado (Chami et.al. 2018). De
fato, o comprometimento da funcionalidade dos neutrofilos pode limitar a resposta a
patdgenos e gerar uma resposta inflamatéria cronica. No estudo de Kuhl et.al (2007),
camundongos que tiveram esgotamento de leucdcitos polimorfonucleares (PMN)
apresentaram maior translocacdo bacteriana e colite, sugerindo que neutréfilos e MPO
atuam no controle de patdgenos (Kuhl et.al. 2007; Conway et.al. 2012). O fato de a
capsaicina ndo interferir nesse parametro pode ser benéfico na resposta a patdgenos. Outra
explicacdo é que, pelo fato de termos induzido uma colite moderada e de répida duracao,
nossos resultados ndo mostram uma influéncia da capsaicina na funcéo ou infiltragdo de
neutréfilos-MPO.

Uma vez que os efeitos benéficos da capsaicina foram confirmados clinicamente,

nos perguntamos se o efeito da capsaicina administrada topicamente, ocorreria de forma



120

direta (pelo efeito da capsaicina diretamente no colén) ou indiretamente, pela ativacao,
em nivel sistémico, de mecanismos regulatorios da resposta imune. Analisando a
biodistribuicao da capsaicina marcada com tecnécio aplicada no dorso vimos que a maior
parte da CAP se encontrava nos intestinos, sugerindo um efeito direto e local (no colon).
Corroborando essa hipotese, também vimos a maior expressdo de receptores TRPV1,
ativados pela capsaicina, no célon de animais DSSCAP e CTCAP (Fig. 42 e 43),
sugerindo a presenca da capsaicina no colon para estimular a expressao de TRPV1. A
auséncia de diferencas nos diversos tipos de célula T medidos pela citometria de fluxo no
linfonodos cervicais (local de drenagem da pele onde a capsaicina foi aplicada) corrobora
um efeito direto, pois seria de se esperar alguma diferenca nesses parametros no caso de
uma imunomodulacao sistémica.

Interessantemente, o efeito da capsaicina tdpica parece ser melhor do que da
capsaicina administrada por via oral. Nossos estudos preliminares avaliando o uso de
capsaicina oral nesse mesmo modelo de colite (dados ndo publicados) e em mucosite
(Lopes et.al, 2016) e em modelo murino de alergia alimentar (Alvarez-Leite et. al 2018)
mostraram uma piora nos parametros clinicos e histopatoldgicos dos animais em estudo.
Esse fato pode ser explicado devido a oxidacdo da capsaicina no estbmago e ao
metabolismo do fitoquimico pelo figado, diminuindo a sua biodisponibilidade para o
intestino quando dado por via oral (Rollyson et.al. 2014).

O’Neil et.al., (2012) e Liu et.al., (2020) citam que a atividade farmacoldgica da
capsaicina depende de fatores como a dose, rota de administracdo e sua concentragdo em
tecidos alvo, sendo esse ultimo um dos fatores mais importantes para sua eficacia. A
administracdo local da capsaicina tem sido relacionada com melhora de processos
inflamatorios (McCarty, DiNicolantonio; O’Keefe 2015). Estudos com emulsdes e

micelas para transporte da capsaicina mostraram a maior eficacia do nutracéutico
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relacionado ao alcance em orgaos alvo quando administrados por essas vias (M. Lu et.al.
2020). A aplicacdo do creme de capsaicina na pele parece ser eficaz devido ao fato de
sua metabolizacdo acontecer de forma lenta e sustentada. O transporte da capsaicina
ocorre seguindo a cinética de primeira ordem através da barreira cutanea (Y. Y. Wang
et.al. 2001) através da circulacao sistémica e sem metabolizacao pelas enzimas P450 no
figado como ocorre na administracdo oral, a capsaicina alcancaria o 6rgdo alvo, o
intestino, e exerceria seus efeito anti-inflamatorios diretamente.

A integridade da mucosa intestinal é vital na prevencdo de colite. (Geremia;
Arancibia-Carcamo 2017; Tatiya-Aphiradee, Chatuphonprasert; Jarukamjorn 2019;
Chami et.al. 2018).

