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RESUMO

Eosindfilos sao células pro-inflamatérias multifuncionais, que participam de
diversos processos inflamatérios, incluindo disfungdes gastrintestinais. O seu
papel na colite ulcerativa, no entanto, ainda € desconhecido.

Neste trabalho, avaliamos a participacdo do eosindfilo usando
camundongos deficientes de eosindfilos (AdbIGATA-1), utilizando o modelo de
colite experimental induzida por Sulfato de Sodio Dextrana (DSS). A colite
experimental induzida nos animais “wild-type” (WT) foi acompanhada de 100% de
mortalidade, ao contrario dos animais deficientes de eosindfilos, que nao
morreram. Além disso, um grande acumulo de eosindfilos foi observado no colon
intestinal dos animais WT com colite, detectado nas analises histopatoldgicas e no
ensaio da atividade enzimatica da peroxidase eosinofilica. O acumulo de
neutrofilos também estava aumentado, porém este aumento foi observado
somente nos animais WT com DSS. Foi percebido uma elevacédo nos niveis das
quimiocinas: Eotaxina/CCL11, KC/CXCL1-3 e MIP-10/CCL3 estava aumentado
nos animais WT com colite, quando comparados aos animais controle. No entanto,
nos animais AdbIGATA-1, essas quimiocinas nao apresentaram diferencas
significativas, tanto no grupo com colite quanto no controle. Deste modo, podemos
sugerir um importante papel dos eosinofilos no desenvolvimento de disfungdes
gastrintestinais no modelo experimental de colite ulcerativa, evidenciado pelo
aumento da morbidade e mortalidade dos animais.

Palavras chaves: Colite ulcerativa, Doengas Inflamatdrias intestinais, eosindfilo,

resposta inflamatéria
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ABSTRACT

Eosinophils are multifunctional pro-inflammatory leukocytes implicated in the
pathogenesis of numerous inflammatory processes, including gastrointestinal
disorders, but its precise role in the development of Ulcerative colitis is unknown.
The present study was conducted to determine this role by using a mouse model of
eosinophil lineage ablation (AdbIGATA-1) and we choose oral administration of
dextran sulfate sodium (DSS) to induce colitis. All WT mice died after DSS-induced
colitis has been installed, while eosinophil deficient mice did not. Furthermore,
eosinophil lineage ablation in mice has a protective effect in dextran sulfate
sodium- induced colitis. Eosinophil accumulation was higher in WT mice with colitis
than in AdbIGATA-1 mice, as assessed by histopathological analysis and
eosinophil peroxidase activity, even with high IL-5 levels in the latter group.
Neutrophils accumulation was also significantly increased only in WT-treated with
DSS. Furthermore, Eotaxin/CCL11, KC/CXCL1-3 and MIP-1a/CCL3 chemokines
were increased in WT mice, compared to controls. However, theses chemokines
showed no significant differences in AdbIGATA-1 with colitis and controls. Thus, we
suggest that eosinophils are critical in the development of gastrointestinal
dysfunction, and mortality increase of mice submitted to experimental ulcerative
colitis.

Key words: Ulcerative colitis, Inflammatory Bowel Disease, eosinophil,

inflammatory response.
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Papel do Eosindfilo na Patogénese da Colite Ulcerativa Experimental em
Camundongos

1. INTRODUGAO
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Introducéo

1.1 Inflamacgao

A inflamagao € um evento que ocorre em tecidos vascularizados apdés uma
lesdo (mecéanica, fisica ou quimica), infecgdo ou estimulagdo imunoldgica, a fim de
eliminar o agente agressor e, em ultima instancia, restaurar a integridade tecidual
(Abbas et. al. 2000). Esta resposta inflamatoria € geralmente acompanhada pelos
sinais e sintomas cardinais: edema, sensacgao de calor, dor e altera¢des funcionais
do tecido acometido (Filho, 1998).

O processo inflamatério € um fendmeno no qual ocorre a participagao
orquestrada de diversos mediadores que se distribuem temporalmente e
espacialmente, a fim de promover a iniciagao, amplificacdo e resolu¢ao do evento
inflamatario.

Quando ocorre lesdo tecidual, uma série evolutiva de mecanismos é
ativada. A reacdo inflamatéria local caracteriza-se, primeiro, por uma
vasoconstricdo arteriolar passageira decorrente da contragdo do musculo liso
vascular. Subsequentemente, ocorre vasodilatacido arteriolar que promove o
aumento do fluxo de sangue para a area agredida, gerando hiperemia e fluxo
sanguineo rapido. Este fendbmeno é seguido por um periodo em que a vaso-
dilatagdo é mantida, mas a velocidade da circulagdo diminui. Ja nas fases iniciais
da hiperemia é possivel observar alteracdes no endotélio vascular, culminando na
exudacéo de liquidos para o tecido adjacente. Seguem-se, entédo, nas vénulas pos
- capilares, a marginacéo leucocitaria, processo em que os leucdcitos deixam a
regido central da corrente de sangue e comegam a se deslocar na margem do
fluxo. Estes leucdcitos rolam ao longo do endotélio e, posteriormente, migram de
forma direcional e seletiva do leito vascular para o intersticio, sendo este evento
referido como diapedese (Filho, 1998).

Apos o recrutamento celular os leucdcitos presentes no tecido sdo ativados,
tornado-se fontes importantes de varios mediadores inflamatérios. Os leucécitos
produzem e secretam uma grande quantidade de substéncias que contribuem
para a iniciagdo e manutencdo das respostas inflamatérias. Os mediadores
derivados dos granulos de leucocitos podem levar a lesdo tecidual e disfungdo do
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Introducéo

orgao. Uma vez que o agente causador (patdgeno, lesao fisica, tumor, etc) seja
eliminado, é importante que as células e mediadores presentes no local da lesao
sejam também excluidos, restabelecendo a integridade do tecido (Cara et al.,
2000).

O influxo de células dos vasos sanguineos para o tecido ocorre
principalmente pela liberagdo de mediadores, tais como as quimiocinas que s&o
produzidas por diferentes tipos celulares. Estas quimiocinas sao proteinas
pequenas, de 8 a 10 kd, que recrutam leucdcitos por ativarem moléculas de
superficie que medeiam a adesdo (Integrinas) de leucdcitos, dividindo-se em
grupos pequenos, de acordo com a sua sequéncia estrutural (Luster 1998).

As duas principais familias de quimiocinas sdo as familias C-X-C e a familia
C, que se distinguem pela presenga ou auséncia de um aminoacido entre os
primeiros dois residuos de cisteina (Luster 1998). A expressao destas quimiocinas
e a ligacdo aos seus respectivos receptores atuam sobre um tipo celular, como,
por exemplo, C-X-C, que é predominante nos neutréfilos, enquanto C-C sao
quimiotaticas para linfécitos, mondcitos, mastécitos e eosindfilos (Bagglioni 1998;
Adams & Lloyd 1997).

Os leucaocitos que entram pela primeira vez no sangue, provenientes da
medula 6ssea (células da imunidade inata e células B ) ou do timo ( céllulas T nédo
estimuladas ou “naive”), expressam em sua membrana padrbes de células de
adesao que permitem ou restringem sua migragéo para certas regides (Luster et
al., 2005).

Os granulocitos, grupo que inclui os neutrdfilos, os eosindfilos e os
basdfilos, fazem parte das células de resposta imune inata. Eles expressam uma
série de moléculas de adesdo e acumulam-se rapidamente em areas de
inflamacédo através da interacdo entre essas moléculas e seus receptores em
células endoteliais ativadas (Nigli, 2003). Dentre essas células, os neutrofilos,
também denominados leucdcitos polimorfonucleados (PMN), sdo capazes de
migrar seguindo gradientes de concentragcdo de substancias quimicas
provenientes de tecidos lesados, produtos bacterianos, ou através de moléculas
induzidas por agentes infecciosos (Foxman et al., 1997). Os neutréfilos s&o
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Introducéo

essenciais para o combate de infecgdes fungicas e bacterianas e sua deplegéo
durante o tratamento com quimioterapicos esta associada com infec¢bes de alta
letalidade por esse patdgenos, conforme demosntrado por Winn et al. (1995). Sua
avaliacdo, entretanto, também pode liberar agentes citotdéxicos, causando dano
tecidual, como podemos observar nas doengas auto-imunes e nas doengas
inflamatorias.

O recrutamento de leucécitos, todavia, pode participar de eventos
importantes para a homeostase do organismo. Por exemplo, a manuten¢do do
pool de células T de memoria depende da regulagdo, mediada por citocinas, da
sobrevida e proliferagdo das células (Marsden et al., 2006). Além disso, a
recirculacdo de células do sistema imune depende da ativacdo de receptores de
quimiocinas e, consequentemente, das vias de sinalizagéo ligadas a ele (Sallusto
& Mackay, 2004).

1.2 Doencas Inflamatérias Intestinais - IBD

A colite Ulcerativa (UC) € uma doenga com etiologia ainda desconhecida e,
assim como a doenga de Crohn (CD), pertence ao grupo das Doencgas
Inflamatdrias Intestinais (IBD) que mais se destacam devido ao aumento da
incidéncia em jovens (tanto homens quanto mulheres) de 20 a 30 anos. Ambas
sdo caracterizadas por uma intensa resposta inflamatéria no trato gastrintestinal
muitas vezes acarretando em perda estrutural e perda de funcdo. Além disso,
essas doengas s&o, na grande maioria, remissivas, podendo evoluir para o cancer,
agravando ainda mais o quadro clinico do paciente (Podolsky, D.K., 2002; Bouma
& Strober, 2003).

A incidéncia das IBD, embora apresente altas taxas na América do norte e
na regido nordeste da Europa, tem aumentado muito nas ultimas décadas nos
paises em desenvolvimento, afetando cerca de 0,1% da populacdo dos paises
desenvolvidos (Baumgart & Carding, 2007; Bouma & Strober, 2003; Loftus 2004).
Atribui-se isto a fatores multiplos e complexos, tais como as mudangas dos habitos
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alimentares e a perda da homeostase entre antigenos do lumen intestinal e a
imunidade da mucosa (Thoreson & Cullen, 2007; Strober et al, 2002; Podolsky
2002). Varios fatores ambientais tém sido estudados por influenciarem no
desencadeamento das doencas inflamatdrias intestinais, incluindo a exposi¢ao ao
cigarro, dietas, contraceptivos orais e agentes antiinflamatérios n&o estereodais
(Tysk et al, 1988; Podolsky 2002; Danese & Fiocchi, 2006). Além dos fatores
anteriormente citados, infecgcdes, hereditariedade e anormalidade da resposta
imune tém sido propostos como causa da doenga. No entanto, nenhum desses
fatores tém sido bem estabelecido como causa primaria (Orholm et al, 1991,
Xavier & Podolsky, 2007).

Apesar de existir muitas semelhancgas entre a Colite ulcerativa e a doencga
de Crohn, apresentam elas varios aspectos imunologicos e patoldgicos distintos. A
doenga de Crohn, por exemplo, afeta todo o trato gastrintestinal, mais comumente
na porcao terminal do ileo, no ceco, e na area peri-anal, com infiltrado denso de
células inflamatdrias, principalmente, linfocitos e macrofagos. Aléem disso, a
doenca de Crohn é transmural (afetando todas as camadas do intestino), com
presenga de granulomas em mais de 60% dos pacientes afetados, e fissuras
ulcerativas, podendo levar inclusive a complicacdes extra-intestinais, como fistulas
na pele e em orgaos internos (Podolsky 2002; Strober et al, 2007).

