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RESUMO

A relacdo do consumo excessivo de soédio com desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares ja foi amplamente relatada. No entanto, alguns estudos recentes
mostraram efeitos da dieta rica em sal (NaCl) na ativagdo de células Thl7 e no
aumento da severidade de doengas autoimunes. No presente estudo, mostramos que o
consumo de dieta rica em sal (HSD) por camundongos C57BL/6 levou a inflamagdo
no colon associada a producdo de IL-23, recrutamento de neutréfilos e aumento da
frequéncia de células da resposta imune inata, innate lymphoyd cells do tipo 3 (ILC
3), produtoras de IL-17. Além disso, nosso estudo demonstrou que a inflamagdo no
c6lon ndo foi observada quando a dieta rica em sal foi administrada em camundongos
que ndo possuiam o gene que codificava a citocina IL-17 (IL-17-/-) mas estava
presente, ainda que em menor grau, em camundongos que ndo possuiam o gene que
codificava as enzimas de recombinagdo génica de linfocitos (RAG-/-). Estes dados
sugerem que os efeitos inflamatdrios da dieta rica em sal foram dependentes de I1L-17
mas apenas parcialmente dependentes de linfocitos diferenciados em Thl7. A
expressao de SGK1, quinase envolvida na homeostase do sédio, ndo teve producgdo
aumentada ap6s o consumo de dieta rica em sal nos tempos testados. Além de
observar alteracdo na mucosa do colon de camundondos, investigamos também se a
dieta rica em sal teria efeito em dois modelos de colite experimental: a colite induzida
por sulfato de sodio dextrano (DSS) e na colite induzida por 2.4,6-acido
trinitrobenzenosulfonico (TNBS). Observamos que a doenca foi exacerbada em
ambos modelos pelo consumo da HSD e a piora estava associada ao aumento da
frequéncia de células RORyt'CD4" e de netrofilos na lamina prépria do célon. Com
1ss0, nossos resultados sugerem que o consumo de uma dieta rica em sal foi suficiente
para levar a inflamac¢do na mucosa do célon de camundongos C57BL/6, além de
exacerbar a colite em camundongos por meio de um mecanismo dependente da

producdo de IL-17 e apenas parcialmente dependente de células T.



ABSTRACT

Excess intake of sodium is often associated with high risk for cardiovascular
disease. More recently, some studies on the effects of high salt diets have also
demonstrated that they are able to activate Thl7 cells and increase severity of
autoimmune diseases. In the present study, we showed that consumption of high salt
diet (HSD) by mice triggered a gut inflammatory reaction associated with IL-23
production, recruitment of neutrophils and increased frequency of the IL-17-
producing type 3 innate lymphoid cells in the colon. Moreover, gut inflammation was
not observed in IL-17-/- mice but it was present, although at lower grade, in RAG-/-
mice suggesting that the inflammatory effects of high salt diet was dependent on IL-
17 but only partially on Th17 cells. Expression of SGK1, a kinase involved in sodium
homeostasis, was not increased upon HSD ingestion at any of the time points tested.
Colitis induced by oral administration of either dextran sodium sulfate (DSS) or 2,4,6-
trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) was exacerbated by HSD consumption and this
effect was associated with increased frequencies of RORgt+ CD4+ T cells and
neutrophils in the colon. Therefore, our results suggest that consumption of high-salt
diet per se was able to trigger a mild inflammation in the colon and also to exacerbate
colitis in mice by a mechanism dependent on IL-17 production but only partially

dependent on Th17 cells.
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INTRODUCAO

O sodio ¢ um nutriente indispensavel para o funcionamento normal das células
e do organismo, mas deve ser consumido nas quantidades adequadas e seguindo as
recomendacdes, que segundo a Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) deve ser
inferior a 2 gramas por dia (FARQUHAR et al, 2014; WHO, 2007). Ele ¢ essencial
para a manutencdo da pressdo osmotica, regulacio do pH, distribuicdo de fluidos
corporais e para a maioria dos processos metabolicos. Além disso, o influxo de ions
de soédio através da membrana plasmatica ¢ requerido para o potencial de agdo
envolvido nos impulsos nervosos e para contragdo muscular. O cloreto de sédio ¢é
avidamente disponivel em alimentos processados e industrializados e assim, ingerido
em altas quantidades como parte da dieta ocidental (MOZAFFARIAN et al, 2014).
Seu consumo excessivo esta envolvido no desenvolvimento de doengas
cardiovasculares e essa associagdo ja estd bem estabelecida na literatura

(MOZAFFARIAN et al, 2014; O'DONNELL et al, 2014; MENTE et al, 2014).

Apesar da relacio entre o alto consumo de soédio com doengas
cardiovasculares, como a hipertensdo arterial, j& ser bem entendida pela comunidade
cientifica, desde 2013 vém surgindo alguns estudos mostrando uma nova associagdo
para o sal de adigcdo. Esses trabalhos mostraram que as células do sistema imune
desempenham um papel importante como mediadoras dos efeitos deletérios do
consumo de altas quantidades de sodio. Foi demonstrado, em estudos in vitro e in
vivo, que a ingestdo de elevadas concentragdes de cloreto de sodio leva a
diferenciagdo de células pro-inflamatorias Th17 produtoras de IL-17 por meio da
ativacdo da via de sinalizacdo p38/MAPK/NFATS e ativacdo da proteina quinase
SGK1 (KLEINEWIETFELD et al, 2013; WU et al, 2013).

A mucosa intestinal ¢ a maior superficie de contato do organismo com o
ambiente externo e interage a todo momento com antigenos do meio ambiente e
proteinas da dieta. Em condicdes fisioldgicas, essa interagdo leva a tolerancia oral,
estado de supressdo de respostas imunes inflamatorias especificas para os antigenos
contatados pela via oral (FARIA and WEINER, 2005). Porém, em situacdes nas quais
ha rompimento da homeostase intestinal, como desbalango entre células T reguladoras
(Treg) e células T efetoras Thl, Th2 e Th17, ocorre o desencadeamento de respostas

inflamatorias a antigenos da dieta ou da microbiota e essas reacdes estdo presentes
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especialmente nas alergias alimentares e nas Doencas Inflamatorias Intestinais (DII),
como a Doenga de Crohn e a Colite Ulcerativa (KASER et al.,, 2010). Muitos
trabalhos t€ém demonstrado um aumento nas citocinas caracteristicas das células Th17
em doengas inflamatdrias intestinas (WEI et al, 2017), apesar de ainda ndo estar
esclarecido se essas citocinas estdo sendo produzidas exclusivamente por células T.

A composicdo da dieta tem sido descrita como fator de risco para o
desenvolvimento de doengas autoimunes ¢ de doengas inflamatorias intestinais. Nesse
aspecto, um componente da dieta ocidental que deve ser levado em consideracdo ¢ o
cloreto de sodio, consumido em quantidades muito além dos valores recomendados
(BINGER et al, 2015).

Alguns estudos tém mostrado que o alto consumo de sédio também pode levar
ao surgimento de células Th17 e ao agravamento da colite em modelos experimentais
por meio da ativacdo da quinase SGK1 (WEI et al, 2017, MONTELEONE et al, 2017,
TUBBS et al, 2017). Esses trabalhos evidenciaram ainda mais a importancia da
ativacdo do eixo SGKI1/Thl7 nesse processo, mas eles ainda ndo exploraram
extensivamente a possibilidade de que a IL-17 pode estar sendo produzida por outra
fonte celular além das células T, como as as células linfoices inatas (ILC) do tipo 3,
por exemplo.

As células linfoides inatas (ILC) representam um grupo heterogéneo e
hematopoiético de células do sistema imune inato que possuem um progenitor
linfoide comum. Essas células ndo apresentam rearranjo de receptores antigeno-
especificos, mas expressam varios fatores de transcricdo e moléculas efetoras que
também sdo expressas pelas células T auxiliares (TCD4 " - Th), sugerindo que as ILCs
poderiam ser precursores evolutivos das células do sistema imune adaptativo. Além
disso, elas possuem fun¢des homodlogas as das células Th: as ILC1 expressam t-bet e
sdo homologas as Thl; as ILC2 expressam GATA3 e sdo homologas as Th2; as ILC3
expressam RORyt e sdo homologas as células Th17 (SPITS and DI SANTO, 2011;
SPITS et al, 2013).

Considerando que as células Th17 tém sido implicadas na patogenicidade da
dieta rica em sal (HSD) em modelos de encefalomielite e colite, ¢ sabendo que as
ILC3 sdo células abundantes na mucosa intestinal, além de estarem aumentadas em

colon de individuos com DII, ¢ provavel que os efeitos deletérios da HSD na
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inflamacdo intestinal e no desenvolvimento da colite experimental estejam
relacionados a producao de IL-17 pelas células Th17 e também pelas ILC3.

Assim, esse estudo teve o objetivo de investigar os efeitos diretos de uma dieta
rica em cloreto de s6dio na mucosa intestinal de camundongos na auséncia de
inflamacdo e também no desenvolvimento de colite experimental murina. Nossa
hipotese de trabalho ¢ de que o sédio pode apresentar um efeito inflamatorio para a
mucosa intestinal per se e que tanto as células T quanto as ILCs podem estar

envolvidas no processo inflamatorio.
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Componentes dietéticos e o sistema imune

O epitélio intestinal ¢ a maior area de contato do corpo humano com o
ambiente externo (MAYER, 2005) e encontra-se em constante interagdo com uma
gama de microorganismos, macromoléculas, componentes da dieta e xenobioticos, o
que leva a um continuo estimulo das células do sistema imune abundantes na
submucosa abaixo desse epitélio. A maioria desses contatos acontece na mucosa
intestinal, sendo que ja foi demonstrado que em torno de 130 a 160 gramas de
proteinas sdo absorvidas no intestino delgado diariamente (BRANDTZAEG, 1998).
Além disso, o trato gastrointestinal abriga aproximadamente 10 trilhdes
microorganismos de mais de 1000 espécies diferentes (GILL et al, 2006). Dada a
enorme relevancia da relacdao entre componentes da dieta e sistema imune, ¢ crescente
o numero de linhas de pesquisa nessa area e estd cada vez mais claro que os nutrientes
podem contribuir com muito mais do que a simples nutri¢ao.

Diversos trabalhos envolvendo vias metabdlicas desencadeadas por
aminoacidos, vitaminas e lipideos confirmam o papel critico dos componentes da
dieta no funcionamento ¢ modulagdo do sistema imune (FARIA et al, 2013).

