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Resumo

Resumo

A vitamina A e seus analogos tém sido foco de estudos devido ao seu potente
efeito na regulacdo da proliferacdo celular e diferenciacdo do epitélio, atividade
antioxidante (REIFEN et al., 2002) e capacidade de induzir a diferenciagdo de células T
reguladoras em associa¢do a citocina TGF-f (do inglés, Transforming Growth Factor f)
(MUCIDA et al., 2007). Assim, nosso objetivo nesse estudo foi avaliar os efeitos da
deficiéncia e suplementag¢do da vitamina A em camundongos saudaveis e a a¢do desse
nutriente na homeostase da mucosa intestinal, utilizando modelo murino de doenga
inflamatoria intestinal, no nosso caso, a colite. Camundongos C57BL/6, fémeas, com 4
semanas de idade foram submetidos a quatro tipos de dieta. Dieta deficiente em
vitamina A (0 UI), normal - com 4000 UI, segundo a dieta AIN-93G (Reeves et.al,.
1993) - e duas dietas suplementadas com quantidades diferentes de vitamina A, a
primeira contendo 10000 UI e a segunda 50000 UI do nutriente. Depois de sete semanas
de dieta, foi induzida colite pela administragcdo oral de dextran sulfato de sodio (DSS)
por 6 dias para cada grupo experimental, além dos grupos saudaveis, aos quais nao foi
administrado o DSS. O perfil celular do bago, linfonodos mesentéricos (LNM), placas
de Peyer e lamina propria do célon foi avaliado, além de parametros metabdlicos. Nos
animais sauddveis suplementados com vitamina A, houve um aumento de células B1 e
de células T reguladoras (Treg) no bago, além de um aumento nas Treg nos LNM. O
grupo deficiente em vitamina A mostrou reducao das Treg nas placas de Peyer, além de
um aumento na produgdo de IgG e IFN-y, quando comparado com os animais controle.
Nos grupos com colite, a suplementacdo com uma ou outra dose de vitamina A levou a
um aumento das células T reguladoras no bago, LNM, placas de Peyer e lamina propria,
jé& a deficiéncia dessa vitamina causou uma redu¢do de Treg no baco. Os animais com
colite, suplementados com vitamina A também apresentaram um aumento de Bl no
baco e redugdo dessa populacdo nos LNM. Foi observado aumento dos niveis de
imunoglobulina A (IgA) sérica e IgA secretdria no grupo suplementado com maior dose
de vitamina, assim como nos animais deficientes. A suplementagdo com vitamina A nao
causou nenhum distirbio metabdlico nem nos animais saudaveis nem nos animais com
colite. Esse aumento nas células T reguladoras em animais suplementados com vitamina
A, assim como o melhor desenvolvimento ponderal e do comportamento durante a
indugdo da colite sugerem uma possivel atividade antiinflamatéria e moduladora por

parte desse composto.
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Abstract

Abstract

Vitamin A and its analogs have been in focus of research because of its powerful
regulatory effects on cell proliferation and epithelial differentiation in addition to its
antioxidant activity (REIFEN et al., 2002). This compound can also differentiate naive
T cells into regulatory T cells (Tregs), when combined with TGF-f (MUCIDA et al.,
2007). Therefore, our aim in this study is to evaluate the effects of dietary deficiency
and supplementation of vitamin A in healthy mice and the activity of this nutrient on
intestinal mucosa homeostasis by employing murine models of inflammatory bowel
disease. Female C57BL/6 mice, at 4 weeks of age, were fed four different diets, either a
normal diet (containing 4000 UI of vitamin A), a vitamin A-free diet, or a Vitamin A-
supplemented diet (one containing 10000 UI vitamin A and another containing 50000
UI of this vitamin). After 7 weeks of diet consumption, colitis was induced by oral
administration of dextran sodium sulfate (DSS) for 6 days. For each diet there was a
control that was not treated with DSS. Cellular profiles of spleen, mesenteric lymph
nodes (MLN), Peyer’s patches (PP) and lamina propria were evaluated, as well as
metabolic parameters. In healthy animals that were fed supplemented diets there was an
increase in B1 lymphocytes and Tregs in the spleen in addition to an increase in number
of Tregs in MLN. Vitamin A-deficient animals showed a reduction in Peyer’s patches
Tregs and an increase in serum IgG and interferon-y production when compared with
control mice. In mice with colitis, supplementation with vitamin A led to an increase of
Tregs in spleen, MLN, PP and lamina propria, whereas vitamin A deficiency caused a
decrease of Tregs in spleen. Mice that were supplemented with the higher dose of
vitamin A also showed an increase in spleen B1 cells, but this population was reduced
in MLN. We observed a higher production of serum immunoglobulin A (IgA) and
secretory IgA in mice supplemented with high dose of vitamin A and in vitamin A-
deficient mice. Vitamin A supplementation did not cause metabolic disorders in healthy
mice nor in mice with colitis. This increase in Tregs supplemented mice as well as their
better performance in weight gain and activity during DSS administration suggested an

in vivo anti-inflammatory and modulatory role for this compound.
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2.1. As mucosas e o tecido linfoide associado a elas

As mucosas sdo a maior superficie de contato do corpo com o meio ambiente.
Associadas a elas, existe um tecido linféide também muito extenso conhecido como
tecido linféide associado a mucosa ou MALT (do inglés Mucosa-associated lymphoid
tissue) (TURNER, 2009).

A maior parte do contato de material antigénico com o organismo acontece na
mucosa intestinal, cuja area total ¢ 100 vezes maior que a da pele (BRANDTZAEG,
2009). Essa extensa superficie estd constantemente exposta a uma grande variedade de
antigenos representada pela microbiota ali presente e pelas proteinas da dieta. Ambas as
fontes antigénicas exercem um papel critico no desenvolvimento e maturacdo do
sistema imune do animal adulto (MENEZES et al., 2003).

A mucosa intestinal abriga o maior tecido linféide do organismo sendo que 70%
dos linfocitos ai presentes estdo ativados. Esse tecido linféide ¢ conhecido como GALT
(do inglés Gut-associated lymphoid tissue). Uma grande quantidade desses linfocitos
estd localizada nas placas de Peyer (PP) e na lamina propria intestinal (linfocitos da
lamina propria), assim como nos linfonodos mesentéricos (LNM), e muitas dessas
células expressam marcadores de ativacdo e secretam citocinas pro-inflamatérias como
IFN-y, IL-1, IL-6, IL-4, IL-13 e TNF-a (MENEZES et al., 2003). O aspecto mais
interessante das interacdes didrias entre os antigenos da microbiota e da dieta e os
elementos linféides da mucosa intestinal ¢ que esse estado de ativagdo ndo se traduz em
um quadro de inflamacdo patologica. Ao contrario, esses contatos com antigenos no
intestino induzem dois tipos de atividades imunologicas nao inflamatorias: a producgdo

de IgA secretoria e a indugdo de tolerancia oral (FARIA; WEINER, 1999).

IgA secretdria

O epitélio das mucosas € recoberto por anticorpos que podem ser encontrados
em fluidos corporais como lagrimas, suco intestinal e leite. A no¢do da existéncia de um
tipo de imunidade presente nas mucosas foi descrito por Besredka, em 1919 e refor¢ada
por Davies, em 1922. Apesar disso, s6 em aproximadamente 1960, a imunoglobulina
presente no leite foi identificada, por Gugler e von Muralt, como sendo IgA. Essa
mesma imunoglobulina tinha sido descoberta no soro, no ano de 1953-54, pelos

pesquisadores Grabar e Williams. Depois da primeira identificacdo da IgA no leite,
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Tomasi e colaboradores, em 1963, mostraram que esse mesmo anticorpo era encontrado
em predominancia na saliva e em outros fluidos corporais. A partir de um estudo feito
em 1961, na Suiga, por Hanson e colaboradores, foi noticiado que essa IgA secretada
nos fluidos corporais (denominada entdo IgA secretéria, ou sIgA) possuia um epitopo
antigénico adicional que ndo estava presente na IgA do soro, denominado componente
secretorio, responsavel pelo transporte da imunoglobulina nas secregdes, além de ser
dimérica, com dois mondmeros de IgA ligados. Uma quantidade grande dessa IgA
dimérica ¢ translocada para o limen intestinal diariamente e o papel dessa IgA secretada
¢ extremamente importante contra infecgdes, ja de que a maior parte dos patdgenos ¢é
encontrada nas membranas mucosas, ¢ t€m essa como sua via de entrada no organismo
(Fig.1). A sIgA compreende entdo a primeira linha de defesa da mucosa, limitando o
acesso de bactérias e a penetragdo das mesmas no epitélio intestinal, além de limitar a
translocacdo desses microrganismos do lumen para os linfonodos mesentéricos. No
intestino, inducdo e regulacdo da imunidade da mucosa ocorrem inicialmente nas placas
de Peyer, em conjunto com outras partes do tecido linféide associado ao intestino
(GALT), como foliculos linféides e os linfonodos mesentéricos (BRANDTZAEG,
2009); (WOOF; KERR, 2006); (SUZUKI; FAGARASAN, 2008).

O mecanismo de indug¢do e producdo da IgA secretoria ocorre, em parte, a partir
da estimulagdo por antigenos que entram na mucosa pelas células M (do inglés,
Microfold) das placas de Peyer, que sdo um tipo celular de extrema importancia para a
barreira intestinal. Sdo células epiteliais especializadas e t€ém como fun¢do encaminhar
antigenos do limen intestinal diretamente para linfocitos intraepiteliais e para tecidos
linfoides subepiteliais (TURNER, 2009); (CORR; GAHAN; HILL, 2008). Os linfocitos
B2 provenientes da medula dssea e presentes nesses foliculos linféides da mucosa sdo
ativados e fazem a troca de isotipo dentro dos centros germinativos com o auxilio de
linfocitos T CD4+ produtores de citocinas tais como TGF-f, IL-5 e IL-10 (TSUJI et al.,
2008). Essas células sdo os chamados linfécitos B convencionais ¢ sdo continuamente
gerados na medula 6ssea de adultos. O outro subtipo de linfocitos B ¢ o Bl, que ¢
produzido preferencialmente na ontogenia, mas tem capacidade de auto-reposi¢do nos
adultos. Os linfocitos Bl estdo em baixa porcentagem no bago e sdo raramente
encontrados nos linfonodos mesentéricos, apesar de serem amplamente encontrados na
cavidade peritoneal de adultos (TORNBERG; HOLMBERG, 1995). Recentemente,

Fagarasan e colaboradores, mostraram que os linfocitos B1 presentes na lamina propria
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sdo responsaveis pela metade da IgA produzida na mucosa intestinal (FAGARASAN;
WATANABE; HONJO, 2000).

Outras imunoglobulinas também estdo presentes nas mucosas ¢ fluidos, embora
a quantidade de cada uma varie de um local para outro. Os niveis de IgG, por exemplo,
na urina, bile hepatica e fluido bronquioalveolar sdo mais altos que da IgA, que esta
mais presente nos fluidos intestinal e nasal, leite e colostro. A IgM também esta
presente nessas secrecdes, embora em niveis mais baixos que a IgA. As concentragdes
de IgD e IgE sdo baixas nas mucosas e sua importancia funcional ainda nao esta clara

(WOOF; MESTECKY, 2005).

Intraepithelial
lymphocyte
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e )
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o Regulatory Lamina propria
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UFRGS

Figura 1 — Epitélio intestinal e tecido linfoide associado ao intestino. A¢do das imunoglobulinas (na
imagem, IgA secretoria) no lumen intestinal. As células M mantém um continuo encaminhamento de
antigenos do limen para o tecido linféide, o que faz dessas células um importante iniciador de respostas
imunes (Corr et al., 2007). Abaixo das células M, geralmente fica a regido linfoide conhecida como placa
de Peyer, dessa forma, os antigenos interiorizados por essas células entram diretamente em um foliculo
linfoéide. As células dendriticas da lamina propria também tém um importante papel, pois seus dendritos
sdo capazes de capturar antigenos no limen intestinal e processa-los para apresenta¢do. Na lamina propria
também encontramos macrofagos, plasmocitos e linfocitos, incluindo linfocitos T reguladores, que sdo os
principais mantenedores da homeostase na mucosa intestinal

(http://www6.ufrgs.br/favet/imunovet/molecular immunology/gastrointestinal.html).
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A Tolerancia oral

Classicamente, a tolerancia oral ¢ definida como o estado de supressio da
reatividade inflamatoéria a um antigeno que tenha sido apresentado pela via oral
(FARIA; WEINER, 1999). Isto significa que o sistema imune dos vertebrados ¢
tolerante aos antigenos que ingere e, portanto, trata os componentes da dieta e da
microbiota como auto-componentes. Esse fenomeno natural ja foi utilizado como
maneira de induzir tolerancia a varios antigenos de importancia patologica tais como
auto-componentes alvo em doencas autoimunes, alérgenos e antigenos presentes em
transplantes. Estudos em modelos experimentais mostraram resultados muito
promissores nesses testes e varios estudos clinicos estdo hoje em andamento avaliando a
eficacia da indugdo de tolerancia oral a auto-antigenos (FARIA; WEINER, 2006).

Os mecanismos responsaveis pela inducdo de tolerancia oral podem ser a delecdo
de clones especificos para o antigeno ou a inducdo de linfécitos T reguladores da
reatividade inflamatoria descritos como células T reguladoras (Tregs) (FARIA;
WEINER, 2005).

Inicialmente descritas como linfécitos T CD4+ gerados durante a sele¢do timica e
importantes para a manuten¢do da tolerdncia imunoldégica aos antigenos proprios
(SAKAGUCHI, 2005), as células T reguladoras foram posteriormente descritas também
como criticas para a regulacdo da reatividade inflamatodria a antigenos externos e para a
manutengdo da homeostase intestinal. As células T CD4+ reguladoras timicas
expressam CD25 e constituem aproximadamente 10% das células T CD4+ periféricas
de um individuo normal. A identificagdo do fator de transcrigdo FoxP3 (do inglés,
Forkhead Box p3), expresso exclusivamente pelas células Treg, foi de grande auxilio
para caracterizacdo dessas células e ¢ crucial para que exer¢am sua fungdo
(SAKAGUCHI; POWRIE, 2007). Outros receptores de superficie tém sido descritos
nas Treg, tais como a molécula co-estimuladora CTLA-4 (do inglés, Citotoxic T-
Lymphocyte Antigen 4) e o receptor de glicocorticoides GITR (do inglés,
Glucocorticoid-Induced Tumour necrosis factor receptor family-Related), ambos
envolvidos na regulacdo negativa da ativacdo dessas células (SAKAGUCHI, 2005);
(BAUMGARTNER-NIELSEN et al., 2006).

Outra populacdo de células reguladoras foi descrita e apresenta a molécula de
superficie LAP (do inglés, latency-associated peptide). O TGF-f3 ¢ sintetizado como

uma pro-forma do TGF-f ativo e processado intracelularmente para a forma latente da
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citocina que consiste de dimeros associados ndo covalentemente e que ficam ligados a
membrana da célula (TGF-p latente). O LAP consiste de um complexo da por¢ao N-
terminal do pr6-TGF-f e o TGF-f§ maduro (que ¢ a por¢do C-terminal da pré-citocina).
Esse complexo ndo pode se ligar nos receptores de TGF-f3. Aparentemente a forma de
acao dessa populagdo de células reguladoras € por contato célula-célula.

Os mecanismos envolvidos na acdo das Treg podem envolver desde a inibi¢ao da
proliferacdo e ativacdo de células apresentadoras de antigenos (APCs) e de células T
efetoras, até a supressdo via liberacdo de citocinas antiinflamatorias como IL-10 e TGF-
B (SAKAGUCHI; POWRIE, 2007). Nesse aspecto, uma diferenga marcante entre as
células Treg selecionadas no timo por auto-componentes e aquelas induzidas na
periferia por antigenos externos ¢ exatamente seu mecanismo de ag¢do. As células Treg
timicas, também chamadas de naturais, agem por contato celular enquanto que as
células Treg induzidas na periferia, a partir de células T CD4+ virgens, as células Treg
induzidas, agem via secrecdo de citocinas (CUROTTO DE LAFAILLE; LAFAILLE,
2009).

Em geral, células T virgens podem ser induzidas a expressar o fator de transcri¢ao
FoxP3 na periferia adquirindo assim funcdo reguladora. Esse evento ¢ particularmente
freqiiente e importante na mucosa intestinal onde o contato com antigenos da dieta e da
microbiota leva a inducdo dessas células Treg (SAKAGUCHI; POWRIE, 2007). Vérios
pesquisadores tém mostrado a agdo de células Treg na modulagdo da inflamagdo da
mucosa intestinal em modelos experimentais de colite (STROBER; FUSS; MANNON,
2007); (BODEN; SNAPPER, 2008); (IZCUE; COOMBES; POWRIE, 2009) e
recentemente Lafaille e colaboradores demonstraram que a auséncia de células T CD4+
CD25+ Foxp3+ induzidas impede a indugdo de tolerancia oral, utilizando um modelo
animal no qual foi possivel distinguir a a¢do das células Treg adaptativas e das naturais
(CUROTTO DE LAFAILLE et al., 2008).

Uma caracteristica importante do tecido linféide associado a mucosa intestinal é
a habilidade de proteger o organismo contra infec¢des bacterianas a0 mesmo tempo em
que evita o desenvolvimento de respostas inflamatdrias destrutivas contra a microbiota
normal.

Estima-se que trilhdes de bactérias de mais de mil espécies sdo abrigadas no
trato gastrointestinal de mamiferos durante toda a vida do individuo. Por isso, ¢ natural

que tais organismos afetem o perfil imune do hospedeiro (MAZMANIAN, 2009).
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Sinais de microrganismos € o ambiente imune que eles criam durante uma
infeccdo, modulam as fungdes periféricas das células T. Por outro lado, o balanco entre
as células T pro-inflamatorias e as Treg antiinflamatérias, afeta o inicio ou a progressao

de doencas imunes ndo infecciosas (MAZMANIAN, 2009).

O papel da microbiota e da dieta no sistema imune

Como o nimero de células bacterianas em um organismo humano ultrapassa o
nimero de células do proprio organismo, ¢ necessario entender o papel da microbiota.
Esse papel no sistema imune tem sido estudado utilizando-se animais experimentais
isentos de germes (germ-free). Ja foi reportado que tais animais apresentam um
subdesenvolvimento do sistema imune, apresentando foliculos linféides isolados
imaturos (HAMADA et al., 2002) e placas de Peyer em menor tamanho e sem
centros germinativos. A lamina propria desses animais apresenta freqiiéncia
reduzida de plasmocitos secretores de IgA e de células T CD4+ e o numero de
linfocitos intraepiteliais (IEL, do inglés, intraepithelial lymphocytes) também esta
reduzido (MACPHERSON; HARRIS, 2004). Esses estudos evidenciam que a
microbiota afeta diretamente o0 GALT, mas o GALT também tem um papel importante
no modelamento do repertério que compde a microbiota (KELLY; KING; AMINOV,
2007). Esse papel dos microrganismos no desenvolvimento no sistema imune € crucial
no periodo pds-natal, estimulando, local e sistemicamente, esse sistema. A microbiota
também possui um papel protetor importante, pois interage diretamente com bactérias
patogénicas, inibindo sua proliferagdo, e influenciando o sistema imune a reagir contra
esses microrganismos (TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2004).

Como ja foi mencionado, ndo s6 a microbiota presente no intestino, mas também
a dieta t€m efeitos na modulag¢do do sistema imune. A composi¢do dos microrganismos
presentes ¢ influenciada por fatores endégenos e externos, como por exemplo, a dieta,
ingestao de antibioticos, entre outros, mas dentre todos, a dieta ¢ considerada o principal
direcionador de mudangas na diversidade bacteriana, devido a sua a¢do constante. Em
contrapartida, a microbiota pode modificar os componentes bioativos da dieta e a
exposicao do hospedeiro a eles, modificando os efeitos na saude (LAPARRA; SANZ,
2010). Além de afetar a composicdo dos microrganismos no intestino, a propria

absorcao realizada por esse orgdo ¢ afetada de acordo com o tipo de alimentagdo, pois
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os carreadores para os produtos da digestdo, tanto na borda ciliada quanto nas
membranas basolaterais do epitélio, sdo alterados (HIRST, 1993).

Quando um antigeno protéico ¢ ingerido, o mesmo ¢ clivado por enzimas
digestivas no estdmago e intestino delgado, porém, alguns desses antigenos, escapam
dessa digestdo ou sdo parcialmente degradados e podem ser absorvidos intactos
(WAKABAYASHI et al., 2006).

Esses elementos da dieta exercem uma influéncia direta no desenvolvimento e
funcionamento do sistema imune. A estimulacdo antigénica, fornecida por essas
proteinas da dieta que ndo foram completamente degradadas, claramente participa da
maturagdo do sistema imune a partir do desmame. Trabalhos anteriores do nosso
laboratério mostraram que a influéncia das interagcdes com a dieta ¢ tdo importante
quanto as interagdes da microbiota, na formagdo do GALT e na maturacdo do sistema
imune. Em tal trabalho, animais foram alimentados exclusivamente com uma dieta
experimental balanceada, mas livre de proteinas (2 base de aminoécidos livres, para os
animais ndo sofrerem de desnutri¢do), na tentativa de diminuir a0 maximo o contato
antigénico protéico via dieta. Essa dieta foi administrada desde o desmame, até o animal
adulto e foram observadas diferencas em diversos aspectos, como reducdo nos niveis de
sIgA presente no muco intestinal e nos niveis séricos de IgG e IgA, assim como uma
diminuicdo na freqliéncia de linfécitos T e B em vdrios sitios linfoides e um
padrdo de citocinas tipico de neonatos (produgdo de altos niveis de IL-4, IL-10 e
baixos niveis de IFN-y) (MENEZES et al., 2003). Essa deficiéncia imune ndo era
irreversivel e a introdu¢do de uma dieta contendo 10% de proteinas por trés dias
restaurou a producdo de imunoglobulinas desses animais alimentados com a dieta
de aminoacidos (AMARAL et al., 2006).

Outros componentes da dieta tém sido descritos como importantes na atividade
do sistema imune. Micronutrientes, como zinco e selénio, sdo exemplos desses
componentes. Algumas vitaminas também sdo essenciais para o funcionamento do
sistema imune. Como muito bem colocado por Albert Szent-Gyorgyi, prémio Nobel em
Fisiologia e Medicina, em 1937, “A vitamina ¢ uma substancia que te deixa doente se
vocé ndo consumi-la” (Vitamin is a substance that makes you ill if you don’t eat it).
Essas substancias tém um papel no sistema imune, que engloba desde as repostas
imunes inatas e vai até as respostas imunes adaptativas. Embora a acdo de algumas
vitaminas, como a C, além de alguns membros do complexo B, no sistema imune, seja

mais inespecifica, agindo como antioxidantes, por exemplo, outras vitaminas, como A e
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D e E, influenciam esse sistema de forma mais especifica. Recentemente foi descrita
uma fun¢do da vitamina E na supressdo do desenvolvimento de lesdes aorticas
ateroscleroticas, pela inibicdo da expressdo de moléculas de adesdo e inibi¢do na
ativagdo de monocitos e macrofagos (KOGA et al., 2004). Ja vitamina D pode ser
metabolizada por células do sistema imune, por esse motivo, ¢ fisiologicamente
encontrada em altas concentracdes em microambientes linfoides, o que acaba
aumentando sua agdo especifica, inibindo a proliferacdo de células T, pela inibicdo da
expressdo de IL-2, IL-6, IL-23 e IFN-y, e aumentando a expressdao de IL-4. Dessa
forma, ¢ induzida uma troca no perfil da resposta imune CD4+ de Tyl para Tu2. A
inducdo de células Tyl7 também fica reduzida, pois a presenga de IL-6 e IL-23 ¢
essencial para essa diferenciacdo. J4 a vitamina A tem algumas ac¢des opostas as da
vitamina D, como indug¢@o da expressao de IL-2 e proliferacdo de células T. A vitamina
A também ¢ capaz de mudar o perfil da resposta imune, de Tyl para Ty2, além de
diminuir a diferenciacdo de Tyl7 e aumentar a diferenciacdo de Tregs. Isso acontece
pela influéncia na producdo de citocinas, pois a vitamina bloqueia a produgdo de
citocinas Tyl e aumenta a produgdo das citocinas com perfil T2 (MORA; IWATA;
VON ANDRIAN, 2008).
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2.2. Vitamina A e seus efeitos no organismo

A vitamina A, também conhecida como retinol, ¢ um nutriente essencial, necessario
em pequenas quantidades para o funcionamento normal do organismo (Vitaminas, Vita
amina, aminas da vida, apesar de hoje se saber que nem todas as vitaminas sdo aminas,
o nome se manteve). O retinol (Fig.2A) ¢ indispensavel para o bom funcionamento do
sistema visual, para o crescimento e desenvolvimento de todo o organismo, manuten¢ao
da integridade do epitélio celular, funcionamento normal do sistema imune, reprodugao,
além de possuir uma importante propriedade antioxidante (REIFEN et al., 2002).
Geralmente a vitamina A ¢ consumida na propria forma de retinol ou na forma de pro-
vitamina A, os carotenoides (Fig.2B). A unidade de medida adotada para essa vitamina
¢ “Unidades Internacionais” (UI), na qual 1 Ul equivale a 0,3 ug de retinol. A vitamina
A pré-formada (retinol) ¢ encontrada exclusivamente em derivados de animais como
leite humano, carnes glandulares, figado e 6leo de figado de peixes, gema de ovo e
produtos lacteos em geral. Os carotendides sdo encontrados em vegetais folhosos verde-
escuros, vegetais amarelos e frutas amarelas ou alaranjadas ndo citricas. E necessario
um maior consumo de carotenodides para obter o mesmo efeito que o retinol - consumo
de 1 UI de retinol equivale ao consumo de 3 UI de f-caroteno (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2001).