A colite ulcerativa, por sua vez, tem sido caracterizada como uma intensa
resposta inflamatoria na superficie da mucosa do cdlon, estendendo-se desde o
colon ascendente até o descendente, com um intenso infiltrado de células,
destacando-se os linfocitos e granuldcitos. Assim, desenvolve ulceragdes da
mucosa e destruicdo das criptas globulares.

Muitas complicagdes clinicas podem estar associadas com a UC, como, por
exemplo, toxidade do megacodlon, e perfuragdo, bem como o desenvolvimento de
carcinomas do célon (Podolsky 2002; Ullman et al, 2003; Greten et al, 2004).
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1.3 Imunidade da mucosa intestinal frente as doencas
inflamatoérias intestinais

O intestino, em estado normal, consiste da barreira epitelial do sistema
imune da mucosa, bem como das células estromais. Todos estes elementos s&o
importantes, e juntos potencializam a resposta imune quando desencadeada.

A arquitetura especializada do epitélio intestinal forma uma forte barreira
contra a invasdo de microorganismo. O lumen intestinal € composto de diversos
microorganismos, sendo importante uma regulagao ou tolerancia entre a resposta
imune do hospedeiro a estes organismos para a manutengdo da homeostase
intestinal. Segundo Rakoff-Nahoum e colaboradores (2004), este processo de
manutengdo da homeostase intestinal é feito através do reconhecimento da
microbiota comensal aos receptores “Toll Like Receptors” (TLR), expressos nas
células epiteliais.

O epitélio € composto por uma rede estrutural de mecanismos de protecao,
tais como, células produtoras de muco, células apresentadoras de antigenos
(APCs), células linfoides e fatores humorais, como a liberagdo de Imunoglobulina
A (IgA), citocinas e quimiocinas (Abbas, 2000 ).

Por outro lado, alteragbes nestes elementos, como a inapropriada resposta
imune a microorganismos comensais pode ser um dos fatores, dentre varios, que
vai ocasionar a destruicdo da mucosa intestinal. Este processo desencadeara a
colite ulcerativa, bem como a ruptura da barreira epitelial, exacerbando o processo
inflamatorio e o dano tecidual (Fig. 1).

Em relagdo ao intestino, além do dano tecidual, existe o risco de
acometimento sistémico, devido a possibilidade de translocacdo bacteriana
(Macfie et al. 2006), ou da amplificagado do processo para 6rgaos distantes (Swank
& Deitch, 1996).
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8. Injury or Infection C. Tissue remodeling
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(Adaptado de Shaykhiev & Bals, 2007)

Figura 1 Interagéo entre células epiteliais e leucécitos regulando o sistema imune na homeostase
tecidual em estado normal e na doenga.

A interacdo leucécito — epitélio, previne a entrada de microorganismos para o interior do
corpo, protegendo sua superficie. Em caso de lesdo do tecido ou infec¢do, ocorre um processo
inflamatorio que, se bem resolvido, leva ao remodelamento do tecido. Caso ocorra uma deficiéncia
dos mfecanismos imunoregulatérios, esse processo pode se tornar crénico, ou até mesmo
cancerigeno.

Os aspectos imunologicos que diferenciam a doenga de Crohn e a Colite
Ulcerativa tém sido discutidos por muitos pesquisadores, sendo observado que o
perfil de liberagdo de citocinas pelos linfécitos T CD4+, denominados “T helper”,
sdo distintos em uma e em outra patologia. Enquanto na doenga de Crohn o
processo inflamatério € geralmente considerado do tipo — Th1, devido a maior
expressao de citocinas, tais como INF-y, IL-2, IL-12, na colite ulcerativa, o perfil
destas citocinas € atipico. H4, porém, uma maior expressao de IL-5 e IL-13, que
estdo mais comumente associadas a resposta do tipo - Th 2 (Pallone &
Monteleone 1998; Fuss et al, 1996; Shanahan 2002; Macdonald et a/ 2000).

As doencgas inflamatérias intestinais apresentam uma resposta inflamatéria
complexa, razao pela qual € de suma importancia estudar e compreender os
mecanismos imunologicos e inflamatérios, bem como a participagdo dos seus
mediadores, para que, deste modo, possa-se desenvolver terapias eficazes no
tratamento dessas doencgas. Para uma melhor compreensao destacaremos a

Colite Ulcerativa como alvo do nosso trabalho.
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1.4 Colite Ulcerativa X Modelo experimental

O desencadeamento da colite ulcerativa ainda € alvo de quentionamentos,
como sugerido anteriormente. No entanto, os fatores envolvidos na patologia da
doenca estdo sendo cuidadosamente estudados.

A presenga de um intenso infiltrado de células inflamatorias sobre a mucosa
intestinal com colite € um importante aspecto a ser estudado, visto que estas
células tém um papel crucial no dano tecidual, e ao mediar as respostas
imunoldgicas (Macdonald et al., 2000).

As principais células que compdem este infiltrado sao: mastdcitos,
neutrofilos, linfécitos T CD4™ e eosinofilos (Blumberg et al., 1999; Strober et al.,
2002). Dentre as células polimorfonucleares que compdem esse infiltrado, os
neutréfilos sdo os que parecem estar mais associado com a lesao tecidual e com
a severidade dos sintomas clinicos (perda de peso e diarréia com presencga de
sangue e/ou muco). Além disso, estudo recente tem demonstrado que a migragao
destes neutréfilos € dependente da ativagdo do receptor de quimiocinas CXCR2
(Palmen et al., 1995; Natsui et. al., 1997; Buanne et al, 2007).

Muitos trabalhos tém mostrado a participacdo e a liberagdo de algumas
quimiocinas na colite ulcerativa, tais como, CXCL8/IL-8 ou seu analogo murino
CXCI-1/KC ( Anekasi 1998 e Keshavarzian 1999) correlacionando a sua liberagédo
com a severidade da inflamagdo (Daig 1996). As quimiocinas CCL-3/MIP-1a e
RANTES também tém sido encontrados na colite (Ajuebor et al. 2004 e
Macdermott 1998 e 1999).

Muitos modelos experimentais tém sido desenvolvidos para o estudo dos
mecanismos associados a colite ulcerativa (Quadro1).
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Quadro 1 Modelos animais experimentais de IBD

Administragao de agentes exégenos
Intra-Retal Oral Subcutaneo

Indometacina
TNBS

. ] Carageenina Ciclosporina A
Acido Acético

Sulfato de sédio dextran
Oxazolone

(Adaptado de Blumberg et. al., 1999)

Dentre os modelos utilizados, iremos ressaltar o modelo de ingestédo de
Sulfato de Sédio Dextrana (DSS), escolhido para o nosso trabalho. O modelo de
indugcdo de colite por ingestdo oral de Sulfato de Sdédio Dextrana - DSS ja
encontra-se bem descrito na literatura. Muitos trabalhos sugerem a participagéo da
imunidade inata na patogénese da doenga, visto que a colite experimental por
administragdo oral de DSS tem sido induzida em camundongos deficientes de
Linfécitos-SCID (AXELSSON et.al.,1996; DIELEMAN et. al., 1994).

Além disso, a colite induzida por DSS apresenta manifestagcdes clinicas
semelhantes ao observado em pacientes com colite ulcerativa, tais como, perda
de peso, diarréia com sangue, encurtamento do colon e dor abdominal (Blumberg
et. al.,1999).

O mecanismo principal pelo qual o DSS induz colite no animal ndo é
exatamente explicado. No entanto, varios estudos sugerem um possivel efeito
citotéxico direto do DSS nas células epiteliais da mucosa do célon, danificando-as
e, consequentemente, dando inicio a um processo inflamatério (Mashimo, Ni ,
1996; Kitajima, 1999).
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1.5 Participagao dos eosinéfilos na Colite Ulcerativa

Os eosindfilos sdo granuldcitos derivados de células da medula éssea que
estdo presentes principalmente no sangue, onde compdem aproximadamente 1 a
3% dos leucdcitos totais de um individuo saudavel, e nos tecidos com interface
epitelial com o ambiente, como trato respiratorio e gastrintestinal. No sangue os
eosindfilos circulam com uma meia vida de aproximadamente 18 h. No entanto,
nos tecidos os eosinofilos podem sobreviver por semanas, dependendo das
interagbes com a matriz celular e mediadores presentes no microambiente
(Rothenberg et al., 1987; Giembycz & Lindsay, 1999).

Estudos anteriores tém demonstrado uma associacdo entre eosindfilos e
infeccbes parasitarias, contribuindo assim para a hipétese de que essas sao células
efetoras classicas envolvidas na defesa do hospedeiro (Souza et al. 2006). No
entanto, nos ultimos anos os eosindéfilos tém se mostrado envolvidos em numerosos
processos bioldgicos, incluindo o desenvolvimento de glandulas mamarias
(parecendo ser responsaveis pela secrecao local da citocina TGF-3, o que auxilia
no crescimento do ducto das glandulas mamarias), protecdo do utero durante a
implantagdo do blastocisto (protegendo a gravidez de infecgdes), infec¢des virais,
doencas inflamatdrias alérgicas e neoplasias ( Robertson et al. 1997 e De M et al.
1991).

Muitos trabalhos tém demonstrado um interesse especial no envolvimento
dos eosindfilos na patogénese da colite (Jeziorska et al, 2001; Forbes et al, 2004;
Makiyama et al, 1995). Apesar dos eosinodfilos serem células residentes do trato
gastrointestinal normal (Mishra et al, 1999), em algumas doengas intestinais tais
como, gastroenterite eosinofilica (Keshavarzian et al, 1985), colite alérgica (Odze
et al, 1995), e refluxo gastroesofagico (Winter et al, 1982), houve um acumulo de
eosinodfilos na mucosa, intensificando a resposta inflamatoria (Talley et al, 1992;
Torpier et al, 1988). Foi observado, também, um numero elevado destas células
em biopsias realizadas com amostras do colon de pacientes com colite ulcerativa.
Este aumento estava correlacionado com a gravidade da doenga e a disfungéo
gastrointestinal (Bischoff et al, 1999; Saitoh, et al, 1999 ; Sangfelt et al, 2001).
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Os eosindfilos sao fontes relevantes de proteinas catidbnicas como, por
exemplo, peroxidase eosinofilica (EPO), proteina basica maior (MBP), proteina
catidnica eosinofilica (ECP) e neurotoxina derivada de eosindfilo (EDN); além de
mediadores lipidicos (PAF e LC4), radicais derivados do oxigénio, citocinas e
quimiocinas (IL-5, Eotaxina, RANTES), as quais contribuem para o dano tecidual
(Rothenberg, ME, 1998; Cara et al., 2000).

Analises clinicas de biopsia do intestino de pacientes com UC reveleram a
presengca aumentada dessas proteinas e demonstraram a correlagao entre o seu
aumento e o aumento do numero de eosindfilos e a lesdo tecidual (Jeziorska,
2001).

A Peroxidase de eosinofilica (EPO) constitui cerca de 25% dos granulos
secretados por eosindfilos que cataliza a oxidagao de varias moléculas resultando
em espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Essa reagdo acarreta um stress
oxidativo com subsequentemente morte celular por apoptose e necrose
(Rothenberg & Hogan 2006)

Forbes e colaboradores (2004), utilizando animais EPO ~/~ou administrando
um inibidor reversivel da EPO, observaram uma melhora da progressao da colite
ulcerativa nestes camundongos, sugerindo que a presenga dos eosinofilos no colon
intestinal poderia contribuir enormemente com a patologia desta doenca.

