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RESUMO

As doencgas inflamatdrias intestinais (Dlls) sdo condigbes cronicas e multifatoriais caracterizadas por
sintomas como diarreia, perda de peso, dor abdominal e presenga de sangue nas fezes. Essas doengas
afetam tanto a mucosa intestinal quanto o sistema nervoso entérico devido a resposta inflamatéria
exacerbada. Apesar dos avangos terapéuticos, muitas abordagens nao sao eficazes ao longo do tempo,
0 que exige intervengdes inovadoras e individualizadas. A neuritina, um fator neurotroéfico associado a
sobrevivéncia e a homeostase neuronais, tem ganhado destaque por seu envolvimento em processos
inflamatorios, especialmente por sua expressao em células T regulatérias e por sua capacidade de
modular esse tipo celular. Nesse contexto, torna-se relevante investigar os efeitos da neuritina em
alteracdes intestinais e extra-intestinais em um modelo crénico de DII. Para isso, camundongos
C57BL/6 machos adultos foram submetidos a indugéo de colite crdnica por dois ciclos de administragao
oral de DSS a 2% por 7 dias, intercalados por 10 dias de descanso. O tratamento consistiu na
administragéo intravenosa de neuritina recombinante (1 pug/40 pL), trés vezes por semana, durante
quatro semanas. Dez dias apds o final do segundo ciclo foram realizados os testes comportamentais e
entdo procedeu-se a eutanasia e coleta do intestino para analises histolégicas. Os resultados
histopatolégicos revelaram que os animais tratados com a neuritina mantiveram a arquitetura original
da mucosa e atenuaram a perda de células epiteliais e caliciformes. Ela também foi capaz de mitigar a
perda de peso observada nesses modelos. Além disso, os testes comportamentais sugerem que a

neuritina impediu o comportamento depressivo dos animais decorrente da manifestagao crénica da DII.

Palavras-chave: Doencas inflamatorias intestinais, neuritina, colite crénica.

! Gabriel de Menezes Vianna Graduando do curso de Biomedicina na Universidade do Grande Rio —
UNIGRANRIO.



ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBDs) are chronic and multifactorial conditions characterized by
symptoms such as diarrhea, weight loss, abdominal pain, and the presence of blood in the stool. These
diseases affect both the intestinal mucosa and the enteric nervous system due to an exacerbated
inflammatory response. Despite therapeutic advances, many approaches lose effectiveness over time,
underscoring the need for innovative and individualized interventions. Neuritin, a neurotrophic factor
associated with neuronal survival and homeostasis, has attracted attention for its role in inflammatory
processes, particularly for its expression in regulatory T cells and its ability to modulate this cell type. In
this context, it becomes relevant to investigate the effects of neuritin on intestinal and extra-intestinal
alterations in a chronic IBD model. For this purpose, adult male C57BL/6 mice were subjected to chronic
colitis induction through two cycles of oral administration of 2% DSS for 7 days, interspersed with 10
days of recovery. The treatment consisted of intravenous administration of recombinant neuritin (1 ug/40
pL), three times per week for four weeks. Ten days after the end of the second cycle, behavioral tests
were performed, followed by euthanasia and intestinal collection for histological analyses.
Histopathological results revealed that neuritin-treated animals preserved the original mucosal
architecture and showed reduced loss of epithelial and goblet cells. Neuritin also mitigated the weight
loss observed in these models. Furthermore, behavioral tests suggest that neuritin prevented the

depressive-like behavior resulting from chronic IBD manifestation.

Keywords: Inflammatory Bowel Diseases. Neuritin. Chronic colitis.