Os primeiros achados envolvendo nutrigdo e imunologia se deram em
investigagdes clinicas de desnutricdo e também em modelos animais de deficiéncias
nutricionais (FARIA et al, 2013). A desnutri¢do foi associada com a atrofia do timo
(CHANDRA, 1992), alteragdes na produgdo de IgA secretoria (MANHART et al,
2000; BEATYY et al, 1983; GREEN and HEYWORTH, 1980) e alteragdes no perfil
da microbiota intestinal (SMITH et al, 2013). Além disso, observa-se uma forte
relacdo entre desnutricdo e susceptibilidade a doencas infecciosas em todo o mundo
(CDC, 2008).

Esses resultados lancam luzes sobre o papel critico da dieta no sistema imune,
mas estd cada vez mais evidente que os componentes dietéticos desempenham papcis
que vao muito além das fungdes nutritivas no organismo. Nesse contexto, foi
demonstrado que a presenga de proteinas intactas na dieta cumpre um papel
fundamental no desenvolvimento da maturacdo do sistema imune, independentemente

da sua fun¢do nutritiva. Camundongos alimentados com dieta contendo aminoacidos
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livres em substituicdo a proteinas intactas desde o desmame até a vida adulta
apresentaram alteragdes imunologicas apesar de ndo mostrarem sinais de desnutricdo
(MENEZES et al, 2003). Essas alteragdes incluiram redugdo da producgdo de IgA
secretdria, alteracdo no comprimento dos vilos intestinais, redu¢do no numero de
células caliciformes, reducdo dos niveis séricos de IgA e IgM e de citocinas como
IFN-y e IL-2. Por um lado, os camundongos adultos alimentados com dieta sem
proteinas apresentam um perfil imunoldgico imaturo semelhante ao perfil de
neonatos. Isto pode ser comprovado pela dificuldade desses animais em montarem
uma resposta imune adequada a infecgdes por parasitos como Leishmania major
(AMARAL et al, 2010). Por outro lado, essas alteragdes observadas na auséncia das
proteinas da dieta sdo semelhantes aquelas descritas em camundongos germ-free
(MENEZES et al, 2003) sugerindo que essas proteinas e os antigenos da microbiota
exercem um papel importante na estimulacdo fisiologica que leva a maturacdo do
sistema imune no periodo poés-desmame. Em animais adultos, o consumo de dieta rica
em aminoacidos livres desencadeia a proliferagdo de linfécitos da mucosa intestinal
por um mecanismo dependente de mTOR, levando a inflamacdo local e ao
agravamento de da colite experimental (SOUZA et al, 2017).

Os resultados demonstrando que as proteinas, atuando como antigenos

naturais, exercem papel importante no desenvolvimento do sistema imune levantaram

a questdo de que outras macromoléculas poderiam também exercer fungdes
imunolodgicas. De fato, dessa maneira, ja se sabe que os lipideos t€ém papel relevante
na manutencao da homeostase intestinal. Os acidos graxos de cadeia curta, que sdo os
principais produtos metabolicos da fermentacdo de bactérias no intestino, foram
reconhecidos como potenciais mediadores dos efeitos imunoldgicos da microbiota
intestinal (MASLOWSKI et al, 2009; VINOLO et al, 2011). Outros lipideos, da
mesma forma, apresentam atividade imunologica importante. O consumo de dieta
suplementada com &cido linoleico conjugado (CLA), um agonista do receptor nuclear
PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptor gamma), foi capaz de prevenir a
colite experimental murina através da indu¢do da producdo de TGF-3 por macrofagos
e linfocitos T na lamina propria do intestino (MOREIRA et al, 2012). H4 ainda uma
vasta literatura documentando os efeitos anti-inflamatorios e inflamatorios dos acidos
graxos poli-insaturados dmega 3 e 6mega 6 (CALDER, 2015). Muitos autores tém

demonstrado a agdo terapétucia do 6mega 3 em doengas autoimunes como a artrite
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reumatoide (KIM et al, 2018), doencas inflamatorias intestinais (MARION-
LETTELIER et al, 2013) e na asma (YATES et al, 2014). Estudos do nosso grupo em
modelo experimental de mucosite induzida pelo agente quimico (5-FU) demonstraram
que a suplementagdo com acidos graxos linolénicos 6mega-3 reduziu os danos
causados pelo agente quimico no modelo de mucosite (GENEROSO et al., 2015).

Alguns micronutrientes também sdo foco de estudos na area de imunonutrigao,
apresentando atividades que afetam as células imunes. Ja estdo bem esclarecidas as
funcdes antioxidantes de vitaminas e elementos trago (vitamina C, vitamina E,
seléncio, ferro e zinco) e suas agdes no contexto de espécies reativas de oxigénio,
producdo de citocinas e prostaglandinas (MAGGINI et al, 2007). A deficiéncia de
vitamina A na dieta de camundongos induz um perfil imunolégico
predominantemente pro-inflamatorio, com produgdo aumentada de IFN-y, IL-6, 11-17,
TGF-B e IL-10 na mucosa intestinal e linfonodos mesentéricos. A suplementacio do
micronutriente, por outro lado, induz o aumento de células T reguladoras CD4+LAP+
nos linfonodos mesentéricos e bago, sugerindo que a suplementagdo de vitamina A
poderia ser benéfica em situacdes patoldogicas como doengas inflamatérias intestinais
(MEDEIROS et al, 2015).

Recentemente, outros micronutrientes como o sal de cozinha (NaCl) foram
descritos como agentes capazes de ativar células do sistema imune, levando ao
agravamento de doengas inflamatérias como a encefalomielite autoimune
experimental (EAE) (KLEINEWIETFELD et al, 2013; WU et al, 2013) e a colite
experimental em camundongos (TUBBS et al, 2017).

O sal (NaCl)

O sal, ou sal de cozinha, ¢ quimicamente o NaCl, formado pela associagdo do
cation Na' e do anion CI por meio de uma ligagio idnica. A estrutura em cristais do
cloreto de sédio ¢ composta por um anion cloreto interagindo com seis cations de
sodio, sendo que a massa molar corresponde a 60% de cloreto e 40% de sodio. Os
cristais do cloreto de sodio sdo translicidos e possuem formato cibico. A massa
molar é 58,443g/mol. E soltivel em 4gua em temperatura ambiente (pode-se dissolver

até 359 gamas de NaCl em 1 litro de 4gua) (ALDERMAN, 2010).
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O sddio ¢ essencial para o balanco fluidico e homeostase celular. Em 1929,
Walter Cannon definiu explicitamente homeostase pela primeira vez ao se referir a
matriz fluidica do organismo e enfatizou o papel do so6dio nesse processo (CANNON,
1929). Desde entdo, muitos estudos se dedicaram a investigar a atuagdo do sodio
dietético na saude.

Em termos quantitativos, o s6dio e o cloreto sdo os eletrdlitos mais abundantes
no fluido extracelular e s3o osmoticamente ativos nesse espago, existindo na forma
hidrossoltivel no meio extracelular (STRAIN et al, 2009). A concentragdo do so6dio no
fluido extracelular é em torno de 140 mEq/L enquanto que a de cloreto ¢ de 104
mEq/L. Ambos os ions, sédio e cloreto, sdo prontamente absorvidos pelo trato
gastrointestinal, transportados para os rins, onde sdo filtrados e retornam para o
sangue em niveis apropriados (STRAIN et al, 2009; LUFT, 1996). No célon
proximal, acontece a absor¢ao ativa de sddio e a diferenca de potencial elétrico gerado
pela absor¢do do so6dio promove absor¢do de cloreto. A absor¢do destes ions cria um
gradiente osmotico através da mucosa do intestino grosso, o que, por sua vez, leva a
absorcdo de d4gua. No intestino delgado de mamiferos, o transporte ativo
transmembranar de glicose requer consumo de ATP e ¢ dependente de dois ions de
sodio. A glicose ¢ captada ativamente do I[imen intestinal para o interior do enterocito
pelo co-transportador de sddio/glicose 1 (SGLT1), localizado na membrana apical. O
SGLT1 possui um local de ligacdo ao sédio e € essa ligacdo que induz uma alteracao
conformacional no transportador, tornando-o acessivel a glicose. Desse modo, para
cada molécula de glicose transportada, dois ions sdédio, cujo gradiente
transmembranar ¢ gerado pela ATPase-Na+/K+ localizada na membrana basolateral,
sdo transportados na mesma dire¢do. Simultaneamente, durante esse transporte, dois
anions, um cloreto ¢ um bicarbonato, acompanham por outra via da SGLTI, o
transporte para que seja mantida a eletroneutralidade (WRIGHT et al, 2003;
HEDIGER et al, 1987).

Os ions de sodio e cloreto sdo cruciais para a manutencao da pressao osmotica,
balango hidrico, equilibrio dcido-base e afetam o volume extracelular (BAILEY et al,
2014) e a pressao arterial (KOTCHEN, 2005; PREUSS and CLOUATRE, 2012). O
teor total de sddio no corpo reflete-se no volume extracelular, que ¢ o principal
determinante do volume vascular. Como o rim retém s6dio, o conteudo corporal total

de Na' se eleva em uma situacio de consumo excessivo, resultando em aumento do
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volume vascular, débito cardiaco e da pressdo arterial. O sdédio € excretado
principalmente na urina (aproximadamente 95%), fezes e suor. Sua concentragdo ¢
controlada através da secrecdo de hormonios do sistema renina-angiotensina-
aldosterona e antidiuréticos. Quando os niveis de sédio no sangue aumentam, ocorre o
estimulo de sua excre¢do urinaria e da sensacdo de sede para que haja aumento da
ingestao hidrica, por outro lado, quando os niveis estao baixos, a excre¢ao urinaria de
sodio diminui para que se amenizem as perdas (MAHAN and SCOTT-STUMP,
2005). Em nivel celular, o sédio estd envolvido na manuten¢do do potencial de
membrana, facilitando o transporte ativo de moléculas pela membrana celular. O
cloreto ¢ essencial para a produc¢do de acido hidrocloridrico nas células parietais
gastricas. Sendo um componente do suco gastrico, o acido hidrocloridrico esta
envolvido na digestdo e nas atividades de defesa contra alguns patogenos
inespecificos (STRAIN et al, 2009).

