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1. Resumo e Abstract

1.1 Resumo

A mucosa intestinal € a maior superficie de contato com o ambiente
externo. O trato gastrointestinal estd em constante interagdo com a microbiota
e antigenos da dieta. Em condicbes normais, essa interacao leva a
mecanismos imunorreguladores que resultam em tolerancia a esses antigenos.
Qualquer falha nesses mecanismos pode resultar em respostas inflamatérias
que incluem as doencas inflamatodrias intestinais (Dlls) tais como a Doenga de
Crohn (CD) e colite ulcerativa (UC). A mucosa intestinal contém populacdes de
células T reguladoras (Tregs), células Th1, Th2 e Th17 sendo que a inflamacéao
(colite) resulta da reducao da atividade das Tregs e/ou da exacerbagdo de
células T efetoras. Existe um aumento de citocinas relacionada as células Th17
na CD e principalmente na UC. A dieta tem sido apontada como um fator de
risco para as Dlls e as doencas autoimunes. Um componente especifico da
dieta muito consumido na alimentacdo ocidental € o NaCl, o sal de cozinha.
Alguns estudos mostraram que um pequeno aumento na concentragcédo de sal
pode levar ao aumento na geracao de células Th17 patogénicas pela ativacédo
da quinase SGK1. Assim, espera-se que a dieta rica em sal possa levar ao
agravamento da colite induzida por DSS. Nesse estudo, a dieta rica em sal
(NaCl) levou ao agravamento da colite induzida pela administracdo oral de
solugado contendo 1% de dextrana sulfato de sodio (DSS) em camundongos
C57BL/6. Houve aumento do indice clinico da doenca, encurtamento do célon,
aumento da producédo de mieloperoxidase (MPO) assim como alteragdo no
perfil de citocinas e frequéncia de varias populagdes de células imunes. Além
disto, observamos que administracao da dieta rica em NaCl por si mesma foi
capaz de induzir uma colite discreta acompanhada de aumento na producao de
IL-23 no célon. O mesmo resultado de agravamento da colite induzida por DSS
foi obtido com dieta rica em KCI, sal que também promove a geracdo de
células Th17 pela sinalizacdo via SGK1. Nossos dados sugerem, entdo, que
dietas rica em sal foram capazes de agravar a colite induzida por DSS e esse

efeito pode estar relacionado a ativacdo da SGK1.



1.2 Abstract

Intestinal mucosa is the major surface of contact with the external
environment. The gastrointestinal tract is in constant interaction with the
microbiota and the antigens from diet. Under normal conditions, this interaction
would induce oral tolerance, however, any failure in intestinal homeostasis
result in inflammatory reactions. These manifestations include especially
inflammatory bowel diseases (IBD) such as Crohn's disease (CD) and
ulcerative colitis (UC). IBD results from a dysregulation of the balance among
Treg cells and inflammatory Th1, Th2 and Th17 cells with reduction of
regulatory activity of Tregs and/or overproduction of effector T cells. Recent
studies have demonstrated an increased expression of Th17-related cytokines
increased in both UC and CD. The diet has been long seen as a potential risk
factor for the increased incidence of autoimmune diseases and IBD. A specific
factor, which has been changing in the Western diet over time, is NaCl intake.
Studies have demonstrated an increase in Th-17 cells in inflammatory diseases
in the presence of small amounts of salt by the activation of SGK1 quinase.
Thus, it is expected that the presence of salt in the diet of mice with colitis,
would lead to an aggravation of inflammation. Our aim in this study was to test
this possibility and to analyze the cellular mechanisms involved in the putative
exacerbation of colitis induced by oral administration of 1% dextran sodium
sulfate (DSS) in C57BL/6 mice. The high-salt diet led to worsening of colitis with
increased clinical index, shortening of the colon, increased mieloperoxidase
(MPO) production as well as altered cytokine profile and frequency of immune
cells. Interestingly, administration of high salt diet alone was able to increase
disease severity and IL-23 production in the colon. The same enhancing effect
on DSS-induced colitis was observed with a diet rich in KCL, a salt that also
induces SGK1. Thus, our results suggest that high-salt diets were capable of

worsen colitis and this effect may be related to activation of SGK1.
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2. INTRODUCAO

2.1 A mucosa intestinal

O epitélio intestinal é a superficie de maior area do corpo humano em
contato direto com o ambiente externo e encontra-se em constante contato
com uma gama de microrganismos, macromoléculas e xenobidticos. A
superficie intestinal tem aproximadamente 300 m?, devido aos milhdes de
microvilos no intestino delgado. Essa area é revestida por uma camada simples
de enterécitos com 30 pm de espessura, cada célula interconectada a sua
vizinha por meio de desmossomos e proteinas que promovem sua aderéncia,
além das ftight junctions (MACDONALD, 2003).

Devido a essa exposi¢cdo constante, € necessaria uma fina regulagao
das funcbes do sistema imune e do tecido linfoide presente na mucosa
intestinal para desenvolver uma resposta inflamatéria rapida e controlada
contra patdégenos, mas também manter a homeostase intestinal em condi¢des
fisiolégicas. As complexas interacbes entre os diferentes tipos celulares
efetores do sistema imune inato e adaptativo, regulam o perfil inflamatorio da
mucosa intestinal. Citocinas pré- e anti-inflamatérias aparecem como
elementos chave na modulacdo e manutencdo da comunicagao entre os varios
tipos celulares e o balango entre esses tipos celulares € critico para a
homeostase intestinal. Diversas evidéncias demonstram a importancia da
desregulacao das citocinas na ocorréncia das doencas inflamatdrias intestinais
(DII's) (KASER; ZEISSIG; BLUMBERG, 2010).

O intestino possui mecanismos de defesa que limitam o acesso de
substancias prejudiciais ao organismo. A barreia intestinal € formada por varios
elementos que incluem enzimas digestivas pancreaticas, o epitélio intestinal e a
microbiota. Porém, o mecanismo de protecido mais efetivo é o tecido linfoide

associado ao intestino (GALT), que € o maior tecido linfoide do organismo e



desempenha um importante papel na manutencao da homeostase intestinal

(MOWAT, 2003).

Estruturalmente, o GALT é dividido em dois compartimentos: a) GALT
organizado: foliculos linfoides isolados, foliculos linfoides associados ou Placas
de Peyer e linfonodos mesentéricos; b) GALT difuso: popula¢des de linfocitos
intercalados entre as células epiteliais (linfocitos intraepiteliais, IELs) ou na
lamina propria intestinal (linfocitos da lamina prépria, LPLs) (MOWAT, 2003). A

figura 1 esquematiza esses dois compartimentos do GALT.

O O (&) Linfocitos

v (®) o intraepiteliais
(*A(s) (») (®) )
wY o Epitélio C‘;"“'“
o\ YV, © 2
: o Oolo Domo
o o/ subepitelial
Foliculos
Placa de
Peyer
Criptas _omm—
. (Linfonodo
mesentéri
Lamina propria S

Figura 1. Representacao dos elementos formadores do GALT. O tecido linfoide
organizado, formado pelas placas de Peyer e pelos linfonodos mesentéricos, é
envolvido na inducdo de imunidade e de tolerdncia, enquanto que os locais efetores
(tecido linfoide difuso), formado pelos linfocitos intraepiteliais e células da lamina
propria, sdo dispersos por toda a extensdo da mucosa. Tanto as placas de Peyer
guanto os vilos da lamina prépria sdo drenados por vasos linfaticos aferentes que
chegam até os linfonodos mesentéricos. Imediatamente abaixo do epitélio, estd
localizado o domo subepitelial (SED) das placas de Peyer. Adaptado de Mowat, 2003.



As Placas de Peyer constituem areas macroscopicas de agregacao
linfoide localizadas na submucosa ao longo do intestino delgado. O tecido
linfoide € separado do lumen intestinal por uma monocamada de células
(follicle-associated epithelium, FAE) e por uma area mais difusa localizada
imediatamente abaixo do epitélio conhecida como domo subepitelial (SED-
subepithelial dome). A FAE, que se diferencia do epitélio por ter niveis menores
de enzimas digestivas e a borda em escova menos pronunciada, € formada por
uma coluna de células epiteliais, células M, IELs e células secretoras de muco
(células caliciformes). As células M sao enterocitos que n&o possuem
glicocalix, sdo pregueadas ao invés de apresentarem microvilosidades como as
outras células epiteliais, sendo especializadas na captura de antigenos do
lumen. As areas interfoliculares abrangem os linfécitos T, principalmente do
tipo T helper (Th), células dendriticas maduras e macrofagos. As placas de
Peyer contém numerosos foliculos compostos células B expressando IgM, que
sdo precursoras de células B produtoras de IgA. A ativacéo dos linfocitos B e o
processo de troca de isotipos que torna essas células capazes de produzir IgA
ocorre nos centros germinativos desses foliculos. Os linfonodos mesentéricos
sao os maiores linfonodos do corpo. Devido as suas caracteristicas anatdbmicas
especificas, provavelmente sido o cruzamento entre as vias de recirculacéo

periférica e da mucosa (MOWAT, 2003).

Nem toda a IgA secretoria (slgA) presente no muco intestinal é
produzida pelos linfécitos B2 das placas de Peyer. Pelo menos 50% da
producdo dessas imunoglobulinas ocorre por linfécitos B1 presentes na lamina
propria que se tornam IgA+ em um processo independente de linfécitos T

CD4+ (SUTHERLAND and FAGARASAN, 2012).

Com relagdo aos componentes extracelulares da mucosa, a maior
extensdo de sua superficie € coberta por um gel hidratado formado por

mucinas. Essas mucinas sdo secretadas por células epiteliais especializadas,



como as células caliciformes do intestino. E criado, entdo, um obstaculo que
previne o contato direto de grandes particulas, principalmente bactérias, com a

camada de células epiteliais (JOHANSSON et al., 2008).

Na falta de transportadores especificos, a camada epitelial é
impermeavel a maioria dos solutos hidrofilicos. Assim, defeitos diretos nas
células epiteliais, como aqueles provocados por irritantes da mucosa ou
agentes citotoxicos (incluindo farmacos usados em quimioterapia), resultam em
uma expressiva perda da barreira da mucosa. Em contrapartida, em uma
camada epitelial intacta, a via paracelular € mantida selada. Essa fungao é
mediada pelo complexo juncional apical, formado pelas tight junctions e pelas
zbnulas de adeséo (figura 2). Ambas sdo mantidas por um anel de actina e
miosina (TURNER, 2009).
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Figura 2. Representagdao esquematica do complexo juncional de células epiteliais do
intestino. Logo abaixo da base do microvilo, a membrana plasmatica das células
adjacentes parece se fundir com as tight junctions, onde claudinhas, ZO1, ocludinas e F-
actinas interagem. A E-caderina, a-catenina, B-catenina, &1-catenina e F-actina
interagem para formar as juncOes de aderéncia. A quinase de cadeia leve da miosina
(MLCK) fica associada ao anel de actomiosina. Os desmossomos sdo localizados abaixo
do complexo juncional apical, sendo formados por desmogleinas, desmocolinas,
desmoplaquinas e filamentos de queratina. Adaptado de Turner et al., 2009.



As jungdes de aderéncia, juntamente com os desmossomos (jungoes
adesivas que conectam células epiteliais adjacentes), promovem a forte ligagcao
adesiva que mantém a proximidade celular e sdo os locais de comunicacao
intercelular. A perda de aderéncia resulta na ruptura do contato célula-célula e
célula-matriz, na ineficiéncia da polarizagado e diferenciagcado celular, além de
apoptose prematura (STROCCHI et al., 1996).

As juncbes de aderéncia sdo mantidas por caderinas, uma familia de
proteinas transmembranas que formam interacbes fortes e homotipicas com
moléculas em células adjacentes. Sdo requeridas para a montagem das fight
Junctions, selando o espacgo paracelular. As fight junctions sao complexos multi-
proteinas compostos por proteinas transmembranas, proteinas de membrana e
moléculas regulatorias, incluindo quinases. A familia das claudinas sao as mais
importantes proteinas transmembranas, que definem diversos aspectos da
permeabilidade. A ocludina, outra proteina transmembranas das fight junctions,
interage diretamente com as claudinas e actinas. Proteinas de membrana
periféricas, como as zonula ocludens 1 e 2 (ZO1 e ZO2), sdo cruciais para a
montagem e manutencao das fight junctions, principalmente devido ao fato de
essas proteinas possuirem multiplos dominios para interagdo com outras
proteinas, incluindo as claudinas, ocludinas e actinas (TURNER, 2009).

As barreiras das fight junctions integram a relagdo entre o material
luminal e a fungdo imune da mucosa (figura 3). Na maioria dos individuos, &
uma relagédo saudavel, na qual a regulagdo aumenta na permeabilidade ou em
defeitos transitérios das células epiteliais, desencadeia a liberagao de citocinas
pré-inflamatérias, como TNF e IFN-y, bem como atividades imunorreguladoras.
Essas atividades imunorreguladoras incluem células dendriticas CD103+
capazes de produzir TGF- e acido retindico, sendo ambos essenciais para a
diferenciacao de células T reguladoras CD4+CD25+Foxp3+ (COOMBES et al.,
2007; MUCIDA et al., 2007). O equilibrio entre respostas pré-inflamatérias e
reguladoras pode falhar se houver respostas exageradas das citocinas pré-
inflamatorias, o que pode ser decorrente de uma mutagao genética, produgao
insuficiente de IL-10 (FISHER et al., 2008) ou uma tolerancia inadequada a

antigenos ou produtos microbianos (SARTOR, 2008). Com isso, a ativagao de



células imunes da mucosa pode prosseguir sem controle e a liberacdo de
citocinas como TNF e IL-13 pode levar a uma perda da barreira que, por sua
vez, permite a entrada de material do lumen e mantém o ciclo pré-inflamatorio.
Esse modelo demonstra os papeis da susceptibilidade do hospedeiro e dos
defeitos na fungdo da camada epitelial na patogénese das doencas
inflamatorias intestinais e explica o papel crucial da barreira epitelial no

modelamento das respostas imunes na mucosa (TURNER, 2009).
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Figura 3. O epitélio e as tight junctions como integrantes da homeostase da mucosa intestinal.
Pequenos defeitos na camada epitelial permitem que produtos microbianos e antigenos da dieta
atravessem o epitélio e cheguem a lamina prépria. Se o material estranho for capturado por células
apresentadoras de antigenos (APCs), pode direcionar para a diferenciacdo de células TH1 ou TH2 e o
desenvolvimento de doenca. Nesse caso, as APCs e células TH1 podem liberar TNF e IFN-y que
sinalizam para células epiteliais a necessidade de aumentarem o fluxo através das tight junctions,
permitindo maior entrada de produtos bacterianos e antigenos dietéticos e assim levando ao ciclo
inflamatodrio. A IL-13 liberada por células TH2 pode aumentar o fluxo através dos poros seletivos de
cation, contribuindo para o estabelecimento da inflamacdo. Por outro lado, a homeostase pode
prevalecer se as APCs promoverem a diferenciacdo em células T reguladoras (Treg), induzidas por
TGF-B e 4cido retindico. As células Treg CD4+ que apresentam TGF-/LAP em sua superficie podem
secretar IL-10 e TGF-B e prevenir a inflamacdo da mucosa. Adaptado de Turner et al., 2009.
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Nesse contexto, o tecido linfoide associado a mucosa se apresenta
como interface entre o organismo e seu meio ambiente. Em condi¢cdes
fisioloégicas, as duas principais atividades imunoldgicas que ocorrem nesse
tecido sao anti-inflamatdrias: a) exclusdo mediada pela slgA que limita o
contato com o epitélio e impede a entrada de microrganismos e outros
antigenos com potencial patogénico e b) mecanismos de imunorregulagao que
inibbem a reatividade inflamatdria contra antigenos indcuos do lumen

(BRANDTZAEG et al., 2009).

A segunda estratégia, conhecida como tolerancia oral (FARIA and
WEINER, 2005; WEINER et al, 2011), depende do desenvolvimento de células
T reguladoras que podem ser diferenciadas na lamina prépria via células
dendriticas CD103+ ou nos linfonodos mesentéricos. As células T
CD4+CD25+Foxp3+ induzidas no intestino, assim como as células T CD4+
expressando TGF-B na superficie na sua forma de precursor (associado ao
latent associated peptide ou LAP) tém sido demonstradas como populag¢des de
células reguladoras fundamentais para a tolerancia oral (CUROTTO DE
LAFAILLE et al, 2008; REZENDE et al, 2013). Essa tolerancia induzida pela
alimentacao e por antigenos in6cuos provavelmente envolve mecanismos de
supressao adicionais € um ténus de regulacdo negativa semelhante ao que o
sistema imune normalmente faz com a microbiota existente (ARTIS, 2008;
HELGELAND; BRANDTZAEG, 2000). A tolerancia oral explica o fato de que a
hipersensibilidade persistente aos alimentos seja relativamente rara, apesar de
que, por motivos ainda n&o esclarecidos, esteja em ascensao nas sociedades

orientais (SICHERER; SAMPSON, 2009).

2.2 Doengas Inflamatérias Intestinais (DII)

As Doengas Inflamatdrias Intestinais compreendem duas formas principais:
Doenga de Crohn (CD) e Colite Ulcerativa (UC). A Doenga de Crohn foi
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primeiramente relatada pelo cirurgido germanico Wilhelm Fabry em 1623
(Wilhelm Fabry (1560-1624)--the Other Fabricius, 1964) e foi posteriormente
descrita e nomeada pelo médico norte americano Burril B Crohn (CROHN,
1984). Ja a colite ulcerativa foi descrita pela primeira vez pelo médico briténico
Sir Samuel Wilks em 1859 (WILKS, 1859).

Essas doengas, que acometem pessoas de diferentes classes
socioeconémicas, idade, sexo e nacionalidade, sao relativamente frequentes,
afetando aproximadamente 1,4 milhdes de pessoas nos Estados Unidos
(LOFTUS et al., 2007), 2,2 milhdes na Europa (NEUMAN, 2007) e cerca de 150
mil pessoas (0,5%) da populagdo canadense (RUSSEL, 2000). Os EUA,
Inglaterra, Italia, Escandinavia e norte da Europa s&o consideradas regides de
alta incidéncia; sul da Europa, Africa do Sul, Australia e Nova Zelandia, paises
de incidéncia intermediaria, e finalmente Asia e América do Sul, de baixa
incidéncia (QUILICI et al., 2007). Nos locais de maiores taxas de incidéncia e
prevaléncia de CD e UC, norte da Europa, Reino Unido e América do Norte, os
indices estdo comegando a serem estabilizados. Ja em areas de menor
incidéncia como sul da Europa, Asia e a maior parte dos paises em

desenvolvimento, as taxas continuam a subir (LOFTUS JR, 2004).

Atualmente, a patogénese dessas doencgas ainda ndo € completamente
compreendida, porém sabe-se que a inflamacgao crénica pode ser resultante de
uma resposta imune desregulada e aberrante a microbiota em um contexto de
predisposicao genética (SANCHEZ-MUNOZ; DOMINGUEZ-LOPEZ;
YAMAMOTO-FURUSHO, 2008).