A

Figura 2 — Estrutura do retinol e do f-caroteno. Na imagem em (A) esta representada a estrutura
quimica do retinol (vitamina A) e em (B) esta representado o -caroteno, que € transformado em retinol

na parede do intestino delgado (http://www.molecularium.net/stereo/index.html).
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Para uma boa absor¢do da vitamina A, ndo ¢ suficiente o consumo da mesma, pois
por ser uma vitamina lipossoltivel, é necessario consumo associado de gordura. Por esse
motivo, dietas deficientes em gordura ou doencas que levam a esteatorréia impedem a
boa absor¢do do nutriente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

A forma de estocagem dessa vitamina nos alimentos de origem animal ¢ em
forma de retinil ésteres em associacdo a lipideos associados as membranas celulares e
células armazenadoras de gordura. J& os carotendides ficam associados a lipideos
celulares também, mas embebidos em estruturas celulares complexas como matriz de
celulose dos cloroplastos ou na por¢do pigmentada dos cromoplastos, uma vez que uma
de suas fungdes nas plantas ¢ transferir a energia da luz para a clorofila para a realizagao
da fotossintese (GOODWIN, 1955). O processo digestivo libera tanto o retinol quanto
os carotendides dos locais de estocagem, mas o processo ¢ mais eficiente quando feito
dos tecidos animais que vegetais, por esse motivo, a absor¢ao de retinol ¢ mais eficiente
que dos carotenodides. Certa quantidade de carotenodides passa pelos enterocitos e sao
incorporados diretamente em quilomicrons, porém a maior parte ¢ convertida em
retinol nos vilos intestinais por clivagem enzimdatica (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2001).

Os retinil ésteres sao hidrolisados e liberados, durante a digestdo, como retinol,
assim como os carotendides, que sdo entdo incorporados em quilomicrons e absorvidos
pela mucosa intestinal, a partir dai sdo liberados no sistema linfatico. A incorporacdo
em micelas ¢ essencial para a passagem eficiente pela membrana rica em lipideos das
células da mucosa intestinal. Esses quilomicrons contendo a maior parte da vitamina A
sdo, entdo, captados pelo figado e o retinol que ndo ¢ utilizado imediatamente ¢
reesterificado e armazenado na forma de retinil éster. O figado ¢ o 6rgdo com maior
quantidade de retinil éster e carotendides armazenados. Quando esse elemento ¢
necessario, o éster sofre hidrolise e ¢ novamente transformado em retinol, que se liga a
proteina ligadora de retinol (RBP, do inglés Retinol-Binding Protein). O retinol ligado a
proteina cai entdo na corrente sanguinea e ¢ encaminhado aos tecidos. Dentro das
células, o retinol oxidado ¢ transformado em &cido retindico, que ¢ a forma ativa da
vitamina A (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001); (BIESALSKI; NOHR,
2004). O acido retindico se liga entdo nos receptores nucleares de retindide (RAR,

Retinoic Acid Receptor e RXR, Retinoid X Receptor) (BIESALSKI; NOHR, 2004) para
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exercer seus efeitos especificos, principalmente como regulador transcricional
(OLSON; MELLO, 2010).

Apesar de ser encontrada em diversos tipos de alimentos, a deficiéncia em
vitamina A ¢ um problema de saude publica em diversos paises, principalmente nos

menos desenvolvidos (Fig. 3).

k Sy
(& &
&i .
KEY
@ Clinical

@ Severe subclinical
© Moderate subclinical
@ Mild subclinical

@ VAD under control
O No data available

Figura 3 — Prevaléncia de deficiéncia de vitamina A no mundo. Mapeamento, feito em 1998 pela
OMS, da distribuicdo global de deficiéncia de vitamina A e cada pais foi categorizado de acordo com o
grau de significancia da deficiéncia como um problema publico de satide (World Health Organization,

2001).

O consumo didrio minimo recomendado para tal vitamina ¢ de 5000 unidades
internacionais para adultos e 8000 UI para mulheres gravidas ou lactantes (ELEDRISI;
MCKINNEY; SHANTI, 2009).

A defini¢do de deficiéncia de vitamina A pela Organizagdo Mundial de Saude
(Fig. 3) é “concentragdes teciduais de vitamina A baixas o suficiente para gerar
conseqiiéncias adversas na saide mesmo que ndo exista evidéncia clinica de
xeroftalmia” (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). O “olho seco” (como
também ¢ conhecida a xeroftalmia) ¢ a principal manifestac¢do clinica de deficiéncia da
vitamina A, e ¢ definida como a falta de produ¢do de lagrimas e muco (secretado por
células caliciformes na conjuntiva), pelos olhos, levando a uma secura da conjuntiva e
cornea, podendo levar a danos permanentes nas mesmas (SMITH; STEINEMANN,

2000). O termo xeroftalmia engloba toda manifestacdo ocular gerada pela deficiéncia de
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vitamina A e hd uma relacdo entre a severidade da doenca e o grau de deficiéncia desse
nutriente (SOMMER, 1998).

Efeitos ndo especificos dessa deficiéncia incluem aumento na morbidade e
mortalidade infantil, alto risco de anemia, baixa saude reprodutiva, crescimento e
desenvolvimento mais lentos e menores, além de um aumento na susceptibilidade a
infec¢des, devido a0 mau desenvolvimento do sistema imune e falhas na integridade
epitelial. O risco ¢ maior para criangas abaixo de 6 anos, pois esse periodo demanda alta
quantidade de vitamina A para suportar o rapido crescimento e a transicdo da
amamenta¢do materna para outras fontes alimentares. Se a Unica, ou maior, fonte de
vitamina A sdo os carotendides, também pode levar a um quadro de deficiéncia
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Estudos também ja mostraram que o acido retindico ¢ fundamental, durante a vida
fetal, para neurogénese, diferenciacdo celular, conectividade sinaptica e potenciagdo
eletrofisiologica, processos relacionados com a plasticidade neuronal. Também existem
evidéncias de que a vitamina A continua exercendo agdes importantes na fisiologia
cerebral e aprendizado na vida pds-embriondria e adulta, sendo essencial para um bom
armazenamento das coisas aprendidas (memoria). A deficiéncia da vitamina em estagios
iniciais da vida pode levar a efeitos irreversiveis no cérebro (OLSON; MELLO, 2010).

Como exposto acima, uma das conseqiiéncias da deficiéncia de vitamina A ¢ a
baixa integridade epitelial. Isso ocorre, pois, acredita-se, que o acido retindico tenha um
papel indispensavel na diferenciagdo de células epiteliais, que leva ao estabelecimento
da integridade do epitélio. Tal propriedade ¢, entdo, chave na mucosa intestinal, onde a
integridade do epitélio ¢ essencial para a manuten¢do da homeostase local. Evidéncias
sugerem que a disponibilidade celular do acido retindico leva a alteragdes na expressao
de genes associados as jungdes fortes (genes responsaveis pela traducdo das proteinas
claudinas e ocludinas, por exemplo, aumentando a permeabilidade intestinal) (OSANAI
et al., 2007). Além das alteracdes nas juncdes entre as células do epitélio intestinal,
podem ocorrer outras alteragcdes no intestino delgado, principalmente no comprimento
dos vilos, que fica reduzido, no numero de células caliciformes, também reduzido,
assim como o numero total de enterdcitos. A atividade das enzimas produzidas no
epitélio também fica reduzida ao longo da borda epitelial ciliada (REIFEN; ZAIGER;
UNI, 1998).

A formacdao do sistema imune tem inicio durante a fase embrionaria. Foi

reportado que a vitamina A tem grande influéncia nesse desenvolvimento do sistema
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imune no periodo pds-natal, pois afeta o nimero e porcentagem de subpopulagdes de
linfocitos, assim como a concentracdo de IgG no plasma. O (-caroteno também possui
efeitos imunorreguladores, aumentando o nimero de células CD3+, CD4+ e CD8+
(GARCIA et al., 2003).

Trabalhos posteriores mostraram que, de fato, o acido retindico exerce um
impacto positivo na diferenciagdo de células B virgens na mucosa. Também ocorre a
conversdo dessas células (switch) para células produtoras de IgA (VON BOEHMER,
2007); (BRANDTZAEG, 2009).

Os efeitos no sistema imune ndo se restringem a fase fetal e a infancia. Em
organismos adultos, o &cido retindico pode aumentar a citotoxicidade, assim como a
proliferacao de células T, devido ao aumento na secrecdo de IL-2. Em contrapartida, a
proliferacdo de células B ¢ inibida pela acdo desse acido (MORA; IWATA; VON
ANDRIAN, 2008).

O 4cido retindico também modula a apresentacdo de antigenos, principalmente a
fun¢do das células dendriticas, uma apresentadora de antigenos profissional. Na
presenga de estimulos inflamatérios como TNF-a, o 4cido retindico aumenta a
maturacdo dessa célula, assim como sua capacidade de apresentacdo de antigenos
(MORA; IWATA; VON ANDRIAN, 2008). A vitamina A ¢ metabolizada ¢ o acido
produzido pela propria célula dendritica, que leva a um aumento na expressao de CD1d
(molécula similar ao MHC de classe I que apresenta antigenos lipidicos a células NK),
assim como aumenta a produ¢do de MMP-9 (do inglés, Matrix Metalloproteinase-9),
que ¢ essencial para migracdo das células dendriticas para sitios de inflamagao e através
das juncdes fortes do epitélio intestinal (DURIANCIK; LACKEY; HOAG, 2010). Além
disso, evidéncias sugerem que ha uma modulagdo do sistema imune por carotenoides
pelo aumento da expressao de MHCII na superficie celular (GARCIA et al., 2003).

O numero de leucoécitos circulantes fica aumentado, em até 43%, em animais
deficientes em vitamina A, a resposta proliferativa de células T pode ficar até quatro
vezes mais alta e a produ¢do de IFN-y pode dobrar. Animais deficientes em vitamina A,
quando imunizados com injecdo antigénica intracutdnea ou injecdo histaminica,
apresentam uma reagdo cutdnea mais forte e imediata do que animais controle. A
deficiéncia desse nutriente, entdo, agrava manifestacdes clinicas de reacdes
inflamatorias, inclusive a inflamacao dependente de granulocitos, aumentando o risco

de danos teciduais irreversiveis (WIEDERMANN et al., 1996).
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A vitamina A influencia o balango celular Ty 1/Ty2, pois aumenta a expressao do
gene da IL-4, que aumenta a geracdo de células Ty2, e bloqueia a produgdo de citocinas
Tul, como IFN-y, in vitro e in vivo (MUCIDA et al., 2007); (MORA; IWATA; VON
ANDRIAN, 2008). A ativagdo de células T virgens, in vitro, na presenca de células
dendriticas CD103+, TGF-3 e IL-6 leva a diferenciacdo de células Tyl7 (Fig. 4). A
adi¢do de 4cido retindico a essa cultura, inibe a diferenciacdo dessas células
inflamatorias, mediada pela IL-6 e aumenta a freqiiéncia de células T reguladoras, pelo
aumento na expressdo de FoxP3 e CTLA-4 (MUCIDA et al., 2007). A inibicao da
diferenciagdo em Ty17 pode estar relacionada a inibi¢do do RORyt (do inglés, Retinoic-
acid-receptor-related Orphan Receptor-yt), que ¢ um fator de transcri¢do para
diferenciagdo de células T virgens em Tyl7 (MUCIDA et al., 2007); (NISHIHARA et
al., 2007); (MORA; IWATA; VON ANDRIAN, 2008). As células dendriticas do bago,
linfonodo mesentérico (MUCIDA et al., 2007); (COOMBES et al., 2007) e lamina
propria do intestino delgado sdo capazes de produzir 4cido retindico e induzir

diferenciagdo de T virgens em Tregs (SUN et al., 2007).
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Figura 4 — Diferenciacido de células Treg no intestino mediada por acido retinéico. (A) O acido
retindico, associado ao TGF-f, produzidos por células dendriticas da mucosa intestinal, leva a um
aumento na expressdo de FoxP3, diferenciando células T CD4+ virgens em Tregs. (B) A citocina TGF-,
abundante na mucosa intestinal, pode mediar a diferenciagdo de classes tdo antagoénicas de linfocitos T
CD4+ tais como Tyl7 ou Treg dependendo da sua associa¢do, no momento da ativagdo dos linfocitos T
CD4+ virgens, com IL-6 ou acido retindico secretados, ambos pelas células dendriticas da mucosa

intestinal (von Boehmer, 2007).

Além de induzir geracdo e proliferacdo de Tregs, o acido retindico induz
expressdo de moléculas de direcionamento ao intestino, a quimiocina CCR9 e a
integrina 04p7, adquirindo entdo a capacidade de migrar para a lamina propria intestinal
(BENSON et al., 2007) e, aparentemente, essa capacidade migratoria para o intestino
surge sob condi¢des de inflamagdo ou linfopenia (MENNING et al., 2010).

Estudos ja mostraram que a suplementagdo com vitamina A pode ser usada para
reduzir sintomas de algumas doencas. Esse ¢ o caso da doenca de obstru¢do pulmonar
cronica (COPD, do inglés Chronic obstructive pulmonary disease), doenca comum em
fumantes. Essa doenca ¢ caracterizada pela substitui¢do do epitélio respiratério normal
por um epitélio metapldstico escamoso e, acredita-se, que seja causada por uma
deficiéncia local de vitamina A, provavelmente devido a constante exposi¢dao a fumaca
do cigarro. Apesar de a deficiéncia ser local, a suplementagdo oral desse nutriente por

um més consegue atenuar os sintomas da doenga (BIESALSKI; NOHR, 2004).
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Assim como nas doengas de inflamagdo pulmonar, os estudos em inflamacao
intestinal também tem tido a vitamina A como foco para novos tratamentos.
Pesquisadores chineses mostraram que a administracdo intraperitoneal de dacido
retindico ¢ capaz de melhorar colite aguda induzida por TNBS (4cido trinitro-bezeno-
sulfonico, do inglés, 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid), provavelmente pela troca do
perfil celular e humoral de Tyl para Tu2 (BAI et al., 2010). Para corroborar tais
evidéncias, ja foi visto que a deficiéncia dessa vitamina exacerba a colite em modelo de
inducdo de colite também por TNBS, em ratos. Acredita-se que esse aumento na
inflamagdo esteja associado a um aumento da atividade do fator nuclear NF-kB, na
mucosa do célon (REIFEN et al., 2002).

Assim como a deficiéncia em vitamina A ¢ prejudicial e leva a graves
conseqiiéncias, a hipervitaminose também o ¢. Como esse nutriente pode ser largamente
estocado, principalmente no figado, o consumo exagerado da vitamina por um longo
periodo de tempo pode resultar em sintomas de intoxicagdo, como danos no figado,
anormalidades nos ossos e dor nas articulacdes, dores de cabeca, alopecia, vomito e
escamacado da pele. Além do consumo exagerado, uma ma distribuicdo do nutriente no
organismo pode levar a sintomas de hipervitaminose (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2001). O organismo tem Otimos mecanismos de absor¢do da
vitamina, mas os mecanismos de excrecdo ou de quebra do excesso sdo poucos, entdo

pode haver danos nas membranas celulares ou até no genoma (BATES, 1995).
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2.3. A perda da homeostase e as doencas inflamatdrias intestinais

Como mencionado, varios fatores contribuem para a homeostase imunoldgica na
mucosa intestinal. Em geral, o contato crénico com antigenos naturais como a
microbiota e as proteinas da dieta, na presenga desses fatores, gera atividades ndo
inflamatorias no intestino tais como a IgA secretdria e a tolerancia oral. O retinol figura
como um dos fatores envolvidos tanto na produgdo de IgA secretdria por linfocitos Bl
quanto na geragdo de células Treg no intestino e, portanto, na manutencdo dessa
homeostase. Isso acontece, pois o &cido retindico ativa o fator nuclear NFATcl (do
inglés, Nuclear Factor of Activated T Cells CI), ao qual o desenvolvimento das células
B1 ¢ dependente (MARUYA et al., 2011) e, como relatado anteriormente, essas células
sdo muito importantes na producao de sIgA na mucosa intestinal. Quando as atividades
fisiologicas que mantém a homeostase intestinal estdo perturbadas, esse contato pode
levar a inducdo de respostas inflamatorias cronicas no intestino. Tais respostas resultam
nas chamadas doencas inflamatérias do intestino. As doencas inflamatdrias intestinais,
geralmente chamadas de IBD (do inglés, Inflamatory Bowel Diseases) sdo doengas
multifatoriais, estando entre os fatores principais para sua ocorréncia, a predisposi¢ao
genética. Acredita-se que uma resposta imune desregulada contra as bactérias intestinais
também esta associada com as IBD, além da interferéncia de fatores externos. O grupo
de doencas de inflamacdo cronica do trato gastrointestinal compreende a Doencga de
Crohn e a Colite Ulcerativa.

Os estudos a respeito do assunto apontaram interagdes gene-gene € gene-
ambiente, que sdo uma chave para a complexa desordem imunoldgica que acompanha
os pacientes com IBD. E extremamente dificil identificar os fatores que desencadearam
a inflamacdo intestinal nos pacientes com essas doengas. A caracterizagdo da patologia
se torna mais dificil devido a grande heterogeneidade clinica e genética dos pacientes
(UHLIG; POWRIE, 2009).

A obtencdo de um quadro detalhado de como os genes, e outras seqiiéncias de
DNA, funcionam juntos, e interagem com fatores ambientais, tém levado a descoberta
de vias envolvidas nos processos fisiolégicos e na patogénese dessas doengas
(ISHIHARA et al., 2009).

J& foram identificados aproximadamente 30 loci de susceptibilidade para as duas
doengas. O primeiro gene de susceptibilidade a doenca de Crohn descoberto foi o gene

envolvido no sistema imune, NOD2 (do inglés, nucleotide-binding oligomerization
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domain containing 2), antigamente conhecido como CARDI15. Ja foi descoberto que a
falta desse gene leva a um aumento no nimero de bactérias comensais, porém com uma
menor capacidade de prevenir a colonizagdo por parte das bactérias patogénicas
(HENDERSON et al., 2011); (ISHIHARA et al., 2009).

Ap0s as primeiras descobertas, numerosas outras sugiram rapidamente, inclusive
varios genes envolvidos na ativagdo do sistema imune, como o fator de regulagdo do
interferon-1 (IRF1) e de importantes citocinas como IL-4, IL-13, IL-5 e IL-3.

Investiu-se muito na tentativa de descobrir relacdes entre a susceptibilidade as
IBD e o MHC e atualmente ja foi estabelecida relacdo entre diferentes genes para HLA
em doenca de Crohn e colite ulcerativa.

Além da influéncia genética, idade e sexo tém grande influéncia na manifestagdo
dessas doencas. Ambas acometem, geralmente, adultos jovens, tendo como pico de
incidéncia a faixa entre 15 e 30 anos (ISHIHARA et al., 2009).

Dentre os fatores externos que influenciam a ocorréncia das IBD esta o estilo de
vida e alimentagdo. A amamenta¢cdo materna, por exemplo, confere imunidade ao bebé
enquanto seu sistema imune intestinal ainda estd em desenvolvimento. Estudos
mostraram que a amamentacdo também ¢ capaz de conferir protecdo contra doengas
inflamatorias (ISHIHARA et al., 2009).

Essa questdo alimentar ainda ¢ bem discutida, mas seu papel na doenca ja ¢ um
consenso, pois as proteinas ingeridas na dieta tém um papel fundamental tanto no
desenvolvimento do sistema imune, quanto na tolerancia que existe ali (STROBEL;
MOWAT, 1998); (MENEZES et al., 2003). Uma desregulagdo na resposta a esses
antigenos pode ter um papel decisivo no desenvolvimento da inflamagdo. Os pacientes
com a doenga ativa podem perder, temporariamente ou nao, essa tolerancia oral a
componentes especificos da dieta e a resposta a esses componentes pode contribuir para
a lesdo na mucosa (MURCH; WALKER-SMITH, 1998). Além disso, a inflamagdo no
intestino leva a uma menor absor¢cdo dos nutrientes ingeridos, devido a perda da
arquitetura da mucosa. Estudos relacionam o consumo exagerado de carboidratos e
acidos graxos poliinsaturados, associado ao baixo consumo de fibras, com a ocorréncia
dessas doengas. Além disso, alguns alimentos, como leite e castanhas, parecem estar
relacionados a intolerancia em pacientes com Crohn, mas ndo se chegou a nenhuma
conclusdo ainda, devido as dificuldades metodologicas e variagdes entre os pacientes
(PEARSON et al., 1993); (MURCH; WALKER-SMITH, 1998); (BAUMGART;
SANDBORN, 2007).
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Regides em desenvolvimento apresentam baixas taxas de inflamagao intestinal,
enquanto América do Norte e Europa apresentam as taxas mais altas. Parte da
explicagdo para essa diferenca geografica sdo as condi¢des de higiene precarias ou
deficitarias em muitos paises em desenvolvimento, provavelmente tendo relacdo com a
hipotese da higiene que relaciona esse mesmo fator as baixas taxas de doencas
respiratorias nesses locais. Uma baixa exposi¢do a antigenos externos, nos paises
desenvolvidos, pode prejudicar a maturagdo funcional do sistema imune das mucosas e
diminuir a indugdo da tolerancia, que resultaria em respostas imunes inapropriadas,
como a inflamac¢do intestinal e nas mucosas do trato respiratorio. Depressdo e stress
também sdo dois fatores que influenciam as IBD, mas parecem estar mais ligadas ao
aumento das crises inflamatérias em portadores da doenca do que a um iniciador da
mesma (DANESE; SANS; FIOCCHI, 2004).

Apesar da microbiota ter um papel indiscutivel na inflamagdo, acredita-se que
ndo ha um microrganismo especifico que seria o agente causador da desordem, mas esse
dado também ¢ controverso, uma vez que a bactéria Mycobacterium paratuberculosis
causa em ruminantes uma doenca muito similar & doenca de Crohn. No entanto, a
maioria dos pesquisadores acredita que a microbiota comensal tem esse papel chave no
desencadeamento das doengas (DANESE; SANS; FIOCCHI, 2004); (BAUMGART;
CARDING, 2007).

Conforme relatado anteriormente, a barreira epitelial e as células epiteliais
produzem muco e um extenso repertorio de proteinas antimicrobianas, que fazem parte
dos mecanismos inatos que controlam a microbiota intestinal, prevenindo a transloca¢ao
e modulando a composi¢do da mesma. Defeito na produgdo de muco ou problema na
interagdo, reparo ou homeostase de células epiteliais leva a um desenvolvimento de
colite em camundongos e tal observa¢do demonstra a importancia da barreira epitelial.
As defensinas e RNAses também ja mostraram ter um papel fundamental na imunidade
intestinal, uma vez que alteragdes na sua secrecdo foram descritas em pacientes com
doenca de Crohn assim como em colite experimental murina (HENDERSON et al.,
2011); (UHLIG; POWRIE, 2009).

Devido a grande quantidade de antigenos no intestino, provenientes da dieta e a
microbiota ali presente, ¢ necessdria uma supressdo da resposta imune local, caso
contrario, haveria constantemente uma inflamacao patogénica ali, pois o tecido linfoide
da mucosa ¢ repleto de células T, B, granuldcitos, mastocitos, células NK e NKT

(BAUMGART; CARDING, 2007); (STROBER; FUSS; MANNON, 2007).
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Figura 5 — Ambiente imune intestinal. Na lamina propria intestinal coexistem as células efetoras e as
células reguladoras, de modo que a inflamagdo fica controlada. Do intestino delgado ao cdlon, as
principais fontes de estimulagdo variam, sendo os antigenos da dieta os principais fatores no intestino
delgado, uma vez que a degradag@o e absorg@o dos alimentos ocorrem ali. Como foi exposto, esses podem
influenciar as células do sistema imune da ldmina propria, como as células dentriticas, linfocitos T ¢ B e
células da imunidade inata, como as NK e NKT. J& os antigenos bacterianos s@o as principais fontes de
estimulagdo no co6lon, pois ali se encontra a maior concentragdo de microrganismos (Izcue, Powrie et al.,

2009).

Para tal funcdo, o intestino emprega diversos mecanismos. Um deles ¢ o
recrutamento de células reguladoras e secre¢do de citocinas antiinflamatdrias, que

limitam a resposta imune inata inicial. Outro mecanismo ¢ o desenvolvimento de células
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B produtoras de IgA. Como ja citada, a IgA secretdria também tem um papel essencial
nessa manutencao da homeostase, reduzindo a sinaliza¢ao intestinal pré-inflamatoria e a
expressao de epitopos bacterianos, facilitando a apresentagdo de antigenos as células M,
dentre outros mecanismos.

Existe uma consideravel comunicagdo entre as células do epitélio intestinal e as
células dendriticas presentes na lamina propria e essas células dendriticas tém um
importante papel na homeostase do epitélio intestinal (BAUMGART; CARDING,
2007) (Fig. 5).