As interacdes entre células adjacentes sdo feitas por juncées firmes (TJ), juncbes
aderentes (TA) e desmossomos, formando o complexo juncional. Esse complexo auxilia
na estabilidade mecénica da célula na homeostase tecidual e funciona como barreira de
protecdo. Em camundongos, a colite induzida por DSS leva a diminuicdo da expresséo de
proteinas que compdem esse complexo (Marchiando, Graham, ; Turner 2010; Yan Cheng
; Mruk 2012; Wirtz et.al. 2007). A juncdes firmes sdo formadas por varias proteinas,
incluindo a Ocludina, ZO-1, Claudinas e moléculas de adesdo juncional (JAM) (Mees
et.al. 2009). Analisamos o efeito da capsaicina na funcdo da barreira intestinal por MET
e observamos que o grupo DSS apresentou uma destruicdo parcial das TJ e de
desmossomos, sugerindo um aumento da permeabilidade intestinal nesses animais. 1sso
parece ter sido corrigido com o uso de capsaicina, demonstrando um efeito protetor da
funcdo da barreira epitelial. Com o objetivo de avaliar quais das proteinas da TJ foram
preservadas por tratamento da capsaicina, analisamos por imunofluorescéncia e imuno-
histoquimica a expressdo dessas proteinas. A Ocludina participa na manutencdo da

barreira entre as por¢des apicais e laterais das células (Mees et.al. 2009) . A analise tanto
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em nivel de mRNA quanto em nivel de proteinas mostrou 0 aumento de ocludina no grupo
DSSCAP, indicando que a capsaicina teve uma acdo de protecdo da barreira, como
observado por MET.

Uma das primeiras mudancas ocorridas na colite induzida por DSS é reducéo da
Z0-1 e o seu deslocamento da posi¢éo habitual na membrana celular (Mees et.al. 2009).
No nosso estudo, animais do grupo DSS apresentaram menor expressdo da ZO-1 e
deslocamento para a regido basal da célula, o que corrobora com o que foi encontrado no
estudo de Poritz (2011) que concluiu que a perda de ZO-1 estava relacionada ao
desenvolvimento de inflamacdo intestinal devido ao aumento da permeabilidade em
animais tratados com DSS (Poritz et.al. 2011). No grupo DSSCAP houve um aumento da
expressdo de ZO-1 levando a recuperacdo da proteina para niveis vistos nos grupos
controles (CT e CTCAP).

As JAMs por si s6 ndao formam um filamento de oclusdo, mas estdo associadas as
claudinas (Laukoetter et.al. 2007). A JAM-A atua na regulacdo da permeabilidade
epitelial, inflamacéo e proliferacdo celular (Kakogiannos et.al. 2020). A deficiéncia de
JAM-A resulta no aumento da inflamacdo do célon. No presente estudo observamos uma
reducdo de JAM-A nos grupos colites em relacdo aos controles. Além disso, 0 grupo
CTCAP também apresentou reducdo em JAM-A, em relacdo ao CT, mas ainda
significativamente maior que os grupos DSS. Entretanto, a amplificacdo do mRNA de
JAM-A mostrou-se reduzida no grupo colite, 0 que sugere ndo haver uma compensagéo
da perda de proteina. J& nos grupos CAP h& um aumento na expressdo em relacdo aos
seus controles, indicando uma tendéncia ao aumento da proteina.

AlteragOes na expressdo de Claudinas resulta em desfechos como mudancas da
resposta imune, disfungéo da barreira com aumento da permeabilidade em casos de colite

induzida por DSS (Bhat et.al. 2019; Erakovi¢ Haber et.al. 2015). Ao analisarmos a
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expressao de proteinas Claudina, observamos que a capsaicina afetou sua expressdo. A
Claudina 2 forma canais que regulam a permeabilidade de TJ a agua e ions e a perda de
JAM-A esta associada ao aumento da expressdo de Claudina 2. A expressao dessa
proteina é ativada por citocinas inflamatorias (Venugopal, Anwer, ; Szaszi 2019), e esta
aumentada em camundongos DSS, configurando mecanismo compensatério para ajudar
a manter a integridade do complexo TJ (Prasad et.al. 2005). Esse aumento da expressdo
de Claudina 2 atua como mecanismo de protecdo por induzir canais seletivos de cations
de juncdes firmes do epitélio, aumentando a permeabilidade paracelular de Na?* e agua
(Tsai et.al. 2017). Os dados do nosso estudo mostram um aumento da expressao dessa
proteina em animais do grupo DSS, sugerindo uma tentativa de controle a diarreia e perda
de &gua. Seus niveis estdo reduzidos nos animais DSSCAP, uma vez que a inflamacéo e
diarreia foram menores nesse grupo.