Nas doencgas inflamatorias intestinais, o equilibrio entre células efetoras
e células reguladoras do sistema imune € rompido em diversos niveis. Os
antigenos do lumen ganham acesso ao tecido subjacente a mucosa por meio
de uma barreira permeavel. Células do sistema imune inato e adaptativo
expressam perfil e numero diferentes de receptores de reconhecimento de

padrées de patogenos (PPRs). Antigenos microbianos desencadeiam e

12



mantém uma resposta inflamatéria por meio de diferentes vias: células
dendriticas mieldides falsamente reconhecem bactérias da microbiota como
patdogenos, comegcam um programa de maturagdo, com aumento de expressao
de PPR, moléculas de histocompatibilidade e de moléculas co-estimulatorias e
parada da migracdo. Isso leva a uma mudanga no seu sfatus funcional de
tolerogénico para ativado inflamatério, além de promover a diferenciacdo de
células T naive para células T efetoras (Th1, Th2, Th17). As células epiteliais
do intestino, em um ambiente inflamado, também podem expressar moléculas
co-estimulatorias, o que |lhes permite funcionar como células apresentadoras
de antigenos e contribuir para a resposta de células T efetoras. Dados obtidos
em modelos experimentais mostram que ativagdo de células T e B
desencadeadas por APCs também ocorrem nos centros germinativos dos
linfonodos mesentéricos, onde o antigeno carregado pelas células dendriticas
encontra células T e B naive. Além disso, células T, células T natural killer,
granulécitos e macréfagos expressam seus proprios receptores de
reconhecimento de PAMPs (pathogen associated molecular paterns) no estado
inflamatorio e podem se tornar ativados por essa via alternativa. Assim, no
intestino inflamado, células T efetoras (Th1, Th2 e Th17) prevalecem com

relagdo as células reguladoras (Treg e Th3) (BAUMGART; CARDING, 2007).

Na doenca de Crohn, células T naive se diferenciam preferencialmente
em células Th1 (IFNy+, IL-12+). Na colite ulcerativa, essas células se
diferenciam em células Th1 e Th2 (IL-4+, IL-5+). As células T natural killer sao
provavelmente a maior fonte de IL-13 na UC. As citocinas pré-inflamatérias
secretadas pelas células T efetoras ativadas estimulam os macrofagos a
secretarem grandes quantidades de TNF-a, IL-1 e IL-6. Como resultado do
processo inflamatério local, numerosos leucdcitos entram a partir dos vasos da
mucosa e liberam quimiocinas que por sua vez atraem mais células

inflamatorias o que amplifica e perpetua o ciclo vicioso. Os danos teciduais
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resultam da liberacdo de numerosos mediadores inflamatérios (BAUMGART;

CARDING, 2007).

A Doenca de Crohn é associada a produgao excessiva de IL-12/IL-23 e
IFN-y/IL-17. Ela afeta o intestino delgado e o colon com ulceragdes
descontinuas e inflamagao em qualquer extensao do trato gastrointestinal com
frequentes granulomas. Os pacientes relatam sintomas gastrointestinais como
dor abdominal, diarreia e sangramento retal, assim como sintomas sistémicos
(perda de peso, febre e fadiga). Pacientes com CD também podem
desenvolver obstrucdo do intestino e fistulas entre segmentos do intestino ou
entre o intestino e a pele ou outros 6rgados. A colite ulcerativa caracteriza-se
pela produgdo excessiva de IL-13. Essa doenca afeta o colon apresentando
uma inflamag¢do continua da mucosa (FUSS et al.,, 2004). Os sintomas sao
semelhantes aos da CD, com excegdo do aparecimento de fistula. A
inflamacao na doenga de Crohn é transmural e descontinua. Em contraste, a
colite ulcerativa afeta mais superficialmente as camadas mucosa e submucosa
da parede intestinal (CHO, 2008). Ambas as patologias sao crbnicas e
apresentam recidivas durante o curso (MCLEQOD, 2003). O tratamento baseia-
se em farmacos anti-inflamatérios e imunossupressores classicos (FEAGAN,
2003). As terapias emergentes estdo se concentrando na neutralizagao das
principais citocinas efetoras que tém sido identificadas nos ultimos anos. Por
exemplo, o uso de um anticorpo anti-IL-12p40 tem o objetivo de neutralizar os
efeitos da IL-12 e da IL-23 na CD(FUSS et al., 2006; YEN et al., 2006).
Baumgart e colaboradores propuseram possiveis alternativas terapéuticas que
podem ser desenvolvidas no futuro: indugao ou restabelecimento da tolerancia
imunologica por meio da recomposi¢cao da microbiota intestinal, introducao de
engenharia de microbiota para induzir respostas imunologicas reguladoras,
bloqueio de receptores de reconhecimento de padrdo e de proteinas

sinalizadoras, geracao de células T reguladoras /n vivo ou in vifro com células
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dendriticas tolerogénicas ou até mesmo transferéncia de genes (BAUMGART;

CARDING, 2007).

O esclarecimento da etiologia das doencgas inflamatérias intestinais,
assim como o desenvolvimento de tratamentos terapéuticos eficazes, é de
extrema importéncia, tendo em vista que as Dlls geram repercussoes
importantes na qualidade de vida dos doentes. Diversos estudos
epidemioldgicos tém demonstrado incidéncia crescente das DIl nas ultimas
décadas, particularmente em relagdo a doenca de Crohn (LOFTUS JR, 2004).

Como descrito acima, as citocinas sdo os sinais chave no sistema imune
intestinal e sdo conhecidas por participarem da ruptura da chamada inflamacao
controlada do intestino (inflamacéao fisiologica) (JUMP; LEVINE, 2004). Elas
sao pequenos peptideos produzidos principalmente por células do sistema
imune que facilitam a comunicagcao entre as células, estimulam a proliferagao
de células efetoras antigeno-especificas e medeiam a inflamacéao sistémica e

local autécrina, paracrina a as vias enddcrinas (NEUMAN, 2007).

A associacao de APCs, Th1, Th2, Th17, células T reguladoras e as
citocinas produzidas apresentam um papel complexo nas DIlI's (figura 4).
Apesar de muitas respostas comuns serem mediadas por citocinas em DII’s,
como a regulagao de produgdo de mediadores inflamatorios, espécies reativas
de oxigénio, O6xido nitrico, leucotrienos, fator ativador de plaquetas,
prostaglandinas, ativagdo do fator nuclear kB (NF-kB) e a inibicdo da apoptose,
a forma como as citocinas determinam a natureza da resposta imune pode ser
diferente entre a CD e a UC (INCE; ELLIOTT, 2007; MONTELEONE et al.,
2006)(Ince, 2007).
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Figura 4. Desequilibrio das citocinas entre células T efetoras e células T
reguladoras nas doengas inflamatdrias intestinais. A Doenca de Crohn é
associada com resposta mediada por células Thl, caracterizada pelo aumento da
producdo de IFN-y and TNF-a. A IL-12 e 1I-23 orientam a diferenciacdo de Thl em
associacdo com IL-15, IL-18 e IL-21 que induzem a estabilizacdo da diferenciacdo
em Th1l. Por outro lado, na UC, a resposta imune local € menos polarizada, mas é
caracterizada por células NKT produtoras de IL-13/IL-4 e pela produgdo de
citocinas Th2. Adaptado de Monteleone, 2006.

2.3 Modelos animais nas Doengas Inflamatérias Intestinais

A semelhanga dos mecanismos imunologicos basicos entre os
mamiferos e a conservagdo das principais vias de sinalizagao
celular/intercelular séo fortes justificativas da escolha de modelos murinos para
o estudo de inflamacgéo intestinal. Um bom modelo animal deve permitir uma
visdo simplificada da complexa patologia da doenga em humanos, prover um
sistema tratavel e reprodutivel para identificar as vias inflamatorias. Os

modelos murinos tém redesenhado e refinado o entendimento da interacao da
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microbiota no intestino e tém sido usados com sucesso para definir vias imune-
mediadas da inflamac&o intestinal nas ultimas duas décadas (POWRIE, FIONA

et al., 1994)

Atualmente, ha mais de 50 modelos murinos para estudo da inflamacgao
intestinal. Tradicionalmente, os modelos murinos de colite tém sido divididos
em trés tipos principais: a) aqueles que sao induzidos por manipulagéo
genética, b) aqueles que dependem da transferéncia de populagdes de células
CD4+CD45RBbhish para hospedeiros imunodeficientes e ¢) modelos de colite

induzida por agentes quimicos (STROBER; FUSS; MANNON, 2007).

Diversas modificagcbes genéticas em animais podem levar ao
desenvolvimento espontaneo de inflamacgao intestinal, como nos camundongos
deficientes para IL-10, TGF-B, IL-2 e TCR-a (STROBER; FUSS; BLUMBERG,
2002). Camundongos deficientes para IL-10 desenvolvem colite espontanea,
com resposta Th1 que € inibida pelo tratamento com anti-IL-12. A resposta
inicial nos camundongos do fundo genético 129 Sv/Ev tem um componente
misto Th1 e Th17, sendo que a citocina IL-17 prevalece no inicio da doencga.
Assim como em outros modelos, o camundongo deficiente para IL-10 ndo
desenvolve colite sob condigdes germ-free (DIELEMAN et al., 2000; ELSON et
al., 2001; KULLBERG et al., 1998, GOMES-SANTOS et al, 2012).

O modelo de transferéncia de células foi descrito por Fiona Powrie, no
qual a transferéncia de células CD4+CD45RBhigh |evariam ao desenvolvimento
da colite (POWRIE, F. et al., 1993). Powrie e colaboradores mostraram que as
células T CD4+ apresentam papel importante na indugdo e regulagdao da
inflamacgao intestinal. A transferéncia de células T CD4+CD45RBhigh  de
doadores normais para camundongos imunodeficientes (SCID, severe
combined immunodeficiency) leva ao desenvolvimento de uma resposta
inflamatoria severa no coélon (POWRIE, F. et al., 1993). A doenca pode ser

prevenida por meio da co-transferéncia de células T CD4+CD45RBl°v, sendo
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que a IL-10 é um mediador essencial produzido por essa populacao de células

T reguladoras (ASSEMAN et al., 1999).

Na classe de modelos animais de coite induzida por agentes quimicos,
estdo aquelas causadas pela exposicdo a acido acético, éster de forbol,
carrageina, polimeros de polissacarideos glicano, sulfato de sédio dextrano
(DSS), acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfonico (TNBS), entre outros (STROBER et
al.,, 2002). Uma caracteristica comum a esses modelos parece ser a
capacidade de romper a barreira de células epiteliais e posteriormente
promover o aumento da exposicao celular a microbiota, como no caso do
modelo de colite induzida por DSS no qual € mostrada uma alteracdo da
barreira da mucosa antes mesmo do estabelecimento da colite (KITAJIMA;
TAKUMA; MORIMOTO, 1999). Uma segunda caracteristica da colite em
modelos induzidos por agentes quimicos é o fato da colite, nesses casos, ser
relativamente independente de respostas mediadas por linfécitos. Assim, na
colite induzida por DSS, na falta de linfocitos B, linfocitos T ou células NK,
ainda sera possivel o desenvolvimento da colite em resposta ao DSS. Porém,
na presenca de um sistema imune intacto, contendo esses elementos
celulares, o DSS leva a ativacao de linfécitos e a indugao de respostas Th1 ou
Th2 (AXELSSON et al.,, 1996). O modelo de colite induzido pelo TNBS foi
desenvolvido em 1995 por Neurath e colaboradores, que mostraram que o
hapteno administrado de forma intra-retal juntamente com o alcool resultaria
em uma inflamagédo severa, transmural e granulomatosa no célon distal. A

Inflamacgao € mediada por resposta Th1 (NEURATH et al., 1995).

O modelo de colite induzido por DSS € considerado um bom modelo
devido as suas similaridades com a colite ulcerativa em humanos no que se
refere a etiologia, patologia, patogénese e resposta terapéutica. Além disso, a
indugdo da colite por DSS ¢é facil e barata, podendo ser desenvolvida uma
colite crénica ou aguda conforme o interesse (SOLOMON et al.,, 2010). O

dextrano € um polimero de glicose complexo sintetizado por certas bactérias,
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mais comumente Leuconostoc spp e Streptococcus spp, a partir de sucralose
(BAILEY; BOURNE, 1961). E constituido de cadeias lineares e ramificadas,
com um peso molecular altamente variavel, indo de 5000 a mais de 1,4 milhdes
de Daltons (Da). O DSS é um derivado polianiénico do dextrano, produzido
pela esterificagdo com acido clorossulfénico. O conteudo de enxofre é
aproximadamente 17% o que corresponde a aproximadamente dois grupos
sulfatos por residuo glicosil da molécula de dextrano. A temperatura ambiente é
um po branco e altamente soluvel em agua (100 mg/mL) (SOLOMON et al.,
2010). Em 1969, foi relatado que ratos, camundongos e coelhos alimentados
com agua contendo extrato de algumas algas marinhas desenvolveram
mudangas inflamatérias no célon (MARCUS; WATT, 1969; WATT; MARCUS,
1969). Foi descoberto que esses extratos continham carragena, um
polissacarideo sulfatado de alto peso molecular, o que levou ao
desenvolvimento do modelo de colite aguda induzida por carragena degradada
em 1971 (MARCUS; WATT, 1971). Em 1985, outro polissacarideo sulfatado, o
DSS, foi reportado como indutor de colite aguda em hamsters (OHKUSA,
1985). Posteriormente, o modelo foi adaptado para camundongos (OKAYASU
et al.,, 1990) e um modelo crénico desenvolvido para hamsters (YAMADA;
OHKUSA; OKAYASU, 1992).

Atualmente, o modelo de colite induzida por DSS é um dos mais
utilizados em camundongos, ratos e hamsters. Foi demonstrado que o peso
molecular do DSS utilizado na indugao da colite € um importante fator para a
intensidade da doenga. Axelsson e colaboradores sugerem que um alto
conteudo de sulfato por molécula de DSS é importante para a inducao de colite
(AXELSSON et al., 1996). Kitajima e colaboradores mostraram que
camundongos que receberam DSS com peso molecular de 40kDa
desenvolveram colite mais severa se comparado aqueles que receberam DSS
5kDa ou 500kDa (KITAJIMA; TAKUMA; MORIMOTO, 2000).

Esse modelo foi descrito primeiramente por Okayasu e colaboradores
em 1990, no qual camundongos recebendo DSS oralmente desenvolviam colite
aguda ou crdénica semelhante a colite ulcerativa. Durante a fase aguda, o
camundongo desenvolvia inflamagdo na mucosa colénica com ulceragdes,

perda de peso e diarreia sanguinolenta. A administracéo de trés a cinco ciclos
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de DSS induziu inflamagéao crénica, caracterizada por uma infiltracéo severa de
células mononucleares (MNC) e mudangas regenerativas no epitélio
(OKAYASU et al.,, 1990). Em geral, a colite aguda € induzida por meio da
administragao de altas concentragbes de DSS (3-10%) durante curtos periodos
de tempo (4-14 dias) (SOLOMON et al., 2010). A colite cronica pode ser
induzida pela administracdo de baixas concentragées de DSS (1%) durante
longos periodos de tempo (100-180 dias) (CHIBA, 1993) ou por meio da
administragao de trés a cinco ciclos de doses relativamente altas de DSS (4-
5%) durante 6-7 dias com intervalos de 6-14 dias com substituicdo do DSS por
agua (COOPER, H. S. et al., 2000; GAUDIO et al., 1999; OKAYASU et al.,
1990).

As manifestagdes da colite por DSS incluem diarreia, sangue oculto nas
fezes, perda de peso, perda de apetite, perda de movimentos, piloerecao,
anemia e eventualmente morte. O aparecimento e severidade desses sintomas
dependem da espécie animal, da concentracdo de DSS e da duragdo da
administragdo. No modelo agudo, o sangue oculto e a diarreia sao
normalmente os primeiros a aparecer, podendo ocorrer a partir do dia 2
(KULLMANN et al., 2001) inflamacao € completamente estabelecida entre 7 e
10 dias, porém , ocorrendo a suspensao da administracdo de DSS, o animal
pode recuperar-se. (MAHLER et al., 1998).

Os mecanismos pelos quais o DSS induz a colite ainda ndo sao claros.
Porém, ha propostas nas quais a colite seria resultado dos efeitos toxicos no
epitélio e o consequente aumento da exposicdo a antigenos do lumen
causados pela destruicdo do conteudo de mucinas ou funcdo alterada de
macrofagos, devido a ingestdo de DSS (KITAJIMA et al.,, 1999; NI; CHEN;
HOLLANDER, 1996; OKAYASU et al.,, 1990). Foi demonstrado que a
inflamacao resultante inclui células polimorfonucleares, macréfagos e células B
e T. Porém, Dieleman e colaboradores mostraram que camundongos com
imunodeficiéncia severa, que nao possuiam células B ou T, foram capazes de
desenvolver a colite induzida por DSS com mesmas caracteristicas clinicas e
histoloégicas, sugerindo que o sistema imune adaptativo ndo € essencial para a
colite aguda induzida por DSS (DIELEMAN et al., 1994).
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Além de todas as vantagens apresentadas pelo modelo de colite
induzida pelo DSS, ha estudos que validaram o modelo por meio da utilizagao
de diferentes agentes terapéuticos para doencgas inflamatorias intestinais em
humanos que mostraram que a colite induzida por DSS pode ser usada como
um modelo relevante para tradu¢do dos dados de camundongos para a colite
ulcerativa em humanos (MELGAR et al., 2008).

2.4 Respostas celulares do tipo Th17

As células T CD4+ apresentam um papel importante em varios
processos imunes, expandindo-se e diferenciando-se em diferentes tipos
celulares nomeados Th1, Th2, Treg e Th17, todos caracterizados pela
producao de determinados grupos de citocinas (BETTELLI; KORN; KUCHROO,
2007; MUCIDA et al.,, 2007). A identificagdo da familia Th17 de células T
efetoras foi um grande avanco recente (KOLLS; LINDEN, 2004; YAO et al.,
1995). A familia de citocinas IL-17 € um grupo de citocinas que inclui IL-17A, B,
C, D, IL-17E (IL-25) e IL-17F (KOLLS; LINDEN, 2004). Esta sendo cada vez
mais reconhecido que além, das células T, outras células como NK e
neutrofilos podem ser importantes fontes de IL-17. Além da IL-17A, a mais
importante citocina produzida pelas células Th17, essas células também
produzem IL-17F, IL-21 e IL-22 (KORN et al.,, 2007; LIANG et al., 2006;
NURIEVA et al., 2007).

Atualmente acredita-se que as células Th17 desempenham um papel
importante na defesa do hospedeiro contra certos patdogenos, mas que, por
outro lado, uma resposta Th17 exagerada pode levar a doengas inflamatorias
graves e doengas autoimunes (COOPER, A. M., 2007; KOLLS; LINDEN,
2004).

O receptor A de IL-17 (IL-17RA) é expresso em uma variedade de tipos
celulares e é essencialmente envolvido na sinalizagédo de IL-17A e IL-17F
(KORN et al., 2007).

A IL-17A estimula uma vasta gama de células estromais a expressar
varios mediadores inflamatérios (FOSSIEZ, FRANCOIS et al., 1996), como

quimiocinas CXC, quimiocinas CC, como por exemplo, a MCP-1 (TAKAYA et
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al., 2002; VAN KOOTEN et al., 1998), e citocinas hematopoiéticas, como as G-
CSF (FOSSIEZ, FRANCOIS et al., 1996). A IL-17A também aumenta a indugao
de MCP-1 mediada por TNF-a em miofibroblastos intestinais (HATA et al.,
2002). Importante lembrar também que varias citocinas pro-inflamatérias séo
induzidas por IL-17A. Tem sido demonstrado que a IL-17A cumpre papeis
cruciais em varios processos inflamatorios, que incluem infiltragcdo das vias
aéreas, asma brbénquica, artrite reumatoide, esclerose multipla, esclerose
sistémica, lupus eritematoso sistémico, psoriase e gastrite associada a

Helicobacter pylori (KORN et al., 2007).

Tanto na Doenca de Crohn quanto na colite ulcerativa, a expressao de
IL-17 encontra-se aumentada (FUJINO et al., 2003). Entretanto, ainda continua
controverso o papel da IL-17 nas Dlls. Enquanto alguns estudos mostram um
aumento dessa citocina nos quadros inflamatoérios (FUJINO et al., 2003;
NIELSEN et al., 2003; ZHANG et al., 2006), em outros, a IL-17 parece proteger
da doenga inflamatoria (KIM et al., 2011; OGAWA et al., 2004). Talvez esse
ultimo seja o caso de doengas inflamatorias onde IFN-y tem um papel
patogénico importante, pois a IL-17 inibe a acdo dessa citocina (GOMES-

SANTOS et al, 2012).