Apesar de os maiores problemas de satde relacionados ao sal serem
provenientes do seu consumo excessivo, existem complicagdes decorrentes da
deficiéncia de sodio, ou hiponatremia. A hiponatremia ocorre quando as
concentragdes de sddio no plasma diminuem para menos de 135 mEq/L e pode ter
diversas causas: diminuicdo do volume circulante efetivo (diarreia, vomitos, etc.),
perdas renais (diuréticos), perdas cutaneas (ultramaratonisas, queimaduras, etc.),
estados edematosos, deplecdo de potéssio, gravidez, desnutricdo grave, insuficiéncia
renal e estados ndo hipovolémicos do excesso de ADH (hormoénio antidiurético)

(BAILEY et al, 2014).

O sal como componente dietético

Durante milhdes de anos, os serem humanos consumiram quantidades muito
pequenas de sal, em torno de 0,5-1g de sal por dia, sendo este proveniente dos
alimentos cacados e colhidos (plantas e carne). Durante o periodo Paleolitico, o
consumo de sal era aproximadamente l1g/dia (MACGREGOR and WARDENER,
1998). As primeiras evidéncias do processamento de sal datam de 6000 anos atras
quando habitantes da Roménia comegaram a ferver 4gua salgada para extrair os sais.

Ha 5000 anos, os chineses descobriram que o sal poderia ser usado para preservar os
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alimentos e, durante milhares de anos, o sal foi utilizado com essa finalidade,
tornando-se, assim, de grande importancia econdmica e viabilizando o
estabelecimento de comunidades (PHILLIPS, 2004). 1000 anos atras, o consumo de
sal chegou a 5g/dia (ROBERTS, 2001). O sal chegou a ser tao valorizado quanto ouro
e escravos, sendo que no final do século XVII as taxas sobre o sal estavam tdo
abusivas na Franca que elas contribuiram para a Revolucao Francesa (RITZ, 1996). O
sal foi a mercadoria mais taxada e comercializada no mundo, com seu consumo
atingindo o pico em meados do século XIX. Entretando, com a invecao da geladeira
por volta do ano 1860, o consumo de sal reduziu drasticamente e so voltou a se elevar
novamente nas ultimas décadas, com o advento da comida industrializada e altamente
processada, atingindo aproximadamente a mesma média de consumo do século XIX
(HE and MACGREGOR, 2010). Atualmente, a ingestdo de sal estd em torno de 9-12
gramas por dia na maioria de paises do mundo. A maioria dos produtos alimenticios
apresenta grandes quantidades de sodio e mais de 75% do sdédio ingerido ¢
proveniente desses produtos (INTERSALT COOPERATIVE RESEARCH GROUP,
1988).

O sodio esta presente nas dietas da maioria dos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento e, apesar da necessidade de ingestdo de uma quantidade minima
desse mineral, seu consumo encontra-se acima do adequado na maioria dos paises.
Segundo a DRI (Dietary Reference Intakes, Ingestdo Dietética de Referéncia em
portugués), que propds valores de referéncias para nutrientes especificos, prospostos
pelo Food and Nutrition Board/Institute of Medicine dos Estados Unidos, a ingestao
adequada de sodio ¢ de: 0,12g/d para criangas de 0-6 meses; 0,37g/d para criancas de
6-12 meses; 1g/d para criangas e 1-3 anos; 1,2g/d para criancas de 4-8 anos de idade;
1,5g/d para individuos (mulheres e homens) de 9-50 anos; 1,3g/d para pessoas entre
51-70; 1,2g/d para individuos acima de 70 anos de idade (FNB, 2003). J4 aOMS
recomenda o consumo de menos de 2000mg de s6dio por dia, o que equivale a 5g de
sal (WHO, 2007). As quantidades minimas estimadas para a manutencdo adequada
das fungdes do soédio sdo de 200-500mg/dia (HOLBROOK et al, 1984). No Brasil,

entre 2008-2009, na ltima Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) realizada pelo

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), foi constatado que cada

brasileiro consumia 1,031kg de alimentos e 4,46g de sddio por dia, o correspondente a

11,38 g de sal. Ou seja, o brasileiro estaria consumindo mais do que o dobro da
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recomendacdo da OMS. Ainda considerando essaa pesquisa, contatou-se que, apesar
de a ingestdo de sodio ter se mantido estavel desde a pesquisa anterior - POF 2002-

2003, a distribuicao da origem do sodio sofreu alteragdes, visto que a contribui¢cdo do

sal de mesa e condimentos a base de sal para o consumo total, que correspondia a
76%, passou a ser de 74%. Ja o s6dio em alimentos industrializados e pratos prontos
passou de 17 para 20% (IBGE, 2010). Em uma pesquisa realizada em 2013 pela
Associagdo Brasileira das Industrias de Alimentacdo (ABIA), observou-se que a
principal origem de ingestdo de sodio pelo brasileiro ¢ o sal de cozinha, que
representou 59,7% do nutriente consumido nos domicilios e 11,8% na alimentagdo
fora do lar, totalizando 71,5% do sodio ingerido no pais. A parcela restante do sodio
consumido pela populagdo tem origem no nutriente contido nos alimentos
industrializados (13,8%), no pao francés (6,0%), nos alimentos in natura (4,7%) e nos
alimentos semi-elaborados (4,1%), considerando a soma do sodio ingerido nos lares e
em restaurantes locais. Nesse mesmo periodo, os produtos da industria da alimentagdo
correspondiam a 73,6% do total de alimentos consumidos no pais (ABIA, 2013).
Esses dados podem diferir do que € observado em outros paises do mundo. Mattes e
colaboradores, por exemplo, mostraram que o so6dio proveniente de alimentos
industrializados corresponde a aproximadamente 70% do consumo total, no Estados
Unidos (MATTES and DONNELL, 1991).

A maioria das pessoas sente necessidade de adicionar sal de cozinha aos
alimentos e preparagdes. Conceitualmente, existe um ponto de concentracdo de sodio
no qual o efeito do sabor do mineral no alimento é considerado 6timo. Entretanto,
esse ponto Otimo ¢é variavel, logo, a maioria das pessoas consegue se adaptar a
reducdo do consumo de sddio dietético, bem como a sentir menor necessidade de
adiciona-lo aos alimentos (HENRY, 2010; BERTINO, BEAUCHAMP and
ENGELMAN, 1982).

Algumas abordagens podem ser consideradas para diminuir o consumo
dietético de sodio: 1) reducdo do contetido de sodio dos alimentos; 2) substitui¢do, por
parte dos consumidores, de alimentos com alto teor de sddio por alimentos com baixo
teor de sodio; 3) evitar o consumo de alimentos processados e ultra-processados; 4)
troca do sal de cozinha e temperos industrializados por temperos com menor teor de
sodio (MCGUIRE, 2010; KILCAST and ANGUS, 2007); e 5) uso de tecnologia para

potencializar o sabor do s6dio o que levaria a um sabor salgado com menor utilizagao
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de sédio (HENRY, 2010). E importante observar que o sabor do alimento deve ser
mantido, visto que essa ¢ a for¢a por tras do alto consumo de alimentos ricos em sodio
(HENRY, 2010; GILLETTE, 1985). A reducdo no consumo de sodio representaria
uma mudanga relevante no suprimento alimenticio e poderia ter mais sucesso com
pequenos passos ao longo de varios anos. A coordenagdo entre industrias
processadoras de alimentos, restaurantes e grupos de profissionais da satde ¢ de
extrema importacia para articular essas modificacdes, porém, isso ainda acontece de

maneira incipiente atualmente (HENRY, 2010; CAUVAIN, 2007; GUINEE, 2007).

A mucosa intestinal

O primeiro e mais importante tecido contatado pelos componentes da dieta,
como o sal, ¢ a mucosa intestinal. Longe de ser apenas uma via de entrada de
elementos nutricionais, essa mucosa tem uma extensdo muito grande (10 vezes a
superficie da pele) e estd povoada por células imunes. O epitélio intestinal ¢ a
superficie de maior area do corpo humano em contato direto com o ambiente externo
e encontra-se em constante interacdo com uma gama de microorganismos,
macromoléculas, componentes da dieta e xenobidticos, o que leva a um continuo
estimulo do sistema imune (MAYER, 2005). Existe um grande e crescente interesse
em se entender como o contetido do intestino (microbiota e componentes da dieta)
intefere em processos fisioldgicos e patoldgicos do organismo para que se possa
propor estratégias terapéuticas mais adequadas e eficientes para as patologias
envolvendo o intestino e sistema imune, como as doengas inflamatdrias intestinais por
exemplo. Considerando a relevancia do entendimento da mucosa intestinal e os
diversos efeitos moduladores de nutrientes no intestino, especificamente o cloreto de
sodio para este trabalho, ¢ de suma importancia a descri¢do dos processos fisiologicos
e imunologicos que compreendem a mucosa intestinal.

A mucosa intestinal € o tecido com maior nimero de células do sistema imune
e estd em constante interagdo com antigenos e potenciais estimulos (como proteinas
da dieta e outros componentes dietéticos). Os processos biologicos que coordenam o

equilibrio entre a inflamac¢do e regulacdo no intestino despertam a aten¢do dos
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pesquisadores, que cada vez mais tém buscado entender a fisiologia desse tecido
(MOWAT and AGACE, 2014).

Devido a exposicdo continua do intestino aos antigenos da dieta e da
microbiota autdctone, € necessaria a regulacao fina e constante das fungdes do sistema
imune e do tecido linfoide associado a mucosa intestinal para desenvolver uma
resposta inflamatdria rapida e controlada contra patdégenos, mas também manter a
homeostase intestinal. As complexas interagdes entre os diferentes tipos celulares do
sistema imune inato e adaptativo regulam o perfil inflamatério da mucosa intestinal.
Citocinas pro e anti-inflamatorias aparecem como elementos chave na modulagdo e
manuten¢do da comunicagdo entre os varios tipos celulares e o balango entre esses
tipos celulares € critico para a homeostase intestinal (OKUMURA and TAKEDA,
2018).

Dessa forma, um dos mecanismos de prote¢ao mais efetivos € o tecido linfoide
associado ao intestino (GALT), que ¢ o maior tecido linfoide do organismo e
desempenha um importante papel na manuten¢ao da homeostase intestinal (MOWAT,
2003).

Estruturalmente, o GALT ¢ dividido em dois compartimentos: a) GALT
organizado: foliculos linfoides isolados, foliculos linfoides associados ou Placas de
Peyer e linfonodos mesentéricos; b) GALT difuso: populagdes de linfocitos
intercalados entre as células epiteliais (linfocitos intraepiteliais, IELs) ou na lamina
propria intestinal (linfocitos da lamina propria, LPLs) (MOWAT, 2003). A Figura 1
esquematiza esses dois compartimentos do GALT.

