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RESUMO

A retocolite ulcerativa € uma doencga de etiologia n&o completamente
compreendida e é caracterizada por uma inflamagdo da mucosa do célon. A
epidemiologia das doengas inflamatérias intestinais sugere que fatores
ambientais, tais como higiene pessoal, fumo e dieta contribuem para o inicio da
doencga. Marcadores pro-inflamatdrios, incluindo interleucina (IL)6, IL-1 e fator
de necrose tumoral (TNF) estdo aumentados na colite. A obesidade também
cursa com importante componente inflamatério que contribui diretamente para
a inflamacao sistémica. Dados da literatura sugerem que as adipocinas leptina,
resistina e adiponectina estdo intimamente associados com as doencgas
inflamatdrias intestinais tais como a retocolite ulcerativa. Além disso, alguns
estudos demonstraram um aumento de citocinas pro-inflamatorias no intestino
de animais obesos, bem como no tecido adiposo de animais com colite.

O objetivo deste estudo foi elucidar a relagdo entre a obesidade induzida
por uma dieta hipercaldrica e hiperlipidica e a colite crénica induzida pela
administracao de sulfato de sddio dextrano (DSS). Para isso, os camundongos
foram divididos em 4 grupos (controle, colite, DIO e colite+DIO) e alimentados
com racdo comercial ou dieta indutora de obesidade por 8 semanas, com
oferecimento de dois ciclos de sulfato de sédio dextrano (DSS) para indugao da
colite crénica. Apds as 8 semanas totais de experimentos, os animais foram
eutanasiados, e soro, célon, tecido adiposo, baco e linfonodos cecal e
mesentéricos foram coletados para avaliagcao histologica, analise de citocinas,
de células imunes, de receptores relacionados a inflamacao e avaliacdo da

permeabilidade intestinal.
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Os resultados mostram que a obesidade por si s6 ndo altera o escore
histopatolégico do célon, mas quando associada a colite piora o escore quando
comparado aos animais nao obesos com colite. Quando comparados aos
animais do grupo DIO, os animais do grupo colite+DIO apresentaram redugéo
na adiposidade, mas se observou aumento do infiltrado inflamatdério no colon e
no tecido adiposo visceral dos animais desse grupo devido ao aumento da
infiltracdo de macréfagos, neutréfilos e linfécitos. Microscopia intravital da
microvasculatura do tecido adiposo mostrou um aumento na adesido e
rolamento de leucécitos e 0 pcr em tempo rela mostrou superexpressdo de
moléculas de adesao no grupo colite+DIO em comparagdo com outros grupos.
Além disso, observou-se aumento da permeabilidade intestinal e aumento da
expressao do receptor tipo toll (TLR)4 e receptor de leptina b (Ob-Rb) no cdélon
desses animais. A leptina sérica, entretanto, estava aumentada apenas no
grupo DIO. Nossa hipotese € que a ligagao leptina-Ob-Rb esteja relacionada ao
aumento da inflamagdo do cdélon dos animais do grupo colite+DIO. Ainda,
linfocitos e mondcitos circulantes e neutréfilos no baco e linfonodos cecais
estavam aumentados nesse grupo.

Nossos resultados demonstraram a relacdo entre colite crénica e
obesidade como fatores agravantes para cada doenca, com aumento da
inflamacao no tecido adiposo e no célon e alteracdes sistémicas observadas no

baco, linfonodo cecal e na corrente sanguinea.

Palavras chave: colite, obesidade, dieta hiperlipidica indutora de obesidade e

inflamacao
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ABSTRACT

Ulcerative colitis is a disease of incompletely understood etiology and is
characterized by inflammation of the colonic mucosa. The epidemiology of
inflammatory bowel diseases suggests that environmental factors such as
personal hygiene, smoking and diet contribute to disease onset. Pro-
inflammatory markers including IL- 6, IL-1 and TNF are increased in colitis.
These markers are also increased in obesity that have an important
inflammatory component too. Obesity is a multifactorial disease involving
endocrine factors, genetics and behavior and directly contributes to systemic
inflammation. Studies have suggested that adipokines secreted by adipose
tissue (leptin, resistin and adiponectin) are closely associated with inflammatory
bowel diseases such as ulcerative colitis. In addition, some studies have shown
increased pro-inflammatory cytokines in the intestine of obese animals as well
as in the adipose tissue of animals with colitis.

The objective of this study was to elucidate the relationship between
obesity induced by a hypercaloric, high-fat diet (HFD) and chronic colitis
induced by intermittent administration of dextran sodium sulfate (DSS). To this,
the animals were divided into 4 groups (control, colitis, HFD and colitis + HFD).
Mice with chronic colitis induced by 2 cycles of dextran sodium sulfate (DSS) in
the first and fourth week of the experiment were fed a high-fat diet (HFD) to
induce obesity by 8 weeks. After 8 weeks of experiment, the animals were
euthanized, and serum, colon, adipose tissue, spleen and cecal and mesenteric
lymph nodes were analysed.

Obesity alone did not raise histopathology scores, but the combination of
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obesity and colitis worsened the scores in the colon compared to colitis group.
Despite the reduction in weight gain, there was increased inflammatory infiltrate
in both the colon and visceral adipose tissue of colitis + HFD mice due to
increased infiltration of macrophages, neutrophils and lymphocytes. Intravital
microscopy of VAT microvasculature showed an increase in leukocyte adhesion
and rolling and the real time pcr showed overexpression of adhesion molecules
compared to other groups. Moreover, we observed increased intestinal
permeability and toll like receptor (TLR)4 and leptin receptor expression in the
colon of the Colitis+tHFD group. The serum leptin were increased only in HFD
group. We hypothesized that leptin-receptor (Ob-Rb) binding increasing the
inflammation of the colon of Colitis+HDF.

Still, circulating lymphocytes, monocytes and neutrophils in the spleen
and cecal lymph nodes were increased in the colitis + HFD group.

Our results demonstrated the relationship between cronic colitis and
obesity as aggravating factors for each disease, with increased inflammation in
the colon and adipose tissue and systemic alterations observed in the spleen,

lymph nodes and bloodstream.

Keywords: colitis, obesity, high-fat diet-induced obesity and inflammation.
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As doencgas inflamatérias intestinais (DIl) sdo doengas crbnicas do trato
gastrointestinal, como a doenga de Crohn e a retocolite ulcerativa. A doencga de
Crohn pode envolver qualquer parte do trato gastrointestinal, da boca ao anus
e afeta a parede intestinal inteira, enquanto a retocolite ulcerativa é tipicamente
restrita ao colon e afeta a mucosa e submucosa colénica. Sintomas e sinais
clinicos incluem perda de peso, diarreia sanguinolenta e dores abdominais.

As DIl sdo doencgas multifatoriais e, apesar de sua etiologia ainda ser
desconhecida, existe um consenso de que elas s&o caracterizadas por
resposta inflamatéria crénica a microbiota intestinal em hospedeiros
geneticamente susceptiveis, resultando em um desequilibrio na microbiota
intestinal e sistema imunoldgico.

A retocolite ulcerativa € a forma mais comum de doenca inflamatdria
intestinal no mundo, com incidéncia variando entre 1,5 a 24,5 individuos por
mil. E uma doenca multifatorial e envolve aspectos genéticos e ambientais,
(como, estilo de vida e dieta) e sistema imune.

A retocolite ulcerativa apresenta importante componente inflamatorio,
com grande infiltrado de células imunes para o codlon, como linfocitos,
neutréfilos e macréfagos e liberagdo de citocinas inflamatérias como fator de
necrose tumoral (TNF), interleucina (IL)-6, IL-1, IL-5 e interferon (IFN)y.

A dieta pode afetar a retocolite ulcerativa de forma protetora ou deletéria.
Dietas ricas em frutas, vegetais, peixe e fibras dietéticas parecem ter efeito
protetor sobre as DII. Alguns nutrientes, como os acidos graxos de cadeia curta
também apresentam efeitos benéficos na evolugao da colite experimental. Ja
dietas ricas em sacarose, carboidratos refinados, e gordura saturada podem

levar ao aumento do risco de desenvolvimento da retocolite ulcerativa. As
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dietas ricas em gordura também sao fatores de risco para outras doengas,
como a obesidade.

A obesidade e o sobrepeso sao definidos como o acumulo excessivo de
gordura que apresenta um risco para a saude, e € uma doencga de distribuicdo
mundial. Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2008,
cerca de 1,4 bilhdes de pessoas adultas apresentavam sobrepeso e 500
milhdes apresentavam obesidade. No Brasil, quase metade da populacéo
apresenta sobrepeso, e 16% esta obesa.

Além de ser, por si sO, um problema de saude publica mundial, a
obesidade é fator de risco para diversas doengas como: diabetes melitos tipo 2,
doencas cardiovasculares, hipertensdo pulmonar, apnéia obstrutiva do sono e
variados tipos de cancer.

De forma geral, 0 consumo caldrico excessivo ocasiona um aumento do
acumulo de triglicerideos nos adipdcitos (hipertrofia) e aumento em seu numero
(hiperplasia). Os adipdcitos hipertrofiados secretam agentes pré-inflamatérios
promovendo uma inflamacéo sistémica de baixo grau.

Assim como a retocolite ulcerativa, a obesidade apresenta importante
componente inflamatério, com producdo aumentada pelo tecido adiposo de
citocinas inflamatérias como, TNF, IL-6 e adipocinas, como leptina e resistina.
Além disso, é observado alteragdo do perfil de células imunoldgicas no tecido
adiposo, sendo caracterizado por células de perfil mais inflamatério como
macrofagos M1 e linfocitos T auxiliares (Th)1.

Estudos relacionando ambas as doencas, obesidade e retocolite
ulcerativa, comecam a ser realizados. Sabe-se que dietas hiperlipidicas sao

fatores de risco para ambas doencas e que elas apresentam importante
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componente inflamatério envolvido em sua patogénese. Alguns estudos tém
sugerido que adipocinas secretadas pelo tecido adiposo, como leptina e
adiponectina, estao intimamente associados a retocolite ulcerativa. Em adicao,
outros estudos mostram o aumento de citocinas proé-inflamatérias no intestino
de animais obesos, bem como no tecido adiposo de animais com colite.
Entretanto, estudos que demonstrem o perfil inflamatério em animais afetados
por ambas doencas ainda nao existem, sendo importante que se elucide a
influéncia da inflamacao do tecido adiposo derivado da obesidade induzida por
dieta nas doencas inflamatdrias intestinais e o perfil do tecido adiposo em
individuos com colite crbnica, avaliando a possibilidade de uma inflamacao

sistémica.
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Sistema digestério

O sistema digestério inicia-se na cavidade bucal, continuando na faringe,
esbfago, estdbmago, intestinos delgado e grosso, terminando no reto, que se
abre para o meio externo por meio do anus” 2. O intestino grosso constitui a
porcado terminal do canal alimentar e se divide em cécum, cdélon ascendente,
célon transverso, colon descendente, colon sigmoide e reto’.

Ao longo de sua extensdo, o tubo digestério € organizado
morfologicamente de forma semelhante, sendo dividido em camadas serosa ou

adventicia, muscular, submucosa e mucosa especializada® (figura 1).

— Mucosa

.. Submucosa

— Muscular

Serosa ou
Adventicia

Intestino Delgado  Célon

Figura 1: Estrutura morfolégica do tubo digestivo: camadas serosa ou
adventicia, camada muscular, camada submucosa e camada mucosa®.

A camada serosa ou adventicia € a mais externa das quatro camadas e
recebe este nome de acordo com a presenga ou auséncia de um tecido
epitelial de revestimento simples que circunda o tecido conjuntivo frouxo que
forma essa camada. A camada muscular € formada por duas camadas de
musculos lisos: a mais interna, longitudinal e a mais externa, circular. A

camada submucosa é composta por tecido conjuntivo frouxo. Encontra-se
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nessa camada, uma delgada camada muscular denominada muscularis
mucosae®, que é uma parte importante e ativa da barreira de mucosa,
possuindo mecanismos de controle de corrente entre mucosa e submucosa®.

A mucosa (figura 2) é a camada mais especializada e complexa do trato
gastrointestinal. E formada por tecido epitelial de revestimento, glandulas e
pela lamina proépria. As células epiteliais presentes nessa camada sao distintas
de acordo com o 6rgao em que estdo localizadas e tém diversas fungoes:
revestimento de vilosidades e criptas intestinais, absorcao seletiva do material
encontrado na luz intestinal, secrecdo de produtos de maneira diferenciada
como muco (células caliciformes) e imunoglobulinas, e expressado de diversos
marcadores celulares. Intrinseco ao tecido epitelial, encontram-se células
especializadas na defesa do organismo, como os linfécitos intraepiteliais e as
células M>.

As células M funcionam como captadoras seletivas de macromoléculas,
sendo também porta de entrada de microrganismos, uma vez que S&o
desprovidas de glicocalix, permitindo a adesdo de microrganismos. Essas
células também recobrem as placas de Peyer, que sdo aglomerados de
nddulos linféides na interface entre a camada mucosa e submucosa®.

A lamina prépria da camada mucosa, por sua vez, € rica em células do
sistema imunoldgico, como mastdcitos, macrofagos, eosindéfilos e plasmacitos.
Os componentes da imunidade presentes nesta camada formam o tecido
linféide associado a mucosa — MALT (Mucosal - Associated Lymphoid Tissue).
A grande maioria das interagbes que ocorrem entre o meio ambiente intestinal

e o0 organismo acontece na camada mucosa’.
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Figura 2: Mucosa intestinal. Diversos componentes se juntam para formar uma
barreira de mucosa intestinal functional: a camada espessa de muco, onde as
bactérias comensais formam uma area de protecdo; a camada de células
epiteliais intercaladas com muco, que produzem células caliciformes e células
Paneth produtora de peptideo antimicrobiano; e enterécitos luminais
especializados, chamados células M, formando a principal barreira entre o
interior do corpo e o mundo exterior. Na lamina propria, células da imunidade
inata e adaptativa como células T, B, eosindfilos, mastécitos, células
dendriticas e macrofagos, compreendem o sistema imune de mucosa que
responde com erradicagdao ativa ou reacdo tolerigénica para antigenos
estranhos®.

As células epiteliais estdo unidas em sua parte apical pelas juncdes
firmes (tight junction — figura 3). O complexo das jun¢des firmes mantém uma
distancia estreita entre as membranas plasmaticas de duas células, excluindo o
influxo de antigenos por meio de rotas paracelulares. As protéinas das jungdes
firmes incluem claudinas e ocludinas e estdo ligadas as z6nulas de oclusao
(ZO) que sao pontes para o citoesqueleto de actina e flamentos de miosina. A
organizagao das proteinas das jungdes firmes e da jungido actina-miosina é
regulada por uma complexa rede de vias de sinalizagdo. A contracdo de
filamentos de actina-miosina que abrem a juncao paracelular é mediada pela

fosforilagdo da cadeia leve de miosina (myosin light chain — MLC) via ativagao
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da quinase de cadeia leve de miosina (myosin light chain kinase — MLCK). A
passagem anormal de bactérias pela camada epitelial devido ao aumento da
translocagao paracelular e alteragdo das jungdes firmes, esta associada a

diversos estados de doencga’.

Sistema imune intestinal

O sistema imune é composto de uma rede complexa de células linfoides
e fatores humorais. Mesmo em estado saudavel, o sistema imune esta
atuando, mantendo uma inflamacao fisiologica (figura 3).

Antigenos luminais, como comensais, patégenos e nutrientes, sao
recolhidos por meio de células apresentadoras de antigenos (APC — antigen-
presenting cells) profissionais ou néo profissionais. Embora as APCs nao
profissionais, como células epiteliais intestinais, possam interagir com células T
imaturas (ThO) via receptores do complexo de histocompatibilidade principal
(MHC - major histocompatibility complex) da classe 2, elas ndo produzem
sinais co-estimulatérios na auséncia de inflamacao, suprimindo a inducédo de
células T efetoras na mucosa. Células B de mucosa se diferenciam em células
plasmaticas e secretam imunoglobulina (Ig) A, que cobrem o epitélio da
mucosa. APCs profissionais, como células dendriticas, expressam grande
variedade de receptores de reconhecimento padrao (pattern-recognition
receptors — PRR) e moleculas co-estimulatérias. Elas controlam ambas as
respostas imune inata, como ativacdo de células natural killer, e adaptativa,
como o equilibrio na diferenciacdo de células ThO em células efetoras (Th1,

Th2 e Th17) requeridas para combater organismos patogénicos, e células T
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regulatorias (Treg e Th3). Na presenga de comensais e na auséncia de

inflamacéao, o equilibrio entre subpopula¢des imune efetoras e regulatérias &

mantido por meio de uma rede de citocinas bem controlada®.
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Figura 3: Sistema imune intestinal em individuo saudavel.
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resposta T efetora e regulatéria e células da imunidade inata (macréfagos e
granulécitos) mantém inflamacao fisiolégica na mucosa intestinal (adaptado de
Baumgart e Carding, 2007%). Mcell: células M (célula epitelial espcializada), Th:
célula T auxiliary, ThO: célula T auxiliary imatura, Th1, Th2 e Th17: células T
efetoras, Tr e Th3: células T regulatérias, B: células B, B(PC)cells: células B
plasmaticas, NK: células natural killer, NKT: células T natural killer.
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Microbiota intestinal

O trato gastrointestinal € o maior reservatério de bactérias comensais do
corpo humano. Ingestao alimentar por via oral serve como uma porta para o
ambiente exterior e permite a entrada de organismos exégenos e nutrientes no
trato gastrointestinal que fornecem suporte para o crescimento e sobrevivéncia
tanto do hospedeiro como dos comensais’.

As bactérias comensais modulam a expressao de genes envolvidos em
diversas funcdes intestinais importantes, incluindo absorcdo de nutrientes,
fortificacdo da barreira de mucosa, angiogénese e maturacao intestinal pos-
natal. Essa relacdo simbiotica se estabelece durante os primeiros 2-3 anos de
vida, sendo os bebés estéreis antes do nascimento®. A densidade bacteriana
aumenta gradualmente do segmento proximal para o distal do trato
gastrointestinal e atinge uma quantidade estimada de 10''-10"? bactérias por
grama de conteudo colbénico. A populacéo entérica bacteriana total consiste de
até 10" células, que é dez vezes o nimero de células do corpo humano. A
microbiota intestinal € altamente diversificada e apresenta uma composicao
especifica individual, determinada pelo gendtipo do hospedeiro e fatores
ambientais. Ao redor de 15.000 a 36.000 espécies de bacterias ja foram
identificadas no trato gastrointestinal humano, sendo os filos mais comumente
encontrados, o Firmicutes (espécies como Lactobacillus, Clostridium,
Enterococcus), o Bacteroidetes (espécie como Bacteroides), o Proteobactérias
(espécie como Escherichia coli) e Actinobactéria (espécie como

Bifidobacterium)’.
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Doencgas Inflamatérias Intestinais

As doencgas inflamatérias intestinais (Dll) sdo doengas crbnicas do trato
gastrointestinal, como a doenga de Crohn e a retocolite ulcerativa. Inflamagéao
transmural caracterizada por hiperplasia linfoide, edema submucosal, lesbes
ulcerativas e fibrose sdo tipicamente observadas em areas afetadas® "°. A
doenga de Crohn pode envolver qualquer parte do trato gastrointestinal, da
boca ao anus e afeta a parede intestinal inteira, enquanto a retocolite ulcerativa
é tipicamente restrita ao colon e afeta a mucosa e submucosa coldnica®’.
Sintomas e sinais clinicos incluem perda de peso, diarreia sanguinolenta e
dores abdominais®.

As DIl sdo doencas multifatoriais e sua etiologia ainda é desconhecida®
114 Diversos fatores estdo envolvidos na origem dessas doencas: fatores
genéticos, sistema imune do hospedeiro e fatores ambientais como, microbiota,

9 12,13, 15 Existe um

envolvimento de agente infeccioso e fatores dietéticos
consenso de que as DIl sdo caracterizadas por resposta inflamatdria crénica a
microbiota intestinal em hospedeiros geneticamente susceptiveis, resultando
em um desequilibrio na microbiota intestinal e sistema imunolégico® '% 121,

As DIl afetam tanto criancas quanto adultos'®. Estima-se que 1,4 milhdes
de pessoas nos Estados Unidos e 2,2 milhdes de pessoas na Europa
apresentem a doencga®. A incidéncia mundial de doenca de Crohn varia entre
0,7 a 14,6 individuos por 100.000 habitantes, enquanto a incidéncia de
retocolite ulcerativa varia entre 1,5 a 24,5 individuos por mil. Nos Estados

Unidos, acredita-se que a doenga de Crohn afete 0,20% da populacéo e a

retocolite ulcerativa 0,24%.
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Apesar da baixa prevaléncia em gémeos homozigotos, estudo mostrou

incidéncia significativamente maior da doenca de Crohn neste grupo de

individuos do que poderia ter sido previsto ao acaso'’.

Nas doencas inflamatdrias intestinais, o sistema imune intestinal, tao

bem controlado em estados de normalidade, apresenta disturbios em todos os

niveis (figura 4)°.
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Figura 4: Sistema imune nas doengas inflamatdrias intestinais. Desequilibrio
entre resposta T regulatéria e T efetora, aumento de produgédo de citocinas
inflamatdrias, levando ao dano tecidual. (adaptado de Baumgart e Carding,
2007°). Mcell: células M (célula epitelial especializada), Th: célula T auxiliar,
ThO: célula T auxiliar imatura, Th1, Th2 e Th17: células T efetoras, Tr e Th3:
células T regulatérias, B: células B, B(PC)cells: células B plasmaticas, NK:
células natural killer, NKT: células T natural killer, MLN: linfonodo mesentérico.