Em resposta a varios estimulos, os eosindfilos sdo recrutados da circulagao
para os focos inflamatodrios, onde modulam a resposta imune através de uma
variedade de mecanismos. Quimiocinas da familia das Eotaxinas cooperam com IL-
5 na inducdo de eosinofilia tecidual, sendo que, IL-5 aumenta a quantidade de
células responsivas, e as Eotaxinas capacitam os eosindfilos a responderem aos
ligantes de CCR3 - receptor de eotaxina (Chen et. al. 2001; Teixeira, et. al.,
1995).(Fig. 2)
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IL-3
“IL-5

EOTAXIN
'GM-CSF
RANTES

FIL5

EOTAXIN
| GM-CSF

Figura 2 Mecanismos envolvidos na maturagdo, diferenciacdo, recrutamento e ativagdo dos
eosindfilos. (http://www.biocarta.com/pathfiles/m_eosinophilspathway.asp)

Eosindfilos podem, ainda, iniciar a resposta imune especifica, agindo como
células apresentadoras de antigenos (APCs). Além disso, podem também polarizar
a resposta imune por células T, através da sintese de IDO, uma enzima envolvida
na conversao do triptofano em KYN, uma molécula reguladora do balango TH1/TH2,
através de apoptose de células TH1. Além disso, essas células parecem promover
a proliferacdo de células T efetoras ativadas, mas ndo de células T naive.
Eosindfilos murinos promovem secrecéo de IL-4, IL-5 e IL-13 por células T CD4", e,
embora tanto eosindfilos quanto células T produzam IL-4, a producgao desta citocina
por células T € bem maior (Rothenberg & Hogan, 2006).

De fato, sabe-se que, a eotaxina/CCL11 é uma quimiocina constitutiva do
trato gastrintestinal que resulta em migragcdo continua de eosindfilos para este
tecido, permitindo, assim, que atuem na defesa contra parasitas (Garcia-Zepeda
et.al., 1996).
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CCL11 é um quimiocina da familia CC que tem sido considerada uma
molécula quimioatrente relevante para o recrutamento de eosindfilos para locais
de reacdo alérgica (Teixeira et al., 1997; Rothenberg, 1999; Klein et al., 2001),
bem como para a manutengao basal dessas células em alguns tecidos (Humbles
et al, 1997; Rothenberg et al, 1997; Matthews et al., 1998). De maneira
interessante, a atividade de CCL11 in vivo € aumenta pela presenca de IL-5
(Collins et al., 1995; Humbles et al., 1997; Mould et al., 1997). O sinergismo entre
IL-5 e CCL11 provavelmente decorre do numero aumentado de eosinodfilos
circulantes induzido por IL-5, e da habilidade desta citocina em primar os
eosinodfilos a uma resposta induzida por CCL11 (Lamkhioued et al., 1997).

Os efeitos bioldgicos de CCL11 sao mediados pelo receptor de quimiocinas
CCR 3 (CCR3), que € um receptor acoplado a proteina G e expresso em varios
tipos celulares incluindo eosindfilos, basofilos, “células T helper 2 (Th2) e
mastocitos (Uguccioni et al., 1997; Ochi et al., 1999; Bandeira-Melo et al., 2001a).

A sinalizagdo de CCR3 para quimiotaxia envolve a fosforilagdo e ativagao
de tirosinas quinase (El-Shazly et al., 1999) e proteinas quinase ativadas por
mitogeno (MAPK) (Boehme et al., 1999; Kampen et al., 2000). Além de promover
quimiotaxia, a ligacado de CCL11 ao CCR3 ativa os eosinofilos.

As respostas efetoras mediadas por CCR3 em eosindfilos incluem producéo
de espécies reativas do oxigénio (Elsner et al., 1996; Tenscher et al., 1996),
producdo de leucotrieno C4 (LTC4) e formacéo de corpos lipidicos (Bandeira-Melo
et al., 2001b); liberacdo de granulos contendo proteinas cationicas (El-Shazly et
al., 1998; Kampen et al., 2000); e liberacado de interleucina-4 (IL-4) pré-formada
(Bandeira-Melo et al., 2001c).

Ndo obstante, dados da literatura indicam que pacientes com colite
ulcerativa tém niveis aumentados dessa quimiocina no soro (Amparo, 2002). Além
disso, na hipersensividade gastrintestinal alérgica, o aumento da liberagdo da
eotaxina esta relacionado com o aumento de eosindfilos no tecido e com a

patologia dessa doencga (Hogan et al., 2001)
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1.6 Animais AdbIGATA sao ferramentas importante no estudo da

funcao dos eosindfilos

A regulagédo da produgao e diferenciacdo de eosinofilos na medula dssea,
bem como a sua migragc&o e sobrevivéncia no tecido, sdo fortemente influenciados
pela presenga de IL-5. Também IL-3 e GM-CSF atuam na proliferagcédo e
diferenciagcdo de eosindfilos, seguindo instrugdes especificadas pelos fatores de
transcrigdo GATA-1, PU.1 e C/EBP (Lampinem et. al., 2004; MiYajima et. al., 1993;
Mcnagny et. al., 1998). (Fig. 3)

Maturation R S
GATA-1 . IL-3

PUA GM-CSF

BONE MARROW c/EBP L5

Figura 3 Fatores de transcricdo envolvidos na diferenciacdo dos eosindfilos e citocinas
responsaveis pela maturagao e ativagdo dessas células (Adaptado de Lampinem et. al., 2004)

Os eosinodfilos sdo produzidos a partir de células troncos pluripotentes que,
primeiro se diferenciam em um precursor hibrido de baséfilos e eosindfilos e, entéo,
se diferenciam em eosindfilos, pela interacdo de trés fatores: GATA-1, PU.1 e
C/EBP. Embora estes fatores de transcricao sejam expressos em uma variedade de
linhagens hematopoiéticas, seu mecanismo de ag&o nos eosindfilos € unico. GATA-
1 é claramente o mais importante para a especificagdo de eosindfilos, como
revelado pela perda destas células em camundongos que tiveram deletado um sitio
de ligagdo de alta afinidade no promotor GATA-1 (Yu et al., 2002); e por
experimentos de diferenciag&o in vitro (Hirasawa et al, 2002).

Recentemente, Yu e colaboradores (2002) desenvolveram uma linhagem de
camundongo Balb/c com deficiéncia completa e seletiva na diferenciacdo de
eosinofilos, denominados (dbIGATA. O fator de transcrigdo GATA-1, expresso em

quatro linhagens hematopoiéticas (eritrécitos, megacariécitos, mastocitos e

30



Introducéo

eosinofilos), reprograma as células mieldides para trés diferentes linhagens:

eritrocitos, megacariocitos e eosindfilos. A atividade especifica de GATA-1 para

eosinofilos parece ser mediada por um sitio palindrémico (duplo) de alta afinidade

(Du et al., 2002). (F

ig. 4)

A delecédo deste sitio de ligagao no promotor GATA-1, que deve intervir na

auto-regulagdo positiva da expressdao de GATA-1, leva a perda seletiva de

eosindfilos in vivo. Deste modo, a utilizagdo desses camundongos permitira avaliar

o papel dos eosindfilos na imunopatologia da Colite Ulcerativa.

z double
GATA-1 locus GATA e
i o o
IT *|E vy Vi
double GATA
loxP  loxP
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Targeted locus [PGKneo)
1 \ ] (N (R
IT IE vy vi
loxP
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(AdbIGATA)
1 S | N (|
IT * g NIV v Vi
Not |
ARCAGCCACAGTCGACTCORCGOCCOCTAATTCCEATCATATTCAATAACCCTTAAT
TTOTCOATGTCAGCTCACGCGCCAGCOATTAAGGCTAGTATAAGTTATTGGGAATTA
TAACTTCGTATARTGTATGCTATACGAAGTTA AGGTCCAGCEGCCCCCCCRAGAGCAGCTICAGA,., .
TATTGAAGCATATTACATACCGATATGCTTCAAT TCCAGG'I‘:CGCCGGFG"-ﬂC'l‘-"'l"T"&‘T""‘:'P-T‘.‘l .
loxP Not |

Figura 4. Figura esquematica representando a delecéo do locus genético do fator de transcricao
Gata-1 para o desenvolvimento dos animais biologicamente modifificados com fenétipo para
deficiéncia de eosindfilos (Adaptado de Du et al., 2002)
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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2. Justificativa

Visto que, a incidéncia da Colite Ulcerativa estda aumentando
progressivamente e mundialmente, e que, além disso, € uma doenga com carater
remissivo e com tendéncia a cronicidade, € de fundamental relevancia estudar e
compreender 0s mecanismos que atuam neste processo para que novas
estratégias de intervengdo farmacoldgica sejam desenvolvidas. Sabendo que os
eosindfilos participam deste processo, elucidar o seu papel é de suma
importancia, para isto, os animais AdbIGATA representam ferramentas
importantes.

2.1 Objetivos

2.1.1 Objetivo Geral:

Estudar o papel dos eosindfilos e a resposta inflamatoéria na colite ulcerativa
experimental induzida por Sulfato de Sdédio Dextrana — DSS, usando como
ferramenta animais deficientes do fator de transcricdo GATA-1.

2.1.2 Objetivos Especificos

A. Avaliar a gravidade dos sinais clinicos, como perda de peso, sangue
oculto nas fezes e diarréia, caracteristicos da patologia em
camundongos Balb/c (WT), no modelo de Colite Ulcerativa;

B. Determinar a cinética de eosindfilos durante o curso da Colite Ulcerativa
induzida por Sulfato de Sédio Dextrana — DSS em camundongos Balb/c;

C. Determinar o influxo de neutréfilos, bem como a producdo dos
mediadores envolvidos no recrutamento destas células durante o curso

da UC em animais WT;
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D. Estudar em animais WT, a liberagao das citocinas IL-5 e CCL11 que s&o
mediadores chave dos processos inflamatorios e conhecidos por
promoverem a sobrevivéncia e a ativagdo dos eosindfilos;

E. Avaliar a taxa de letalidade dos animais WT durante o curso da UC
induzida por Sulfato de Sédio Dextrana — DSS em camundongos Balb/c;

F. Avaliar todos os parametros acima citados, nos animais deficientes de

eosindfilos, AdbIGATA, comparando-os com os animais WT.
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3.1 Animais

Camundongos BALB/c fémeas, entre 7-9 semanas de idade (peso entre 18-
23g), foram obtidos do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias
Biologicas-UFMG e mantidos sob condigdes controladas de temperatura (24°C) e
luminosidade ( ciclo claro/ escuro de 12h) com livre acesso a ragao e agua.

Os animais AdbIGATA utilizados nestes experimentos foram gentilmente
cedidos pela professora Dra. Débora Negrdao Cobrrea, do departamento de
Parasitologia desta universidade e posteriormente criados em nosso laboratorio.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal da
UFMG (CETEA/UFMG): n° do protocolo 193/07.