As células epiteliais intestinais (IECs) desempenham um papel muito
importante na manuten¢cdo da homeostase intestinal, que vai além da barreira fisica
formada pela camada unica e simples das células. Sao células heterogéneas e algumas
apresentam fungdes especializadas, como as células de Paneth e células caliciformes,
que produzem peptideos antimicrobianos e muco, respectivamente.

As tight junctions, juntamente com os desmossomos (jungdes adesivas que
conectam células epiteliais adjacentes), promovem a forte ligacdo adesiva que
mantém a proximidade celular e sdo os locais de comunicacdo intercelular
(STROCCHI et al, 1996). A barreira das tight junctions regula a relagdo entre o
material luminal e a fun¢do imune da mucosa. Na maioria dos individuos, esta ¢ uma

relacdo saudavel e os antigenos presentes no limen tém acesso seletivo e controlado a
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lamina proépria do intestino e a circulagdo. Essa permeabilidade intestinal controlada
das células epiteliais permite a absor¢do de antigenos da dieta ou da microbiota que
desencadeiam a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-alfa e IFN-

gamma, bem como a indugdo de atividades imunorreguladoras.

Linfocitos
. intraepiteliais
Vilos
( Epitélio Células
N( M
S ©
| C Domo
subepitelial
Foliculos
Placa de
Peyer
Criptas

Linfonodo

mesentérico
Lamina propria

Figura 1. Representacio dos elementos formadores do GALT. O tecido linfoide
organizado ¢ formado pelas placas de Peyer e pelos linfonodos mesentéricos,
enquanto que os locais efetores (tecido linfoide difuso), formado pelos linfocitos
intraepiteliais e células da lamina propria, sdo dispersos por toda a extensdo da
mucosa. Tanto as placas de Peyer quanto os vilos da 1amina propria sdo drenados por
vasos linfaticos aferentes que chegam até os linfonodos mesentéricos. Imediatamente
abaixo do epitélio, esta localizado o domo subepitelial (SED) das placas de Peyer.
Esse tecido linfoide associado a mucosa intestinal estd envolvido na indugdo de
imunidade local e de tolerancia imunologica. Adaptado de Mowat, 2003.

Dentre os componentes imunorreguladores da mucosa intestinal, destacam-se
as células T reguladoras (Treg), que desempenham um papel importante no controle
das respostas destrutivas nas respostas inflamatorias. A populagdo mais
frequentemente estudada é a populagdo de células Treg naturais CD4 CD25 Foxp3"
que se desenvolvem no timo. Essas células s3o importantes no controle de uma ampla
gama de patologias imunomediadas, incluindo autoimunidade, colite e infec¢do

cronica. Nao obstante, células T com fungdo reguladora também podem ser geradas
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na periferia a partir do pool de células T naive apos, por exemplo, a administragdo
oral de antigeno ou o direcionamento de ligantes peptidicos para DCs in vivo. Células
T Foxp3' também podem ser geradas na presenga de TGF-B. A populacio de células
dendriticas (DCs) CD103" encontradas nos linfonodos mesentéricos podem converter
as células T naive em células T reguladoras CD4'CD25'Foxp3™ de maneira
dependente de TGF-B e acido retindico (RA). Foi demonstrado que essa populacdo de
DCs tem a capacidade de secretar a citocina TGF-f e expressa a enzima aldeido-
dehidrogenase (AldH) capaz de converter a vitamina A oriunda dos nutrientes em
acido retinoico (COOMBES et al, 2007; MUCIDA et al, 2007).

A geracdo de células T reguladoras na mucosa intestinal ¢ responsavel pela
inducdo de um fendmeno fisologico fundamental para a manutencdo da homeostase
intestinal conhecido como tolerancia oral. Essa tolerancia induzida por antigenos da
dieta ou da microbiota garante que ndo ocorram respostas imunes inflamatorias para
esses antigenos (FARIA and WEINER, 2005; WEINER et al, 2011). As células T
CD4'CD25 Foxp3® induzidas no intestino, assim como as células T CD4"
expressando TGF-B na superficie na sua forma de precursor (associado ao latent
associated peptide ou LAP) tém sido demonstradas como populagdes de células
reguladoras fundamentais para a tolerancia oral (DE LAFAILLE et al, 2008;
REZENDE et al, 2013). Essa tolerancia induzida pela alimentagdo e por antigenos
indcuos provavelmente envolve mecanismos de supressao adicionais e um tonus de
regulacdo negativa semelhante ao que o sistema imune normalmente utiliza para a
microbiota residente (ARTIS, 2008; BRANDTZAEG and HELGELAND, 2000). A
tolerancia oral explica o fato de que a hipersensibilidade persistente aos alimentos seja
relativamente rara, apesar desse disturbio inflamatorio estar em ascensdo nas
sociedades orientais industrializadas (SICHERER, 2009).

Além das céluas T reguladoras, outros elementos da mucosa intestinal sdo
importantes na manuten¢do da homeostase intestinal. Um desses elementos ¢ a
producgdo de IgA secretoria. A IgA secretoria ¢ a imunoglobulina mais abundante na
mucosa do trato gastrointestinal. Ela é produzida fisiologicamente em resposta as
bactérias comensais e proteinas da dieta que penetram no enterdcito ou através das
células M presentes em aglomerados linfoides do intestino delgado chamados placas
de Peyer. Essas placas constituem areas macroscopicas de agregacdo linfoide
localizadas na submucosa ao longo do intestino delgado. As placas de Peyer contém
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numerosos foliculos compostos por células B expressando IgM, que sdo precursoras
de plasmocitos secretores de IgA (MABBOTT et al, 2013). Apos a entrada do
antigeno através das células M que recobrem a ctpulas das placas, estes sdo captados
pelas DCs ai presentes. A apresentacdo desses antigenos a linfocitos T foliculares
(TfH) nesse local leva a diferenciacdo dessas células em produtoras de citocinas como
TGF-B, IL-10 e IL-5, necessarias para a estimulacdo da troca de isotipos para IgA. A
ativacdo dos linfécitos B e o processo de troca de isotipos que torna essas células
capazes de produzir IgA ocorre nos centros germinativos desses foliculos. Os
linfonodos mesentéricos drenam o intestino delgado e, devido as suas caracteristicas
anatomicas especificas, provavelmente sdo o cruzamento entre as vias de recirculagdo
periférica e da mucosa (CORNER, 1965; MASAHATA et al, 2014). Nesses
linfonodos, os linfoblastos B IgA+ expressando o receptor de migragdo para as
mucosas 437 se expandem e s3o conduzidos, via circulagdo linfatica e depois
circulagdo venosa, até outros sitios como a lamina propria do proprio intestino
(MORA et al, 2008). Contudo, vale lembrar que nem toda a IgA secretoria (sIgA)
presente no muco intestinal ¢ produzida pelos linfocitos B2 das placas de Peyer. Pelo
menos 50% da produ¢do dessas imunoglobulinas ocorre por linfocitos B1b presentes
na lamina prépria que se tornam IgA" em um processo independente de linfocitos T
CD4" (SUTHERLAND and FAGARASAN, 2012).

As slgA produzidas pelos plasmocitos na lamina propria contribuem para os
mecanismos de homeostase da mucosa, uma vez que estas reduzem a penetraciao de
bactérias pelo epitélio intestinal, um fendomeno conhecido como exclusdo imune. A
IgA pode ser considerada, entdo, uma imunoglobulina anti-inflamatéria
(BRANDTZAEG et al, 2009).

Além da IgA secretoria, a mucosa intestinal conta também com uma camada
de muco que exerce um papel protetor importante para o epitélio subjacente. O muco
intestinal ¢ um gel hidratado formado por mucinas. Essas mucinas sido secretadas por
células epiteliais especializadas, como as células caliciformes do intestino. E criado,
entdo, um obstaculo que previne o contato direto de grandes particulas,
principalmente bactérias, com a camada de células epiteliais (JOHANSSON et al,
2008). A frequéncia de células caliciformes produtoras de muco aumenta
progressivamente ao longo do trato gastrointestinal & medida que se aproxima do reto.
Essas células compreendem pelo menos 25% das células do célon distal enquanto
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correspondem a 10% ou menos no alto do intestino delgado. Consequentemente, a
camada de muco que cobre a mucosa, conhecida como glicocalix, ¢ mais densa no
c6lon, sendo composta por duas camadas: uma camada interna e densa que esta unida
a superficie epitelial, e uma camada externa, solta, que ¢ semelhante a encontrada no
intestino delgado. No co6lon, as bactérias podem ser encontradas na camada externa do
muco, mas normalmente ndo penetram na camada interna (JOHANSSON et al, 2008;
HANSSON, 2012). A producdao de muco ¢ controlada por mediadores imunes que
incluem leucotrienos, IFN-y, IL-9 e IL-13 (BANCOFT et al, 1998;
STEENWINCKEL et al, 2009; KLOSE et al, 2013). O muco apresenta papcis
antimicrobianos, formando um gel denso que age como barreira fisica, bem como ¢é
composto de glicoproteinas (mucinas) que sdo diretamente toxicas para muitas
bactérias. No intestino delgado, a camada mais fina de muco permite maior aderéncia
a anticorpos e peptideos antimicrobianos, formando uma protecdo a permeabilidade
intestinal. Defeitos na producdo do muco aumentam a entrada de bactérias comensais
ao epitélio intestinal e entdo a susceptibilidade a ocorréncia de DII e cancer de colon
(JOHANSSON et al, 2008, VELCICH et al, 2002, VAN DER SLUIS et al, 2006).

O equilibrio entre respostas pro-inflamatorias e reguladoras pode falhar se
houver secrecdo exagerada das citocinas pro-inflamatorias, o que pode ser decorrente
de uma mutagdo genética, producdo insuficiente de IL-10 (FISHER et al, 2008) ou
tolerancia inadequada a antigenos da dieta ou a produtos microbianos (SARTOR,
2008). Com isso, a ativacdo descontrolada de células imunes da mucosa com a
liberagdo continua e aumentada de citocinas como TNF-alfa e IL-13 pode levar a uma
perda da barreira intestinal permitindo a entrada de material do limen e mantendo o
ciclo pro-inflamatorio. Esse modelo demonstra os papc¢is da susceptibilidade do
hospedeiro e dos defeitos na fungdo da camada epitelial na patogénese das doengas
inflamatorias intestinais e explica o papel crucial da barreira epitelial e das respostas
imunes na mucosa (TURNER, 2009).