2.5 O Cloreto de Sadio

O sédio é o principal cation no fluido extracelular do organismo, além de
ser um elemento essencial para a manutengao do volume plasmatico, equilibrio
acido-base, transmissao de impulsos nervosos e para a fungao celular normal.
Em individuos saudaveis, cerca de 100% do sédio ingerido € absorvido durante
a digestao, e a excrecao urinaria € o primeiro mecanismo para a manutencao
do equilibrio de sédio (HOLBROOK et al., 1984). Mesmo em climas quentes e

umidos, as perdas pelas fezes e suor sdo minimas. A aclimatagcdo ao calor
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ocorre rapidamente, assim, com poucos dias de exposi¢cao a condi¢coes de
calor e umidade, os individuos perdem apenas pequenas quantidade de sdodio
pelo suor (FUKUMOTO et al., 1988; SAWKA; MONTAIN, 2000). Sob
condigbes de extremo calor e intensa atividade fisica, que resultam em alta
producao de suor, a perda de sdédio se torna muito aumentada e relevante. No
entanto, a maioria dos individuos consegue recuperar o sodio perdido por meio
da alimentacdo sem necessidade de dietas especiais, suplementagdo ou
produtos formulados especificamente para esse fim (FUKUMOTO et al., 1988;

SAWKA; MONTAIN, 2000).

O sodio e o cloreto sdo os componentes quimicos do sal de cozinha,
entretanto, o sddio também pode ser encontrado em outras formas, e os
principais contribuintes para o consumo de sédio na dieta dependem do
contexto cultural e dos habitos alimentares da populacdo (BROWN et al.,
2009). O sodio é encontrado naturalmente em varios alimentos, como leite,
carne e mariscos. E normalmente é encontrado em grandes quantidades nos
alimentos processados: paes, biscoitos, carnes processadas e lanches
(CONTROL; PREVENTION, 2011; MHURCHU et al., 2011; NI et al., 1996;
WEBSTER; DUNFORD; NEAL, 2010). Largas quantidades de sodio também
sao encontradas em condimentos e temperos prontos, como molho de soja, de
peixe, entre outros. Assim, uma dieta rica em alimentos processados e pobre
em frutas e vegetais frescos contém altos niveis de soédio (CONTROL;
PREVENTION, 2011; WEBSTER et al., 2010). Apesar do nivel minimo de
ingestdo de sdédio para o bom funcionamento do corpo ndo ser definido, &
estimado que seja por volta de 200-500 mg/dia (HE; MACGREGOR, 2004;
HOLBROOK et al., 1984). Dados de todo o mundo sugerem que 0 consumo
médio de sodio da populacéo esteja bem acima do minimo necessario para as
fungdes fisioldgicas e em muitos paises esta acima do recomendado pela Joint

World Health Organization/Food and Agriculture Organization of the United
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Nations de 2002 (WHO/FAO) (WHO; CONSULTATION, 2003) de 2 gramas de
sddio por dia (o0 que equivale a 5 gramas de sal de cozinha por dia) (BROWN et

al., 2009).

O consumo aumentado de sodio é associado ao aumento da pressao
arterial, enquanto o baixo consumo desse elemento parece levar a uma
diminuicdo da pressdao sanguinea em adultos (CUTLER; FOLLMANN;
ALLENDER, 1997; HE; MACGREGOR, 2004; HE; MACGREGOR, 2003).
Além da hipertensdo, a ingestdo aumentada de sodio também tem sido
associada a ocorréncia de doencas cardiovasculares (ORGANIZATION, 2007;
STRAZZULLO et al., 2009), apesar das evidéncias serem menos claras do que

aquelas para hipertensao.

Com base em estudos de revisdo e meta-analise, considerando o risco
para hipertensdo e doengas cardiovasculares, a Organizagdo Mundial de
Saude definiu como < 2 gramas/dia a ingestdo de sédio adequada (WHO,

2012).

2.6 A indugio de resposta Th 17 por meio do Cloreto de Sédio

Mudancas fundamentais nos fatores externos tém sido indicadas como
possiveis fatores de risco para o desenvolvimento de doengas autoimunes. Nas
ultimas décadas, a dieta tem sido amplamente apontada como um potencial
fator de risco responsavel pelo aumento da incidéncia de doencgas autoimunes,
principalmente nos paises em desenvolvimento (ASCHERIO; MUNGER, 2007).
Um componente da dieta, cujo consumo tem aumentado nos ultimos anos pelo
crescimento dos alimentos industrializados, é o sal de cozinha (NaCl) (APPEL
et al.,, 2011; MCGUIRE, 2010). O teor de sal em alimentos processados pode
ser até 100 vezes mais alto quando comparado com alimentos feitos em casa
(APPEL et al., 2011; BROWN et al., 2009). Foi demonstrado que o excesso de

ingestao de NaCl pode afetar o sistema imune inato. Macréfagos residentes no
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intersticio da pele modulam a composigcdo eletrolitica local em resposta a
hipertonicidade extracelular mediada por NaCl e sua atividade reguladora
promove um mecanismo de tamponamento da hipertensdo sensivel ao sal
(MACHNIK et al., 2009). Além disso, o bloqueio do sistema renina-angiotensina
pode modular respostas imunes e afetar a encefalomielite autoimune

experimental (EAE) (PLATTEN et al., 2009; STEGBAUER et al., 2009).

Foi demonstrado que o aumento da concentracdo de NaCl promove a
geracao de respostas do tipo Th 17 altamente patogénicas (GHORESCHI et
al., 2010). Kleinewietfeld e colaboradores obtiveram um aumento na produgéo
de IL-17A por meio de adigdo de 40 mM de NaCl em culturas de células
mononucleares periféricas do sangue - PBMCs (concentragdo encontrada no
intersticio de animais alimentados com dieta rica sal) na presenca de citocinas
indutoras de Th17 (TGF-1, IL-1b, IL-6, IL-21, IL-23). Esses autores também
mostraram a indugdo de TNF-a na mesma cultura de células e o aumento da
concentracdo de NaCl ainda levou a morte celular. Kleinewietfeld e
colaboradores mostraram que a adigdo de 40 mM de gluconato de sodio
também leva a indugao de resposta Th17, enquanto que o MgClI2 teve apenas
um ligeiro efeito. A adicdo de 80 mM de ureia, um osmoélito capaz de atravessar
as membranas celulares, ndo teve nenhum efeito. Assim, o cation Na aparece
como critico para a inducao de IL-17A. Nesse estudo, além da indugao de IL-
17A, altas concentracbes de NaCl também regularam positivamente a
expressao de CCL20, IL-17F, RORC, IL23R, CSF2 e CCR6, além da indugéo
de IL-2, IL-9 e TNF- a. Todos esses fatores indicam o papel do aumento das
concentracbes de NaCl como potente indutor de respostas Th17 altamente

patogénicas (KLEINEWIETFELD et al., 2013).

Ja foi demonstrado que o aumento das concentragbes de NaCl
associado a hipertonicidade elevada pode induzir a ativagao do sistema imune

(JUNGER et al., 1994; SHAPIRO; DINARELLO, 1995). Foi mostrado ainda que
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0 estresse hipertdnico em mamiferos € sentido por meio da via p38/MAPK
(SHAPIRO; DINARELLO, 1995). Os estudos conduzidos por Hafler e
colaboradores indicaram que altas concentracbes de NaCl induziram a
expressado de NFATS e seu alvo SGK1 e IL-17A de maneira dependente da via
p38/MAPK. O NFAT5 & um fator de transcricdo osmossensivel que possui,
como alvos, genes que codificam proteinas que funcionam aumentando a
concentracao intracelular de osmalitos compativeis e, assim, compensando a
tonicidade extracelular (KO et al., 1997). A SGK1 (serum glucocorticoid kinase
1) é responsavel pela regulacado da expressao de IL-23R pelas células T (WU

et al., 2013).

Altas concentragdes de sal (40 mM) durante a polarizagdo de Th17
induzida por citocinas aumentou a fosforilagdo da via p38/MAPK e induziu a
expressao do fator de transcricdo NFATS5 (Fator Nuclear de Linfécitos T
Ativados 5) e seu alvo SGK1 (KLEINEWIETFELD et al., 2013). Camundongos
alimentados com uma dieta rica em sal (NaCl 4%), ou HSD, rapidamente
desenvolveram uma forma mais severa de encefalomielite experimental
autoimune (EAE) do que aqueles que se alimentaram da dieta normal. Os
animais submetidos a HSD tiveram frequéncias mais altas de células Th17 no
sistema nervoso central, assim como nos 6rgaos linfoides (KLEINEWIETFELD

et al., 2013).

Wu e colaboradores identificaram o SGK1 como tendo um papel central
na sinalizagao do IL-23R, responsavel pela estabilizagao do fendtipo de células
Th17. Eles mostraram que a quinase SGK1 é capaz de mediar seus efeitos nas
células Th17 em parte devido a fosforilagao do fator de transcricdo Foxo1 por
meio da anulagcdo dos efeitos supressivos do Foxo1 na expressado de IL-23R
mediado por RORyt, o que leva ao aumento da expressdo de IL-23R e a

subsequente estabilizagdo das células Th17 (WU et al., 2013).
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Figura 5. Respostas Th17 e os efeitos de altas concentragoes de sal. Células T
naive sdo diferenciadas em Th1, Th2 ou Th17 dependendo do perfil de
citocinas produzidas. Dois estudos recentes ligam a hipertonicidade causada
por altas concentragdes de sal com respostas Th17. A hipertonicidade salina
tem um efeito duplo na diferenciacdo de Th17: a) direciona a indug¢do da
quinase SGK1, que estabiliza o mRNA de IL-23R, fortalecendo o fenétipo Th17
e b) ativa a via MAPK/p38 e NFATS5, que induz a expressdo de SGK1. Por meio
da producdo aumentada de citocinas como IL-17A e IL-17F, o fator
estimulador de col6nias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) e TNF, as
células Th17 estimuladas podem modular a defesa do hospedeiro e exacerbar
as doencas autoimunes. Adaptado de Jos e Mihai, 2013.
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3 OBJETIVOS
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da dieta rica em sal (NaCl) na colite experimental em

camundongos.

3.2 Objetivos especificos

v

Avaliagado dos efeitos da dieta no indice clinico da doenga (perda

de peso, diarreia e sangramento)

Analise clinica (macroscopica) e histologica (microscopica) do

coélon
Analise do comprimento do célon dos animais

Analise fenotipica das populacdes de células isoladas do bago,

linfonodos mesentéricos e cecal

Perfil de citocinas nos extratos do colon, baco, linfonodos

mesentéricos e cecal
Producéo de IgA secretdria
Avaliacédo do peso do bago dos animais

Avaliacdo da producdo de mieloperoxidase (MPO) e de N-
acetilglicosaminidase (NAG) no célon em diferentes tempos apos

o inicio da inducao da colite por DSS

Comparagéao dos efeitos da dieta rica em NaCl com os efeitos da

dieta rica em KCI.
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4 MATERIAIS E METODOS
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4. Materiais e Métodos

4.1 Animais experimentais

Camundongos C57BL/6 fémeas, com aproximadamente 18 gramas,
foram utilizados em todos os experimentos de colite induzida por DSS
(dextrana sulfato de sodio). Esses foram obtidos no Centro de Bioterismo
(CeBio) da Universidade Federal de Minas Gerais e mantidos em gaiolas
coletivas durante o experimento no biotério do laboratério de Imunobiologia do

Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.

Os procedimentos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica

Animal da UFMG (protocolo de submisséao 50/2014) (Anexo 1).

4.2 Desenho Experimental

Os experimentos foram conduzidos seguindo quatro protocolos

diferentes de acordo com a fase do projeto e o interesse investigativo.

O primeiro foi realizado com o objetivo de se estabelecer uma viséo
preliminar dos efeitos do consumo da dieta rica em sal no periodo anterior a
inducao da colite. Posteriormente, foi desenvolvido o segundo protocolo, que
seria mais proximo a realidade, no qual seriam avaliados os efeitos dessa
mesma dieta rica em sal ofertada antes e durante o periodo de indugdo da
colite. No terceiro momento, o desenho experimental teve como objetivo fazer
uma cinética dos efeitos da dieta rica em sal no que diz respeito ao acumulo de
neutréfilos e macréfagos durante a indugdo da colite. Finalmente, o quarto
protocolo visou comparar os efeitos da dieta rica em NaCl com os efeitos de

uma dieta rica em outro sal, para o qual foi utilizado o KCI.

Assim sendo, os desenhos experimentais serao apresentados em uma

divisao de quatro partes.

31



Parte |

Camundongos C57BL/6 fémeas, com idade de 6 semanas e peso
corporeo de aproximadamente 18 gramas foram separados de maneira
homogénea em quatro grupos de acordo com as dietas experimentais controle
ou dieta rica em sal e submissdo ao DSS ou agua: grupo controle recebeu
agua e dieta padrao; grupo HSD recebeu agua e dieta rica em sal; grupo DSS
recebeu dieta padrdao e DSS na mamadeira; grupo HSD + DSS recebeu dieta
rica em sal e DSS na mamadeira. O experimento teve duragdo de trés
semanas, das quais nas duas primeiras, o grupo DSS recebeu agua na
mamadeira que foi substituida por DSS 1% na ultima semana; o grupo HSD
recebeu dieta rica em sal nas duas primeiras semanas, sendo esta substituida
pela dieta padrao na ultima semana; o grupo HSD + DSS recebeu dieta rica em
sal e agua nas duas primeiras semanas, com substituicdo desta pela dieta
padrdao e DSS na ultima semana; o grupo controle recebeu dieta padréo e agua

durante as trés semanas do experimento.

Protocolo experimental
Grupo controle

Agua Agua Agua
+ + +
Dieta Dieta Dieta
padrdo padrdo Q padrao
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21

Eutandsia
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Protocolo experimental

Grupo HSD
Agua Agua Agua
+ + +
Dieta rica Dieta rica Dieta
em sal % em sal padrio
\ | \ \
\ \ \ |
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Protocolo experimental
Grupo DSS
Agua Agua DSS 1%
+ + +
Dieta Dieta Dieta
padrao padrao padrdo
\ | | \
\ \ \ \
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21
|
Inicio do
DSS 1%
Protocolo experimental
Grupo HSD + DSS
Agua Agua DSS 1%
+ + +
Dieta rica Dietarica Dieta
em sal Q em sal padrio
\ | | \
\ \ \ \
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21
|
Inicio do
DSS 1%
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Parte I/

Conforme o desenho experimental da parte |, nessa segunda parte,
foram usados camundongos C57BL/6 fémeas, com idade de 6 semanas e peso
corporeo de aproximadamente 18 gramas. Os grupos foram separados da
mesma maneira realizada na primeira parte, ou seja, quatro grupos de acordo
com as dietas experimentais controle ou dieta rica em sal e submissao ao DSS
ou agua: controle, HSD, DSS e HSD + DSS. O experimento também teve
duracao de trés semanas. Contudo, enquanto na primeira parte a dieta rica em
sal (nos grupos submetidos a ela) foi substituida depois de duas semanas, na
segunda parte a dieta rica em sal foi ofertada durante todo o tempo para os

grupos HSD e HSD + DSS.

A indugdo da colite também foi feita na ultima semana com DSS a 1%

nos grupos DSS e HSD + DSS.

Protocolo experimental
Grupo controle

Agua Agua Agua
+ + +
Dieta Dieta Dieta
padrao padrdo Q padrdo
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21

Eutanasia
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Protocolo experimental Il

Grupo HSD
Agua Agua Agua
+ + +
Dieta rica Dietarica Dieta rica
em sal % em sal Q em sal %

\ \ \ \
| | | |
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21

Eutandsia
Protocolo experimental
Grupo DSS
Agua Agua DSS 1%
+ + +
Dieta Dieta Dieta
padrao padrdo padrao
l | | l
[ W N W
Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21
I Eutanadsia
Inicio do
DSS 1%
Protocolo experimental Il
Grupo HSD + DSS
Agua Agua DSS 1%
+ + +
Dieta rica Dieta rica Dieta rica
em sal % em sal em sal %
l | | -
[ { { \
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21
I Eutanasia
Inicio do
DSS 1%
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Parte Il/

Um terceiro desenho experimental foi realizado para compreensao dos
acontecimentos desde o inicio da administracdo do DSS até serem
completados os 7 dias de tratamento com o agente quimico. Para tal, em
conformidade com os dois outros desenhos experimentais, foram usados
camundongos C57BL/6 fémeas, com idade de 6 semanas e peso corpéreo de
aproximadamente 18 gramas. Os grupos foram separados de maneira aleatéria
e considerando os pesos iniciais em oito grupos: dieta padrdo e DSS 1 dia;
dieta rica em sal e DSS 1 dia; dieta padrao e DSS 3 dias; dieta rica em sal e
DSS 3 dias; dieta padrdao e DSS 5 dias; dieta rica em sal e DSS 5 dias; dieta
padrao e DSS 7 dias; dieta rica em sal e DSS 7 dias. Nesse desenho, as duas
primeiras semanas foram idénticas as duas semanas iniciais do segundo
protocolo. Porém, apds o inicio da terceira semana, os grupos sofreram a
eutanasia em outros tempos além dos sete dias apds o inicio da administracéo
do DSS. Assim sendo, apés um dia do inicio da terceira semana, dois grupos
foram sacrificados: o grupo dieta padrdo e DSS e o grupo dieta rica em sal e
DSS; no terceiro dia da administracdo do DSS, outros dois grupos foram
sacrificados: um que recebeu dieta padrdao e DSS e outro que recebeu dieta
rica em sal e DSS; no quinto dia da terceira semana, como nos outros casos,
dois grupos sofreram a eutanasia: um grupo que recebeu dieta padrao e DSS e
um grupo que foi submetido a dieta rica em sal e DSS; finalmente apds sete
dias da terceira semana, os dois ultimos grupos foram sacrificados: um que

recebeu dieta padrdo e DSS e outro que recebeu dieta rica em sal e DSS.
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Protocolo experimental Ill

Grupo DSS
DSS 1%
Agua Agua +
+ + g@ Dieta
Dieta Dieta padrao
| padrao | padrdo | | | | |
\ \ \ \ \ \ |
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 15 Dia 17 Dia 19 Dia 21
I ’ Eutanasia ‘ ’ Eutanasia ‘ ’ Eutandsia ‘ ’ Eutanasia
Inicio do
DSS 1%
Protocolo experimental lll
Grupo HSD + DSS
DSS 1% ‘
Agua Agua
+

Dieta rica

‘% em sal

Dietarica

+
+ QQ Dietarica

em sal %

Dia 0 Dia 7

Dia 14 Dia 15 Dia 17 Dia 19 Dia 21

I ’ Eutanasia ‘ ’ Eutandsia ‘ ’ Eutanasia ‘ ’ Eutanasia
Inicio do
DSS 1%

Nesse experimento, os animais tiveram seus colons extraidos para a

quantificacdo da atividade das enzimas mieloperoxidase

acetilglicosamidase (NAG),

macrofagos.

(MPO)

e N-

produzidas respectivamente por neutrofilos e
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Parte IV

No quarto desenho experimental, foram novamente utilizados
camundongos C57BL/6 fémeas, com idade de 6 semanas e peso corpéreo de
aproximadamente 18 gramas. Os animais, que também foram separados
aleatoriamente e considerando os pesos iniciais, foram divididos em seis
grupos de acordo com as dietas experimentais controle, dieta rica em sal (NaCl
4%) ou dieta rica em KCI 4% e submissdo ao DSS ou agua. Esse experimento,
assim como os outros, teve duracao total de trés semanas. O grupo controle
recebeu dieta padrao e agua durante as trés semanas; o grupos HSD recebeu
dieta rica em sal (NaCl) e agua durante todo o experimento; o grupo DSS
recebeu dieta padrao durante as trés semanas e DSS substituindo a agua na
ultima semana; o grupo HSD + DSS recebeu dieta rica em sal (NaCl) durante
todo o decorrer do experimento e DSS na ultima semana; o grupo KCI recebeu
dieta rica em KCI e agua durante as trés semanas; e o grupo KCI + DSS
recebeu dieta rica em KCI durante todo o experimento e teve a agua

substituida por DSS na ultima semana.