1 INTRODUGAO

As doengas inflamatodrias intestinais (DIlls) sdo doengas crbénicas nao
infecciosas que afetam o trato gastrointestinal e sdo de cunho multifatorial. Os fatores
de risco associados as Dlls séo: fatores genéticos, ambientais e estilo de vida, como
dieta, tabagismo e alcoolismo. Sintomas como perda de peso, dor abdominal, diarreia
e sangue nas fezes sdo comuns em pacientes com esta condicdo (Amodeo et al.,
2023). Dentre as doencas que compdem as Dlls, a doenga de Crohn (DC) e a
retocolite ulcerativa (RCU) s&o as que se destacam por sua maior prevaléncia em
escala global, chegando a atingir 1% da populagdo mundial (Kaplan G., 2015). No
Brasil, o acesso a essas informacdes é escasso, porém, recentemente foi relatado
que tanto a incidéncia quanto a prevaléncia de Dlls no pais aumentaram de 2012 a
2020. A incidéncia de DIl aumentou de 9,4 em 2012 para 9,6 por 100.000 habitantes
em 2020, enquanto a prevaléncia da DIl aumentou de 30,0 em 2012 para 100,1 por
100.000 habitantes em 2020 (Quaresma et al.,2020). Na DC, além dos sintomas
citados acima, a inflamacéao é transmural atingindo diversas camadas do epitélio
gastrointestinal promovendo o surgimento de diversas lesdes espacadas por todo
trato gastrointestinal (da boca ao anus), além do surgimento de acumulo de gordura
ao redor do segmento intestinal inflamado, presenca de fissuras, espessamento da
parede intestinal e alteracido da arquitetura intestinal, que passa a adquirir um aspecto
semelhante a paralelepipedos. Ja na RCU as lesdes sdo mais superficiais, continuas
e as ulceras se restringem ao célon intestinal e, em alguns casos, no reto. Ha também
formacao de pseudopdlipos e perda das pregas intestinais. (Amodeo et al., 2023;
Seyedian et al., 2019). O mecanismo por tras das DlIs ainda ndo foi completamente
elucidado na literatura, mas o que se sabe € que, em individuos pré-dispostos, um
dano irresoluvel a mucosa € caracteristico dessa doencga, levando a ativagcéo da
resposta imune. A imunidade inata € a primeira a atuar e é capaz de induzir uma
reagao rapida e inespecifica a entrada de patégenos e/ou microrganismos intestinais
excessivos. O desequilibrio causado por neutréfilos, mondcitos, macrofagos, células
dendriticas, células linfoides e células natural killer é caracteristico da inflamacéao
intestinal pelas DIl (NG et al., 2011).
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Figura 1: Caracterizagao das diferencas entre a Doenga de Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativa
(RCU).

Representagao dos principais subtipos das doengas inflamatérias intestinais. A colite ulcerativa
caracteriza-se por inflamagao continua e areas ulceradas limitadas ao célon. Ja a doenga de Crohn
apresenta inflamagao em segmentos alternados, podendo envolver qualquer parte do trato
gastrointestinal, além de provocar espessamento da parede intestinal, aspecto em “paralelepipedo” e
formacéao de fistulas (Adaptado de Amodeo et al., 2023).

A imunidade inata intestinal constitui a primeira linha de defesa, atuando
rapidamente e de forma inespecifica diante da entrada de patdégenos ou do excesso
de microrganismos residentes. Quando o equilibrio desse sistema é comprometido,
envolvendo neutréfilos, mondcitos, macréfagos, células dendriticas, células linfoides
e células natural killer, ocorre uma desregulagcao que contribui para o estabelecimento
da inflamacéo intestinal caracteristica das DIl (NG et al., 2011). A etiologia desse dano
inicial pode estar associada a agentes infecciosos, substancias quimicas ou
alteragdes metabdlicas, que podem decorrer de disbiose induzida pela dieta (Schmitz
H et al., 1999). A progressao da doenga, por sua vez, pode resultar de uma resolugéo
ineficaz da resposta inflamatéria desencadeada por essa lesao primaria (Qiu P et
al.,2022). Nesse contexto, os receptores do tipo toll (TLRs) expressos nas células
apresentadoras de antigeno (APCs) presentes na lamina propria sdo ativados e
passam a secretar citocinas como IL-1B, IL-6, IL-18 e TNF-a e quimiocinas,
promovendo inicialmente a ativacdo da cascata do complemento e da fagocitose,
seguidas pela ativagcdo da resposta imune adaptativa, o que sustenta o estado
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inflamatdrio. Considerando as expressivas semelhangas clinicas e morfolégicas entre
a colite ulcerativa e a doenca de Crohn, propds-se que seus gatilhos possam ser
induzidos por mediadores soluveis produzidos durante processos inflamatorios.
Assim, as altera¢des imunoldgicas associadas as DIl seriam potenciais causas, e néo
meras consequéncias, do desenvolvimento dessas patologias (Amodeo et al., 2023;
Macdermott et al., 1988).