A mucosa intestinal abriga uma variedade de células imunes inflamatorias e
anti-inflamatorias em um equilibrio dindmico de modo a assegurar respostas imunes
protetoras contra patdogenos €, a0 mesmo tempo, inibir respostas inflamatorias contra
antigenos indcuos como as proteinas da dieta e componentes da microbiota. Assim,
encontramos nos varios compartimentos dessa mucosa células da imunidade inata
(mastdcitos, eosinofilos, neutrofilos, células NK, varias populagdes de macrofagos e
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de células dendriticas), assim como linfocitos B e linfocitos T CD8 e CD4. Os
linfocitos T CD4, em geral, povoam as placas de Peyer e a lamina propria onde se
diferenciam em células com padrdes de producdo de citocinas muito diferentes.
Células T helper 1 (Th1) produtoras de IFNy; células T helper 2 (Th2) produzindo IL-
4, IL-5 e IL-13; células T helper 17 (Th17), produtoras de IL-17A/IL-17F; células T
helper 22 (Th22) produzindo IL-22 ou ainda células T reguladoras induzidas (iTreg)
produzindo IL-10, estdo todas espalhadas pela lamina propria do intestino delgado e
grosso em frequéncias diferentes (FARIA, REIS and MUCIDA, 2017). Esses
subconjuntos de tipos celulares ndo sdo caracterizados apenas pelas citocinas de
assinatura que produzem, cada subconjunto ¢ regulado também pela indugdo de um
fator de transcricdo distinto de "linhagem especifica". O fator de transricdo T-bet ¢é
necessario para o desenvolvimento de células Thl, o fator de transcr¢do Gata-3 ¢
requerido para as Th2, o fator de transcricdo RORyt ¢ o responsavel pelo
desenvolvimento de Th17 e finalmente, o fator de transcricdo FoxP3 ¢ expresso em
células iTreg. Antes da inducdo do fator de transcricdo especifico de cada linhagem,
os membros da familia de proteinas STAT transmitem sinais mediados por citocinas e
iniciam a diferenciagdo. Dos sete STATs identificados no camundongo,
STATI1/STAT4, STAT6, STAT3 ¢ STAT5a/b executam fungdes nao redundantes na
diferenciagdo das células Th1, Th2, Th17 e iTreg, respectivamente. Uma vez que cada
linhagem ¢ primada e se compromete com um fendtipo, elas expandem-se
clonalmente (BETTELLI, KORN and KUCHROO, 2007; MUCIDA et al, 2007).

A diferenciacdo das células T CD4 na mucosa intestinal é um processo
complexo envolvendo a sinalizacdo pela ligacdo de varios fatores. O 4acido retindico
(RA), um metabolito da vitamina A produzido por APCs intestinais, ¢ o co-fator
principal que promove o desenvolvimento de iTreg e inibe o desenvolvimento de
células Th17 (COOMBES et al, 2007, MUCIDA et al, 2007). Mesmo na presenca de
IL-6 e TGFpB, o RA contraria fortemente o programa para diferenciagdo em células
Th17, favorecendo reciprocamente o desenvolvimento do iTreg (LAURENCE et al,
2007; MUCIDA et al, 2007; BASU et al, 2015). Entretanto, apesar da producdo
robusta de acido retinoico pelas APCs intestinais, um numero exacerbado de células
Th17 se desenvolve no intestino em condi¢des inflamatorias (MANGAN et al, 2006).

Curiosamente, uma porcentagem substancial de células Th17 na lamina propria
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intestinal expressa FoxP3 em algum momento durante seu desenvolvimento,
indicando uma relagdo dinamica entre as iTreg e as Th17 (ZHOU et al, 2008).

A identificagdo da familia de células efetoras Th17 foi um grande avango no
entendimento das respostas celulares e para o esclarecimento do desenvolvimento de
algumas doencgas inflamatorias. A familia de citocinas IL-17 inclui IL-17A, B, C, D,
IL-17E (IL-25) e IL-17F (KOLLS and LINDEN, 2004). Entretanto, deve-se ressaltar
que, além das células T, outras células como NK e neutréfilos podem ser importantes
fontes de IL-17. A IL-17A, é a mais importante citocina produzida pelas células Th17,
mas essas células também produzem IL-17F, IL-21 e IL-22 (KORN et al, 2007;
LIANG et al, 2006; NURIEVA et al, 2007). O receptor A de IL-17 (IL-17RA) ¢
expresso em uma variedade de tipos celulares e ¢ essencialmente envolvido na
sinalizacdo de IL-17A e IL-17F (KORN et al, 2007). A IL-17A estimula varias
células estromais a expressar mediadores inflamatérios (FOSSIEZ et al, 1996), como
quimiocinas tipo CX e CC, como por exemplo, a MCP-1 (TAKAYA et al, 2002;
VAN KOOTEN et al, 1998), e citocinas hematopoiéticas, como as GM-CSF
(FOSSIEZ et al, 1996). A IL-17A também aumenta a indu¢ao de MCP-1 mediada por
TNF-a em miofibroblastos intestinais (HATA et al, 2002). Importante lembrar ainda
que varias citocinas pro-inflamatorias sdo induzidas por IL-17A. Tem sido
demonstrado que a IL-17A cumpre papcis cruciais em varios processos inflamatdrios,
que incluem infiltracdo das vias aéreas, asma bronquica, artrite reumatoide, esclerose
multipla, esclerose sistémica, lupus eritematoso sistémico, psoriase e gastrite
associada a Helicobacter pylori (KORN et al, 2007).

Atualmente, sabe-se que as células Th17 desempenham um papel importante
na defesa do hospedeiro contra certos patdgenos, mas que, por outro lado, uma
resposta Th17 exagerada pode levar a doengas inflamatorias graves e doencas
autoimunes. A resposta Th17 exacerbada, que ultrapassa a funcdo dessas células em
manter a integridade da mucosa intestinal pode estar relacionada com o contexto de
citocinas do micro-ambiente e a citonina IL-23 parece estar relacionada com a
patogenicidade das células Thl7 envolvidas em doengas como as Doencas
inflamatorias intestinais (DIIs), atrite reumatdide e esclerose multipla (COOPER,
2007; KOLLS and LINDEN, 2004).

Nas DIIs (na Doenca de Crohn e na Colite Ulcerativa), a expressao de IL-17

encontra-se aumentada (FUJINO et al, 2003). Entretanto, ainda continua controverso
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o papel da IL-17 nas DIIs. Enquanto alguns estudos mostram um aumento dessa
citocina nos quadros inflamatoérios (FUJINO et al, 2003; NIELSEN et al, 2003;
ZHANG et al, 2006), em outros, a IL.-17 parece proteger da doenca inflamatoéria (KIM
et al, 2011; OGAWA et al, 2004), como no caso de colite espontinea em
camundongos deficientes em IL-10 (GOMES- SANTOS et al, 2012).

As células linfoides inatas (ILCs), um grupo de células recém caracterizadas

que apresenta uma populacdo muito importante no intestino, tanto relacionadas a
homeostase intestinal quanto ao desenvolvimento de doengas inflamatdrias intestinais,
tém estado em foco nos trabalhos mais recentes sdo as Essas células fazem parte de
uma familia de células efetoras hematopoiéticas, que apresentam papcis importantes
nas respostas da imunidade inata as infec¢des, na formagdo do tecido linfoide, no
remodelamento tissular ap6s dano ou injuria, € na homeostase das células do estroma.
Curiosamente, as ILCs parecem representar a versdo inata das células Thl, Th2 e
Th17 (SPITS and DI SANTO, 2011). Essas células sdo definidas por trés principais
caracteristicas: a auséncia de RAG (Recombination Activating Gene), que € essencial
para o rearranjo de receptores de antigenos; falta de marcadores fenotipicos de células
mieldides e dendriticas; e sua morfologia lindoide (SPITS and CUPEDO, 2012).
Todas as ILCs requerem IL-2Ry (common cytokine receptor y-chain) e o 1d2
(transcriptional repressor inhibitor of DNA binding 2) para o seu desenvolvimento
(YOKOTA et al, 1999).

Assim, apesar de cada subtipo de ILC ter caracteristicas que as distinguem, as
trés compartilham um progenitor linfoide comum, que foi identificado como LinIL-
7Ra'Kit"*Sca-1""°", além de compartilharem também vias de desenvolvimento
comuns (SPITS and DI SANTO, 2011; WONG et al, 2012; ZHOU, 2012). Todas as
ILCs requerem sinalizagdo via IL-7 e Id2, um repressor transcrissional que regula a
sinalizacdo de Notch, para que ocorra o desenvolvimento adequado (SATOH-
TAKAYAMA et al, 2010; CHERRIER, SAWA and EBERL, 2012; POSSOT, 2011;
HUGHES et al, 2014). Entretanto, diversos estudos t€ém sugerido vias adicionais e que
pode existir certa plasticidade no estabelecimento das linhagens de ILCs (HUGHES et
al, 2014).

A nomenclatura das ILCs causou algumas discordancias no meio cientifico,
mas a mais utilizada até o momento ¢ a que classifica as popula¢des considerando as

caracteristicas fenotipicas e funcionais, como proposto por Spits (SPITS et al., 2013)
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(Figura 2), a qual utiliza a nomenclatura das células Th como base o que nos leva a 3

subgrupos de ILCs: ILC1, ILC2 e ILC3.
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Figura 2: As ILCs sao classificadas em trés grupos de acordo com suas
caracteristicas funcionais. As ILC1 sdo definidas pela sua capacidade em produzir
IFN-y. As ILC2 prozudem as citocinas relacionadas com perfil Th2 (IL-4, IL-5 e IL-
13). As ILC3 produzem citocinas associadas ao perfil Th17 (IL-17 e IL-22). Acredita-
se que todas as ILCs se desenvolvem a partir de um progenitor comum (id2).
Adaptagdo de(SPITS et al, 2013.

O protétipo da ILC1 ¢ a célula NK, que produz IFN-y e expressa T-bet (T-box
transcription factor) (STROWIG, BRILOT and MUNZ, 2008; VIVIER et al, 2011).
As ILCs2 (anteriormente chamadas de natural helper ou nuocito) foram identificadas
mais recentemente e produzem IL-5, IL-9 e IL-13, de forma similar & producdo de
citocinas das células Th2, além de necessitarem do fator de transcrigdoo GATA3.
Entre as ILC3, ha pelo menos 3 subtipos diferentes: a) lymphoid tissue inducer (LTi),
que produzem IL-17 e IL-22 (SONNENBERG et al, 2011); b) células produtoras de
IL-17, que estdo ativas no intestino de pacientes com colite (COCCIA et al, 2012) e

39



nos tipos de asma relacionados com obesidade (KIM et al, 2014); c¢) células
produtoras de IL-22, presentes na pele (VILLANOVA et al, 2014; TEUNISSEN et al,
2014) e no intestino (TUMANOV et al, 2011).