Com essa funcdo de barreira contra a invasdo dos microrganismos € supressao
do sistema imune, ¢ de se supor que anormalidades na barreira intestinal, como aumento
na permeabilidade ou interacdes alteradas entre as células epiteliais e células imunes,
tém uma contribuicdo determinante na ocorréncia das IBD. E, como ja mostrado, alguns
microrganismos, inclusive, tétm como mecanismo de invasdo danificar as jungdes
intercelulares (HENDERSON et al., 2011).

Para agravar a situagdo, em alguns casos de pessoas com IBD, o reconhecimento
e processamento antigénico por parte das células apresentadoras de antigenos
profissionais pode sofrer distirbios (células dendriticas reconhecendo erroneamente
bactérias comensais como patogénicas e levando a uma resposta Tyl ou Tyl7),
potencializando a ativagdo de células T efetoras. Defeito na apoptose de células T na
mucosa intestinal também tem uma importante contribuicdo na patogénese das IBD,
sendo que a proteina Bax, uma das reguladoras da apoptose, tem niveis reduzidos em
coélon de pacientes com colite ulcerativa (NEUMAN, 2007). O proprio fator stress, ja
citado, pode ser um gatilho para o inicio da cascata inflamatoria causada pela
exacerbagdo da resposta imune, através de interacdes neuroimunologicas
(HENDERSON et al., 2011).

O esquema abaixo mostra a interagdo desses diversos fatores que culminam na

inflamacao intestinal (Fig. 6).
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Figura 6 — Interacdo dos fatores envolvidos na ocorréncia das IBD. Fatores genéticos, ambientais,

imunes e locais (como a microbiota) interagem e culminam na inflamagéo da mucosa intestinal.

Dentre os mecanismos reguladores estdao as células CD4+FoxP3+ (Tregs), tanto
as naturais quanto as induzidas, e elas tém uma contribuicdo chave na homeostase
intestinal. A producdo de citocinas predominantemente antiinflamatdrias como IL-10 e
TGF-b também ¢ de grande auxilio para evitar uma inflamag¢ao indesejada e as células
reguladoras do tipo 1 (Trl) sdo grandes produtoras, principalmente de IL-10. Essas
células ndo apresentam o fator de transcrigdo FoxP3 (IZCUE; COOMBES; POWRIE,
2009); (UHLIG; POWRIE, 2009).

Dessa forma, colocando a atividade regulatéria de um lado da balanga e a
atividade efetora e inflamatdria, junto com a microbiota, do outro lado da balanca, tanto
uma diminuicao do lado regulador, quanto um aumento na microbiota ou na atividade
inflamatoria podem culminar na inflamacdo intestinal. E a homeostase intestinal ndo ¢
atingida novamente apenas com a reduc¢do da quantidade de células inflamatérias ou
aumento na atividade reguladora, mas também ¢ necessaria uma reintegracao da barreira

intestinal (Fig. 7) IZCUE; COOMBES; POWRIE, 2009).
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Figura 7 — Epitélio intestinal saudavel versus epitélio intestinal inflamado. Em (A) esta representada
uma mucosa intestinal saudavel, com a barreira epitelial intacta ¢ os microrganismos isolados no lado
luminal do intestino, ha células inflamatodrias, porém em pequeno nimero, assim como uma quantidade
significativa de células reguladoras, garantindo uma inflamagao fisiolégica. Em (B) vemos uma mucosa
intestinal inflamada com uma ruptura na barreira intestinal, invasdo de microrganismos no tecido, levando
a um aumento na quantidade de células inflamatdrias e uma menor agdo das células reguladoras, que néo

conseguem conter a inflamag@o (Baumgart et al., 2007).

Como ja foi exposto, existem duas doengas inflamatdrias intestinais principais
em humanos, a colite ulcerativa e a doenga de Crohn. A manifestacdo clinica da colite
ulcerativa € caracterizada pela inflamac¢do ndo transmural, exclusivamente, do cdélon.
Essa inflamagdo ¢ continua, podendo ocorrer apenas na parte ascendente do coélon, na
parte descendente, transversa ou em todo o 6rgdo. A doenga de Crohn, ao contrario da
colite, afeta todo o trato gastrointestinal, da boca ao anus, apesar de ser mais comum na

regido distal do intestino delgado (principalmente ileo) e c6lon, além de ter a inflamacdo
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transmural como caracteristica (BAUMGART; SANDBORN, 2007). Evidéncias
sugerem que uma disfun¢do na barreira intestinal estd associada com a patogénese da
doenca de Crohn (TURNER, 2009). Quando a doenga de Crohn esta ativa, ¢
caracterizada por um aumento no nimero de linfocitos T ativados na mucosa e que
secretam IFN-y, além de um aumento na produgdo, na mucosa, de citocinas
caracteristicas de respostas Tyl, como IL-12 e I[L-8 (MACDONALD; MONTELEONE;
PENDER, 2000) e Ty17, como IL-17 e IL-23 (NEURATH, 2007).

Hoje, existem varios modelos murinos para se estudar IBD, e eles se
assemelham a aspectos inflamatorios de doencas intestinais em humanos. Tais modelos
forneceram dados de mecanismos que controlam a homeostase e regulacdo da
inflamacao intestinal (UHLIG; POWRIE, 2009).

No caso da colite, a maioria desses modelos reflete processos que envolvem a
presenca de estimulos que desencadeiam a inflamagdo, como bactérias especificas ou
stress epitelial por agentes quimicos. Alguns deles combinam rompimento da barreira
intestinal com etanol, por exemplo, combinado a agentes quimicos como &cido
trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) ou oxazolona, que produzem colite aguda. No caso
desses modelos a administragdo ¢ intraretal (WIRTZ et al., 2007).

A colite também pode ser induzida super expressando mediadores inflamatdrios
como, por exemplo, TNF-a e IFN-y, assim como removendo os elementos regulatorios.
(STROBER; FUSS; BLUMBERG, 2002); (IZCUE; COOMBES; POWRIE, 2009). O
IFN-y ¢ uma citocina indispenséavel para o desenvolvimento da colite, uma vez que
animais deficientes em IFN-y ndo desenvolvem a doenga ou desenvolvem de uma forma
muito atenuada (ITO et al., 2006). Porém, um dos principais modelos de inducdo de
colite ¢ por dextran sulfato de sodio (ao qual sera dado maior enfoque a seguir).

Um dos principais modelos murinos de doenga de Crohn ¢ o animal deficiente
de IL-10, caracterizado por uma deficiéncia na sinalizacdo imune, que leva a destruicdo
da barreira intestinal, seguida de hiperplasia celular e inflamacdo transmural. Nesse
modelo, a presenga da microbiota é essencial e quanto maior a quantidade desses
microrganismos, mais severa ¢ a doenga. Outro modelo dessa doencga sdo animais que
super expressam TNF-a, e nesse caso a doenca ¢ localizada principalmente no ileo
terminal e, ocasionalmente, no coélon proximal (STROBER; FUSS; BLUMBERG,
2002).
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2.3.1. Colite induzida por administracio oral de DSS

Outra forma de induzir a colite ¢ pela administracdo do agente quimico dextran
sulfato de sodio (DSS) a 4gua de beber dos animais. Esse modelo leva a lesdes a
barreira intestinal que desencadeia uma colite aguda (IZCUE; COOMBES; POWRIE,
2009). Caso seja necessario um modelo de colite cronica, os pesquisadores fazem varios
ciclos com o agente quimico (em geral, de dois a cinco), administrando por uma
semana, deixando uma semana de descanso e administrando por mais uma semana e
assim por diante (WIRTZ et al., 2007); (MELGAR; KARLSSON; MICHAELSSON,
2005).

Acredita-se que a microbiota ndo seja essencial no modelo de colite por DSS,
uma vez que animais isentos de germes (germ-free) também desenvolvem inflamacdo
intestinal quando submetidos ao tratamento com DSS (KITAJIMA; MORIMOTO;
SAGARA, 2002). Dados sugerem que a a¢do do DSS, na inducdo da colite, acontece
apos a lesdo da mucosa intestinal por citotoxicidade direta, interferéncia na interagdo
normal entre linfécitos intraepiteliais, células epiteliais e a matriz extracelular, além de
alteracdes na expressdo de receptores de integrinas e outros receptores celulares e suas
fungdes (NI; CHEN; HOLLANDER, 1996). Com a lesdo na barreira intestinal a invasao
de bactérias no tecido intestinal ¢ facilitada, e o DSS também age impedindo a agdo
fagocitica de macrofagos (ITO et al., 2006).

O fator de transcrigdo T-bet ¢ responsavel por manipular genes tanto da resposta
imune adaptativa quanto inata, controlando a resposta imune da mucosa a bactérias
comensais, regulando a producdo de TNF-a por células dendriticas do colon. Desse
modo, o T-bet ¢ capaz de influenciar o comportamento da atividade inflamatoria do
hospedeiro e das bactérias comensais e a sua auséncia ja foi relacionada a severidade ou
ocorréncia da colite ulcerativa (GARRETT et al., 2007).

Outros fatores imunes auxiliam na determinagdo da severidade da doenga como,
por exemplo, o MyD88, uma proteina de diferenciagdo mieldide essencial para
sinalizacdo via Toll-Like Receptors (TLR), que em sua auséncia, os animais exibem
uma maior susceptibilidade a colite (ARAKI et al., 2005). IL-6, IL-21 e IL-17 sao
outras citocinas presentes e necessarias para o desenvolvimento e maior severidade das
inflamacdes intestinais em modelos murinos. Essas citocinas estdo envolvidas com a
resposta das células inflamatérias Tyl7 (UHLIG; POWRIE, 2009), sendo que a IL-21

geralmente estd super expressa em animais com doencas inflamatdrias intestinais e
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animais deficientes de IL-21 s3o menos susceptiveis a colite induzida tanto por DSS
quanto por TNBS (FINA et al., 2008). A IL-6 juntamente com o fator TGF-f induz
células CD4+ virgens a se diferenciar também em células Ty17 (MUCIDA et al., 2007);
(NISHIHARA et al., 2007). Ja a citocina pro-inflamatoria 1L-27 inibe a diferenciagdo
de Tul7, pois auxilia na geragdo de células Tyl (COLGAN; ROTHMAN, 2006).

2.3.2. Tratamentos em uso para as IBD

Algumas drogas sdo amplamente utilizadas para tentar uma remissdo na doenca
e evitar intervengdes cirurgicas, que sao muito invasivas. Atualmente terapias com
antiinflamatdrios, imunossupressores ¢ imunomoduladores tém sido utilizada com
algum sucesso. Essas drogas conseguem induzir uma remissdo e a manter por certo
tempo, porém uma parcela significativa dos pacientes ndo responde a terapia e outra
parcela sofre efeitos negativos. Além disso, nenhuma droga consegue curar as IBD em
longo prazo (UHLIG; POWRIE, 2009). Exemplos de drogas imunossupressoras sao
azatioprina, 6-mercaptopurina, e metotrexato, que sdo citotoxicas, conseguindo induzir
€ manter temporariamente remissao na doenca de Crohn, mas aparentemente nenhuma
dessas ¢ capaz de reduzir a necessidade de cirurgia. As tiopurinas também tém se
mostrado eficazes para colite ulcerativa. Os imunomoduladores geralmente sdo
anticorpos monoclonais que tém como alvo principal citocinas como IL-6, IL-12, TNF-
o, ou administragdo de citocinas recombinantes como IL-10 (BRAUS; ELLIOTT,
2009).

Outra terapia muito utilizada sdo os corticosterdides que sdo bons para inibir
respostas imunes e na maioria dos pacientes ¢ a principal terapia utilizada
(MACDONALD; MONTELEONE; PENDER, 2000). A desvantagem dessa terapia ¢
que uma quantidade substancial de pacientes se torna esteréide-dependente (BRAUS;
ELLIOTT, 2009).

Diversos autores sugerem como terapias modificagdes na dieta dos pacientes,
tendo sido sugeridas por médicos e inclusive alguns pacientes autonomamente tém feito
alteracdes alimentares. A agdo desse tipo de tratamento seria na modificagdo da
provisdo de nutrientes que alcanca o intestino (antigenos da dieta), que acaba induzindo
alteracdes na microbiota, alterando todo o estimulo antigénico ali, diminuindo as causas
da inflamagdo e, inclusive, podendo auxiliar no reparo tecidual (RAJENDRAN;

KUMAR, 2010).
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Alguns autores sugerem alimentacdo elementar ou alimenta¢do polimérica, o
que parece surtir alguns efeitos no sentido de diminuir as crises, reduzindo a
inflamacao, além de auxiliar a absor¢do dos nutrientes. A alimentagdo polimérica ¢ mais
aceita, pois a elementar ¢ menos palatdvel, e ambas parecem ter o mesmo efeito
(RAJENDRAN; KUMAR, 2010).

Algumas alternativas terapéuticas experimentais t€ém sido propostas e poucas
delas estdo atualmente em fase de estudo clinico, como é o caso do uso do
microrganismo Lactococcus lactis produtor de IL-10 (STEIDLER et al., 2000). Essa
busca por novas formas de tratamento das doengas inflamatoérias do intestino se justifica
exatamente pelas dificuldades e pelos efeitos colaterais associados a terapia
convencional. Nossa hipotese de trabalho ¢ que os efeitos da vitamina A na indugdo de
linfocitos B1 produtores de IgA secretdria e na geracdo de células T reguladoras no
intestino a qualificam como um agente dietético importante para a manutencdo da
homeostase da mucosa intestinal. Assim, ela pode ter um potencial terapéutico para as
situacdes onde essa homeostase esta perturbada como ocorre nas doengas inflamatorias

agudas ou cronicas do intestino.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Estudar os efeitos de uma dieta com auséncia e suplementacao de vitamina A no
organismo saudavel e na homeostase da mucosa intestinal, utilizando modelo de colite

ulcerativa.

3.2. Objetivos Especificos

1. Determinar os efeitos imunoldgicos e metabdlicos da auséncia de vitamina A na
dieta de camundongos sauddveis, bem como os efeitos da suplementacdo da
mesma, observando-se os seguintes parametros:

— Imunoglobulinas séricas no sangue, IgG, IgM e IgA, e fezes, sIgA

— Analise fenotipica de células do sistema imune no bacgo, linfonodo
mesentérico, placa de Peyer e lamina propria

— Niveis sanguineos de glicose, colesterol, triglicérides e enzima hepdtica

— Determina¢ao da quantidade de lipideos no figado

— Analise morfologica da mucosa intestinal e hepatica

— Secreg¢do de citocinas IFN-y, TGF-f e IL-10 por células do bago,
linfonodo mesentérico e intestino

— Avaliar os efeitos da vitamina A no desenvolvimento dos animais pela

verificagdo semanal do peso

2. Determinar os mesmos efeitos imunoldgicos da auséncia e suplementagdo de
vitamina A na dieta de camundongos com colite ulcerativa, como uma tentativa
de prevencdo - ou agravamento - da colite, pela manutengdo da homeostase
intestinal, utilizando os mecanismos ja citados acima, além dos pardmetros que
se seguem:

— Meédia do consumo de DSS durante os 6 dias de induc¢do da colite
— Meédia do consumo de racdo durante os 6 dias de inducao da colite

— Score da colite por peso dos animais e comprimento do célon
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 fémeas, com 3-4 semanas
de idade, fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas
(CeBio) da Universidade Federal de Minas Gerais e mantidos no biotério do laboratério
de Imunobiologia, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da mesma instituicao.

Foram também utilizados camundongos transgénicos, com fundo genético
C57BL/6, com um cDNA de proteina verde fluorescente (GFP, do inglés Green
Fluorescent Protein) provenientes da Aequorea Victoria (dgua viva) (Okabe et al,
1997), sob o controle do gene FoxP3. Os camundongos foram gentilmente cedidos pelo
Dr. Howard Weiner, Center for Neurologic Diseases, Harvard Medical School, Boston,
MA, EUA. Esses animais foram mantidos em gaiolas microisoladoras até o desmame
com 4 semanas e apés essa data foram transferidos para gaiolas tradicionais, onde

permaneceram todo o tempo durante a realizagdo do tratamento.

4.2. Modificacdo da Dieta AIN-93

O Instituto Americano de Nutrigdo (AIN — American Institute of Nutrition)
desenvolveu uma dieta padrdo para estudos nutricionais em roedores, nos quais nao
seria possivel utilizar a racdo normal. Para esse fim, foi criado um comité para se
desenvolver uma dieta saudavel para os animais € que ao mesmo tempo diminuiria a
variacdo entre as dietas de diferentes laboratdrios, facilitando assim a interpretagdo e
entendimento de resultados entre diferentes grupos de pesquisa. A dieta AIN-93G
(American Institute of Nutrition 93 Growth) foi desenvolvida para as fases de
crescimento, gravidez e lactagdo de roedores, pois contém uma composi¢do com maior
teor de proteina e gordura, enquanto a dieta AIN-93M tem uma quantidade menor
desses componentes, recomendédvel para manutencao dos adultos (REEVES; NIELSEN;
FAHEY, Jr., 1993).

De acordo com o estudo que o pesquisador ird fazer, e de acordo com as
necessidades desse, serdo feitas modificagdes na dieta padrdo, como por exemplo, a
retirada ou suplementagdo de algum componente especifico que ja compde a dieta, ou

suplementagao com algum componente novo.
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Abaixo seguem os ingredientes da dieta com os respectivos pesos € 0s

componentes do mix mineral e do mix vitaminico (Tabela 1 - Tabela 4).

Componentes da dieta AIN-93G Quantidades (g/kg de dieta)
Amido 397,486
Caseina (> 85% de proteina) 200,000
Amido Dextrinizado 132,000
Sacarose 100,000
Oleo de soja 70,000
Fibra (Celulose) 50,000
Mix Mineral (AIN-93G-MX) 35,000
Mix Vitaminico 10,000
L-Cistina 3,000
Bitartarato de Colina (41,1% de colina) 2,500
Tetra-butilhidroquinona 0,014

Tabela 1 — Componentes da dieta AIN-93G. Componentes da dieta AIN-93G em grama por quilograma
de dieta (Reeves et al., 1993).
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Componentes do Mix Mineral

Quantidades (mg/kg de

Minerais Essenciais

dieta)
Calcio 5000,0
Foésforo 1561,0
Potassio 3600,0
Enxofre 300,0
Sédio 1019,0
Cloro 1571,0
Magnésio 507,0
Ferro 35,0
Zinco 30,0
Manganés 10,0
Cobre 6,0
Iodo 0,2
Molibdénio 0,15
Selénio 0,15

Tabela 2 — Minerais essenciais que compdem a dieta AIN-93G. Minerais essenciais que compde o Mix
Mineral da dieta AIN-93G em 35 gramas do mix, por quilograma de dieta. Valores em miligrama por
quilograma (Reeves et al., 1993).
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Componentes do Mix Mineral

Minerais Potencialmente Benéficos Quantidades (mg/kg i

dieta)
Silicio 5,0
Cromo 1,0
Fluoreto 1,0
Niquel 0,5
Boro 0,5
Litio 0,1
Vanadio 0,1

Tabela 3 — Minerais benéficos, nio essenciais, que compdem a dieta AIN-93G. Minerais benéficos
que compdem o Mix Mineral da dieta AIN-93G em 35 gramas do mix. Valores em miligrama por
quilograma de dieta (Reeves et al., 1993).

Componentes do Mix Vitaminico Quantidades (mg/kg de
dieta)
Acido nicotinico, mg 30,0
Pantotenato, mg 15,0
Piridoxina, mg 6,0
Tiamina, mg 5,0
Riboflavina, mg 6,0
Acido folico, mg 2,0
Vitamina K, ug 750,0
D-Biotina, ug 200,0
Vitamina B12, ug 25,0
Vitamina A, Ul 4000,0
Vitamina D3, Ul 1000,0
Vitamina E, Ul 75,0

Tabela 4 — Componentes vitaminicos da dieta AIN-93G. Vitaminas que compdem o Mix Vitaminico
da dieta AIN-93G em 10 gramas do mix por quilograma de dieta. Valores em miligrama ou micrograma
por quilograma (Reeves et al., 1993).
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A dieta utilizada para alimentar os camundongos durante esse trabalho seguiu o

padrdo da AIN-93G e os ingredientes em marcas estdo especificados na tabela abaixo:

Componentes da dieta AIN-93G Quantidades (g/kg de dieta)
Amido Aro® 397,486
Caseina (> 85% de proteina) Rhoster® 200,000
Amido Dextrinizado Rhoster® 132,000
Sacarose Unido® 100,000
Oleo de soja Liza® 70,000
Fibra (Celulose) Synth® 50,000
Mix Mineral (AIN-93G-MX) Rhoster® 35,000
Mix Vitaminico Rhoster®* 10,000
L-Cistina Synth® 3,000
Bitartarato de Colina (41,1% de colina) | 2,500
Rhoster®
Tetra-butilhidroquinona Rhoster® 0,014

Tabela 5 — Compenentes da dieta AIN-93G, com as respectivas marcas utilizadas. Lista dos
componentes da dieta AIN-93G em grama por quilograma de dieta, com as respectivas marcas que

utilizadas e mantidas durante todo o periodo experimental.

* Os mix vitaminicos especificos foram fabricados pela Rhoster®, de acordo com as
especificagdes que se seguem: mix com auséncia total de vitamina A, mix padrdo com
4.000 unidades internacionais (U.l.) por quilo de dieta e mix suplementado com
vitamina A, com 10.000 unidades internacionais por quilo de dieta. Um quarto mix
vitaminico foi utilizado com 50.000 U.L. de suplementagdo de vitamina A, no qual foi
adicionado 0.1 grama de vitamina A pura ao mix vitaminico deficiente de vitamina A.
A vitamina pura utilizada estava a 500.000 U.I. por grama de vitamina, obtida também
da Rhoster®. As outras vitaminas que compde os mix ndo tiveram qualquer alteracdo
em relacdo ao mix padrdo.

Os outros componentes da dieta ndo sofreram quaisquer alteracdes, em relagdo a dieta
padrdo estabelecida por Reeves e colaboradores (REEVES; NIELSEN; FAHEY, Jr.,
1993).

54




Material e Métodos

De acordo com o proposto acima, foram utilizadas quatro dietas diferentes em
quatro grupos, sendo que uma foi feita sem nenhuma alteracao, seguindo a dieta padrdo
proposta por Reeves e colaboradores e as outras trés tiveram apenas a vitamina A do
Mix Vitaminico alterada, como explicado acima.

As dietas foram administradas ad libtum desde o desmame, por oito semanas.
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4.3. Delineamento experimental

Os animais utilizados nesse estudo foram camundongos C57BL/6 normais,
saudaveis e ingeriram diferentes tipos de dieta para analisar os efeitos da vitamina A no
organismo, ou seja, quais alteracdes seriam observadas devido a deficiéncia (controle
negativo) e suplementagdo oral dessa vitamina. Apesar de evidéncias sugerirem que o
aumento de vitamina A no plasma ¢ maior com administragdo intramuscular da
vitamina, o método oral também parece ser eficiente e muito menos invasivo (RUSH et
al., 1994). Como controle, utilizamos um grupo alimentado com a dieta normal, com as
quantidades de vitamina de acordo com o padrao AIN-93G, ja especificado. Em metade
desses animais, na ultima semana de dieta foi induzida colite através do tratamento oral
com DSS (dextran sulfato de sodio) a 2,0% (peso/volume) na mamadeira, segundo
protocolo para indugdo de colite, desenvolvido por Okayasu (OKAYASU et al., 1990)
com adaptagdes. Essa solucdo foi administrada uma vez (1 ciclo) durante 6 dias, ap6s 7
semanas de dieta, e durante a administracdo do DSS os animais continuaram recebendo
a mesma dieta. A solugdo da mamadeira foi medida e renovada diariamente durante o
periodo citado e os animais pesados diariamente durante a administracdo, sendo que a
agua contida na mamadeira com o DSS foi a unica disponivel para os animais durante
esses 6 dias.

Nesse estudo foi feita uma tentativa de prevengdo da colite, uma vez que os
animais foram submetidos a dieta com suplementagdo de vitamina A antes de
induzirmos a doen¢a nos mesmos.

No protocolo utilizado, os animais foram divididos em 8 grupos. Quatro grupos
de animais saudaveis até o fim do experimento (ndo foi induzida colite) e quatro grupos
cujos animais foram tratados com DSS. Os animais do grupo saudavel receberam 4
tipos de dieta diferentes. A primeira dieta deficiente em vitamina A, outra dieta
controle, com 4000UI de vitamina A, a terceira suplementada com 10000UI da vitamina
e a ultima também suplementada com 50000UI do mesmo nutriente. Os animais do
grupo colite foram subdivididos nos mesmos quatro grupos que os animais saudaveis.
Cada animal foi pesado semanalmente, e a quantidade de dieta ingerida por gaiola foi
medida trés vezes por semana.

A segunda etapa do procedimento experimental foi a eutandsia dos animais no
final da oitava semana apoés o inicio da dieta, e obtencdo de soro para testes bioquimicos

e ELISA, figado para histologia e dosagem de gordura, c6lon para histologia, score
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macroscopico da colite e dosagem de citocinas (utilizando a técnica de ELISA de
extrato de tecido) e intestino delgado (duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo),
também para dosagem de citocinas de extrato de tecido. Também foi retirado o bago e
linfonodo mesentérico para cultura e citometria de fluxo (FACS) e placa de Peyer e
lamina propria apenas para analise por FACS.