Por outro lado, a Claudina 4 tem uma menor expressdo em animais com colite
induzida por DSS (Prasad et.al. 2005), quando ocorre diminui¢do de sua expressdo ou
redistribuicdo. Em c6lon normal essas proteinas sdo encontradas na regido basolateral e
superficial do epitélio (Mees et.al. 2009). Na doenca, essas proteinas se concentram longe
das regides juncionais (Garcia-Hernandez, Quiros, ; Nusrat 2017; Prasad et.al. 2005).

Nossos resultados mostram uma expressdo diminuida no grupo DSS, com
auséncia da marcacgdo nas regides basolaterais, um efeito ndo observado em DSSCAP,
onde essa expressao se mostra restabelecida. Esses efeitos parecem ser a consequéncia da
melhora da colite induzida pela aplicacdo topica de capsaicina. Todos esses resultados
nos levam a inferir que, associada a preservacédo de outras proteinas como Ocludina e ZO-
1, a capsaicina tem um efeito protetor da fungéo da barreira epitelial.

A desregulacdo das proteinas TJ e consequente disfungdo da barreira causam

aumento da permeabilidade e diminuicdo da resisténcia transespitelial e,
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consequentemente, o aumento da secre¢do de citocinas pro-inflamatdrias e desregulagéo
da resposta imune (Neurath 2014).

IL-1p e IL-6 apresentam correlacdo positiva com marcadores de dano da mucosa
intestinal. Essas citocinas induzem a morte celular mediada por toxicidade e ambas estdo
envolvidas com atividade de neutrofilos e macréfagos (Sanchez-Mufioz, Dominguez-
Lopez, Yamamoto-Furusho 2008). A IL-6 ativa células alvo, incluindo células dendriticas
e macrofagos e estd aumentada em colite, assim como TNF e IL-1p (Neurath 2014).
Analisamos tais citocinas e essas estdo aumentadas nos grupos DSS, tratados ou ndo com
capsaicina. Porém esse pode ser um mecanismo de defesa, uma vez que a IL-6 tem
também uma funcdo homeostatica de expansdo e proliferacdo de células epiteliais
intestinais e IL-1pB influencia a ativacdo de célula linfoide inata tipo 3 (ILC3), célula
responsiva a IL-23 e indutora de citocinas IL-22 e IL-17A que esta envolvida na
eliminacdo de patdgenos extracelulares (Geremia ; Arancibia-Carcamo 2017).

As células apresentadoras de antigenos (APCs), como células dendriticas e
macrofagos, também produzem citocina IFN-y. As bactérias intestinais em contato com
a lamina prépria induzem essas celulas a secretarem essa citocina, porém esse € um
achado mais comum em Doenca de Crohn em comparagdo com a colite (Neurath 2014;
Fengming ; Jianbing 2014). Como esperavamos, ndo encontramos diferenca entre 0s
grupos analisados nesse em estudo em relacéo ao IFN-y.

Inibir citocinas pro-inflamatdrias resulta na diminuigdo dos sinais clinicos, mas
néo representa resolugéo de inflamacéo propriamente dita. Como podemos observar, as
citocinas, as principais envolvidas na patogénese da colite, apresentaram-se aumentadas
no grupo DSSCAP em relacdo ao controle e em niveis semelhantes ao grupo DSS, com a

excecdo de IL17.
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A capsaicina € descrita na literatura por estimular a secrecéo de IL-10, o que lhe
confere seu efeito anti-inflamatério (Tordesillas et.al. 2018). O aumento de IL-10
associado a manutencdo de secre¢do de citocinas TNF, IL-6 e IL1-B; isso nos leva a
inferir que a capsaicina tem um efeito anti-inflamatério na mucosa intestinal, sem
interferir em mecanismos de defesa para eliminacdo de patdgenos. Esse efeito associado
a manutencéo de proteinas de juncdo e melhora dos sinais da colite no grupo DSSCAP,
sugere gque a capsaicina tem um papel regulador da inflamacéo, podendo induzir resolucéo
da inflamacéo pelo aumento de IL10.