O experimento com esses seis grupos foi realizado com a finalidade de
comparagao dos efeitos da dieta rica em NaCl e dos efeitos da dieta rica em
outro sal (KCI) na colite. Para tal, foram mensuradas as citocinas IL-10, IL-17A,
IL-23 e IFN-y, além da realizacdo dos exames bioquimicos e hemograma:

creatinina, ureia, plaguetas, hemacias, hematocrito, leucocitos e linfécitos.

A eutanasia nos desenhos experimentais |, Il e IV foi realizada apés trés
semanas de experimento. No desenho experimental Ill, a eutanasia foi
realizada de acordo com o grupo em diferentes tempos: 1, 3, 5 ou 7 dias apés
0 inicio da indugdo da colite. No momento da eutanasia, os camundongos
foram anestesiados com uma inje¢ao intraperitoneal de 0,1ml de uma solugéo
contendo 1,7mg do anestésico cloridrato de quetamina misturado a 0,33mg do

relaxante muscular 2-(2,6-xilino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (xilazina) diluidos
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em tampéao fisiolégico. O sangue foi retirado para dosagens bioquimicas
(creatinina e ureia) do soro. O bago, linfonodos mesentéricos e linfonodo cecal
foram retirados para dosagem de citocinas e para citometria de fluxo. O cdlon
foi retirado para histologia, dosagem de citocinas do extrato, dosagem das
enzimas MPO e NAG, além da sua analise clinica. A porgao do célon destinada
a analise histologica foi acondicionada em recipiente com formol tamponado.
Os 6rgéos destinados a dosagem de citocinas foram armazenados em tubos a
-20°C. O lavado do conteudo do intestino delgado foi utilizado para dosagem

da IgA secretéria.

4.3 Inducéo da colite

A inducdo da colite foi realizada por meio da administracao de dextrana
sulfato de sodio (DSS) a 1%, ofertado na mamadeira, como unica fonte liquida
durante sete dias, conforme adaptagédo do protocolo desenvolvido por Okayasu
e colaboradores em 1990. A solugdo de DSS era renovada e mensurada

diariamente durante o periodo de indugao da colite.

O DSS usado para a inducao de colite foi da marca MP Biobedicals, lote

M5975, com peso molecular de 36 kDa.

4.4 Dieta

A dieta padrao utilizada no experimento e ofertada aos grupos controle e
DSS foi baseada na dieta AIN-93G, estabelecida pelo Instituto Americano de
Nutrigdo (American Institute of Nutrition- AIN) para estudos nutricionais em

roedores (REEVES et al., 1993).

A dieta rica em sal foi feita a partir da dieta AIN-93G com o acréscimo de

4% de NaCl. Ambas as dietas foram preparadas no laboratério de
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Imunobiologia a partir dos componentes referidos na tabela 1, apés a mistura
dos ingredientes, aproximadamente 200 mL de agua por quilo de dieta foram

adicionados para facilitar a manufatura dos pellefs.

A composi¢cao de micro e macronutrientes das dietas padrao e rica em
sal sdo idénticas, com exceg¢ao da composi¢ao de soédio que € acrescentado na

dieta rica em sal, conforme apresentado na tabela 2.

Tabela 1. Componentes da dieta AIN-93G

Componentes da dieta AIN-93G Quantidade em mg/kg de dieta

Amido de milho 397,486
Caseina 200
Amido dextrinizado 132
Agucar 100
Oleo de soja 70
Celulose 50
Mix mineral 35
Mix vitaminico 10
Cistina 3
Bitartarato de colina 2,5
Bht 0,014
TOTAL 1000

Adaptado de (REEVES et al., 1993)
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Tabela 2. Composi¢cdo mineral da dieta padrdo AIN-93G e da dieta rica em sal

DIETA Dieta padrao Dieta rica em sal

Calcio 5000 5000

Potassio 3600 3600

Sédio 1019 17.739

Magnésio 507 507

Zinco 30 30

Cobre 6 6

Molibidénio 0,15 0,15

Adaptado de (REEVES; NIELSEN; FAHEY JR, 1993)
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4.5 Avaliagdo do peso corpéreo dos animais

Durante o periodo experimental, os animais foram pesados no dia inicial
e a cada semana até o dia do inicio da inducdo da colite com DSS, apds esse
momento, os camundongos foram pesados diariamente sempre no mesmo

horario.

O peso foi utilizado para a curva de crescimento, tendo sido feita a
média de cada grupo em cada dia avaliado, além de ter sido calculado o
percentual de variagdo de peso (utilizado para obtencdo do escore clinico da
doenca). O percentual de variagao de peso foi obtido a partir do peso inicial no

experimento e o peso do dia da eutanasia, a partir da férmula abaixo:

% variacao de peso = (peso final — peso inicial) x 100

peso final

4.6 Avaliagdao do consumo de dieta

O consumo de dieta foi mensurado por meio da verificacido do peso da
sobra de dieta na gaiola e do peso de dieta ofertado anteriormente. Assim, a
partir da quantidade de dieta consumida pelos animais da gaiola, foi feita a

média de consumo considerando o numero de camundongos na gaiola.

4.7 Avaliagdo do Indice Clinico da doenga

O escore clinico da colite foi obtido por meio de valores atribuidos aos
seguintes parametros: percentual de perda de peso, diarreia e sangramento.
Essa avaliagdo foi realizada no momento da eutanasia dos animais, apds a

retirada e abertura do célon. A diarreia foi classificada como ausente,
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moderada ou severa, conforme a consisténcia das fezes. O sangramento foi
classificado como ausente, oculto (se presente nas fezes) ou aparente (se
visivel no anus/calda do animal). A pontuagao foi realizada conforme a tabela

3.

Tabela 3. Indice Clinico da doenga

Pontuacao % perda de peso Diarreia Sangramento
0 Ausente Ausente Ausente

1 1-5

2 6-10 Moderada Oculto

3 11-15

4 >15 Severa Aparente

Adaptado de (KANG et al., 2006)

4.8 Avaliagao histologica

Para a obtencdo do indice histologico da doenga, os seguintes
parametros foram avaliados: destruicdo da arquitetura da mucosa, infiltracao
celular, espessamento do musculo, presenca ou auséncia de abcessos das
criptas e presenca ou auséncia de deplecdo de células caliciformes. A

pontuacao foi estabelecida conforme os valores apresentados na tabela 4.
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Tabela 4. Indice Histologico

Parametro Pontuagao

Presenca e grau de infiltragao celular 0 — normal
1-leve
2 —moderada

3 —infiltragdo transmural

Presen¢a ou auséncia de abcessos das 0 - ausente

criptas
1 —presente

Adaptado de (MCCAFFERTY et al., 2000)
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4.9 Comprimento do célon

A medi¢cao do comprimento do célon foi feita com o auxilio de uma régua
comum de 20 cm e os resultados obtidos foram utilizados para calcular a média

do grupo.

4.10 Coleta de sangue e soro

ApOs anestesia, os animais tiveram o sangue retirado por meio do plexo
subaxilar e colocados em tubos de 1 mL para posterior centrifugagao. Para a
separagao do soro, o sangue foi mantido a 37°C em estufa durante 15 minutos
e depois transferido para geladeira a 4°C, onde permaneceu durante outros 15
minutos. Apos esse procedimento, o sangue foi centrifugado a 600 g por mais
15 minutos. Ap6s a centrifugacao, o soro foi separado com pipeta e congelado

a -20°C para posteriores analises.

4.11 Coleta do muco intestinal

O conteudo do intestino delgado foi coletado no momento da retirada do
mesmo para dosagem de IgA secretoria. Foi feita uma perfusdo de 10 mL de
salina tamponada (PBS) 1x gelada com auxilio de uma seringa e agulha por
uma das extremidades do intestino e o lavado era coletado em tubo de 15 mL

pela outra extremidade.

Apds a coleta do muco intestinal, o conteudo foi centrifugado a 1200
RPM a 4°C durante 20 minutos, o sobrenadante foi coletado e utilizado

imediatamente para a dosagem de slgA.

45



4.12 Analise Histoldgica

As porgdes mais distais do célon foram fixadas em formalina e
processados para analise histologica. Os cortes corados com hematoxilina e
eosina foram ranqueados as cegas e posteriormente analisados com base no
sistema de pontuagao descrito por McCafferty e colaboradores em 2000, no
qual, a somatdria dos parametros avaliados (apresentados na Tabela 4) pode

chegar a um indice com valor maximo de 11.

Para obtencdo das imagens, os cortes foram selecionados a partir da
observacdo em microscopio Optico acoplado a uma camera digital e as

imagens capturadas com o auxilio de um computador.

4.13 Dosagem de Ureia

A determinagdo da ureia foi realizada por meio do método enzimatico
colorimétrico (Urease, Berthelot). Foi utilizado o kit Ureia Color (Versdo Jun/12)
da Katal. As amostras foram homogeneizadas com o reagente de cor de uso e
colocadas em banho-maria por 5 minutos a 37°C. A leitura foi feita em

espectrofotometro a 600 nm.

CALCULOS
Ureia (mg/dL) = (Abs.doTeste + Abs.do Padrao) x70
Fator de calibragdao = 70 + Absorbancia do Padrao

Ureia (mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator

4.14 Dosagem de Creatinina

A determinagao da creatinina no soro foi realizada por meio do método

colorimétrico (Jaffé). Foi utilizado o kit Creatinina (Versédo Jun/12) da Katal. As
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amostras foram homogeneizadas com o tampao e o acido picrico e mantidas
em banho-maria a 37°C por 10 minutos. Posteriormente, as absorbancias
foram lidas em espectrofotometro a 510 nm para obtencao do primeiro valor de
absorbéancia. O segundo valor foi obtido com a adigdo de 0,1 mL de
acidificante, foram aguardados 5 minutos e feita uma nova leitura a 510 nm. Os

dois valores foram utilizados para o calculo da creatinina.

CALCULOS
Creatinina = [(A1 - A2) + Absorbancia do Padrao] x 3
Fator de calibracdo = 3 + absorbancia do Padrao

Creatinina (mg/dL) = (A1 - A2) x Fator

4.15 Hemograma

O hemograma foi realizado no equipamento Coutler T890, que utiliza a
tecnologia de Analise de Impedéancia desenvolvida por Wallace Coutler e
baseia-se na quantificacdo dos pulsos gerados pelas células ao passar por um
orificio por onde flui uma corrente continua. Pelo fato das células sanguineas
nao conduzirem bem a eletricidade, ao passar por esta pequena abertura
ocorre um aumento mensuravel da impedancia elétrica. Desse modo sao
contadas e medidas as células, uma vez que o pulso é proporcional ao
tamanho da célula analisada (DE L FREITAS; FERNANDEZ, 2011; FAILACE,
2003; PICARD et al., 1991).

4.17 Preparo das amostras para a medida da atividade das enzimas MPO e

NAG Dosagem de NAG

Inicialmente, as amostras foram homogeneizadas na solucdo Buffer 1

gelada (NaCl 0,1M, NasPOs 0,02M e NaEDTA 0,015M), numa propor¢ao de

47



1,9 mL/100mg de tecido e centrifugadas a 4°C por 10 minutos a 10000 RPM. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em solu¢cao de NaCl
0,2% e NaCl 1,6% acrescida de 5% de glicose, ambas geladas, numa
proporcao de 1,5mL/100mg de tecido. As amostras foram novamente
homogeneizadas e centrifugadas a 4°C por 10 minutos a 10000 RPM. O
sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspendido em Buffer 2 (Na3PO4
e HETAB 0,5% p/v) solugao esta armazenada a temperatura ambiente, numa
proporcao de 1,9 mL/100mg. As amostras foram homogeneizadas e metade do
volume foi retirado para a dosagem da atividade da enzima NAG. A outra
metade do homogenato foi utilizada para a determinacao da atividade da MPO.

A partir desta etapa, as amostras receberam tratamentos distintos.

4.18 Quantificagao indireta da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO) no

colon

Para o ensaio de MPO, apds a divisao do homogenato, aquele destinado
a dosagem da atividade da MPO foi congelado em nitrogénio liquido e
descongelado em agua a temperatura ambiente. Este procedimento foi
realizado trés vezes consecutivas. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 4°C por 15 minutos a 10000 RPM. Foi retirada uma aliquota de
100 pL do sobrenadante para diluicdo em Buffer 2 e realizacdo do ensaio

enzimatico.

Em microplaca de 96 pocos, foram pipetados, em duplicata, 25 pL de
cada amostra. Posteriormente, foram adicionados 25 pL do substrato TMB,
previamente diluido em DMSO. A placa foi colocada em estufa a 37°C por 5
minutos. Em seguida foram acrescentados 100 pL de H202 0,002% e as
amostras foram novamente incubadas a 37°C por 5 minutos. Apés o periodo de

incubacao, a reacao foi paralisada com a adi¢cao de 100 pL de H2SO4. A leitura
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da absorbéancia foi feita a 450nm. Utilizou-se a média dos valores obtidos em

cada duplicata para a determinacao da atividade da enzima.

4.19 Quantificagéo indireta da atividade da enzima N-acetilglicosaminidase

(NAG)

Apo6s a divisdo do homogenato, a avaliagao da atividade da NAG foi feita
separadamente. Para isso, foi acrescentada ao homogenato a solugéo
Salina/Triton (Salina 0,9% e Triton x-100 0,1%), numa propor¢gao de
2mL/100mg de tecido. As amostras foram homogeneizadas e em seguida
centrifugadas a 4°C por 10 minutos a 3000 RPM. Cem microlitros (100 pL) do
sobrenadante foram coletados e diluidos em tampao citrato fosfato (acido
citrico 0,1M e Na2HPO4 0,1M) para proceder ao ensaio de NAG. Na
microplaca, foram pipetados 100 pL de cada amostra diluida. Foram
acrescentados 100 pL do substrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminida,
diluidos em tampao citrato fosfato. As amostras foram incubadas em estufa a
37°C por 5 minutos. Apos a reacao, 100 uL de tampao glicina 0,2M foram
adicionados as amostras para paralisar a reacdao. A absorbancia foi lida a
400nm. Utilizou-se a média dos valores obtidos em cada duplicata para

determinacao da atividade da enzima.

4.20 Dosagem de citocinas nos extratos de tecido de bago, linfonodos
mesentéricos, linfonodo cecal e célon

As amostras do cdlon, baco, linfonodos mesentéricos e linfonodo cecal
foram pesadas e adicionados 1mL de solugdo tampao (0,05% de Tween-20,
0,1 mM de PMSF, 0,1 mM de cloreto de benzotonio, 10mM de EDTA e 20 KIU
de aprotinina A) para cada 100mg de tecido. As amostras foram trituradas com

um homogeneizador de tecidos e centrifugadas a 12.000g durante 10 minutos
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a 4°C. Durante o periodo de manipulagéo, as amostras foram mantidas em

gelo e as amostras foram plaqueadas no mesmo dia.

A determinacao da concentragao de citocinas foi realizada por meio do
ensaio imunoenzimatico ELISA (MARON et al., 1999). As placas de 96 pogos
(Nunc-Immuno Plates MaxiSorp) foram sensibilizadas com 100 pl/pogo de
anticorpos monoclonais (BD Pharmingen) reativos contra INF-y, IL-10, IL-6,
TGF-B, TNF-q, IL-4, IL-5, IL-17 e IL-12 diluidos em tampao carbonato pH 9,6 e

mantidas overnigth a 4°C.

No dia seguinte, as placas foram lavadas com salina tween e
bloqueadas com 200 pl/po¢co de PBS-caseina, por 1 hora a temperatura
ambiente. Apds esse tempo, as placas foram lavadas com salina Tween. Em
seguida, foram adicionadas as amostras, assim como o padrdo (do qual foi

realizada diluicdo 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 pL/pogo de anticorpos monoclonais de
camundongo especificos para as citocinas ja citadas e marcados com biotina
na concentragdo de 0,5 pg/mL. Posteriormente, uma solugdo adicional de
deteccdo contendo estreptavidina conjugada a peroxidase (100 pL/pogo)
(Southern Biotecnology Associate Inc.) foi adicionada e incubada por 1 hora a

temperatura ambiente.

A reacao enzimatica foi revelada incubando-se as placas, ao abrigo da
luz, com uma solugdo contendo 0,2 pyL/mL de H202 e 0,4 mg/mL de
ortofenileno-diamino (OPD) em tampao citrato pH 5,0 até o desenvolvimento de
uma coloracdo amarelo-escuro. Apds essa etapa, as reacbes foram
interrompidas pela adicdo de 20 uL/pog¢o de uma solugao de acido sulfurico a
2N. As absorbancias (A = 492 nm) das amostras foram obtidas pelo leitor de

ELISA automatico (Asys- modelo Expert plus). Os valores das absorbéancias
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foram convertidos em ng/mL baseando-se em curvas obtidas com diferentes

concentragdes de citocinas recombinantes, utilizadas como padrao.

4.21 Citometria de fluxo

Apos o sacrificio dos animais, o baco, os linfonodos mesentéricos e o
linfonodo cecal foram retirados cuidadosamente com o auxilio de uma pinca
cirurgica, sendo em seguida, colocados em tubos de 15 mL contendo 2 mL de
meio de cultura incompleto, no caso dos bacos, ou completo, no caso dos
linfonodos. 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, 1mM de piruvato de sodio, 0,1 mM de aminoacidos n&o-essenciais,

25 mM de HEPES e 5-10% de soro fetal bovino inativado, pH 7,2.

O bacgo foi macerado com auxilio de um émbolo de seringa usado para
pressionar o tecido contra uma redinha e mantido na mesma solugdo (meio
RPMI incompleto) em que se encontrava. O conteudo foi novamente colocado

no tubo Falcon de 15 mL apds a maceracgao.

Os linfonodos foram macerados por meio da friccdo dos mesmos entre
duas laminas de vidro. O conteudo macerado, juntamente com os 2 mL de

meio RPMI completo retornaram ao tubo de 15 mL.

ApOs a maceragao, os tubos contendo as células dos bagos e dos
linfonodos foram centrifugados a 300g durante 10 minutos a uma temperatura
de 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e no caso dos linfonodos, o
pellet ressuspendido em 200 pL de meio completo. Nos tubos contendo células
de baco, deve-se proceder primeiro a hemolise das hemacias restantes no

sedimento, para tal, adicionou-se 9 mL de agua destilada a cada tubo e
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posteriormente 1 mL de PBS concentrado 10x. A suspensao foi novamente
centrifugada a 300g, por 10 minutos a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e o concentrado celular foi ressuspendido em 1000 pL de meio

incompleto, para realizagado da contagem de células.

Para a contagem das células, as suspensdes de células de bacgo diluidas
100 vezes e as de linfonodos diluidas 20 vezes, foram homogeneizadas com
eritrocina para marcagao das células inviaveis, para tal procedimento, 50 pL de

solugao de células foram misturados a 50 pL de eritrocina.

Posteriormente, as células foram colocadas na Camara de Neubauer
para contagem em microscopio optico. Apoés contar as células ndo coradas
(viaveis), o numero de células foi expresso de acordo com a férmula: n° de
células/mL = [(células viaveis x diluigao x 104)/n°® campos contados na Camara

de Neubauer] x volume inicial da suspensao celular.

A partir do numero de células obtido, as concentracdes das suspensdes
foram todas padronizadas pela adicido do volume necessario de RPMI

completo para se obter 108 células/mL.