A exacerbacgao dessa resposta inflamatéria pode alterar a estrutura neuronal
do sistema nervoso entérico (SNE) afetando o funcionamento normal do intestino,
além de promover o aumento da permeabilidade entre a barreira intestino-sangue, o
que causa a liberacdo desses mediadores inflamatérios na corrente sanguinea
permitindo a ocorréncia de diversas manifestagdes extraintestinais (EIMs) (De Giorgio,
et al., 2004; Geboes; Collins, 1998; Bauer KC, et al., 2022; Harbord M, et al., 2016).
Durante a vida, aproximadamente 50% dos pacientes com DIl desenvolvem
manifestacdes extraintestinais (EIMs), que afetam diversas partes do nosso corpo,
como o figado, pele, olhos, sistema nervoso central e periférico. As manifestagdes
extraintestinais da DIl podem ser devidas a complicacdes nutricionais e metabdlicas,
a um estado pro-trombético, efeitos adversos de medicamentos, mas seu principal
mecanismo € imunolégico decorrente da liberagdo dos mediadores inflamatérios na
corrente sanguinea o que causa uma inflamagao sistémica. (Harbord M, et al., 2016;
Vavricka SR, et al., 2015; Ferro, José M et al., 2021).

A neuritina € um fator neurotréfico, ancorado a membrana plasmatica por
glicosilfosfatidilinositol. Esse fator € predominantemente expresso no cérebro, em
especial no cortex, hipocampo e talamo, mas também € expresso na retina e no
figado. Além de estar ancorada a membrana plasmatica, a neuritina pode ser
encontrada soluvel (Yao JJ et al., 2018). Suas fungbes sdo a promogao da
sobrevivéncia neuronal e o crescimento de neuritos, ou seja, qualquer projegao do
corpo celular do neurénio. Em alguns modelos de disfungao cognitiva, ja foi relatado
que essa proteina € capaz de reestabelecer a plasticidade sinaptica e inibir a
astrogliose, melhorando a perda neuronal e a disfungédo cognitiva (Zhang Z et al.,
2021). No entanto, recentemente ela tem sido associada a doengas autoimunes e
inflamatadrias, por conta de sua possivel relagdo com as células Treg, uma vez que foi
reportado que a liberagao desse fator neurotréfico por células T foliculares regulatorias

permite que se liguem a células B do centro germinativo reprimindo a formagéao de
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células plasmaticas e por sua vez a producgao de IgE (Gonzalez-Figueiroa et al., 2021).
Estudos preliminares constataram que a expressao da neuritina pelas células Treg é
capaz de promover a manutencdo e funcdo desse tipo celular suportando sua
expansao e expressao de FoxP3, importante gene relacionado a imunotolerancia. O

gue evidencia seu papel regulatério na inflamacao e em alergias (Hong Yu et al., 2024)

Em sintese, a neuritina apresenta propriedades que abrangem tanto a
imunorregulagcdo por meio de sua expressdo em células T foliculares regulatorias,
onde atua nos centros germinativos inibindo a formagéo de plasmacitos autorreativos
e a producéao de IgE, quanto a promog¢ao da regeneragao neuronal e da plasticidade
sinaptica no sistema nervoso central e entérico. Diante desse panorama funcional,
nosso estudo propde avaliar os efeitos da administracdo de neuritina recombinante
em modelo animal de doenga inflamatdria intestinal crénica sobre alteragdes

intestinais e cerebrais decorrentes da doenga.

2 METODOLOGIA

2.1 Animais

Para este estudo, foram utilizados camundongos machos adultos (8-10
semanas) C57BL/6 selvagens (WT). Os animais tiveram livre acesso a agua e comida
e foram mantidos em um ambiente com ciclo claro-escuro de 12 horas a uma
temperatura de 22 + 1°C. Os protocolos experimentais foram submetidos e realizados
conforme o nimero A57/24-124-21 do Comité de Etica em Pesquisa com Animais
(CEUA) da UFRJ. Os procedimentos experimentais foram realizados conforme as
orientagdes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). Antes de
todos os procedimentos, os animais serao aclimatados por 15 dias no mesmo biotério

de experimentagao animal.