Antigenos luminais ganham acesso a mucosa devido as lesbes na

barreira epitelial. Nas células do sistema imune ha aumento da expressao de
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receptores de reconhecimento padrao (PRR) que se ligam aos patégenos e
desencadeiam vias inflamatérias. Células dendriticas mieloides comegcam a
reconhecer comensais como patdgenos, entram em maturagcdo e aumentam
sua expressao de PRR, receptores de histocompatibilidade e de moléculas co-
estimuladoras e param a migragao. Juntamente a isso ocorre alteracdo do
estado funcional das células para ativadas e promove diferenciagcao de células
T imaturas (ThO) em células T efetoras (Th1, Th2 e Th17) e células T natural
killer. As células epiteliais do intestino também passam a expressar moléculas
co-estimuladoras. Essa expressdo aumentada de co-estimuladoras aumenta a
funcdo de apresentadoras de antigenos das células epiteliais e contribuem
para a resposta efetora das células T. Ativacao de células T e B também ocorre
em centros germinativos dos linfonodos, onde células dendriticas carreando
antigenos encontram células ThO e células B. Além da fungdo de
apresentadoras de antigenos, células T efetoras e T natural killer, granuldcitos
e macrofagos expressam seus proprios PRR no estado inflamatério e podem
se tornar ativados por essa via alternativa. Em geral, a resposta T efetora
predomina sobre a resposta T reguladora. Na doenga de Crohn, as células ThO
se diferenciam predominantemente em células Th1, com producio
principalmente de interferon gama (IFNy) e interleucina (IL) 12. Na retocolite
ulcerativa, as células ThO se diferenciam preferencialmente em células Th2
aberrantes, com producao de IL-5 e IL-4, enquanto células natural killer
produzem IL-13. As citocinas secretadas pelas células T efetoras estimulam
macrofagos a secretarem grandes quantidades de outras citocinas
inflamatdrias, como TNF, IL-1 e IL-6. Finalmente, leucdcitos em rolamento e em

adesao da vasculatura da mucosa passam para a mucosa, liberam mais
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citocinas inflamatérias e amplificam e perpetuam esse ciclo inflamatério. O
dano tecidual leva a liberagdo de diversos mediadores nocivos como 6xido

nitrico, proteases, endopeptidases e radicais livres® '°.

Retocolite Ulcerativa

A retocolite ulcerativa € a forma mais comum de doenca inflamatdria
intestinal no mundo'’. E uma doenca multifatorial e envolve aspectos genéticos
e ambientais, como, estilo de vida e dieta e sistema imune, e apresenta fase
aguda (sintomatica) e fase remissiva "> '* 8,

A retocolite ulcerativa € uma doenca inflamatdria restrita ao célon, que
se inicia no reto. Dependendo da extensao anatémica, os pacientes podem ser
classificados como tendo proctite, colite do lado esquerdo (envolvendo o cdélon
sigmoide com ou sem envolvimento do célon descendente), ou pancolite.
Alguns doentes também desenvolvem inflamacgao ileal, que, ocasionalmente,
complica a diferenciacdo de ileocolite de Crohn'®. E caracterizada por diarreia
grave com perda de sangue, perda progressiva da fungao peristaltica e
enrijecimento do célon™ 1% 1°.

Histologicamente, a inflamacado afeta a mucosa com infiltracdo de
linfécitos e granulécitos e perda de células caliciformes, presenca de
ulceracbes e abscessos nas criptas. O processo inflamatério tem inicio na
profundidade das criptas e, com a evolugdo crbnica da doenca, ocorre a
ruptura das criptas para dentro da lamina prépria e da submucosa permitindo a

extensao lateral deste processo, ficando a mucosa descolada e descamada,

produzindo ulceracdes. Nessas ulceragdes € possivel perceber apoptose
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aumentada das células epiteliais, e a razao de apoptose celular esta
correlacionada positivamente com a gravidade da doenga'® *°.

Na retocolite ulcerativa também ocorre alteragdo da barreira intestinal,
com significantes alteragdes na estrutura e fungao das jungdes firmes epiteliais,
incluindo uma elevada expressdo da proteina claudina 2. Também foi
encontrado um aumento da taxa apoptotica no epitélio durante a retocolite
ulcerativa, o que contribui para o defeito na barreira. A IL-13, uma citocina
chave na resposta efetora durante a retocolite ulcerativa, € um potente indutor
da apoptose?®.

Em relacdo a susceptibilidade genética, diversos genes especificos ou
nao especificos parecem estar envolvidos no aparecimento e desenvolvimento
da retocolite ulcerativa, podendo implicar em disfuncdo da barreira epitelial,
apoptose, defeitos na regulagédo transcricional e na sinalizagdo de IL-23, e
envolvimento da resposta Th1 e Th17. Além disso, redugao do receptor ativado
de proliferacdo de peroxisomo (PPAR)-y pelos colonécitos, anormalidades no
muco e nas células T regulatérias podem contribuir para auto-imunidade
seletiva e eventos imunes na patogénese da retocolite ulcerativa (figura 5)'.

O tratamento medicamentoso para retocolite ulcerativa, nos diferentes
estagios inclui: sulfasalazina via oral, medicagdo intravenosa a base de
corticoides, agentes antiespasmodicos, e até mesmo terapia
imunossupressora, composta por ciclosporina, tacrolimus e azatioprina. Como
prognéstico da retocolite ulcerativa, aproximadamente 25 a 40% dos pacientes
com a forma grave da doenga, sdo submetidos a colectomia. Também é
recomendado uma vigilancia colonoscépica para deteccdo de possiveis

displasias, no periodo superior a 8 anos apoés o diagnostic021.
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A retocolite ulcerativa esta associada com uma desregulacédo da
resposta imune contra a microbiota intestinal. A microbiota intestinal comensal
leva a uma inflamacéo crénica causada pela desregulagdo da resposta das
células da imunidade inata e células T%.

Resposta imune humoral anormal pode ser observada na retocolite
ulcerativa. Aumento de IgM, IgA e IgG é comum. Auto-imunidade pode levar ao
aumento de IgG1 contra antigenos do epitélio coldnico, levando ao dano
tecidual”.

Na resposta imune inata, macréfagos e células dendriticas estdo
aumentados na lamina propria em decorréncia da retocolite ulcerativa. Ocorre
aumento de citocinas proé-inflamatérias (IL-1B, IL-6, IL-12, TNF) derivadas
dessas células. Moléculas pré-inflamatoérias sdo preferencialmente produzidas
por monocitos e células polimorfonucleares que migraram para o sitio
inflamatdrio pela presenca de moléculas de adesao, e ndo pelos macréfagos
residentes’®. Moléculas de adesdo, como a molécula de adesdo intercelular
(ICAM)-1, sdo necessarias para que células circulantes sejam capazes de se
ligar ao endotélio ativado, que € um dos passos para a migragdo de células
mono e polimorfonucleares para o sitio inflamatorio™®.

Receptores do tipo toll (toll like receptors — TLR) sao expressos na
superficie de varias células efetoras da resposta imune inata. Antigenos
microbianos se ligam seletivamente a esses receptores que iniciam a
sinalizagao via fator nuclear kB (NFkB). Embora cada tipo de TLR se ligue a um
adjuvante microbiano especifico (por exemplo, TLR4 se liga a

lipopolissacarideos — LPS), esses sinais convergem na resposta via MyD88,
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que ativa o NFkB. A ativacdo do NFkB leva a ativagao de diversos fatores pro-
inflamatdrios que atuardo na patogénese da retocolite ulcerativa'®.

Além dos TLR, os receptores NOD (nucleotide-binding oligomerization
domain), outro tipo de receptor de reconhecimento padréo, estdo envolvidos na
retocolite ulcerativa. Os NOD sao receptores intracelulares que podem
desencandear vias semelhantes as dependentes de NF-kB. O dipeptideo
microbiano muramil, o menor componente bioativo do peptideoglicano,
componente de todas bactérias, tem sido identificado como ligante especifico
para o NOD2. Mutagdes no gene de NOD2, localizado no cromossomo 16912,
tem sido associadas com a retocolite ulcerativa. Especificamente, acredita-se
que mutacdes no NOD2 sao capazes de alterar a susceptibilidade e localizacao
da doencga?.

O papel da resposta imune adaptativa na retocolite ulcerativa € mais
controverso. Alguns estudos demonstram que o perfil de citocinas
apresentados pelos pacientes com retocolite ulcerativa € o da resposta

imunolégica do tipo Th2% 1% 2

, sustentado pelos baixos niveis de transcricao da
citocina IL-12 na mucosa intestinal®*. Contudo, na lamina propria dos pacientes
com retocolite ulcerativa, encontra-se uma maior producao de IL-5, mas ndo de
IL-4, o que seria esperado para uma resposta de perfil Th2?* #. Outros
estudos, também atribuem a retocolite ulcerativa um perfil inflamatério do tipo
Th1, sugerindo que a retocolite ulcerativa seja resultante do desenvolvimento e
manutencdo desta resposta, com a presenca de células Th1 nas lesbes

intestinais, e que a doenga pode ser prevenida pelo tratamento com anticorpos

anti-IFNy e anti-TNF?% %7,
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Danese e Fiocchi publicaram uma revisdo em 2011 na qual exploram
conceitos atuais relacionados a patogénese da retocolite ulcerativa'’ (figura 5).
Glicolipideos de células epiteliais e bactérias induzem regulagao positiva do
receptor a2 de IL-13 nas células T natural killer da mucosa. A IL-13 atua de
forma autdcrina ativando essas células, que se expandem e aumentam a
citotoxidade das células natural killer mediadas por IL-13, criando um ciclo, e
levando a disfugcao da barreira epitelial. Isso leva ao aumento da absorgao de
produtos bacterianos e geracdo de anticorpos antibacterianos. O dano as
células epiteliais induz a producdo de anticorpos anti-tropomiosina pelas
células B enquanto proteinas nucleares dos neutrdfilos induzem a producao de
anticorpos citoplasmaticos  anti-neutrofilico perinuclear  (perinuclear
antineutrophilic cytoplasmic antibodies - pANCA).

Em adicdo as células Th1 e Th17, ocorre um aumento no numero de
células Th2 produtoras de IL-13 que continuam a gerar disfungdo da barreira
epitelial, resultando em um aumento de permeabilidade intestinal e producao
de IL-5, que pode contribuir para o recrutamento e ativagao de eosindfilos. O
aumento da absorcdo de produtos bacterianos também estimula células
dendriticas e macrofagos, resultando em produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas. Células ativadas por IL-1 secretam peptideo
ativador de neutrdfilos epiteliais (ENA) e IL-8, que recrutam neutrdfilos, bem
como proteina quimioatrativa de mondcitos (MCP1/CCL2), que atraem
macrofagos ativados e RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell

Expressed, and Secreted), que atraem e recrutam células T auxiliares'”.
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Figura 5: Conceitos atuais relacionados a colite ulcerativa, com envolvimento
de células natural killer, macrofagos e neutréfilos, da citocina IL-13, da
ativacao de células T em Th1, Th2 e Th17, bem como a disfungao da barreira
epitelial’’.

Modelos experimentais de colite

Modelos experimentais sdo importantes para melhor compreensio da
patogénese e mecanismos inflamatorios da retocolite ulcerativa. Esses
modelos sao divididos em dois grandes grupos: modelos que levam ao
desenvolvimento espontaneo da doencga e os que necessitam de indugdo. A
colite pode ser induzida em camundongos por meio de: modificacédo genética,
como os animais deficientes para o gene IL-10; tratamento com agentes

farmacolégicos, como o sulfato de sddio dextrano (DSS) ou o acido sulfénico
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trinitrobenzeno (TNBS); ou pela transferéncia de células regulatérias em
hospedeiro gravemente linfopénico em populagées de células T'°.

A colite induzida por DSS causa uma mudanga na populacdo da
microbiota intestinal, notando-se um aumento de bactérias Gram-negativos
anaerdbicas facultativas® 2°. Nessa, as lesdes predominam no lado esquerdo
do intestino grosso (colons descendente e sigmoide) e no cdélon transverso e
sdo observados colons menores, bago aumentado, infiltragdo grave de células
inflamatdrias incluindo linfécitos T e macrofagos®® 2°. O mecanismo pelo qual o
DSS induz colite ainda ndo é completamente conhecido, mas acredita-se que
seja devido a funcao inapropriada de macréfagos pela captagédo do DSS, a
alteracdes da populacido de bactérias luminais e a efeitos toxicos no epitélio do
intestino, afetando a estabilidade da barreira intestinal como um todo e
diminuindo a producdo de muco®. A colite induzida por DSS apresenta
manifestacdes clinicas semelhantes aquelas apresentadas por pacientes com
retocolite ulcerativa, tais como perda de peso, diarreia com sangue e

encurtamento do colon' 3°.

Histopatologicamente, é observado infiltrado
inflamatério, aumento da apoptose celular e ulceragcdes na mucosa coldnica?®.
A colite crbnica experimental pode ser induzida pela administracao
intermitente de DSS, em 2-3 ciclos de oferecimento do farmaco, com intervalos
com administracdo apenas de agua?®. A inflamacgdo cronica é marcada por
aumento de leucdcitos e citocinas no plasma, um infiltrado celular rico em
macréfagos, linfocitos e agregados linfoides na Iamina prépria e serosa®! ¥,

bem como aumento da produgdo de citocinas inflamatérias tanto da resposta

Th1 quanto Th2 no célon®.
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Fatores de risco ambientais - Dieta hiperlipidica

Estudos tém associado fatores ambientais com a retocolite ulcerativa.
Esses fatores incluem tabagismo (fator protetor no caso da retocolite ulcerativa,
mas prejudicial no caso de doenga de Cronh), uso de antibiéticos e drogas anti-
inflamatdrias n3o esteroides, estresse, infeccdo e dieta® '® 3* 3 Os
mecanismos pelos quais esses fatores desencadeiam o aparecimento da
doencga ou a reativam nao sao bem compreendidos. De forma geral, acredita-
se que esses fatores alteram a integridade da barreira da mucosa, as respostas
imunes ou o0 ambiente luminal, tendo cada um deles um impacto sobre a
susceptibilidade a inflamacéo™*.

Infecgbes podem iniciar uma inflamagao inespecifica por quebrar a
barreira de mucosa e ativar a resposta imune inata, levando a uma maior
captacdo de antigenos bacterianos que estimulam resposta por células T
prolongada em hospedeiros geneticamente susceptiveis®*, além de aumentar a
producao de citocinas inflamatérias e o trafego de células para o sitio de
inflamagao intestinal™°.

Acredita-se que drogas anti-inflamatérias ndo esteroides agem por
inibicdo de prostaglandinas protetoras e por desacoplamento da fosforilagao
oxidativa mitocondrial nos enterdcitos no intestino delgado. A deplegéo
intracelular de adenosina trifosfato (ATP) pode levar a perda do controle do
citoesqueleto sobre as jungdes firmes e aumentar a permeabilidade intestinal e
levar a quebra na barreira de mucosa™.

O estresse psicologico leva a sinalizagao através do eixo hipotalamo-

pituitario-adrenal e do sistema nervoso autbnomo que culmina em resposta
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imune e inflamacao™. Além de levar ao aumento de mediadores pro-
inflamatdrios, o estresse pode aumentar a permeabilidade intestinal'® 3.
Entretanto, é dificil definir estresse. Ativacdo de resposta ao estresse é
altamente dependente da percepcédo do paciente desse estresse®.

O tabagismo é talvez o fator ambiental mais amplamente documentado
nas DIl, mas seu efeito oposto na retocolite ulcerativa e doenca de Crohn nao é
bem compreendido. A nicotina, o mondxido de carbono e a hipdxia ja foram
sugeridos como mediadores dos efeitos do fumo®*.

A dieta é particularmente importante no desenvolvimento e progressao
da doenca. Certos tipos de nutrientes tém se mostrado benéficos ou
prejudiciais para os pacientes de DIl, levando a necessidade do
desenvolvimento de dietas individualizadas. Por exemplo, dietas ricas em
sacarose, carboidratos refinados e acidos graxos poli-insaturados w-6 podem
levar ao aumento do risco para DII'. O acido linoléico (acido graxo poli-
insaturado w-6) pode ser metabolizado em acido araquidonico e seus
metabdlitos eicosanoides que sao naturalmente pro-inflamatérios e estao
aumentados na mucosa de pacientes com retocolite ulcerativa®®. Por outro
lado, suplementagdo com acidos graxos de cadeia curta, como o butirato, tem
se mostrado benéfica na prevencdo da colite em modelos experimentais®’.
Além disso, dietas ricas em frutas, vegetais, peixe e fibras dietéticas também
parecem ter efeito protetor sobre as DII®.

Estudos mostram que dietas hiperlipidicas aumentam o risco de
desenvolvimento de retocolite ulcerativa® *°. Ambos estudos experimentais e

clinicos levantam a interessante questdo se € o consumo aumentado de

gorduras em geral ou certo tipo especifico de gordura que induzem reagéao
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inflamatdria intestinal®®, mas esses estudos diferenciando os tipos de gordura,
ainda sao escassos. Em adicdo, a dieta hiperlipidica pode também alterar o
metabolismo de outros tecidos, como o tecido adiposo, levando ao

desenvolvimento de obesidade*’.

Tecido adiposo

O tecido adiposo é dividido em dois tipos: o tecido adiposo marrom, que
€ utilizado para geragao de calor, e o tecido adiposo branco (chamado de
amarelo em humanos), que é usado como armazenamento de energia*’. E
composto por adipécitos e por uma fracdo estromavascular de células, que
consiste de diversa populacao de leucécitos, fibroblastos, células endoteliais e
estromais e pré-adipdcitos®.

Em relacdo as células imunes presentes no estromavascular, é
observada a presenga de macréfagos, que sao ativados pela via alternativa e
apresentam fenétipo anti-inflamatdrio, e linfocitos T auxiliares do tipo Th2*44°

(figura 6).

Figura 6: Células do tecido adiposo. Tecido adiposo composto de adipécitos,
células do sistema imune: macréfagos M2 e linfocitos T auxiliares (CD4+) do
tipo Th2 e vasos sanguineos; adaptado de Ouchi et al*’.
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O tecido adiposo é o maior 6rgao de estoque energético do corpo. Mais
de 95% dos lipideos do corpo sao encontrados no tecido adiposo armazenado
sob a forma de triacilglicer6is, com menores quantidades armazenadas em
outros tecidos como musculo e figado. Menos de 0,1% dos lipideos do corpo
estdo no plasma“.

A maioria da energia armazenada é derivada de triglicerideos ingeridos
que aparecem na circulagao incorporados aos quilomicrons e dos acidos
graxos sintetizados no figado e no tecido adiposo via lipogénese a partir de
substratos néo lipidicos, como carboidratos. Entre as refeigdes, para satisfazer
as necessidades energéticas de outros 6rgaos, os estoques de triacilglicerdis
sao mobilizados do tecido adiposo pela lipdlise, no qual esses séao
transformados em acidos graxos e glicerol. Assim que deixam os adipécitos, os
acidos graxos livres circulam no plasma ligados a albumina plasmatica para
serem utilizados principalmente como energia pelos tecidos corporais*® *°.

Atualmente, sabe-se que o tecido adiposo ndo é apenas um 6rgao de
armazenamento de energia, e estudos mais detalhados desse tecido
descobriram diversas fungdes como seu envolvimento na resposta imune,
inflamagao e metabolismo*?.

O tecido adiposo é considerado como estrutura enddcrina, com secrecao
de diversos fatores, como leptina, adiponectina, resistina, TNF e IL-6, e
quimiocinas, como MCP-1/CCL2%,

A leptina foi descrita primeiramente em 1994, é produzida pela
transcricdo do gene obese (Ob)50 e apresenta um papel chave na homeostase
42, 50, 51. E

energética pela regulacdo do apetite em niveis hipotalamicos

responsavel por enviar sinais para o hipotalamo sobre a quantidade de
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reservas energéticas no tecido adiposo no organismo. Se ha um balango
energético positivo com aumento da massa adiposa, o hipotalamo atua inibindo
o apetite e aumentando o gasto energético via indugao de uma maior taxa de
oxidacdo lipidica. No passado, considerava-se que a leptina atuava
principalmente por meio do seu receptor no hipotalamo®?. Entretanto, estudos
mais recentes demonstram que o receptor de leptina também esta presente em
muitos tecidos periféricos, incluindo o tecido adiposo®? e intestino®°.

Além de exercer um papel metabdlico importante, a leptina também
interfere no sistema imune. Varias células envolvidas com as respostas
imunoldgicas, dentre elas os neutrofilos, mondcitos e linfécitos apresentam
receptores para esse hormoénio. Os efeitos imunolégicos da leptina sao pré-
inflamatdrios, promovendo respostas especificas de células Th1 e a producéao
de citocinas pro-inflamatérias como o TNF, a IL-2 e a IL-6. Em contrapartida, a
leptina é regulada por estes sinais pré-inflamatdrios®.