3.2 Colite ulcerativa experimental

De acordo com o modelo anterior sugerido por Okayasu et.al. 1990, para a
indugao da colite ulcerativa experimental, foi dissolvido Sulfato de Sodio Dextrana
(DSS- peso molecular 36,000-50,000, MP Biomedicals, LLC, Aurora, OH), na dose
de 4% (peso/volume), em agua autoclavada e colocada ao bebedouro dos
animais,para a ingestao "ad libitum".Essa solugdo era preparada e trocada dos
bebedouros a cada 2 dias e o tratamento prosseguia durante 7 dias. A ingestao de
agua dos animais, tanto dos “wild type” (WT), quanto dos AdbIGATA, foi
monitorada e ambos os grupos apresentaram ingestdo normal da agua. Os
animais do grupo controle foram colocados em gaiolas separadas das gaiolas dos
animais que iriam desenvolver colite e estes receberam agua autoclavada normal.
No dia 7 apdés o tratamento inicial, os animais foram anestesiados
(cetamina/xilazina) e sacrificados para a retirada do célon intestinal para posterior
anadlise do processo inflamatério através de parametros bioquimicos e
histologicos. O influxo de eosindfilos, neutrofilos e macrofagos foram avaliados
indiretamente através da quantificacdo da atividade das enzimas peroxidase

eosinofilica (EPO), mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglicosaminidase (NAG),
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respectivamente. Os animais foram monitorados de 48 em 48 horas para
avaliacdo do peso e dos sinais clinicos, descritos abaixo. Para os dados de
letalidade, os animais foram acompanhados durante 21 dias apds o inicio do

tratamento com DSS.

3.3 Determinagao dos sinais clinicos

Os camundongos foram monitorados clinicamente a cada dois dias. Para
isso, 0os animais eram colocados individualmente em gaiolas de acrilico brancas
por cerca de 10 minutos para analise da consisténcia e da presenca de sangue e
muco nas fezes.

Para a analise da presenga de sangue oculto, as fezes foram coletadas e
maceradas em cartelas (INLAB - Diagnostica Sdo Paulo, BR). A quantificagdo
numeérica dos sinais clinicos foi feita seguindo as seguintes caracteristicas:

- fezes normais e auséncia de sangue — sem portuagéo;

- fezes normais e teste de sangue oculto positivo — 1 ponto;

- fezes de consisténcia cremosa e tragos de sangue — 2 pontos;

- fezes de consisténcia pastoza e teste de sangue oculto positivo com
intensa coloracio — 3 pontos;

- fezes solidas com muco e teste de sangue oculto positivo — 4 pontos;

- diarréia e tragos de sangue anal — 5 pontos;

- diarréia e presencga de gotas de sangue na caixa — 6 pontos;

- diarréia e hemorragia — 7 pontos;

- diarréia, hemorragia e sinais de morbidade, incluindo postura encurvada e

pelos arrepiados — 8 pontos.

3.4 Avaliacao da perda de peso

A medida da perda de peso corporal dos animais foi realizada a cada 2 dias
a partir da inducdo inicial da colite. Os camundongos foram pesados e
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identificados individualmente. Para calcular a porcentagem da perda de peso, foi
realizado o seguinte calculo: Peso do dia observado / Peso inicial (dia 0) X 100.
Os resultados foram expressos em porcentagem da perda de peso durante o
periodo de indugao da colite.

3.5 Quantificagcdao da infiltracao de eosinéfilos no tecido pelo

método de atividade da peroxidase eosinofilica - EPO

A quantificagdo dos niveis de peroxidase de eosindfilos no tecido foi
utilizada como uma maneira indireta de estimar a eosinofilia intestinal. Para tanto,
para cada 100 mg de tecido pesado, foi adicionado 1.9 ml de PBS (pH 7.2), em
seguida o tecido foi homogeneizado no homogenizador de tecido e centrifugado a
10.000 rpm por 10 minutos (12.000 g) e o sobrenadante foi posteriormente
desprezado. O sedimento foi sujeito a lise hipotdnica por adigdo de 1.5 ml de
salina 0,2%, seguido pela adigdo de 1.5 ml de salina 1,6% e glicose 5%. Em
seguida, o material foi novamente centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos, e o
sobrenadante foi novamente desprezado e o sedimento ressuspenso em 1.9 ml
de PBS (pH 7.4), contendo HTAB (Hexadecyl trimethyl ammonium bromide;
Sigma) 0,5%. Essa solugé&o foi novamente homogeneizada, e o homogenato foi
separado em aliquotas de 1 ml / eppendorf, congelado 3 vezes em nitrogénio
liquido e centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos. Apenas o sobrenadante foi
utilizado para quantificagao da peroxidase.

O ensaio foi realizado em placas de 96 pogos, sendo que em cada pogo
75ul de amostra ou branco (PBS) foi incubada com 75ul de substrato (1,5 mM de
o-fenilenodiamina, OPD em tampao Tris-HCI - 0,075uM pH 8 suplementado de
H.O2 6,6 mM). A placa foi incubada no escuro por aproximadamente 30 minutos, e
a reacado foi interrompida pela adicdo de 50ul de H,SO4 1M e a leitura era
realizada em leitor de Elisa com filtro de 492 nm. As amostras dos tecidos foram
analisadas na diluicao 1:3 em PBS.
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Este ensaio foi conduzido assim como descrito anteriormente por (Strath et.
al. 1985).

3.6 Quantificagao da infiltracao de neutréfilos no tecido pelo

método de atividade da mieloperoxidase - MPO

A quantificagdo do acumulo de neutréfilos no célon intestinal foi mensurada
pelos ensaios de atividade da mieloperoxidase como descrito anteriormente
(Souza et. al., 2002).

Sumariamente, fragmentos do coélon dos animais submetidos a colite
experimental foram removidos e congelados a 20°C. Apds o descongelamento, o
tecido (100 mg de tecido em 1.9 ml de tampao) foi homogeneizado em tamp&o
com pH 4,7 (0.1 M Nacl, 0.02 M Na PO4, 0.015 M NaEDTA), utilizando-se
homogenizador de tecidos ( Power Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania,
USA), centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos ( Centrifuga. BR4, Jouan,
Winchester, VA, USA) e o precipitado é submetido a lise hipotdnica ( 1.5 ml de
solugdo de NaCl 0.2% seguido de adi¢gao de igual volume de solu¢gdo contendo
NaCl 1.6% e glicose 5%, 30 s apos).

Apés nova centrifugagdo o precipitado foi ressuspendido em tampao
NaPO4 0.05 M (pH 5,4) contendo brometo de "hexadecyltrimetylammonium”
(HTAB) 0,5% e re-homogeneizado. Aliquotas de 1ml da suspensdo foram
transferidas para tubos Eppendorf (Tubo 3810, Eppendorf do Brasil, Sdo Paulo,
SP Brasil) de 1,5 ml e submetidos a trés ciclos de congelamento/descongelamento
utilizando-se nitrogénio liquido. Essas amostras foram novamente centrifugadas
por 15 minutos a 10.000 rpm e foi recolhido o sobrenadante. As amostras dos
tecidos foram diluidas em PBS previamente a analise na razao 1:3.

A Atividade da mieloperoxidase no precipitado ressuspendido foi calculada
pela medida das alteragdes na densidade optica (OD) a 450 nm utilizando "
tetramethylbenzidine" (1.6 mM) e H202 ( 0.5 mM). A leitura foi feita no leitor de
ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil). Os resultados
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foram expressos como numero total de neutrofilos acompanhado da OD do
sobrenadante do tecido e comparados com neutrofilos da cavidade peritonial
igualmente processados. Para tanto, a inducdo de neutrofilos na cavidade
peritonial foi realizada pela injecdo de 3 ml de caseina 5%.

Uma curva padrdao do numero de neutrdfilos versus OD foi obtida pelo
processamento de neutrofilos purificados (> 95% pureza) como descrito acima e

utilizado para a medida de atividade da mieloperoxidase.

3.7 Quantificacdao da infiltracao de macrofagos no tecido pelo

método de atividade da n-acetilglicosaminidase - NAG

Fragmentos do cdlon intestinal foram pesados e ressuspendido, na
propor¢ao de 1.9 ml de solugédo para cada 100mg de tecido, em solug&o salina
0,9% (4°C) contendo 0,1% v/v de Triton X-100 (Merck). Logo em seguida foi
homogeneizada em homogenizador de tecido e, em seguida, centrifugada a 4°C
por 10 min. a 10.000 rpm (1.500 g). Os sobrenadantes foram imediatamente
recolhidos e utilizados para o ensaio de NAG.

A reacéo foi iniciada apos a adicao de 100 uL de p-nitrofenil-N-acetil--D-
glicosaminidase (Sigma-Aldrich), dissolvida em tampao citrato/fosfato (pH 4.5), a
uma concentracao final de 2,24 mM, a 100 uL do sobrenadante recolhido apos
centrifugacéo do tecido. A reacéo se processou a 37°C por 10 min, em placas de
96 pocgos. O término da reacdo foi dado pela adicdo de 100 uL de tampao glicina
0.2 M (pH 10,6) e quantificada em espectrofotdmetro a 405 nm. O conteudo de
macrofagos foi calculado a partir de uma curva padrdo da atividade de NAG
expressa em aumento de absorbancia a partir de macrofagos obtidos da cavidade
peritoneal de camundongos, mediante injecdo de uma solugéo de tioglicolato de
sédio a 3%. O lavado peritoneal foi realizado apds um tempo maximo de 4 dias
pos-injecdo. Os resultados foram expressos em numero relativo de macrofagos
por miligrama (mg) de tecido. A unidade obtida por este procedimento é expressa

como “unidade relativa de macrofagos”.
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3.8 Analises histopatoldgicas

O codlon intestinal dos animais foi removido logo apds o sacrificio dos
mesmos e fixados em solugdo 10% formol em PBS, pH 7.4. Ap6s tempo minimo
de fixacdo por 48 horas, os tecidos foram submetidos a etapas de desidratagao,
diafanizagdo em xilol, banho e inclusdo em parafina. Em seguida, foram realizados
cortes em micrétomo e as laminas foram coradas com H&E. Os cortes foram

examinados ao microscoépio optico e fotografados.

3.9 Determinacgao dos niveis de citocinas/quimiocinas (ELISA)

Niveis de IL-4, IL-5, IL-6,IL-13, CXCL1-3/KC, CCL11/Eotaxina e CCL3/MIP-
1a, foram medidos no cdlon intestinal de acordo com a descricdo de publicagao
anterior de minha autoria (Vieira et. al. 2005) utilizando - se kits de anticorpos
adquiridos do fabricante (R & D Systems, Minneapolis, USA), seguindo o protocolo
recomendado.

Para dosagem de citocinas, amostras de tecido do colon intestinal, foram
homogeinizadas em uma solu¢ao tampao de fosfato ("phosphate-buffered saline -
PBS") (0.4 M NaCl e 10 mM de NaPOQO,) contendo inibidor de proteases (0.1 mM
"phenylmethilsulfonyl fluoride"”, 0.1 mM "benzethonium chloride", 10 mM "EDTA" e
20 Kl aprotinina A) e 0,05% "Tween 20, na proporgao de 0,1 g de tecido para cada
ml de solugao; foi utilizado homogenizador de tecidos ( Power Gen 125 - Fischer
Scientific Pennsylvania, USA). As amostras foram mantidas a - 20°C para
posterior utilizagdo no ensaio enzimatico.