2.2 Indugao da Doencga Inflamatdria Intestinal por DSS

Para a indugdo do modelo crénico da colite por DSS, os camundongos
receberam 2% de sulfato de sodio dextrano (Peso molecular: 36,000-50,000; MP
Biomedicals, No. Cat. 9011-18-1) em agua. O protocolo consistiu na divisdo em 2

ciclos de DSS, onde o primeiro ciclo foi feito durante 7 dias com a administracéo oral
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do DSS, seguido de um periodo de descanso de 10 dias em que foi retirado o DSS e
0s animais receberam agua e alimento ad libitum. Em seguida, foi realizado o segundo
ciclo, seguindo os mesmos parametros do anterior. Durante todo o experimento, as
manifestagdes clinicas, como diarreia, presenca de sangue nas fezes, mudancas de

peso, foram recordadas.

2.3 Tratamento Farmacoldgico

Para o tratamento farmacolégico os camundongos foram injetados por via
intravenosa com a neuritina recombinante (1ug/40uL) por animal (Cat. No 450-36D,

Peprotech) ou com controle de veiculo (PBS) 3 vezes na semana por 4 semanas.

|
CTL + Veiculo CTL + Neuritina DSS + Veiculo DSS + Neuritina e ‘
N
Testes comportamentais
1° Ciclo de DSS (2%) —Agua—— 2° Ciclo de DSS (2%)
Tempo (dias) >
0 3 6 7 14 17 20 23 34 36
\%, |_Agu34I
NEU

(iv) 3xnasemana

por 4 semanas.
ou

Veiculo

Figura 2: Esquema representativo da indugao da colite e do tratamento com a neuritina
recombinante por via intravenosa.

A colite crénica foi induzida por meio da administragcdo de DSS 2% na agua dos animais. A
administragao foi feita em 2 ciclos com 7 dias de duracao e 10 dias de intervalo entre eles, em que os
animais bebiam apenas agua. Durante todo o experimento, os animais receberam veiculo (PBS) ou a
neuritina recombinante na dose de 1 ug/40 uL por animal, por via intravenosa, na cauda, 3x por
semana. No trigésimo quarto dia de experimento, os animais foram submetidos a testes
comportamentais de reconhecimento de objetos e no trigésimo quinto dia ao teste de suspenséao pela
cauda. Ao fim do protocolo experimental, no trigésimo sexto dia, os animais foram eutanasiados e
tiveram seus célons coletados para posterior analise.

2.4 Experimentos comportamentais
Foi feita a avaliagao dos padrbes comportamentais dos animais afim de analisar os

parametros de locomogcdo, memoria, ansiedade e depressdo. Para isso, foram
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realizados testes de campo aberto, suspensao pela cauda e reconhecimento de
objetos de acordo com os protocolos previamente publicados (De Sousa, V.L. et al.,
2021).

2.4 1 Teste de reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos foi realizado em uma arena de 30 x 30 x
45 cm para avaliar o indice de memdéria dos animais. Os objetos-teste foram fixados
no ch&o da caixa com fita adesiva para evitar o deslocamento causado pelos animais
(De Sousa, V.L. et al., 2021). Os animais foram habituados e submetidos a uma
sessao de treinamento e outra de teste, sendo cada sessdo de 5 minutos cada. O
treino foi realizado colocando o animal no centro da arena na presenca de dois objetos
idénticos. O tempo que cada animal passou explorando os objetos foi registrado. Foi
considerado um comportamento exploratorio quando o animal farejou e tocou o objeto.
Apds a sessao de treinamento, os objetos foram limpos com etanol a 70% para
eliminar as pistas olfativas. Uma hora apds o treinamento, os animais foram colocados
na mesma arena para a sessao de teste, e um dos objetos anteriores foi substituido
por um novo. O tempo gasto explorando o objeto, familiar e novo, foi analisado. Os
resultados foram expressos como uma porcentagem do tempo gasto na exploragao
do objeto familiar e novo durante o treino e teste. O teste t de Student sera usado para
comparar o tempo médio de exploragao de cada objeto com o valor fixo de 50%. Os
animais que aprendem a tarefa exploram o novo objeto por mais de 50% do tempo

total.