Para a leitura em citdbmetro de fluxo, foram utilizadas placas de 96 pocos
com fundo em U. Em cada poco, foi adicionada uma quantidade de solugao de
células isoladas do bago e dos linfonodos contendo um total de 106 células e
10 uL do anticorpo previamente diluido. As placas foram incubadas durante 30

minutos a 4°C ao abrigo da luz.

Apos o periodo de incubacgao, foram adicionados 200 yL de PBS wash
em cada pogo e posteriormente, as placas foram levadas para centrifugacéo a
1200 RPM, durante 10 minutos a temperatura de 4°C. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o conteudo sedimentado foi homogeneizado

cuidadosamente. Esse procedimento foi repetido.
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As células foram ressuspendidas com 100 pyL de MAC-FACS
(paraformaldeido diluido 1/20 em PBS 1x) e incubadas por 30 minutos em
geladeira (4°C). ApOs esse tempo, as placas foram lavadas e as células
ressuspendidas com 200 uL de PBS 1x. Finalmente, as células suspensas em
PBS 1x foram transferidas para tubos para leitura de FACS e armazenadas em

geladeira a 4°C overnight.

Para as células marcadas com Foxp3, foram necessarias outras etapas
referentes a marcacao intracelular além dessas citadas acima. Apds o
plagueamento com solugéo contendo 108 células e os anticorpos marcadores
de superficie, a placa foi incubada durante 30 minutos em geladeira ao abrigo
da luz. Em seguida, foi lavada em PBS-wash e levada para centrifugagao a
1200 rpm por 10 minutos a 4°C. Essa ultima etapa foi repetida. Nesse ponto,
inicia-se o protocolo de fixacdo e permeabilizacdo especifico para marcacao
intracelular de Foxp3. Para essa marcagao, foi utilizado o Kit da BD para
marcacgao intracelular de Foxp3. As células foram entdo ressuspendidas
utilizando 100 pL/pogo de Tampao de Fixagdo da BD (solugdo 4% de
paraformaldeido). A placa ficou incubada por 30 minutos, a 4°C ao abrigo da
luz. A placa foi posteriormente levada para centrifugacdo (1200 rpm por 10
minutos a 4°C) e o sobrenadante foi desprezado. Em seguida, a placa foi
lavada 1 vez com o Tampao de Permeabilizacdo da BD e incubada durante 30
minutos a 37°C (na estufa), ao abrigo da luz. As células foram novamente
centrifugadas (1200 rpm por 10 minutos a 4°C) e o sobrenadante desprezado.
A placa foi lavada com PBS-wash e novamente levada para centrifugagao. O

sobrenadante foi descartado.

ApoOs todas essas etapas, o pellet pode receber 10 yL de solugao de
anti-Foxp3 diluido em PBS-wash e incubado por 20 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. A placa foi entdo lavada com PBS-wash e levada

para centrifugacdo. O sobrenadante foi desprezado. Este ultimo passo foi
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repetido e a placa incubada por 30 min a temperatura ambiente com 200
pL/pogco de MAC FACS. A placa foi novamente lavada, centrifugada e o
sobrenadante descartado. As células foram finalmente ressuspendidas em
pML/poco de PBS 1x e armazenadas em tubos para leitura de FACS em

geladeira.

A andlise dos dados foi realizada utilizando um citbmetro de fluxo
FACScan (Becton Dickison, Mountain View, Califérnia). O percentual de células
positivas foi analisado através do software FlowJo versao 7.0. Primeiramente a
regidao de células foi delimitada por tamanho e granulosidade (FSC-H x SSC-
H). O quadro 1 indica as marcagbes realizadas para determinagdo do
percentual de células reguladoras, neutréfilos e macréfagos no bago,

linfonodos mesentéricos e linfonodo cecal.

Quadro 1. Marcadores utilizados na citometria de fluxo de células isoladas do

baco, linfonodos mesenteéricos e linfonodo cecal

Marcagao 1 F4 80 CCR2 CD86

Fluorocromo APC FITC PE

Diluigdo 1/300 1/100 1/300

Marcagao 2 CD4 Foxp3 Neuropilina
Fluorocromo FITC PE APC

Diluicdo 1/100 1/100 1/50

Marcagao 3 CD4 CD25 LAP

Fluorocromo FITC PERCP-CY PE

Diluicdo 1/100 1/50 1/100

Marcagdo 4 F4/80 CD11B Ly6G Ly6C
Fluorocromo APC CcY PE FITC
Dilui¢do 1/300 1/300 1/300 1/100
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Para determinacdo do percentual de células reguladoras, dentro da
regiao de CD4+ da populagdo de linfécitos, foram consideradas as células
Foxp3+neuropilina+, LAP+CD25+ e LAP+CD25-. Para a determinacado de
macroéfagos, dentro da regiao de células F4/80+, foram consideradas as células
CCR2+CD86+. E finalmente, para a determinagao da frequéncia de neutrdfilos,
foram consideradas as células Ly6G+Ly6C-, dentro da regido F4/80-
(selecionada dentro de CD11 B+). O esquema da estratégia adotada para

determinacao das células referidas é representado pela figura 6.
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Figura 6. Esquema representativo da estratégia utilizada para determinacdo das células reguladoras,
macréfagos e neutrdfilos. (A) Células reguladoras determinadas a partir de percentual de células
Foxp3+neuropilina+, CD25+LAP+ e CD25-LAP+, dentro das células CD4+ selecionadas no gating de
linfécitos. (B) Macrofagos determinados por meio do percentual de células F480+CCR2+CD86+. (C)
Neutrdfilos determinados pelo percentual de células Ly6G+Ly6C- dentro de F480-, selecionadas dentro de
CD11B+.
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4.22 Analises estatisticas

Para comparagao entre dois grupos experimentais, foi utilizado o test t
de Student. J&4 a comparagcao do peso corporal e consumo de dieta entre os

grupos foi realizada através do teste two-way ANOVA e pés-teste de Tukey.

O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. O programa utilizado para

fazer os testes foi 0 GraphPad Prism versao 6.

4.23 Solugdes utilizadas

4.22.1 Solugdes para preparacgao celular

PBS 10x-pH 7,2

v' 80,00 g de NaCl;

v' 2,00 g de KCI;

v' 21,70 g de Na2HPOy;
v' 2,00 g de KH2POyg;

v" 1000 mL de agua bidestilada ou deionizada

Salina 10x

v' 85 g de NaCl;

v" 1000 mL de agua bidestilada ou deionizada

Salina fisiolégica a 0,85% (a partir da solugao estoque 10X)

v" 100 mL da solugdo salina 10X;
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v' 900 mL de agua bidestilada ou deionizada;

v" Filtrada em fluxo laminar ou autoclavada

RPMI 1640 incompleto - pH 7,3

v

v

v

v

v

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

v

v

v

450 ml de meio RPMI incompleto;
50 mL de soro fetal bovino;

5 mL de solugdo de aminoacidos n&o essenciais (100X -
10mM);

5 mL de solugdo de piruvato de sodio (100X - 100mM) ou

55 mg de piruvato de sodio;

5 mL de L-glutamina (100x - 200 mM);
0.450 mL de 2-mercaptoetanol.

2,5mL de gentamicina (5mg/mL);

1,5mL de fungizona
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4.22.2 Solugdes usadas para os testes de ELISA (diluidas em agua bidestilada

ou deionizada)

v

Tampao Carbonato pH 9,6 (Coating Buffer)

1,86 g de NaxCOs;
2,93 g NaHCOs3 - 0,035M;

1000 mL de agua destilada ou deionizada

Tampao Fosfato (PBS) pH 7,2

NaCl 0,0015M
KCI 0,0081M
Na2HPO4 x 7 H20 0,1369M

KH2PO4 0,0027M

PBS-caseina 25%

Tampéao fosfato pH 7,2
2,5 g de caseina.

1000 mL de solucédo PBS 1x

Salina fisiolégica

NacCl 0,85%
Salina-Tween 10x
85 g de NaCl;

5 mL de Tween 20;
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v" 1000 mL de agua bidestilada ou deionizada

Tampao Citrato - pH 5

v' 13,41 g de NaHPO4
v' 5,19 g de Acido citrico (CsHsO7)

v" 1000 mL de agua bidestilada ou deionizada

Solugdo de acido sulfirico 2N

v 53,24 mL de H2SO4

v" 1000 mL de agua bidestilada ou deionizada

Solugio do substrato (por placa)

v OPD: 4 mg
v’ H202-2pL

v' Tampao citrato pH 5: 10 mL

4.22.3 Solugdes usadas para a medida da atividade de mieloperoxidase (MPO)

Buffer1 pH 4,7

v' 5,84 g/L de NaCl 0,1M
v' 3,12 g/L de Na3zPO4 0,02M

v 5,58 g/L de Na2EDTA 0,015M
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Buffer2 pH 5,4

v' 7,8 g/L de NasPO4 0,05M

v 5g/L de HETAB 0,5% p/v

TMB (1,6 mM final na placa)

v 3,845 mg/mL do substrato TMB (3,3, 5,5-

tetrametilbenzidina) em DMSO (dimetilsulféxido)

H202 0,002%

v" 1:10 (em agua deionizada) a solugéo estoque 30% =
H202 3%

v' 7 uL de H202 3% em 12 mL de buffer2

4.22.4 Solugdes utilizadas para a medida da atividade de N-acetilglicosamidase

(NAG)
Salina Triton

v Solugao salina 0,9%/Triton x-100 0,1% v/v

Substrato  (p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminida) Sigma

diluido

v' 0,767 mg de substrato por mL de tampéao citrato/fosfato

Tampao Citrato/Fosfato pH 4,5
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v

v

100 mL de acido citrico 0,1M

155 mL de Na2HPO4 0,1M

Tampéao Glicina 0,2M pH 10,6

v

v

v

v

Homogeneizar quantidades iguais de:

Glicina 0,8M
NaCl 0,8M

NaOH 0,8M
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5 RESULTADOS
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5. Resultados

A dieta rica em sal (HSD, do inglés High Salt Dief) foi capaz de alterar
alguns parametros histolégicos e bioquimicos em relagcdo ao grupo controle
que recebeu a dieta padrdo. Essa dieta também alterou parametros
histolégicos, clinicos, bioquimicos e imunologicos quando associada a um
evento inflamatdrio intestinal. Foram observadas diferengas entre o grupo que
recebeu dieta rica em sal e foi submetido a administragao de DSS para indugao
de colite quando comparado ao grupo que foi submetido ao DSS, mas recebeu
dieta padrao. Os resultados serdo apresentados por parte, parte |, parte Il,

parte lll e parte IV, conforme o protocolo utilizado.

5.1 Resultados Parte |

Os resultados apresentados nesse topico referem-se ao primeiro
protocolo apresentado, no qual os animais do grupo controle receberam dieta
padrao e agua durante as trés semanas de experimento; o grupo HSD recebeu
dieta rica em sal durante as duas primeiras de experimento, mas esta é
substituida por dieta padrdo na ultima semana; o grupo DSS que recebeu dieta
padrao durante todo o experimento e tem a agua substituida por DSS na
terceira semana e, finalmente, o grupo HSD + DSS que recebeu dieta rica em
sal durante as duas primeiras semanas de experimento e dieta padrao na

ultima semana, quando também a agua é substituida por DSS.

5.1.1 A diela rica em sal provocou o agravamento da colite

A avaliacdo de parametros como peso corporal e o consumo de dieta
sdao de extrema importancia para a determinacido do estado nutricional do
animal que é, por sua vez, um dos indicadores do quadro clinico da doenga,

além de estar intimamente ligado ao sistema imune do individuo.
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Os camundongos foram pesados semanalmente durante as duas
primeiras semanas e diariamente a partir da terceira semana, sempre no
mesmo horario. A partir do peso inicial e do peso no dia da eutanasia, foi
calculado o percentual de ganho de peso. Pode-se observar que nao houve
diferenga entre o percentual de ganho de peso entre o grupo DSS e o grupo
HSD + DSS. Porém, foi encontrada diferenga entre o ganho de peso dos

grupos HSD e controle e entre HSD e HSD + DSS (figura 7A).

O peso dos animais também foi avaliado por meio de uma curva de
crescimento que abrange desde o inicio do experimento até o dia da eutanasia
(figura 7B). Houve diferenca de peso nos dias 5 e 6 da terceira semana de
experimento entre os grupos controle e HSD + DSS. E no ultimo dia do
experimento, o grupo controle apresentou menor peso corporal do que o HSD,

também apresentou menor peso do que esse ultimo grupo, o grupo HSD +

DSS.
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Figura 7: Avaliagao do peso dos animais durante a aplicagao do primeiro protocolo experimental. As diferengas de ganho
de peso foram avaliadas entre os grupos controle, DSS (recebeu dieta padrdo e DSS), HSD (recebeu dieta rica em sal e dgua)
e HSD + DSS (recebeu dieta rica em sal e DSS). (A) Percentual de ganho de peso dos animais em cada grupo experimental
calculado como percentual da diferenca de peso no valor do peso inicial dos camundongos. Niveis de significancia baseado
no Teste t de student. Diferencas estatisticamente significativas sdo representadas por asterisco (*). O nivel de significancia
minimo aceito foi p<0,05. (B) Curva de peso corporal dos animais em cada grupo experimental. Os animais foram pesados
semanalmente durante as duas primeiras semanas e diariamente durante a terceira semana. Niveis de significancia baseado
no Teste two-way ANOVA. ? representa diferencas entre os grupos Controle e HSD + DSS; b representa diferenca entre os
grupos Controle e HSD; © representa diferenca entre HSD e HSD + DSS. O nivel de significdncia minimo aceito foi p<0,05.
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A quantificacdo do consumo de DSS e de dieta é extremamente
relevante para o experimento, tendo em vista que consumos diferentes tanto de
um quanto de outro poderiam levar a resultados que ndo seriam
necessariamente devidos a dieta rica em sal, ou seja, aumentaria uma variavel
no experimento. Com isso, tanto o consumo de DSS quanto de dieta foram
monitorados durante todo o experimento. No primeiro protocolo utilizado, o
consumo de DSS foi diferente entre os grupos que foram submetidos a
administragdo do agente quimico (Figura 8A). Essa diferengca poderia
acrescentar uma nova pergunta ao trabalho: os resultados obtidos a partir
desse protocolo seriam devido ao consumo da dieta rica em sal ou ao consumo
aumentado de DSS? Porém, posteriormente, nos experimentos utilizando os
demais protocolos, essa diferenca € abolida por meio da restricido de oferta de
DSS. A restricao foi feita pela oferta de quantidades equivalentes de DSS para
ambos os grupos (quantidade adequada de liquido para cada animal —
aproximadamente 6 mL/dia/camundongo) e pela nao reposigao de liquido
(solugcdo de DSS ou agua) quando este era completamente consumido pelos

animais de um grupo, de modo a prevenir uma possivel recuperagao.

O consumo de dieta foi mensurado com o objetivo de garantir que as
alteragdes clinicas observadas nao seriam decorrentes de um consumo
diferenciado de dieta. Como representado na Figura 8B, nao houve diferenca

entre os grupos em nenhum tempo de consumo de dieta.
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Figura 8: Consumo de Dextrana Sulfato de Sddio (DSS) e consumo da dieta nos grupos experimentais.
As diferencas de consumo de DSS e dieta foram avaliadas entre os grupos controle, DSS (recebeu dieta
padrdo e DSS), HSD (recebeu dieta rica em sal e agua) e HSD + DSS (recebeu dieta rica em sal e DSS). (A)
O consumo de DSS foi avaliado nos grupos DSS e HSD +DSS. Esse consumo foi obtido diariamente a partir
da diferenca entre a quantidade de DSS ofertada e a sobra nas mamadeiras. Barras representam a média
e o desvio padrdo de cada grupo. Niveis de significAncia baseados no Teste t de student. Diferencas
estatisticamente significativa sdo representadas por asterisco (*). O nivel de significancia minimo aceito
foi p<0,05. (B) O consumo de dieta foi obtido por meio da diferenga entre a quantidade ofertada e a
sobra na gaiola. Niveis de significancia baseados no Teste two-way ANOVA. O nivel de significancia
minimo aceito foi p<0,05.

A avaliacdo do quadro clinico que acompanha a doencga € importante
para a percepc¢ao dos efeitos da dieta rica em sal na colite. Para tal, foi utilizado
um protocolo desenvolvido por Kang e colaboradores (KANG et al., 2006) que
se baseia na atribuicdo de pontos aos seguintes parametros: percentual de
perda de peso, diarreia e sangramento. Quanto maior o indice clinico, maior a
gravidade da colite. A dieta rica em sal alterou parametros clinicos da doenga
no grupo DSS comparado ao grupo HSD + DSS. Nao foi observada diferenga
nesses parametros ao se comparar o grupo controle com o grupo HSD que

somente consumiu a dieta rica em sal (Figura 9A).

Além do indice clinico, o comprimento do colon € um fator clinico

relevante a ser considerado na colite, tendo em vista que, em geral, é
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inversamente proporcional a gravidade da doenga. Como representado na
figura 9B, a dieta rica em sal levou ao encurtamento do célon no grupo que foi
submetido a dieta associada a administracdo do DSS quando comparado com

0 grupo que recebeu dieta padrao e DSS.

As alteragdes morfoldgicas dos colons dos animais foram avaliadas por
meio da adaptacado do protocolo desenvolvido por McCafferty e colaboradores
(MCCAFFERTY et al., 2000). A avaliagao leva em consideragdo os seguintes
parametros: extensdo da destruicdo da arquitetura da camada da mucosa,
presenga e grau do infiltrado celular inflamatério, presenga ou auséncia de
abcessos nas criptas e deplegcao das células caliciformes. Foi observado que a
dieta rica em sal foi capaz de aumentar o indice histolégico quando
comparados os grupos controle e HSD e os grupos DSS e HSD + DSS, ou
seja, a dieta rica em sal levou a alteragdes histolégicas até mesmo quando o

camundongo nao € submetido a administragdo de DSS (Figuras 9C e 9D).
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Figura 9: Avaliagao do quadro clinico e alteragdes histoldgicas da colite ulcerativa murina. O quadro clinico foi avaliado entre os grupos
controle, DSS (recebeu dieta padrdao e DSS), HSD (recebeu dieta rica em sal e agua) e HSD + DSS (recebeu dieta rica em sal e DSS). (A)
Avaliacdo do indice clinico da doenca, que foi obtido por meio de pontuacdes atribuidas aos parametros: percentual de perda de peso,
diarreia e sangramento. (B) O comprimento do célon foi medido com uma régua a partir da base do célon até o inicio do reto e foi
representado em centimetros (cm). (C) A avaliagao das alteragdes morfolédgicas do célon foi avaliada por um indice obtido a partir da
pontuagao dos seguintes parametros: destruicdo da mucosa, infiltrado inflamatério, espessamento do musculo, abcessos nas criptas e
deplecdo de células caliciformes. Diferencas estatisticamente significativa sdo representadas por asterisco (*). Niveis de significancia
baseado no Teste two-way ANOVA. O nivel de significancia minimo aceito foi p<0,05. (D) Analises histoldgicas mostram se¢des do cdlon
coradas com hematoxilina e eosina (HE), foi usado um aumento de 4x.
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5.2 Resultados Parte I

Os resultados apresentados nesse topico referem-se ao segundo protocolo
apresentado, no qual os animais do grupo controle receberam dieta padrao e agua durante as
trés semanas de experimento; o grupo HSD recebeu dieta rica em sal e agua durante as trés
semanas de experimento; o grupo DSS que recebeu dieta padrdo durante todo o experimento
e tem a agua substituida por DSS na terceira semana e finalmente o grupo HSD + DSS que
recebeu dieta rica em sal durante todo o experimento, tendo a agua substituida por DSS na

terceira e ultima semana.