Todos o0s ensaios enzimaticos foram realizados em placas de 96 pogos
(C96 MicroWellTM Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). As
placas foram sensibilizadas com 100ul /pog¢o de solugcédo de anticorpo monoclonal
anti-camundongo para citocina/quimiocina a serem analisadas e incubadas a 4°C
overnight. Apds quatro lavagens (400ul/pogo - Bio-Tek Instruments, INC) em
Tween 20 0,05% em PBS, pH 7.4, adicionou-se as placas o tamp&o bloqueio (1%

BSA em PBS pH 7.4) e estas foram, ent&o, incubadas por 1 hora. Ap6s nova
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etapa de lavagem, adicionou-se 100ul/pogo dos padrbes (15-1000 pg/ml) e das
amostras diluidos em 0,1% BSA e 0,05% Tween 20 em PBS pH 7.4 e prossegui-
se nova incubagdo a 4°C overnight. Apos lavagem das placas, adicionou-se
100ul/pogo de solugdo de anticorpo biotinilado anti-camundongo para a
citocina/quimiocina em questdo e incubou-se as placas por 2 horas. Apds nova
lavagem, procedeu-se reagdo cromogénica com o substrato OPD (o-
fenilenodiamina, Sigma) (100ul/pogo) diluido em tampéao citrato (acrescido de
H2O2- 30 v/v), pH 5.0, e as placas foram encubadas, ao abrigo da luz, por 30
minutos. A reacao foi interrompida com a adi¢gao de 50ul/po¢o de H,SO4 1M e a
leitura das placas foi feita no leitor de ELISA (Status - labsystems, Multiskan RC,
Uniscience do Brasil) com filtro para um comprimento de onda de 492 nm. Todos
os passos de incubacgédo (exceto aqueles overnight) foram feitos a temperatura
ambiente. As amostras dos tecidos foram analisadas na diluicdo 1:3 em PBS.

3.10 Cinética de células do sangue e do célon

Para o experimento de cinética os animais foram sacrificados nos dias 0, 1,
3, 5 e 7 apos o tratamento inicial com DSS. Para contagem das células
sanguineas, os animais foram sacrificados por anestesia pela cetamina/xilazina
seguida de deslocamento cervical, 20 yl de sangue foram recolhidos do plexo
braquial e adicionados a 180 pl de solugdo de Turk para a contagem total do
numero de células. Um esfregago foi preparado e corado pelas solugbes de
Giemsa e May-Grummald que contém os corantes eosina e hematoxilina. O
esfregaco foi utilizado para a contagem diferencial de células do sangue sendo
distinguidas células mononucleares, neutrofilos e eosindfilos. Um total de 300
células foi contado por animal. Fragmentos do cdlon intestinal foram removidos
para os ensaios de EPO e MPO descritos anteriormente. Foi coletado cerca de
500 ul de sangue para a retirada do soro e posteriores ensaios de ELISA.
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3.11 Imuno-histoquimica

Para avaliar o perfil de produgdo da quimiocina CCL11/Eotaxina no cdlon
intestinal dos animais, estes foram sacrificados nos dias 0, 1, 3, 5 e 7 apds o
tratamento inicial com DSS, tendo o célon removido e fixados em solugdo 10%
formol em PBS, pH 7.4. Ap6s tempo minimo de fixagdo por 48 horas, os tecidos
foram submetidos a etapas de desidratacdo, diafanizacdo em xilol, banho e
inclusdo em parafina. Cortes longitudinais foram montados em laminas
gelatinizadas (2 cortes/laminas). As laminas foram cobertas com 2% de “3-
aminopropyltriethylsilane” (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO). As laminas foram
desparafinizada e imersas em xilol, em seguida , alcool e posteriormente incubada
com 3% de peroxido de hidrogénio diluido em Tris-buffered salina (TBS) (pH 7.4)
por 40 minutos. Em seguida, os tecidos foram imersos em citrato buffer citrate (pH
6.0; Sigma, P4809) durante 20 min. a 95°C. Posteriormente, as laminas eram
imcubadas com 3% BSA diluidos em agua destilada, em temperatura ambiente,
por 20 minutos. Os tecidos foram entdo, incubados com anticorpo primario:
anticorpo policlonal de coelho anti-CCL11 murino (Prof. Mauro Martins Teixeira),
na diluicdo 1:1000, a 4°C “overnight” na camera humidificadora. Apos lavagem em
TBS, as laminas eram cobertas com streptavidina-biotina (LSAB kit, KO492, Dako,
Carpinteria, CA). Em seguida imcubadas em 3,3-Diaminobenzidine (DAB) em
solugdo cromégena (K3468, Dako) por 2 a 5 minutes na temperatura ambiente.
Finalmente, as laminas eram coradas com Hematoxilina de Mayer e analizadas
em microscépio optico. Controles negativos eram obtidos pela substituigdo do
anticorpo primario por 1% de PBS-BSA.

3.12 Modelo experimental de artrite induzindo o recrutamento de

neutrofilo na cavidade intrarticular.

Para avaliar o recrutamento de neutréfilos neste modelo, os

camundongos foram anestesiados e cada animal recebeu uma injegao de 10 pl de
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solugdo contendo (PBS pH 7.4 estéril e KC 30ng/cavidade). Apos 4 horas do
desafio, os animais foram sacrificados e a seguir foi realizado lavado intra-articular
(2 vezes) com 5L de solugédo de albumina bovina 3%. Este lavado foi diluido em
90pL de albumina bovina 3% e em seguida foram realizadas as contagens total e
diferencial dos leucdcitos. Aliquotas de 30uL do lavado articular foram diluidas em
60uL de liquido de Turk, sendo a contagem total dos leucdcitos realizada em
camara de Neubauer, com o auxilio de microscépio 6ptico (aumento de 100x) e
contador manual.

As laminas para contagem diferencial foram preparadas por
citocentrifugacdo de uma aliquota do lavado intra-articular (citospin; Shandon
Lipshaw Inc., Pittsburgh, Pennsylvania, USA). As laminas foram coradas segundo
a técnica de coloragdo de Giemsa. As células foram examinadas em microscopio
optico através da objetiva de imersdo em oleo (aumento de 1.000x), sendo
contadas 100 células por lamina diferenciando-se 3 tipos celulares, neutrofilos,
eosindfilos e mononucleares. A quantificacdo dos neutrofilos presentes na
cavidade articular foi calculada pela percentagem dessas células contadas nas
ldaminas e pela quantidade de células totais obtidas na contagem total. Os

resultados foram expressos como nimero de neutréfilos x 10* / cavidade articular.

3.13 Transferéncia adotiva de células mieldides

A medula éssea foi isolada do fémur esquerdo e direito dos animais WT,
assepticamente. A cabeca femoral e os condilos foram removidos e, as células de
cada fémur foram recolhidas com 1 mL de meio RPMI 1640 contendo 10% de soro
fetal bovino, 2mM de L-glutamina e penicilina- streptomicina (Gibco, Europa). As
células foram cultivadas em placas de cultura de 24 pogos durante 7 dias em
estufa de CO, (5%) a 37°C. Ao final da cultura as células foram coletadas,
centrifugadas e ressuspendida em 1 ml de salina 0.9%. A contagem total foi feita
em camara de Neubauer usando corante de Turk.

Foram injetados cerca de 0,5 -1 x 10° células na cauda de cada
camundongo.
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3.14 Estratégia experimental - |

Grupos:
WT + H,0
WT + DSS
AdbIGATA + H,0
AdbIGATA + DSS
Sacrificio
0* 1 2% 4* 6* 7*
Adigao de DSS * Avaliagdo do peso e dos sinais Excisdo do coélon
4%(w/vol) clinicos intestinal
WT ou
AdbIGATA
3.15 Estratégia Experimental — Il (Cinética)
Sacrificio Sacrificio Sacrificio Sacrificio
0* 1 2% 3 4% 5 6* 7%
Adigao de DSS Sacrificio

4% (w/vol)
WT ou AdbIGATA

* Avaliagédo do peso e dos sinais
clinicos

OBS: Nos dias de sacrificio, foram coletados amostras de sangue para a realizagdo da lamina de

esfregaco e contagem total de leucécitos. O colon foi retirado para dosagem de MPO, EPO e

citocinas.
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3.16 Estratégia Experimental — Ill (Transferéncia de células da

medula éssea)

Injecdo na cauda dos animais AdbIGATA de cultura de células mieldides
provinientes de animais WT

0* 1 2 3 4% 5 6* 7*
Adicdo de DSS Sacrificio
4% (w/vol) * Avaliagcdo do peso e dos sinais
WT ou AdbIGATA clinicos

3.17 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da meédia
(e.p-m) de cada grupo de animais.

As diferencas entre as médias foram analisadas utilizando-se analise de
variancia (ANOVA) com péds-testes de Student-Newman-Keuls. Quando
necessario foi utilizado o teste t de student.

Software GraphPad PRISM, GraphPad software Inc. (San Diego, CA, USA).

Os resultados foram considerados significativos quando p< 0,05.

3.18 Pesquisa bibliografica

A pesquisa bibliografica e a obtencdo de artigos em formato eletrénico foi
feita através da base de dados do portal Medline/Pubmed, no endereco:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?DB=pubmed>

A obtencéo de artigos em formato eletrénico também foi feita através da
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base de dados do portal Peridédicos Capes (Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (Capes/Mec), no enderego:
<http://www.periodicos.capes.gov.br/portugues/index.jsp>

Foram avaliados artigos originais, de revisdo ou atualizagbes e capitulos de
livro-texto, conforme sua relevancia para o tema de estudo, escritos em portugués
e inglés.
As palavras chaves utilizadas foram: “Inflammatory Bowell Disease”, Ulcerative
colitis, inflammation, gut, intestine, eosinophil(s), neutrophil(s), eotaxin,cytokine(s)

echemokine(s)".
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Papel do Eosindfilo na Patogénese da Colite Ulcerativa Experimental em
Camundongos

4. RESULTADOS
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4.1 Caracterizagcao do modelo de colite ulcerativa experimental

O processo de caracterizacdo do modelo de colite ulcerativa induzida por
DSS foi conduzido através de estudos de cinética de perda de peso durante a
inducédo da colite, e dos sinais clinicos da doenga, que consistia na analise da
consisténcia das fezes e presenga ou ndo de sangue nas mesmas. Além disso,
avaliou-se a participagcao de eosindfilos ao final da induc&o da colite, bem como a
analise histopatologica e a presencga de infiltrado celular no célon intestinal.

4.1.1 Patologia clinica da colite ulcerativa experimental

A ingestao de DSS pelos animais WT durante 7 dias consecutivos provocou
uma perda de peso corporal progressiva a partir do 2° dia apds a indugao da colite
(Fig. 5A), enquanto os animais controles, que ingeriram agua normal, n&o
perderam peso em nenhum momento. Ao final do tratamento, os animais com
colite perdiam cerca de 25% do peso corporal, enquanto nenhuma mudanca foi
observada nos animais controles. Ja os sinais clinicos apresentados pelos animais
com colite agravavam-se a cada dia apos a indugao da doenga alcangando o pico
no dia 6 (Fig. 5 B). O grau de morbidade dos animais ao final do tratamento era
alto, caracterizando-se por intenso sangramento anal desses animais, enquanto

gue nenhum desses sinais foi observado nos animais controles.
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Figura 5 Avaliacao clinica da colite induzida por DSS em animais WT.