2.4.2 Teste de suspensao pela cauda

O teste de suspensao pela cauda consiste na avaliagcdo do comportamento do
tipo depressivo que os animais possam apresentar. Para este teste, os camundongos
foram suspensos pela cauda em um aparato de forma cilindrica utilizando uma fita
adesiva para que ocorra a fixagdo de sua cauda 50 centimetros acima de uma
plataforma de madeira. Os animais foram avaliados durante 5 minutos e foi
quantificado o tempo de imobilidade, que consiste no tempo em que o animal fica
pendurado de forma passiva, ou seja, nao apresentam nenhuma tentativa de escapar

do aparato nem liberar sua cauda da respectiva fita adesiva.

2.5 Preparo do tecido para avaliagao histologica
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Ao final do procedimento experimental realizou-se uma laparotomia nos
camundongos longitudinalmente, apds a realizagado da assepsia com alcool 70% para
a obtencéo do colon. O cdlon foi retirado e o conteudo fecal foi aspirado do intestino
por meio de lavagem com PBS. Em seguida, o 6rgao foi fixado em paraformaldeido
(PFA) 4% por 24h e entdo lavado novamente com PBS apds a fixacdo de 24h para
dar seguimento ao processamento. O tecido foi processado seguindo as etapas de
desidratacdo em série crescente de alcool etilico: 70%, 90% e 100%, com
permanéncia de 40 minutos em cada concentracdo. Ao final desta etapa, o tecido foi
colocado em alcool 100% duas vezes por 40 minutos e a ultima vez durante a noite.
No dia seguinte, foram feitas a clarificacao e remogao dos alcoois realizando 3 banhos
de xilol consecutivos, o primeiro durando 10 min, o segundo 20 min e o ultimo 30 min.
O tecido clarificado foi entdo incluido em parafina histolégica, sendo imerso em dois
banhos consecutivos de parafina fundida, cada um com duragao de 1 hora, a 60°C.
Em seguida, os blocos de parafina foram resfriados e posteriormente seccionados em
micrétomo manual Leica RM2125 RTS, obtendo-se cortes histolégicos de 6 um de
espessura. As laminas contendo os cortes foram desparafinizadas em xilol e
reidratadas em série decrescente de alcoois (100%, 90% e 70%), e, em seguida,

coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para avaliagcao morfologica.

2.6 Avaliagao histopatoldgica

As laminas foram montadas em laminula utilizando meio de montagem sintético
Entellan e analisadas em microscoépio optico invertido Motic AE31 Elite para avaliagao
das estruturas histolégicas do célon. O score foi feito de acordo com Erben Ulrike
(Ulrike E, et al., 2014) e os parametros (Tabela 1) foram analisados nos aumentos de
10X, 20X e 40X.

Tabela 1: Escore histopatolégico para severidade da colite

Parametros Descrigao Pontuagao
Processo )

i o Inexistente 0

inflamatoério

Leve (pequeno infiltrado leucocitario restrito a

l&mina propria)
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Parametros Descrigao

Moderado (infiltrado celular denso na mucosa,

sem atingir a submucosa)

Acentuado (infiltrado transmural alcangando

submucosa e/ou camada muscular)
Lesao epitelial Inexistente
Perda parcial de células epiteliais
Erosdo ampla da mucosa

Ulceragéao total da mucosa com destruigao

completa das criptas
Arquitetura criptica Preservada

Alteracao leve (reducéao ou dilatagao discreta
das criptas)
Alteracdo moderada (desorganizacgao parcial
das criptas)
Alteracao severa (auséncia ou colapso das
criptas)

Infiltrado
Normal
inflamatoério

Discreto (pequeno acumulo de

neutrdéfilos/linfocitos)
Moderado (infiltrado difuso em toda a mucosa)

Intenso (infiltrado acometendo toda a parede

intestinal)
Ulceragao, edema e
alteragcoes na Ausente
submucosa
Leve
Moderado

Severo

Pontuagao
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2.7 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (SEM). A
analise estatistica sera realizada por meio de analise de variancia (ANOVA) de uma
via ou de duas vias. O teste de reconhecimento de objetos sera analisado através de
teste t de uma amostra (One-sample t test) comparando o tempo médio de exploragéo
para cada objeto com o valor fixo de 50%. Valores de P inferiores a 0,05 (P<0,05)
foram considerados indicativos de significancia. Os graficos foram elaborados no
software GraphPad Prism® 8.00.