5.2.1 A diela rica em sal causa o agravamento da colite

Assim como no protocolo anterior, os animais foram pesados durante todo o
experimento, sendo que nas duas primeiras semanas a afericdo foi feita semanalmente e na
terceira e ultima semana, os animais foram pesados diariamente. O grupo que recebeu dieta
rica em sal e agua teve menor ganho de peso do que o grupo que recebeu dieta padrao e
agua (controle). Foi diferente também, o percentual de ganho de peso do grupo DSS e do

grupo que recebeu dieta rica em sal e foi submetido a administracdo de DSS (figura 10A).

Com relacdo a curva de crescimento corporal, houve diferencas entre os pesos dos
animais nos dias 5, 6, 7, 8, 9 e 10 da ultima semana. Sendo que nos dias 7, 8, 9 e 10, o grupo
que recebeu DSS e dieta padrao teve peso corporal maior que o grupo de animais que

recebeu dieta rica em sal e DSS (figura 10B).

Os graficos de ganho de peso corporal e de curva de crescimento corporal mostram
que a dieta rica em sal levou a um menor ganho de peso quando associada a inflamacao

induzida pelo DSS, ou seja, o grupo HSD + DSS ganhou menos peso do que o grupo DSS.
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Figura 10: Avaliacdo do peso dos animais durante a aplicagdo do segundo protocolo experimental.
As diferencas de ganho de peso foram avaliadas entre os grupos controle, DSS (recebeu dieta padrao
e DSS), HSD (recebeu dieta rica em sal e agua) e HSD + DSS (recebeu dieta rica em sal e DSS). (A)
Percentual de ganho de peso dos animais em cada grupo experimental foi realizado como percentual
da diferenca de peso no valor do peso inicial dos camundongos. Niveis de significancia baseado no
Teste t de student. Diferencas estatisticamente significativas sdo representadas por asterisco (*). O
nivel de significancia minimo aceito foi p<0,05. (B) Curva de crescimento corporal dos animais em
cada grupo experimental. Os animais foram pesados semanalmente durante as duas primeiras
semanas e diariamente durante a terceira semana. Niveis de significancia baseado no Teste two-way
ANOVA. ? representa diferencas entre os grupos Controle e HSD + DSS; b representa diferenca entre
os grupos Controle e HSD; © representa diferenca entre HSD e HSD + DSS. O nivel de significancia
minimo aceito foi p<0,05.

Em todos os experimentos do segundo protocolo, o consumo de DSS entre os grupos
DSS e HSD + DSS foi restrito para que ambos os grupos consumissem a mesma quantidade.
Essa restricao foi importante para que os resultados encontrados pudessem ser relacionados

a dieta rica em sal e ndo a um consumo diferenciado de DSS (figura 11A).

Deve-se observar que os grupos apresentaram consumo de dieta sem diferencas
durante todo o experimento, o que mostra que as alteracoes de peso encontradas nao

decorreram de um consumo dietético diferente em termos quantitativos (figura 11B).
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Figura 11: Consumo de Dextrana sulfato de Soédio (DSS) e consumo da dieta nos grupos
experimentais. As diferencas de consumo de DSS e dieta foram avaliadas entre os grupos controle,
DSS (recebeu dieta padrdo e DSS), HSD (recebeu dieta rica em sal e dgua) e HSD + DSS (recebeu dieta
rica em sal e DSS). (A) O consumo de DSS foi avaliado nos grupos DSS e HSD +DSS. Esse consumo foi
obtido diariamente a partir da diferenca entre a quantidade de DSS ofertada e a sobra nas
mamadeiras. Barras representam a média e o desvio padrdo de cada grupo. Niveis de significancia
baseado no Teste t de student. Diferencas estatisticamente significativa sdo representadas por
asterisco (*). O nivel de significancia minimo aceito foi p<0,05. (B) O consumo de dieta foi obtido por
meio da diferenca entre a quantidade ofertada e a sobra na gaiola. Niveis de significancia baseado
no Teste two-way ANOVA. O nivel de significancia minimo aceito foi p<0,05.

Assim como no primeiro protocolo utilizado, o escore ou indice clinico da doenca foi
maior no grupo que recebeu a dieta rica em sal e foi submetido a administragcdo do DSS em

relagéo ao grupo que foi submetido ao DSS, mas recebeu dieta padrao (figura 12A).

Também foi observado um encurtamento do célon no grupo dos animais tratados com

dieta rica em sal e DSS quando comparados com o0s animais que receberam DSS e dieta

padrao (figura 12B).
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O indice histoldgico, avaliado para verificar a presenca de inflamacéo por meio das
alteragcdes morfologicas, foi obtido por meio de pontuagdes atribuidas aos seguintes
parametros: extensdo da destruigdo da mucosa, presenca e grau do infiltrado inflamatério,
espessamento do musculo, abcesso nas criptas e deplegao das células caliciformes. Quanto
maior o indice histolégico, maior o grau de inflamag&o. Assim como observado anteriormente,
o indice ou escore histologico foi maior no grupo HSD quando comparado ao grupo controle e

maior também no grupo HSD + DSS que no grupo DSS (figuras 12C e 12D).
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Figura 12: Avaliagao do quadro clinico e alteragées histoldgicas da colite ulcerativa murina. O quadro clinico foi avaliado entre
os grupos controle, DSS (recebeu dieta padrao e DSS), HSD (recebeu dieta rica em sal e dgua) e HSD + DSS (recebeu dieta rica
em sal e DSS). (A) Avaliacdo do indice clinico da doenga, que foi obtido por meio de pontuagdes atribuidas aos parametros:
percentual de perda de peso, diarreia e sangramento. (B) O comprimento do célon foi medido com uma régua a partir da base
do célon até o inicio do reto e foi representado em centimetros (cm). (C) A avaliagdo das alteracées morfoldgicas do cdlon foi
avaliada por um indice obtido a partir da pontuagdo dos seguintes parametros: destruicdo da mucosa, infiltrado inflamatério,
espessamento do musculo, abcessos nas criptas e deplecao de células caliciformes. Diferencgas estatisticamente significativa sao
representadas por asterisco (*). Niveis de significancia baseado no Teste two-way ANOVA. O nivel de significancia minimo
aceito foi p<0,05. (D) Andlises histoldgicas mostram se¢bes do célon coradas com hematoxilina e eosina (HE), foi usado um
aumento de 4x.
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5.2.2 A dieta rica em sal modificou o perfil de cifocinas na colife

Para verificagdo de alteracado do perfil das citocinas pré ou anti-inflamatérias com a dieta
rica em sal, foram avaliadas as citocinas IL-10 (anti-inflamatéria), IFN-y, IL-23 e IL-17A (pro-
inflamatorias). As citocinas IL-10, IL-17A e IFN-y foram medidas no extrato do colon, baco,

linfonodos mesentéricos e linfonodo cecal; a IL-23 foi analisada apenas no colon.

O IFN-y é uma citocina pro-inflamatoria com fungdes variadas, incluindo atividade
antiviral, aumento da expressao de MHC e estimulacdo de células T e células NK. Ja foi
demonstrado que essa citocina esta envolvida na iniciagdo da colite induzida por DSS (ITO et

al., 2006).

Em nosso trabalho, o IFN-y foi semelhante entre os grupos analisados nos extratos de
baco e de linfonodos (cecal e mesentéricos) (figuras 13A.1 e 13A.2) , porém foi encontrada uma
concentracdao aumentada dessa citocina no grupo controle em relagao ao grupo HSD e também

no grupo DSS quando comparado ao grupo HSD + DSS no célon (figura 13A.3).

A IL-17A induz respostas pré- e anti-inflamatorias em varios tecidos além de induzir
alguns genes relacionados a inflamacao, incluindo IL-6 (CHABAUD et al., 1998; FOSSIEZ, F. et
al.,, 1996). Essa citocina apresenta diversas fungbes e tem sido relacionada a diversas
desordens inflamatorias, como artrite reumatoide, lupus eritematoso sistémico, gastrite
associada a Helicobacter pylori e asma brénquica (CHABAUD et al., 2001; CHEN et al., 2003;
LUZZA et al., 2000; WONG et al., 2000). Foi mostrado também que a frequéncia de células T
produtoras de IL-17 e de macréfagos/mondcitos estd aumentada na mucosa inflamada de
pacientes portadores de IBD (FUJINO et al.,, 2003; NIELSEN et al., 2003). Porém, o papel

patofisiologico do aumento da IL-17 nessas situag¢des ainda precisa ser esclarecido.

No nosso experimento, os niveis de IL-17A no bago foram mais altos no grupo controle
que no grupo HSD e n&o sofreram alteragbes entre os outros grupos (figura 13B.1). Nos

linfonodos, ndo houve diferengas (figura 13B.2). Ja no cdlon, a concentragao de IL-17A foi maior
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no grupo DSS do que no HSD + DSS, o que nao foi observado nos demais grupos (figura

13B.3).

A IL-23 é uma citocina muito ligada a um amplo espectro de doengas autoimunes como
esclerose multipla, artrite reumatoide, psoriase e as proprias doengas inflamatorias intestinais
(Dlls) (KLEINEWIETFELD et al., 2013; WU et al., 2013). Essa citocina aparece como uma das
poucas para as quais seu requerimento em um estado pro-inflamatério de doencgas autoimunes
parece ser absoluto (CROXFORD; MAIR; BECHER, 2012). Além disto, ela apresenta um papel
critico na estabilizacdo e manutencédo do fendtipo de células Th17 por meio do aumento da
expressao do receptor da IL-23 (IL-23R) e por levar as células Th17 a desempenharem funcdes

patogénicas (AGGARWAL et al., 2003; ZHOU et al., 2007).

A IL-23 no célon foi semelhante entre os grupos DSS e HSD + DSS, porém apresentou-

se aumentada no grupo HSD quando comparada ao grupo controle (figura 13B.4).

A IL-10, uma citocina anti-inflamatéria, € produzida por células T reguladoras e uma
variedade de outros tipos celulares incluindo células epiteliais, macrofagos ativados, células
dendriticas e células B1. E uma citocina com atividade imunossupressora que age diretamente
em células apresentadoras de antigenos (APCs), inibindo a secregdo de IL-12 (citocina pro-
inflamatoria) e regulando de forma negativa a expressdao de MHC-Il e suas moléculas co-
estimulatérias CD80 e CD86 (SKEEN et al., 1996). Essa citocina apresenta papel fundamental
na homeostase intestinal e sua falta ja foi relacionada com doencas inflamatérias intestinais em

modelos experimentais e em humanos (GOMES-SANTOS et al., 2012).

Nesse trabalho, ndo foram observadas diferengas na concentracdo de IL-10 entre os
grupos no bag¢o nem nos linfonodos (figuras 13C.1 e 13C.2). Porém, nos extratos de colons, a
concentragdo de IL-10 foi maior no grupo que recebeu dieta rica em sal e agua durante o

experimento quando comparado ao grupo controle (figura 13C.3).
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Figura 13. Concentragdo de IFN-y, IL-10 e IL-17 no bago, linfonodos (mesentéricos e cecal) e no célon e IL-23 no célon. A concentragdo das citocinas foi
avaliada ap0s sete dias de inducdo da colite por DSS. As diferencas de concentra¢des das citocinas foram avaliadas entre os grupos controle, DSS (recebeu
dieta padrdo e DSS), HSD (recebeu dieta rica em sal e dgua) e HSD + DSS (recebeu dieta rica em sal e DSS). As citocinas foram mensuradas em extrato de
tecido através da técnica de ELISA. (A.1) Concentracdo de IFN-y no baco. (A.2) Concentracdo de IFN-y nos linfonodos. (A.3) Concentracdo de IFN-y no célon.
(B.1) Concentracao de IL-17 no baco. (B.2) Concentracdo de IL-17 nos linfonodos. (B.3) Concentracdo de IL-17 no colén. (B.4) Concentracdo de IL-23 no
colon (C.1) Concentracao de IL-10 no baco (C.2) Concentracdo de IL-10 nos linfonodos (C.3) Concentracdo de IL-10 no célon. Niveis de significancia baseado
no Teste t de student. Diferencas estatisticamente significativas sdo representadas por asterisco (*). O nivel de significancia minimo aceito foi p<0,05.

76



5.2.3 A diela rica em sal levou a menor produgdo de s/gA

Tendo em vista que a producao de IgA secretoria (slgA) € um importante
marcador de inflamagéo, a slgA foi mensurada no lavado do intestino delgado dos
diferentes grupos experimentais. Nado foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas entre o grupo DSS e o grupo HSD + DSS. Porém, o grupo HSD teve a a
concentracdo de slgA diminuida quando comparado ao grupo controle, conforme

representado na figura 14.
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Figura 14. Concentracao de sIgA no lavado do intestino delgado. As concentragbes de
slgA foram medidas pela técnica de ELISA. As diferencgas de concentra¢des foram feitas
entre os grupos controle, DSS (recebeu dieta padrdo e DSS), HSD (recebeu dieta rica em
sal e dgua) e HSD + DSS (recebeu dieta rica em sal e DSS). Niveis de significancia baseado
no Teste t de student. Diferencas estatisticamente significativas sdo representadas por
asterisco (*). O nivel de significdncia minimo aceito foi p<0,05.
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5.2.4 Dieta rica em sal aumenta o peso do bago nos animais com colite

O peso do bacgo pode refletir o aumento de células no 6rgdo, como por
exemplo, durante a inflamagao causada na colite ulcerativa. Por esse motivo, o bago
dos animais foi pesado logo apds a eutanasia. Foi observado um aumento de peso do

bago no grupo HSD + DSS quando comparado ao grupo DSS (figura 15).
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Figura 15. Peso do baco. O peso do baco foi obtido apds a eutanasia dos animais. As
diferencas de peso do baco foram feitas entre os grupos. Controle (recebeu dieta padrdo e
agua), DSS (recebeu dieta padrdo e DSS), HSD (recebeu dieta rica em sal e 4gua) e HSD + DSS
(recebeu dieta rica em sal e DSS). Niveis de significancia baseado no Teste t de student.
Diferencas estatisticamente significativas sdo representadas por asterisco (*). O nivel de
significancia minimo aceito foi p<0,05.

5.2.5 Dieta rica em sal modifica o fendtipo de células em animais com colite

Para verificacdo do fenotipo das células envolvidas no agravamento da colite
com a associacao a dieta rica em sal, foi realizada uma analise fenotipica por citometria
de fluxo das células isoladas do baco, linfonodo cecal e linfonodos mesentéricos dos
quatro grupos de animais. Foram avaliadas células T reguladoras (Foxp3+Neuropilina+;
LAP+CD25+; LAP+ CD25-), macréfagos (F480+CCR2+CD86+) e neutréfilos (Ly6C-
Ly6G+).
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As células T CD4+CD25+ foram identificadas como células com efeito supressor
de células T, ou seja, células T reguladoras - Tregs (SAKAGUCHI et al., 1995).
Posteriormente, um grande avango foi dado ao se identificar o fator de transcrigao
nuclear Foxp3 como um marcador especifico para células T reguladoras (FONTENOT;

GAVIN; RUDENSKY, 2003).

A neuropilina-1 (Nrp-1) € um receptor para membros da familia VEGF ( Vascular
Endothelial Growth Factor), cuja fungao € promover a angiogénese e funciona também
como receptor para a familia da semaforina (que secreta polipeptideos neuronais)
(ROSSIGNOL; POUYSSEGUR; KLAGSBRUN, 2003). A neuropilina-1 foi primeiramente
reportada como marcador de Tregs por Dunja e colaboradores, quando observaram
que foi altamente expressa em células T reguladoras CD4+CD25+, nas quais a
expressdo de Foxp3 estava conectada com a expressdo da Nrp-1 (BRUDER et al.,

2004).

As células CD4+LAP+, diferentes das classicas CD4+CD25+Foxp3+, sdo uma
populagcdo unica de células expressando /atency-associated pepftide (LAP), que
apresentam propriedades reguladoras (GANDHI et al., 2010; OIDA et al., 2003). LAP,
que é o dominio amino-terminal do peptideo precursor do TGF-, permanece associado
nao covalentemente ao peptideo TGF- B apos a clivagem e forma o complexo latente

TGF- B na membrana dessas células (OIDA et al., 2003).

Entre as células T reguladoras (Foxp3+ Neuropilina+; LAP+ CD25+; LAP+
CD25), tanto no bago quanto nos linfonodos, ndo houve diferenga na frequéncia das
células (figura 16), apesar de uma tendéncia para aumento de células

Foxp3+Neuropilina+ no grupo HSD com relacao ao controle (figura 16A.3).

Além das células T reguladoras, os macréfagos também foram avaliados no
baco, linfonodos mesentéricos e cecal, por meio da marcacdo CCR2 e de CD86. No

baco e nos linfonodos mesentéricos, as células CCR2+ CD86+ foram mais frequentes
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no grupo HSD + DSS do que no grupo DSS. J& no linfonodo cecal, ndo foram

encontradas diferengas quanto a essa populacéo de células (figura 17A).

Os neutrdfilos, identificados como Ly6C-Ly6G+, estavam aumentados em
frequéncia no baco dos animais do grupo controle do que do grupo HSD (figura 17B.1).
Ja nos linfonodos mesentéricos e cecal, essa populagao de células foi mais frequente

no grupo HSD + DSS do que no grupo DSS (figura 17B.2).

A marcacao de CCR2 para macréfagos foi utilizada visto que as citocinas
quimiotaticas sdo conhecidas como mediadores criticos para o trafego de células
inflamatorias aos locais de inflamacgao (LUSTER, 1998; ROSSI e ZLOTNIK, 2000). Uma
das mais potentes quimiocinas identificas para mondécitos e macréfagos € a MCP-1 que
age ao se ligar ao CCR2, assim, o CCR2 é importante para o recrutamento de
macrofagos ativados para o tecido inflamado (KURIHARA et al, 1997; BORING et al,
1997; BORING et al, 1999).

Os dados da literatura mostram que a interagcao entre CD28 expressa em
células T e as moléculas co-estimulatorias CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2), expressas em
APCs especializadas, sao responsaveis pelo sinal estimulador mais importante
(FREEMAN et al, 1993a; LINSLEY e LEDBETTER, 1993). Tanto CD80 quanto CD86
levam ao co-estimulo nas células T para proliferacao e producao de IL-2 (FREEMAN et
al, 1993b; LEVINE et al, 1995). Entretanto, apesar de as células dendriticas
expressarem ambos os ligantes, os macréfagos expressam de forma constitutiva
apenas CD86 (AZUMA et al, 1993). Com isso, utilizamos a marcagdo de CCR2 e de
CD86 em células dentro da populagcdao F480+, sabendo-se que o F480 é um dos
marcadores mais especificos para macréfagos e é expresso constitutivamente nessas

células.