O esquema abaixo representa um resumo do delineamento experimental para
cada grupo. Os animais saudaveis com dieta deficiente, normal e suplementada foram
sacrificados no mesmo dia (fim da 8* semana), para retirada dos 6rgdos e soro, assim

como os trés grupos de animais com colite.

Protocolo utilizado

Infcio dieta Sacrificio
Grupo l l
Saudavel
Infcio dieta DSS Sacrificio
Grupo l' l l
Colite
Dias
0 54 60
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4.4. Obtenc¢ao do soro

Para obten¢do do soro, os animais foram previamente anestesiados, mediante
aplicagdo de injecdo intraperitoneal de 100 ul de solucdo de Cloridato de Ketamina a
25% (Dopalen — Vetbrands) e de Xilazina a 25% (Rompum — Bayer), diluidas em 50%
de salina fisiologica 0,85%, via intraperitoneal. Os animais foram entdo, exsanguinados
pelo plexo subaxilar e o sangue coletado em tubos de centrifugacdo de 500ul sem
anticoagulante. Em seguida, foram eutanasiados por deslocamento cervical. Para
separacdo do soro, o sangue foi deixado por 15 min em uma estufa, a temperatura de
37°C e em seguida, 15 min na geladeira. A seguir o sangue e o soro foram separados
por centrifugacdo a 600g por 15 minutos.

Apbs a separacdo, o soro retirado, rotulado e congelado a -20°C para analises

posteriores.

4.5. Remocio do intestino e colon

O intestino delgado dos camundongos foi removido e, em seguida, dividido em
quatro partes, correspondentes ao duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo. Essas
partes foram pesadas e congeladas para e posterior dosagem de citocinas de extrato de
tecido.

O comprimento de todos os coélons foi medido com auxilio de uma régua para
score macroscopico (AXELSSON; LANDSTROM; BYLUND-FELLENIUS, 1998) e,
de alguns animais, o colon foi acondicionado em formol tamponado para andlise

histolégica, de outros, o 6rgdo foi pesado e congelado para dosagem de citocinas.
4.6. Remocao do figado
Uma parte do figado foi coletada e armazenada em um tubo Falcon contendo

formol, para posterior analise histologica. A outra parte foi armazenada em freezer para

posterior andlise lipidica pelo método FOLCH.

58



Material e Métodos

4.7. Coleta do conteudo fecal

Os camundongos foram separados por gaiola. As fezes de cada animal foram
recolhidas com pinga em tubos de 1,5 ml (previamente pesados) e mantidas no gelo
(para ndo reduzir os niveis de sIgA). Os tubos contendo as fezes foram pesados
novamente e foi feita a diferenga entre os pesos para determinagdo do peso das fezes.
Para cada 0.1g de fezes ImL de PBS 1x gelado foi adicionado ao tubo. A seguir, o
conteudo foi centrifugado por 20 minutos a 600g a 4°C. O nivel de sIgA foi dosado no

dia da coleta por ELISA.

4.8. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para medida de imunoglobulinas do soro

A avalia¢do dos anticorpos presentes no soro dos camundongos foi realizada
através do método ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay).

Microplacas de poliestireno de 96 pogos (Nunc, Roskilde, Denmark) foram
incubadas overnight, por no minimo 18 horas, a 4°C em cdmara umida, com solugio
contendo anticorpo anti-imunoglobulinas totais de camundongos em tampao de
cobertura (tampdo carbonato pH 9,6) concentracdo de lug/mL. No dia seguinte, as
microplacas foram lavadas duas vezes com salina-Tween (salina contendo 0,05%
Tween-20 — SIGMA Chemical Co) e em seguida bloqueadas com 200 ul PBS-caseina
(0,25% caseina diluida em PBS) e incubadas por uma hora a temperatura ambiente.
Apoés a incubagdo, as placas foram lavadas novamente duas vezes em salina-Tween e
incubadas com o soro dos camundongos em dilui¢do seriada em PBS-caseina (1:10000
a 1:1280000 no caso de IgG e Ig total e 1:1000 a 1:12800 no caso de IgM e IgA)
durante uma hora a 37 °C. Em seguida, as placas foram lavadas seis vezes com salina-
Tween e anticorpos anti-Ig, IgG, IgM ou IgA de camundongo conjugados com biotina
(Southern Biotechnology, Birmingman, AL) e diluidos em PBS-caseina foram
adicionados aos pogos (100 uL/pogo) durante uma hora a 37°C. As placas foram
novamente lavadas e incubadas com uma solucdo de estreptavidina ligada a peroxidase
(HRP) (Sigma, St. Louis, Missouri) diluida 15000 vezes em PBS-caseina durante uma
hora a temperatura ambiente.

A reagdo enzimatica foi entdo revelada incubando-se as placas, no escuro, com

uma solugdo contendo 0,2 pul/mL de H,O; e 0,4 mg/mL de ortofenileno-diamino (OPD)
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em tampao citrato pH 5,0 até o desenvolvimento de uma coloracdo amarela. Apos essa
etapa, as reagdes foram interrompidas pela adigdo de 20 pl/poco de uma solugdo de
acido sulfurico (HoSO4) 2N. A absorbancia (A = 492 nm) de cada pogo foi obtida pela
leitura em leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader).

4.9. ELISA para detec¢io de IgA secretoria nas fezes

Os procedimentos para sensibilizagdo e bloqueio sdo comuns aos procedimentos
realizados para ELISA de Imunoglobulinas. Ao se diluir as amostras, o sobrenadante
originado da centrifugacdo das fezes deve obedecer a uma diluicdo (1:20). Desta
dilui¢do, retira-se 20ul e coloca-se em 180ul de PBS-caseina em microplaca de
poliestireno de 96 pogos (Nunc, Roskilde, Denmark). O controle deve ser realizado
utilzando padrdo Mouse IgA-UNLB (Southern Biotechnology, Birmingman, AL).
Pipeta-se 20ul do padrio diluido em 180 ul de PBS-caseina realizando, posteriomente,
diluicdo seriada. Os procedimentos restantes de incubagdo com conjugado HRP e

revelacdo sdo comuns as ELISAs de Imunoglobulinas séricas.

4.10. Analises bioquimicas

Todos os Kits que foram utilizados neste trabalho foram obtidos pela empresa
KATAL Biotecnologica Ind. Com. Ltda. Sdo Paulo - Brasil. Registro ANVISA:
10377390104.

4.10.1. Determinacio das concentracoes de triglicerideos séricos

As concentragdes de triglicérides séricos foram mensurados de acordo com o
método enzimatico colorimétrico (FOSSATI; PRENCIPE, 1982). O método consiste na
hidrolise dos triglicerideos do soro pela lipase lipopretéica produzindo glicerol livre,
que ¢, entdo, fosforilado pela glicerol quinase, cujo produto sofre a agdo da glicerol-P-
oxidase a qual, em presenca de oxigénio, produz peroxido de hidrogénio. Esse, sob a
acdo da peroxidase em presenca de um reagente fenolico (p-clorofenol) e 4-
aminoantipirina, produz um composto roéseo-avermelhado (quinonimina), com maximo
de absorcao a 500nm. As dosagens foram feitas em microplaca como descrito acima na

dosagem de colesterol, na qual 5ul das amostras de soro ¢ plaqueada, em seguida
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adicionando-se 500ul do reagente de cor. Para obtencdo do reagente de cor, adiciona-se
o volume do reagente 2 (10%) em um dos frascos tampao (90%). Apos um periodo de
incubag¢do de 10 minutos a 37°C, a absorbancia foi lida a 500nm em um leitor de
microplaca. Para o célculo temos: Triglicérides (mg/dl) = (Absorbancia do teste /

Absorbancia do padrao) x 200.

4.10.2. Determinacao das concentracgoes de colesterol total sérico

As concentragdes de colesterol foram medidas por método enzimatico (ALLAIN
et al., 1974), que consiste na hidrolise dos ésteres pela enzima colesterol esterase,
produzindo colesterol livre. Este, em presenca da colesterol oxidase e de oxigénio,
produz peroxido de hidrogénio que pela acdo da peroxidase em presenca de fenol e 4-
aminoantipirina produz um composto roseo-avermelhado com absor¢do maxima de
500nm. A concentrag@o de colesterol no soro ou plasma dos animais serd determinada
por um ensaio em microplaca de 96 pogos (FAZIO et al., 1997). Nesse procedimento,
2ul de cada amostra de soro ¢ plaqueada e em seguida adiciona-se 200ul do reagente
enzimatico. O mesmo ¢ realizado para o padrdo, com 2 ul do padrao em 200 ul do
reagente enzimatico. O branco, como controle negativo, contém apenas o reagente
enzimatico, sem nenhuma amostra. Apoés um periodo de incubacdo de 10 minutos a
37°C, a absorbancia foi lida a 492nm em um leitor de microplaca. Para o calculo temos:

Colesterol (mg/dL) = (Absorbancia do teste / Absorbancia do padrao) x 200.

4.10.3. Determinacao das concentra¢oes de HDL

A dosagem do colesterol HDL também foi realizada pelo método enzimatico
colorimétrico. A dosagem foi realizada ap6s a precipitagdo seletiva de LDL e VLDL em
polietilenoglicol tamponado em pH 10. Esse precipitante ndo altera a solubilidade das
lipoproteinas de alta densidade (HDL). Apds a centrifugacdo no sobrenadante, teremos
entdo a fracdo de interesse, HDL, que serd determinada pelo sistema enzimatico
utilizado para dosagem de colesterol total sérico. Para dosagem, adiciona-se 15 ul de
reagente precipitante em 15ul do soro, agitando-se vigorosamente cada amostra por 30
segundos. Apds este periodo os eppendorfs contendo a amostra foram mantidos em

repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. Depois do tempo de repouso, os
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eppendorfs foram centrifugado por 15 minutos a 300g. Em seguida, 10 ul do
sobrenadante (contendo o HDL da amostra) foi adicionado a 100 ul de reagente de cor
(reagente enzimatico colesterol total) em microplacas e incubadas em estufa a 37°C por
10 minutos. A leitura serd realizada a 492nm. O mesmo procedimento foi feito
utilizando 10 ul de reagente padrao (100mg/dL). Para o calculo das concentragdes de
HDL, temos que: (Absorbancia do teste / Absorbancia do padrdo) x 40. O colesterol da

fracdo aterogénica VLDL foi calculado a partir da concentragdo de triglicérides/5.

4.10.4. Determinacao GAMA GT

A determinacdo da y-glutamiltransferase (gamaGT) através de método cinético
com o emprego do L-y-glutamil-p-nitroanilida ¢ recomendado pela Federagdo
Internacional de Quimica Clinica. No presente método, a y-glutamiltransferase cataliza
a transferéncia do radical glutamil do substrato para um aceptor (glicil-glicina)
formando y-glutamilglicil-glicina e p-nitroanilina. A velocidade de formagdo da p-
nitroanilina em 405 nm ¢é proporcional a atividade da enzima presente. Para
determinag@o, mistura-se 4 partes do Reagente n° 1 (Tampao — Contém Tampao Tris
133 mmol/L, Glicil-glicina 138 mmol/L e azida sodica 15,38 mmol/L) com 1 parte do
Reagente n°® 2 (Substrato — Contém y- glutamil p- nitroanilida 23 mmol/L e azida s6dica
15,38 mmol/L). Adiciona-se 4 pL de amostra diretamente na placa com 80 pL do
reagente de trabalho. A placa ¢ entdo coberta por papel aluminio por 5 minutos em
estufa a 37°C. Apos este periodo le-se a 405nm. Repete-se a leitura apos 1, 2 e 3
minutos. Calcula-se a diferenca entre as leituras (A A/min), entre as medias das
absorbancias e utiliza-se este valor para o célculo : GamaGT (U/L) = A A médio x 2121

(O Resultado ¢ expresso em U/L).

4.10.5. Determinacao dos niveis de Glicose

No presente método, a glicose da amostra sofre a acdo da glicose oxidase em
presenga de oxigénio produzindo peroxido de hidrogénio. Este, em presencga de fenol e
de 4-aminoantipirina, sofre a a¢do da peroxidase produzindo um composto rdéseo-
avermelhado (quinonimina) com maximo de absor¢do em 505nm. Para dosagem,
pipeta-se 5 uL do reagente padrdo, em triplicata e pipeta-se 5 uL da amostra, em

duplicata. Acrescenta-se 500 uL. do reagente de glicose em todos os pogos, incuba-se
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por 15 minutos na estufa de 37°C. Apos este periodo foi determinada a absorbancia das
amostras em 505nm. Para o célculo da concentracdo da glicose em mg/dL aplica-se a

formula: Glicose (mg/dL) = (Absorbancia do teste / Absorbancia do padrao) x 100.

4.11. Analise histologica do célon

Amostras do colon de camundongos C57BL/6 saudaveis ou com colite induzida
por DSS foram fixadas em formalina e processadas para andlise histologica. Um corte
de cada grupo, corado com hematoxilina e eosina (HE), foi fotografado utilizando-se
uma camera digital (Moticam 2500, China), acoplada em um microscopio Optico

(Olympus Optical Co., Japan).

4.12. Analise histologica das amostras de figado

Procedimento semelhante ao descrito em histologia do colon, no qual os 6rgdos

foram fixados em formalina e processados para analise histoldgica.

4.13. Inclusao e Coloracao laminas Histolégicas - técnica HE (Hematoxilina-Eosina).

Cada amostra contendo o célon ou figado foi colocada em cassetes®,
previamente identificados, e estes foram colocados em solugdes de 4lcool obedecendo
os referidos tempos e concentragdes (Alcool 70% - 30 min/ Alcool 80% - 30 min
Alcool L 90% - 30 min). Apés a imersio nos trés alcodis, os cassetes® foram imersos
em uma solu¢do de alcool etilico absoluto que foi colocada em dois diferentes
compartimentos. (ABSOLUTO I - 30 min/ ABSOLUTO II- 30 min). Apds a imersdo
em alcool etilico absoluto, os cassetes® foram imersos em xilol, também separados em
dois diferentes compartimentos (XILOL I — 30 min/ XILOL II — 30 min). Apds a
imersdo em xilol, os cassetes® sdo finalmente imersos em parafina liquida
acondicionada em estuda 60°. Deve-se observar os tempos e os 2 diferentes
compartimentos. (PARAFINA I - 30 min / PARAFINA II - 30 min). Ao final deste
processo, os catetes foram abertos, os colons e figados retirados e colocados em
parafina em forma propria para secagem final e formacdo de blocos de parafina
contendo os 6rgdos em questdo. Acondicionou-se os blocos por 24h para secagem.

Apos este periodo, os blocos sdo desenformados e acondicionados em freezer. Os
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blocos de parafina, contendo os tecidos incluidos, s3o seccionados pela navalha de ago
do microtomo, obtendo-se geralmente cortes de 6 um de espessura.

A coloragdo ¢ entdo realizada através da técnica HE, conforme descrito por Lev
e Spicer (LEV; SPICER, 1964).

As analises histologicas do colon e figado foram feitas utilizando um

processador de imagens acoplado a um microscopio Optico, como ja descrito.

4.14. Preparo das Células para cultura e Citometria de fluxo

4.14..1. Meio de cultura

Foi utilizado meio RPMI 1640 Gibco BRL como meio incompleto e, como meio
completo, foi utilizado RPMI 1640 enriquecido com 2nM de L-glutamina, 50 mM de 2-
mercapto-etanol, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de fungizona, ImM de piruvato de
sodio, 0,1 mM de aminoacidos ndo-essenciais, 25 mM de HEPES e 5-10% de soro fetal

bovino inativado, pH 7,2.

4.14.2. Suspensio celular do bago, linfonodos mesentéricos e placas de Peyer

Apos o sacrificio dos animais, bago, linfonodos mesentéricos e placas de Peyer
foram retirados cuidadosamente com uma pinga cirurgica, sendo em seguida colocado
em tubos Falcon de 15 ml contendo 2 ml de meio de cultura incompleto, no caso dos
bacos, ou completo, no caso dos linfonodos e placas de Peyer, e mantidos em gelo até o
plaqueamento das células. O bago foi entdo macerado com um macerador de vidro
estéril, na mesma solugdo em que se encontrava e, depois de macerado, a solucdo foi
transferida novamente para os tubos Falcon de 15 mL. Os linfonodos foram macerados
com auxilio de laminas estéries friccionando-as uma contra a outra em 2mL de meio
RPMI completo em uma placa de Petri também estéril.

Em seguida os tubos foram centrifugados a 300g, por 10 minutos, a 4°C. Apés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e, no caso dos linfonodos e placas de
Peyer, o sedimento ressuspendido em 500 uL de meio completo. Nos tubos contendo
células do baco adicionou-se, a cada tubo, 9 ml de agua bidestilada estéril e 1 ml de
PBS concentrado 10x, afim de hemolisar as hemacias restantes no sedimento. A

suspensdo foi centrifugada novamente a 1200 rpm, por mais 10 minutos, a 4°C. O
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sobrenadante foi novamente desprezado e o concentrado celular foi ressuspendido em

1000 ul de meio incompleto, para fazer a contagem de células.

4.14.3. Contagem de células

Inicialmente, a suspensdo celular foi diluida 100 vezes, no caso do bago e 50
vezes no caso dos linfonodos mesentéricos e placas de Peyer, para contagem. Para a
marcagdo de células inviaveis (mortas) foi utilizado o corante eritrocina, e essas células
ndo foram contadas. Cinqlienta pl dessa suspensao celular foram misturados a 50 pl de
eritrocina. Posteriormente, as células foram colocadas na Camara de Neubauer para
contagem em microscopio Optico. Apds contar as células ndo-coradas (viaveis), o
namero de células foi expresso de acordo com a féormula: n° de células/ml = [(células
viaveis x dilui¢do x 10*)/n° campos contados na Camara de Neubauer] x volume inicial
da suspensao celular.

A partir do numero de células obtidas, as concentragdes das suspensdes foram
todas padronizadas pela adicdo do volume necessario de RPMI completo para se obter

107 células/mL para o FACS e 10° células/mL para cultura celular.

4.14.4. Linfécitos da lamina propria

O intestino delgado foi removido e lavado com 20 mL de HBSS gelado. Toda
gordura aderida e as placas de Peyer foram cuidadosamente removidas. Os intestinos
foram abertos longitudinalmente e cortados em pedagos de 0,5-1,0 cm. Os pequenos
pedagos foram colocados em tubos de centrifuga de 50 mL com 20 mL de HBSS gelado
e mantidos no gelo. Os intestinos foram filtrados e lavados por trés vezes com HBSS
gelado. A seguir foram incubados com 25 mL de meio IEL por 30 minutos em shaking
(150/m) a 37°C. Os tubos foram submetidos a agitagdo mecanica por cerca de 30
segundos para que toda a camada de células epiteliais fosse liberada. O conteudo de
todos os tubos foi filtrado em redes de 70um. Os pequenos pedacos de intestino
restantes foram incubados com 10 mL de colagenase do tipo II (100U/mg) a 37°C por
30-40 minutos em shaking (150/m). Os intestinos foram novamente filtrados em redes
de 70pum e 30 mL de meio IEL foram acrescentados. O contetido foi entdo centrifugado
a 300g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido

em 4,5mL de percol a 44% em um tubo de centrifuga de 15 mL. Cuidadosamente
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2,3mL de percol a 66% foram adicionados ao fundo do tubo para que se obtivesse um
gradiente de concentragdo. Duas fases foram claramente vistas e delimitadas. Os tubos
foram centrifugados a 600g por 20 minutos a 20°C. As fracdes de linfocitos foram
vistas em um anel na interfase de 44-66% de percol. Os linfocitos foram retirados com
uma pipeta de 2 mL e colocados em um novo tubo de 15mL. O meio IEL foi adicionado
até¢ o volume de 12 mL e o tubo foi centrifugado a 300g por 5 minutos a 4°C. O pellet
foi entdo ressuspendido a 200 uL e as células foram contadas e submetidas a marcagao

celular para citometria de fluxo.

4.14.5. Cultura de células e coleta do sobrenadante da cultura

As células de baco e linfonodos mesentéricos foram plaqueadas (500 uL/pogo)
em placas de 24 pocos (Falcon, Lincon Park) e incubadas por 72 horas em estufa
umidificada a 37 °C ¢ 5% de CO, com mais 500 uL. de RPMI completo (controle
negativo) ou RPMI mais 500 uL de solu¢do do mitégeno Concavalina A (2 ug/ml)

como estimulo.

4.15. Preparacio das células e Aquisiciio no citometro de fluxo

O plaqueamento para leitura no citometro de fluxo foi feito em uma placa de 96
pogos de fundo em U, na qual foram colocados 25 pl de suspensdo celular e 10 pl de
anticorpos (na diluicdo padronizada) conjugados com fluorocromos — PE(ficoeritrina),
FITC (fluoresceina) ou CyChrome 5 — que se ligam as moléculas de interesse, tais
como, CD4, CD25, CD3, expressas nas células de camundongos. Nesse trabalho, as
moléculas de interesse foram CD4, CD8, CD25, CD69, CD19, CD5 e FoxP3.

As placas foram entdo incubadas a 4°C durante 30 minutos, decorrido este tempo
foi entdo acrescentado 200 ul de PBS azida por pogo para retirada do excesso de
anticorpos da placa, foram entéo centrifugadas a 4 °C durante 10 minutos a 300g. Esta
lavagem foi realizada por trés vezes. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente. O
sedimento foi, entdo, ressuspenso em 200 wul de fixador paraformaldeido 4% e as
suspensdes armazenadas a 4°C e protegidas de luz até aquisi¢do em citdmetro de fluxo.

No caso de anticorpos que ndo estavam marcados diretamente com fluorocromo

(ex: conjugados com biotina), apds a primeira lavagem as células foram incubadas com
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10ul de solugdo contendo estreptavidina conjugada ao fluorocromo durante mais 30
minutos e posteriormente foram realizadas mais duas lavagens e as células foram entdo
fixadas em paraformaldeido para aquisicao.

Em todos os o6rgdos foram utilizados os anticorpos IgG2a-FITC, 1gG2a-PE e
IgG2a-Cy5 como controle negativo.

Foram feitas triplas marca¢des com os anticorpos anti-CD3/anti-CD4/anti-CDS,
anti-CD4/anti-CD8/anti-CD69, anti-CD4/anti-LAP/FoxP3-GFP e dupla marcacdo com
anti-CD19/anti-CDS5.

A analise dos dados foi realizada utilizando um citdmetro de fluxo FACScan de
trés cores (Becton Dickison, Mountain View, Califérnia). A percentagem de células
positivas foi analisada através do software Flow Jo.

A seguir estdo representados os gates utilizados nas andlises para todos os

orgaos (Fig. 8).
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Figura 8— Analise de linfocitos do bago por citometria de fluxo. A Figura (A) representa um perfil
celular de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) onde foi selecionada a regido correspondente a
populagido de linfécitos. A Figura (B) representa FL1 (CD3-FITC) versus FL2 (CD4-Cy5) dentro da
populagdo de linfocitos totais. Em (C) esta representada a populacdo dos linfocitos T CD4 ativados FL1
(CDA4-FITC) versus FL2 (CD69-CyS5). A Figura (D) representa os linfocitos T citotoxicos, FL1 (CD3-
FITC) versus FL2 (CD8-PE) e a populagdo ativada desses linfocitos esta representada em (E) com FL1
(CDS8-PE) versus FL2 (CD69-CyS5). A Figura (F) mostra os linfocitos B SSC versus FL2 (CD19-PE) e
em (G) as subpopulagdes de linfocitos B, B1 e B2, dentro de CD19+, SSC versus FL2 (CD5-FITC). Por
fim temos a populacdo de células reguladoras, representada em (H) com FL1 (FoxP3-GFP) versus FL2
(CD4-PE). A Figura (I) representa a outra populagdo de células T reguladoras FL1 (LAP-CyS5) e (CD4-
PE) com (J) FoxP3-GFP dentro da populagdo CD4+LAP+.
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4.16. ELISA para determinacio da concentracio de citocinas

Para determinar a presenga de citocinas nos 0rgdos de interesse foi realizado o
ensaio imunoenzimatico ELISA.

As placas de 96 pocos (Nunc-Immuno Plates MaxiSorp) foram sensibilizadas
com 100 pul/poco de anticorpos monoclonais (BD Pharmingen) reativos contra INF-y,
IL-10, IL-6 ¢ TGF-B, diluidos em tampdo carbonato pH 9,6 ¢ mantidas overnigth a 4°C.

No dia seguinte, as placas foram lavadas com salina tween e bloqueadas com
200 ul/pogo de PBS-caseina, por, no minimo, 1 hora a temperatura ambiente. Apos a
incubac¢do, as placas foram lavadas trés vezes com salina Tween. Em seguida, foram
adicionados os sobrenadantes, assim como o padrdo (do qual foi realizada diluigao
seriada) e as placas foram incubadas overnigth a 4°C.

No terceiro dia, as placas foram novamente lavadas e incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente com 100 uL/poco de anticorpos monoclonais de camundongo
especificos para IFN-y, IL-10 (BD Pharmingen) e TGF- (R&D SYSTEMS) marcados
com biotina na concentracdo de 0,5 ug/mL. Uma solu¢do adicional de detecgao
contendo estreptavidina conjugada a peroxidase (100 uL/pog¢o) (Southern Biotecnology
Associate Inc.) foi adicionada e incubada por 1 hora a temperatura ambiente.