3. RESULTADOS

3.1. Os animais com colite tratados com a neuritina recombinante conseguiram
recuperar parte do peso perdido.

Ao longo do experimento, os animais foram pesados diariamente para registrar
a perda de peso decorrente da colite. Dessa forma, observou-se menor perda de peso
nos animais do grupo DSS tratados com a neuritina recombinante, o que sugere um

efeito protetor da neuritina nessa patologia (Figura 3, p < 0,05).

A
40—
—+ Controle + Veiculo —— DSS + Veiculo
_ 30 Controle + rNeuritina DSS + rNeuritina
©
£
D
—
O 3 r'_'| ':':._;-_
Q -/_L—‘ = L
8 --,--‘--------__--'v'-------e-_--"-
a 1
8 *
*ki %
X
-30
]
DSS | | DSS | |
T T T T T T

0 3 6 9 121518 21 24 27 30 33

Dias

Figura 3: O tratamento com a neuritina recombinante previne parcialmente a perda de peso em
animais tratados com DSS.

Avaliagdo da progressédo da colite através da analise do peso dos camundongos durante o curso da
doencga. Os dados sao expressos como média + SEM; Diferencas estatisticamente significativas entre
os grupos DSS + Veh e DSS + Neuritina séo representadas por asteriscos (*p < 0,05;). A analise de
variancia de duas vias (Two-way ANOVA), seguida do pds-teste de Tukey, foi utilizada na avaliagao
dos pesos. Comparacbes foram feitas em relagao ao grupo Ctrl + Veh. (N = 7-12).
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3.2. A neuritina recombinante, por via intravenosa, diminuiu os danos causados
pela colite no intestino.

As laminas com o tecido do célon dos animais foram analisadas com o auxilio
de um microscopio invertido nos aumentos de 10X, 20X e 40X, com o objetivo de
identificar os danos causados pela colite nos camundongos. Enquanto os animais que
nao receberam o tratamento com a neuritina recombinante apresentaram perda de
criptas, infiltrado inflamatério denso e ulceragdo, os animais tratados apresentaram
menor infiltracdo de células inflamatérias e conseguiram manter a sua estrutura
original. De acordo com os resultados, a neuritina recombinante por via intravenosa
reverteu parcialmente os danos causados pela colite no intestino. Na Figura 4A é
apresentado fotografias histolégicas do intestino dos camundongos tratados e néo
tratados e na Figura 4B é apresentado o escore histopatologico dessas histologias (p
<0,05).

Veiculo rNeuritina

B = Veio == rNeuritina
20+ *REE

Controle

Escore histologico

DSS 2%

Figura 4: A neuritina recombinante por via intravenosa diminuiu os danos causados pela colite
no intestino.

(A) Fotos representativas do intestino dos grupos CTL + Veiculo, CTL + rNeuritina, DSS + Veiculo e
DSS + rNeuritina; (B) escore histopatoldgico feito com base nas histologias analisadas do intestino
dos camundongos. Os dados sdo expressos como média + SEM; Diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos Ctrl + Veiculo e DSS + Veiculo, assim como entre os grupos DSS +
Veiculo e DSS + rNeuritina, sao representadas por asteriscos, assim como as diferengas (*p < 0,05;
**p < 0,005; ****p < 0,0001) (N=6-7).

3.3. Animais com colite tratados com a neuritina recombinante apresentaram

melhora nos testes comportamentais.
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Foram realizados os testes de suspensao pela cauda e reconhecimento de
objetos para avaliar se houve algum dano cognitivo nos animais ou se estao
apresentando um comportamento do tipo ansioso/depressivo. No teste de suspensao
pela cauda nota-se uma diminuigdo no tempo de imobilidade do grupo tratado em
relagdo ao grupo nao tratado, o que sugere que a neuritina exerceu um papel protetor
evitando o comprometimento neuroldgico derivado da doencga inflamatdria intestinal
(Figura 5A, p < 0,05). No teste de reconhecimento de objetos foi observado que a

colite n&o foi capaz de causar danos cognitivos relacionados a memoria declarativa
(Figura 5B, p < 0,05).
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Figura 5: A neuritina recombinante foi capaz de evitar o comportamento do tipo depressivo
causado pela colite crénica.