Sendo células efetoras ndao-T e ndo-B, as ILCs n3o possuem receptores
antigeno-especificos, mas elas reagem rapidamente a uma gama de sinais inatos,
produzindo uma ampla variedade de citocinas. Ha também diversos estudos
mostrando o envolvimento de subtipos das ILCs em doencas inflamatorias. Por
exemplo, as ILCs produtoras de IL-17 e de IFN-y j& foram associadas com
desenvolvimento de colite experimental em camundongo (BUONOCORE et al,
2010), enquanto ILCs produtoras de citocinas tipicas de Th2 estdo envolvidas em
inflamacdo no pulmao em modelos de asma alérgica (CHANG et al, 2011; MORO et
al, 2010).

A mucosa intestinal conta, assim, com uma cole¢ao de células imunes muito
abundante que compdem o chamado GALT (gut associated lymphoid tisse). Como
esse tecido estd em contato direto com a microbiota intestinal e com os componentes
da dieta, as células ai presentes estdo, na sua maioria, fisiologicamente ativadas. Nas
ultimas décadas, as interacdes da microbiota ¢ dos componentes da dieta com as
células imunes da mucosa intestinal tém captado a aten¢do dos imunologistas e varios
estudos existem mostrando que essas interagdes interferem na atividade imunolédgica
local e sist€émica, assim como no curso de varias doengas inflamatorias. Isto ¢ verdade
para os macronutrientes como as proteinas (MENEZES et al, 2003; SOUZA et al,
2017) ou os lipideos (NAVARINI et al, 2017), mas também para os micronutrientes,
como as vitaminas (MUCIDA et al, 2007, COOMBES et al, 2007, MUDAMBI and
BASS, 2018), e sais minerais, como o NaCl.

O sal e o sistema imune

Além das fungdes do sédio relacionadas ao balango hidroeletrolitico, impulso
nervoso e contragdo muscular, mais recentemente vém sendo demonstradas atividades
do ion associadas ao sistema imune. Em 2009, Macknik e colaboradores mostraram
que uma dieta rica em sal levou a elevagdo de sddio no compartimento intersticial e,
por conseguinte, a uma cascata tissular regulatoria, dependente de VEGF-C (Vascular
endothelial growth fator-C), uma proteina osmosensivel que contra diretamente a agdo
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de macréfagos na manutengdo do volume intersticial constante. Macrdofagos
residentes no intersticio da pele modulam, assim, a composic¢do eletrolitica local em
resposta a hipertonicidade extracelular mediada por NaCl e sua atividade promove um
mecanismo de tamponamento da pressdo osmolar sensivel ao eletrélito (MACHNIK
et al, 2009). Além disso, o bloqueio do sistema renina-angiotensina pode modular a
resposta imune e afetar a encefalomielite autoimune experimental (EAE) (PLATTEN
et al, 2009; STEGBAUER et al, 2009).

O estudo do papel do sal nas respostas imunes teve inicio com os trabalhos
mostrando seu papel no desenvolvimento de respostas inflamatérias do tipo Th17 que
acompanham algumas doengas autoimunes, como a EAE. Em 2010, foi demonstrado
que a citocina IL-23 teria um papel importante na geragdo de linfocitos T CD4" do
tipo Th17 patogénicos na auséncia de TGF-f (GHORESCHI et al, 2010). Em 2013,
dois estudos apontaram uma associacdo inédita entre o aumento de concentracdo de
sodio e desenvolvimento de células Th17. Kleinewietfeld e colaboradores, mostraram
um aumento na producdo de IL-17A em culturas de células mononucleares periféricas
do sangue (PBMCs) pela adicdo de 40mM de NaCl (concentragdo encontrada no
intersticio de animais alimentados com dieta rica sal) na presenga de citocinas
indutoras de Th17 (TGF-B1, IL-1b, IL-6, IL-21, IL-23). Esses autores também
mostraram a indu¢do de TNF-o na mesma cultura de células e o aumento da
concentragdo de NaCl ainda levou a morte celular. Nesse mesmo trabalho, os autores
mostraram que 40mM de gluconato de s6dio também levou a indugdo de resposta
Th17, enquanto que o MgCl, teve apenas um ligeiro efeito. A adi¢do de 80mM de
ureia, um osmolito capaz de atravessar as membranas celulares, ndo teve nenhum
efeito. Assim, o cation Na™ apareceu como critico para a indugdo de IL-17A. Nesse
estudo, além da inducdo de IL- 17A, altas concentragdes de NaCl também regularam
positivamente a expressao de CCL20, IL-17F, RORC, IL23R, CSF2 e CCR6, além da
inducdo de IL-2, IL-9 e TNF- a. Todos esses fatores indicam o papel do aumento das
concentragdes de NaCl como potente indutor de respostas Th17 altamente patogénicas
(KLEINEWIETFELD et al, 2013).

Em seguida, os pesquisadores testaram os efeitos do consumo de uma dieta
rica em sal na EAE murina e observaram que a dieta foi capaz de agravar a doenca
nos camundongos. Os animais alimentados com uma dieta rica em sal (NaCl 4%), ou
HSD, rapidamente desenvolveram uma forma mais severa de EAE que aqueles que se
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alimentaram da dieta normal. Os animais que consumiram HSD apresentaram
também frequéncias mais altas de células Th17 no sistema nervoso central, assim
como nos 6rgdos linfoides (KLEINEWIETFELD et al, 2013; WU et al, 2013).

J& havia sido demonstrado que o aumento das concentragcdes de NaCl
associado a hipertonicidade pode induzir a ativagdo do sistema imune (JUNGER et al,
1994; SHAPIRO and DINARELLO, 1995). Da mesma maneira, o estresse
hipertonico em mamiferos ¢ sentido por meio da via p38/MAPK (SHAPIRO and
DINARELLO, 1995). Corroborando esses achados, os estudos conduzidos por
Kleinewietfeld e colaboradores indicaram que altas concentracdes de NaCl induzem a
expressao de NFATS (Nuclear factor of activated T-cells 5) e seu alvo SGK1 (serum
glucocorticoid regulated kinase 1) ativando a producdo de IL-17A de maneira
dependente da via p38/MAPK (KLEINEWIETFELD et al, 2013). O NFATS ¢ um
fator de transcricdo osmossensivel que possui, como alvos, genes que codificam
proteinas que atuam aumentando a concentragdo intracelular de osmolitos
compativeis e, assim, compensando a tonicidade extracelular (KO et al, 1997). A
SGKI1, por sua vez, desempenha um papel importante nas vias de ativagdo dos canais
de potéssio, sddio e cloreto na resposta celular ao estresse (BINGER et al, 2015).

A capacidade evolutivamente conservada de um organismo de se adaptar a
mudangas extremas nos niveis de nutrientes, temperatura ou restricdo € crucial para a
sobrevivéncia de procariontes unicelulares, bem como para as células eucaridticas que
constituem os tecidos dos mamiferos. Varias cascatas de sinalizagdo mostraram
desempenhar um papel necessario na deteccdo e resposta ao estresse ambiental. Uma
dessas vias evolutivamente conservadas emprega a ativagdo da familia de proteinas
quinases p38 MAPK/HOG1 (WIDMANN et al, 1999), que pode ser desencadeada por
desequilibrios osmoticos, radiagdo de luz UV, choque térmico, agentes danificadores
de DNA, morte celular e exposi¢do ao inibidor da sintese protéica anisomicina
(ZANKE et al, 1996; COHEN, 1997). Varios fatores de transcricdo e proteinas
quinases foram identificados como alvos celulares da p38 MAPK em células de
mamiferos. Varias evidéncias demonstraram um papel para a p38 MAPK na
estimulagdo da transcricao de sgk. A estimulagdo robusta da transcri¢do do gene sgk e
da producdo da proteina pode ser interrompida pelo tratamento com inibidores

farmacoldgicos especificos da p38 MAPK (BELL et al, 2000).
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Ja foram descritas varias fun¢des da SGK1 como controladora transcricional
em situagdes agudas de estresse tanto em roedores quanto em humanos (WEBSTER
et al, 1993; DELMOLINO and CASTELLOT, 1997; MAIYAR et al, 1996). O grupo
de Firestone, em 2000, mostrou pela primeira vez que a SGKI1 pode regular
diretamente a transcricdo de uma via de sinalizag¢do de estresse especifica envolvendo
p38 MAPK em células de mamiferos. Os autores propuseram que a exposi¢do de
células epiteliais mamarias NMuMg de camundongo ao meio hiperosmotico ativaria a
cascata p38 MAPK que, por sua vez, estimularia a transcri¢do de sgk direcionando um
elemento regulado por estresse hiperosmotico no promotor da sgk, que € reconhecido
pelo fator de transcri¢cdo Spl. A ativacdo dessa via induz um aumento na produgdo da
proteina quinase SGK ativa que ¢ dependente da via da PI 3-quinase para sua
fosforilacao e atividade.