A reagdo enzimatica foi entdo revelada incubando-se as placas, no escuro, com
uma solucao contendo 0,2 uL/mL de H,O, e 0,4 mg/mL de ortofenileno-diamino (OPD)
em tampao citrato pH 5,0 até o desenvolvimento de uma colora¢do amarelo-escuro.
Apoés essa etapa, as reagdes foram interrompidas pela adi¢do de 20 uL/pogo de uma
solug¢do de acido sulfurico a 2N. A absorbancia (A = 492 nm) de cada pogo foi obtida
pelo leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader). Os valores
das absorbancias foram convertidos em ng/mL baseando-se em curvas obtidas com

diferentes concentracdes de citocinas recombinantes, utilizadas como padrao.

4.17. Quantificacio das concentracdes de lipides hepaticos pelo método FOLCH

Os lipideos totais hepaticos foram extraidos de acordo com o método FOLCH
(FOLCH; LEES; SLOANE STANLEY, 1957).

Em suma, 100 mg de figado foram triturados em homogeneizador de tecidos
com 1900ul de solugdo de cloroférmio: metanol (2:1). Adicionou-se 400 ul de metanol

aos tubos, que foram entdo centrifugados por 10 min a 600g. O sobrenadante foi
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recolhido em tubo de ensaio de vidro previamente pesado e, posteriormente, foi
acrescentado 800 ul de cloroformio e 640 ul de solugdo de NaCl a 0,73%. Apods nova
centrifugacdo por 10 min a 3000 rpm, a fase superior foi desprezada. A parede interior
de cada tubo foi lavada 3 x com 600 pl de solugdo de Folch ( solugdo de 3% de
cloroféormio, 48% de metanol, 47% de agua e 2% de NaCl a 0,29%). Os extratos
lipidicos obtidos foram deixados secar em estufa overnight a 37° C e os lipideos foram

quantificados.

4.18. Medida de colesterol e triglicérides hepaticos

Para a medida de colesterol e triglicérides hepaticos os extratos lipidicos foram
homogeneizados com 500 ul de isopropanol e as determinacdes das concentracdes de

colesterol total foram feitas conforme descrito para as amostras de soro.

4.19. Analise Estatistica dos Dados

A significancia estatistica dos dados obtidos para os grupos serd analisada por
meio da utilizacdo do teste de varidncia ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, a fim de
comparar os grupos experimentais. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

O programa utilizado na analise dos dados foi o GraphPad Prism versao 5.

4.20. Solucoes Utilizadas

A. Solugoes para preparagdo celular
PBS 10x —pH 7,2
80,00 g de NaCl;
2,00 g de KCiI;
21,70 g de Na2HPO4;
2,00 g de KH2PO4;
1000 mL de 4gua bidestilada ou deionizada

Salina 10x
85 g de NaCl;
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1000 mL de 4gua bidestilada ou deionizada

Salina fisiologica a 0,85% (apartir da solugdo estoque 10X)
100 mL da solucgao salina 10X;
900 mL de agua bidestilada ou deionizada;

Filtrada em fluxo laminar ou autoclavada

RPMI 1640 incompleto - pH 7,3
16,2g RPMI 1640 (Gibco)
2 g de NaHCO3
3,6 g/L de HEPES
1000 mL com agua milli-Q.

Filtrado em fluxo laminar e conservado em 4°C

RPMI 1640 completo
450 ml de meio RPMI incompleto;
50 mL de soro fetal bovino;
5 mL de solu¢@o de aminoacidos ndo essenciais (100X - 10mM);
5 mL de solugdo de piruvato de so6dio (100X - 100mM) ou 55 mg de
piruvato de sédio;
5 mL de L-glutamina (100x - 200 mM);
0.450 mL de 2-mercaptoetanol.
2,5mL de gentamicina (Smg/mL);

1,5mL de fungizona

B. Solu¢oes usadas no teste de ELISA (diluidas em dgua bidestilada ou
deionizada)
Tampao Carbonato pH 9,6 (Coating Buffer)

1,86 g de Na,COs;

2,93 g NaHCO:s - 0,035M;

1000 mL de 4gua destilada ou deionizada
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Tampao Fosfato (PBS) pH 7,2
NaCl 0,0015M
KC10,0081M
Na,HPO, x 7 H,0 0,1369M
KH,PO, 0,0027M

PBS-caseina 25%
Tampao fosfato pH 7,2

2,5 g de caseina.

1000 mL de solucao PBS 1x

Salina fisiologica

NaCl 0,85%

Salina-Tween 10x
85 g de NaCl;
5 mL de Tween 20;
1000 mL de 4gua bidestilada ou deionizada

Tampao Citrato pH 5
13,41 g de Na,HPO4
5,19 g de Acido citrico (C¢HzO)
1000 mL de 4gua bidestilada ou deionizada

Solug¢ao de acido sulfarico 2N
53,24 mL de HZSO4
1000 mL de 4gua bidestilada ou deionizada

Solugdo do substrato (por placa)
OPD: 4 mg
H,0,: 2 ul
Tampao citrato pH 5: 10 mL
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C. Solugoes usadas na marcagdo fenotipica de linfocitos

PBS-azida

HBSS

Tampao fosfato pH 7,2
0,1 g de azida sddica
1000 ml de PBS 1X

Tampao fosfato pH 7,3

0.4 gde KC1

0.06 g de KH2PO4

0.35 g de NaHCO3

8.0 g de NaCl

0.04788 g de NaHPO4

1.0 g de D-glicose

0.011 g de vermelho de fenol

1000 mL de 4gua bidestilada ou deionizada

Meio IEL

1000 ml RPMI

20 ml de soro fetal bovino

20 ml 1M Hepes buffer

10 ml penicillin/streptomycin 100x

0.50 ml gentamicina (40 mg/ml)

D. Solucoes de FOLCH
Solu¢ao de FOLCH

3 mL cloroférmio

48 mL metanol

2mL NaCl a 0,2%

47 mL agua destilada
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5. Resultados

Nesse estudo, examinamos os efeitos da suplementacdo e da deficiéncia de
Vitamina A em camundongos saudéaveis (apresentados na Parte I) e em camundongos
portadores de colite induzida pela administragdo oral de dextran sulfato de sodio
(apresentados na Parte II).

No nosso trabalho, na parte do perfil celular, as populagdes de células T e B
foram analisadas em porcentagem, pois essa forma ficou bem representativa da
quantidade de células. Para as duas subpopulacdes de células T reguladoras houve
necessidade de serem apresentadas em numero absoluto, pois a porcentagem estava

mascarando o resultado real.

5.1. Parte I — Efeitos da vitamina A em animais sem indu¢io de doenca

5.1.1. Peso dos animais durante as 8 semanas de dieta

O primeiro pardmetro analisado foi o efeito das diferentes dietas (controle,
deficiente ou suplementada com vitamina A) no desenvolvimento ponderal dos animais.
J& foi relatado pela Organizagdo Mundial de Saude (SOMMER, 1998) que o
crescimento e desenvolvimento de criancas que tém deficiéncia no consumo de
vitamina A ¢ mais lento e menor. Para verificar se 0 mesmo ocorria com o0s
camundongos, o peso dos mesmos foi avaliado uma vez por semana. O resultado obtido
difere do efeito descrito em humanos (Fig. 9), pois os animais que receberam dieta
deficiente em vitamina A apresentaram crescimento normal em relacdo aos animais que
receberam a dieta normal (grupo controle). Os animais que receberam dieta
suplementada com 10000 UI de vitamina A também apresentaram crescimento similar
ao dos animais do grupo controle, mas quando a suplementag@o foi com 50000 UI da
vitamina, os animais tiveram um menor aumento de peso desde o inicio da

administracdo da dieta.
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Figura 9 — Peso dos animais sem inducio de doen¢a durante as 8 semanas de dieta. Os animais
foram separados apds o desmame e divididos em 4 grupos (normal, deficiente, suplementado 10000 UI e
suplementado 50000 UI). Cada animal foi pesado semanalmente e foi feita a diferenga de peso de uma
semana para a outra a média dessa diferenga de peso por grupo foi analisada. A linha roxa representa o
controle, a linha vermelha representa o grupo deficiente em vitamina A, a verde mostra o grupo
suplementado com 10000 UI de vitamina A e a linha preta representa o grupo suplementado com 50000
Ul da vitamina. A analise estatistica é referente a comparagdo com o grupo controle e foi realizada pelo

teste ANOVA, seguido pelo teste de Tukey.
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5.1.2. Parametros bioquimicos

Para verificar se a suplementagdo com ou deficiéncia da vitamina A ndo causaria
nenhum disturbio metabdlico no organismo, decidimos testar alguns parametros
bioquimicos nos camundongos tratados com dieta deficiente ou suplementada com
vitamina A. Todos os testes bioquimicos foram realizados com os animais em jejum de
8 horas.

O primeiro pardmetro bioquimico analisado foi o nivel de glicose no sangue dos
animais 8 semanas apds o consumo das dietas especificas. Nao foi observada nenhuma
alteracdo significativa nesse parametro (Fig. 10A). O nivel de triglicérides no soro
também foi analisado e apresentou leves alteragdes entre os grupos. O grupo deficiente
em vitamina A estava com esse parametro aumentado em comparagdo com O grupo
controle. J& os animais suplementados apresentaram niveis similares aos apresentados
pelos animais controle, enquanto o grupo suplementado com 50000 UI de vitamina A
apresentou niveis reduzidos desses glicerideos, quando comparados com o grupo
controle (Fig. 10B). O colesterol foi o outro pardmetro metabolico analisado e seu nivel
estava reduzido nos animais suplementados com 50000 UI de vitamina A em
comparagdo com os outros grupos. Os animais deficientes em vitamina A e
suplementados com 10000 UI de vitamina A ndo mostraram alteragdes em comparagdo
com os animais controle (Fig. 10C). O HDL também foi avaliado e ndo apresentou
alteragcdes quando comparados todos os grupos (Fig. 10D). A tultima andlise feita foi da
atividade enzimdtica da y-glutamiltransferase, uma enzima produzida pelo figado e
utilizada como medida da funcdo hepatica. Nesse caso, apenas o grupo suplementado
com 50000 UI de vitamina A apresentou um maior atividade sérica da enzima. Os
animais de cada grupo apresentaram grande diferenga na atividade dessa enzima, de um
para o outro. Esse teste sera realizado novamente com um maior numero de animais por

grupo, para confirmar esse resultado (Fig. 10E).
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Figura 10 — Analises de parimetros metabdlicos
Gama GT g P
20- . séricos. Soro dos animais controle, deficientes em

vitamina A e suplementados com esse nutriente foi
retirado apds 8 semanas de dieta e tratado de acordo com
o indicado no kit de dosagem. Na Figura (A) esta

representada a concentragdo sérica de glicose. Em (B)
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=

57 esta representado o nivel sérico de triglicérides. A Figura
o (C) representa a concentragdo de colesterol total e o
Dieta grafico (D) apresenta o colesterol HDL. Em todos os

casos a unidade de medida ¢ mg/dL. Em (E) esta representada a enzima y-glutamiltransferase. Para todos
os graficos o grupo controle esta representado com a cor roxa, o deficiente com a cor azul, o grupo
suplementado 10000 UI com a cor vermelha ¢ o grupo suplementado 50000 UI em preto. O teste

realizado foi 0 ANOVA seguido do pos-teste Tukey. Foram utilizados 5 animais por grupo.
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5.1.3. Analise lipidica do figado

Como a vitamina A ¢ uma vitamina lipossolivel e ¢ armazenada no figado,
ficamos com receio de ocorrer esteatose hepatica, que ¢ o acimulo de gordura nos
hepatocitos. Para verificar essa possibilidade, uma amostra do figado de cada animal foi
coletada e mantida congelada até o dia de manipulagdo. As amostras foram analisadas
pelo método proposto por Folch (FOLCH; LEES; SLOANE STANLEY, 1957) segundo
o qual estas sdo tratadas com cloroférmio, metanol e NaCl nas devidas concentracdes e
a fracdo lipidica presente no tecido ¢ separada e pesada. Posteriormente, foi
acrescentado isopropanol nos tubos contendo os lipideos extraidos e ¢ realizada a
medida de colesterol e triglicérides, para testar possiveis alteragdes metabolicas.

Foi observado que a quantidade total de lipideos extraidos do figado ndo sofreu
alteracdo em nenhum dos grupos, quando os animais foram submetidos a 8 semanas de
privacdo total de vitamina A, nem quando eles receberam suplementacdo dessa dieta
com 10000 ou 50000 UI. Logo, mesmo a suplementacdo com altas concentragdes de
uma vitamina lipossoluvel ndo trouxe complicagdes nesse sentido (Fig. 11A).

Os testes bioquimicos mostraram que os niveis do colesterol total ndo sofreram
alteragcdes em nenhum dos 3 grupos, quando comparados com o grupo controle (Fig.
11B). Ja no caso dos niveis de triglicerideos, o grupo suplementado com 10000 UI de
vitamina A apresentou aumento quando comparado com o grupo controle. A
suplementag¢do com 50000 UI ndo apresentou alteracdes nesse parametro, assim como a

deficiéncia de vitamina A (Fig. 11C).
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Figura 11 — Analise dos niveis lipidicos no figado. Na Figura (A), foi realizada a técnica FOLCH. Para
a andlise dos niveis de lipideos do figado foi coletado 100mg de tecido hepatico e a esse tecido foi
realizado um tratamento para extra¢do dos lipideos. O resultado foi expresso em miligrama de lipideo
para cada 100mg do figado. Na Figura (B) e (C) estdo representadas a concentragdo em
miligrama/decilitro do colesterol total e triglicérides do figado, respectivamente. Em todos os casos, os
grupos, tratados com vitamina A ou deficiente, foram comparados com o grupo controle (dieta normal)
para realizagdo dos testes estatisticos. O teste estatistico realizado em todos os graficos foi 0o ANOVA

seguido do pds-teste Tukey. Foram utilizados 5 animais por grupo.
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5.1.4. Perfil de células do sistema imune

Ja foi descrito que a suplementacdo com dcido retindico leva a algumas
alteragdes no perfil celular do sistema imune (KIM, 2008). Dentre todas as células desse
sistema, os linfocitos B e as células Treg estdo entre os mais afetados por esse nutriente,

devido a a¢ao do acido retindico (MARUYA et al., 2011); (MUCIDA et al., 2007).

5.1.4.1. Perfil celular do bago

Sendo o bago um dos principais 6rgaos linféides do organismo, foi feita a
andlise do perfil das células ali presentes pela técnica citometria de fluxo. Foram, entdo,
analisadas as células B1 e B2, as células T CD4+, T CD8+ e as células T reguladoras.

No caso das células B foi observado um aumento na porcentagem das Bl no
grupo suplementado com 50000 UI em comparagdo com os outros grupos (Fig. 12B), e,
conseqiientemente, uma redugdo nas freqiiéncias de células B2, dos animais desse
mesmo grupo (Fig. 12A). As freqiiéncias de linfocitos T auxiliares (CD4+) (Fig. 12C) e
de citotoxicos (CD8+) (Fig. 12D) ndo sofreram quaisquer alteragdes em nenhum dos
grupos. Para o estudo dos linfocitos T reguladores, foram analisados duas
subpopulacdes: as células CD4+FoxP3+ e as células CD4+FoxP3+LAP+. No caso da
primeira subpopula¢do ndo houve aumento significativo (Fig. 12E). As Treg LAP+, ao

contrario, estavam aumentadas no grupo suplementado 10000 UI (Fig. 12F).
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Figura 12 — Perfil das células do sistema imune no baco. Os animais tratados por 8 semanas com ou
sem vitamina A, assim como os animais controle foram sacrificados e o bago retirado para analise por
citometria de fluxo. Na Figura (A) estd representada a populagdo de linfocitos B2, marcadas com
anticorpo CD19. A Figura (B) representa os linfocitos B1, marcados com anticorpos CD19 e CDS5. O
grafico em (C) representa a populagdo de linfocitos T auxiliares, marcados com anticorpos CD3 e CD4. A
Figura (D) mostra o resultado dos linfocitos T citotoxicos, marcados com anticorpos CD3 e CD8. As
células T reguladoras foram marcadas com anticorpo anti-CD4 e o FoxP3 marcado com GFP
geneticamente (E) e a outra subpopulagdo também foi marcada com anticorpo anti-LAP (F), além do
anticorpo anti-CD4 e do FoxP3-GFP. Para todos os graficos, o grupo controle esta representado com a cor
roxa, o deficiente com a cor azul, o grupo suplementado 10000 UI com a cor vermelha ¢ o grupo

suplementado 50000 Ul em preto. O teste realizado foi o ANOVA seguido do pos-teste Tukey.
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5.1.4.2. Perfil celular do linfonodo mesentérico

Como os linfonodos mesentéricos sdao os linfonodos drenantes do intestino,
consideramos fundamental avaliar seu perfil celular. As mesmas populagdes analisadas
no bago foram analisadas nesse 6rgao.

Nos animais saudaveis, os linfocitos B dos linfonodos mesentéricos ndo
apresentaram alteracdes. Houve um leve aumento nos linfocitos B2 no grupo
suplementado 50000 UI (Fig. 13A), e uma reducdo nos linfocitos Bl desse mesmo
grupo (Fig. 13B), mas ndo foi uma diferenca significativa (p=0,2). Pode ser que com um
maior numero de animais essa diferenca se torne relevante, uma vez que os desvios
foram altos. Os linfocitos T auxiliares também ndo apresentaram alteragdes entre os
grupos (Fig. 13C), j& os linfocitos T citotoxicos se mostraram levemente alterados,
estando um pouco aumentados no grupo suplementado com 10000 UI de vitamina A,
quando comparado com o grupo suplementado 50000 UI (Fig. 13D). Porém ao
comparar esse ultimo com os animais controles, ndo foi observada redugdo. J& no caso
das duas subpopulagdes de células T reguladoras analisados, a frequéncia da
CD4+FoxP3+ (Fig. 13E) nao sofreu alteragdo, ja o numero de células (Fig. 13G) estava
aumentado no grupo suplementado com 10000 Ul da vitamina. A subpopulagdo
CD4+FoxP3+LAP+ (Fig. 13F), estava com a frequéncia e nimero de células aumentado
no grupo suplementado com 10000 UI de vitamina A quando comparado com o0s outros

trés grupos.
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Figura 13 — Perfil das células do sistema imune nos linfonodos mesentéricos. Os animais tratados por
8 semanas com dieta deficiente ou suplementada com vitamina A (10000 UI e 50000 UI), assim como os
animais controle (4000 UI de vitamina A) foram sacrificados e os linfonodos mesentéricos retirados para
analise por FACS. Na Figura (A) esta representada a populagdo de linfocitos B2, marcadas com

anticorpos anti-CD19. A Figura (B) representa os linfocitos B1, marcados com anticorpos anti-CD19 e
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anti-CDS5. O grafico em (C) representa a populagdo de linfocitos T auxiliares, marcados com anticorpos
anti-CD3 e anti-CD4. A Figura (D) mostra o resultado dos linfocitos T citotoxicos, marcados com
anticorpos anti-CD3 e anti-CD8. As células T reguladoras foram marcadas com anticorpo anti-CD4 e o
FoxP3 marcado com GFP geneticamente (E) e a outra subpopulagdo também foi marcada com anticorpo
anti-LAP (F), além do anticorpo anti-CD4 e do FoxP3-GFP. Para todos os graficos o grupo controle esta
representado com a cor roxa, o grupo deficiente com a cor azul, o grupo suplementado 10000 UI com a
cor vermelha e o suplementado 50000 Ul em preto. O teste realizado foi o ANOVA seguido do pos-teste
Tukey.

5.1.4.3. Perfil celular da placa de Peyer

A préxima andlise feita para o perfil celular foram as placas de Peyer, pela sua
localizagdo na mucosa intestinal. As células B, T e T reguladoras foram avaliadas, assim
como no bacgo e linfonodos mesentéricos. Por problemas na realizagdo do protocolo, ndo
conseguimos aproveitar o experimento do grupo Suplementado 50000 UI para as
células B e T efetoras. Os gréaficos referentes as Treg apresentam todos os quatro
grupos.

As freqiiéncias dos linfocitos B1 e B2 (Fig. 14B e 14A, respectivamente) nao
apresentaram alteragdes, assim como as freqliéncias de linfécitos T auxiliares e T
citotoxicos (Fig. 14C e 14D, respectivamente). J4 o numero de linfocitos T reguladores
CD4+FoxP3+ se mostrou reduzida nos animais deficientes em vitamina A, quando
comparada com aquela dos animais controle e suplementados com 50000 UI da
vitamina (Fig. 14E). Quando a andlise foi feita nas Treg FoxP3+LAP+, o perfil seguiu o
do baco e LNM, com aumento na frequéncia de células do grupo suplementado com

10000 UI da vitamina A (Fig. 14F).
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Figura 14 — Perfil das células do sistema imune nas placas de Peyer. Os animais tratados por 8
semanas com dieta deficiente ou suplementada com vitamina A (10000 UI e 50000 UI), assim como os
animais controle (4000 UI de vitamina A) foram sacrificados e as placas de Peyer ao longo de todo o
intestino delgado foram retiradas para analise por citometria de fluxo. Na Figura (A) esta representada a
populagdo de linfocitos B2, marcadas com anticorpos anti-CD19. A Figura (B) representa o niimero de
linfécitos B1, marcados com anticorpos anti-D19 e anti-CDS5. O grafico em (C) representa a frequéncia de
linfocitos T auxiliares, marcados com anticorpos anti-CD3 e anti-CD4. A Figura (D) mostra a frequéncia
de linfocitos T citotoxicos, marcados com anticorpos anti-CD3 e anti-CD8. As células T reguladoras
foram marcadas com anticorpo anti-CD4 e o FoxP3 marcado com GFP geneticamente (E) e a outra
subpopulacdo também foi marcada com anticorpo anti-LAP (F), além do anticorpo anti-CD4 e do FoxP3-
GFP. Para todos os graficos, o grupo controle esta representado com a cor roxa, o deficiente com a cor
azul, o grupo suplementado 10000 UI com a cor vermelha e o grupo suplementado 50000 Ul em preto. O

teste realizado foi o ANOVA seguido do pos-teste Tukey.
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5.1.4.4. Linfocitos T reguladores da l1Amina prépria

Como ja foi relatado, o acido retinodico induz a expressdo da integrina a4p7, que
direciona as células para a mucosa do intestino delgado e do colon e do receptor de
quimiocina CCR9 responsavel pela migracdo linfocitaria para o intestino delgado
(BENSON et al., 2007). Para saber se o nimero de células T reguladoras na lamina
propria do intestino estava aumentada com a suplementacdo com vitamina A, as
mesmas subpopulagdes de células T reguladoras foram analisadas. No caso das células
CD4+FoxP3+, ndo houve alteragdo alguma em nenhum dos grupos quando comparados
ao grupo controle, mas comparando com o grupo suplementado com 10000 UI de
vitamina A, os grupos deficiente e suplementado com 50000 UI estavam aumentados
(Fig. 15A). Quando a populagdo LAP+ foi analisada, apenas o grupo deficiente
apresentou um nimero de células aumentado, quando comparado com o controle € com

o grupo suplementado com 10000 UI de vitamina A (Fig. 15B).
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Figura 15 — Numero de células T reguladoras na limina proépria. Os animais tratados por 8 semanas
com dieta deficiente ou suplementada com vitamina A (10000 UI e 50000 UI), assim como os animais
controle (4000 UI de vitamina A) foram sacrificados e foi retirada a 1dmina propria do célon para analise
por FACS. As células T reguladoras foram marcadas com anticorpo anti-CD4 ¢ o FoxP3 marcado com
GFP geneticamente (A) e a outra subpopulagdo também foi marcada com anticorpo anti-LAP (B), além
do anticorpo anti-CD4 e do FoxP3-GFP. Para todos os graficos o grupo controle esta representado com a
cor roxa, o grupo deficiente com a cor azul, o grupo suplementado 10000 UI com a cor vermelha e o

grupo suplementado 50000 Ul em preto. O teste realizado foi o ANOVA seguido do pos-teste Tukey.
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5.1.5. Imunoglobulinas totais séricas (IgG, IgM, IgA) e imunoglobulina secretoria

(sIgA)

J& foram relatados, por diversos grupos de pesquisa, dados sobre a influéncia da
vitamina A ou do &cido retindico na produ¢do de imunoglobulinas. O tratamento in
vitro (TOKUYAMA; TOKUYAMA, 1997) ou in vivo (WATANABE et al., 2010) de
células B com 4acido retindico ¢ capaz de induzir, nessas células, a troca de isotipo para
IgA. Foi descirto por Bates em 1995 que as imunoglobulinas séricas sdo menos
sensiveis ao tratamento com vitamina A (BATES, 1995). Como foi observado um
aumento na frequéncia de células B1 no bago de animais suplementados com 50000 UI
de vitamina A, decidimos avaliar se a simples suplementacido de animais sauddveis com
esse nutriente, ou se a deficiéncia do mesmo, levaria a alteragdes na produgdo de
imunoglobulinas in vivo. Entdo, 8 semanas apos o inicio da administragdo das dietas
especificas, os niveis de IgG, IgM e IgA no soro dos animais, foram analisados pelo
método de ELISA (Fig. 16). A Unica imunoglobulina secretoria analisada foi a IgA,
uma vez que ¢ a mais abundante na mucosa intestinal, além de ja ter sido descrito ser ela
a principal afetada em animais infectados por alguns microrganismos, animais
deficientes ou suplementados com vitamina A (BRANDTZAEG, 2009); (BATES,
1995).