Os animais foram submetidos ao teste de suspensao pela cauda e reconhecimento de objetos a fim
de avaliar o comportamento do tipo depressivo e a memoéria declarativa. No teste de suspenséao pela
cauda é avaliado o tempo de imobilidade dos animais(A). Em seguida foi avaliada a memoaria
declarativa destes animais no teste de reconhecimento de objetos (B). Os dados sdo expressos como
média +/- SEM. Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos s&o representadas por
asteriscos (*p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,0005). Os circulos representam um animal individualmente
(N = 6-12). Analise de variancia de uma via (one-way ANOVA) seguida pelo pés-teste de Tukey foi
utilizada no teste. No teste de reconhecimento de objetos foi utilizado o teste t de uma amostra
comparada a chance de 50% [one sample t test compared to chance levels 50%].

4 DISCUSSAO

As doengas inflamatérias intestinais (Dlls) s&o condi¢gdes cronicas
caracterizadas por inflamacgao recorrente do trato gastrointestinal, apresentando ciclos

de exacerbacdo e remissdo. As duas formas mais comuns sdao a DC e RCU, que
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juntas representam a maior parte dos casos. A prevaléncia dessas doengas varia
conforme a regido, sendo mais elevada na América do Norte e na Europa (Kaplan GG,
2015). A etiologia das Dlls & multifatorial, envolvendo susceptibilidade genética,
fatores ambientais, alteragbes da microbiota e desregulagdo da resposta imune
mucosa. Entre os fatores ambientais, destacam-se o tabagismo, padrées alimentares
ricos em gorduras e ultraprocessados, uso frequente de antibiéticos e alcoolismo
(Amodeo, et al., 2023).

Além das manifestagbes gastrointestinais, como a diarreia e presenga de
sangue nas fezes na RCU, disturbios psicoldgicos, como depressédo e ansiedade,
também estdo associados as Dlls devido ao quadro inflamatério crénico e as
consequéncias sistémicas. Os fatores associados a essas alteragdes
neuropsiquiatricas decorrem da resposta imune desregulada caracteristica das Dlls
(Bernstein et al., 2019).

Ha diversos modelos de inducao de DIl utilizando quimicos como TNBS, DSS,
DNBS, Oxazolona, dentre outros), porém o modelo de indugéo por DSS é o que mais
mimetiza caracteristicas semelhantes as da doenga em humanos como perda de
peso, diarreia contendo sangue, perda de células epiteliais intestinais e infiltracdo de
células imunes e por isso foi 0 modelo escolhido para esse estudo. (Kolios, 2016; Wirtz
et al., 2017).

As células T regulatdrias (Tregs) desempenham um papel central na contengéo
de respostas inflamatérias exacerbadas, atuando na manutencdo da tolerancia
imunolégica e na prevencao de danos teciduais decorrentes da ativagao imune
descontrolada (Lee SH et al., 2018). Por meio da expressao do fator de transcricao
FoxP3 e da liberagdo de mediadores imunossupressores, as Tregs modulam a
proliferagdo de células efetoras e limitam a progressdo de processos inflamatorios
cronicos (Yan JB et al., 2020). Nesse contexto, a neuritina tem emergido como um
elemento relevante para a estabilidade e a funcionalidade dessas células. Inicialmente
descrita como um fator neurotréfico envolvido na plasticidade sinaptica, a neuritina
também exerce fungdes imunoldégicas ao promover a manutengdo fenotipica das
Tregs e favorecer sua expansao, garantindo a expressao sustentada de FoxP3 e
potencializando sua capacidade supressora (Hou Yu et al.,, 2024). Além disso, a
neuritina contribui para a regulagao da resposta humoral nos centros germinativos,
inibindo a geragao de plasmdcitos produtores de anticorpos autorreativos (Gonzalez-

Figueroa et al., 2021). Considerando esse conjunto de propriedades, avaliamos os
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efeitos da administracado intravenosa de neuritina recombinante em um modelo de
doenca inflamatdria intestinal crénica, buscando explorar seu potencial terapéutico na
modulagado da inflamagao intestinal.