A sinalizagao da leptina ocorre pela ligagdo com seu receptor (Ob-R). O
gene para o Ob-R codifica 5 formas diferentes do receptor de leptina: Ob-Ra,
Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd e Ob-Re. O Ob-Rb é a forma longa do receptor de
leptina (também conhecido como Ob-RL) e tem uma longa parte citoplasmatica
que contém diversas regides requeridas para a transducdo de sinais. E
encontrado principalmente no hipotalamo, mas também em 6rgéos periféricos
como tecido adiposo, intestino e células sanguineas mononucleares. Em
comparagao a forma longa do receptor de leptina (Ob-Rb), as outras quatro
formas do receptor aparecem em menores concentracdes®’. O Ob-R é membro
dos receptores de citocinas classe 1, e, assim como eles, ndo apresenta

atividade tirosina quinase intrinseca, sendo necessario o recrutamento das
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quinases associadas 3 ativagdo de receptor da familia Janus (JAK)®" *°

(figura
7).

Quando a JAK2 se liga ao ODb-R, ela é ativada e se autofosforila,
fosforilando, em seguida, o Ob-R, que entdo recruta transdutores de sinais e
ativadores de transcricdo (STAT) 3°'. A STATS3 se torna fosforilada, dimeriza e
transloca do citoplasma para o nucleo, onde se liga a genes especificos®" *°. A

sinalizagao da leptina também estimula o sinal de supressao de citocinas 3

(SOCS3), que age como um controlador negativo da via JAK2-STAT3'.
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Figura 7: Via de sinalizagao da leptina. A leptina se liga ao seu receptor Ob-Rb
e ativa a via JAK2-STATS3, principalmente. Outras vias, como a da PI3K e
ERK/MAPK também podem ser ativadas. LRb: receptor de leptina B; JAK:
receptor da familia Janus 2; STAT: transdutor de sinal e ativador de transcricao
3; SOCS3: sinal de supressao de citocinas 3; PI3K: fosfatidil-inositol 3 quinase;
IRS: substrato do receptor de insulina; SHIP: inositol fosfatase contendo
dominio SH; ERK: quinase regulada por sinal extracelular; Tyr: tirosina®.

Apesar da via JAK2-STAT3 ser a mais descrita, a leptina também pode
ativar outras vias como a via fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), MAPK/ERK

(Mitogen-activated protein kinases/Extracellular signal-regulated kinases)
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(figura 7), AMPK (AMP-activated protein kinase) e mTOR (mammalian target of
rapamycin)®".

Além da leptina, outras adipocinas importantes sao produzidas pelo
tecido adiposo, como a adiponectina e a resistina®®. A adiponectina foi descrita
primeiramente em 1995, é considerada como a proteina mais abundante
produzida pelo tecido adiposo®’. Ela é capaz de interagir com células imunes,
como macrofagos, onde suprime a produgao e secregao de TNF e IL-6 e com
mondcitos, aumentando sua producdo de citocinas anti-inflamatorias®®. Os
niveis de adiponectina relacionam-se inversamente com o diabetes melitos tipo
2. Ela melhora a sensibilidade a insulina, oxidagdo da gordura muscular e

dissipacdo energética®® .

A acao sobre a sensibilidade a insulina da
adiponectina pode envolver a ativagdo da proteina quinase dependente de
AMP (AMPK), conhecida por regular a concentragao celular de malonil-CoA e
também por regular a producdo de glicose no figado, pela diminuicdo da
expressdo de enzimas da neoglicogénese®™ °" ®'. Os receptores da
adiponectina se dividem em AdipoR1 e AdipoR2 e sao expressos no
hipotalamo, bem como em é&rgaos periféricos como figado e musculo
esquelético®.

Ja a resistina é expressa em adipécitos de roedores e macrofagos de
humanos e apresenta efeito contrario a adiponectina, apresentando um
significativo papel na resisténcia insulinica relacionada a obesidade. Pouco se
sabe sobre as vias de sinalizacdo intracelulares pelos quais a resistina induz
seus efeitos metabdlicos, embora seu papel na regulagao metabdlica em varios

orgaos e tecidos, como hipotalamo, adipdcitos e figado ja tenham sido

mostrados®. Acredita-se que, assim como a adiponectina, a resistina age via
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AMPK®®,

De forma geral, o metabolismo do tecido adiposo € altamente regulado
por horménios e outros fatores como a alimentagao e o exercicio. A integridade
do processo de regulagdo do metabolismo do tecido adiposo é essencial para a
manutencdo da homeostase do peso corporal e a desregulacdo desse
processo provavelmente tem um papel importante na obesidade, resisténcia

insulinica e diabetes melitos tipo 2.

Obesidade

A obesidade e o sobrepeso sao definidos como o0 acumulo excessivo ou
anormal de gordura que apresenta um risco para a saude. E diagnosticada pelo
do indice de Massa Corporal (IMC), que é o peso (em quilogramas) do
individuo dividido pelo quadrado da sua altura (em metros). Pessoas com IMC
entre 25-29,9kg/m? sdo geralmente consideradas com sobrepeso e pessoas
com IMC igual ou superior a 30kg/m? sdo consideradas obesas®?.

A obesidade é uma doencga de distribuicdo mundial. Segundo dados da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2008, cerca de 1,4 bilhdes de
pessoas adultas apresentavam sobrepeso, sendo que desses, mais de 200
milhdes de homens e proximo de 300 milhdes de mulheres apresentavam
obesidade. Em 2010, mais de 40 milhdes de criancas menores de 5 anos
estavam com sobrepeso®.

No Brasil, pesquisa realizada pelo Ministério da Saude em 2011,
mostrou que 49% da populagdo brasileira apresenta sobrepeso e 16%,

obesidade. A situagao € ainda mais preocupante quando avalia-se a evolucao
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do sobrepeso e obesidade ao longo dos anos (2006 — sobrepeso: 43% e
obesidade: 11%), sendo observado aumento dessas no decorrer do tempo®.

Além de ser, por si sO, um problema de saude publica mundial, a
obesidade é fator de risco para diversas doengas como: diabetes melitos tipo 2,
doencas cardiovasculares, hipertensao arterial, apneia obstrutiva do sono,
refluxo gastroesofagico, desordens musculo-esqueléticas e variados tipos de
cancer®.

A obesidade é uma doencga multifatorial, com baixo grau de inflamagao,
que envolve fatores genéticos, enddcrinos e comportamentais. Dentre os
comportamentais, destacam-se a ingestdo excessiva de dietas ricas em
gorduras e aguicares e o baixo nivel de atividade fisica®®.

O consumo de acidos graxos pode afetar o processo inflamatoério via
modulagdo da atividade de fatores de transcricdo envolvidos na inflamacao,
como NFkB e PPARY®. Existe uma interacdo entre esses fatores de
transcricdo, visto que o PPARYy inibe a ativagdo do NFkB. Entre os acidos
graxos incluem-se os saturados, monoinsaturados, poli-insaturados e trans,
cada um apresentando seu papel na inflamagao derivada da obesidade®’.

Estudos in vitro mostraram que os acidos graxos saturados promovem
processo inflamatério®”, com aumento da expresséo de IL-6 e TNF®, de TLR-

4% e consequente aumento da ativagdo de NFkB® ©°

(figura 8). Em humanos,
a ingestdo de acidos graxos saturados também foi associada a concentragéo
de IL-6, em individuos obesos’®. Em estudos experimentais, a dieta

hiperlipidica rica em gordura saturada causa obesidade, com aumento de peso

corporal, adiposidade e marcadores inflamatérios’".
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Figura 8: Via de sinalizacdo do TLR4. O TLR4 pode ser ativado por
lipossacarideos (LPS) e &cidos graxos. Sua via pode ser dependente ou
independente de MyD88, culminando na ativagao do fator de transcrigdo NFkB,
que ativa vias inflamatorias’.

O consumo excessivo de acidos graxos saturados também é altamente
associado com a sindrome metabdlica®’, que é um conjunto de risco para
doencgas cardiovasculares e resisténcia insulinica (que culmina no diabetes
melitos tipo 2) relacionado a obesidade, dislipidemias e hipertensdo’. Além
disso, obesidade abdominal, acumulo ectépico de gordura e esteatose séo
incluidas nas complicacdes metabolicas da obesidade ™.

De forma geral, o consumo caldrico excessivo ocasiona um aumento do
acumulo de triglicerideos nos adipdcitos (hipertrofia) e, em algumas situagoes,
em numero (hiperplasia) dos adipécitos, gerando uma disfungdo nestes. Os

adipdcitos hipertrofiados secretam agentes pro-inflamatérios promovendo uma

inflamacéo sistémica de baixo grau®’.
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Obesidade e inflamagao no tecido adiposo

Como dito anteriormente, o tecido adiposo ndo é composto somente por
adipdcitos, mas também por uma fragdo estromovascular de células (linfocitos,
fibroblastos, células endoteliais e estromais e pré-adipdcitos) que, juntamente
com os adipdcitos, servem como uma grande fonte de citocinas, adipocinas e
moléculas de adesdo, como a molécula de adeséao celular vascular 1 (VCAM-
1)%.

Os adipdcitos possuem propriedades inflamatdrias significativas e séo
sensiveis a sinais inflamatdérios mediados por citocinas, como IL-183, IL-4, IL-6 e
IFNy e por receptores, como o receptor tipo toll 4 (TLR4). Na obesidade, ocorre
a estimulagao desses receptores que ativam inumeros sinais de transducao da
cascata inflamatdria, como a via do NFkB, levando a uma alteragao do perfil
inflamatdrio do tecido adiposo. Ocorre aumento da expressao e secrec¢ao de
diversas proteinas de fase aguda e mediadores da inflamacéo, incluindo TNF,
IL-1B, IL-6, MCP-1/CCL2, leptina e resistina. Por outro lado, ocorre diminuigao
de adipocinas e citocinas anti-inflamatérias, como a adiponectina e a IL-10"°.
Dessa forma, o aumento do tecido adiposo na obesidade contribui diretamente

para o aumento da inflamagao sistémica’®.

Obesidade e células imunes

Diversos tipos de células do sistema imune inato estdo envolvidas no

desenvolvimento da inflamacgao no tecido adiposo. O tipo celular mais estudado

€ o macréfago. De fato, a inflamagcdo do tecido adiposo na obesidade é
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caracterizada pela infiltragdo de macrofagos. Os macrofagos do tecido adiposo
sao classificados em dois tipos principais, baseado em marcadores de
superficie e seu perfil de citocinas. Os macréfagos M1, ou classicamente
ativados, apresentam um perfil de citocinas proé-inflamatdrias que incluem TNF,
IL-1 e IL-6, e sdo estimulados por IFNy. Os macrofagos do tipo M2, ou
alternativamente ativados, expressam fatores anti-inflamatérios, como IL-10, IL-
4, antagonista do receptor de IL-1 e TGF, e sao ativados por IL-4 e IL-13. A
obesidade induz uma alteragdo da populacdo de macréfagos M2 para M1
(figura 9), caracterizada por diminuicdo na produgao de IL-10 e aumento de
TNF. Essa alteragdo de M2 para M1 é mediada por ligantes de TLR4, como
acidos graxos saturados, que ativam a via do NF-kB, levando ao aumento da
producao de citocinas inflamatérias como TNF e IL-6, direcionando para o
fendtipo M1. Além disso, macréfagos M1 também séo recrutados dos vasos
sanguineos. Esse recrutamento ocorre porque o tecido adiposo obeso
expressa altos niveis de quimiocinas como MCP-1/CCL2, proteina inflamatéria
de macrofagos (MIP)-1, receptores de quimiocinas C-C-motif (CCR) como
CCR2 e CCR5 e moléculas de ades&o, como VCAM1%,

Enquanto o papel dos macréfagos € bem estudado na obesidade, o
papel de outras células ainda precisa ser elucidado. Por exemplo, sabe-se que
na obesidade ocorre infiltracdo de neutréfilos’”” e mastdcitos’® para o tecido
adiposo, mas a exata fungcdo dessas células na modulagcdo da inflamacéao
adiposa ainda n&o é esclarecida**.

Células da resposta imune adaptativa também estdo envolvidas na
inflamacdo do tecido adiposo vista na obesidade*. No tecido adiposo de

animais com obesidade induzida por dieta € observado infiltragao de linfocitos
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T para o tecido adiposo visceral, coincidindo com desenvolvimento de
resiténcia insulinica’®. Ocorre ainda aumento de linfocitos T auxiliares do tipo 1
(Th1) em detrimento dos do tipo Th2, promovendo secrecao de IFNy pelo
tecido adiposo®®. Além disso, é observado aumento de linfocitos T citotdxicos
CD8+%' e diminuigdo de linfocitos T reguladores® (figura 9). Interessantemente,
essas alteragdes no perfil de linfécitos precedem a infiltracdo de macréfagos

para o tecido adiposo*.
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Figura 9: Mudancgas na populacédo de células imune no tecido adiposo durante
a obesidade. O tecido adiposo magro contém maiores quantidades de
macrofagos M2, em relagdo aos M1. Também contém um grande numero de
células T regulatdrias. A hipertrofia dos adipdcitos e a obesidade leva a morte
dos adipécitos e aumento do numero de macréfagos pro-inflamatérios M1.
Também ocorre aumento de células B, células T auxiliares CD4+ e células T
citotoxicas CD8+. Essa mudanca no perfil imune aumenta a secrecdo de
citocinas inflamatdrias pelo tecido adiposo e aumenta a inflamacéao sistémica, o
que pode levar a resisténcia insulinica®*.

Resumindo, no tecido adiposo de individuos obesos ocorre uma

alteracdo do perfil imunologico®**°.

Em relacdo a imunidade inata ocorre
aumento da expressao e ativacdo de TLR4, levando a ativacio da via do NFkB
e da producdo de citocinas inflamatérias “°. Ocorre também influxo de células

da resposta imune adaptativa, como linfécito T citotéxicos CD8+ e linfocitos

Th1. Esses produzem citocinas e quimiocinas que atraem os macrofagos do
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tipo M1, levando ao influxo desses para o tecido adiposo. Os macrofagos M1
passam, entdo, a também secretar citocinas inflamatdrias, como TNF e IL-6*
6.8 O aumento na secrecdo de TNF pode estimular os pré-adipdcitos a
produzirem MCP-1/CCL2 e entdo, atrair mais macréfagos para o tecido®. O
aumento da infiltragdo de macroéfagos, linfécitos, bem como a produgédo de
citocinas pro-inflamatdrias TNF e IL-6 ativam vias inflamatdrias intracelulares
nas células vizinhas, gerando uma inflamagao generalizada de de baixo grau.
Essa situacdo pode culminar na morte dos adipdcitos e, em torno desses,

acumulam-se macrofagos M1, formando estruturas tipo coroa (figura 9).

Obesidade, microbiota e permeabilidade intestinal

Evidéncias recentes sugerem que trilhbes de bactérias que normalmente
residem no trato gastrointestinal (microbiota intestinal) afetam a aquisicdo de
nutrientes e a regulacéo energética; também é sugerido que pessoas magras e
obesas possuem microbiotas intestinais diferentes. Isso possibilita uma
hipdétese de que a microbiota intestinal apresente um papel importante na
regulacdo do peso corporal e tenha algum efeito no desenvolvimento da
obesidade®® %°. Essa hipdtese foi pesquisada em animais sem germes (sem
microbiota intestinal), e foi verificado que esses animais apresentavam peso
corporal 40% menores comparados aos animais que apresentavam microbiota
normal®. Diversos mecanismos foram propostos para essa observacdo®®. Uma
hipétese € o aumento da extracdo energética de compostos nao digeriveis
(fibras alimentares), que sado diretamente fermentados em acidos graxos de

cadeia curta e eventualmente participam da lipogénese de novo no fl'gad087.

55



Revisao Bibliografica

Outra hipétese é que os camundongos sem microbiota s&o resistentes a
obesidade induzida por dieta hiperlipidica pois a microbiota intestinal suprime a
oxidagdo de acidos graxos no figado e no musculo esquelético direcionada
pela quinase dependente de AMP (AMPK)®8.

Uma outra hipotese aponta para o papel de fatores pro-inflamatérios
levando a uma endotoxemia metabdlica®®.  Experimentos sugerem que
bactérias intestinais podem iniciar o processo inflamatorio associado a
obesidade por modulagdo dos niveis de LPS plasmaticos®® (figura 10).
Segundo essa hipdtese, alteragdes genéticas e nutricionais (como uma dieta
rica em lipideos), levam a mudangas na composi¢cdo da microbiota intestinal
(disbiose), que gera uma alteragdo da barreira de mucosa e consequente
aumento da permeabilidade intestinal por alterar a distribuicdo das proteinas
das jungdes firmes, como ZO-1 e ocludina. Isso leva ao aumento de LPS
circulante, gerando uma endotoxemia metabdlica e culminando no aumento de

sinais pré-inflamatorios®®.
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Figura 10: Modelo de envolvimento da microbiota intestinal nas desordens
metabdlicas associadas a obesidade. Fatores nutricionais e genéticos levam a
uma alteragcado da composi¢cao da microbiota intestinal, que leva a alteragdes na
permeabilidade intestinal. Isso leva a endotoxemia metabdlica e
consequentemente aumento da inflamacao®°.

@@
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Modelos experimentais de obesidade

Modelos experimentais sdo usados na tentativa de melhor compreender
os elementos envolvidos na fisiopatologia da obesidade e suas complicagdes.
De forma geral, podemos dividir os modelos experimentais de obesidade em
genéticos e induzidos.

Diversos sao os modelos com modificagdo genética para a inducéo de
disturbios relacionados a obesidade. Os camundongos com mutagao no gene
para leptina, ob/ob®, e no gene para o receptor de leptina, db/db®', apresentam
obesidade precoce, com gasto energético e crescimento linear diminuido, além
de apresentar infertilidade. Os camundongos da espécie Tubby®* se
caracterizam pela resisténcia insulinica e obesidade enquanto os Agout/93
apresentam excesso de peso, diabetes tipo 2 e hiperleptinemia. Os
camundongos KK/Ta, ja reconhecidos como modelo de obesidade e
hiperinsulinemia, apresentam aumento na adiposidade visceral, inflamacgao e
resisténcia insulinica, quando alimentados com dieta hiperlipidica®. Em relaco
aos ratos, a espécie Zucker (fa/fa)®, apresenta hiperfagia, hiperinsulinemia e
hiperlipidemia. Porém, embora mutagdes genéticas acarretem desenvolvimento
de obesidade em animais, elas sdo raras em humanos® ¥’.

Uma dieta hiperlipidica pode induzir obesidade e disturbios metabdlicos
em roedores que lembram a sindrome metabdlica humana. O modelo de
obesidade induzida por dieta é preferivel em detrimento dos modelos com
alteragdes genéticas, visto que € necessario que o modelo animal apresente
nao apenas o fendtipo, como também a patogénese semelhante a doencga

humana®. Buettner e colaboradores mostram em uma revisdo sobre modelos
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animais de obesidade induzida por dieta hiperlipidica que camundongos
C57BL/6 sao susceptiveis a esse tipo de indugcdo e que a banha pode ser

utilizada como fonte de lipideos de forma eficiente®.

Obesidade e colite

Tanto a retocolite ulcerativa quanto a obesidade apresentam importante
papel inflamatério, com acdo de células imunes e secrecdo de citocinas
inflamatdrias’” 7°.

Um estudo realizado em criangas com sobrepeso e obesidade mostrou
que 30,1% dessas apresentavam retocolite ulcerativa ou colite indeterminada®®.
Alguns estudos comegam a serem feitos com o objetivo de relacionar a
fisiopatologia dessas duas doencas?®® %% 101,

Siegmund e colaboradores avaliaram a ac¢ao da leptina na colite
experimental’®. Nesse trabalho, foi observado que a leptina é capaz de
estimular, in vitro, linfécitos intraepiteliais e células mononucleares da lamina
propria do célon de animais saudaveis, com aumento de IL-18 e ativacio da
STAT3 nessas células (importante na via da leptina visto que a ligagdo da
leptina ao Ob-Rb ativa a fosforilagdo da STAT3 - figura 7). Também foi
avaliada a colite induzida por DSS em animais com auséncia de leptina
(Ob/Ob), e foi observada melhora no escore histopatoldégico do célon desses
animais, quando comparado aos animais selvagens com colite. Quando a
leptina era reposta nos animais ob/ob com colite induzada por DSS, foi

observada piora no escore histopatolégico no célon, ficando equivalente aos

animais selvagens com colite, sugerindo o papel da leptina na inflamagao no
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colon. Resultados semelhantes foram observados quando foi induzida a colite
crénica em animais selvagens e animais ob/ob'"".

Esses mesmos pesquisadores, usando camundongos nocaute para o
gene da leptina (ob/ob) e da IL-10 (IL10-/-), que desenvolvem obesidade e
colite, respectivamente, observaram piora no escore histolégico do célon, com
aumento na producao da citocina inflamatdria IFNy e apoptose no cdélon dos
animais duplo nocaute, quando comparados com os animais IL10-/-, sugerindo
que a leptina modula a sobrevivéncia de leucdcitos intestinais'®. Considerando
esses dois trabalhos do mesmo grupo, observamos um papel controverso da
leptina em diferentes modelos experimentais de colite.

Em estudo in vitro, foi observado que a leptina diminui a proliferagcao de
células Th2, entretanto modula a sobrevivéncia de células Th1. Assim como no
trabalho de Siegmund e colaboradores'’, esses autores observaram melhora
no escore histopatolégico do colon dos animais ob/ob com colite, quando
comparados aos animais selvagens e equivaléncia na gravidade da colite
quando a leptina foi reposta, mesmo tendo usado outro indutor de colite
(oxasolonal/etanol), indicando, novamente, o papel pro-inflamatério da leptina
na inflamagao coldnica'®.