As citocinas 1L-23 e IL-17, citocinas que tém um papel fundamental em colite e
diferenciacdo e expansdo de células T. A citocina IL-23 expande células Thl7 e é
secretada por células dendriticas (CD) e macrdfagos por indugdo de IL-6 e TGFp (T.
Kobayashi et.al. 2008). O papel da IL-17 é ainda bem controverso em colite. Alguns
estudos sugerem uma resposta inflamatoria, outros mostram que o bloqueio desse citocina
exacerba a colite (Ito et.al. 2008; Kayama ; Takeda 2012; Z. Zhang et.al. 2006; Ogawa
et.al. 2004; L. Wang et.al. 2009; He et.al. 2010). De fato € bem estabelecido que I1L-17
estd aumentada em colite induzida por DSS na fase cronica, levando ao esgotamento de
mucina e de células caliciformes, seguido de disfuncdo da barreira (Geremia et.al. 2011).

Um estudo de Tachibama (2020) em que avaliaram a colite em animais nocaute
para IL-10 que desenvolvem espontaneamente a colite, com ablagdo de IL-17A tiveram
uma colite exacerbada, com perda de massa corporal e encurtamento de cdlon
consideravel e um perfil histolégico caracterizado por hiperplasia, infiltrado celular e
ulceracdo grave, sugerindo que a IL-17A tem um importancia no retardo ou inicio da
colite em animais nocaute para IL-10 (Tachibana et.al. 2020).

Como esperado, em nossos experimentos, 0s niveis de IL-23 nos grupos DSS se

mostraram aumentados em rela¢do aos grupos controles. A 1L-23 est associada com a
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colite e tem como uma de suas funcdes diferenciacio e expansdo células Thl7. E
interessante notar que os niveis de IL-17 se mostraram aumentados tanto no grupo
DSSCAP quanto no grupo controle (CTCAP). Como IL-17 é crucial no combate a micro-
organismos extracelulares, esse resultado pode indicar um efeito antimicrobiano da
capsaicina, ja descrito largamente na literatura. Mais estudos sdo necessarios para
elucidar esse efeito (Cowan 1999; Chatterjee et.al. 2010; Kalia et.al. 2012; Jiazhang Qiu
et.al. 2012; Y. Zhou et.al. 2014; Marini et.al. 2015).

Por ser a pele um 6rgdo imune muito ativo, Dunkin et.al (2017) testaram a
hipétese de que a pele poderia induzir ativacdo de células efetoras e imunidade
tolerogénica, um processo denominado tolerancia epicutanea (TE), em que um antigeno
distal pode levar a supressdo da inflamacéo e prevencao da progressdo das doencas em
modelos pré-clinicos (Dunkin et.al. 2017; Lucie Mondoulet et.al. 2011; L. Mondoulet
et.al. 2010; Van Kampen et.al. 2005). Essa hipotese foi confirmada por Dunkin et.al,
(2017), que observaram aumento da expressao de mRNA de Foxp3 e TGFp e redugio de
TNF e IL-17A no colon inflamado aplicando modelo de TE em camundongos com colite.
Nesse processo, células de Langerhans capturam antigenos e migram para o linfonodo,
estimulando células Treg LAP*, mostrando uma comunicacdo entre células do sistema
imune no intestino por inducdo de tolerancia imunoldgica em local distal, suprimindo a
doenca inflamatdria intestinal (Dunkin et.al. 2017; Tordesillas et.al. 2018). Embora ja
tivéssemos observado um efeito direto da capsaicina no célon como citado acima, a
capsaicina poderia também atuar indiretamente regulando a inflamacéo a distancia por
um processo de TE. Avaliamos o perfil histopatolégico da pele, a fim de verificar
infiltrado inflamatdrio e observamos um escore inflamatorio aumentado nos grupos
recebendo capsaicina, tanto controle, quanto no grupo DSS. Interessantemente,