A avaliagdo da perda de peso dos animais submetidos a modelos de colite
ulcerativa € uma maneira eficaz de quantificar o grau de severidade da doenca. Benoit
Chassaing e colaboradores em 2014 mostraram que essa perda em modelos agudos
de inducédo da colite é esperada e entao € observada a recuperagao desse peso. No
entanto, estudos como o de Chan Hyung Lee e colaboradores, em 2023, revelam que,
em modelos crénicos, essa recuperagao do peso perdido pode ser parcial devido a
processos como a deposicao de fibras caracteristico do processo de cicatrizacdo de
inflamacdes cronicas, além da ma absorcao de nutrientes decorrente da perda de
células epiteliais e caliciformes presentes no intestino e a alteragdo da motilidade
intestinal. Porém, foi observado nessa pesquisa que, apesar da inflamacéo crénica
estabelecida, os animais tratados com a rNeuritina tiveram menor perda de peso nos
periodos de indugéo da colite e posteriormente conseguiram recuperar parte do peso
perdido, evidenciando que ela pode ter tido um papel protetor nesse contexto,
provavelmente devido a sua capacidade de expandir e suportar as células T regs que
desempenham um importante papel no controle de inflamacoes.

Quanto a analise histopatolégica, Ulrike e colaboradores, em 2014, criaram
uma maneira de quantificar o dano tecidual causado pela colite avaliando diversos
parametros como: grau de inflamagdo, a arquitetura da mucosa e mudangas no
epitélio intestinal. Logo, aplicamos o score desenvolvido por eles nesse estudo para
avaliar o dano causado pela colite crénica nos animais e entender o papel da neuritina
no quadro inflamatdrio. Foi observado que os animais que receberam o tratamento
com a neuritina recombinante tiveram a arquitetura da mucosa, as células caliciformes
e epiteliais parcialmente preservadas, corroborando a hipétese de um possivel papel
protetor da neuritina, devido as suas propriedades de imunorregulacao.

Os resultados obtidos nos testes comportamentais corroboram evidéncias
anteriores de que a colite crénica pode induzir alteracbes emocionais e motivacionais
em modelos murinos (Mitchell et al., 2022; Sotelo-Parrilla et al., 2024). A presenga de
comportamento do tipo depressivo em animais submetidos a colite cronica induzida
por DSS reforgca a participacdo do eixo intestino-cérebro na mediacdo de efeitos
neurocomportamentais associados a inflamacao intestinal persistente. Isso pode se

dar devido a chegada de diversos mediadores inflamatérios na barreira hemato-



22

encefalica, induzindo sua disfungdo e aumento de permeabilidade (Mitchell et al.,
2022).

Nesse contexto, nossos achados demonstram que o tratamento com neuritina
recombinante atenuou o comportamento do tipo depressivo nos animais com colite
cronica, sem alterar o desempenho no teste de reconhecimento de objetos. A melhora
observada no comportamento depressivo apos o tratamento, junto a recuperagao
parcial do peso perdido e a atenuagao da severidade da colite, sugere que os efeitos
neuroprotetores da neuritina se somam as suas propriedades imunomodulatérias
previamente descritas, indicando uma possivel atuagao integrativa no eixo intestino-
cérebro, indicando que a neuritina pode ser uma possivel alternativa para o tratamento
dessa comorbidade. Assim, nossos dados sustentam a hipotese de que a neuritina
desempenha papel relevante ndo apenas na atenuacgao da inflamacao intestinal, mas

também na mitigacédo de suas repercussées neurocomportamentais

5 CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados deste estudo indicam que a neuritina recombinante
exerce efeitos benéficos tanto sobre parametros inflamatérios quanto sobre as
alteracbes comportamentais associadas a colite cronica. A reducdo do
comportamento do tipo depressivo, aliada a auséncia de prejuizo cognitivo, sugere
que a neuritina pode modular circuitos neurais sensiveis a inflamacao sistémica,
possivelmente por meio de sua reconhecida capacidade neuroprotetora.
Paralelamente, a melhora histopatolégica observada reforga seu potencial papel
imunomodulatério no tecido intestinal.

Assim, nossos achados destacam a neuritina como um candidato promissor
para estratégias terapéuticas voltadas nao apenas ao controle da inflamagao
intestinal, mas também a mitigacdo de suas consequéncias neurocomportamentais.
Estudos adicionais serdo necessarios para elucidar os mecanismos moleculares

envolvidos e determinar a aplicabilidade translacional desses efeitos.
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