Li e colaboradores mostraram em seu estudo, no qual foi avaliado o
tecido adiposo de animais com colite e o célon de animais com obesidade, que
houve aumento da concentracao de IL-12 e IL-1B no tecido adiposo de animais
com colite e aumento da concentracdo dessas mesmas citocinas no célon de
animais obesos %, sugerindo que ambas as doengas causam inflamagdo em

outros 6rgéo, além dos diretamente envolvidos.
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Em outro trabalho, foi avaliado o metabolismo do tecido adiposo
mesentérico perigonadal em animais com colite induzida por TNBS. Foi
observado aumento de leptina e TNF nesse tecido, com diminuicdo da
expressao protéica de PPARy2 e aumento da taxa de lipdlise, mostrando a
influéncia da colite no tecido adiposo mesentérico'®.

Em um estudo utilizando animais resistentes ou susceptiveis a dieta
indutora de obesidade, com colite ulcerativa induzida por TNBS, foi observado
aumento de leptina e adiponectina plasmatica nos animais susceptiveis, bem
como diminuicdo do dano macroscopico do tecido colbnico quando
comparados aos animais resistentes, sugerindo um efeito benéfico da leptina e
da adiponectina na inflamagao intestinal’®.

Em animais nocaute para o gene da adiponectina, os resultados também
sdo controversos. Em dois trabalhos com esses animais (nocaute para
adiponectina), ambos com colite induzida por DSS, os resultados encontrados
foram opostos'® % No primeiro, foi observado efeito protetor da adiponectina,
visto que os animais nocaute apresentaram colite mais severa'®. Ja no
segundo trabalho, foi visto efeito deletério da adiponectina, sendo que os
animais nocaute apresentaram melhora no escore histopatoldégico do cdlon
derivado da colite®.

Qutro trabalho mostrou o envolvimento do tecido adiposo na
carcinogénese do célon derivada da colite ulcerativa'®. Nesse estudo, foi
observado aumento da leptina sérica e do mRNA para leptina e da proteina
leptina no tecido adiposo epididimal nos animais que apresentavam
carcinogénese derivada da colite, comparado aos animais normais, sugerindo

um papel importante do tecido adiposo na inflamagao no célon'”’.
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Em mais um estudo sobre carcinogénese derivada da colite ulcerativa,
foi observado que a obesidade induzida por dieta hiperlipidica levou ao
aumento da expressdo proteica da via de sinalizagdo insulinica e da
quantidade de tumores no coélon, reforcando o papel da dieta hiperlipidica na
inflamagao no colon'®®,

Em estudos clinicos, tém sido observado a concentragdo sanguinea de
adipocinas, como resisitina, adiponectina e leptina, em pacientes com retocolite
ulcerativa. Foi observado o aumento de resistina no plasma de individuos com
retocolite ulcerativa e doenca de Crohn'®. Em relacdo a adiponectina, assim

105, 106

como nos estudos experimentais os resultados nos estudos clinicos

1011 5y diminuiggo'"?

também sao controversos, sendo observado aumento
de adiponectina sérica em individuos com retocolite ulcerativa. Ja para a
leptina, foi observado diminuicdo no soro de pacientes com retocolite
ulcerativa'®.

Tendo observado o papel da inflamagao intestinal no desenvolvimento
da obesidade, bem como o papel do tecido adiposo e seus produtos na colite e
ainda o papel controverso das adipocinas leptina e adiponectina nas
inflamacoes intestinais, € importante que se elucide o envolvimento desses
tecidos quando ambas as doencas estao presentes, visto que a interagcao entre
a colite e a obesidade induzida por dieta ainda nao foi avaliada. Dessa forma,
nossa pergunta nesse trabalho é se existe relacdo entre a inflamagao

decorrente da obesidade e da colite, e se elas, em conjunto, vao refletir de uma

forma sistémica.
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aumenta reciprocamente a inflamagao no tecido adiposo e no célon

3. JUSTIFICATIVA
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Justificativa

Como é sabido, as DIl afetam cerca de dois milhdes de pessoas no
Estados Unidos. A retocolite ulcerativa esta ligada ao aumento da produgéo de
marcadores inflamatdrios, incluindo interleucina (IL)-1, IL-6 e TNF. Esses
marcadores também estdo aumentados na obesidade, outra doenca de
distribuicdo mundial e que apresenta importante componente inflamatério.
Ambas doencas sao afetadas por fatores ambientais, como a dieta rica em
lipideos. Apesar disso, estudos que definem se é o consumo aumentado de
gorduras em geral ou certo tipo especifico de gorduras que induzem reagéao
inflamatadria intestinal ainda sdo escassos.

Diversos estudos estabeleceram a relagdo entre o ganho de peso
induzido por dieta hiperlipidica e marcadores inflamatérios como TNF, IL-6, IL-1
e leptina. Além disso, alguns estudos tém sugerido que adipocinas secretadas
pelo tecido adiposo (leptina, resistina e adiponectina) estdo intimamente
associados a retocolite ulcerativa. Em adicdo, outros estudos mostram o
aumento de citocinas proé-inflamatérias no intestino de animais obesos, bem
como no tecido adiposo de animais com colite. Entretanto, estudos que
demonstrem o perfil inflamatério em animais afetados por ambas doencas
ainda nao existem.

Sendo assim, é importante que se elucide a influéncia da inflamacéao do
tecido adiposo derivado da obesidade induzida por dieta nas doencas
inflamatdrias intestinais e o perfil do tecido adiposo em individuos com colite
cronica, avaliando as caracteristicas inflamatérias de cada tecido envolvido, e

se ocorrera repercursao sistémica.
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4. OBJETIVOS
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Objetivos

Objetivo Geral

Estudar a relagcdo entre a colite cronica e a obesidade, levando em
consideragcao os parametros inflamatérios de cada doenca, utilizando animais
C57BL/6 eutréficos ou com obesidade induzida por dieta hiperlipidica,
saudaveis ou portadores de colite crénica induzida por sulfato de sodio

dextrano (DSS).

Objetivos Especificos

» Comparar a evolugao da obesidade pela evolugao ponderal, percentual de
adiposidade, consumo alimentar e analise histolégica do tecido adiposo
visceral em animais obesos e ndo obesos portadores de colite crénica ou
saudaveis.

» Comparar a intensidade da colite cronica por meio de sinais clinico-
histolégicos como acompanhamento da evolugdo ponderal, consumo
alimentar, presenga de sangue nas fezes, peso relativo do baco,
comprimento do colon e morfometria do cdlon em animais obesos e nao
obesos portadores de colite cronica ou saudaveis.

» Comparar o perfil lipidico e glicémico dos animais obesos e ndo obesos
portadores de colite crénica ou saudaveis.

» Avaliar o perfil de células do sistema imune no baco, linfonodo cecal, célon e
tecido adiposo epididimal dos animais obesos e ndo obesos portadores de

colite crénica ou saudaveis.
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Comparar a expressao e concentragao de citocinas pro-inflamatorias e anti-
inflamatdria no tecido adiposo epididimal e colon dos animais obesos e nao
obesos portadores de colite cronica ou saudaveis.

Avaliar a influéncia da obesidade na permeabilidade na mucosa intestinal e
translocagao bacteriana em animais com colite crénica.

Avaliar o rolamento e adesao de leucdécitos na microvasculatura in vivo, no
tecido adiposo epididimal e no célon dos animais obesos e nao obesos
portadores de colite crénica ou saudaveis.

Avaliar a expressao de moléculas de adesao no tecido adiposo epidimal e de
receptores relacionados a inflamacao no tecido adiposo epidimal e no célon

dos animais obesos e nao obesos portadores de colite cronica ou saudaveis.
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aumenta reciprocamente a inflamagao no tecido adiposo e no célon

5. METODOLOGIA

67



Metodologia

5.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos de seis a oito semanas
de idade, obtidos no Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB)
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e mantidos no Biotério Enio
Cardillo Vieira, da mesma instituicdo. Os animais de todos os grupos tiveram
livre acesso a dieta e agua e foram mantidos em gaiolas coletivas (4-5 animais
por gaiola), em ambiente com ciclos de luminosidade de 12 horas (7:00 as
19:00) e temperatura controlada (24 a 26°C). Os animais foram mantidos em
gaiolas de dimensdes de 30x20x13cm para até 6 animais.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal

da UFMG (CETEA/UFMG): protocolo de numero 110/2010 (anexo 1).

5.2 Delineamento Experimental - Indugdo da Obesidade e da Colite Crbnica

Os animais foram divididos em quatro grupos: Controle: sem indugao de
colite crénica e com dieta comercial Labina®; Colite: com inducdo de colite
crénica e com dieta comercial Labina®; DIO: sem indugao de colite crbnica e
com dieta hiperlipidica indutora de obesidade; e Colite+DIO: com inducdo de
colite crénica e com dieta hiperlipidica indutora de obesidade (figura 11).

Para indugcdo da obesidade, os animais dos grupos DIO e Colite+DIO
foram alimentados com dieta hiperlipidica indutora de obesidade (DIO), com
61% do fornecimento calérico em forma de gordura, durante 8 semanas®. Os
animais dos grupos Controle e Colite foram alimentados com dieta comercial

padrao para roedores Labina®.
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Figura 11: Desenho experimental

A dieta comercial para roedores Labina®, segundo o fornecedor, é
composta de: milho integral moido, cloreto de sddio, aditivo antifungico
fungistatico, cloreto de colina, premix vitaminico mineral, feno de alfafa, fosfato
bicalcico, soja integral moida, calcario calcitico, farelo de soja, farelo de peixe,
farelo de trigo, remoido de trigo e pode apresentar eventuais substitutivos.

A dieta indutora de obesidade é composta de, em percentual de gramas:
amido de milho (5,9%), caseina (19,1%), oleo de soja (1,9%), celulose (4,8%),
mistura de minerais (3,3%), mistura de vitaminas (1%), Metionina (0,3%),
Bitartarato de colina (0,2%), hidroxitolueno butilado - BHT (0,0001%), banha de
porco (33,9%), Groselha (29,6%).

A composigao energética das dietas esta descrita na tabela 1.
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Tabela 1: Composicao Energética das Dietas

Comercial ® DIO
Carboidrato 50,3% 24,5%
Proteina 41,9% 14,5%
Gordura total 7,8% 61,0%
Calorias / g dieta 2,18kcallg 5,21 kcallg

@ Composicao fornecida pelo fabricante da ragao comercial Labina®

A inducao da colite crbénica foi realizada de forma concomitante com a
inducdo da obesidade, baseada na metodologia de Okayasu e col.?® #. Para
tal, dissolveu-se o sulfato de sodio dextrano (DSS, peso molecular 36,000-
50,000, MP Biomedicals, Aurora, OH) na agua a ser administrada aos animais
na concentragdo de 3,0% (peso/volume). O DSS foi oferecido aos animais
durante 5 dias, por 2 vezes, com intervalo de 21 dias. A inducdo da colite foi
realizada na 12 e na 5 semana de experimento. Os animais sem inducio de
colite receberam agua durante todo o periodo experimental. Apés 8 semanas
de experimento foi realizada a eutanasia, na qual os animais foram
anestesiados intraperitonealmente para retirada de sangue, tecido adiposo,

baco, linfonodos cecal e mesentéricos e colon.
5.3 Evolugdo Ponderal, Consumo Alimentar e Hidrico
Para acompanhamento da evolucio da colite, foram avaliados peso dos

animais e consumo alimentar e hidrico no primeiro e quinto dia (ultimo dia) do

oferecimento do DSS. A presenga de sangue nas fezes foi avaliada
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diariamente, durante o oferecimento do DSS. Para acompanhamento da
evolucdo da obesidade, foram avaliados semanalmente evolugao ponderal,

consumo alimentar e hidrico.

5.4 Amostras de sangue e tecido

As amostras de sangue, para posterior dosagens bioquimicas, foram
retiradas apés jejum de 8 a 12 horas. Ao término do experimento, os animais
foram anestesiados intraperitonealmente com uma solugcdo de ketamina e
xilazina (70mg/kg e 12mg/kg, respectivamente, preconizado pelo
CETEA/UFMG) e foram sacrificados por exanguinagdo pela artéria femoral,
seguido de deslocamento cervical. Posteriormente, o sangue foi centrifugado a
6.000rpm durante 5 minutos em centrifuga de mesa (Fanem Centrimicro 243)
para separacao do plasma ou do soro. As amostras de soro ou plasma foram
armazenadas a —75°C para posteriores analises. O colon e o tecido adiposo
epididimal dos animais foram retirados, perfundidos com salina tamponada com
fosfato (PBS) e acondicionados a -75°C para as analises posteriores. Antes de
ser perfundido, o tecido adiposo foi pesado para calculo da porcentagem de
adiposidade epididimal. O bacgo e os linfonodos cecal e mesentéricos também

foram retirados e armazenados a -75°C para as analises posteriores.
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5.5 Avaliagao do perfil lipidico

5.5.1 Determinacdo da concentracdo de colesterol total

As concentracdes de colesterol foram medidas de acordo com o método

da colesterol oxidase'"

utilizando kit comercial Labtest, Brasil. O método
consiste na hidrélise de ésteres de colesterol pela colesterol esterase
produzindo colesterol livre. Este, em presenca da colesterol oxidase e de
oxigénio, produz perdxido de hidrogénio que, pela acdo da peroxidase em
presenca de fenol e 4-aminoantipirina, produz um composto réseo-
avermelhado com absor¢ao maxima de 500nm.

As concentracdes de colesterol no soro dos animais foram determinadas
por ensaio em microplaca de 96 pocos, de acordo com Fazio e
colaboradores'™. 5uL das amostras de soro foram diluidas em agua deionizada
(1:200), afim de que as leituras de absorbéancia fossem adequadas a variagéo
linear do teste. 100uL de reagente de colesterol total foram adicionados a
100uL do soro diluido. Apds um periodo de incubagao de 15 minutos a 37° C a

absorbancia foi lida a 492nm em um leitor de microplaca (Modelar Devices,

modelo Spectra Max Plus).

5.5.2 Determinacdo da concentracdo de HDL colesterol

As concentragdes de HDL-colesterol no soro foram obtidas por meio do
kit enzimatico Labtest, Brasil, cujo principio se baseia na precipitagdo das

lipoproteinas LDL e VLDL pelo acido fosfotugstico e cloreto de magnésio. Apds
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centrifugacgao (12.000rpm por 4 minutos), o colesterol ligado as lipoproteinas de
alta densidade (HDL) é determinado no sobrenadante.

O sobrenadante foi plaqueado (10uL) em duplicata em uma microplaca
de 96 pogos, em seguida, adicionado 200uL do reagente de cor Colesterol
Liquiform - Labtest (Brasil). Apds incubacédo de 15 minutos a 37°C, a
absorbancia foi lida a 492nm.

Para a determinagcdo do padrdo, foram substituidos 10uL de
sobrenadante de amostra por 10uL de padrdo de HDLc. Para o célculo das
concentracdes de HDLc foi feita a determinacdo do Fator de Calibracdo por
meio da seguinte equacéao: F (Fator de Calibragao) = 40/média da Absorbancia

do Padrao; HDLc (mg/dL) = Absorbancia da amostra x Fator de Calibragéao.

5.5.3 Determinacao do colesterol ndo-HDL

O colesterol nao-HDL (LDL colesterol, VLDL colesterol e IDL colesterol)

foi calculado pela diferenga entre o colesterol total e HDL colesterol.

5.5.4 Determinacao da concentracéao de triglicerideos séricos

As concentragbes de triglicerideos séricos foram medidas de acordo
com o método enzimatico colorimétrico’"®, utilizando kit comercial Doles, Brasil.
O método consiste na hidrolise dos triglicerideos do soro pela lipase
lipoprotéica produzindo glicerol livre. Esse é fosforilado pela glicerol quinase,
cujo produto sofre a agao da glicerol fosfato, o qual, em presencga de oxigénio,

produz peréxido de hidrogénio. Este, sob agdo da peroxidase em presenca de
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um reagente fendlico (4-clorofenol) e 4-aminoantipirina, produz um composto
réseo avermelhado, com maximo de absor¢cdo a 510nm. As dosagens e a

curva padrao foram feitas em microplacas. A diluicdo utilizada foi de 5uL de

soro em 245ul de agua deionizada.

5.6 Avaliagdo da homeostase da glicose

5.6.1 Determinacdo da glicemia de jejum

As concentragdes de glicose no plasma foram dosadas por meio do kit
enzimatico Labtest, Brasil. O principio se baseia na oxidagéo da glicose a acido
glucénico, pela agcdo da glicose oxidase, com liberagdo de perdxido de
hidrogénio. Este, pela acdo da peroxidase em presenca de fenol e 4-
aminoantipirina, produz um composto roseo-avermelhado com absorcio
maxima de 520nm.

O sangue foi coletado em tubo com anticoagulante contendo
antiglicolitico (Glistab, Labtest, composto de EDTA 6g/L e fluoreto de potassio
12g/L) e separado a 6.000rpm durante 5 minutos em centrifuga de mesa
Fanem Centrimicro 243. A seguir, 2uL de plasma foram transferidos para uma
microplaca de 96 pogos e foram adicionados 200uL do reagente de cor, em
duplicata. Apds incubacdo de 15 minutos a 37° C, a absorbancia foi lida a
492nm em leitor de microplaca (Thermo Plate).

Para a determinacao do padréao foram substituidos 2uL da amostra por

2uL de padréo. Para o calculo das concentracbes de glicose em mg/dL foi
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utilizada a féormula, indicada pelo Kit Labtest: (Média da absorbancia da

amostra / média da absorbancia do padrao) x 100.

5.6.2 Teste de tolerancia oral a glicose

O teste de tolerancia oral a glicose, juntamente com o teste de
sensibilidade a insulina, € usado para estimar a resisténcia insulinica, e foi
realizado conforme descrito anteriormente por Santos e colaboradores''®. Os
animais, deixados em jejum por 6 horas, receberam solugcdo de D-glicose,
2g/kg de peso corporal, por gavagem. Foi feita a leitura da glicemia, com
auxilio de um glicosimetro (Advantage), nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120
minutos apos a gavagem. Para tal, foi retirada uma gota de sangue caudal. A

glicemia foi dada em mg/mL.

5.6.3 Teste de sensibilidade a insulina

O teste de sensibilidade a insulina, juntamente com o teste de tolerancia
oral a glicose, € usado para estimar a resisténcia insulinica, e foi realizado
conforme descrito anteriormente por Santos e colaboradores''®. Com os
animais em estado alimentado, foi injetado intraperitonealmente 0,75 unidades
de insulina por kg de peso do animal. Foi feita a leitura da glicemia, com auxilio
de um glicosimetro (Advantage), nos tempos 0, 15, 30 e 60 minutos apods a
injecdo. Para tal, foi retirada uma gota de sangue caudal. A glicemia foi dada

em mg/mL.
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5.6.4 Determinacdo da insulina de jejum

A dosagem de insulina foi feita usando a técnica de radioimuno ensaio,
conforme instrugdes do kit RAT INSULIN RIA (cat. #RI-13K) da marca Millipore.
Brevemente, primeiramente foram pipetados 50uL de tampao para ligagdes
nao especificas. Logo apéds, foram pipetados 25uL de controle de qualidade, os
padroes e as amostras em cada poc¢o, em duplicata. Foram pipetados também,
25uL de insulina I'*® e em seguida, 25uL de anticorpo anti-insulina. A placa foi
incubada a 4°C, por 24 horas. Foram acrescentados 250uL de reagente
precipitante gelado e incubado a 4°C, por 20 minutos e em seguida,
centrifugado a 4°C, a 3000 giros, por 20 minutos. A radioatividade foi contada

em um contador gama por um minuto. Os dados foram fornecidos em ng/mL.