Os niveis de IgG total apresentaram um aumento no grupo deficiente em
vitamina A, quando comparado ao grupo controle (normal), assim como quando
comparado aos dois grupos suplementados. Entre esses trés ultimos grupos nao foi
observada qualquer diferenca (Fig. 16A).

J& os niveis de IgM e IgA séricas, assim como de IgA secretdria nao
apresentaram alteragdes significativas em nenhum dos grupos (Fig. 16B, 16C e 16D,

respectivamente).
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Figura 16 — Producio de imunoglobulinas totais séricas, IgG, IgM e IgA, e secretdria, IgA. Para
avaliar a produgdo de imunoglobulinas apos 8 semanas das dietas especificas foi utilizada a técnica de
ELISA para detec¢do dos anticorpos IgG, IgM e IgA do soro de animais saudaveis deficientes ou
suplementados com vitamina A, assim como dos animais controle alimentados com a dieta normal.
Também foram retiradas fezes de cada animal e do sobrenadante das fezes foi realizado o mesmo teste
para detecgdo de IgA secretoria. O teste estatistico realizado em todos os graficos foi o ANOVA seguido

do pos-teste Tukey. Foram utilizados 5-6 animais por grupo.
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5.1.6. Analise da produc¢io de IFN-y por células do baco e linfonodo mesentérico

O interferon-y ¢ uma citocina pro-inflamatoria, produzida por células de perfil
Tul. Como a vitamina A tende a diminuir respostas do tipo Tyl e aumentar respostas
dos tipos Tu2 e reguladoras (MORA; IWATA; VON ANDRIAN, 2008), decidimos
analisar se essa citocina estd aumentada nos animais sem colite, deficientes em vitamina
A ou reduzida nos animais suplementados. Também foram realizados testes para medir
a producdo da citocina TGF-f3 pelas células desses o6rgdos, porém tais testes nao
detectaram niveis significativos dessas citocinas.

As células de bago e dos linfonodos mesentéricos foram colocadas em cultura
com a proteina concanavalina A (ConA), que tem a propriedade de estimular
populagdes de células T, induzindo sua proliferacio (KRAUSS; BUTTGEREIT;
BRAND, 1999). No caso das células de bago dos animais saudaveis, o estimulo com
ConA nio alterou a produ¢do de IFN-y em nenhum dos grupos (Fig. 17A). J4 as células
dos linfonodos mesentéricos apresentaram producdo de IFN-y aumentada no grupo
deficiente em vitamina A quando comparada com o grupo controle (dieta normal) e
suplementado com 50000 UI de vitamina A (Fig. 17B). Os dois grupos suplementados

ndo apresentaram producao alterada em comparagdo com os animais controle.
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Figura 17 — Producio de IFN-y pelas células de baco e dos linfonodos mesentéricos. Apds 8 semanas
de dieta, as células de (A) bago ¢ (B) LNM foram colocadas em cultura para avaliar a produgdo da
citocina IFN-y. Foi adicionado ao meio de cultura 2ug/mL de ConA como estimulo para as células T. A
citocina foi medida pela técnica de ELISA. O teste estatistico realizado em todos os graficos foi o

ANOVA seguido do pos-teste Tukey. Foram utilizados 4-5 animais por grupo.
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5.2. Parte II — Efeitos da vitamina no desenvolvimento da colite experimental

Nessa segunda parte, apresentaremos os resultados da deficiéncia ou
suplementa¢do com vitamina A no desenvolvimento da colite induzida por DSS em

camundongos.

5.2.1. Peso dos animais durante as 8 semanas de dieta

Nesse caso, o primeiro parametro analisado também foi o desenvolvimento
ponderal dos animais durante a administracdo das dietas e durante o desenvolvimento da
colite. Nesse caso, foram realizadas pesagens diarias durante o consumo de DSS, pois o
agente quimico leva a uma drastica perda de peso durante a indug¢do da colite
(WHITTEM; WILLIAMS; WILLIAMS, 2010); (CHO; CHI; CHUN, 2010). Nesse
experimento, apenas o grupo suplementado com 50000 UI de vitamina A aparentou
diferenga quando comparado com o grupo normal, mas essa diferenca nao foi
estatisticamente significativa. Comparando-se os grupos deficiente e suplementado
10000 UI com o grupo controle também ndo houve diferenca no peso dos animais (Fig.
18). O peso dos animais durante a semana do DSS foi analisado separadamente e sera

apresentado no topico que trata do score da colite.

Colite
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Figura 18 — Peso dos animais durante as 8 semanas de dieta e durante os dias de administracio do
DSS. Do mesmo modo que os animais saudaveis, estes foram separados apds o desmame e divididos em
4 grupos (normal, deficiente, suplementado 2,5x e suplementado 12x). Cada animal foi pesado
semanalmente, ¢ foi feita a diferenga de peso de uma semana para a outra. A média do ganho ou perda de
peso por grupo foi analisada. A partir da administracdo da primeira dose de DSS (DSS1) até o sacrificio
foram feitas pesagens didrias. A linha roxa representa o controle, a linha vermelha representa o grupo
deficiente em vitamina A, a verde mostra o grupo suplementado com 10000 UI de vitamina A e a linha
preta representa o grupo suplementado com 50000 UI de vitamina A. A andlise estatistica foi realizada

pelo teste ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Foram comparados todos os grupos com o controle.

5.2.2. Peso e consumo de DSS na inducio de colite

O segundo passo foi avaliar o score macroscopico da colite. Nesse trabalho,
foram considerados os seguintes parametros: perda de peso durante a semana de
administracdo do DSS e o comprimento do c6lon no fim do experimento.

Como mencionado anteriormente, o tratamento com DSS leva a uma grave
perda de peso dos animais (MCCAFFERTY, 2000). Em geral, quanto mais severa a
colite, maior a perda de peso. Porém no nosso experimento nao foi observada diferenca
na perda de peso entre os grupos. Os quatro grupos analisados perderam um média de
aproximadamente 4g. (Fig. 19A).

Na andlise do comprimento do cdlon, também ndo foi observada diferenca

significativa entre os grupos (Fig. 19B).
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Figura 19 — Peso dos animais e comprimento do c6lon em animais com colite. (A) Quando foi
iniciada a administragdo do DSS, os animais foram pesados e, ap6s esse dia, foram realizadas pesagens
diarias dos mesmos. A linha roxa representa o controle, a linha vermelha representa o grupo deficiente em
vitamina A, a verde mostra o grupo suplementado com 10000 UI de vitamina A e a linha preta representa
o grupo suplementado com 50000 UI de vitamina A. (B) O comprimento do co6lon foi medido com
auxilio de uma régua, antes de ser retirado o ceco. As barras representam as médias dos valores por
grupo. A barra roxa corresponde ao grupo controle, a barra azul representa o grupo deficiente em
vitamina A. Os animais suplementados com 10000 UI de vitamina estdo representados pela barra
vermelha e a barra preta corresponde ao grupo suplementado com 50000 UI do nutriente. A analise

estatistica foi realizada pelo teste ANOVA, seguido pelo teste de Tukey.
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5.2.3. Fotos dos animais para ilustracio do estado clinico dos mesmos

Para uma melhor compreensdo do estado clinico dos animais no fim dos 6 dias
de administragdo do DSS, os mesmos foram fotografados e filmados.

Os animais do grupo controle apresentaram colite de moderada a severa, com
sangramento retal em todos os animais e diarréia. No fim do 6° dia, eles se locomoviam
pouco e apresentavam-se encurvados, caracteristica comum em animais com colite, uma
vez que a mesma afeta 6rgdos abdominais gerando dor. Os animais deficientes em
vitamina A praticamente ndo se locomoviam nos ultimos dias de indugdo da colite (foi
necessario que a dieta fosse colocada dentro da gaiola). Todos apresentaram
sangramento retal intenso e diarréia, assim como as costas muito arqueadas. O grupo
suplementado com 10000 UI de vitamina A apresentou um estado clinico menos severo.
Apesar de ainda apresentarem diarréia e sangramento retal, em alguns casos o
sangramento era menos intenso ¢ houve uma maior preservacao da postura e atividade
por parte dos animais. O arqueamento nas costas era pouco perceptivel e apenas em
alguns animais. Ja o grupo com maior suplementacdo de vitamina A permaneceu com
comportamento similar ao dos animais sem colite, se locomovendo e agindo
normalmente. Nao foi percebido arqueamento das costas, levando-se a crer que o

intestino estava mais preservado.

A
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Figura 20 — Estado clinico dos animais no 6° dia de inducio da colite. Ap6s 6 dias de administragéo
do DSS, os animais foram fotografados e filmados para a avaliagdo do seu estado clinico. Um animal
controle saudavel também foi fotografado e filmado para comparagdo. Em (A) esta apresentado um
animal saudavel do grupo alimentado com a dieta normal. Em (B) temos um animal alimentado com essa
mesma dieta controle, porém apds 6 dias de indugdo da colite. Em (C) ¢ um camundongo deficiente em
vitamina A com colite severa. A foto (D) representa um animal suplementado com 10000 UI de vitamina
A e apresentou uma colite mais branda. A ultima foto em (E) traz um animal suplementado com 50000 Ul
de vitamina A. Foi fotografado apenas um animal por grupo, a titulo de ilustracdo, ¢ ndo foi feita

nenhuma analise ou teste estatistico para comparar o estado clinico dos animais.
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5.2.4. Consumo de DSS e do alimento durante a administracio do mesmo

Como foi observada uma melhor manutengdo do peso dos animais
suplementados com 50000 UI de vitamina A, e como o estado clinico dos animais de
ambos os grupos suplementados estava melhor que dos outros dois grupos, foi feita uma
somatoria do consumo de DSS durante os 6 dias de administragdo para cada grupo. Essa
somatoria nos permitiu analisar se os grupos suplementados estavam consumindo
menos DSS do que os animais dos grupos controle e deficiente, o que levaria a uma
menor severidade da doenga, ndo pelo tratamento com a vitamina A, mas pelo consumo
deficitario de DSS.

A dieta também foi pesada a cada trés dias para verificar se o grupo deficiente,
que foi o grupo que apresentou maior perda de peso, estava consumindo menos
alimento e isto justificaria a perda de peso.

No caso do consumo de DSS, foi observado que o grupo deficiente consumiu
menos dextran sulfato de sédio do que os dois grupos suplementados, mas ndo
apresentou diferenga quando comparado com o grupo controle (Fig. 21A).

Ja foi descrito na literatura que a medida que os animais se tornam doentes pelo
consumo do DSS, eles bebem cada vez menos 4agua contendo o composto quimico
(OKAYASU et al., 1990). Aparentemente, foi 0 que aconteceu no nosso caso: 0 grupo
deficiente apresentou um estado clinico (analisado pela postura e atividade dos animais)
apenas levemente pior que o grupo alimentado com a dieta normal (controle). No
entanto, quando esse grupo foi comparado com os dois grupos suplementados, a
diferenga era muito mais pronunciada. E seguiu o padrdo de consumo do DSS. Os
grupos que se encontravam menos acometidos pela colite, continuaram consumindo
DSS até o fim dos 6 dias de administracao.

O consumo de dieta foi levemente aumentado no grupo suplementado com
10000 UI de vitamina A, mas quase nenhuma diferenca foi percebida entre o grupo
controle com o deficiente ou com o suplementado com 50000 UI da vitamina (Fig.
21B). Nesse caso ndo foi realizado teste estatistico, pois os valores utilizados foram de

um Unico experimento, a titulo ilustrativo.
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Figura 21 — Consumo médio de DSS e de dieta durante 6 dias de inducio da colite. Em (A) esta
representado a média do consumo de DSS de trés experimentos. Foi feita somatéria dos 6 dias de
administracdo do composto quimico e calculada a média da somatoria. No grafico do consumo de DSS,
foi realizado o teste t de Student. Em (B) esta representado o consumo da dieta como a somatdria da
quantidade ingerida pelos animais durante os 6 dias de indug@o de colite. Nesse caso, o grafico foi feito
utilizando os valores de um unico experimento, ndo sendo possivel realizar um teste estatistico. Esse dado
tem intengdo de ilustrar a observagdo de que o consumo de dieta sofreu apenas pequenas alteragdes (de

aproximadamente 1 grama).
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5.2.5. Analise histologica do célon

Como foi observada uma melhora significativa nos animais suplementados com
vitamina A quando comparados com o grupo controle ¢ com o grupo deficiente em
vitamina A, foi feita histologia do c6lon dos animais. Essa ¢ a parte do intestino afetada
pela colite induzida por DSS.

Uma mucosa normal do coélon estd com arquitetura preservada, ou seja, mucosa
integra, sem erosdo ou ulceragdo, sem areas de congestdo, ou hemorragia e ¢ possivel
visualizar as células caliciformes (indicada como 1). A camada muscular da mucosa
apresenta espessamento normal e continuo (indicada como 2) e a submucosa também
esta preservada, sem edema ou infiltrado inflamatério (indicada como 3). E possivel
visualizar a camada muscular também, abaixo da submucosa (Fig. 22A).

Apds a administragdo de DSS, toda a mucosa intestinal do animal alimentado
com a dieta controle apresenta-se alterada (Fig. 22B). Na camada mucosa (indicada
como 1), é possivel visualizar um infiltrado inflamatorio, com perda total da arquitetura
de criptas e auséncia de células caliciformes. A muscular da mucosa (indicada como 2)
apresenta poucas alteracdes, sem espessamento continuo, mas com um leve
espessamento na regido indicada entre as duas setas pretas. A ultima camada que
podemos visualizar ¢ a submucosa (indicada como 3), que apresenta um infiltrado
inflamatorio moderado (linfécito apontado com seta vermelha) e um espessamento
também moderado.

Os animais deficientes em vitamina A apresentaram a mucosa intestinal mais
inflamada (Fig. 22C), com infiltrado inflamatério na camada mucosa, perda total da sua
arquitetura de criptas e auséncia de células caliciformes (1). A camada muscular da
mucosa (2) também se apresentou alterada, com um espessamento abrupto que inicia na
regido entre as primeiras setas pretas a esquerda e continua até o fim do corte (toda a
regido espessada estd entre duas setas pretas). A camada submucosa (3) apresentou
intenso infiltrado inflamatério (um linfécito indicado com seta vermelha), que levou a
um grande espessamento.

O grupo suplementado com 10000 UI de vitamina A (Fig. 22D) também
apresentou infiltrado inflamatorio na camada mucosa (1), com perda da arquitetura de
criptas e auséncia de células caliciformes. Porém, a camada muscular da mucosa (2) se
apresentou completamente inalterada, sem espessamento. A camada submucosa (3)

também estava menos inflamada que nos outros dois grupos, com um infiltrado menor
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de linfocitos (pontos roxos, com um indicado pela seta vermelha) e sem espessamento
da camada. Neste corte também ¢ possivel visualizar a camada muscular, abaixo da
submucosa.

Nao foi possivel fazer os cortes do tecido do ultimo grupo, suplementado com
50000 UI de vitamina A, para histologia. Assim como a foto do célon saudavel, que foi
gentilmente cedida pela professora colaboradora Denise Carmona Cara, do seu banco de
dados. Foto do c6lon de um animal alimentado com a mesma dieta padrao (normal) e da
mesma linhagem. Foi inserida apenas para comparagdo com os animais com inflamagao
intestinal, para evidenciar a melhora no célon do animal tratado com vitamina A,
mesmo com a dosagem mais baixa. Sera realizado um novo experimento para repetir as

analises histologicas.
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Figura 22 — Analise histolégica da mucosa do célon. Em (A) esta representada a mucosa do célon
saudavel, de um animal saudavel alimentado com a dieta controle (imagem gentilmente cedida pela
professora colaboradora Denise Carmona Cara). A Figura (B) mostra a mucosa intestinal, inflamada,
também de um animal alimentado com a dieta normal, porém com indugédo de colite. Um leve aumento na
muscular da mucosa esta indicado entre as setas e um linfocito (pontos roxos) esta apontado com uma
seta vermelha. A Figura (C) apresenta o colon de um animal deficiente em vitamina A, com setas pretas
indicando o espessamento da muscular da mucosa e uma seta vermelha indicando um linfocito do
infiltrado inflamatoério. Em (D) vemos a mucosa do célon de um animal suplementado com 10000 UI de
vitamina A, com uma seta vermelha indicando um linfécito do infiltrado na submucosa. Em todas as
fotos, a camada mucosa esta indicada com o nimero 1, a camada muscular da mucosa esta indicada com
o numero 2 ¢ a submucosa com o numero 3. Todas as fotos foram tiradas em aumento 10x e a barra no

canto das mesmas indica a escala, em 100um.
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5.2.6. Parametros bioquimicos

Observamos que a deficiéncia ou suplementacdo de vitamina A, em animais
saudaveis, leva a algumas alteragdes metabdlicas, mesmo sem indugdo de colite. Com a
inducdo da colite, essas alteragdes poderiam ser mais pronunciadas. Foram realizados
testes bioquimicos para verificar o nivel de glicose no sangue, assim como de
triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL, e atividade da enzima y-
glutamiltransferase (gama-GT). Nesse caso os animais também foram deixados em
jejum por 8 horas.

No caso dos animais com colite, ndo foi observada alteragdo alguma em nenhum
dos parametros. A concentracdo de glicose apresentou-se equivalente em todos os
grupos (Fig. 23A). Os niveis de triglicérides estavam similares nos quatro grupos (Fig.
23B), assim como o nivel de colesterol total (Fig. 23C). O colesterol HDL apresentou
uma reducdo nos animais deficientes em vitamina A e ndo sofreu alteracdo nos
suplementados, quando comparados com o grupo controle (Fig. 23D). Por ultimo, a
enzima gamma-GT apresentou resultados muito heterogéneos entre os animais de um
mesmo grupo, resultando em desvios-padrao altos, porém, a atividade dessa enzima em
animais deficientes em vitamina A parece estar abaixo do normal (Fig. 23E). Talvez um

nimero maior de animais seja necessario para obtermos um resultado mais homogéneo.
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Figura 23 — Analises séricas de parametros metabélicos em animais com colite. Soro dos animais
controle, deficientes em vitamina A e suplementados com esse nutriente, foi retirado apos 8 semanas das
dietas e tratado de acordo com o indicado para os testes bioquimicos. Na Figura (A) esta representada a
concentragdo sérica de glicose, em mg/dL. Em (B) esta representado o nivel sérico de triglicérides,
também em mg/dL. A Figura (C) representa a concentragdo de colesterol total e o grafico (D) trata do
colesterol HDL, ambos também em mg/dL. Em (E) temos a atividade enzimatica da y-glutamiltransferase,
expresso em Unidades /L. Para todos os graficos o grupo controle esta representado com a cor roxa, o
deficiente com a cor azul, o grupo suplementado 10000 UI com a cor vermelha e o grupo suplementado
50000 UI em preto. O teste realizado foi 0 ANOVA seguido do pds-teste Tukey. Foram utilizados 5

animais por grupo.
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5.2.7. Analise lipidica do figado

Foi observado, no teste com os animais saudaveis, que a vitamina A ndo causou
alteragdes metabolicas no figado, nem aumento no acimulo de gorduras. Nos animais
com colite, no entanto, o figado estava morfologicamente alterado. Ele se apresentava
maior ¢ mais claro, levemente amarelado. Tais caracteristicas sdo sinais caracteristicos
de esteatose hepatica (Denise Carmona Cara, comunicagdo pessoal).

O resultado do teste de FOLCH mostrou uma redug@o no acimulo de gordura no
figado dos animais suplementados com 10000 UI de vitamina A. Houve uma leve
reducdo no outro grupo suplementado, porém, ndo significativa. O grupo deficiente em
vitamina A tinha uma quantidade um pouco maior de gordura, em compara¢do com o
grupo controle, mas também nao significativa (Fig. 24A).

Os nivieis de colesterol hepatico total apresentaram-se reduzidos nos animais
suplementados com 10000 UI de vitamina A, quando comparado com os dos animais
controles. O grupo suplementado com 50000 UI também apresentou uma leve redugao,
porém ndo significativa. O grupo deficiente em vitamina A estava com o0s niveis
similares aos dos animais controle (Fig. 24B).

O outro parametro metabdlico analisado foi o nivel de triglicérides do figado e
nesse caso o grupo suplementado com 50000 UI de vitamina A estava com tal
componente em valores reduzidos, quando comparado com o grupo controle e quando

comparado com o grupo deficiente em vitamina A (Fig. 24C).
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Figura 24 — Analise lipidica e bioquimica do figado de animais com colite. Na Figura (A) foi realizada
a técnica FOLCH. Para a analise lipidica do figado dos animais com colite, foi coletado 100mg de tecido
hepatico e a esse tecido foi realizado um tratamento para extragdo dos lipideos. O resultado foi expresso
em miligrama de lipideo para cada 100mg do figado. Na Figura (B) e (C) estdo representadas a
concentragdo em miligrama/decilitro do colesterol total e triglicérides do mesmo 6rgéo, respectivamente.
Em todos os casos, os grupos, tratados com vitamina A ou deficiente, foram comparados com o grupo
controle (dieta normal), assim como os grupos tratados entre si, para realizagdo dos testes estatisticos. O
teste estatistico realizado em todos os graficos foi o ANOVA seguido do pods-teste Tukey. Foram

utilizados 5 animais por grupo.
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5.2.8. Histologia do figado

Por fim, como a andlise dos lipideos do figado mostrou uma reducdo na
quantidade de gordura, bem como reducdo nos niveis de colesterol total e triglicérides
hepaticos, nos grupos suplementados com vitamina A quando comparados com o0s
grupos controle e deficiente, decidimos fazer uma analise histoldgica do 6rgdo. Nessa
analise, foi observada uma leve esteatose hepatica no grupo controle, que consumiu a
dieta normal, sendo possivel a visualizagdo dos sinusoides do figado (Fig. 25A).
Analisando o grupo deficiente em vitamina A, observamos uma esteatose um pouco
mais pronunciada, com inchaco do 6rgdo, ndo sendo possivel visualizar quase nenhum
sinus6ide (Fig. 25B). Ja no grupo suplementado com 10000 UI de vitamina A, quase
ndo foram observados pontos de esteatose no figado e os sinusdides também estdo
levemente aparentes (Fig. 25C). Nao foi possivel fazer a lamina histologica do grupo
controle saudavel, assim como do grupo suplementado com 50000 UI de vitamina A,

por problemas metodoldgicos. Essa histologia, assim como a histologia do célon, sera

repetida, mas foi incluida na dissertagdo a titulo de ilustragdo.
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Figura 25 — Analise histolégica do figado. Em (A) esté representado um corte do figado de um animal
com colite, alimentado com a dieta normal, apresentando um tecido com alguns pontos bem redondos,
que caracterizam a esteatose, circulados em vermelho. A Figura (B) apresenta o figado de um animal
deficiente em vitamina A, com os pontos redondos de esteatose também circulados em vermelho. Em (C)
temos o figado de um animal suplementado com 10000 UI de vitamina A, com um unico circulo ao redor
do unico ponto de esteatose presente no corte. Todas as fotos foram tiradas em aumento 10x e a barra no

canto das mesmas indica a escala, em 100um.
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5.2.9. Perfil de células do sistema imune

Ap0s analisar os efeitos da vitamina A nos animais saudaveis e observar que a
suplementa¢do com tal nutriente melhorou a inflamag¢do no célon, analisamos alguns
parametros imunoldgicos para tentar relaciond-los com os efeitos da vitamina A no
desenvolvimento da doenga. Nossa hipdtese era que a reducdo da inflamacdo no
intestino dos animais com colite tratados vitamina A se associaria a um aumento de
células reguladoras (REIFEN, 2002). Foram analisados as populac¢des de linfocitos T
auxiliares e citotoxicos, linfocitos B1 e B2 e células T reguladoras dos mesmos 6rgaos
estudados na primeira parte desse estudo, bago, linfonodos mesentéricos e placas de

Peyer. No caso da ldmina propria, foram analisados somente os linfocitos T reguladores.

5.2.9.1. Perfil celular do bag¢o

Apos oito semanas de dieta e 6 dias de administracdo de DSS para indugdo da
colite, a porcentagem de linfocitos B2 estava reduzida nos animais suplementados com
50000 UI de vitamina A, quando comparada com os outros trés grupos (Fig. 26A).
Como conseqiiéncia, os linfocitos Bl estavam aumentados nesse mesmo grupo. Os
outros grupos nao sofreram alteragdes (Fig. 26B).

No caso dos linfocitos T, foi observada alteracdo na freqiiéncia das células
CD4+ ativadas, também no grupo suplementado com 50000 UI de vitamina A. Mais
uma vez, os outros grupos ndo sofreram alteragdes (Fig. 26C). A freqiiéncia de
linfocitos T citotoxicos CD8+ ativados, ndo estavam significativamente alterada em
nenhum dos grupos (Fig. 26D).