observamos nos linfonodos cervicais aumento da populacéo de células T CD4" RORyt, T
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CD4* LAP e T CD4" Foxp3 nos grupos DSS, que nao foi influenciado pela aplicacdo da
capsaicina. No baco ndo foram encontradas diferencas entre os 4 grupos. Apenas no
linfonodo cecal foram vistas diferencas entre os grupos DSS e DSSCAP, mostrando uma
reducdo dos 3 marcadores nos grupos tratados com capsaicina. Esses dados em conjunto
sugerem que os efeitos da capsaicina ndo estdo relacionados a TE. Acreditamos que 0
aumento do escore inflamatorio da pele dos animais com uso da capsaicina esta no fato
da aplicacdo continuada do creme de capsaicina ter efeito irritante na pele.

Alteracbes na biodiversidade da microbiota intestinal induzem respostas imunes
no intestino contribuindo para a lesdo do epitélio da mucosa intestinal (Chami et.al.
2018). A microbiota aumenta a frequéncia de células Treg Foxp3 na lamina propria, 30 a
40% de células reguladoras expressam RORyt que sdo dependentes da microbiota,
favorecendo a inducdo dessas células e protecdo da inflamacdo provocada pela colite

(Sartor 2008).

Por ter a microbiota uma funcdo de protecdo da lamina propria, avaliamos a
concentracdo de seus produtos de fermentacéo, os acidos graxos de cadeia curta (AGCC).
Os principais AGCC sdo acetato, propionato e butirato, produzidos pela fermentacédo
bacteriana de fibras e carboidratos ndo digeridos no intestino.

Os AGCC sdo capazes de reduzir a producdo de mediadores pré-inflamatérios e
atuam na reducdo da inflamac&o. Nossos resultados mostram que a concentragdo dos 3
AGCC apresentam uma tendéncia de retorno aos niveis de animais controle, sugerindo
uma reversdo parcial da disbiose pela aplicagdo do creme de capsaicina.

O butirato é o combustivel preferencial do colonécito, sendo seu principal agente
trofico. Parece promover a expressdo de Foxp3 e secrecdo de IL-10, levando ao
desenvolvimento de células T reguladoras (Tregs), exercendo assim, um efeito anti-

inflamatorio no célon (Kelly et.al. 2015). O aumento da concentracao de butirato no célon
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dos animais tratados com capsaicina em comparacao ao grupo DSS esta em concordancia
com a melhora da colite nesses animais e melhora da barreira intestinal.

Bactérias butirogénicas contribuem para a homeostase intestinal e estdo envolvidas
na plasticidade de células Th1l7 que, ocasionalmente, expressam Foxp3 para manter a
supressdo de células imunes no estado homeostatico do intestino. A IL-17, citocina
produzida por essas células, é essencial para expulsdo de patdgenos e, como Visto
anteriormente, é influenciada por acéo da capsaicina.

Reducdo de bactérias produtoras de butirato reduz células Tregs e exacerba a
inflamacédo col6nica (Kumar et.al. 2020), como observado no grupo DSS. Os AGCC
promovem expansdo de células Foxp3 e induz liberacdo de IL-10 por células dendriticas
e expande células Tregs e atenuam respostas inflamatdrias de neutrofilos. Além disso,
essas bactérias estimulam a expressdo de peptideos antimicrobianos e mucinas, mantendo
a saude intestinal (F. Wang et.al. 2020), efeitos esses observados até aqui pelo uso topico
da capsaicina, levando-nos a inferir que a capsaicina tem efeitos imunomodulat6rios em
modelo de colite experimental induzida por DSS.

Uma fracdo significativa da microbiota intestinal é revestida por Imunoglobulina A
(IgA). A IgA reconhece bactérias que conduzem a doencas como as causadas por
Clostridium e B.fragilis, direcionando sua eliminacgdo e impedindo o desenvolvimento da
doencga intestinal (Van Der Waaij et.al. 2004; Suzuki et.al. 2004). Juntamente com a
camada de muco, barreira celular epitelial (juncdes firmes) e peptideos antimicrobianos
compde a protecdo da lamina propria, servindo como primeira linha de defesa contra
patdgenos. Além disso, IgA secretéria molda e diversifica a microbiota intestinal
(Breedveld ; Van Egmond 2019; Rogier et.al. 2014; Johansen ; Kaetzel 2011; Van Der

Waaij et.al. 2004).
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Nossos resultados mostram um aumento de niveis de IgA em animais tratados com
a capsaicina. Em conjunto esses resultados mostram que a capsaicina € capaz de modular
a microbiota, o que, consequentemente, melhora a funcao de barreira e atua na resolugéo
da inflamacéo. (Lakes, Richards, ; Flythe 2020).