5.5.5 Calculo da resisténcia insulinica pelo indice de HOMA (modelo de

avaliacdo da homeostase)

O indice de HOMA permite determinar a resisténcia insulinica (HOMA-
IR) e a capacidade funcional das células B-pancreaticas (HOMA-BETA)'". Foi
calculado pelas seguintes formulas:

HOMA-IR = (Glicemia de jejum(mmol/L) x Insulina de jejum(mU/L) )/ 22,5

HOMA-BETA = (20 x Insulina de jejum(mUY/L)/(Glicemia de jejum(mmol/L)-3,5)
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5.6 Contagem Total de Leucécitos no Sangue

No dia anterior ao sacrificio foi retirado sangue caudal para contagem de
leucdcitos totais no sangue. O sangue retirado foi adicionado ao corante Turk,
responsavel pela lise de eritrécitos, numa diluigdo de 1:10 e a contagem foi
feita em camara de Neubauer, sendo contadas as células presentes nos quatro
quadrantes externos''®. Apés a contagem, o nimero total de leucécitos foi

dado pela formula:

n° total de leucdcitos = somatdrio do n° de células nos quadrantes x 2,5 x 10

(10: fator de diluicao; 2,5: fator relacionado ao volume da camara)

5.7 Contagem Diferencial de Leucdcitos no Sangue

Para a contagem diferencial de leucécitos no sangue, foi feito esfregacgo
de boa qualidade corado pelo kit Panético Rapido (LaborClin, Pinhais, PR), e
levado ao microscopio para observagao. A avaliagao da lamina foi feita com
uma objetiva com aumento de 100x. A contagem de células foi realizada da
metade para o fim da borda do esfregago, em zigue-zague, totalizando a
contagem de 100 células, entre neutrdfilos, eosindfilos, mondcitos, linfocitos e

basofilos'®,
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5.8 Analise Histolégica do Colon e do Tecido Adiposo Epididimal

O célon usado para analise das condigdes histolégicas foi retirado,
medido com régua milimetrada e colocado imediatamente em solugcdo de
formol 10% por aproximadamente 4 horas. O 6rgao foi entdo enrolado da
porcao proximal para a distal formando um rocambole. Parte do tecido adiposo
epididimal foi retirada, lavada em salina e colocada em solugao de formol 10%.
Os tecidos foram processados para inclusdo em parafina para cortes
histolégicos de 10um e coloragdo com hematoxilia e eosina. A observagao dos
cortes foi feita em microscopio 6ptico acoplado a uma camera para captacao
de imagens, com aumento de 100x, que foram analisadas no programa Image
Pro Plus (Media Cybernetics, MD, EUA)* 7",

Para analise do cdlon, o sistema de escore semi-quantitativo foi baseado

no descrito por McCafferty e colaboradores''®

no qual sao classificadas as
seguintes caracteristicas: extensdo da destruicdo da arquitetura da mucosa (0:
normal; 1: leve; 2: moderada; 3: dano extensivo), presenga e grau de infiltracao
celular (0: normal; 1: leve; 2: moderada; 3: infiltragdo transmural), extensédo do
espessamento do musculo (0: normal; 1: leve; 2: moderada; 3: espessamento
extensivo), e a presenga ou auséncia de deplecao das células caliciformes (0O:
ausente; 1: presente). Os escores para cada caracteristica sdo somados, € 0
escore maximo possivel é de 10.

Para analise do tecido adiposo, a area do adipdcito foi obtida pela

analise de 100 adipdcitos por lamina e a pesquisa de estruturas em forma de

coroa foi determinada pela média da contagem das estruturas em 10 campos’".
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5.9 Analise de Eosindfilo, Neutréfilo e Macrofago por Ensaio Enzimatico

Foram medidas as atividades das enzimas mieloperoxidase, N-
acetilglicosaminidase e peroxidade de eosindfilos, presentes em neutrdfilos,
macrofagos e eosinodfilos, respectivamente. Para isso, o célon foi limpo com
PBS1x e pesado em balanga semi-analitica.

Para quantificagcdo da enzima mieloperoxidase, as amostras foram
pesadas, homogeneizadas em tampé&o fosfato e centrifugadas a 10000rpm por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado
ressuspendido em salina 0,2% e salina 1,6% acrescida de 5% de glicose e
centrifugado novamente a 10000rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
novamente desprezado e o precipitado foi ressuspendido em HETAB (brometo
de hexadeciltrimetilamonio) 0,5%/PBS1x. As amostras foram entdo congeladas
e descongeladas, por 3 vezes, em nitrogénio liquido. As suspensdes foram
centrifugadas a 10000rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante utilizado
para o ensaio enzimatico. Para isso, adicionam-se as amostras diluidas (1:2) a
uma placa de 96 pocos e acrescenta-se o substrato para a mieloperoxidase,
TMB (3,3, 5,5- tetrametilbenzidina — Sigma) solubilizado em DMSO
(dimetilsulfoxido — Sigma) e procede-se com a incubagao a 37°C por 5 minutos.
Apds o tempo, adiciona-se perdxido de hidrogénio a 0,002% e novamente
incuba-se a 37°C por 5 minutos. Para interromper a reacdo acrescenta-se
acido sulfurico (H2SO4) 1M. A absorbancia foi medida por espectrofotometria
em comprimento de onda de 450nm. Os resultados foram expressos em

unidades arbitrarias.
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Para quantificacdo da enzima N-acetilglicosaminidase, as amostras
foram pesadas, homogeneizadas em tampao fosfato e centrifugadas a
10000rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
precipitado ressuspendido em salina 0,2% e salina 1,6% acrescida de 5% de
glicose e centrifugado novamente a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspendido em solugao salina
0,9%/Triton x-100 (Sigma) 0,1% v/v. As amostras foram centrifugadas a
3000rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante utilizado no ensaio
enzimatico. Para isso, adicionam-se as amostras diluidas (1:2) a uma placa de
96 pogos e acrescenta-se o substrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D glicosaminida
(Sigma) solubilizado em tampao citrato/fosfato e incuba-se a 37°C por 5
minutos. Para interromper a reagdo acrescenta-se tampao glicina 0,2M. A
absorbancia foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda de
400 nm. Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias.

Para quantificacdo da enzima peroxidase de eosindfilos, as amostras
foram pesadas, homogeneizadas em PBS1x e centrifugadas a 10000rpm por
10 minutos a 4°C. Foi adicionado solugao salina 0,2% e solugéo salina 1,6%
acrescida de 5% de glicose e as amostras foram novamente centrifugadas a
10000rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
precipitado foi ressuspendido em HETAB 0,5%/PBS1x. Em seguida as
amostras foram congeladas e descongeladas, por 3 vezes, em nitrogénio
liquido. As suspensdes foram centrifugadas a 10000rpm por 10 minutos a 4°C
e o sobrenadante utilizado para o ensaio enzimatico. Para isso, adicionam-se
as amostras a uma placa de 96 pogos e acrescenta-se o cromoégeno OPD (1,2

diaminobenzeno, 1,2 fenilenodiamina — Sigma) solubilizado em tampao Tris-

80



Metodologia

HCI 0,075mM acrescido de peréxido de hidrogénio a 6,6 mM e procede-se
incubacao a temperatura ambiente por 30 minutos ao abrigo da luz. Entao,
interrompe-se a reagdo com adigcdo de &acido sulfurico (H.SO4) 1M. A
absorbancia foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda de

492 nm. Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias.

5.10 Analise do Perfil de Células Imunes por Citometria de Fluxo

Baco, linfonodo cecal e tecido adiposo foram tratados para retirada de
células para citometria de fluxo. O célon foi tratado para retirada de leucdcitos
presentes na lamina propria e entao estas células foram utilizadas na analise.

As suspensbes celulares foram preparadas como descrito

120 Brevemente, linfonodo cecal foi colocado em meio RPMI

previamente
completo, macerado, centrifugado a 1200rpm por 7 minutos a 4°C,. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em meio RPMI
completo. Bago foi colocado em meio RPMI completo, macerado, centrifugado
a 1200rpm por 7 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado, e entdo foram
adicionados agua destilada e PBS 10x, a suspensdo foi centrifugada a
1200rpm por 7 minutos a 4°C; o sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em meio RPMI completo. As suspensdes celulares foram
contadas em camara de Neubauer para determinagao da quantidade de células
utilizando-se o corante eritrosina.

Para retirada de células da lamina propria, o célon foi removido, lavado

com solugédo de HBSS1x e incubado em meio IEL sob agitagao por 30 minutos

a 37°C. A solugao contendo o tecido foi entdo agitada vigorosamente por 25-30
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segundos, filtrada e o sobrenadante descartado. O tecido foi incubado com
colagenase tipo 2 (Sigma) sob agitacao por 30-40 minutos a 37°C, macerado,
filtrado e centrifugado a 1400rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em meio I|EL, centrifugado
novamente a 1400rpm por 10 minutos a 4°C; o sobrenadante foi mais uma vez
descartado e o precipitado ressupendido em meio IEL.

Para retirada das células estromais do tecido adiposo epididimal,
aproximadamente 500mg de tecido foram incubados em meio DMEM
acrescidos de 2mg de colagenase tipo 2 (Sigma) a 37°C, por 1 hora, sob
agitacao constante. A solugao foi filtrada e centrifugada a 500rpm por 1 minuto
para separagao da camada de gordura (adipdcitos). O infranadante foi retirado
e centrifugado a 1200rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi entédo
desprezado e as células (pellet) foram ressuspendidas em 200uL de PBS-
WASH (PBS 1x) contendo 0,5% de BSA+0,01% de azida.

As suspensdes celulares foram plaqueadas em placa de 96 pocos de
fundo U juntamente com os anticorpos; as amostras foram incubadas por 30
minutos a 4°C no escuro, lavadas duas vezes com PBS1x adicionado de azida
sédica 0,01% e centrifugadas a 1300rpm por 7 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi desprezado, as amostras foram fixadas com solucédo fixadora contendo
10g/L de paraformaldeido e transferidas para tubos de contagem. As amostras
foram lidas em citdbmetro de fluxo (FACScan — Becton Dickinson, EUA) e a
aquisicao dos dados foi feita com o programa CELLQuestTM (EUA). Para
cada imunofenotipagem, foram coletadas informagdes relativas aos aspectos
morfométricos de tamanho e granulosidade, bem como aspectos

imunofenotipicos de 30.000 eventos para linfonodo cecal e baco e de 10.000
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eventos para lamina prépria do célon e tecido adiposo. A analise dos dados foi
feita com o programa FlowdJo 7.6 (EUA).

Nos quatro tecidos analisados, foram feitas marcagdes para
determinacéo da presenca e ativacio de:

- linfécito T regulador: CD4 CD25 LAP;

- linfécito T auxiliar: CD4 CDG69;

- linfocito T citotdxico: CD8 CDG6Y;

- linfécito B: CD19 CD21;

- mondcito e macréfago: MOMA CD80;

- neutrdfilo: GR1.

As anadlises foram realizadas utilizando-se da estratégia de analise
convencional. Esse tipo de analise consistiu na selecdo da populacéo celular
de interesse, baseada em aspectos morfométricos, por meio de graficos de
distribuicdo puntual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). Apds a
selecao da regiao de interesse, o percentual de subpopulagdes celulares
fluorescentes, dentro da populagdo selecionada, foi obtido em graficos
bidimensionais de distribuicdo puntual de fluorescéncia, como mostrado nas

figuras a seguir (Fig. 12-18)
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Figura 12: Populagdes de linfocitos (A) e de células granulares e agranulares

(B).
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Figura 13: Delimitacdo dos quadrantes para analise dos marcadores MOMA e
CD80, dentro da marcagao das células granulares e agranulares.

1K

800

600

FSC-H

400

200

GR1
10,2%

FL1-H: GR1-FITC

Figura 14: Delimitagdo do quadrante para analise do marcador GR1, dentro da
marcagao das células granulares e agranulares.
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Figura 15: Delimitagdo dos quadrantes para analise dos marcadores CD25 e
LAP (B), dentro da marcagao de CD4 (A), dentro da marcagéao dos linfocitos.
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Figura 16: Delimitagdo dos quadrantes para analise dos marcadores CD4 e
CD69, dentro da marcacgao dos linfocitos.
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Figura 17: Delimitagdo dos quadrantes para analise dos marcadores CD8 e
CD69, dentro da marcacgao dos linfocitos.
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Figura 18: Delimitagdo dos quadrantes para analise dos marcadores CD19 e
CD21, dentro da marcacgao dos linfocitos.

5.11 Analise de Citocinas e Quimiocina e Ovalbumina por ELISA

Foram analisadas presenca de citocinas no soro, colon e tecido adiposo

epididimal. Para isso, os o6rgaos foram limpos com PBS1x, pesados em

balanga analitica, homogeneizados com solugao de extracao de citocinas (BSA

0,05%; Aprotinina 0,02uL/mL; cloreto de benzeténio 0,05mg/mL, NaCl
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0,023mg/mL; EDTA 0,37mg/mL; PMSF 0,02mg/mL, Tween20 0,5uL/mL em
PBS1x), centrifugado a 10000rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
usado no ensaio de ELISA. O soro foi diluido (leptina 1:20, adiponectina 1:100,
resistina 1:100, ovalbumina 1:2) em PBS/BSA-0,1% e usado para o ensaio.

O ensaio de ELISA, com duracao de trés dias, foi feito com kits de
anticorpos (R&D Systems), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante.
Brevemente, no primeiro dia a placa de 96 pocos foi sensibilizada com o
anticorpo de captura e incubada em camara umida no escuro a 4°C por 24
horas. No segundo dia, apés lavar a placa 6 vezes com PBS1x-Tween 20 0,1%
(Sigma), foi feito o bloqueio com PBS1x acrescido de albumina bovina a 1%
(Sigma) por 1 hora. A placa foi lavada 2 vezes com PBS1x-Tween 20 0,1%
(Sigma), as amostras foram adicionadas e foi feita incubagcéo durante a noite
em camara umida no escuro a 4°C. No terceiro dia, apos lavar a placa 6 vezes
com PBS1x-Tween 20 0,1% (Sigma), foi acrescentado o anticorpo de deteccao
e feita incubagdo por 1 hora em cadmara umida no escuro a 4°C; a placa foi
lavada 6 vezes, foi acrescentada estreptovidina e feita incubagdo por 45
minutos. A placa foi novamente lavada por 6 vezes, foi entdo acrescentado o
cromégeno OPD (1,2 diaminobenzeno, 1,2 fenilenodiamina — Sigma), as
amostras foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da
luz e a reagao foi parada com acido sulfurico (H,SO4) 1M. A absorbéancia foi
medida por espectrofotometria em comprimento de onda de 490 nm. Os
resultados foram expressos em ng/mL depois de obtida a férmula pela curva
padrao ou em unidades arbitrarias. Para as amostras de tecido adiposo e
colon, o resultado foi normalizado por proteinas, que foram dosadas pela

técnica de Lowry'®', no homogenato usado no ensaio.
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Foi analisada a presenca de TNF, INF-y, MCP1/CCL2, IL-6, IL-4 e IL-10
no colon, TNF, MCP1/CCL2, IL-6 no tecido adiposo epididimal e a presenca de

leptina, adiponectina, resistina e ovalbumina no soro.

5.12 Analise da expressdo de RNA em tecido adiposo epididimal, colon e

linfonodos cecal e mesentérico

Para avaliacdo da expressdao de TNF, IL6, MCP1/CCL2, ICAM1,
VCAM1, TLRA4, leptina, adiponectina, resistina no tecido adiposo epididimal, de
TLR4, receptor de leptina Ob-Rb, ZO-1, ocludina e MLCK no célon e
eubactérias nos linfonodos cecal e mesentéricos, estes foram retirados do
animal e imediatamente armazenados a -75°C, em tubos de 2,0mL livres de

RNAse e DNAse.

5.12.1 Extracdo do RNA

Para a extragcao do RNA, tecido adiposo epididimal, célon e linfonodos
cecal e mesentérico foram homogeneizados com Trizol (Invitrogen #15596-
026) e o tecido adiposo foi centrifugado a 13.000rpm por 10 minutos a 4°C,
para retirada da camada gordurosa. Foram adicionados 0,2mL de cloroférmio
aos tubos, agitados por 30 segundos, incubados a temperatura ambiente por 5
minutos e centrifugados novamente a 13.000rpm por 10 minutos a 4°C. A fase
superior foi entdo transferida para outro tubo livre de RNAse contendo 0,5mL
de isopropanol e misturadas por inversdo durante um minuto. Em seguida

foram incubados a -75°C, por 30 minutos para precipitagdo do RNA. As
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amostras foram centrifugados a 13.000rpm por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi removido, o pellet lavado com alcool 75% e centrifugados a
13.000rpm por 10 minutos a 4°C. Posteriormente, o etanol foi removido e o
pellet seco em temperatura ambiente por 5 a 10 minutos. O pellet, depois de
seco, foi ressuspendido em agua livre de RNAse e incubado a 55°C por 10
minutos. Para o colon dos animais que receberam DSS, o RNA extraido foi
purificado com Kit de purificacdo de RNA (Qiagen, Alemanha), conforme
instrucdo do fabricante. A concentragdo (ng/uL) e a pureza do RNA foram

medidos no aparelho NanoDrop (ND 1000). O RNA foi armazenado a -75°C.

5.12.2 Producdo do cDNA

Para a producao do cDNA, o RNA extraido anteriormente foi diluido para
a concentragao 0,2ug/uL em agua livre de RNAse e DNAse. Para 10uL de RNA
a 0,2ug/uL foi adicinado 1uL de Oligo dT 50uM e 2,5uL de agua livre de RNAse
e DNAse. Apdés homogeinizagdo com a pipeta, os tubos foram colocados no
termociclador (PCR System 9700 — Appleid Biosystems) a 72°C por 5 minutos.
Em seguida foi adicionado a mistura 6,7uL do segundo mix, composto de 4uL
de MMLV5x tampao, 1uL de MMLV RT (200uni/amostra), 1uL de dNTPs
10mM, 0,2uL de RNAsin e 0,5uL de agua livre de RNAse e DNAse. Os tubos
foram colocados no termociclador a 42°C por 3 horas; em seguida a 72°C por
15 minutos e armazenados a -20°C para posterior uso para RT-PCR (reagao

em cadeia de polimerase em tempo real).
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5.12.3 Reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR)

Para analise do RT-PCR, 2,5uL de cDNA diluido 1:10 foram adicionados

a 7,5uL do mix composto de 5uL de Syber Green, 0,75uL de primer reverse,

0,75uL de primer foward e 1uL de agua, em placa de 96 pocos especifica para

RT-PCR. A tabela 2 mostra a sequéncia de nucleotidios de cada primer

utilizado. A analise foi feita em maquina de RT-PCR (ABI PRISM 7900HT,

Applied Biosystems) com auxilio do programa SDS 2.0, e o resultado expresso

em “fold increased over control’ (vezes aumentadas em relagao ao controle).

Tabela 2 — Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados

Foward

Reverse

Leptina
Adiponectina
Resistina
TNF
IL6
MCP1/CCL2
VCAM1
ICAM1
TLR4
Ob-Rb
Z01
Ocludina
MLCK
Eubactéria

B-actina

5-CCTGTCGCTTTGGTCCTATCTG-3

5’-AGGTTGGATGGCAGGC-3’

5’-AGACTGCTGTGCCTTCTGGG-3’

5’CGTCGTAGCAAACCACCAAG-3

5-ACAACCACGGCCTTCCCTACTT-3’

5’-CCACTCACCTGCTGCTACTACT-3

5’-CCTCACTTGCAGCACTACGGGC-3

5-TGCGTTTTGGAGCTAGCGGACCA-3’

5’-TGACAGGAAACCCTATCCAGAGTT-3

5'-GTGTGAGCATCTCTCCTGGAG-3'

5’-CCAGCTTATGAAAGGGTTGTTC-3’

5’-ATGTCCGGCCGATGCTCTC-3

5-AGTTTGTGGCTCCTGAAGTGAT-3’

5’- ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3

5-CTGCCTGACCAAGTC-3

5-AGGCAAGCTGGTGAGGATCTG-3’

5-GTCTCACCCTTAGGACCAAGAA-3’

5-CCCTCCTTTTCCTTTTCTTCCTTG-3’

5’-GAGATAGCAAATCGGCTGACG-3

5’-CACGATTTCCCAGAGAACATGTG-3’

5-TGGTGATCCTCTAGCTCTCC-3’

5-TTTTCCAATATCCTCAATGACGGG-3’

5’-CGAGGACCATACAGCAGCTGCAG-3

5’- TCTCCACAGCCACCAGATTCT -3

5 -ACCACACCAGACCCTGAAAG-3'

5-TCCTCTCTTGCCAACTTTTCTC-3

5-TTTGGCTGCTCTTGGGTCTGTAT-3’

5’-AGTCCGCTGACCAGAATATAGC-3’

5’- ATTACCGCGGCTGCTGGC-3

5’-CAAGAAGGAAGGCTGGAAAGG A-3
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5.13 Microscopia intravital no tecido adiposo epididimal e célon

Para a realizagao da microscopia intravital, os camundongos em estado
de jejum por 12 horas foram anestesiados. A veia jugular direita foi canulada e
0s animais receberam injecao intravenosa de rodamina 6G (Sigma Chemical
Co. EUA) (0,15mg/Kg). O tecido adiposo epididimal e o célon foram expostos
para a analise das interagdes entre leucdcitos e endotélio na microcirculacio.

A microcirculacdo foi visualizada por meio de um microscépio de
fluorescéncia (Nikon Eclipse, Japao) conectado a uma camera (Nikon, Japao)
que transmitia a imagem a um monitor. A imagem foi gravada em DVD para
analises posteriores.

Os leucécitos em rolamento foram avaliados contando-se o numero de
células que passavam por um determinado ponto da vénula por minuto. O
leucdcito foi considerado aderido quando permaneceu estacionario por pelo
menos trinta segundos, sendo a adesao leucocitaria total quantificada como o

numero de células aderidas em 100um de extensao da vénula.

5.14 Avaliacdo da permeabilidade intestinal por ovalbumina

Para analise da permeabilidade intestinal, os animais receberam, por
gavagem, 0,5mL de uma solugdo contendo 80mg de ovalbumina (OVA)
(160mg/mL), apds jejum de 12 horas, de acordo com protocolo adaptado de
Peng e colaboradores'?>. Uma hora e quinze minutos apds a gavagem, os
animais foram anestesiados e eutanasiados por exanguinagdo da artéria

femoral. Posteriormente, o sangue foi centrifugado a 6.000rpm durante 5
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minutos em centrifuga de mesa (Fanem Centrimicro 243) para separagdo do
soro. As amostras de soro foram armazenadas a —20°C para determinacao

posterior da concentracao de OVA, por ELISA, conforme descrito acima.