Por meio de andlise de genes diferencialmente expressos, foi identificado que
a SGK1 ¢ uma via crucial para a inducdo das células Th17 nos experimentos com
camundongos alimentados com dieta rica em sal (WU et al, 2013). A inducdo de
células Th17 pré-inflamatorias pela SGK1 se deu por meio da ativagdo das vias de
p38/MAPK e NFATS que regularam positivamente a expressao do receptor de 1L-23
de maneira dependente de FOXO1, além de reforcarem a cascata inflamatéria de IL-
17 (WU et al, 2013). A atividade da SGK1 frente a exposi¢do ao NaCl resultou em
fenotipo marcado pela supressao da atividade da FOXO1 (apds sua fosforilagdo) que
perde sua funcdo de inibir a transcricdo de IL-23R mediado pelo fator de transcri¢ao
RORyt, enquanto que aumenta a proliferacdo celular e a secrecdo de citocinas,
levando ao aumento da expressao de IL23R mediado por RORyt. Assim, o excesso de
NaCl pode afetar o sistema imune adaptativo, especialmente causando desregulacio
do balancgo entre linfécitos Th17 e Treg, via sinalizagdo de SGK1 (HERNANDEZ et
al, 2015). A citocina IL-23, produzida por macrofagos e células dendriticas, ¢é
responsavel pela expansdo e manutengdo do fenodtipo de respostas Thl7 com
produgdo de IL-17 que ¢ a citocina caracteristica desse tipo de resposta. IL-23 ja foi
associada também com a patogenicidade das células Th17 e com seu envolvimento
em doencas autoimunes e inflamatorias como esclerose multipla, doengas

inflamatorias intestinais e artrite reumatoide (LANGRISH et al, 2004).
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Dieta rica em sal e doencas inflamatorias intestinais

No atual cenario de modificagdes de habitos alimentares tanto em paises
desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento ¢ com o advento da dieta
ocidental, rica em gordura saturada, agucares simples e sodio, a composicao da dieta
vem sendo hd algum tempo vista como fator de risco para doencas autoimunes e
doencas inflamatdrias intestinais. Certamente um dos componentes da dieta ocidental
que pode ser considerado importante nesse cenario ¢ o aumento do consumo de
cloreto de sédio além dos valores recomendados. Como descrevemos anteriormente, a
ingestdo média de sddio atualmente (cerca de 5 gramas/dia) no Brasil e em muitos
paises do mundo ¢ mais de duas vezes a recomendacdo da OMS (menos de 2
gramas/dia) e muito acima da Ingestdo Adequanda (AI) que seria 1,5 gramas/dia e
também acima do valor maximo toleravel (UL) de 3,6 gramas/dia, segundo a Dietary
Reference Intake . Apesar do sodio ser um nutriente essencial para o organismo, um
pequeno aumento da sua concentracao foi identificado como deletério para a satde
vascular, causando hipertensdo arterial e deficiéncia nas fungdes do coracdo e do rim
(FARQUHAR et al, 2014) e para a manuten¢ao da homeostase da mucosa intestinal
(TUBBS et al, 2017).

As doengas inflamatdrias intestinais, que sdo um conjunto de doengas que
incluem principalmente a Doenga de Crohn (DC) e a Colite Ulcerativa (CU), ja se
tornaram problema de satde publica para muitos paises (principalmente os
desenvolvidos) e a incidéncia e prevaléncia estdo aumentando progressivamente,
inclusive nos paises em desenvolvimento (MOLODECKY et al, 2012). Apesar de ndo
possuirem etiologia totalmente esclarecida, ¢ sabido que o desenvolvimento dessas
doengas se associa a fatores genéticos (CONNELLY et al, 2015), fatores ambientais
(O’TOOLE and KORZENIK, 2014), alteracdes das respostas imunes na mucosa,
desbalanco da microbiota intestinal, e fatores dietéticos (HALMOS and GIBSON,
2015; ROGGENBUCK et al, 2016; BAUMGART and CARDING, 2007; GEREMIA
et al, 2013).

Essas doencas geram condicdes fisicas debilitantes para o paciente, que sofre
de dor abdominal e inflamacdo cronica na mucosa do trato gastrintestinal (KRAFT
and KIRSNER, 1971). Elas ndo afetam diretamente a expectativa de vida da pessoa,
apesar do aspecto cronico e dos sintomas reduzirem sua qualidade de vida. As duas

44



formas de doengas inflamatdrias intestinais compartilham a sintomatologia que inclui
nauseas, vomito e diarreia, principalmente apds o consumo de alimentos especificos,
que varia de individuo para individuo (DURICOVA et al, 2010). O acomentimento
anatonimo do trato gastrointestinal (TGI) é o que diferencia as doengas. A DC
apresenta uma inflamag¢ao descontinua que pode aparecer ao longo do TGI, apesar de
ser mais frequente no ileo terminal, e atinge as camadas mais profundas da mucosa.
Em contrapartida, a CU fica restrita ao cdlon e apresenta uma inflamagdo ascendente
continua que inicia no reto, afetando apenas as camadas superficiais da mucosa
(BAUMGART and SANDBORN, 2007).

As doengas inflamatorias intestinais apresentam patogénese complexa,
contudo ja ¢ muito bem estabelecido que ha um desbalango entre linfocitos T
reguladores (Treg) e linfocitos T efetores (Th). Ja foi demonstrado que essas doengas
se desenvolvem apds quebra da homeostase intestinal garantida ndo somente pelas
células T reguladoras, mas por varios mecanismos de protecio da mucosa intestinal
tais como a produgdo de muco, de SIgA e de células anti-inflamatdrias tais como
macrofagos residentes produtores de IL-10 (LIU et al, 2018). Na presenca de
bactérias e virus patogénicos (disbiose), lesdo ou xenobidticos, os PAMPs estimulam
a producdo de citocinas pro-inflamatoérias tais como IL-1, IL-6 e IL-18 (a partir de
células epiteliais) e IL-6, IL-12 e IL-23 (de DCs e macréfagos) que induzem o
desenvolvimento das células T CD4" efetoras Thl e Th17. Dependendo do milieu de
citocinas, sdo geradas células Th2 ou Th9 que medeiam as respostas do tipo Th2 ou
comprometem a fun¢do de barreira epitelial, respectivamente. Células linfoéides inatas
intestinais, incluindo células semelhantes a NK, LTi e y0, respondem a citocinas pro-
inflamatorias que regulam a IL-22 (que protege a barreira epitelial) e IL-17A e IL-17F
(que recrutam neutréfilos para promover inflamagao e proliferacdo epitelial mediada
por IL-22) (DE SOUZA and FIOCCHI, 2016).

Muitos estudos tém mostrado que a produgdo excessiva de IL-17 esta
envolvida no aparecimento de DII (LEPPKES et al, 2009). As pesquisas que
investigam a patogénese de DII tém focado nas células Thl7, além de ja ter sido
documentado que a inibicdo das células Th17 leva a redu¢do da inflamagdo e do
surgimento de colite aguda. Em pacientes com DII, lesdes no colon mostram

excessivo infiltrado celular e dano tecidual causado pelo processo inflamatério, sendo

que essa inflamac¢ao decorre possivelmente da expressdao de STAT3, com consequente
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secre¢do de IL-17. Além disso, outras citocinas também estdo aumentadas no colon de
pacientes com DII. Dentre as citocinas pré-inflamatorias envolvidas, podemos citar a
familia da IL-1 (IL-1P e IL-18 por exemplo), a IL-6 e a TNF-a que aumentam durante
o progresso da doenca. As coticinas anti-inflamatdrias IL-10 e TGF-3 muitas vezes se
apresentam reduzidas durante as inflamagdes intestinais. Dada a essa condigdo, as
células Th17 entdo tornaram-se alvo nas terapias de doencas inflamatdrias intestinais
(LEE et al, 2018). Contudo, o bloqueio de IL-17 no tratamento de colite experimental
teve resultados controversos. Enquanto a delecdo do receptor de IL-17 melhorou a
colite induzida por TNBS em modelo experimental, em um outro estudo conduzido
por Zhang (ZHANG et al, 2006), a inibicdo de IL-17A na colite experimental
induzida por DSS foi capaz de piorar a inflamag¢do (YANG et al, 2008).

Ademais, as células linfoides inatas (ILCs) foram identificadas como
importantes mediadoras na fisiopatologia do desenvolvimento das DII (LEE et al,
2015). Powrie e colaboradores foram o primeiro grupo a identificar as ILCs como
mediadores de doenga inflamatéria intestinal. Em seu trabalho de 2010, os autores
mostraram que em um modelo de colite inata causada por bactérias, a inflamacao foi
associada ao aumento da producdo de IL-17 e IFN-y no co6lon. A estimulacdo de
leucocitos do colon com IL-23 induziu a produgdo de IL-17 e IFN-y exclusivamente
por células linfoides inatas expressando Thyl, SCA-1, RORyt e IL-23R e essas
células se acumularam no célon inflamado. Por fim, a deplecdo de células linfoides
inatas anulou completamente a colite inata aguda e cronica. Esses resultados
identificaram uma nova populagdo linfoide inata responsiva a IL-23 que medeia a
patologia imune intestinal (BUONOCORE et al, 2010).

O reconhecimento das principais vias ativadoras das ILCs oferece o potencial
para identificar possiveis alvos moleculares terapéuticos para as DII. Essas células
respondem rapidamente a estimulos ambientais, incluindo mudancas na dieta e
exposicao a patogenos (GOLDBERG et al, 2015).

Os reguladores mais conhecidos do comportamento das ILCs sdo as citocinas.
No intestino, a IL-23 ¢ a citocina candnica responsavel por desencadear a secre¢do de
IL-17 e / ou IL-22 por ILC3. Além disso, a producgdo de citocinas induzida pela 1L-23
¢ sinergicamente aumentada por outras citocinas, incluindo IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6,
IL-7, IL-15 e TL1A. A TNF, uma citocina chave implicada na patogénese da DII,

também aumenta a producao de IL-17 induzida pela IL-23 na ILC3 de camundongos
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com colite (POWELL et al, 2012; ERMANN et al, 2014). A produgdo de citocinas
por ILC1 ¢ estimulada por IL-12 em sinergia com IL-15 e IL-18 (BERNINK et al,
2013; FUCHS et al, 2013). TL1A também potencializa a produc¢ao de IL-22 induzida
por IL-1 e IL-23 (LONGMAN et al, 2014), atuando de forma homologa as células
Th17 (KAMADA et al, 2010).

As ILCs apresentam uma caracteristica muito importante para o
desenvolvimento das DIIs: a plasticidade, que é orquestrada principalmente pelas
citocinas do meio. A conversao de um subconjunto de ILC em outro € um conceito
emergente na biologia de ILC com implicagdes provaveis de serem relevantes em
estados inflamatorios cronicos. Sob condigdes de homeostase, a opg¢ao mais eficaz de
conservacdo de recursos seria favorecer o acumulo de ILCs responsaveis por
supervisionar a manuten¢do epitelial basal e limitar a expansdo de subconjuntos
inflamatorios na auséncia de uma ameacga de patégenos. Uma vez exposta a um
patogeno, a promocao rapida da diferenciagdo de ILCs homeoestaticas residentes em
diregdo a subgrupos mais inflamatorios prontos para o combate pode oferecer
algumas vantagens de sobrevivéncia. Na doenga de Crohn, o equilibrio dinamico
parece perdido com a tendéncia desequilibrada em direcdo a NKp44-ILC1
inflamatoria, produtora de IFN-y, & custa de NKp44" ILC3 produtora de IL-22
(ROVEDATTI et al, 2009; TAKAYAMA et al, 2010; BERNINK et al, 2013). As
citocinas IL-12 e A IL-23 provavelmente contribuem para a regulagdo desse processo.
Em cultura de ILC3 humanas estimuladas com IL-12, essas se diferenciam em ILCI1.
Da mesma forma, parece possivel que a ILC1 também possa se diferenciar em ILC3
sob a influéncia da IL-23, mas os estudos ainda estdo muito precoces ¢ nao ha dados
suficientes para essa confirmacdo, ja que os experimentos sdo limitados por
dificuldades na manutencdo da ILC1 na auséncia de IL-12 (BERNINK et al, 2013).
As citocinas desencadeadoras da ativacdo da ILC2 incluem IL-25, IL-33, TSLP ¢
TL1A. Mas ainda nao foi definido um papel claro para a ILC2 ou para as citocinas

secretadas por essas células nas DIIs (GOLDBERG et al, 2015).