A progressao clinica da colite foi avaliada pela perda de peso corporal durante o periodo de
sete dias de indugdo da doenca (A) e pela analise da consisténcia e/ou presenca de sangue nas
fezes desses animais (B), quantificado de acordo com a pontuagéo descrita anteriormente.* P <
0.05 comparando-se animais WT controles com animais tratados com DSS. Os resultados
representam a média + e.p.m de cada grupo no dia indicado.
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Os eosindfilos estao presentes no modelo de UC experimental induzida por
DSS?

4.1.2 Participacao de eosinéfilos no modelo experimental de
colite ulcerativa

Para verificarmos se os eosindfilos participavam da UC experimental em
camundongos, foi mensurada a atividade da enzima peroxidase eosinofilca
(presente em eosindfilos), como medida da quantificagdo de eosindfilos no colon
intestinal dos animais, e através de cortes histoldgicos do célon.

Apos sete dias de inducad da colite, animais WT que receberam DSS na
agua apresentaram um aumento significativo na atividade da EPO no cdlon
intestinal (Fig.6A). A figura 6B apresenta um corte histologico transversal do colon
intestinal, representativo do grupo dos animais WT com colite ao final do 7° dia de
inducdo. Neste corte podemos notar uma extensa lesdo que destrui-se por toda a
mucosa tecidual, com grande infiltrado de células inflamatorias. A presenga de
eosindfilos no célon desses animais € confirmada pela analise microscépica da
morfologia dessas células nas histologias coradas por H&E, como observada no
quadro menor (Fig. 6B).
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Figura 6 Participacao de eosindfilos na UC.

(A) A ingestdo de DSS promove um aumento de eosindfilos no célon intestinal dos animais
WT em relagdo aos animais WT tratados com agua, apos sete dias de indugdo da doenga. O
namero de eosindfilos foi acessado por medida da atividade da EPO. (B) Corte transversal do
célon intestinal representativo do grupo dos animais com colite apos sete dias de indugdo da
doenca. O quadro a direita carateriza a extensa lesdo, com destruicdo da mucosa e grande
infiltrado celular (aumento de 40x). Dentre as células presentes, destacam-se os eosindfilos, como
indicado pelas setas vermelhas no quadro a esquerda (aumento de 1000x). Em A, os resultados
s&0 expressos como média + erro padrdo da média (n =5 -7). * P< 0.05.
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Visto que os eosinéfilos estao aumentados no modelo de UC nos animais
WT, o que poderia ocorrer se esse modelo fosse aplicado nos animais com

fenotipo para deficiéncia de eosindfilos?

4.2 Avaliacao da colite ulcerativa em animais deficientes em
eosinoéfilos

A taxa de mortalidade dos animais WT com colite ulcerativa foi bastante
elevada. Cerca de 100% de mortalidade foi observado nos animais WT com DSS
ja no 8° dia apos a indugdo da colite (Fig. 7). Surpreendentemente, animais
AdbIGATA, que tém como fendtipo deficiéncia de eosindfilos e que receberam
DSS, ndo morreram. Os animais foram acompanhados até 21 dias apds o término
do tratamento com DSS.

100 ‘
I : -5~ Water (WT or AdbIGATA)

754 -&- AdbIGATA + DSS

.I -& WT + DSS
0 T T T T

0 5 10 15 20

Days after colitis induction

Figura 7 Tratamento com DSS induz letalidade nos animais WT, mas n&o nos animais AdbIGATA.

Todos os camundongos com colite morreram ao final do 8° dia apds inicio da indugéo da
colite com DSS, enquanto que os animais deficientes de eosindfilos apresentavam 100% de
sobrevida (n = 8-12 em cada grupo).
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4.2.1 Analises clinicas

A sobrevida dos animais AdbIGATA com colite esta associada com a
reducdo dos sinais clinicos, tais quais, diarréia e sangramento anal quando
comparado com os animais WT com colite (Fig. 8A). Enquanto os animais WT
alcancaram o escore maximo até o final do tratamento com DSS, os animais
deficientes de eosinofilos alcangaram escore de grau quatro. Além disso, a perda
de peso foi constante durante a indugdo da doenca, tanto no grupo dos animais
WT quanto no grupo de animais AdblIGATA com colite. Entretanto, a perda de
peso nos animais deficientes de eosindfilos € bem menor do que a observada nos
animais WT com colite (Fig. 8B). Desta forma, a deficiencia de eosindfilos leva a
uma diminui¢cdo da severidade induzida pela ingestdo de DSS.

4.2.2 Analises histopatolégicas

Corroborando com os dados anteriores, as analises histopatoldgicas
realizadas em cortes transversais do coélon intestinal dos camundongos mostraram
que ao final do tratamento com DSS, o cdlon dos animais selvagens apresentou
uma extensa lesdo, caracterizada por uma grande destruicdo das células
globulares, bem como de toda a mucosa. Um intenso infiltrado celular também foi
observado no colon desses animais (Fig. 9B). Entretanto, foi observada uma
lesdo menor no célon dos animais deficientes de eosindéfilos que receberam DSS
na agua e ainda, um menor infiltrado de células (Fig. 9D). Nenhuma diferenca
morfolégica foi observada entre o colon dos animais controles, tanto selvagens
quanto AdbIGATA (Fig. 9A e 9C, respectivamente).

54



Resultados

8 WT + Agua
- WT + DSS
A+ AdbIGATA + Agua
~-&- AdbIGATA + DSS

Sinais Clinicos

Dias apds inicio da indugdo da colite

w

-

N

o
J

-8-WT + Agua
—&-WT +DSS
& AdbIGATA + Agua
_______________ & AdbIGATA + DSS

-
o
o

o)
<

Perda de peso
(% do peso corporal inicial)
~ ©
< <

o 1 2 3 4 5 6 7 8

Dias apds inicio da indugdo da colite

Figura 8 Indugéo de colite ulcerativa experimental em animais AdbIGATA leva a uma diminui¢do
dos sinais clinicos e da perda de peso.

Animais AdbIGATA quando tratado com DSS 4% durante 7 dias, tinham diminuigdo na
severidade da doenca, como observado pelos sinais clinicos (A) e da redugao na perda peso
comparados com os animais WT com colite (B). Resultados s&o expressos como média + erro
padrao da média (n =5 -7). * P< 0.05.
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Figura 9 Cortes histologicos representativos do colon intestinal dos camundongos.

(A) WT controle, (B) WT com DSS, (C) AdbIGATA controle e (D) AdbIGATA com DSS.
Todos os cortes foram feitos a partir do célon removido no 7° dia apds inicio da indugéo da colite e
corados por hematoxilina-eosina. Os cortes histolégicos estdo apresentados no aumento de 100x.
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4.2.3 Cinética de eosindfilos no sangue e no célon

Utilizando-se o esfregago sanguineo, observamos que o tratamento com
DSS provocou uma intensa eosinofilia nos animais WT, e esta perdurou até o 3°
dia de tratamento, com posterior declineo (Fig. 10 A). Através da mensuragao da
enzima peroxidase eosinofilica dos animais WT, observamos também um
progressivo aumento desta enzima no célon intestinal desses animais apos o 3°
dia até o fim do tratamento (Fig. 10 B). Visto que, houve aumento no numero de
eosinofilos no célon intestinal dos animais selvagens, nés resolvemos quantificar a
produgao da quimiocina CCL11/eotaxina importante no recrutamento dessa célula.
Associado aos dados acima, pdde-se observar através do ensaio de ELISA, que
os niveis de CCL11/eotaxina no colon intestinal dos animais WT foi crescente
apos o terceiro dia de tratamento com DSS (Fig. 10C). Nenhum desses eventos foi
observado nos animais AdblGATA (Fig. 10 A, 10 B e 10C)
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Figura 10 Cinética de eosindfilos no sangue e no célon intestinal durante a indugéo da colite.

Os animais foram sacrificados nos dias 0,1,3,5 e 7 apds o inicio do tratamento com DSS e
tiveram o sangue coletado para contagem de eosindfilos (A) em uma I&mina de esfregaco corada
com H&E. Além disso, foram coletadas porgdes do cdélon para quantificagdo de eosindfilos (B) no
tecido. Para isso, foi dosada a atividade da enzima EPO. As concentragdes da quimiocina
CCL11/eotaxina foi realizada no homogenato do tecido retirado nos dias 0, 1, 3, 5 e 7, pelo método
de ELISA. Resultados sdo expressos como média + erro padrao da média (n =5-7). * P <0.05 em
relagéo ao dia 0, segundo teste t ndo paramétrico.
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Ja que ha um aumento constante da producgcao de CCL11/eotaxina durante a
indugao da colite, quais células estariam produzindo esta quimiocina no

colon?

4.2.4 Cinética da producao de eotaxina no célon intestinal

A caracterizacdo da cinética da producdo da quimiocina CCL11/eotaxina,
durante o processo de colite induzida por Sulfato de Sédio Dextrana-DSS foi feita
através do ensaio de imunohistoquimica no colon intestinal dos animais WT.

De acordo com os dados obtidos, observou-se que a liberacdo de
CCL11/eotaxina no colon, foi inicialmente realizada pelas células epiteliais, como
indicado na figura 11, nos dias 0 e 3 apds tratamento com DSS. Apds este
periodo, nos dias 5 e 7, pode-se observar que a liberagdo dessa quimiocina se
deu exclusivamente pelas células que compdem o infiltrado celular presente neste
tecido. Grupos de animais WT, foram sacrificados nos dias 0, 3, 5 e 7 para a

retirada do colon intestinal.
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Figura 11 Caracterizagcdo da producdo de CCL11/eotaxina no coélon intestinal dos animais WT
durante a indugao da UC.

Animais selvagens tratados com DSS foram sacrificados nos dias 0,3,5 e 7 apds o inicio do
tratamento e tiveram porgdes do cdélon coletadas para analise da produgdo de CCL11 por
himunohistoquimica. Os cortes estdo apresentados no aumento de 1000 X.
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Com a redugado do numero de eosindfilos, houve alguma diferenga na

concentragao das citocinas envolvidas no modelo de UC?

4.2.5 Producao de citocinas

Segundo McCormack et al. (2001), ha produgao das citocinas IL-5, IL-6 e
IL-13 no processo de colite ulcerativa. Uma vez que, os eosindfilos sdo capases
de modular direta ou indiretamente a producédo dessas citocinas, nds resolvemos
quantifica-las.

A Interleucina-4 participa nos processos de diferenciacdo e maturagdo dos
eosinofilos, bem como, na diferenciagéo dos linfécitos T CD4+ para linhagem Th2
(Ansel et al.2006). Nenhuma diferenga significativa nos niveis de IL-4 foi
encontrada entre os grupos experimentais tanto com colite, quanto controles (Fig.
12 A). Alem disso, a produgdo da citocina IL-13 também n&o foi diferente em
nenhum grupo estudado (Fig. 12 B).

Com relacédo as citocinas IL-5 e IL-6 (Fig. 12 C e D), nao houve alteragao
do nivel dessas citocinas no grupo dos animais WT com colite em relagédo ao
grupo controle. Entretanto, no grupo dos animais AdbIGATA com colite, foi
observado um aumento da produgdo dessas citocinas com relagdo aos animais
AdbIGATA controles. No entanto, estes niveis n&o foram diferentes entre o grupo
dos aimais AdbIGATA e WT com colite.
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Figura 12 Perfil da liberag&o de citocinas na Colite ulcerativa experimental.