5.15 Anélise Estatistica

Os resultados foram avaliados quanto a distribuicdo normal pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e quanto a presencga de outliers pelo teste de Grubbs e
pelo teste de Box-Plot. Os dados que assumiram distribuicdo normal foram
submetidos ao teste ANOVA one-way, seguido pelo teste de comparagdes
multiplas de Newman-Keuls. Os dados que assumiram distribuicdo nao
paramétrica foram analisados pelo teste de ANOVA Kruskal-Wallis, seguido
pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn’s.

Para verificar se os resultados eram devido a dieta indutora de
obesidade (DIO) e/ou a colite crbénica, foi utilizado o teste ANOVA two-way
seguido pelo teste de Bonferroni (ANEXO 2).

Os resultados foram expressos como média e erro padrdo. As analises
estatisticas foram realizadas com auxilio do software Prisma (GraphPad
Software, San Diego California — EUA), versao 5.0, e o nivel de significancia foi

de 5% (p<0,05). Letras diferenfes significam p<0,05.
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Interagao entre obesidade induzida por dieta hiperlipidica e colite cronica

aumenta reciprocamente a inflamagao no tecido adiposo e no célon

6. RESULTADOS
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Evolugao ponderal e ingestao calérica e liquida

Como previsto, 0 consumo calorico foi maior nos grupos que receberam
dieta hiperlipidica, ao longo de todo experimento (fig. 19A). Durante os
periodos de colite aguda (periodos de oferecimento de DSS), percebe-se que
houve uma diminuigdo na ingestdo cal6rica dos animais do grupo Colite+DIO

(fig. 19B).
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Figura 19: Consumo calérico e liquido. Soma da ingestao calérica durante todo
o experimento (A) e ingestao diaria durante o periodo de oferecimento de DSS
(B). Soma da ingestao liquida durante todo o experimento (C) e ingestédo
liquida diaria durante o periodo de oferecimento de DSS (D).Controle: Dieta
comercial e sem indugcdo de colite crénica; Colite: Dieta comercial e com
indugdo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO: Dieta hiperlipidica
indutora de obesidade e sem indugao de colite crénica; Colite+DIO: Dieta
hiperlipidica indutora de obesidade e com indugéo de colite crbnica (2 ciclos,
DSS 3% p/v). Resultado expresso como médiaterro padrédo, por kcal/animal,
n=5 por grupo experimental (A e C) ou kcal/animal/dia, n=10 por grupo
experimental (B e D). Teste: ANOVA one-way e post-test Newman-Keuls;
Letras diferentes significam p<0,05.
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Em relacdo a ingestdo liquida (Fig. 19C), observa-se uma menor
ingestdo nos grupos que receberam a dieta hiperlipidica. Durante o
oferecimento do DSS, percebe-se uma diminui¢cdo da ingestdo de liquido dos
grupos Colite e Colite+DIO (Fig. 19D). Observa-se também que a ingestao de
DSS pelo grupo Colite+DIO é menor que a ingestdo de DSS pelo grupo Colite,
porém essa diferenca nao influenciou a inducdo da colite cronica, como foi
mostrado em resultados posteriores (fig. 24-25).

Durante o experimento (fig. 20A), observa-se um ganho de peso
aumentado apenas no grupo DIO, em relagcdo aos outros trés grupos, em
concordancia com a maior ingestdo caldrica. Durante o oferecimento do DSS
(fase aguda da colite), observa-se perda de peso nos grupos Colite e
Colite+DIO, sendo essa perda mais acentuada no segundo ciclo de DSS (Fig.

20B-C).
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Figura 20: Variacdo ponderal. Soma do ganho de peso durante o todo o
experimento (A), durante a 12 dose de DSS (B) e durante a 22 dose de DSS
(C). Controle: Dieta comercial e sem indugédo de colite cronica; Colite: Dieta
comercial e com indugéo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO: Dieta
hiperlipidica indutora de obesidade e sem inducdo de colite crénica;
Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e com inducédo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado expresso como médiaterro padrao,
em grama. n=12/9/12/9. Teste: ANOVA one-way e post-test Newman-Keuls,
Letras diferentes significam p<0,05.

94



Resultados

Houve sangramento anal visivel nos grupos Colite e Colite+DIO a partir

do terceiro dia apds a introducdo do DSS na agua dos animais, e essa

presenga permaneceu em ambos 0s grupos até um dia apds a retirada do

DSS.

Avaliacao do perfil lipidico no sangue

A obesidade pode levar a alteragao no perfil de lipideos e lipoproteinas

no sangue‘”. Sendo assim, esse perfil foi analisado no presente trabalho, mas

nao foi observada diferenga entre os grupos (tabela 3).

Tabela 3: Perfil lipidico do sangue

Controle Colite DIO Colite + DIO
Triglicerideos (mg/dL) 78,318,3 62,6+7,1 51,245,9 58,3+10,4
Colesterol total (mg/dL) 96,1+4,3 88,6+3,6 97,1+6,9 90,5+14,0
HDL colesterol (mg/dL) 34,9+1,9 28,8+4,9 32,9+3,2 28,7+3,8
Colesterol ndao HDL 61,245,0 59,7+5,5 64,216,3 61,7+11,8

(mg/dL)

Resultado expresso como médiaterro padrao, em mg/dL. n=12/9/12/9. Teste:
ANOVA one-way e post-test Newman-Keuls. Sem diferenga estatistica.

Avaliagdo da homeostase da glicose

A obesidade também pode levar a alteragdes na homeostase da glicose,

podendo culminar em resisténcia insulinica e diabetes tipo 2*'. Quando
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avaliada a glicemia de jejum, ndo foi observada diferenga entre os grupos
(tabela 4). Em relagao a insulina de jejum e aos indices HOMA, também néo

foram observadas diferengas entre os grupos.

Tabela 4: Homeostase da glicose

Controle Colite DIO Colite + DIO

Glicemia de jejum(mg/dL) | 141,2+20,1 159,7+5,6 133,348,2 111,2+28,2
Insulinemia de jejum (pM) | 13,4%6,2 21,3+5,5 27,5+8,0 37,4+26,2
HOMA-IR 0,008+0,004 | 0,01+0,023 | 0,012+0,004 | 0,019+0,015

HOMA-BETA 0,07+0,02 0,34+0,22 0,21+0,07 0,32+0,07

Resultado expresso como médiaterro padrdao. n=5 por grupo. Teste: ANOVA
one-way, post-test Newman-Keuls. Sem diferenga estatistica.

No teste de sensibilidade a insulina, ndo foram observadas alteracdes
(fig. 21). Porém observa-se menor tolerancia a glicose, nos grupos DIO e

Colite+DIO, quando realizado o teste de tolerancia oral a glicose (fig. 22).
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Figura 21: Teste de sensibilidade a insulina. Curva de controle da glicemia
durante 1 hora (A), em mg/dL de glicose e area sob a curva (B), em unidades
arbitrarias. Controle: Dieta comercial e sem indugao de colite cronica; Colite:
Dieta comercial e com inducao de colite cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO:
Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e sem inducdo de colite crbénica;
Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e com inducido de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado expresso como médiaterro padrao.
n=7 por grupo. Teste: ANOVA one-way e post-test Newman-Keuls. Sem
diferenca estatistica.
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Figura 22: Teste de tolerancia oral a glicose. Curva de controle da glicemia
durante 2 horas (A), em mg/dL de glicose e area sob a curva (B), em unidades
arbitrarias. Controle: Dieta comercial e sem indugao de colite cronica; Colite:
Dieta comercial e com inducao de colite cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO:
Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e sem inducdo de colite crénica;
Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e com inducédo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado expresso como médiaterro padrao.
n=7 por grupo. Teste: ANOVA one-way e post-test Newman-Keuls; Letras
diferentes significam p<0,05.

Avaliagao do leucograma

Na contagem total de leucécitos e no percentual de neutrdfilos,
eosindfilos e basofilos ndo foi observada diferenga entre os grupos. Porém, foi
observado aumento do percentual de linfécitos e monécitos no grupo Colite +
DIO em relagdo aos outros grupos e aos grupos Controle e Colite,

respectivamente (tabela 5), sugerindo inflamacgéao sistémica.
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Tabela 5 — Leucograma no sangue

Controle Colite DIO Colite + DIO

Contagem total 4138+205,4 | 5405+799,3 | 4059+339,8 | 4449+441,6

(numero de células)
Neutrofilos (%) | 42,3326,11 | 50,33+6,59 | 33,43+3,05 | 29,88+5,50
Eosindfilos (%) 1,3320,42 | 2,00:0,52 | 3,43x0,97 1,25+0,53
Mondcitos (%) 1,3320,61% | 1,67+0,33% | 2,80+0,20® | 4,62+0,60°

Basdfilos (%) 9,83+1,58 | 5,00x1,37 | 9,43:2,44 6,25+1,06

Linfocitos (%) 38,203,827 | 41,005,597 | 50,71+2,88% | 62,86+x3,34°

Resultado expresso como médiaterro padrdo, em numero de células ou
percentual do total de células contadas. n=7 por grupo. Teste: ANOVA one-way
e post-test Newman-Keuls. Letras diferentes significam p<0,05.

Avaliagao do célon

Em relagdo ao tamanho do cdlon, esse foi menor nos animais do grupo
Colite + DIO (5,74cm=0,38) em relagao ao grupo Controle (7,20cmz0,15), com
valores intermediarios para o grupo DIO (6,42cm+0,15) e Colite (6,36cm=0,32).

Na avaliagao histolégica do cdlon (fig. 23), percebe-se que os célons dos
animais dos grupos Controle e DIO apresentaram-se dentro dos padrdes de
normalidade. A arquitetura do célon apresentou-se integra, com presenga de
células caliciformes, camada submucosa sem sinais de congestdo e auséncia
de infiltrado inflamatério na mucosa e submucosa. O grupo Colite apresentou
areas com ulceragdo, auséncia de glandulas em algumas partes da mucosa,
deplecéo de células caliciformes, espessamento irregular da camada muscular,

e infiltrado inflamatdrio constituido principalmente por macréfagos. Todos esses
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sinais estavam presentes e exacerbados no grupo Colite+DIO, de acordo com

analise semiquantitativa (fig 23 e 24).

‘-5. 'fz:;’fj i;z ’\
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Figura 23: Aspecto morfoldégico do célon. Controle: Dieta comercial e sem
indugao de colite crénica (A); Colite: Dieta comercial e com indugao de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v) (B); DIO: Dieta hiperlipidica indutora de
obesidade e sem indugao de colite cronica (C); Colite+DIO: Dieta hiperlipidica
indutora de obesidade e com indugéo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v)
(D). Codlon corado com hematoxilina e eosina, aumento final de 100x,
escala=100um.

O escore histopatolégico da mucosa colénica mostrou que o grupo Colite
apresentou um escore maior que os grupos Controle e DIO. O grupo
Colite+DIO apresentou escore maior que os outros 3 grupos (fig 24).

Quando os itens do escore histopatolégico foram avaliados
separadamente (fig. 24B-E), observa-se o mesmo resultado anterior para

quase todos os itens, com excecdo apenas da deplecdo de células

caliciformes, no qual o grupo Colite+DIO nao foi diferente do grupo Colite.
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Figura 24: Escore histopatoldgico do célon (A) e seus componentes: arquitetura
da mucosa (B), infiltrado inflamatério (C), espessamento do musculo (D) e
deplecéo de células caliciformes (E). Controle: Dieta comercial e sem indugéo
de colite crénica; Colite: Dieta comercial e com indugao de colite crénica (2
ciclos, DSS 3% p/v); DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e sem
inducao de colite crénica; Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade
e com inducao de colite cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado expresso
como médiaterro padrao, n=5/4/5/4 por grupo. Teste: ANOVA one-way e post-
test Newman-Keuls. Letras diferentes significam p<0,05.

Analise do peffil inflamatdrio

O infitrado inflamatério do cdélon foi entdo investigado mais
detalhadamente. Foram avaliadas na lamina propria do célon dos animais, por
citometria de fluxo, a presenca e ativacdo de marcadores indicativos de
linfocitos T auxiliares, linfécitos T citotoxicos, linfocitos B e macrofagos e para a
presenca de linfocitos T reguladores e neutréfilos.

Apesar de nao terem sido observadas diferengas no percentual de
mondcitos e macrofagos (MOMA+) (fig. 25A), observa-se aumento no
percentual de ativagao dessa célula (MOMA+CD69+) no grupo Colite+DIO em

relacdo aos outros grupos (fig. 25B). Também foi observado aumento no
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percentual de neutréfilos (GR1+) no grupo Colite+DIO em relagdo aos outros

grupos (fig. 25C).
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Figura 25: Porcentagem de mondcitos e macrofagos totais (A), macréfagos
ativados (B) e neutrdéfilos (C) na lamina prépria. Controle: Dieta comercial e
sem inducao de colite crbnica; Colite: Dieta comercial e com inducéo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e
sem inducdo de colite crénica; Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de
obesidade e com indugdo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado
expresso como médiaterro padrao, em percentual de células. n=5 por grupo.
Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras diferentes significam p<0,05.
Os resultados observados para o marcador MOMA foram confirmados
pela avaliagdo da atividade de N-acetil-glicosaminidase (NAG) (fig 26A). Para a
mieloperoxidase (MPO), marcador indireto da atividade de neutrdfilos, foi
observado aumento nos grupos Colite e Colite+DIO em relagdo aos outros
grupos (fig. 26B). Também foi avaliada a peroxidase de eosindfilos (fig. 26C),

como medida indireta desse tipo celular, e ndo foi observada diferengca nesse

grupo celular.
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Figura 26: Ensaio enzimatico no cdélon. Andlise indireta da presenga de
macrofagos (A), neutrdfilos (B) e eosindfilo (C) pela quantificagdo da atividade
das enzimas n-acetilglicosaminidase, mieloperoxidase e peroxidase de
eosinofilo, respectivamente. Controle: Dieta comercial e sem inducao de colite
cronica; Colite: Dieta comercial e com indugéo de colite crénica (2 ciclos, DSS
3% p/v); DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e sem indugéo de colite
crbénica; Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e com inducéao
de colite cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado expresso como médiaterro
padrdo, em unidades arbitrarias. n=12/9/12/9, teste: ANOVA one-way e
Newman-Keuls. Letras diferentes significam p<0,05.

O percentual de linfocitos T CD4+ totais mostrou-se aumentado no
grupo Colite+DIO em relagdo aos outros grupos (fig. 27A), e sua ativagéo
(CD4+CD69+) estava aumentada nos grupos Colite e Colite+DIO em relagéo
aos grupos Controle e DIO (fig. 27B).

Foi observado aumento no percentual de linfécitos T citotdxicos (CD8+)
no grupo Colite € um aumento ainda maior no grupo Colite+DIO (fig. 27C).
Quando avaliada a ativacdo dessas células (CD8+CD69+), observa-se que
estd aumentada no grupo Colite+DIO e intermediaria no grupo Colite, em
relacdo ao Controle (fig. 27D). Em relagéo aos linfocitos T reguladores, para os

quais foi usada a marcacgao positiva para CD4, CD25 e LAP, nao foi observada

diferenga entre os grupos (fig. 27E).
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Figura 27: Porcentagem de linfécito T na lamina proépria. Linfécito T auxiliar
total (A) e ativado (B), linfocito T citotdxico total (C) e ativado (D), e linfécito T
regulador (E). Controle: Dieta comercial e sem indugao de colite cronica; Colite:
Dieta comercial e com inducao de colite cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO:
Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e sem inducdo de colite crbénica;
Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e com inducédo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado expresso como médiaterro padrao,
em percentual de células. n=5 por grupo. Teste: ANOVA one-way e Newman-
Keuls. Letras diferentes significam p<0,05.

Na avaliacédo dos linfécitos B totais (CD19+), foi observado aumento
dessas células no grupo Colite+DIO em relagdo aos outros grupos (fig. 28A).
Quando os linfocitos B ativados (CD19+CD21+) foram avaliados (fig. 28B), foi
observado aumento no percentual de células ativadas no grupo DIO e um

aumento ainda maior no grupo Colite+DIO, em relagdo aos grupos Controle e

Colite.
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Figura 28: Porcentagem de linfocito B total (A) e ativado (B) na lamina prépria.
Controle: Dieta comercial e sem inducdo de colite crbénica; Colite: Dieta
comercial e com indugéo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO: Dieta
hiperlipidica indutora de obesidade e sem indugdo de colite crénica;
Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e com inducédo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado expresso como médiaterro padrao,
em percentual de células. n=5 por grupo. Teste: ANOVA one-way e Newman-
Keuls. Letras diferentes significam p<0,05.

Em seguida, foi avaliada a presenca de citocinas e MCP1/CCL2 em
extrato do cdélon (fig. 29). O resultado foi normalizado pela quantidade de
proteinas no extrato para permitir a comparagao. Foi observado aumento na
concentragcao de TNF (fig. 29A), IL-6 (fig. 29B) e IFNy (fig. 29D) no cdélon dos
animais do grupo Colite e Colite+DIO, em relagdo ao grupo Controle. Em

relagao a quimiocina MCP1/CCL2, foi observado o aumento dessa em todos os

grupos em relagao ao controle (fig. 29C).
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Figura 29: Concentragédo de citocinas e quimiocina inflamatéria no célon. TNF
(A), IL6 (B), MCP1/CCL2 (C) e IFNy (D). Controle: Dieta comercial e sem
inducdo de colite crénica; Colite: Dieta comercial e com inducdo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e
sem inducdo de colite crénica; Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de
obesidade e com indugdo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado
expresso como médiaterro padrdo, em pg de citocina/quimiocina por mg de
proteina. n=5 por grupo. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras
diferentes significam p<0,05.

Em relagao as citocinas relacionadas a resposta Th2, IL-4 (fig. 30A) e IL-
10 (fig. 30B), observa-se que também ocorre aumento na liberagdo dessas
citocinas no grupos Colite em relagéo aos grupos Controle e DIO. Para a IL-4,
observa-se valores intermediarios no gupo Colite+DIO, em comparagdo aos

grupos Controle e Colite. O mesmo foi observado para a IL-10, que ainda

apresenta niveis intermediarios para o grupo DIO.
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Figura 30: Concentragao de citocinas da resposta Th2 no célon. IL4 (A) e IL10
(B). Controle: Dieta comercial e sem indugdo de colite cronica; Colite: Dieta
comercial e com indugéo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO: Dieta
hiperlipidica indutora de obesidade e sem inducdo de colite crénica;
Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e com inducédo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado expresso como médiaterro padrao,
em pg de citocina por mg de proteina. n=5 por grupo. Teste: ANOVA one-way e
Newman-Keuls. Letras diferentes significam p<0,05.

A expressado de receptores no célon ligados a inflamagédo - Ob-Rb e
TLR4 - também foi determinada. Os resultados mostram que a expressao de
TLR4 foi estatisticamente similar entre os grupos Colite e DIO. Porém, o grupo
Colite+DIO apresentou-se ainda com uma expressao significantivamente
aumentada em relagdo aos demais grupos (Fig. 31A). Observou-se aumento

da expressao de Ob-Rb nos animais com colite € um aumento ainda maior nos

animais com Colite+DIO, em relagao aos grupos Controle e DIO (Fig. 31B).
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Figura 31: Expressdo de TLR4 (A) e receptor de leptina — Ob-Rb - (B), no
colon. Controle: Dieta comercial e sem inducdo de colite crénica; Colite: Dieta
comercial e com indugéo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO: Dieta
hiperlipidica indutora de obesidade e sem inducdo de colite crénica;
Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e com inducédo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado expresso como médiaterro padrao,
em vezes aumentadas em relagdo ao controle. n=4 por grupo. Teste: ANOVA
one-way e Newman-Keuls. Letras diferentes significam p<0,05.

Este panorama inflamatério foi também avaliado na microvasculatura da
regiao do colon pela microscopia intravital e ndo foram evidenciadas diferengas

significativas entre os grupos em relagado ao rolamento e adesao de leucdcitos

(fig. 32).
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Figura 32: Microscopia intravital no célon. Rolamento das células (A), em
células rolando por minuto e Adesao das células (B), em células aderidas por
100um. Controle: Dieta comercial e sem inducao de colite cronica; Colite: Dieta
comercial e com indugéo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO: Dieta
hiperlipidica indutora de obesidade e sem indugdo de colite crénica;
Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e com inducédo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado expresso como médiazerro padrao,
n=5/5/4/4 por grupo. Teste: ANOVA one-way e post-test Newman-Keuls. Sem
diferenca estatistica.
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Avaliacao da translocacéo bacteriana e permeabilidade intestinal

A avaliagao da translocagao bacteriana foi realizada através da analise
da expressdo de mRNA de eubactérias nos linfonodos cecais e mesentéricos.
Apesar de nao ter sido observada diferenca estatistica entre os grupos,
observa-se que a expressdo de genes marcadores de eubactérias esta cerca
de 5 vezes aumentada no grupo Colite e 6 vezes aumentada no grupo
Colite+DIO em relagéao ao grupo Controle (fig. 33).

Entretanto, quando avaliada a permeabilidade intestinal pelo teste de
OVA, foi observado aumento da permeabilidade no grupo Colite, em relagéo
aos grupos Controle e DIO e aumento ainda maior no grupo Colite+DIO (fig.