As células reguladoras CD4+FoxP3+ estavam reduzidas nos animais deficientes
em vitamina A, quando comparadas com o grupo controle. Comparado ao grupo
controle, o grupo suplementado com 10000 UI de vitamina apresentou um numero
aumentado de células reguladoras. O grupo suplementado com 50000 UI apresentou um
nimero de células similar a dos animais controle (Fig. 26E). Com relacdo as células T
CD4+LAP+, apenas o grupo deficiente apresentou reducdo no nimero dessas células
quando comparado aos animais controle; os grupos suplementados ndo apresentaram

alteracdes significativas nessa populagao (Fig. 26F).
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Figura 26 — Perfil das células do sistema imune no baco de animais com colite. Os animais tratados
por 8 semanas com ou sem vitamina A, assim como os animais controle foram sacrificados apos 6 dias de
administracdo de 2% DSS e os bagos retirados para analise por citometria de fluxo. Na Figura (A) esta
representada a populagdo de linfocitos B2, marcadas com anticorpos anti-CD19. A Figura (B) representa
os linfocitos B1, marcados com anticorpos anti-CD19 e anti-CDS5. O grafico em (C) representa a
populagdo de linfocitos T auxiliares ativados, marcados com anticorpos anti-CD4 e anti-CD69. A Figura
(D) mostra o resultado dos linfocitos T citotoxicos, marcados com anticorpos anti-CD8 e anti-CD69. As
células T reguladoras foram marcadas com anticorpo anti-CD4 e o FoxP3 marcado com GFP
geneticamente (E) e a outra subpopulagdo também foi marcada com anticorpo anti-LAP (F), além do
anticorpo anti-CD4 e do FoxP3-GFP. Para todos os graficos, o grupo controle esta representado com a cor
roxa, o grupo deficiente com a cor azul, os animais suplementados 10000 Ul com a cor vermelha e o

grupo suplementado 50000 UI em preto. O teste realizado foi 0o ANOVA seguido do pos-teste Tukey.
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5.2.9.2. Perfil celular do linfonodo mesentérico

A freqiiéncia de linfécitos B dos linfonodos mesentéricos ndo sofreu alterag@o
apos a inducdo de colite. O grupo suplementado com 50000 UI de vitamina A
apresentou freqiiéncia mais alta de linfécitos B2 que os animais do grupo controle (Fig.
27A) e freqiiéncia reduzida de linfocitos Bl (Fig. 27B). O grupo suplementado com
10000 UI também apresentou a freqiiéncia de linfocitos B1 reduzida quando comparada
aquela de animais do grupo controle (Fig. 27B).

As freqliéncias de células T CD4+ e CD8+ ativadas, marcadas com o marcador
de ativagdo precoce CD69, ndo sofreram alteragdo significativa em nenhum dos grupos
(Fig. 27C e 27D, respectivamente).

J& os linfocitos T reguladores CD4+FoxP3+ se mostraram aumentados no grupo
suplementado com 10000 UI de vitamina A, mas apenas quando comparado com o
grupo deficiente em vitamina A. A comparagdo entre os outros ndo mostrou alteragdes
significativas. Como os desvios estavam altos, talvez um niimero maior de animais por
grupo revelaria alguma diferenca (Fig. 27E). Quando a populacdo de células T

CD4+LAP+ foi analisada, ndo observamos alteracdes significativas (Fig. 27F).

A B
. LM Colite
LM Colite
+ +
B2 CD19+ B1 CD19+CD5
150+ *
* 20-
| 15-
@ 100 °
3 -
~3 .‘?3 104
X 50- R
5-
0- 04
Dieta Dieta
Il Controle @@ Deficiente Bl Sup 10000Ul Il Sup 50000UI

112



Resultados

C D
LM Colite
LM Colite
T CD8+CD69+
T CD4+CD69+
4- 3-
3-
w
o
S
> 2-
(&)
°\°
1..
0_
Dieta Dieta
E F
i LNM Colite
LNM Colite
+ +
Treg CD4+FoxP3+ Treg FoxP3+LAP
1.5%107- 5.0x105+
4.0%105-
g 1010 S 3.0%105-
3 Ej
E: S 5 0x105-
¥ 50x108- #*
1.0x105
0- N
Dieta Dieta
Il Controle @ Deficiente @l Sup 10000UI Bl Sup 50000U

Figura 27 — Perfil das células do sistema imune dos linfonodos mesentéricos de animais com colite.
Os animais tratados por 8 semanas com ou sem vitamina A, assim como os animais controle foram
sacrificados apos 6 dias de administragdo de 2% DSS e os linfonodos mesentéricos retirados. Na Figura
(A) esta representada a populacdo de linfocitos B2, marcadas com anticorpos anti-CD19. A Figura (B)
representa os linfocitos B1, marcados com anticorpos anti-CD19 e anti-CDS5. O grafico em (C) representa
a populagdo de linfocitos T auxiliares ativados, marcados com anticorpos anti-CD4 e anti-CD69. A
Figura (D) mostra o resultado dos linfocitos T citotoxicos, marcados com anticorpos anti-CD8 e anti-
CD69. As células T reguladoras foram marcadas com anticorpo anti-CD4 e o FoxP3 marcado com GFP
geneticamente (E) e a outra subpopulagdo também foi marcada com anticorpo anti-LAP (F), além do
anticorpo anti-CD4 e do FoxP3-GFP. Para todos os graficos o grupo controle esta representado com a cor
roxa, o grupo deficiente com a cor azul, os animais suplementados 10000 Ul com a cor vermelha e o

grupo suplementado 50000 UI em preto. O teste realizado foi 0o ANOVA seguido do pos-teste Tukey.
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5.2.9.3. Perfil celular da placa de Peyer

Nos animais com colite, os resultados de citometria de fluxo das placas de Peyer,
do grupo suplementado com 50000 UI de vitamina também foram perdidos, assim como
dos animais saudaveis, devido a erros na execu¢do da técnica. Os dados aqui
apresentados para as células B e T efetoras (CD4+ e CD8+) serdo referentes aos grupos
controle, deficiente em vitamina A e suplementado com 10000 UI de vitamina A. As
células T reguladoras foram analisadas nos animais dos quatro grupos.

As placas de Peyer dos animais com colite ndo apresentaram alteragdes em
nenhuma das subpopulacdes dos linfocitos B, nesses trés grupos analisados (Fig. 28A e
28B, para linfocitos B2 e B1, respectivamente).

As populagdes de linfocitos T CD4+ e CD8+ ativados (Fig. 28C e 28D,
respectivamente) também ndo apresentaram alteragdes significativas. Os desvios
estavam um pouco altos, o que talvez tenha prejudicado uma possivel alteracdo
significativa. Acreditamos que a repeticdo do experimento com maior niimero de
animais por grupo podera revelar ainda algumas diferengas entre os grupos.

As células Treg também ndo apresentaram alteracdes, embora o grupo
suplementado com 10000 UI de vitamina A estivesse com o numero de células um
pouco abaixo dos outros trés grupos (Fig. 28E), assim como na populagdo de células T
CD4+LAP+, cujo niumero apresentou-se reduzido no mesmo grupo — suplementado com

10000UI (Fig. 28F).
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Figura 28 — Perfil das células do sistema imune das placas de Peyer de animais com colite. Os
animais tratados por 8 semanas com ou sem vitamina A, assim como os animais controle foram
sacrificados apos 6 dias de administragdo de 2% DSS e as placas de Peyer retiradas. Na Figura (A) esta
representada a populagdo de linfocitos B2, marcadas com anticorpos anti-CD19. A Figura (B) representa
os linfocitos B1, marcados com anticorpos anti-CD19 e anti-CDS5. O grafico em (C) representa a
populagdo de linfocitos T auxiliares ativados, marcados com anticorpos anti-CD4 e anti-CD69. A Figura
(D) mostra o resultado dos linfocitos T citotoxicos, marcados com anticorpos anti-CD8 e anti-CD69. As
células T reguladoras foram marcadas com anticorpo anti-CD4 e o FoxP3 marcado com GFP
geneticamente (E) e a outra subpopulagdo também foi marcada com anticorpo anti-LAP (F), além do
anticorpo anti-CD4 e do FoxP3-GFP. Para todos os graficos, o grupo controle esta representado com a cor
roxa, o grupo deficiente com a cor azul, os animais suplementados 10000 UI com a cor vermelha e, nos
graficos (E) e (F) o grupo suplementado 50000 UI foi representado em preto. O teste realizado foi o

ANOVA seguido do pos-teste Tukey.
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5.2.9.4. Células T reguladoras na lamina proépria

Para avaliar se a suplementagdo de vitamina A induziu uma maior migracao de
linfocitos T reguladores para a lamina propria intestinal ou uma maior indugdo local
dessas células, foram medidas as populagdes de células T CD4+FoxP3+ (Fig. 29A) e
CD4+FoxP3+LAP+ (Fig. 29B).

No primeiro caso, os animais suplementados com 50000 UI de vitamina A
apresentaram um maior nimero de células CD4+Fosp3+ na mucosa intestinal. Os
outros trés grupos nao apresentaram alteracdes em comparacdo com o grupo controle.

Com relagdo a populagdo de células T CD4+LAP+, nenhum dos trés grupos

apresentou diferengas quando comparados com o grupo controle.
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Figura 29 — Numero de células T reguladoras na limina propria de animais com colite. Os animais
tratados por 8 semanas com ou sem vitamina A, assim como os animais controle foram sacrificados apds
6 dias de administragdo de 2% DSS e foi realizado um procedimento para separagdo da lamina propria do
colon. Na Figura (A) as células T reguladoras foram marcadas com anticorpo anti-CD4 e o FoxP3
marcado com GFP, geneticamente. Em (B) outra subpopulagdo também foi observada, marcada com
anticorpo anti-LAP (F), além do anticorpo anti-CD4 e do FoxP3-GFP. Para todos os graficos o grupo
controle estd representado com a cor roxa, o grupo deficiente com a cor azul, os animais suplementados
com 10000 UI com a cor vermelha e o grupo suplementado 50000 UI foi representado em preto. O teste

realizado foi 0o ANOVA seguido do pos-teste Tukey.
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5.2.10. Imunoglobulinas totais séricas (IgG, IgM, IgA) e imunoglobulina secretoria
(sIgA)

Nos animais saudaveis, em geral, ndo ocorreram muitas alteragdes na producao
de anticorpos séricos mas a producgdo de sIgA estava levemente aumentada nos animais
suplementados com 50000 UI de vitamina A. Nos animais com colite, os niveis séricos
de IgG estavam aumentados nos animais deficientes em vitamina A. Também foi
observada uma redug¢do nos niveis desse anticorpo no soro dos animais suplementados
com 50000 UI de vitamina A. Os animais suplementados com 10000 UI nao
apresentaram diferengas com relacdo aos animais controle (Fig. 30A).

Os niveis séricos de IgM ndo sofreram alteragdes em nenhum dos grupos
testados (Fig. 30B).

Diferentemente dos animais saudaveis, a IgA foi a imunoglobulina que
apresentou mais alteragdes. O grupo deficiente em vitamina A, curiosamente,
apresentou niveis aumentados desse anticorpo, assim como o grupo suplementado com
50000 UI de vitamina A. O grupo com suplementa¢ao de 10000 UI também apresentou
niveis levemente aumentados, mas ndo significativamente diferente do grupo controle,
pelo teste ANOVA. Porém, o teste t de Student, um teste menos rigoroso, apontou
aumento significativo também nesse grupo (Fig. 30C). Os niveis de sIgA estavam
aumentados também no grupo deficiente em vitamina A e no grupo suplementado com

50000 UI dessa vitamina (Fig. 30D).
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Figura 30 — Niveis de imunoglobulinas totais séricas, IgG, IgM e IgA, e de IgA secretéria, em
animais com colite. Os niveis de anticorpos totais IgG, IgM e IgA séricos ap6s 8 semanas das dietas
especificas e 6 dias de administragdo de 2% DSS foram medidos por ELISA. Também foram retiradas
fezes de cada animal e medidos os niveis de IgA secretéria. O teste estatistico realizado em todos os

graficos foi 0 ANOVA seguido do pos-teste Tukey. Foram utilizados 5-6 animais por grupo.
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5.2.11. Analise da producio de citocinas pelas células da mucosa intestinal

J& foi relatado que o 4cido retindico leva a alteragdes no perfil de citocinas do
organismo suplementado, mudando o perfil Tyl para Ty2. Entdo a produgdo de
citocinas como IFN-y ¢ diminuida (BLALOCK; GIFFORD, 1976) enquanto hd um
aumento na produgdo de IL-10, IL-2 e IL-4 (MORA; IWATA; VON ANDRIAN, 2008).

TGF-B

Analisamos inicialmente a produ¢do de TGF-3, uma citocina que, em associacao
com o acido retinodico, induz a diferenciagao de células T CD4+FoxP3(MUCIDA et al.,
2007).

Foram analisadas todas as regides do intestino, mas niveis detectaveis de TGF-3
s6 foram encontrados no ileo e no colon. No ileo, a produgdo estava aumentada nos
animais suplementados com 10000 UI de vitamina A e muito reduzida nos animais
deficientes desse nutriente. Porém nenhuma das alteragdes pdde ser considerada
significativa, pois o resultado foi muito heterogéneo entre os animais de cada grupo
(Fig. 31A). No colon houve o mesmo problema de heterogeneidade, mas foi observada
uma reducdo na produgdo de TFG-f dos animais deficientes em vitamina A, enquanto
que a producdo nos animais suplementados com 50000 UI dessa vitamina estava
aumentada (Fig. 31B). Quando realizado o teste t de Student, a comparagdo do grupo
controle com o grupo deficiente em vitamina A se apresentou significativa.
Acreditamos que, com um nimero maior de animais, essa diferenca poderia ser

revelada.
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Figura 31 — Producido de TGF- na mucosa intestinal. Apds 8 semanas de dieta, o intestino delgado e
colon dos animais foram retirados e congelados. No dia da medida dos niveis da citocina, pela técnica de
ELISA, os tecidos foram descongelados e preparados de acordo com o descrito em Material e Métodos.
Em (A) esta representada a concentragdo de TGF-f no ileo em ng/mL e em (B) temos a concentragdo
dessa citocina no colon. O teste estatistico realizado em todos os graficos foi 0 ANOVA seguido do pos-

teste Tukey. Foram utilizados 4 animais por grupo.
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IFN-y

Como o IFN-y, ¢ uma das principais citocinas presentes na inflamagdo da
mucosa intestinal (ITO et al., 2006), os niveis de sua producdo no local inflamado
também foram analisados.

No intestino delgado, a produgdo de IFN-y se apresentou sem muitas alteragdes
entre os grupos, incluindo nessa observacao o duodeno (Fig.32A), o jejuno proximal
(Fig. 32B) e o ileo (Fig. 32D). No jejuno distal (Fig. 32C), a produgdo estava aumentada
nos grupos, deficiente em vitamina A e suplementado com 10000 UI dessa vitamina,
porém essa alteracdo ndo foi estatisticamente significativa. O mesmo foi observado no
colon. A heterogeneidade entre os animais do mesmo grupo foi alta e ndo houve
diferenca significativa entre os grupos, apesar de alguns animais do grupo deficiente

apresentarem aparentemente uma producao aumentada dessa citocina (Fig. 32E).
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Figura 32 — Producio de IFN-y na mucosa intestinal. Apos 8 semanas de dieta, o intestino delgado e
colon dos animais foram retirados e congelados. No dia da medida da citocina, pela técnica de ELISA, os
tecidos foram descongelados e preparados de acordo com o descrito em Material ¢ Métodos. Em (A) esta
representada a concentragdo de IFN-y no duodeno, em (B) esta representada a concentragdo dessa citocina
no jejuno distal e em (C) a concentragdo no jejuno proximal. A Figura (D) mostra a quantidade de IFN-y
no ileo e por fim em (E) esta representada a concentragdo da citocina no colon. Em todos os graficos, a
concentrag@o do IFN-y esta representada em ng/mL. O teste estatistico realizado em todos os graficos foi

0 ANOVA seguido do pds-teste Tukey. Foram utilizados 4 animais por grupo.
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IL-10

IL-10 ¢ uma citocina produzida por vérios tipos celulares incluindo células T
reguladoras. Ela exerce um papel fundamental na manuten¢do da homeostase da mucosa
intestinal e camundongos deficientes dessa citocina desenvolvem doenga inflamatdria
intestinal cronica, espontanecamente (MCCAFFERTY et al., 2000). No duodeno nao foi
observada nenhuma alteragdo na producdao de IL-10, apenas uma leve redug¢do nos
animais suplementados com 50000 UI de vitamina A (Fig. 33A). Ja no jejuno proximal,
houve um aumento significativo na producdo dessa citocina, no grupo suplementado
com 10000 UI de vitamina A. Os outros grupos permaneceram inalterados em
comparagdo com o grupo controle (Fig. 33B). No jejuno distal, o aumento na producdo
de IL-10 na mucosa do grupo suplementado com 10000 UI da vitamina foi ainda mais
pronunciado, e também nesse caso os outros grupos apresentaram uma producao similar
a do grupo controle (Fig. 33C). No ileo, esse mesmo grupo suplementado também
apresentou um leve aumento, porém, ndo significativo (Fig. 33D). A tultima por¢do
intestinal analisada foi o cdlon, que ndo apresentou diferenga entre nenhum dos grupos,
além de um leve aumento na produ¢do da citocina pelo grupo suplementado com 50000

Ul de vitamina A, mas ndo foi um aumento significativo (Fig. 33E).
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Figura 33 — Producdo de IL-10 na mucosa intestinal. Apds 8 semanas de dieta, o intestino delgado e
colon dos animais foram retirados e congelados. No dia da dosagem da citocina, pela técnica de ELISA,
os tecidos foram descongelados e preparados de acordo com o descrito em Material ¢ Métodos. Em (A)
esta representada a concentragdo de IL-10 no duodeno, em (B) temos a concentragdo dessa citocina no
jejuno distal e em (C) a concentragdo no jejuno proximal. A Figura (D) mostra a quantidade de IL-10 no
ileo e por fim em (E) estd representada a concentragdo da citocina no colon. Em todos os graficos a
concentrag@o da IL-10 esta representada em ng/mL. O teste estatistico realizado em todos os graficos foi

0 ANOVA seguido do pds-teste Tukey. Foram utilizados 4 animais por grupo.
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6. Discussao

Diversos trabalhos ja foram publicados acerca dos efeitos do acido retindico no
organismo como um todo e especificamente no sistema imune. Sua ampla acdo se da
por ser ele ligante de receptores nucleares, os receptores nucleares de retindides (RNR,
do inglés Retinoid Nuclear Receptors), que sdo divididos em dois subtipos, o receptor
de 4cido retindico (RAR) e o receptor X de retindides (RXR) (BERBIS, 2010). Por esse
motivo, o acido retindico influencia a expressao de genes em diversos tipos celulares.
Um exemplo seria o gene CYP26A1, que codifica uma enzima capaz de oxidar o
proprio acido retindico, e ¢ estimulado pelo mesmo, um mecanismo de feed back
negativo acionado quando esse acido se encontra em niveis muito altos (ZHANG;
ZOLFAGHARI; ROSS, 2010). O gene Hox, que controla o desenvolvimento e a
diferenciag¢@o posicional das células no embrido e ¢ induzido no desenvolvimento do
neurectoderma (SZATMARI; IACOVINO; KYBA, 2010) também ¢ outro exemplo de
gene induzido pelo acido retindico. Ele afeta ainda a transcricio do gene da
Apolipoproteina M, que tem uma importante fun¢do na biogé€nese ¢ metabolismo do
HDL (MOSIALOU; ZANNIS; KARDASSIS, 2010). Mas uma de suas fungdes mais
importantes, para o nosso objetivo, ¢ a inducgdo da expressdo do gene FoxP3, essencial
para a funcdo das células T reguladoras (HILL et al., 2008); (XU et al., 2010).

Alguns estudos foram realizados in vitro e nos mostraram os efeitos diretos do
retinol nas células imunes (MUCIDA et al., 2007). Outros grupos relatam os efeitos da
diferenciagdo de células Treg (CD4+CD25+Foxp3+) in vitro pela estimulacdo com o
acido retindico. Em um desses trabalhos, em seguida a estimulacgdo, tais células foram,
transferidas para animais, em seguida realizadas as analises imunologicas (MENNING
et al., 2010). Ja outros grupos realizaram todo o trabalho in vivo, utilizando diversos
modelos de suplementagdo, por gavagem (REIFEN et al., 2002), por injecdo do acido
retindico (BAI et al., 2010) ou por suplementagdo na dieta (FELIPE et al., 2005). No
entanto, cada trabalho teve um foco diferente, de modo que ¢ dificil realizar algum tipo
de comparacdo de resultados das diferentes metodologias. Alguns dos efeitos
encontrados foram comuns a todos os estudos relatados tais como a indugdo da
diferenciagdo de células Tregs (MORA; IWATA; VON ANDRIAN, 2008) e da
polarizagdo de células T CD4+ estimuladas para um perfil predominantemente Ty2

(BAI et al., 2010).
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Nesse trabalho, decidimos testar os efeitos da vitamina A por meio de
suplementa¢do na dieta. Essa forma de administracdo, ao invés de injetar diretamente o
acido retindico ou administrar a vitamina por gavagem, foi escolhida pelo fato da
ingestdo voluntdria ser uma forma menos invasiva que as diversas formas de inje¢ao
(intraperitoneal, intramuscular, intravenosa) ou a propria gavagem. Estudos prévios do
nosso laboratorio também mostram que a ingestdo voluntaria de antigenos, por
exemplo, na dieta (continuous feeding) ¢ um protocolo melhor para a inducgdo e
manutencdo da tolerancia oral que a gavagem (FARIA et al., 1998); (FARIA et al.,
2003). Outros trabalhos com vitamina A j& utilizaram tal protocolo com resultados
positivos (GARCIA et al., 2003); (FELIPE et al., 2005); (KHEIRVARI et al., 2008).

Além de verificar os efeitos da suplementagdo de vitamina A, e da sua
deficiéncia, em animais saudaveis, um dos nossos objetivos foi observar se a
suplementac¢do oral por ingestdo voluntaria de duas diferentes doses dessa vitamina
seria capaz de prevenir ou amenizar a ocorréncia da inflamacdo intestinal. Decidimos
testar também se a deficiéncia do nutriente levaria a uma piora no quadro de colite em
camundongos.

A primeira dose, de 10000 Ul foi escolhida arbitrariamente, pois ndo ha muitos
trabalhos com suplementagdo na dieta de camundongos. Escolhemos essa dose como
um teste piloto, pois ndo queriamos uma dose muito alta. Os experimentos iniciais ja
apresentaram um bom resultado e, depois, ao analisar os diversos protocolos em uso,
decidimos aumentar a dose. Procuramos uma dose que fosse considerada subtdxica,
pois a vitamina A ndo deve ser consumida sem limites, uma vez que a hipervitaminose
A esta associada a varios efeitos deletérios (BATES, 1995). Nao encontramos na
literatura a informagdo sobre a dose toxica para camundongos, de forma que a
calculamos proporcionalmente de acordo com a dose considerada tdxica para humanos,
que ¢ 15x a dose didria recomendada (Jacqueline Alvarez Leite, comunicacdo pessoal).
Desse modo, como consideramos 4000UI/kg de dieta como dose diaria (REEVES;
NIELSEN; FAHEY, Jr., 1993), utilizamos aproximadamente 12x esse valor, resultando
em 50000 Ul/kg de dieta. Os trabalhos que utilizam a suplementagdo na dieta dos
animais utilizam doses bem mais altas do que a utilizada no nosso trabalho, chegando a
100000 Ul/kg de dieta (FELIPE et al., 2005). No entanto, na auséncia de dados sobre a
toxicidade, preferimos ndo ultrapassar essa dose que consideramos subtoxica.

Nossos resultados nos animais sauddveis mostraram, na primeira parte desse

trabalho, que a vitamina A ¢ importante em diversos processos no organismo, tanto no
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desenvolvimento do animal, quanto no sistema imune e suas respostas, € no proprio
metabolismo.

Nao foi inesperado o achado de que o desenvolvimento ponderal dos animais
deficientes em vitamina A tenha sido inferior ao dos animais suplementados (Fig. 9),
pois, apesar de esse dado ndo estar relatado na literatura para camundongos, € isto que
acontece com humanos (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001).

Tivemos a preocupacdo de verificar se a suplementagdo de vitamina A causaria
distarbios metabdlicos nos animais, por ser uma vitamina toxica em algumas doses e
por ser um composto lipossolivel. Mas nenhum dos parametros metabolicos analisados
apresentou alteragdes preocupantes, nem com a dosagem mais alta da vitamina (Fig.
10).

Na analise dos parametros imunoldgicos, percebemos que as alteragdes celulares
nos animais saudaveis ndo seguiram um padrdo entre as duas doses de suplementagao.
Em alguns tipos celulares foi observada alteragdo apenas no grupo com menor dose
(Fig. 12F), em outros apenas no grupo suplementado com a dose mais alta (Fig. 12B ).
Nossa expectativa original era que a resposta seria dose dependente, mas no decorrer do
trabalho, ficou claro que essa resposta ¢ dose independente. Esse efeito pode ser devido
a diferentes limiares de sensibilidade ao acido retindico nas diferentes células do
organismo, ou do mesmo tipo celular, em diferentes compartimentos do corpo. Outra
possibilidade ¢ que os genes ja ativados em cada célula podem influenciar a resposta
dessas ao acido retindico, variando os limiares de sensibilidade dos genes alvo. Os
mecanismos de regulacdo do 4acido retindico também podem ser diferentes em
diferentes tipos celulares. Por exemplo, a proteina j& citada CYP26A1, que ¢ ativada
pelo proprio acido retindico, pode ter uma agdo diferenciada dependendo do 6rgdo ou
tipo celular analisado. O microambiente local também poderia influenciar essa indugao,
pela presenca de diversas citocinas ou quimiocinas que combinadas ao acido retindico
levariam a efeitos distintos. Dessa forma, diferentes respostas podem ser esperadas em
diferentes tecidos ou em diferentes situacdes. Tal hipotese também explicaria porque
células de diferentes orgdos (baco, linfonodos mesentéricos, placas de Peyer, lamina
propria) responderam de forma diferente a presenca da vitamina A.