Os animais foram sacrificados no dia 7° apds inicio do tratamento com DSS, para a
retirada do codlon intestinal. As citocinas foram quantificadas através de ensaio ELISA. Os
resultados representam a média + erro padrao da média de cada grupo de animais (n =6 —8). * P

< 0.05.
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Sera que outros leucocitos estariam participando do modelo de UC induzida
por DSS? E, ainda, animais com fenétipo para auséncia de eosindfilos teriam

alguma modificagao neste aspecto?

4.2.6 Participacao de leucécitos no modelo de Colite Ulcerativa

A medida da atividade das enzimas N-acetilglicosaminidase (NAG) e
mieloperoxidase (MPQO) no cdlon intestinal dos camundongos foi utilizada como
indicativo da presenga no tecido de macréfagos e neutréfilos, respectivamente. Os
resultados mostraram que, no que tange aos macrofagos, ndo houve diferenca
entre os grupos tratados com DSS e os controles, tanto WT quanto AdbIGATA.
Além disso, a quantidade basal de macrofagos no célon intestinal desses animais
ja é bastante alta (Fig. 13 A). No entanto, o numero de neutrofilos estava
significativamente aumentado no colon dos animais WT tratados com DSS no 7°
dia apds inicio da indugdo da colite (Fig.13 B). De maneira interessante, o
aumento de neutrofilos observado nos animais WT com colite, ndo foi notado nos
animais deficientes de eosindfilos tratados com DSS, ao final do tratamento (Fig.
13 B).
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Figura 13 Participagéo dos leucdcitos no modelo de colite ulcerativa induzida por Sulfato de Sédio
Dextrana — DSS.

A migragédo de macrdéfagos (A) e de neutrofilos (B) foi avaliada pela mensuragéo dos niveis
teciduais das enzimas N-acetilgicosaminidase (NAG) e mieloperoxidase (MPO), respectivamente.
Os célons foram retirados dos camundongos no dia sete apds o inicio do tratamento com DSS.
Resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média (n =5 -7). *P <0.05e ™™ P <
0.001.

4.3 Cinética de neutrofilos no sangue e no tecido

Em relagdo a cinética de neutréfilos, os resultados apresentados nas
figuras 14 A e B, mostram que houve um aumento significativo de neutréfilos no
sangue dos animais AdbIGATA logo no primeiro dia de indugdo da colite e,
posteriormente, ocorreu uma reducdo dessas células alcangando-se, até mesmo,
0s niveis basais. Esse aumento n&o foi observado no sangue dos animais WT
(Fig.14 A). Através da quantificagdo da mieloperoxidase (MPO), obeservamos, no
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entanto, um aumento constante desta enzima nos colons intestinais dos animais
WT desde o inicio do tratamento com DSS até o 5° dia (Fig. 14 B). Nao foram
observadas diferengas significativas no numero de neutrdéfilos presentes no colon
intestinal dos animais deficientes de eosindéfilos durante todo o tempo de indugao
da colite (Fig. 14 B).
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Figura 14 Cinética de neutrdfilos no sangue e no coélon intestinal durante a inducao da colite.

Os animais foram sacrificados nos dias 0,1,3,5 e 7 apds o inicio do tratamento com DSS e
tiveram o sangue coletado para contagem de neutréfilos (A) em uma lamina de esfregaco corada
com H&E. Além disso, foram coletadas porgdes do colon para quantificagdo de neutrdéfilos (B) no
tecido. Para isso, foi dosada a atividade da enzima MPO. Resultados sdo expressos como média +
erro padrdo da média (n =5 -7). * P < 0.05 em relagdo ao dia 0, segundo teste t ndo paramétrico.
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O numero de neutrofilos reduzido, como observado nos animais AdbIGATA
com colite, poderia ser por causa de alguma deficiéncia que estes animais

apresentam com relagdo ao recrutamento de neutrofilos ?

4.4 Animais AdbIGATA recrutam neutroéfilos normalmente

Para se saber se os animais deficientes de eosinodfilos teriam alguma
caréncia no recrutamento de neutrofilos, foi realizado um experimento que
consistiu na injegdo intra-articular da proteina quimiotatica para neutrofilos, KC.
Apos 6 horas do desafio, esta cavidade foi submetida a lavagem e o liquido
sinovial foi recolhido para contagem das células totais e diferenciais. Os animais
controles receberam a inje¢cao de solugao salina 0.9%.

Como observado na figura 13, foi observado um aumento no numero de
neutrofilos no lavado dos animais WT apds o desafio com KC. Animais AdbIGATA
desafiados com KC, também foram capazes de recrutar neutrofilos, como visto
pelo aumento da contagem dessas células na cavidade intraarticular desses
animais. Esse aumento nao foi evidenciado nos animais controles que receberam

apenas injecao de salina.
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Figura 15 Recrutamento de néutréfilos na cavidade intraarticular dos animais WT e AdbIGATA.

Apds 6 horas da injecéo intra-articular de KC, esta cavidade foi submetida a lavagem e o
liquido sinovial foi recolhido para contagem das células totais e diferenciais. Os animais controles
receberam a injegdo de solugéo salina 0.9%. Os valores estdo apresentados como média + erro
padrao da média (n =5 -7). ** P < 0.01
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Existe participacao de quimiocinas responsaveis, principalmente, pelo
recrutamento de neutéfilos no modelo de UC induzida por DSS?

4.5 Producao de quimiocinas

Para a caracterizagdo da secreg¢ao proteica de quimiocinas e citocinas
relevantes para o processo inflamatoério da colite ulcerativa, utilizou-se o ensaio
imunoenzimatico — ELISA. Inicialmente, foi analisada a liberagdo das quimiocinas
CCL3/MIP1-a e CXCL1-3/KC) que sao importantes no recrutamento de neutrdfilos.

Tanto as quimiocinas CXCL1-3/KC e CCL3/MIP1-a (Fig. 16 A e B,
respectivamente), ocorreu um aumento significativo da concentragdo destas no
coélon intestinal dos animais WT com colite. Interessantemente, este aumento nao

foi detectado no colon dos animais deficientes em eosinofilos.
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Figura 16 Perfil da secrecdo de proteinas quimiotaticas KC e MIP1-a na colite ulcerativa
experimental.

O colon intestinal dos animais foi removido no dia 7 apds o tratamento com DSS. Os
resultados representam a média = erro padrdo da média de cada grupo de animais (n = 6-8). * P <
0.05e** P <0.01.
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Se transferissemos células da medula 6ssea de camandongos
selvagens para os camundongos AdbIGATA e induzissemos colite nestes

animais, o fénotipo para deficiéncia de eosinofilos poderia ser revertido?

4.6 Transferéncia de células mielédes para animais AdbIGATA

Para sabermos se as diferengcas parametros inflamatérios causados pela
colite ulcerativa nos animais AdbIGATA poderia ser revertido foi realizada a
retirada das células da medula éssea dos animais WT e transferidos para os
animais AdbIGATA nos dias 0, 2, 4 e 6, apds o inicio do tratamento desses com
DSS. Podemos observar que logo no 2° dia de indugéo da colite, os sinais clinicos
comegam a aparecer de maneira semelhante para todos os grupos. Entretanto, no
6° dia de tratamento com DSS foi observado uma diferenca significativa no
aumento dos sinais clinicos entre os animais AdbIGATA que receberam a
transferéncia de células mieldides e os animais AdbIGATA apenas tratados com
DSS (Fig. 17A). Também foi observado, no sétimo dia de tratamento com DSS,
um grande aumento do numero de eosinofilos no colon intestinal dos animais
deficientes em eosindfilos que receberam a transferéncia das células mieldides
quando comparados com os animais AdblGATA que receberam apenas DSS (Fig.
17B).
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Figura 17 Transferéncia adotiva de células da medula 6ssea de animais WT para animais
AdbIGATA e induzidos a colite.

(A) Escore clinico dos animais nos dias 2 e 6 apds a indugéo inicial da colite. (B) A
migragdo de eosindfilos para o colon intestinal dos animais, foi mensurada pela presenga da
peroxidase eosinofilica (EPO). O célon dos animais foi removido no 7° dia apds o inicio do
tratamento com DSS. Os valores estdo expressos em média * erro padrdo da média (n=6-8). * P <
0.05.
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Papel do Eosindfilo na Patogénese da Colite Ulcerativa Experimental em
Camundongos

5. DISCUSSAO
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A Colite Ulcerativa € uma doencga inflamatéria do trato gastrintestinal que
afeta cerca de 0.1% da populagdo nos paises desenvolvidos e sua incidéncia tem
crescido muito nos Udltimos anos. E uma doenca de carater remissiva e com
etiologia variada. Portanto, a importancia em compreender 0s mecanismos
envolvidos na resposta inflamatoéria da UC é evidente. Neste estudo, definimos um
desses mecanismos envolvendo a participagdo do eosindfilo na patologia da
colite.

Nesse trabalho, utilizamos como modelo para indugdo de colite a
administragdo de DSS por via oral, em agua. O DSS é um composto poli-anionico
que induz diarréia e perda de peso em roedores, similar ao observado nas IBD
humanas. Esse modelo € caracterizado também pelo encurtamento do codlon,
ulceragdes na camada mucosa e infiltrado inflamatério, composto principalmente
por neutrofilos durante um periodo de 8 a 9 dias. Muitas das citocinas geradas no
modelo de DSS s&o também encontradas no colon intestinal de pacientes com
IBD (Kurtovic & Segal, 2004).

Corroborando estes achados anteriores, nosso estudo demonstrou que a
administragdo oral de sulfato de sodio dextrana foi capaz de induzir colite nos
camundongos, observando-se perda de peso corporal e aumento progressivo dos
sinais clinicos, tais como diarréia com muco e sangue. Foi observado também que
os eosindfilos estdo presentes em grande quantidade no colon dos animais WT
com colite, como notado pela analise histologica e pela quantificacdo de EPO,
demonstrando que ha recrutamento dessas células no sitio inflamatério na colite
ulcerativa, o que vai de encontro ao estudo que demonstrou aumento dessas
células no tecido (Stevens et al. 2007).

Os eosinofilos sdo potentes células pro-inflamatorias que participam da
patogénese de numerosos processos inflamatorios, tais quais, alergias, asma,
infeccdo helmintica e, também, doengas gastrointestinais, incluindo a Colite
Ulcerativa (Rothenberg et al. 2001; Bischoff et al. 1996). A presencga de eosinodfilos
na UC esta associada a consequéncias clinicas, como perda de peso, mau
absorcdo e mudancas arquiteturais, como achatamento das vilosidades e
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diminuicdo das criptas do colon (Rothenberg, Mishra et al,. 2001; Rothenberg,
2004).

Apesar dos eosindfilos, sob condigbes normais, migrarem para o trato
gastrointestinal (onde eles residem, dentro da lamina prépria), em situagdo de
injuria, como demonstrado neste trabalho, o recrutamento dessas células para o
célon de animais WT com colite esta significativamente aumentado, corroborando
com dados da literatura. Entretanto, o papel especifico dos eosindfilos na
patogénese da colite ainda permanece obscuro.