A capsaicina atua na microbiota aumentando essa relacdo de forma dependente ou
independente de TRPV1. A ativacdo de TRPV1 pela capsaicina promove excitabilidade
de neur6nios intestinais, induzindo liberacdo de neuropeptideos, substancia P (SP) e
peptideo semelhante ao gene da calcitonina (CGRP), que sdo moduladores da microbiota
(Utsumi et.al. 2018). A ligacdo de TRPV1 esta intrincada com o principal efeito da
capsaicina na microbiota intestinal, sendo o intestino altamente inervado por diferentes
nervos sensoriais que expressam TRPV1. Portanto, esse receptor tem importante papel na
regulacdo da funcdo intestinal, modificando as condicGes inflamatorias e imunoldgicas
no ambiente intestinal (Kumar et.al. 2020). Além disso, TRPV1 é essencial para producao
de mucina e para a preservacdo de uma populacdo bacteriana saudavel (Rosca et.al. 2020;
Tsuji ; Aono 2012; Kumar et.al. 2020).

Como falado anteriormente, nossos resultados sugerem sinalizacdo de TRPV1 nos
grupos que receberam o creme capsaicina, indicando que os efeitos moduladores da
capsaicina sdo, pelo menos parcialmente, dependentes de TRPV 1. Investigamos também
a expressdo de PPARy no tecido colénico por imunofluorescéncia e ndo observamos
associacdo desse fator de transcricdo com o efeito anti-inflamatorio da capsaicina.

Devido a recomendacéo de profissionais de satde em desencorajar pacientes com
RCU a utilizar compostos derivados de pimentas, e a busca da comunidade cientifica em
desenvolver tratamentos alternativos a partir de aditivos alimentares e a pesquisas

anteriores em nosso grupo sugerindo efeitos beneficios na mucosa intestinal (em
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mucosite) e alergia alimentar com uso topico de capsaicina, nos propusemos a estudar o

efeito desse fitoquimico em modelo murino de colite experimental.
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8 CONCLUSAO

O uso topico de capsaicina melhora os sinais clinicos, a inflamacéo, e a funcéo de
barreira intestinal em animais com colite induzida por DSS. Nossos resultados também
sugerem que este efeito é direto pela acdo da capsaicina que migra da pele e alcanga o
cdlon e exercendo ali seus efeitos atenuando a inflamacéo.

Tratamento adjuvante de doencas através de bioativos alimentares é considerado
inovador e nosso estudo mostra que a capsaicina poderia ser uma alternativa como
adjuvante no tratamento da colite. Porém como esses dados vém de um estudo pré-clinico
é necessaria cautela na traducao desses achados para humanos.

Esperamos que este estudo abra caminhos de investigacao relacionados ao uso da
capsaicina, para se obter uma abordagem terapéutica segura e eficiente quanto ao

tratamento de pacientes portadores de RCU.
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Figura 46 Resumo grafico do efeito do uso tdpico da capsaicina em modelo murino de colite-DSS

A) Efeito benéfico do uso tpico da capsaicina em sinais da colite induzida por DSS (perda de peso e encurtamento do c6lon)

B) 1. Aplicacdo do creme capsaicina no dorso do animal; 2. CAP é transportada para o intestino via circulacdo sistémica; 3. CAP aumenta a producéo de muco por aumento
de células caliciformes e diminui a disbiose; 4. Aumento da expressao de proteinas de juncdo associada a maior produgdo de muco por células caliciformes, promovendo
manutenc¢do da barreira epitelial intestinal; 5. Modulagdo da microbiota, equilibrio da secrecdo de citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatorias (1L-10) e aumento da

producdo de butirato e IgA, efeitos potencialmente dependentes de seu receptor, 0 TRPV1.
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