Os linfécitos B1 e B2, como ja mencionado, sdo duas subpopulagdes distintas,
independentes que diferem uma da outra em diversos aspectos, entre eles a localizagao,

expressdo de marcadores de superficie, repertorio de anticorpos e propriedades de
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crescimento e proliferacio (FAGARASAN; WATANABE; HONJO, 2000). No nosso
estudo, as duas populacdes responderam de formas opostas no bago, linfonodos
mesentéricos e placas de Peyer. No primeiro, houve um aumento na freqiiéncia de
células B1 no grupo suplementado com 50000 Ul, enquanto que nos LNM e nas PP ndo
houve alteragdo. Possivelmente o microambiente diferente desses oOrgaos, com
diferentes concentragdes de citocinas, influencia a proliferacao desses linfocitos B. Mas
a populacdo mais afetada foi a de linfocitos T reguladores. Apesar dos efeitos nessa
populagdo ndo terem seguido um padrdo, pois em um 6rgdo houve reducdo dessas
células no grupo deficiente, enquanto em outro foi observado aumento nos grupos
suplementados, nossos dados mostraram in vivo o que ja foi relatado na literatura em
estudos in vitro, ou seja, que a presenca de acido retindico (associado ao TGF-f) induz
a expressao de FoxP3, enquanto que a sua auséncia, na presen¢a de IL-6, auxilia na
diferenciagdo de células T virgens em Tyl7 (MUCIDA et al., 2007). Esse aumento de
células T CD4+CD25+Foxp3+ e de células T CD4+LAP+ no grupo suplementado (com
a dose mais baixa) foi mais pronunciado nos linfonodos mesentéricos (Fig. 13E e 13F).
A lamina prépria apresentou um resultado inesperado, com um aumento no nimero no
numero dessas células no grupo deficiente em vitamina A e também no grupo
suplementado com 50000 UI da vitamina. O aumento das células Treg nos animais
suplementados com vitamina A pode ser explicado pelo papel do acido retindico na
diferenciagdo de células Treg CD4+CD25+Foxp3+ no intestino. Ja o achado inesperado
do efeito positivo da deficiéncia de vitamina A no niimero dessas células pode se dever
ao recrutamento de células Treg estimulado pela exacerbacdo da inflamacao local. Ja foi
descrito que células T efetoras produtoras de IL-2 induzem o recrutamento e a
proliferacdo de células Treg exatamente pela a¢do da IL-2 nos receptores CD25
altamente expressos por essas células. Esse seria um mecanismo importante de imuno-
regulacdo dos eventos inflamatoérios no corpo (ALMEIDA; ZARAGOZA; FREITAS,
2006).

Como ja descrito, a administragdo de 4cido retindico induz uma troca do perfil
Tul para Tg2 (MORA; IWATA; VON ANDRIAN, 2008). Como a troca de isotipos
depende da estimulacdo dos linfécitos B por citocinas secretadas pelos linfécitos Ty,
seria esperado uma mudanga no perfil de anticorpos também. A presenca de citocinas
Tul induz a producdo de alguns isotipos de anticorpos (IgG2a, IgG3) e a presenga de
citocinas Ty2 induz a producdo de outros isotipos (IgG1, IgE) (MORA; IWATA; VON
ANDRIAN, 2008). Nao existem trabalhos na literatura que estudaram os efeitos da
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vitamina A no perfil de imunoglobulinas em animais saudéaveis, sem estimulo
antigénico especifico. No nosso estudo, observamos um aumento na concentragdo de
IgG nos animais deficientes em vitamina A (Fig. 16A) e seria interessante, futuramente,
medirmos os subtipos dessa imunoglobulina e verificar se héd alteragdes entre eles
(aumento de isotipos relacionados ao perfil Tyl, por exemplo, pela falta de acido
retindico). Contrariamente ao que esperavamos, a IgA secretoria ndo apresentou
alteracdes significativas. O 4cido retindico produzido por células dendriticas da mucosa
intestinal tem fungdes importantes na produgao de IgA no local. Ele ¢ capaz de induzir a
expressdo de receptores de migracdo para a mucosa (a4p7 e CCR9) em linfocitos B
comprometidos com a sintese de IgA (MORA et al, 2006) e também pode atuar
diretamente na indu¢do de troca de isotipo para IgA em linfocitos B das placas de Peyer
de forma independente de linfocitos T (MORA; VON ANDRIAN, 2009). Assim,
esperariamos que a suplementagdo com vitamina A e sua deficiéncia tivessem efeitos
opostos nas concentragdes de IgA secretdria nas fezes. No entanto, ja estd também
descrito que apenas 50% da IgA produzida na mucosa e presente nas fezes se origina de
linfocitos B2 ativados nas placas de Peyer e linfonodos mesentéricos. A outra metade da
producdo de IgA aparentemente ocorre por linfécitos B1 da lamina propria que fazem
troca de isotipo no local independentemente do auxilio de linfécitos T (FAGARASAN
et al., 2001); (MORA; VON ANDRIAN, 2009). Alguns autores mostraram que oS
linfocitos B1 produtores de IgA na mucosa podem se originar de linfocitos B1 do
peritonio que migram para esse local (MACPHERSON et al., 2000). Nesse aspecto,
entdo, a medida dos niveis totais de IgA nas fezes parece ser uma composi¢do da IgA
produzida de forma T-dependente ou T-independente por linfocitos B2 das placas de
Peyer e dos linfonodos mesentéricos com a IgA produzida por linfocitos B1 da lamina
propria. Quando examinamos os efeitos da suplementagdo de vitamina A na freqiiéncia
de linfocitos B1, notamos que em alguns 6rgdos, como os MLNs, ocorreu uma redu¢do
na freqiiéncia dessas células. Nao foram examinadas as células B1 da lamina propria.
Assim, ¢ plausivel que a auséncia de efeitos encontrada nos camundongos deficientes
ou suplementados com vitamina A pode, na verdade, refletir efeitos opostos ndo
examinados aqui nas populagdes de linfocitos B1 produtores dessa imunoglobulina no
intestino. Um estudo mais detalhado das células B produtoras de IgA no intestino
mostrando o fenotipo da célula produtora (B1 versus B2) poderia trazer informagdes

mais completas sobre os efeitos da vitamina A na produ¢do de IgA secretoria.

130



Discussao

Por outro lado, uma alteragdo no balanco entre os perfis Tyl/Tu2 (MORA;
IWATA; VON ANDRIAN, 2008) pode ser observado na medida de IFN-y, uma
citocina considerada Tyl. No nosso estudo, ocorreu um aumento na produgdo dessa
citocina nos animais deficientes em vitamina A (Fig. 17B), indicando que ndo s6 a
presenca desse nutriente pode alterar o perfil imune para Ty2, mas, aparentemente, a
falta do mesmo pode também induzir uma predominancia do perfil Tyl, inclusive em
animais saudaveis. Porém, outras citocinas devem ser medidas para testar essa hipotese.

Como o acido retinodico ¢ considerado um composto antiinflamatorio, devido a
sua acdo de induzir células T reguladoras, de inibir a proliferacdo e diferenciagdo de
células Tyl7 (MUCIDA et al., 2007), de aumentar a troca de isotipo de células
produtoras de anticorpos para [gA (WATANABE et al., 2010) e de reduzir a resposta
imune Tyl (MORA; IWATA; VON ANDRIAN, 2008), decidimos testar esse composto
na colite induzida por DSS, para verificar se esse efeito antiinflamatorio seria eficaz o
para amenizar uma inflamagao local.

Também nesse caso decidimos verificar os pardmetros metabdlicos, pois se sabe
que pessoas acometidas por doencas inflamatérias intestinais, t€m o figado afetado.
Como esse 0rgao ¢ muito importante no metabolismo como um todo, alguns parametros
metabolicos no organismo poderiam estar alterados (KITAJIMA; TAKUMA;
MORIMOTO, 1999); (LUKAS, 1997); (BIRD, 2010). Durante os experimentos,
observamos que o figado dos animais estava alterado, em todos os grupos, mas
principalmente nos animais deficientes em vitamina A.

J& foi relatado que pacientes com IBD sdo mais propensos a desenvolver
desordens extra-intestinais, como inflamag¢do na pele, nos olhos, nas articulagdes, nos
pulmdes e no figado, caracterizado por um intenso infiltrado inflamatdrio local
(ADAMS; EKSTEEN, 2006).

Foi realizada, entdo, a anéalise morfoldgica e lipidica do figado para examinar a
possibilidade de uma agdo da suplementagdo com vitamina A nesse 6rgao quando esta
fosse sobreposta a um quadro de inflamagdo intestinal. Porém, o que observamos foi
exatamente o contrario. Os animais deficientes em vitamina A apresentaram uma leve
esteatose, representados pelos pontos redondos e brancos na imagem histologica. Os
animais que consumiram a dieta normal também apresentaram alguns pontos de
esteatose, mas os animais suplementados com vitamina A praticamente ndo mostraram
alteracdo no figado (Fig. 25). Uma hipdtese provavel ¢ que, por ser a vitamina A

lipossoluvel, ela poderia auxiliar na captura da gordura. Como os animais deficientes

131



Discussao

ndo tém vitamina A, essa gordura poderia se acumular no figado, levando a esteatose.
Nos animais suplementados isso ndo aconteceria, pois, como o retinol ¢ armazenado no
figado, ele ficaria disponivel para captar a gordura evitando a esteatose. De fato, foi
verificado pelo método FOLCH que a quantidade de lipideos no figado estava reduzida
nos animais suplementados com essa vitamina (Fig. 24). Apesar de os animais
suplementados com as duas doses de vitamina A terem consumido mais DSS quando
comparados com o grupo deficiente nesse nutriente, eles se apresentaram
metabolicamente similares aos animais sauddveis, principalmente nos parametros
medidos no figado. Uma hipoétese alternativa a captura da gordura ¢ que a colite
sabidamente aumenta os riscos de esteatose hepatica (LUKAS, 1997); (BARGIGGIA et
al., 2003). Possivelmente a ac¢do toxica do DSS afeta a eficiéncia funcional das células
hepaticas tendo sido ja descrito um acumulo desse agente no figado (KITAJIMA;
TAKUMA; MORIMOTO, 1999). Assim, o comprometimento na fun¢do dos
hepatdcitos poderia levar a esteatose (Denise Carmona Cara, comunicagdo pessoal). Ja
foi relatado que a ac¢do antioxidante da vitamina A ¢ capaz de prevenir danos ao DNA
de células hepaticas de ratos, induzido pela administragdo de um hepatocarcindgeno
(VELANGANNI et al., 2007). Tais propriedades antioxidantes da vitamina A podem
ter auxiliado na reducdo da toxicidade do DSS as células hepaticas reduzindo os riscos
de esteatose.

O menor consumo do DSS por parte dos animais deficientes em vitamina A
(Fig. 21A) pode ter uma analogia ao fendmeno da aversao tipico dos quadros de alergia
alimentar, na qual os animais sensibilizados evitam a ingestdo do alérgeno que levou ao
desencadeamento da inflamagdo intestinal (MIROTTI et al., 2010). E possivel a
diminui¢do no consumo do DSS esteja relacionada a sinais neuroquimicos, que podem
ser acentuados com a severidade da doenca. Na alergia alimentar, a aversdo esta
diretamente relacionada ao aumento de IgE sérico e esse aumento a inducdo de
expressdo de fos em areas do cérebro relacionadas a emogdao (BASSO et al., 2003).
Seria interessante investigar se a aversdao ao consumo de DSS na colite envolve um
correlato neuroldgico analogo.

Para testar se a vitamina realmente teria, in vivo, um papel antiinflamatério na
colite, pesamos os camundongos diariamente, durante os 6 dias de indug¢do da doenga e,
no dia do sacrificio, o comprimento das vilosidades do célon desses animais foi medida.
No que diz respeito ao peso, os animais suplementados com vitamina A apresentaram

um desenvolvimento ponderal similar ao dos camundongos controle, o que ¢ um
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indicativo de menor severidade na doenca (Fig. 19A). Com relagdo ao comprimento das
vilosidades do co6lon, ndo observamos as alteracdes tipicas dos camundongos com
colite. Embora a inflamag¢do da mucosa intestinal esteja relacionada ao encurtamento
dessas vilosidades, esse ¢ um parametro pouco sensivel para a avaliacdo do
comprometimento e da recuperagdo da mucosa intestinal como ja observado por outros
estudantes do nosso grupo em estudos de colite experimental (GOMES-SANTOS et al.,
2010).

Para ilustrar os efeitos da colite e da vitamina A no estado fisico geral dos
animais, os mesmos foram fotografados e filmados apds os 6 dias de administracdo do
DSS. Observamos que os animais do grupo controle (com colite) permaneciam
aglomerados em um canto da gaiola, se locomovendo pouco e com dificuldade. Os
animais deficientes em vitamina A também permaneciam aglomerados e ndo mais se
locomoviam, mesmo quando a gaiola era movimentada. Ja os animais suplementados
com vitamina A, mesmo com a dose mais baixa, se locomoviam com desembarago pela
gaiola e alguns continuaram subindo na grade como os animais do grupo controle
saudavel. Um camundongo representativo de cada grupo foi filmado separadamente em
uma superficie plana ilustrar essas diferengas na postura e no comportamento dos
mesmos (arquivo em CD anexo).

Na analise histoloégica dos colons, observamos que a suplementacdio com
vitamina A foi capaz de melhorar a inflama¢do da mucosa intestinal mesmo no grupo
suplementado com a dose mais baixa da vitamina. No grupo suplementado com 10000
Ul, a melhora foi mais pronunciada na camada submucosa, que ndo apresentou o
espessamento visto nos grupos controle (com colite) e deficiente. A camada muscular
da mucosa também apresentou recuperacdo marcante, desaparecendo o espessamento
dessa camada observado nos camundongos com colite e agravado no grupo deficiente
em vitamina A. A unica camada que ndo mostrou recuperagdo foi a camada mucosa,
que € a que estd em contato mais intimo com o limen intestinal e com o DSS ingerido.
Como a administracdo do DSS ndo cessou, o agente irritante continuou estimulando a
camada mucosa. Uma perspectiva futura ¢ avaliar o estado do célon nos dias 1, 2 e 3
apos o fim da administracdo do DSS e verificar se todas as camadas desse tecido
apresentam sinais de recuperagdo nos camundongos suplementados com vitamina A e
se essa recuperagao ocorreria de forma mais rapida que dos grupos controle e deficiente.

Depois de observada a melhora do quadro de colite no grupo tratado com

vitamina A, nosso proximo objetivo foi caracterizar o perfil imune dos animais e

133



Discussao

verificar em quais fatores ocorreram alteracdes e quais poderiam ter sido os principais
responsaveis por essa melhora.

O primeiro parametro analisado foi o perfil celular, principalmente as células T
reguladoras que desempenham um papel fundamental na homeostase intestinal
(UHLIG; POWRIE, 2009) e os linfocitos B1 e B2, ambos produtores de sIgA no
intestino (MARUYA et al., 2011). Como j& mencionado, os linfocitos Bl se alojam
principalmente na cavidade peritoneal, podendo migrar para a lamina propria e sofrer
troca de isotipo, geralmente, de IgM para IgA, in situ (SUZUKI et al., 2005). Apesar de
seu papel importante na producdo de IgA no intestino na produgdo de IgA sérica, a
producdo de IgA sérica ocorre principalmente na medula 6ssea por B2 convencionais
(SUZUKI et al., 2010).

Nossos dados mostram um aumento significativo da freqiiéncia de linfécitos Bl
no baco e, ao mesmo tempo, uma reducdo da freqiiéncia dessas células nos LNM nos
camundongos suplementados com alta dose de vitamina A. Um estudo recente mostrou
que o acido retindico interfere na expressdo de NFATcI, fator de transcrigdo importante
no desenvolvimento das células B1 da cavidade peritoneal (MARUYA et al., 2011).
Assim, 0 aumento na freqiiéncia de células B1 no bago pode envolver tanto um efeito
direto do 4cido retindico nas células B1 do peritonio, que sabidamente migram em
pequenos numeros para o bago, quanto indiretamente aumentando o recrutamento
dessas células para o bago a partir do reservatério do peritonio ou mesmo do LNM,
onde elas declinam em freqiiéncia.

No presente estudo, as populacdes Bl e B2 foram quantificadas apenas no bago,
LNM e placas de Peyer, mas ¢ de interesse medir tais populagdes no intestino, pois
como mencionado, as células B1 sdo as principais produtoras de sIgA na lamina propria
e os niveis de sIgA estdo aumentados nos animais com colite suplementados (alta dose)
com vitamina A. Um dado curioso foi o aumento da sIgA também nos animais
deficientes em vitamina A. O resultado esperado era o oposto, pois ja foi descrito que a
vitamina A ¢ importante para a troca de isotipo para IgA no intestino. Entretanto, um
estudo recente mostra que células T CD4+CD25+FoxP3+ inibem a expressao de Foxp3
e se convertem em células T foliculares (Try). Essas células T foliculares estimulam a
formacdo de centros germinativos nas placas de Peyer, sitios indispensaveis para a
producdo de anticorpos, e estimulam a producao de IgA (TSUJI et al., 2009). Como a

deficiéncia de vitamina pode levar a inibicdo da expressdo do gene FoxP3, ¢ possivel
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que essas cé¢lulas T se tornem células Try resultando num aumento da producdo de IgA
pelo tecido linfoéide associado a mucosa.

As Treg s apresentaram aumento na lamina prépria com a dose mais alta de
suplementagdo, apesar de evidéncias sugerirem uma maior migracao dessas células para
o local da inflamacao, em casos de colite aguda (MENNING et al., 2010). Uma possivel
explicagdo para tal comportamento ¢ que talvez a expressdo da integrina a4f7, que
direciona as células para o intestino, assim como a quimiocina CCR9, necessite de uma
dose mais alta de acido retindico para ser induzida. Nao realizamos nesse trabalho, o
estudo dos marcadores de migragao celular, mas essa ¢ uma perspectiva para um futuro
proximo. Um estudo recente mostrou que células Treg CD4+CD25+Foxp3+ tratadas in
vitro com acido retindico migram para a lamina propria (MENNING et al., 2010).

Foi observado aumento nos numeros das Treg no bago e nos linfonodos
mesentéricos ora no grupo suplementado com 10000 UI ora no grupo suplementado
com dose mais alta da vitamina. A populacao de células Treg CD4+LAP+ ndo seguiu o
mesmo padrdo que a populagdo CD4+FoxP3+. Vale ressaltar que essas células afetadas
pelo 4cido retindico provavelmente ndo sdo Treg naturais, mas sim as induzidas na
periferia. Isto ¢ especialmente verdadeiro para as que expressam LAP, que sdo todas
Treg induzidas (CHEN et al., 2008).

Outros componentes imuno-reguladores importantes da mucosa intestinal muito
afetados pela administragdo de retinol sdo as citocinas. Nesse aspecto, a medida de
TGF-B, ¢ particularmente critica, pois essa citocina tem a¢des antagdnicas na mucosa
dependendo do milieu. Em associagdo com a interleucina-6, TGF-f induz a
diferenciagdo de células com perfil TH17, enquanto que a sua associagdo com o acido
retindico induz a diferenciacdo de Tregs CD4+CD25+Foxp3+. Os niveis de IFN-y no
intestino também foram medidos, uma vez que essa citocina cumpre um papel pro-
inflamatorio critico na inflamagdo intestinal induzida por DSS (ITO et al., 2006). A 1L-
6 ainda ndo foi medida, mas sua dosagem ¢ primordial para auxiliar o entendimento dos
processos que levam a melhora da colite nos animais suplementados com retinol.

Um problema que tivemos nessa dosagem de citocinas intestinais por ELISA foi
a alta heterogeneidade entre os animais do mesmo grupo. A concentracdo de citocinas
produzidas por diferentes animais do mesmo grupo variou muito, levando a desvios-
padrdo altos. Uma explicag@o para esse fendmeno pode ser os diversos tipos celulares

presentes no intestino, muitas deles capazes de produzir as mesmas citocinas, em
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quantidades diferentes. O método que utilizamos avalia a produgdo total da citocina no
tecido e ndo sugere quais as células responsaveis pela sua producdo. E de interesse
nosso utilizar outros métodos de deteccao das citocinas, mais sensiveis e que déem mais
informacoes.

Apesar do alto desvio, a producdo de TGF-f mostrou coeréncia com o resultado
que obtivemos das células T reguladoras da lamina prépria do colon, que estavam
aumentadas nos animais suplementados com 50000 UI de vitamina A. Foi exatamente
nesse grupo que detectamos a maior concentragdo de TGF-f no colon. Nossos dados
sugerem que essa citocina, associada a vitamina A administrada, resultou no mesmo
efeito observado in vitro por Mucida e colaboradores de estimular a conversdo de
células T em Tregs (MUCIDA et al., 2007).

Como os camundongos deficientes em vitamina A foram mais afetados pela
colite, era esperado que a producdo de IFN-y no célon desses animais estivesse
aumentada. Isso foi sugerido pelo resultado de ELISA, mas ndo pudemos tirar
conclusdes devido a heterogeneidade no grupo. J4 a IL-10 praticamente ndo apresentou
altera¢des no colon; porém no jejuno, tanto proximal quanto distal, a produgdo estava
aumentada. Como o intestino delgado ndo ¢ afetado pela colite, ndo foi realizada analise
das células da lamina propria dessa regido por citometria de fluxo, mas pode ser de
interesse descobrir se a vitamina A induziu migragdo de células para essa por¢ao do
intestino.

Os resultados mostram, entdo, que os animais deficientes em vitamina A sao
mais vulneraveis a inflamacao intestinal e que a suplementagdo dessa vitamina na dieta
teve o efeito de reduzir os efeitos inflamatorios do DSS. Vérios fatores parecem se
relacionar a esses efeitos da vitamina A do mesmo modo que o desenvolvimento da
doenca inflamatéria intestinal ndo se deve a um sé fator. Um parametro importante
afetado pela suplementacdo com vitamina A foi o nlimero de células T reguladoras em
quase todos os 6rgdos analisados, apesar de ndo haver uma relagdo entre dose e aumento
do numero de Tregs. Outro fator que pode ter contribuido para os resultados obtidos
com a suplementag¢do pode ser a microbiota intestinal. J& foi descrito pelo nosso grupo
que a dieta tem grande influéncia no desenvolvimento do sistema imune (MENEZES et
al., 2003), mas outros estudos tém demonstrado que componentes da dieta também
afetam composicdo da microbiota intestinal (MASLOWSKI; MACKAY, 2011), e a

maior parte dos microrganismos estd concentrada no colon. Dessa forma, a falta de um
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nutriente essencial, pode ter alterado a microbiota dos animais favorecendo a
proliferacdo de uma espécie com capacidade de estimular eventos pro-inflamatdrios. A
falta de sinalizagdo do acido retindico leva a expressdo de genes diferenciados que
também poderiam contribuir para a inflama¢do em um local carente de células T
reguladoras.

A administracdo da vitamina A in vivo leva a diferentes conseqiiéncias no
organismo, pela extrema complexidade do sistema imune e de suas interacdes com 0s
outros sistemas do organismo. Futuros estudos com foco nesse nutriente, se mostram
necessarios para elucidar em detalhe seus mecanismos de agdo e também promissores
para propor novas alternativas terapéuticas para processos inflamatdrios como as

doencas inflamatorias cronicas do intestino.
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6. Conclusao

o

Nos animais saudaveis

O consumo de vitamina A se mostrou importante para o bom desenvolvimento
ponderal, pois a deficiéncia da mesma resultou em menor peso corporal dos
animais

A suplementagdo com as doses testadas de vitamina A ndo levou a sinais de
toxicidade, pois ndo causou distirbios metabdlicos nos animais

Animais suplementados com vitamina A apresentaram aumento de células T

reguladoras em alguns 6rgdos linfoéides

Nos animais com inflamagao intestinal

Figado de animais com colite se apresentou alterado em animais controle e
deficientes em vitamina A, mas a suplementa¢do com a mesma resultou em um
retorno aos niveis normais de lipideo hepatico

Suplementagao com vitamina A foi importante para um melhor desenvolvimento
e manutencao ponderal, e melhor desempenho fisico dos animais com colite
Andlise histologica do célon mostrou melhora da inflamagdo nesse 6rgdo nos
animais suplementados

Suplementagcdo com Vitamina A se associou a um aumento do nimero de
células T reguladoras no bago, linfonodos mesentéricos e placas de Peyer, e a
deficiéncia da vitamina levou a uma reducao dessas células no bago

A ingestdo de vitamina A n3o se mostrou essencial na producdo de IgA e sIgA,
pois os animais deficientes, aparentemente, utilizaram mecanismos
compensatdrios para manter essa producao na auséncia da vitamina

A Vitamina A se mostrou eficiente na redu¢do da inflamagdo intestinal, sendo

que esse efeito se associou ao aumento de células T com fenotipo regulador
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