Para exploramos a fungdo dos eosindfilos na Colite Ulcerativa, utilizamos
como ferramenta animais geneticamente modificados que tém como fendétipo a
completa ablagdo da linhagem eosinofilica. Os camundongos AdbIGATA tém uma
delecdo no promotor do sitio de ligagdo para o GATA-1. A remogéo dessa regiao
limitada do promotor que contém o sitio duplo para o GATA-1, impede o
desenvolvimento dos eosinodfilos (Yu et al. 2002). O fator de transcricdo GATA-1
(um membro da familia de dedos de zinco) re-programa células mieldides imaturas
para se diferenciarem em trés linhagens hematopoiéticas — células eritréides,
megacariocitos e eosinofilos (Hirasawa et al. 2002) No entanto, muitos trabalhos
tém demonstrado que a deficiéncia de GATA-1 nao altera a fungdo dessas outras
linhagens celulares. Desta forma, camundongos contendo esta alteragao tém sido
utilizados para estudos em outros modelos de doencas dependentes de
eosinodfilos (Humbles et al. 2004; Swartz et al. 2006).

De maneira interessante, nossos resultados revelaram que a deficiéncia da
linhagem eosinofilica é protetora para a colite ulcerativa induzida por DSS. Forbes
e colaboradores (2004), utilizando este mesmo modelo de administragdo de DSS,
demonstraram que ha uma melhora na patologia causada pela colite em
camundongos deficientes na enzima EPO (EPO™). Corroborando com estes
dados, nossos resultados mostraram que os animais AdbIGATA com colite
apresentaram uma menor lesdo e menor perda de peso, e isso acarretou em
aumento da sobrevida desses animais. Esses resultados, associados com os
dados de Forbes e colaboradores (2004), sugerem que os eosindfilos sado células
importantes na patogénese da colite.
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Elevados niveis de eotaxina tém sido encontrados no soro e em biopsias de
pacientes com UC, o que é consistente com a acumulagdo de eosindfilos para o
trato gastrintestinal durante esta patologia (Jeziorska et al. 2002; Chen et al. 2001,
Mir et al. 2002; Garcia-Zepeda et al. 1996). Desta forma, parece que a migragao
dos eosindfilos para o cdlon intestinal dos animais com colite parece ser
dependente da liberacdo de quimiocinas, particularmente, de CCL11/eotaxina. Os
resultados aqui apresentados reforcam tal hipdtese. A concentragdo dessa
quimiocina apresentou-se aumentada nos animais WT com colite e sua produgéo,
nos animais AdbIGATA tratados com DSS ou controles, permaneceu em niveis
basais durante todo o tratamento. E interessante observar que durante a inducéo
da colite, as células inicialmente responsaveis pela liberacdo de CCL11 nos
animais WT, s&o as células epiteliais. Posteriormente, coincidindo com a chegada
de eosindfilos no célon intestinal, a liberagdo de CCL11 passa a ser
predominantemente feita por estes leucocitos.

A importéncia da CCL11/eotaxina no modelo de UC é também observada
no trabalho de Forbes et al.. (2004), em que camundongos deficientes na
expressao de eotaxina, apresentaram diminuicdo do infiltrado eosinofilico no cdélon
intestinal, apds indugédo da colite, e consequente redugédo dos sinais patologicos
(diarréia, sangramento retal e encurtamento do célon). Acredita-se que a eotaxina
também pode participar de processos que regulam a fungdo dos eosindfilos, como
ativacédo e desgranulacdo desta célula (Elsnier et al. 1998).

Em resposta a estimulos diversos, os eosinéfilos podem modular a resposta
imune através de varios mecanismos. Por exemplo, a expressao de receptores
para citocinas, imunoglobulinas e complemento, pode levar a indugédo da secregéo
de diversas citocinas pro-inflamatorias, tais quais, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, e
quimiocinas (RANTES e eotaxina-1) ( Rothenberg & Hogan, 2006; kita et al. 1996).
No nosso modelo n&o foi constatado diferengas significativas das citocinas citadas
acima.

Alguns estudos demonstraram que diferentemente da doenca de Chron, o
perfil de citocinas apresentado pelos pacientes com UC €& o da resposta
imunolodgica do tipo Th2 (Hendrickson, Gokhale et al. 2002).Contudo, 0s nossos
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resultados contradizem esse padrdo, uma vez que, nao houve alteracéo nos niveis
das citocinas acima citados. De maneira interessante, alguns trabalhos reportam
gue na lamina propria dos pacientes com UC nao ha aumento dos niveis de IL-4, o
que seria esperado para uma resposta de perfil Th2 (MacDonald & Monteleone et
al. 2000; Hendrickson & Gokhale et al. 2002) . Este trabalho vai de encontro com
0os nossos dados. Além disso, a participagcdo de linfocitos neste modelo nao
parece ser crucial, ja que, animais SCID e RAG™, ausentes de linfocitos T e/ou B,
desenvolvem a doenga normalmente (Axelsson et al. 1996; Dieleman et al. 1994).
Desta forma, o modelo em questdo parece envolver principalmente células que
participam da resposta inata. Assim, nosso proximo passo foi analisar se haveria
alteragdes na migracéo dessas células para o sitio inflamatorio.

No presente trabalho, ndo foi encontrado diferengas entre os grupos na
quantificacdo da atividade da NAG, sugerindo, dessa meneira, que nado ha
aumento da migragdo de macréfagos para o sitio inflamatério com o decorrer da
UC. Apesar disso o envolvimento dos macrofagos na patogénese da colite n&o
pode ser descartado. Trabalhos de outros grupos tém demonstrado que os
macrofagos participam da regulacdo da produgéo de citocinas pro-inflamatorias,
como, IL-1B, IL-6 ,TNF-a e KC , tanto nos pacientes com IBD quanto nos modelos
animais de colite (Autschbach et al. 2002 e Rogler et al. 1998). Outros trabalhos,
atribuem a importancia dos macréfagos em estagios mais tardios da colite, devido
a producao diferencial de fatores imunossupresores, ou até mesmo da liberagao
de mediadores que irdo participar no reparo do dano causado na mucosa(Qualls
et al. 2006; Smythies et al. 2005). No entanto, no nosso modelo caracterizado por
uma intensa resposta inflamatoria aguda, essas célula inicialmente ndo parecem
participar de nenhum evento. Além disso, a auséncia de eosindfilos nos animais
geneticamente modificados para o fator de transcricdo GATA-1 nao alterou o perfil
de macrofagos consituintes do coélon intestinal, mesmo sob situagcdo de injuria,
como demonstrado nesse trabalho.

Os neutrofilos chegam até a mucosa inflamada por mecanismos
quimiotaticos. S&o as primeiras ceélulas a chegarem ao sitio inflamatorio, e

provavelmente tém um papel significativo na amplificagcdo da inflamagédo e

75



Discusséo

destruicdo tecidual, estando em grande numero na lamina propria e nas criptas,
onde formam micro-abscessos na UC, devido a liberacdo da enzima
mieloperoxidase (MPO) (Xavier and Podolsky 2007). A MPO catalisa reag¢des de
peréxido de hidrogénio com ion cloreto, produzindo acido hipocloroso, que é
utilizado para matar microrganismos por células fagocitarias, principalmente os
neutroéfilos (Aratani 2006; Malle, Marsche et al. 2006).

Modelos de UC, em camundongos, induzidos por drogas como DSS e
TNBS sao caracterizados pela grande migragao de neutrofilos para o célon (Elson,
Sartor et al. 1995; Wirtz and Neurath 2007). Em humanos, o acumulo de
neutrofilos tem sido observado em biopsias retal de pacientes com colite
ulcerativa. Nossos dados, associados a outros trabalhos, reveleram que o
tratamento com DSS promove grande infiltrado neutrofilico no colon intestinal dos
animais WT. Surpreendentemente, nos animais AdblIGATA com colite, este
aumento ndo é observado. A auséncia de neutrofilos no coélon intestinal dos
animais AdbIGATA com colite, ndo € devido ha uma deficiéncia migratoria dos
neutréfilos desses animais uma vez que injegéo intra-articular de KC promoveu a
migracao dos leucocitos em questdo em niveis semelhantes aos encontrados em
animais WT desafiados.

A diminuicdo dos neutrofilos no colon intestinal dos animais AdblIGATA em
relacdo aos WT com colite, pode ser explicada em parte, pela diminuicdo dos
niveis das quimiocinas CXCL1-3/KC e CCL3/MIP1-a observadas no nosso
trabalho. Muitos estudos tém associado a produgéo local da citocina IL-8, cujo
analogo murino é o KC, com o aumento de neutroéfilos no célon de pacientes com
UC (Anekasi et al. 1998; Keshavarzian et al. 1999).

Estudos anteriores também demostraram a participacdo da quimiocina
MIP1-a no recrutamento de neutréfilos (Ramos et al. 2005), bem como da
participagdo dessa quimiocina nos modelos de UC (Ajuebor et al. 2004; Pender et
al. 2005). Complementando esses dados, trabalhos anteriores demonstram que os
eosindfilos sdo fontes relevantes da producédo tanto de MIP1-a quanto de IL-8
(Costa et al. 1993; Nakajima 1996). Podemos sugerir, dessa forma, que os
eosindfilos sdo células importantes que participam do recrutamento dos
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neutrofilos, seja pela produgéo direta dos mediadores envolvidos na migragéo dos
neutrofilos, como por exemplo KC e MIP1-a, ou pela liberacdo de mediadores que
virdo a ativar outras células responsaveis por esse processo. Novos estudos, no
entanto, sdo necessarios para confirmar esta hipétese.

Para comprovar que os eosindfilos sdo responsaveis pelo
desencandeamento da lesdo causado pela da colite ulcerativa, reconstituimos os
animais AdblGATA com células mieldides provinientes dos animais WT. De fato,
pudemos observar que a reposicao de eosindfilos foi suficiente para restabelecer a
inflamacédo apdés a administragcdo de DSS. Nesse contexto, Dyer et al. (2007)
realizando transplantes de médula de animais WT para animais AdbIGATA,
demonstrou que a contribuicdo estromal do doador ndo tem impacto na
capacidade dos animais WT e AdblIGATA em gerar eosinofilos. E que a abilidade
(ou ndo) de desenvolvimento dos eosinodfilos esta somente ligada a natureza das
células progenitoras. Sendo assim, a imcapacidade dos animais AdbIGATA em
gerar eosinofilos é devido a defeitos intrinsicos nas células progenitoras deste
animal. Dessa maneira, o transferéncia de células da medula 6ssea de
camundongos selvagens para os animais deficientes de eosinofilos, foi capaz de
reverter o fendtipo destes animais .

Em suma, os dados apresentados neste trabalho claramente apontam para
uma participagédo essencial dos eosinoéfilos na patogénese da colite ulcerativa. Os
dados aqui presentes também permitem sugerir que os eosindfilos estao
associados a inducao do recrutamento de neutrofilos para o célon durante a UC.
Os eosindfilos sao, portanto, potenciais células alvos para o desenvolvimento de
novas terapias, e mecanismos que interfiram no recrutamento e/ou ativacao
destas células representam estratégias terapéuticas importantes interessantes no
tratamento da colite.
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Esse estudo demonstra que animais, AdbIGATA-1 que séo deficientes em
eosindfilos, sdo menos susceptiveis a colite ulcerativa experimental induzida por
sulfato de sodio dextrana. Além disso, estes animais tiveram o recrutamento de
neutréfilos diminuido na colite ulcerativa, bem como dos seus mediadores. Isso
sugere que os eosinodfilos poderiam ter um papel importante na produgédo indireta
ou direta dos mediadores inflamatdrias responsaveis pelo recrutamento dos
neutréfilos para o coélon intestinal. Desta forma, os eosindfilos estariam
contribuindo para a patogénese desta doenga, e poderia assim, ser alvo de futuras
estratégias farmacoldgicas.
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