Para a determinacao de neutrdfilos, utilizamos a marcacao de células Ly6C-

Ly6G+, dentro das células F480-, considerando-se que, apesar de pouco se saber
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sobre a fung¢ao das proteinas da familia Ly6, ja é bastante estabelecido que o Ly6G é
um marcador especifico que separa os neutréfilos dos demais leucdcitos (HENG et al.,
2008). Ja Ly6C, outra proteina da familia LyG, esta presente em mondcitos, células

dendriticas e granulocitos na medula 6ssea (MCCORMACK et al., 1993).
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Figura 16. Percentual de células T reguladoras no baco, linfonodos mesentéricos e linfonodo cecal. As células T reguladoras foram consideradas pela
frequéncia de expressdo de Fox p3 e neuropilina, CD25 e LAP, verificadas por meio de citometria de fluxo. (A.1) Percentual de células T Foxp3+Neuropilina+ no
baco (A.2) Percentual de células T Foxp3+Neuropilina+ nos linfonodos mesentéricos (A.3) Percentual de células T Foxp3+Neuropilina+ no linfonodo cecal (A.4)
Dot plot representativo de células CD4+Foxp3+neuropilina+ (B.1) Percentual de células T CD25+LAP+ no bago (B.2) Percentual de células T CD25+LAP+ nos
linfonodos mesentéricos (B.3) Percentual de células T CD25+LAP+ no linfonodo cecal (B.4) Dot plot representativo de células LAP+CD25+ (C.1) Percentual de
células T CD25-LAP+ no baco (C.2) Percentual de células T CD25-LAP+ nos linfonodos mesentéricos (C.3) Percentual de células T CD25-LAP+ no linfonodo cecal
(C.4) Dot plot representativo de células LAP+CD25-. Niveis de significancia baseado no Teste t de student. Diferencas estatisticamente significativas sdo

representadas por asterisco (*). O nivel de significdncia minimo aceito foi p<0,05. 8>



Marcacdo de Macrdfago e Neutrdfilo
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Figura 17. Expressao de CCR2, CD86, Ly6C e Ly6G em células do baco, linfonodo cecal e linfonodos mesentéricos. A expressao dessas moléculas é
apresentada como intensidade média de fluorescéncia (MIF). A citometria de fluxo foi realizada apds o sétimo dia de inducdo da colite por DSS. As
diferencas foram avaliadas entre os grupos controle, DSS (recebeu dieta padrdo e DSS), HSD (recebeu dieta rica em sal e dgua) e HSD + DSS (recebeu
dieta rica em sal e DSS). (A.1) Frequéncia de células CCR2+CD86+ no baco (A.2) Frequéncia de células CCR2+CD86+ nos linfonodos mesentéricos (A.3)
Frequéncia de células CCR2+CD86+ no linfonodo cecal (A.4) Dot plot representativo das células F4/80+CCR2+CD86+ (B.1) Frequéncia de células LY6C-
Ly6G+ no baco (B.2) Frequéncia de células LY6C-Ly6G+ nos linfonodos mesentéricos (B.3) Frequéncia de células LY6C-Ly6G+ no linfonodo cecal (B.4)
Dot plot representativo das células Ly6G+Ly6C-. Niveis de significancia baseado no Teste t de student. Diferencas estatisticamente significativas sao
representadas por asterisco (*). O nivel de significancia minimo aceito foi p<0,05.
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5.3 Resultados Parte il

Os resultados apresentados na terceira parte referem-se ao protocolo no qual
€ feita uma cinética, com eutanasia dos animais em diferentes tempos apds o inicio da
administracao do DSS: 1, 3, 5 e 7 dias para avaliacao da producao de NAG e MPO

nesses diferentes tempos.

5.3.1 A dieta rica em sal ndo alterou a N- acetilglicosamidase (NAG) no colon dos

animais com colite

Para analisar o infiltrado de macrofagos no célon, foi avaliada a atividade da
enzima N- acetilglicosamidase (NAG) nesse tecido. Conforme representado na figura
18A, a dieta rica em sal ndo levou a mudangas na produgao da enzima NAG no célon

dos animais em nenhum dos tempos de administracdo do DSS.

5.3.2 A dieta rica em sal modiificou a producdo de mieloperoxidase (MPO) no cdlon dos

animais com colite

Para avaliar o infiltrado de neutréfilos no célon dos animais, a enzima
mieloperoxidase (MPO) foi quantificada nesse tecido. A dieta rica em sal levou ao
aumento da produgdo de MPO no célon dos camundongos que foram submetidos a
sete dias de administracao de DSS, nao sendo diferente nos outros tempos. A elevagao
da producido dessa enzima leva a inferéncia de que houve aumento do acumulo de
neutrofilos produtores de MPO no tecido apds sete dias de administracdo de DSS

(figura 18B).
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Figura 18. Quantificagdo da atividade da enzima NAG e da enzima MPO no célon. A
guantificacao das enzimas foi feita no extrato de cdlon dos animais em diferentes tempos: 1, 3,
5 ou 7 dias apds o inicio da indu¢do da colite por DSS. Foi feito um ensaio enzimatico e a leitura
da absorbancia realizada em espectrofotometro a 500nm. A diferenga das quantificagdes foi
avaliada entre os grupos DSS (recebeu dieta padrdo e DSS) e HSD + DSS (recebeu dieta rica em
sal e DSS) em cada um dos tempos. (A) Quantificacdo da atividade de NAG (B) Quantificacdo da
atividade de MPO. Niveis de significdncia baseado no Teste t de student. Diferencas
estatisticamente significativas sdao representadas por asterisco (*). O nivel de significancia
minimo aceito foi p<0,05.
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5.4 Resultados Parte IV

Na quarta parte de resultados, serao representados aqueles obtidos com o
quarto e ultimo protocolo, no qual os animais sao separados em seis grupos: controle,
HSD, DSS, HSD + DSS, KCI e KCI + DSS, para comparacao dos efeitos da dieta rica

em NaCl e efeitos da dieta rica em KCI.

5.4.1 A dieta rica em NaC/l modificou exames bioquimicos dos animais sem colite

A determinagao da ureia (que é o produto de degradagao final do metabolismo
de proteinas e aminoacidos), juntamente com a determinagdo da creatinina, €
amplamente utilizada para a avaliagcdo da funcado renal. A creatinina € um produto

catabdlico da creatina que participa da contracdo da musculatura esquelética.

Apesar de nao ter sido observada diferenga na dosagem de ureia entre os
grupos experimentais (figura 19A), houve um aumento de creatinina no grupo HSD
comparado ao grupo controle (figura 19B). O que mostra que a dieta rica em NaCl, mas
nao a dieta rica em KCI, pode ter levado a um inicio de comprometimento da fungcao

renal.
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Figura 19. Concentragao de ureia e de creatinina do soro. A determinagao da
concentracdo de ureia e de creatinina foram feitas com kits para dosagem de ureia e
creatinina. As diferencas de concentra¢bes foram feitas entre os grupos controle, DSS
(recebeu dieta padrdao e DSS), HSD (recebeu dieta rica em NaCl e agua), HSD + DSS
(recebeu dieta rica em NaCl e DSS), KCI (recebeu dieta rica em KCl e agua) e KCI + DSS
(recebeu dieta rica em KCl e DSS). (A) Concentracao de ureia no soro (B) Concentragdo
de creatinina no soro. Niveis de significancia baseado no Teste t de student. Diferencas
estatisticamente significativas sdo representadas por asterisco (*). O nivel de
significancia minimo aceito foi p<0,05.
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5.4.2 As dletas ricas em sal modificaram a concenlragdo de hemacias, de hemoglobina,

do hemaltocrito e das plaquetas dos animais com colite

Ambas as dietas ricas em sal, NaCl e KClI, levaram a redu¢cao da hemoglobina
no sangue dos animais com colite (figura 20). O hematdcrito também se apresentou
mais baixo nos animais que receberam as dietas ricas em NaCl e em KCI (figura 20B).
Assim como os outros parametros, as plaquetas (figura 20C) e o numero de hemacias

também foram mais baixos nos grupos submetidos as dietas ricas em sal (figura 20D).

5.4.3 Os leucocitos e linfocitos totais ndo foram alterados com as dietas ricas em sal

Como representado nas figuras 20E e 20F, as dietas ricas em NaCl ou KCI

nao levaram a alteragdes significativas nos leucécitos ou linfécitos do sangue.
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Figura 20. Concentragdo de hemoglobina, hematdcrito, contagem de hemdcias, plaquetas, leucdcitos e linfécitos no sangue. Essas analises foram
realizadas como parte do hemograma completo logo apds a eutandsia dos animais com 7 dias de inducdo da colite por DSS. As diferencas de
concentragdes foram feitas entre os grupos controle, DSS (recebeu dieta padrdao e DSS), HSD (recebeu dieta rica em NaCl e dgua), HSD + DSS (recebeu
dieta rica em NaCl e DSS), KCI (recebeu dieta rica em KCl e agua) e KCl + DSS (recebeu dieta rica em KCl e DSS). (A) Concentragdo hemoglobina (B)
Hematdcrito (C) Contagem de plaquetas (D) Contagem de hemadcias (E) Contagem de leucdcitos (F) Contagem de linfécitos . Niveis de significancia baseado
no Teste t de student. Diferengas estatisticamente significativas sdo representadas por asterisco (*). O nivel de significancia minimo aceito foi p<0,05.
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5.4.4 As diefas ricas em sal levaram a alferagdes no perfil de cifocinas

Os niveis de IFN-y, citocina pré-inflamatéria importante no inicio do
desenvolvimento da colite, foram mais altos no grupo controle do que no grupo HSD e
foi maior também no grupo DSS do que no grupo HSD + DSS. Nao houve diferengas

entre os demais grupos experimentais (figura 21A).

A IL-10, importante citocina anti-inflamatéria e essencial para a homeostase
intestinal (Gomes-Santos ef al, 2012), foi dosada no cdélon dos animais. A unica
diferenca encontrada foi entre o grupo controle e o grupo HSD. Nao foi observada

diferenca na concentracao dessa citocina entre os outros grupos (figura 21B).

A IL-17A, citocina pro-inflamatoria associada a diversas doengas inflamatorias
(Chen et al,, 2003; Chabaud ef al., 2001; Wong ef al., 2000; Luzza et al., 2000; Linden,
2001), apresentou-se aumentada no grupo KCI com relagédo ao grupo controle. O grupo
HSD + DSS teve menor concentragado da citocina do que o grupo DSS. E ainda foi
observado um aumento da concentragcdo de IL-17A no grupo KCI + DSS quando

comparado ao grupo HSD + DSS (figura 21C).

A citocina IL-23, também relacionada a doencgas inflamatérias e responsavel
pela manutencao das células Th17, apresentou-se mais alta no grupo HSD do que no
grupo controle. Entre os demais grupos, ndo foram observadas diferencas na

concentracao dessa citocina (figura 21D).
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Figura 21. Concentragao de IFN-y, IL-10, IL-17 e IL-23 no célon. A concentragao das citocinas foram
avaliadas ap6s sete dias de inducdo da colite por DSS. As diferencas de concentracGes foram feitas
entre os grupos controle, DSS (recebeu dieta padrdo e DSS), HSD (recebeu dieta rica em NaCl e dgua),
HSD + DSS (recebeu dieta rica em NaCl e DSS), KCl (recebeu dieta rica em KCl e agua) e KCl + DSS
(recebeu dieta rica em KCl e DSS). As citocinas foram mensuradas em extrato de tecido através da
técnica de ELISA. (A) Concentracdo de IFN-y no célon (B) Concentracdo de IL-10 no célon (C)
Concentragao de IL-17 no célon (D) Concentragdo de IL-23 no célon. Niveis de significancia baseado
no Teste t de student. Diferencas estatisticamente significativas sdo representadas por asterisco (*). O
nivel de significancia minimo aceito foi p<0,05.
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5.5 Resumo dos resultados
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6 DISCUSSAO
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6. Discussao

Considerando a importancia epidemioldgica, clinica e de saude publica que
as doencas inflamatérias intestinais representam em todo o mundo, ha inumeros
modelos experimentais para o estudo da colite em animais. Os modelos experimentais
sdo de extrema importancia para o estudo de aspectos das doencgas que seriam muito

dificeis de serem abordados em seres humanos.

O modelo de colite induzida pelo DSS é um dos modelos animais mais
utilizados e foi primeiramente descrito por Okayasu e colaboradores em 1990
(OKAYASU et al.,, 1990). Sua ampla utilizagdo nos estudos de Dlls deve-se
provavelmente a facilidade de utilizagdo e indugao (o agente quimico € solubilizado na
agua de beber das gaiolas) além da possibilidade de se definir com precisao o periodo
da inducdo, o que nao é possivel nos camundongos com deficiéncias genéticas que
predispdem ao desenvolvimento da colite espontanea. O modelo também apresenta um
baixo risco de mortalidade na indugado se comparado ao modelo de colite induzida por
TNBS. Porém, deve-se observar que a indugao da colite depende, entre outros fatores,
da linhagem de camundongos utilizada, sendo os camundongos C57BL/6 os mais

susceptiveis a inducao da colite pelo DSS (MELGAR et al., 2005).

Observados esses fatores, neste trabalho, foram utilizados camundongos

C57BL/6 fémeas que foram mantidos em gaiolas coletivas.

Nosso trabalho foi desenvolvido tendo como referéncia dois trabalhos
publicados em 2013, nos quais a dieta rica em sal (NaCl) piorou a encefalomielite
autoimune  experimental (EAE) de camundongos submetidos a dieta
(KLEINEWIETFELD et al., 2013; WU et al., 2013). A principal citocina envolvida no
agravamento da EAE nesses estudos foi a IL-17A e foi demonstrado que a dieta rica
em sal atua diretamente na diferenciacdo das células Th17 pela sinalizagao via SGK1.
Essa citocina pro-inflamatéria também tem um papel patogénico importante na Doenca

de Crohn, na colite ulcerativa e no modelo experimental de colite induzida por DSS.
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Como a associagao da dieta rica em sal com colite ndo havia ainda sido estudada,
nosso trabalho utilizou a mesma dieta rica em sal utilizada por Kleinewietfeld em seu

trabalho, onde foi feito um acréscimo de 4% de NaCl na dieta AIN 93 G.

Parte |

Neste trabalho, foi demonstrado que a dieta rica em NaCl leva a alteragdes
histologicas no célon de camundongos mesmo sem a indugdo de colite, além de levar a
alteragdes clinicas, bioquimicas e imunoldgicas nos camundongos alimentados com a

dieta rica em sal e submetidos a administracédo de DSS.

Em 2013, dois trabalhos (KLEINEWIETFELD et al., 2013; WU et al., 2013)
fizeram uma associagcdo inédita ao relacionar a dieta rica em sal (NaCl) com uma
doenga autoimune, a encefalomielite autoimune experimental (EAE). Esses trabalhos
mostraram que a dieta rica em sal desencadeia o desenvolvimento de células Th17
patogénicas. Porém, a associagao da dieta rica em sal e a colite ulcerativa ainda nao
havia sido investigada, sendo esta a relevancia deste trabalho, que avaliou os efeitos
da dieta rica em sal na colite murina induzida por DSS, na qual as células Th17

apresentam papel importante (ITO et al., 2008).

Para o reconhecimento adequado dos efeitos da dieta rica em sal na colite
experimental murina, € necessario que seja feita uma avaliagdo do estado nutricional e
do quadro clinico dos animais. Foi demonstrado que, durante a fase aguda da colite
induzida por DSS, os camundongos desenvolvem uma inflamagao da mucosa do colon,
com ulceracgdes, perda de peso corporal, diarreia e sangramento retal (OKAYASU et al.,
1990). A colite induzida por DSS também leva ao encurtamento do colon (MELGAR et
al., 2005), sendo este outro parametro importante a ser avaliado na doenga. Neste
trabalho, os parametros clinicos citados acima foram avaliados para verificagcado do

agravamento da doenca. Mas é importante observar que as alteracdes clinicas foram

95



avaliadas em conjunto com a quantificagdo do consumo de dieta e de DSS para
garantir que as manifestagdes clinicas ndo seriam decorrentes de diferengas no
consumo alimentar ou de DSS. No primeiro protocolo utilizado, apesar do consumo
igual de dieta entre os grupos, o consumo de DSS no grupo dos animais submetidos a
dieta rica em sal e a administracdo de DSS foi maior do que no grupo que recebeu dieta
padrao e DSS, o que levou ao questionamento de que os resultados obtidos a partir
desse protocolo seriam decorrentes do consumo aumentado de DSS ou da dieta rica
em sal. Com isso, nos experimentos posteriores, o consumo de DSS foi restringido,

garantindo que os dois grupos consumissem a mesma quantidade de DSS.

No nosso trabalho, como proposto por Okayasu e colaboradores em 1990 e
demonstrado em estudos posteriores (MELGAR et al., 2005; MELGAR et al., 2008), os
camundongos submetidos a administracdo de DSS apresentaram perda de peso,
diarreia e sangramento. Os animais que, além da administracdo de DSS, também
receberam a dieta rica em sal, manifestaram essas caracteristicas clinicas de forma
mais exacerbada, comprovando que a dieta rica em sal leva ao agravamento da colite
induzida por DSS. Esses dados sdo semelhantes aos encontrados por Kleinewietfeld e
colaboradores em seu trabalho, no qual os camundongos com EAE alimentados com
dieta rica em sal apresentaram indices clinicos da doenga maiores do que aqueles

camundongos com EAE que receberam dieta padrao (KLEINEWIETFELD et al., 2013).

Tendo em vista que as dietas utilizadas neste trabalho, dieta AIN 93 G
(dieta padrao) e a dieta rica em sal (NaCl 4%), apresentam a mesma quantidade
caldrica, sendo diferentes apenas na quantidade de sodio e de cloreto, aliado ao fato de
nao houve diferengcas no consumo alimentar entre os grupos, pode-se inferir que o
menor ganho de peso observado no grupo que recebeu DSS e dieta rica em sal com
relacdo ao grupo que recebeu DSS e dieta padrao foi decorrente dos efeitos da dieta

rica em sal.
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As alteragdes clinicas e histolégicas observadas na colite induzida por DSS
assemelham-se aquelas observadas nas doencas inflamatodrias intestinais em
humanos. Tipicas alteragdes histolégicas na colite por DSS incluem deplegao de
mucinas, degeneracao e necrose do epitélio levando ao desaparecimento das células
epiteliais, infiltrado de neutréfilos na lamina prépria e submucosa e abcessos nas
criptas (PERSE E CERAR, 2012). No presente trabalho, as alteragdes histoldgicas
observadas nos camundongos submetidos a administragdo de DSS nas mamadeiras
foram principalmente alteragdes na arquitetura da mucosa colbnica, aumento de
edema, infiltrado inflamatdrio, espessamento da camada muscular, deplecido de células
caliciformes e abcessos nas criptas. Ambos os grupos que receberam o DSS
apresentaram essas alteragdes, porém, o grupo que recebeu dieta rica em sal teve o
indice histologico maior, mostrando que a dieta rica em NaCl foi capaz de agravar a
inflamacéao. Kleinewietfeld e colaboradores, que estudaram o efeito da dieta rica em sal
na EAE, também encontraram alteragdes histoldégicas mais exacerbadas na medula
espinhal dos animais com EAE alimentados com dieta rica em sal do que naqueles que
receberam dieta padrao (KLEINEWIETFELD et al., 2013). Um ponto importante do
nosso trabalho € que o grupo que recebeu dieta rica em sal e agua apresentou
alteragdes morfolégicas quando comparado ao grupo controle, 0 que demonstra que a
dieta rica em sal foi capaz de levar a inflamacdo mesmo que na auséncia dos efeitos do

DSS.

Parte Il

Na segunda parte do trabalho, o protocolo foi ligeiramente modificado.
Enquanto que no primeiro momento os animais que recebiam dieta rica em sal eram
submetidos a essa dieta apenas nas duas primeiras semanas sendo a dieta substituida
pela dieta padrao na ultima semana, no segundo protocolo, a dieta rica em sal foi
ofertada durante todo o experimento para os grupos que seriam submetidos ao
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tratamento com essa dieta. Como isso, era esperado que os resultados obtidos no
primeiro protocolo se mantivessem no segundo, ou seja, a dieta rica em sal levaria ao
agravamento da colite induzida por DSS também no desenho experimental com trés
semanas de dieta. E foi exatamente isso o que nosso trabalho mostrou: o grupo HSD +
DSS obteve maior indice clinico da doenga, maior encurtamento do colon e maior
indice histolégico do que o grupo DSS. Ou seja, novamente a dieta rica em sal piorou a
colite experimental murina. Assim, como anteriormente, a dieta rica em sal no grupo
que recebeu agua durante todo o experimento também levou a alteragées morfolégicas

quando comparado ao grupo controle.

O consumo alimentar e o consumo de DSS, que foram monitorados
durante todo o experimento, ndo apresentaram diferencas entre os grupos. O que
demonstra que as alteragbes observadas nos experimentos sdo decorrentes do efeito
da dieta e nao de outro fator externo. Enquanto que, no primeiro protocolo, 0 consumo
de DSS foi maior no grupo que recebeu DSS e dieta rica em sal do que no grupo que
recebeu DSS e dieta padréo, no segundo desenho experimental, foi feita uma restrigcao
da oferta de DSS aos grupos submetidos a esse tratamento de modo que ambos os
grupos recebessem a mesma quantidade. Com isso, pode-se garantir que o
agravamento da colite observado com a dieta rica em sal foi originado da dieta e ndo de

um maior consumo de DSS.