33).
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Figura 33: Avaliagdo da permeabilidade intestinal (A) e translocagao bacteriana
(B). A: Dosagem de Ovalbumina no soro; n=5 por grupo. B: Expressao de
MRNA para eubactéria nos linfonodos cecais e mesentéricos; n=3 por grupo.
Controle: Dieta comercial e sem inducdo de colite crénica; Colite: Dieta
comercial e com indugéo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO: Dieta
hiperlipidica indutora de obesidade e sem inducdo de colite crbnica;
Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e com inducédo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado expresso como médiaterro padrao,
Teste: ANOVA one-way e post-test Newman-Keuls. Letras diferentes significam
p<0,05.
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Em seguida, foram avaliadas as proteinas das jungdes firmes ocludina e
Z0-1 e a enzima MLCK (fig. 34). Foi demonstrado aumento da expressao de
Z0-1 no célon dos animais dos grupos Colite e Colite+DIO, em relagdo aos
outros dois grupos (fig 34B). Em relagao a ocludina, apesar de sua expressao
estar cerca de 3 vezes aumentada no grupo Colite+DIO em relacdo ao

Controle, nao foi observada diferenga estatistica (fig. 34A).
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Figura 34: Expressao de proteinas das juncgdes firmes. Expressao coldnica de
ocludina (A), ZO-1 (B) e da enzima MLCK (D). Controle: Dieta comercial e sem
inducdo de colite crénica; Colite: Dieta comercial e com inducdo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e
sem inducdo de colite crénica; Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de
obesidade e com indugdo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado
expresso como meédiaterro padrdao, n=5/5/5/4 por grupo. Teste: ANOVA one-
way e post-test Newman-Keuls. Letras diferentes significam p<0,05.
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Avaliagao do linfonodo cecal e do bago

Analises do perfil de células imunes, utilizando citometria de fluxo,
também foram realizadas no linfonodo cecal e no bago, assim como descrito
anteriormente para a lamina proépria do colon.

Como descrito na tabela 6, no linfonodo cecal, foi observado aumento no
percentual de linfécitos T auxiliares e citotoxicos no grupo DIO, em relagao aos
outros grupos. Além disso foi observada a diminuigdo dos linfocitos T auxiliares
ativados no grupo Colite+DIO em relacédo ao grupo DIO e diminuigdo dos
linfécitos T citotoxicos do grupo Colite+DIO em relagado aos grupos Controle e
DIO. Foi observada também diminuicdo no percentual de linfécitos T
reguladores dos grupos Colite, DIO e Colite+DIO em relagdo ao Controle.

Observou-se a diminuicdo dos macrofagos e mondcitos totais no
linfonodo cecal do grupo DIO, em relagao aos outros grupos. Em relagao a
ativagcdo dos macréfagos, percebe-se um aumento nos grupos Colite e
Colite+DIO e uma diminui¢do no percentual dessas células no grupo DIO, em
relacdo ao Controle (tabela 6).

O percentual de neutrdfilos no linfonodo cecal estava aumentado no
grupo Colite e ainda mais aumentado no grupo Colite+DIO, em relagdo aos

grupos Controle e DIO (tabela 6).
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Tabela 6 — Perfil de células imunes do linfonodo cecal

Resultados

Controle Colite DIO DIO + Colite
Linfocito T auxiliar (%) 30,8+2,9° | 35,7+1,8%° | 39,8+3,1° | 27,3x1,6°
Linfocito T auxiliar ativado (%) | 3,8+0,4%° | 3,8+0,5%° | 4,5+0,4° 2,9+0,1°
Linfécito T citotéxico (%) 19,2+2,6° | 18,0+1,8% | 27,6+2,9° | 15,00,5°
Linfécito T citotdxico ativado (%) | 1,3+ 0,1% | 0,99+ 0,1%° | 1,4+0,1° 0,7+0,1°
Linfécito T regulador (%) 0,6+0,1% | 0,320,04° | 0,2+0,04° | 0,1+0,04°
Linfécito B (%) 33,4+1,8 | 40,9:55 | 26,6+6,1 41,4+3,5
Linfécito B ativado (%) 32,6+1,6 | 39,6+56 | 26,059 40,5+3,4
Macréfago e mondcito (%) 57,7+1,9° | 62,1+4,9° | 25,0+6,8° 60,4+4,12
Macréfago ativado (%) 11,40,8% | 21,322,2° | 5,8+0,6° 24,9+1,6°
Neutréfilo (%) 3,10,4* | 7,3x1,2° | 4,0+0,4° 10,8+1,7°

Resultado expresso como médiaterro padrdo, em percentual do total de

células. n=5 por grupo. Teste: ANOVA one-way e post-test Newman-Keuls.
Letras diferentes significam p<0,05.

Ja no baco, as diferencas observadas limitaram-se ao maior peso

relativo e o percentual de linfocitos B, linfocitos T auxiliares e neutrdfilos (tabela

7).

A dieta e a colite influenciaram o tamanho relativo do bacgo, estando esse

maior no grupo Colite e ainda maior no grupo Colite+DIO, em relagdo aos

grupos Controle e DIO, sendo este um indicativo de inflamagao nesse orgéo.

Em relacdo aos linfocitos B ativados, essas células encontram-se em

menor propor¢do no bago dos animais do grupo Colite+DIO, em relagdo ao

grupo Controle e DIO (tabela 7).
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Ja os percentuais de linfocitos T auxiliares ativados e os neutrdfilos

encontram-se aumentados no bago dos animais do grupo Colite+DIO, em

relagdo aos outros grupos (tabela 7).

Tabela 7 — Avaliacédo do bago

Controle Colite DIO DIO + Colite
Peso relativo (%) 0,3+0,01% | 0,5+0,08 | 0,3+0,02° 0,7+0,1°
Linfocito T auxiliar (%) 23,3+0,9 | 25,1+£2,2 | 20,4+2,7 20,0+2,9
Linfocito T auxiliar ativado (%) 1,3+0,3? 1,5+0,4% | 1,2+0,1°2 2,4+0,2°
Linfocito T citotoxico (%) 14,3£0,5 | 13,6+0,9 | 13,1+2,2 11,721
Linfocito T citotoxico ativado (%) | 0,8+0,2 0,7+0,2 0,4+0,02 0,6+0,1
Linfocito T regulador (%) 0,6+0,2 0,6+0,2 | 0,5+0,07 1,2+0,2
Linfocito B (%) 58,2+2,1 | 50,5+1,2 | 51,6+0,3 47,3+4,8
Linfocito B ativado (%) 53,7+1,9% | 44,4:2,7%° | 49,5+1,2® |  38,7+3,9°
Macrofago e mondcito (%) 26,8+1,0 | 23,2+2,9 | 26,4+1,8 24,2+3,1
Macroéfago ativado (%) 11,3£1,7 | 11,714 | 11,2+1,0 11,721
Neutréfilo (%) 4,9:0,5° | 7,8:2,6° | 7,8+1,6° 26,5+6,0°

Resultado expresso como médiaterro padrdo, em percentual (para peso
relativo) ou percentual do total de células. n=12/9/12/9 para peso relativo do
baco e n=5 por grupo para a citometria de fluxo. Teste: ANOVA one-way e
post-test Newman-Keuls. Letras diferentes significam p<0,05.
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Avaliagao do tecido adiposo epididimal (TAE)

Apds o estudo do cdlon, linfonodo cecal e bago, nosso objetivo foi
observar as possiveis repercussoes da colite no tecido adiposo. Para avaliacao

do tecido adiposo, foi realizada a analise histoldgica desse tecido (fig. 35).

A). ’ ‘ .:‘.',,:A::\’J‘_‘-', ,’~"- B >

Figura 35: Aspecto morfologico do TAE. Controle: Dieta comercial e sem
indugao de colite crénica (A); Colite: Dieta comercial e com indugao de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v) (B); DIO: Dieta hiperlipidica indutora de
obesidade e sem indugao de colite cronica (C); Colite+DIO: Dieta hiperlipidica
indutora de obesidade e com indugéo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v)
(D). Tecido adiposo corado com hematoxilina e eosina, aumento final de 100x,
escala=100um.

Na avaliagao da adiposidade (fig. 36A), aferida pelo percentual de tecido
adiposo epididimal (TAE) em relagdo ao peso corporal, observou-se aumento
no grupo DIO, em relagdo aos grupos Controle e Colite, resultado esse ja
esperado. O grupo Colite+DIO apresentou adiposidade intermediaria. A area

dos adipdcitos (fig. 36B) apresentou resultado semelhante. Embora a

adiposidade e area do adipdcito tenham sido menores no grupo Colite + DIO
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comparado ao grupo DIO, o numero de estruturas em forma de coroa foi maior
no primeiro (fig. 36C), sugerindo o efeito pré-inflamatério da colite crénica no

tecido adiposo.
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Figura 36: Adiposidade (A), area dos adipécitos (B) e estruturas em forma de
coroa (C). Controle: Dieta comercial e sem indugédo de colite crénica; Colite:
Dieta comercial e com inducao de colite cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO:
Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e sem inducdo de colite crbénica;
Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e com inducédo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado expresso como médiaterro padrao,
n=12/9/12/9 para adiposidade, em percentual de tecido adiposo epididimal em
relagcdo ao peso corporral final e n=5/4/5/4 para area dos adipdcitos, em pm?, e
estruturas em forma de coroa por campo. Teste: ANOVA one-way e post-test
Newman-Keuls. Letras diferentes significam p<0,05.

Concordante com o peso corporal, os niveis de leptina circulante foram
maiores no grupo DIO em relagdo aos outros trés grupos (fig. 37A). Em relagao
a expressao de leptina no tecido adiposo (fig. 37B), foi observado aumento nos
grupos DIO e Colite+tDIO, em relagdo ao grupo Colite, com valores
intermediarios para o grupo Controle.

A concentragao sérica de adiponectina e resistina, também relacionadas

a inflamacéo, e sua expressao pelo tecido adiposo também foram avaliadas.
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Em relacdo a resistina, observou-se expressdo semelhante no tecido adiposo,
mas a concentragao sérica foi maior no grupo Colite em relagédo aos demais
grupos (fig. 37C-D). Ja a adiponectina, apesar de nao terem sido observadas
alteracdes na sua concentracio sérica, apresentou diminuicdo na expressao no
tecido adiposo dos animais de todos os grupos em relagdo ao controle (fig.

37E-F).
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Figura 37: Concentragdo sérica e expressdao no tecido adiposo,
respectivamente de Leptina (A-B), resistina (C-D) e adiponectina (E-F)
Controle: Dieta comercial e sem inducdo de colite crbénica; Colite: Dieta
comercial e com indugéo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO: Dieta
hiperlipidica indutora de obesidade e sem inducdo de colite crénica;
Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e com inducédo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado expresso como médiaterro padrao,
n=5 por grupo, em pg/mL ou ng/mL para concentragdo no soro e em vezes
aumentadas em relacdo ao controle, para expressao no tecido adiposo. Teste:
ANOVA one-way e post-test Newman-Keuls. Letras diferentes significam
p<0,05.
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Analise do peffil inflamatdrio

Em seguida, o perfil inflamatério do tecido adiposo foi também analisado.
Assim como na lamina prépria do colon, no linfonodo cecal e no bago, foram
avaliadas no tecido adiposo epididimal dos animais, por citometria de fluxo, a
presenca e ativacdo de marcadores para linfocitos T auxiliares, linfocitos T
citotoxicos, linfécitos B e macréfagos e para presenga de linfocitos T
reguladores e neutrofilos.

Foi observado aumento no percentual de mondcitos e macréfagos totais
(MOMA+) no grupo DIO em relagdo aos grupos Controle e Colite e um
aumento ainda maior no grupo Colite+DIO (fig. 38A), corroborando o dado de
estruturas em forma de coroa. Quando avaliada a ativagcdo dos macréfagos
(MOMA+CD80+) observou-se aumento semelhante nos grupos DIO e
Colite+DIO em relagao aos grupos Controle e Colite (fig. 38B).

Foi observado aumento no percentual de neutréfilos (GR1+) nos grupos

Colite, DIO e Colite+DIO em relagao ao Controle (fig. 38C).
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Figura 38: Porcentagem de macrofagos e mondcitos totais (A), macréfagos
ativados (B) e neutrdfilos (C) no tecido adiposo. Controle: Dieta comercial e
sem inducao de colite crbnica; Colite: Dieta comercial e com inducéo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e
sem inducdo de colite crénica; Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de
obesidade e com indugdo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado
expresso como médiaterro padrao, em percentual de células. n=5 por grupo.
Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras diferentes significam p<0,05.
Em relagédo aos linfocitos T (fig. 39), foi observado alteragdo apenas no
percentual de linfécitos T auxiliares ativados (CD4+CD69+) no tecido adiposo.
Esse tipo celular encontra-se aumentado no grupo Colite+DIO, em relagdo aos
grupos Controle e Colite (fig 39B). Nao foi observada diferenga entre os grupos
no percentual de linfécito T auxiliar total (CD4+), linfécito T citotdxico total

(CD8+) e ativado (CD8+CD69+) e linfocito T regulador (CD4+CD25+LAP+) (fig.

39A-E).
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Figura 39: Porcentagem de linfécito T no tecido adiposo. Linfécito T auxiliar
total (A) e ativado (B), linfocito T citotdxico total (C) e ativado (D) e linfécito T
regulador (E). Controle: Dieta comercial e sem indugao de colite cronica; Colite:
Dieta comercial e com inducao de colite cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO:
Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e sem inducdo de colite crbénica;
Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e com inducédo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado expresso como médiaterro padrao,
em percentual de células. n=5 por grupo. Teste: ANOVA one-way e Newman-
Keuls. Letras diferentes significam p<0,05.

Quando avaliados os linfocitos B totais (CD19+) e ativados

(CD19+CD21+), nao foram observadas diferencas entre os grupos (fig. 40).
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Figura 40: Porcentagem de linfocito B total (A) e ativados (B) no tecido adiposo.
Controle: Dieta comercial e sem inducdo de colite crbénica; Colite: Dieta
comercial e com indugéo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO: Dieta
hiperlipidica indutora de obesidade e sem inducdo de colite crbnica;
Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e com inducédo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado expresso como médiaterro padrao,
em percentual de células. n=5 por grupo. Teste: ANOVA one-way e Newman-
Keuls. Sem diferenca estatistica.

Apods a confirmacgédo do aumento da ativagdo de macrofagos e linfécitos
CD4+ no tecido adiposo, foi avaliada a concentracao das citocinas TNF e IL-6 e
da quimiocina MCP-1/CCL-2 em extrato do tecido adiposo (fig. 41). O resultado
foi normalizado pela quantidade de proteinas no extrato para permitir a
comparacgao.

Quando comparados os grupos DIO e Controle, observou-se aumento
no grupo DIO apenas do TNF (fig. 41A). Nao houve diferencga, entre esses dois
grupos, para as outras citocinas analisadas (fig. 41).

Em relagdo ao grupo Colite+DIO nao foram observadas diferengas nas

citocinas analisadas e CCL-2/MCP-1, em relagédo ao controle (fig. 41).
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Figura 41: Concentracdo de citocinas e quimiocina inflamatéria no tecido
adiposo. TNF (A), IL6 (B) e MCP1/CCL2 (C). Controle: Dieta comercial e sem
inducdo de colite crénica; Colite: Dieta comercial e com inducdo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v); DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e
sem inducdo de colite crénica; Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de
obesidade e com indugdo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado
expresso como médiaterro padrdo, em pg de citocina/quimiocina por mg de
proteina. n=5 por grupo. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras
diferentes significam p<0,05.

Como nao foi observada alteracdo na liberagdo de TNF, IL-6 e
MCP1/CCL2, a expressao dessas foi avaliada (fig. 42). Em concordancia com
os dados de citometria de fluxo, nos quais foi observada maior quantidade de
células do sistema imune no grupo Colite+DIO, foi observado aumento
significativo da expressao de TNF, IL-6 e MCP1/CCL2 nesse grupo em relagéo
aos demais (fig. 42A-C).

O TLR4 é ativado por lipopolissacarideos, mas também pode ser ativado

por acidos graxos'?. Em nosso trabalho, vimos que a expressdo do TLR4 foi
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maior no grupo Colite+DIO em relagdo ao grupo Controle, sendo os valores

dos grupos Colite e DIO intermediarios (fig. 42D).
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Figura 42: Expressdao de TNF (A), IL6 (B), MCP1/CCL2 (C) e TLR4 (D) no
tecido adiposo. Controle: Dieta comercial e sem inducdo de colite crénica;
Colite: Dieta comercial e com indugéo de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v);
DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e sem inducéo de colite crénica;
Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e com inducédo de colite
cronica (2 ciclos, DSS 3% p/v).Resultado expresso como médiaterro padrao,
em vezes aumentadas em relagdo ao controle. n=5 por grupo. Teste: ANOVA
one-way e Newman-Keuls. Letras diferentes significam p<0,05.

A repercussdao a distdncia da colite crbénica foi confirmada pela
microscopia intravital realizada na microcirculagdo do tecido adiposo. Os
resultados revelam o aumento do rolamento e da adesado leucocitaria dos
animais do grupo Colite+DIO em relagédo ao grupo Controle. Os demais grupos

(grupo Colite e grupo DIO) foram mantidos em niveis intermediarios (fig. 43A-

B). De forma a explicar e confirmar este resultado, avaliou-se a expressao de
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ICAM1 e VCAM1 nesse tecido (fig. 43C-D). A expressdo de ambas estava

aumentada no grupo Colite+DIO em relagédo aos outros 3 grupos.
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Figura 43: Adesao (A) e rolamento (B) de leucécitos, expressao de ICAM1 (C)
e VCAM1 (D), em tecido adiposo. Controle: Dieta comercial e sem indugéo de
colite cronica; Colite: Dieta comercial e com indugao de colite crénica (2 ciclos,
DSS 3% p/v); DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e sem indugéo de
colite crénica; Colite+DIO: Dieta hiperlipidica indutora de obesidade e com
indugao de colite crénica (2 ciclos, DSS 3% p/v). Resultado expresso como
médiaterro padrdao, n=4-6 por grupo, em vezes aumentadas em relagdo ao
controle. Teste: ANOVA one-way e post-test Newman-Keuls. Letras diferentes
significam p<0,05.
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Interagao entre obesidade induzida por dieta hiperlipidica e colite cronica

aumenta reciprocamente a inflamagao no tecido adiposo e no célon

7. DISCUSSAO
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Nosso trabalho mostrou que a dieta hiperlipidica prolonga e agrava as
manifestacbes da colite cronica, levando ao aumento do estado pro-
inflamatdrio do tecido adiposo. Em nossos experimentos, as analises foram
realizadas trés semanas apos o segundo oferecimento de DSS (oito semanas
experimentais totais) para permitir a avaliacdo dessa relacdo fora da fase
aguda da colite, na qual anormalidades metabdlicas sdo mais intensas. Da
mesma maneira, nos obtivemos uma obesidade moderada derivada da dieta
hiperlipidica, como visto pelo ganho de peso, adiposidade e area no adipdcito
no grupo DIO.

O objetivo do presente trabalho foi elucidar os efeitos da interagdo da
obesidade e da colite crénica na inflamacao sistémica. Para tal, usamos dieta
hiperlipidica indutora de obesidade® e dextrano sulfato de sédio (DSS) 3%p/v
em agua como indutor da colite cronica®® ?°. Percebeu-se maior consumo
caldrico nos animais do grupo DIO e Colite+DIO, o que era esperado visto que
a densidade caldrica da dieta hiperlipidica indutora de obesidade utilizada
(5,27Kcall/g) € superior ao dobro da densidade caldrica da ragdo comercial
(2,18kcal/g). Com essa ingestdo aumentada, esperava-se um aumento no
ganho de peso'?*, o que foi observado no grupo DIO em relagéo ao controle. Ja
o grupo Colite+DIO apresentou um ganho de peso intermediario entre o grupo
DIO e os grupos Controle e Colite, apesar da ingestdo caldrica total no
experimento ter sido a mesma do grupo DIO. Isso pode ser explicado pela
perda de peso durante os periodos de indugédo da colite aguda (oferecimento
do DSS). Ja é descrito na literatura a perda de peso durante indugéo de colite
com DSS, sendo esse um sinal clinico da indugdo da doenca®®. Em relacéo a

ingestao liquida, foi observada menor ingestdo nos grupos que receberam a
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dieta hiperlipidica. Tal fato ja foi observado em outros experimentos em nosso
laboratdrio e ja descrito na literatura'?®. Durante o periodo de indugo da colite
aguda, observou-se que o grupo Colite+DIO ingeriu menor quantidade de DSS
3%p/v em relagao ao grupo Colite. Entretanto, como observado na avaliagéo
da morfologia do célon e no escore histopatdlogico, essa menor ingestdao do
agente indutor da doenga ndo causou problemas na indug¢ao da colite ao grupo
Colite+DIO, visto que esse apresentou um quadro histopatoldgico pior que o
grupo Colite, além de apresentar sangramento anal, perda de peso e
encurtamento do codlon, sinais clinicos esses caracteristicos da inducao de
colite em modelos animais?®®. Dessa forma, a quantidade ingerida de DSS
3%p/v pelo grupo Colite+DIO foi suficiente para induzir a colite cronica.