Os camundongos com colite induzida por DSS exibem algumas mudancas
histolégicas e um perfil de producao de citocinas semelhantes aqueles observados em
humanos com doencgas inflamatérias intestinais, principalmente a colite ulcerativa. Na
colite aguda induzida por DSS, um massivo infiltrado aparece nas lesdes inflamatérias,
consistindo principalmente em linfécitos B e T, macrofagos e neutrofilos que produzem
uma variedade de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-8, IL-12, e IL-
17 (ZHANG e LI, 2014). Apesar de o mecanismo pelo qual o DSS passa pelas células
epiteliais ainda permanecer desconhecido, Yan e colaboradores mostraram que as

primeiras modificagdes observadas com a administragdo do DSS foram detectadas
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depois de um dia e incluem além de alteragbes na permeabilidade intestinal
(ICHIKAWA-TOMIKAWA et al., 2011; PORITZ et al., 2007), aumento significativo da
expressao de citocinas anti- e pro-inflamatorias (TNF-a, IL-18 , IFN-y, IL-10, elL-12) no
colon (YAN et al., 2009).

A IL-17A é uma importante citocina pré-inflamatéria secretada pelas células
Th17, sendo que alguns monécitos e macréfagos também produzem essa citocina. Em
camundongos, essa citocina também é secretada por células NKT e por células T ys. O
receptor de IL-17A (IL-17RA) é amplamente expresso em uma variedade de tipos
celulares e essencialmente envolvido na sinalizacdo de IL-17A e IL-17F (OGAWA et al.,
2004).

Além das citocinas citadas acima, a IL-23, envolvida em diversas doencas
inflamatdrias, foi identificada como tendo um papel crucial na estabilizacido e
manutengao do fendtipo de células Th17 por meio do aumento do receptor da IL-23 (IL-

23R) (AGGARWAL et al., 2003; ZHOU et al., 2007).

As respostas inflamatoérias sdo seguidas de alteragdes na producéo de citocinas.
No nosso trabalho, as citocinas no extrato do célon sofreram algumas modificagdes. O
IFN-y estava aumentado nos extratos de célon dos animais do grupo controle em
relacdo aos do grupo HSD e estava maior também nos extratos do grupo DSS quando
comparado aos do grupo HSD + DSS. Apesar da recente descoberta da importancia
das células Th17 na patogénese das Dlls, essas doengas tem sido ha muito tempo
descritas como mediadas por células Th1 pelo fato de o IFN-y ser essencial para a
progressao das mesmas (POWRIE et al., 1994; ZHANG e LI, 2014). Nosso resultado,
mostrando que os niveis locais de IFN-y estavam reduzidos no grupo HSD + DSS
quando comparados aos niveis do grupo DSS no 7° dia de administragcao do DSS pode
indicar a destruicdo do tecido (demonstrada na histologia realizada nesse dia) com
consequente perda de células o que levaria a uma menor producdo de citocinas nos
grupos com maiores danos ao tecido. Para a deteccao dos efeitos da dieta rica em sal
no padrdo de citocinas do célon seria mais adequado realizar a medida destas em

momentos anteriores do protocolo de indugcdo da colite. Um acompanhamento da
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cinética de producao dessas citocinas antes e ao longo dos 7 dias de administragao de
DSS sera realizado em experimentos futuros para esclarecimento desse aspecto da

analise dos efeitos da dieta rica em sal.

Assim como o IFN-y, no célon, a IL-17A também foi maior no grupo controle do
que no grupo HSD, possivelmente pela mesma razao, a destruicdo do tecido causada
pela inflamacédo pode ter levado a uma menor produgdo da citocina ou o tempo da
dosagem da citocina nao foi adequado para detecgéo de diferenga de concentracdo da

IL-17A.

Ainda no codlon, a IL-23 mostrou-se aumentada no grupo HSD quando
comparada ao grupo controle. A citocina IL-23 foi identificada como importante na
diferenciacao de células Th17, porém, atualmente, acredita-se ainda que, além disso,
essa citocina seja essencial para a sobrevivéncia e expansdo das células Th17
patogénicas (CUA et al.,, 2003; HARRINGTON et al., 2005; LANGRISH et al., 2005;
PARK et al., 2005; VELDHOEN et al., 2006). A quinase serina/treonia (SGK1) foi
identificada como parte essencial da sinalizagao de IL-23 e importante para a regulagao
da expressao do receptor de IL-23 (IL-23R), assim como na estabilizacido do fendtipo
de células Th17 por meio da desativacdo do Foxo1, um repressor direto de IL-23R. A
SGK1 foi ainda mostrada como importante controladora do transporte de Na e na
homeostase de NaCl em algumas células (WULFF et al., 2002; SALKER et al., 2011,
ZHANG et al., 2005; SHELLY e HERRERA, 2002). Wu e colaboradores mostraram que
pequenos aumentos na concentracdo de NaCl podem induzir a expressao de SGK1,
promover a expressao de IL-23R e aumentar a diferenciagcao de células Th17 /n vifro e

/in vivo, elevando o desenvolvimento de doengas autoimunes (WU et al., 2013).

Assim, o aumento da IL-23 no cdlon pode ser decorrente da acdo do sal no
aumento da expressao de IL-23R, por meio da SGK1. Esse resultado € importante pois
demonstra que no grupo tratado somente com dieta rica em sal (HSD), o efeito do sal
sobre a producdo de IL-23 (que posteriormente levaria a um efeito sobre a
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diferenciacdo de células Th17) pode ser observado. Provavelmente, o fato da
inflamagao do colon nesses animais ndo ser muito pronunciada (ainda que presente)
permite a detec¢do dessa citocina. Por outro lado, o grupo HSD + DSS nao apresentou
diferenca da concentracdo da citocina possivelmente devido a grande destruicao
tecidual observada no célon desses animais no dia 7 do protocolo de indugao de colite.
Dessa maneira, a detecgdo de uma citocina precoce na diferenciacdo Th17 no célon
dos animais tratados com a dieta rica em sal (mas n&o tratados com DSS) confirma
nossa hipétese de que o sal induz mediadores importantes nessa diferenciacdo que

serao potenciados por um evento inflamatorio ja presente (a colite).

As citocinas IL-10, IL-17A e IFN-y foram dosadas também no bago e nos
linfonodos (cecal e mesentéricos). No baco, a IL-10 e o IFN-y apresentaram-se sem
alteragdes, mas a IL-17A foi menor no grupo HSD do que no grupo controle. Nos

linfonodos, nao foram observadas diferengas entre as concentragdes das citocinas.

A IgA secretoria (slgA) produzida no intestino pode ser proveniente de duas
fontes principais: células B2 e células B1 presentes nas Placas de Peyer ou foliculos
linfoides isolados e na lamina prépria do intestino, respectivamente (FAGARASAN et
al., 2001; MORA e VON ANDRIAN, 2008). Essa imunoglobulina exerce fungdes
imunoldgicas nao inflamatoérias, participando do clearance de complexos imunes e
neutralizagdo de patdégenos além de suprimir a atragcdo de neutréfilos, eosindfilos e
monacitos e inibir a producado de algumas citocinas como IL-1 e TNF-a por mondcitos
(SUTHERLAND e FAGARASAN, 2012; BRANDTZAEG, 2010; STRUGNELL e
WIJBURG, 2010). No nosso trabalho, os niveis de sIgA estavam aumentados no grupo
controle quando comparado ao grupo HSD sendo que n&o houve diferengas entre os
demais grupos. Resultados semelhantes foram encontrados por Squarcia e
colaboradores em seu trabalho, no qual a produgao de slgA no intestino foi maior no
grupo controle do que no grupo tratado com DSS (SQUARCIA et al,, 1991). Além disto,

existem dados na literatura mostrando que a producao de slgA esta reduzida em
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humanos com Doencga de Crohn. Nesses individuos ocorre um desvio da atividade dos
linfécitos B da mucosa intestinal para a produgao de IgG, isotipo em geral raro na
mucosa do intestino (BRANDTZAEG, 1985). Essa redugao na produgao local de IgA
pode ocorrer devido a produgao de citocinas inflamatérias que sao inibidoras dos
mediadores responsaveis pela secrecao de IgA. A sintese de IgA requer inicialmente a
troca de isotipos pelos linfocitos B2 das placas de Peyer e posteriormente a proliferagcao
das células B IgA+ nos linfonodos mesentéricos. Essas atividades sao induzidas pelas
citocinas TGF-B, IL-10 e IL-5 produzidas por linfocitos T CD4+ residentes nesses
orgaos (BEMARK et al, 2012). Por outro lado, a produgéo de IgA na lamina propria do
intestino pelas células B1 ocorre independentemente da agado auxiliar dos linfocitos T
embora seja também estimulada por TGF-f, acido retindico e IL-10 derivadas de varios
tipos celulares como células dendritica, macrofagos e linfécitos (FAGARASAN et al.,

2001; MORA et al., 2006; MORA e VON ANDRIAN, 2008; BEMARK et al., 2012).

O peso do bacgo foi comparado entre os grupos e foi encontrado que os animais
do grupo HSD + DSS apresentavam bagos mais pesados do que os demais grupos.

Esse resultado pode ser indicativo de maior atividade imunologica inflamatoria

Para a andlise do fendtipo de células envolvidas no agravamento da colite na
presenca da dieta rica em sal, fizemos uma analise das células imunes presentes no
baco, linfonodos mesentéricos e cecal por citometria de fluxo e observamos um
aumento na frequéncia de células CCR2+ CD86+ no baco e nos linfonodos
mesentéricos, mas nao no linfonodo cecal. Esse resultado pode sugerir o aumento da
migracdo de macrofagos nos animais alimentados com dieta rica em sal. As células
Ly6C- Ly6G+, mais frequentes no grupo HSD + DSS, nos linfonodos mesentéricos e
cecal, podem indicar um aumento de neutrofilos com a administracao de DSS aliada a

dieta rica em sal.

O aumento de células Ly6C- Ly6G+ (neutréfilos) estd de acordo com o resultado
da quantificacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), produzida por
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neutrofilos, no extrato de célon dos animais tratados com a dieta rica em sal e com
DSS. Nesse local, foi observado um aumento da concentragdao da enzima no tempo de
sete dias ap0s o inicio da indugao da colite. O aumento da MPO também foi encontrado
em outros trabalhos que observaram a produgdo dessa enzima durante a colite
induzida por DSS (VERMA et al., 2014; ITO et al., 2006). Esses resultados em conjunto
mostram a importancia do neutréfilo no agravamento da colite pelo tratamento com a

dieta rica em sal.

Com relagcao as células T reguladoras, ndao houve diferengas nas células
CD4+CD25+Foxp3+Neuropilina+, tampouco nas células CD25+LAP+ ou CD25-LAP+.
Células CD4+CD25+Foxp3+ ja foram descritas como importantes na manutengao da
homeostase intestinal. Além disso, a secrecao de IL-10 por células dendriticas é
fundamental para a manutencdo da expressdo de Foxp3 em células T reguladoras
induzidas na periferia durante o desenvolvimento da colite (MURAI et al., 2009). Assim,
esse resultado é coerente com a produgao inalterada de IL-10 encontrada neste

trabalho.

Parte Il

O experimento de analise cinética dos mediadores inflamatdrios ao longo da
inducao de colite teve como objetivo verificar o momento no qual o envolvimento de
macrofagos e neutrdéfilos € importante para o agravamento da colite na presenca da
dieta rica em sal. Para tal, foram feitos teste para quantificacdo de MPO e NAG nos

tempos 1, 3, 5 e 7 dias ap6s o inicio da administracao de DSS.

A atividade de MPO foi maior no grupo HSD + DSS no tempo de sete dias. A
atividade de NAG nao foi diferente entre os grupos em nenhum dos tempos estudados.
Esses resultados indicam que os neutréfilos sdo importantes no agravamento da colite

na presenca da dieta rica em sal em momento mais tardio da doenga. Verma e
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colaboradores também encontraram o aumento da MPO em camundongos submetidos
a sete dias de administracdo de DSS (VERMA et al., 2014). Por outro lado, nossos
resultados sdo coerentes também com o aumento da IL-23 nos animais tratados com a
dieta rica em sal somente (grupo HSD). Todos os dados disponiveis indicam que a
inducao da diferenciacao de células Th17 e o consequente recrutamento de neutrofilos
para o sitio inflamatério sdo importantes componentes responsaveis pelo agravamento

da colite pela dieta rica em NaCl.

Parte IV

Os resultados de indice clinico, comprimento do célon, indice histolégico e
producao de MPO evidenciaram que a dieta rica em sal leva ao agravamento da colite
induzida por DSS em camundongos com um concomitante aumento no recrutamento
de neutrofilos no grupo que consome dieta rica em sal. Em seguida, realizamos um
experimento no qual os camundongos foram divididos nos grupos dos experimentos
anteriores (controle, HSD, DSS e HSD + DSS) com o acréscimo de outros dois grupos:
KCI e KCI + DSS. Nosso objetivo foi comparar os resultados anteriores com a dieta rica
em NaCl com uma dieta rica em outro sal, no caso foi utilizado o KCI. Para tal, foram
dosadas as citocinas IL-10, IL-17A, IL-23 e IFN-y no célon, o hemograma foi analisado
além de testes bioquimicos. As citocinas no grupo que recebeu dieta rica em KCl e DSS
foram semelhantes as concentragbes no grupo que recebeu HSD e DSS. Esse
resultado foi diferente do encontrado por Kleinewietfeld em seu trabalho com dieta rica
em sal em camundongos com EAE, onde a o aumento da concentracdo de NaCl levou
a uma maior secrecao de IL-17A sendo que o aumento de MgCl> ndo levou a uma

maior producgao da citocina (KLEINEWIETFELD et al., 2013).

A creatinina esteva mais aumentada no grupo que recebeu dieta rica em NaCl

quando comparado ao controle, o que nao foi observado pelo grupo que recebeu KCI.
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Isso indica que teve inicio um comprometimento da fungéo renal dos animais do grupo
HSD, o que nao foi observado nos demais grupos, nem no grupo com maior teor de

outro sal, o KCI.

Além das citocinas, o hemograma também apresentou resultados semelhantes

entre os efeitos da dieta rica em NaCl e em KCI na colite induzida por DSS.

Esses resultados sugerem que a dieta rica em NaCl e a dieta rica em KCI
apresentam efeitos semelhantes na colite, sendo os efeitos de agravamento da colite

nao exclusivos do sal NaCl.

Uma possivel justificativa para esses resultados semelhantes dos efeitos da dieta
rica em NaCl e dieta rica em KCI seria a WNK (with no lysine (K), uma familia de quatro
membros de proteinas quinases deficientes em lisina, encontrada em todos os
eucariotos multicelulares e em alguns unicelulares. As ag¢des das WNKs levam a
conexdes com transportadores e canais de ions, co-transportadores de NaCl e KCI,
canal renal de potassio e canal epitelial de sédio (ENaC). Os mecanismos pelos quais
as WNKs regulam esses transportadores ndo sao claros, mas sabe-se que a WNK1
esta relacionada com a ativacdo de outras proteinas quinases que modulam o
transporte de ions, entre elas a SGK1. A SGK1 afeta a atividade de ENaC, a quinase
responsiva ao estresse oxidativo (ORS1) e a quinase rica em alanina, prolina e serina
(SPAK) que controla a atividade de co-transportadores de NaCl e KCI. Além disto, ela
ainda é essencial para a sinalizacao de IL-23R e consequentemente estabilizacdo do
fendtipo de células Th17 por meio da desativacdo da Foxo1, um repressor direto da

expressao de IL-23R.

Wu e colaboradores mostraram que aumentos modestos na concentracdo de sal
induziram a expressao de SGK1, promoveram a expressao de IL-23R e aumentaram a
diferenciacao de células Th17. Eles mostraram ainda que a perda da SGK1 evitou a

diferenciagdao de Th17 mediada por Na, de forma dependente da IL-23. Em seu
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trabalho, Wu e colaboradores demonstraram, entdo, o papel crucial da SGK1 no
desenvolvimento de células Th17 patogénicas desencadeado pela dieta rica em sal

(WU et al., 2013).

Tendo em vista que a SGK1 pode ser induzida tanto pelo aumento da
concentracdo de NaCl quanto pelo aumento de KCI (por meio da WNK1), pode-se
inferir que os efeitos de agravamento da colite observados nos animais alimentados

com dieta rica em NaCl e dieta rica em KCI estao relacionados a ativacao da SGK1.

Seria interessante utilizar, em experimentos futuros, como controle do NaCl, o
mesmo sal utilizado por Kleinewietfeld e colaboradores, MgClz, para confirmar que
apenas os sais que interferem com a acao de SGK1 sido capazes de agravar a colite,

como mostrado no modelo de EAE.
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6.1 Discusséao: Hipétese de mecanismo de agéo do sal no agravamento da colite
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7 CONCLUSAO
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7. Conclusao

A dieta rica em NaCl consumida antes da inducdo da colite por DSS e substituida
por dieta padrao durante a indugcado da colite leva ao agravamento da colite, medido
pelo aumento do indice clinico da doenga, encurtamento do colon e aumento do indice

histologico.

Como esperado, a dieta rica em sal consumida antes e durante o periodo de
inducao da colite por DSS também agravou a colite, com aumento do indice clinico da
doenca, encurtamento do colon e aumento do indice histologico, além de induzir

alteragdes no perfil de citocinas e frequéncia de células.

A comparacao dos efeitos da dieta rica em NaCl e aqueles observados pela dieta
rica em KCI mostrou semelhanca entre os resultados, sugerindo que os efeitos da piora

da colite podem nao ser exclusivos do NaCl.

Os efeitos observados pelas dietas ricas em NaCl e KCI podem ser oriundos da

ativacao da SGK1, quinase comum na sinalizacao por esses dois tipos de sais.
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8. Perspectivas

Diante dos resultados obtidos nesse trabalho, no qual foi observada piora da
colite por DSS com o tratamento com uma dieta rica em sal, NaCl e KCI, e sendo a
hipétese de agravamento da doenga a ativacdo da SGK1 e aumento da diferenciagcéo
de células Th17, alguns pontos devem ser melhor investigados para confirmagao da

hipdtese.

Nos préoximos experimentos, outras citocinas importantes no fenétipo de células
Th17 e para a colite por DSS serdo avaliadas, como IL-1 (3, IL-6, IL-21, IL-22 e TNF- a.
E importante também a analise fenotipica das células imunes por citometria de fluxo
para verificacdo de células produtoras das citocinas relevantes no fendtipo de células
Th17.

Além disso, para esclarecer os mecanismos envolvidos nos efeitos dos sais,
verificaremos a expressdo de SGK1 e WNK e receptores de IL-23 e IL-17A nas células

da lamina prépria do colon dos animais tratados com os sais NaCl e KCI.

Para comprovar esse efeito via SGK1, utilizaremos, como controle do efeito dos

sais NaCl e KCL, o sal MgCl, que nao tem efeito na quinase SGK1.
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Anexo 1. Protocolo de submiss&o a Comissao de Etica no uso de animais

Senhor(a) Professor(a) tatiani uceli maioli,

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Esta é uma mensagem automatica de notificagdo de recebimento do seu projeto intitulado "Efeitos imunoldgicos da dieta rica em sal na colite
experimental em camundongos" sob o nimero de protocolo 50 / 2014 para ser avaliado pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFMG)

dentro do prazo ESTIMADO de 15 dias.

O(a) senhor(a) recebera neste e-mail a decisdo do seu processo e também poderd, a qualguer momento, entrar em nosso sistema e analisar o

status do seu protocolo.

Belo Horizonte, 20/02/2014.
Atenciosamente.
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