A obesidade pode levar a diversas complicacbes no metabolismo de
lipideos e glicose, como o desenvolvimento de hiperlipidemia, resisténcia
insulinica, diabetes tipo 2, culminando em sindrome metabdlica e doencas
cardiovasculares*'. Por esse motivo, pesquisamos nesse trabalho se a
obesidade induzida por dieta, juntamente com a colite crénica poderia afetar os
niveis dos lipideos circulantes e a homeostase da glicose. Nao foi observado
em nosso estudo, alteragdo no perfil lipidico. Camundongos C57BL/6 ja foram
descritos na literatura como resistentes ao desenvolvimento de
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, 0 que pode explicar nosso resultado. Em se tratando da
homeostase da glicose, uma leve alteragao, decorrente da dieta hiperlipidica
indutora de obesidade'®*, foi vista nos grupos DIO e Colite+DIO, o que é
concordante com o grau leve de obesidade induzida nesse estudo.

A andlise do colon mostrou um quadro inflamatdrio no grupo Colite, que

se tornou mais intenso quando associado a dieta indutora de obesidade.
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Quando realizada a avaliagdo histopatélogica do célon percebeu-se piora na
arquitetura da mucosa, no infiltrado inflamatério e no espessamento do
musculo, do grupo Colite+DIO em relagdo ao grupo Colite, estando esses dois
grupos piores que os grupos DIO e Controle. A piora nos grupos que
receberam o DSS para indugdo da colite crbnica ja era esperada, visto que
essa deterioracdo da mucosa coldnica é sinal da inducdo da doenga®®. Em
relagao a dieta hiperlipidica indutora de obesidade, percebeu-se que ela, por si
s0, nao afeta a mucosa do célon. Porém quando adicionada ao DSS, a leséo
no colon é ainda maior do que quando o DSS é oferecido sozinho. Esse
resultado estd em conformidade com a literatura’®®, que mostra que a dieta
hiperlipidica é fator de risco para o desenvolvimento de retocolite ulcerativa.
Quando avaliado o tecido adiposo e a evolugdo da obesidade, foi
observado que a adiposidade e a area dos adipdcitos dos animais do grupo
DIO foi maior em relagdo aos grupos Controle e Colite. Esse resultado era
esperado visto que esse grupo apresentou maior ingestao caldrica e o aumento
na ingestdo de gorduras saturadas que leva ao aumento do ganho de tecido
adiposo*'. Ja o grupo Colite+DIO apresentou resultados de adiposidade e area
de adipdcitos intermediarios entre o grupo DIO e os grupos Controle e Colite.
Apesar dos animais do grupo Colite+DIO apresentarem ingestdao total
semelhante ao grupo DIO, o menor ganho de peso, juntamente com a menor
adiposidade deve-se, provavelmente, a maior demanda energética gasta
decorrente da colite, visto que doencas inflamatdrios sdo hipermetabdlica’.
Resultado semelhante, ja foi descrito na literatura. Eles observaram que
animais com colite apresentavam menor ganho de adiposidade e peso final em

relacdo aos animais controle, mesmo com a ingestao igual, devido a maior taxa
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de lipdlise no tecido adiposo para liberagdo de acidos graxos como fonte de
energia'®.

Disfuncdes no sistema imune ja sdo descritas tanto na obesidade* ¢
quanto na retocolite ulcerativa® '>. Em relagdo ao células imunes e citocinas, foi
observado em nosso trabalho, de forma geral, que os animais do grupo
Colite+DIO estavam mais inflamados em relagdo aos outros grupos. Quando
avaliado o coélon desses animais, foi observado, aumento no percentual de
macrofagos ativados, de neutréfilos, de linfécitos T auxiliares totais e ativados,
de linfocitos T citotoxicos totais e ativados, e de linféctios B totais e ativados.
Em relacdo as citocinas avaliadas no codlon, todas se apresentaram
aumentadas tanto no grupo Colite quanto no grupo Colite+DIO. O aumento de
citocinas da resposta Th2 (IL-4, IL-10, IL-6)® *3, da resposta Th1>® (IFNy) e de
TNF produzidas por macréfagos® no célon de animais com colite ja foram
descritas na literatura. Ja no tecido adiposo epidimal dos animais desse grupo
observou-se que, apesar dos animais do grupo Colite+DIO apresentarem
menor percentual de tecido adiposo em relagdo ao grupo DIO, percebe-se,
aumento do rolamento e adesao de leucdcitos, concordantes com os achados
do aumento na expressao das moléculas de adesdo ICAM1 e VCAM1 e
aumento das células tanto da imunidade inata (mondcitos, macréfagos e
neutréfilos) quanto da imunidade adaptativa (linfécitos T auxiliares ativados).
Esse panoramara se refletiu também no aumento da expressdo de TNF,
MCP1/CCL2 e IL-6 decorrente da associacdo da colite e obesidade.

Considerando apenas o grupo DIO em relagdo ao controle, observou-se
aumento no percentual de mondcitos e macroéfagos totais, macrofagos

ativados, neutrdéfilos e liberagdo de TNF, resultados esses ja esperados e ja

127



Discussao

descritos na literatura®'*> 778 Em relacdo as IL-6 e MCP1/CCL2, observou-se
que sua liberacao estava igual ao controle, o que é controverso em relagdo ao
ja descrito na literatura, ja que esses descrevem o aumento da liberagao de IL6
e MCP1/CCL2 com o aumento do tecido adiposo*' ®*. Uma possivel explicagdo
para isso é que talvez o tempo ou o grau da obesidade induzida no
experimento ndo tenham sido suficientes para que uma expresséao e liberacao
aumentada dessas citocina e quimiocina fossem detectadas.

Considerando o grupo Colite em relagdo ao grupo Controle, foi
observado que os neutrofilos estavam aumentados no tecido adiposo dos
animais desse grupo, bem como a liberagdo de MCP1/CCL2. Sendo os
neutréfilos células essenciais na imunidade inata e oferecendo uma defesa
imediata contra organismos invasores'®, esse resultado ¢ um indicativo de
como uma inflamagao crénica, como a colite, pode afetar outros 6rgaos, como
o tecido adiposo e nao apenas o tecido alvo da doenca. Outra evidéncia dessa
acao inflamatéria em outros 6rgdos € a quimiocina MCP1/CCL2 estar
aumentada no colon dos animais que apresentaram adiposidade aumentada
(grupo DIO) em relagédo aos animais do grupo Controle.

Ainda foi observado aumento de neutréfilos no baco e linfonodo cecal
dos animais do grupo Colite+DIO e aumento no percentual de linfocitos e
mondcitos circulantes, indicativos de aumento da inflamacéao sistémica.

O TLR4 tem um papel importante na resposta inflamatéria intestinal
porque é ativado por lipopolissacarideos produzidos pelas bactérias colonicas e
por acidos graxos saturados, ambos presentes nos animais do grupo
Colite+DIO. A ativacdo do TLR4 em células colbnicas leva ao aumento da

expressao e liberacdo de citocinas proé-inflamatérias, como visto em nosso
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estudo, provavelmente pela ativacdo da via do NF-kB'?, levando ao aumento
da permeabilidade intestinal na colite crbnica. Em consequéncia disso, os
antigenos luminais ganham acesso a lamina propria com a diferenciagao e
ativacdo de células T naive em T efetoras e producdo de citocinas
inflamatdrias. Os macréfagos na lamina prépria sdo estimulados por essas
citocinas e passam a secretar TNF e I|L-6, aumentando ainda mais a
inflamagao neste local®. Nosso estudo corrobora esta sequéncia de eventos,
uma vez que ocorreu aumento da permeabilidade intestinal, aumento da
expressao de TLR4 no cdélon, aumento do infiltrado de macréfagos, linfécitos e
neutrofilos e aumento da liberagdo de citocinas inflamatérias. Além disso,
observamos aumento da expressao de ZO-1, o que pode sugerir um intenso
reparo na mucosa apos o dano induzido pelo DSS. O aumento da expressao
de ZO-1 em mucosa intestinal com grandes danos ja foi descrita anteriormente
pelo nosso grupo™'.

Ja é descrito na literatura que tanto a obesidade quanto a dieta

|132, 133

hiperlipidica aumentam a permeabilidade intestina Apesar de ser

65, 85-89

descrito na literatura varias hipoteses , como a alteracdo da expressao

das proteinas das jungdes firmes como claudinas, ocludinas e ZO1"* 13

0s
mecanismos pelos quais a obesidade leva ao aumento da permeabilidade
intestinal ainda n&o estdo bem esclarecidos. A persisténcia dos altos niveis de
citocinas inflamatérias produzidas pelo tecido adiposo podem causar um
desequilibrio na fungao de barreira intestinal pela alteragdo das proteinas das
juncgdes firmes'®. Essas proteinas regulam o transporte seletivo de ions,

solutos e peptideos do lumem intestinal para a corrente sanguinea. Assim, a

associacdo entre a obesidade induzida por dieta e a colite crénica pode

129



Discussao

aumentar o transporte de patégenos ou seus derivados (como LPS), que antes
eram restritos pela barreira intestinal, para a circulagao sistémica, resultando
em ativagdo de vias inflamatérias em 6rgao periféricos' '*°.

Além dos adipédcitos, o tecido adiposo contem células do estroma
vascular, como mondcitos e linfocitos, responsaveis pelo equilibrio
imunoldgico®. A expansdo do tecido adiposo leva ao desequilibrio imunoldgico
pelo aumento da expressao e ativagao do TLR4, que leva a ativacdo do NFkB
e consequente producdo de citocinas inflamatdrias. Além disso, ocorre influxo
de células da resposta imune adaptativa, como linfécitos Th1. Esses produzem
citocinas e quimiocinas que atraem os macroéfagos, levando ao influxo desses
para o tecido adiposo. Os macréfagos passam, entdo, a também secretar
citocinas inflamatdrias, como TNF e IL-6, fazendo com que o tecido adiposo se

. 4% 8 Em nosso estudo, o aumento da

torne cada vez mais inflamado
inflamacédo no tecido adiposo visto no grupo Colite+DIO foi confirmado pelo
aumento das estruturas em forma de coroa (EFC) de macréfagos, macréfagos
ativados, linfocitos CD4+ ativados e neutrdfilos e uma maior expressao de
moléculas de adesao (ICAM1 e VCAM1), TNF, IL-6, MCP1/CCL2 e TLR4. Esse
cenario proé-inflamatério foi confirmado in vivo, pelo aumento do rolamento e
adesao de leucécitos na microvasculatura do tecido adiposo.

Embora os animais do grupo Colite+DIO apresentem menos
adiposidade e area de adipécito, quando comparado aos animais do grupo
DIO, o numero de estruturas em forma de coroa (EFC) de macréfagos foi maior
maior no tecido adiposo desses animais quando comparados aos outros

grupos. As EFC representam a conclusao relativamente longa da vida dos

adipdcitos e esta relacionada as respostas dos macrofagos as alteragées no
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tecido adiposo que levam & morte dos adipdcitos ou apoptose’’. Em adicdo as
EFC, o aumento da ativagcdo de linfécitos T CD4+ no tecido adiposo dos
animais do grupo Colite+DIO leva ao aumento da liberagdo de MCP1/CCL2%
nesse tecido, que induz a migragao e ativacédo de macrofagos e aumentam e
perpetuam a inflamagao'™’.

Foi observado um aumento da resistina sérica no grupo Colite que nao
foi observado no grupo Colite+DIO. Aumento de resistina no soro de pacientes

109, 110, 112 "o & um marcador inicial de

com retocolite ulcerativa ja foi descrito
inflamacao'®. A resistina também é produzida por células mononucleares do
sangue periférico e macréfagos'®. Portanto, os niveis séricos de resistina néo
foram correlacionados com a expressdo da mesma no tecido adiposo
epididimal. A auséncia do aumento de resistina no grupo DIO esta em
desacordo com dados da literatura’™®. Essa discrepancia pode ser devido a
duragcdo do presente experimento e ao grau moderado de obesidade
observado, que nao foram suficientes para induzir mudancas nesse parametro.

Embora os niveis de adiponectina circulantes tenham sido similares
entre os grupos, sua expressao no tecido adiposo estava reduzida em todos os
grupos em relagdo ao grupo Controle. Esse fato ja foi anteriormente descrito
para animais que recebem dieta hiperlipidica indutora de obesidade'®, mas
seu significado patoléogico em doencgas inflamatérias intestinais ainda é

controverso. Estudos clinicos ja mostraram tanto aumento'® '

quanto
diminuicdo''? da adiponectina sérica em pacientes com retocolite ulcerativa.
Estudos experimentais sdo ainda mais controversos. Dois estudos usando

animais com deleg¢do do gene para adiponectina com colite induzida por DSS

mostraram resultados opostos. Um estudo encontrou efeito protetor da
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adiponectina, visto que o animal nocaute apresentou colite mais severa'®,
enquanto o outro estudo mostrou o efeito deletério da adiponectina, visto que
sua delegdo gerou melhora no quadro da colite induzida por DSS'®. Fatores
pré-inflamatorios podem diminuir a expressdo de adiponectina®™', o que pode
explicar essa diminuigao da expressao no tecido adiposo epididimal.

A leptina é produzida pelo tecido adiposo proporcionalmente a massa de
gordura corporal e controla o apetite e gasto energético através de vias
hipotalamicas®. A leptina também modula diversas respostas imunes e
inflamatdrias, como ativagdo de mondcitos e linfocitos, fagocitose e produgao
de TNF, IL-6 e INFy por células mononucleares do sangue periférico®® ° 142,
Em nosso trabalho, foi observado aumento na expressao de leptina no tecido
adiposo em ambos os grupos que receberam dieta hiperlipidica indutora de
obesidade quando comparados ao grupo Colite. Entretanto, o aumento na
concentragao sérica de leptina foi observado apenas no grupo DIO e nao no
grupo Colite+DIO. Isso pode ser devido ao aumento da ligagado leptina-ObRb
no colon dos animais do grupo Colite+DIO, visto que esse receptor € super-
expresso em célons inflamados de animais com colite induzida por DSS>* '*3,
assim como visto em nossos resultados.

Um estudo realizado anteriormente reportou o aumento da expressao do
receptor de leptina no colon de animais com cancer de cdélon secundario a
colite induzida por DSS. Esse resultado esta de acordo com o nosso e reforga
a associacdo da leptina e inflamacao'®.

Sendo assim, acredita-se que, em nosso estudo, a leptina possa estar
se ligando ao seu receptor (Ob-Rb) super-expresso no célon dos animais do

grupo Colite+DIO, atuando na manutencao e exacerbagao da inflamacgao local.
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Considerando todos os resultados encontrados, nossa hipotese € que
esteja ocorrendo uma relagdo cruzada entre componentes inflamatérios da
colite e da obesidade, levando a exacerbacao reciproca. Esta interrelagao tem
como um ponto chave a maior captacdo da leptina pelo colon via receptores
Ob-Rb super-expresos pela colite. A leptina entdo desencadeara ativacao de

144 sustentando a

células do sistema imune com a producdo de IL-6 e IL1B
inflamacao intestinal causada pela colite crénica. Por outro lado, as alteracdes
na permeabilidade intestinal desencadeadas pela colite e exacerbadas pela
obesidade induzida por dieta hiperlipidica, permitem a maior entrada na
circulagdo de LPS e acidos graxos alimentares. Ao alcangcarem o tecido
adiposo, acidos graxos e LPS ligam-se aos receptores TLR4 na superficie de

adipdcitos e macrofagos nesse tecido expandido, ativando assim a sinalizagéo

do fator nuclear NFkB, reforcando o estado de inflamacéao sistémica.
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Em conclusdo, ambas, colite cronica e obesidade induzida por dieta
hiperlipidica sdo capazes de ativar e potencializar reciprocamente os
parametros inflamatorios estudados nesse trabalho.

A producgao de células e citocinas pro-inflamatdrias e receptores ligados
a inflamacado em animais obesos com inducdo da colite crénica € aumentada
no colon, como demonstrado pelo aumento do percentual de linfécitos,
macrofagos e neutrofilos, e aumento da expressao do receptor de leptina (OB-
R) e também no tecido adiposo, visto pelo aumento do percentual de células
TCD4+ ativadas e expressdao aumentada de TNF, IL-6 e MCP-1/CCL2. A
permeabilidade intestinal também esta aumentada quando ocorre associacao
das doencas.

Esses dados mostram a importdncia do controle da obesidade e da
colite para reduzir o estado inflamatério que agrava a evolugdo de tais

doencas.
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Anexos

ANEXO 2: Quadro Two-way ANOVA das analises.

Analise Numero da | Influéncia no resultado de
Figura ou acordo com
tabela Two-way ANOVA
Colite | Dieta | Interagao
entre
Colite e
Dieta

Consumo calérico total Fig. 18A X

Consumo caldrico durante Fig. 18B X X

oferecimento de DSS

Ingestao liquida total Fig. 19A X

Ingestao liquida durante o Fig. 19B X X

oferecimento de DSS

Variacao ponderal total Fig. 20A X X

Variagao ponderal durante | Fig. 20B-C X

oferecimento de DSS

Tolerancia a glicose Fig. 22 X

Percentual de linfécitos | Tabela b X

circulantes

Percentual de mondcitos Tabela 5 X

circulantes

Leptina sérica Fig.37A X X

Resistina sérica Fig. 37C X X X

Avaliagao do célon
Comprimento do célon | - |
Escore histopatolégico

x
x

Escore histopatolégico final Fig. 24A X X X
Arquitetura da mucosa Fig. 24B X X X
Infiltrado inflamatério Fig. 24C X X X
Espessamento do musculo Fig. 24D X X X
Deplecéao de células Fig. 24E X
caliciformes

Infiltrado inflamatdrio na lamina propria
Macrofagos ativados Fig. 25B X X X
(MOMA+CD80+)
Neutréfilos (GR1+) Fig. 25C X
Atividade de MPO Fig. 26B X
Linfécitos T  auxiliares Fig. 27A X X
(CD4+)
Linfécitos T  auxiliares Fig. 27B X X
ativados (CD4+CD69+)
Linfécitos T  citotoxicos Fig. 27C X X
(CD8+)
Linfécitos T  citotoxicos Fig. 27D X
ativados (CD8+CD69+)
Linfocitos B (CD19+) Fig. 28A X
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Anexos

Anexo 2: Quadro Two-way ANOVA das analises (continuagao).

Analise Numero da | Influéncia no resultado de
Figura ou acordo com
tabela Two-way ANOVA
Colite Dieta | Interagao
entre
Colite e
Dieta
Linfécitos B  ativados | Fig. 28B X X X
(CD19+CD21+)
Avaliacao da presenca de citocinas e quimiocina
TNF Fig. 29A X X
IL-6 Fig. 29B X
MCP1/CCL2 Fig. 29C X X
IFNy Fig. 29D X X
IL-4 Fig. 30A X
IL-10 Fig. 30B X
Avaliagdo da expressao de receptors ligados a inflamagéao
RNA de TLR4 Fig. 31A X
RNA de Ob-Rb Fig. 31B X X
Avaliacao da permeabilidade intestinal e translocag¢do bacteriana
Permeabilidade intestinal Fig. 33A X X
Expressao de RNA de | Fig.34B X
Z0-1
Avaliacao do linfonodo cecal

Infiltrado inflamatério
Mondcitos e macréfagos | Tabela 6 X X X
(MOMA+)
Macrofagos ativados | Tabela 6 X X
(MOMA+CD80+)
Neutréfilos (GR1+) Tabela 6 X
Linfécitos T auxiliares | Tabela 6 X
(CD4+)
Linfécitos T auxiliares | Tabela 6 X
ativados (CD4+CD69+)
Linfécitos T citotdéxicos | Tabela 6 X
(CD8+)
Linfécitos T reguladores | Tabela 6 X X
(CD4+CD25+LAP+)

Avaliagao do bago
Peso relativo do bago | Tabela7 | X X

Infiltrado inflamatério
Neutréfilos (GR1+) Tabela 7 X X X
Linfécitos T auxiliares | Tabela 7 X X
ativados (CD4+CD69+)
Linfécitos B  ativados | Tabela 7 X
(CD19+CD21+)
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Anexo 2: Quadro Two-way ANOVA das analises (continuagao).

Analise Numero da | Influéncia no resultado de
Figura ou acordo com
tabela Two-way ANOVA
Colite Dieta | Interagao
entre
Colite e
Dieta
Avaliacao do tecido adiposo epididimal
Adiposidade Fig. 36A X X
Area dos adipdcitos Fig. 33B X X
Estrutura em forma de| Fig.33C X
coroa
Infiltrado inflamatorio
Mondcitos e macréfagos | Fig. 38A X X
(MOMAH+)
Macrofagos ativados | Fig. 38B X X
(MOMA+CD80+)
Neutréfilos (GR1+) Fig. 38C X
Linfécitos T  auxiliares | Fig. 39B X

ativados (CD4+CD69+)
Expressao de adipocinas, quimiocinas e receptores inflamatoérios

RNA de adiponectina Fig. 37E X

RNA de TNF Fig. 42A X X X
RNA de IL-6 Fig. 42B X X
RNA de MCP-1/CCL-2 Fig. 42C X X
RNA de TLR4 Fig. 42D X

Avaliacdo do rolamento e adesao de leucdcitos

Rolamento leucocitario Fig. 43A X

Adeséo leucocitaria Fig. 43B X

RNA de ICAM1 Fig. 43C X X X
RNA de VCAMA1 Fig. 43D X X X

ANOVA two-way seguido pelo teste de Bonferroni, para verificar se os
resultados eram devido a dieta indutora de obesidade (DIO) e/ou a colite
crénica. As analises nao descritas nesse quadro nao apresentaram diferenca
significativa pela ANOVA two-way.
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ANEXO 3: Artigo publicado
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