Modelos animais para Doencas Inflamatorias Intestinais
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A semelhanga dos mecanismos imunoldgicos basicos entre os mamiferos e a
conservagdo das principais vias de sinalizacdo intracelular sdo boas justificativas da
escolha de modelos murinos para o estudo de inflamagao intestinal. Um bom modelo
animal deve permitir uma visdo simplificada da complexa patologia da doenga em
humanos, prover um sistema tratavel e reprodutivel para identificar as vias
inflamatorias. Os modelos murinos tém redesenhado e refinado o entendimento da
interagdo da microbiota no intestino e t€ém sido usados com sucesso para definir vias
imunes que induzem a inflamacdo intestinal (POWRIE et al, 1994).

H4 mais de 50 modelos murinos para estudo da inflamagdo intestinal.
Tradicionalmente, os modelos murinos de colite t€ém sido divididos em trés tipos
principais: a) aqueles que sdo induzidos por manipulagdo genética; b) aqueles que
dependem da transferéncia de populacdes de células efetoras CD4'CD45RB™" para
hospedeiros imunodeficientes; e ¢) modelos de colite induzida por agentes quimicos
(STROBER, FUSS and MANNON, 2007).

Diversas modifica¢des genéticas em animais podem levar ao desenvolvimento
espontaneo de inflamacdo intestinal, como nos camundongos deficientes para IL-10,
TGF-B, IL-2 e TCR-a (STROBER, FUSS and BLUMBERG, 2002). Camundongos
deficientes para IL-10 desenvolvem colite espontanea, com resposta Thl que ¢ inibida
pelo tratamento com anti-IL-12. A resposta inicial nos camundongos da linhagem
129Sv/Ev tem um componente misto Thl e Thl7, sendo que a citocina IL-17
prevalece no inicio da doenca. Assim como em outros modelos, o camundongo
deficiente para IL-10 ndo desenvolve colite sob condi¢des germ-fiee, o que demonstra
o papel da microbiota na patogénese da doenca (DIELEMAN et al, 1994; ELSON et
al, 2001; KULLBERG et al, 1998, GOMES-SANTOS et al, 2012).

Na classe de modelos animais de colite induzida por agentes quimicos, estao
aquelas causadas pela exposicao a acido acético, éster de forbol, carrageina, polimeros
de polissacarideos glicano, sulfato de sodio dextrano (DSS) e éacido 2,4,6-
trinitrobenzenosulfonico (TNBS) (STROBER, FUSS and BLUMBERG, 2002). Uma
caracteristica comum a esses modelos parece ser a capacidade de romper a barreira de
células epiteliais e posteriormente promover o aumento da exposicdo celular a
microbiota, como no caso do modelo de colite induzida por DSS, onde foi mostrada
uma alteracdo na barreira da mucosa antes mesmo do estabelecimento da colite

(KITAJIMA, TAKUMA and MORIMOTO, 1999). Outra caracteristica da colite em
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modelos induzidos por agentes quimicos ¢ o fato da colite, nesses casos, ser
relativamente independente de respostas mediadas por linfécitos. Assim, na colite
induzida por DSS, na falta de linfocitos B, linfocitos T ou células NK, ainda ¢
possivel o desenvolvimento de inflamagdo. Porém, na presenca de um sistema imune
intacto, contendo esses elementos celulares, o DSS leva a ativagao de linfocitos ¢ a
inducdo de respostas Thl ou Th2 (AXELSSON et al, 1996). O modelo de colite
induzido pelo TNBS foi desenvolvido em 1995 por Neurath e colaboradores, que
mostraram que o hapteno administrado de forma intra-retal juntamente com o alcool
resultaria em inflamagdo severa, transmural e granulomatosa no co6lon distal. Nesse
caso, o modelo foi proposto como apresentando inflama¢ao mediada por resposta Thl
(NEURATH et al, 1995). Contudo, com a posterior identificagdo das células Thl17,
ficou bem clara a crucial participacao das células Th17 nesse modelo (KARABOGA
DEMIRTAS and KARACA, 2017).

Esses modelos tém sido muito uteis no estudo das doengas inflamatorias
intestinais e dos fatores que interferem no seu desenvolvimento.

Neste estudo, utilizamos dois modelos de doencas inflamatorias intestinais
(induzida por DSS e por TNBS) para estudar os efeitos imunologicos do consumo de
uma dieta rica em sal na mucosa intestinal. Nossa hipotese de trabalho € que, por ser
importante na diferenciagdo de células Th17, a presenga de altas concentragdes de sal
no intestino pode induzir a quebra da homeostase imunoldgica da mucosa intestinal
em favor de um padrio inflamatorio do tipo Th17 e, assim sendo, piorar o curso de

doengas inflamatdrias intestinais.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar os efeitos do consumo de dieta rica em cloreto de sdédio (NaCl - sal) na

mucosa intestinal de camundongos.

Objetivos especificos

v' Avaliar se o consumo da dieta rica em sal altera os pardmetros
cardiovasculares em camundongos C57BL/6: pressao arterial média (PAM), pressdo

sistdlica, pressdo diastélica, frequéncia cardiaca (FC) e fluxo sanguineo;

v Verificar se o consumo da dieta rica em sal modifica os aspectos histoldgicos

do célon de camundongos C57BL/6;

v/ Avaliar se o consumo da dieta rica em sal modifica o balango da secre¢io de

citocinas inflamatorias e anti-inflamatdrias no célon de camundongos C57BL/6;

v' Examinar as alteragdes do perfil de células do sistema imune presente na

lamina propria do célon de camundongos que receberam a dieta rica em sal;

v" Verificar se existe relagdo do consumo de sédio com inflamagdo intestinal

dependente de células Th17 e ILCs;

v" Medir se o consumo da dieta rica em sal altera a expressio relativa da quinase

SGK1 no coblon;

v' Apds o consumo da dieta rica em sddio, pretende-se avaliar se ha modificagdo

na patologia da colite experimental.
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Materiais e Métodos

Animais experimentais

Para o desenvolvimento desse projeto, foram utilizados camundongos
C57BL/6 fémeas com aproximadamente 18 gramas e 6-8 semanas de vida. Para os
experimentos de inducdo de colite por TNBS, foram utilizados camundongos BALB/c
fémeas com aproximadamente 18 gramas e 6-8 semanas de vida. Os camundongos
C57BL/6 foram utilizados nos experimentos sem inducdo de colite ¢ em todos os
experimentos de colite induzida por DSS. Esses animais foram obtidos no Centro de
Bioterismo (CeBio) da Universidade Federal de Minas Gerais. Camundongos
C57BL/6 RAG-/- e IL-17-/- foram gentilmente cedidos pelos Profs. Ricardo
Gazzinelli (Depto. Bioquimica e Imunologia, ICB, UFMG) e Prof. Jodo Santana
(Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, SP),
respectivamente. Todos os animais foram mantidos em gaiolas coletivas durante os
periodos de experimento no biotério do laboratorio de Imunobiologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG.

Os procedimentos experimentais utilizados nesse estudo foram submetidos e

aprovados pelo Comité de Etica Animal da UFMG (protocolo 50/2014).

Desenho Experimental

Os experimentos foram conduzidos seguindo protocolos diferentes de acordo
com a fase do projeto e o interesse investigativo. Na primeira fase do projeto, os
animais foram submetidos a dieta rica em sal por trés semanas e depois foram
eutanasiados para posteriores analises. Em seguida, foi feito um estudo cinético, no
qual os animais foram submetidos a mesma dieta rica em sal por 48 (2 dias), 72 (3
dias), 120 (5 dias) e 168 horas (7 dias), além de 2 semanas. Para esses experimentos,
os camundongos ndo foram submetidos a indugdo de colite.

Camundongos C57BL/6 fémeas, com idade de 6 semanas e peso corpéreo de
aproximadamente 18 gramas foram separados de maneira homogénea em dois grupos:
grupo controle que recebeu dieta padrao AIN 93G durante todo o experimento e

grupo HSD (High Salt Diet) que recebeu dieta rica em sal ao longo do experimento.
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Protocolo experimental |
Estudo do efeito da dieta rica em
sal na mucosa colénica

Grupo CT recebeu dieta AIN 93G
& durante todo o experimento

i | | | Eutanasia

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21

& Grupo HSD recebeu dieta rica em ‘

sal durante todo o experimento

Figura 3: Protocolo experimental I. Camundongos C57BL/6 do grupo controle
(CT), que receberam dieta AIN93G durante as 3 semanas de experimento, e
camundongos C57BL/6 do grupo HSD, que receberam dieta rica em sal (acréscimo de
4% de NaCl) durante as 3 semanas de experimento, foram sacrificados no dia 21 para
posteriores analises.

Protocolo experimental Il
Estudo cinético dos efeitos da dieta
rica em sal na mucosa colénica

Grupo CT recebeu dieta AIN 93G
& durante todo o experimento
A2 -\a A2
g\)‘a“ “55'\3 ‘a“hs\ ‘»‘a‘\ﬁs\ E“‘a“hs E“‘a“és\
T
|| | I I |
[ | |
0/;90 % \9;,3 0/% %) O/éjq ?o,

& Grupo HSD recebeu dieta rica em ‘
sal durante todo o experimento

Figura 4: Protocolo experimental II. Camundongos C57BL/6 do grupo controle (CT), que
receberam dieta AIN93G no periodo de experimento, e camundongos C57BL/6 do grupo
HSD, que receberam dieta rica em sal (acréscimo de 4% de NaCl) no periodo do experimento,
foram sacrificados nos dias 2, 3, 5, 7, 14 ou 21 para posteriores analises de estudo cinético.
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Para os experimentos envolvendo a colite, foram utlizados dois modelos: 1)
colite induzida por meio da administracdo de DSS 1% na mamadeira dos animais nos
ultimos 7 dias de experimento; 2) colite induzida por meio de uma administragdo
intrarretal de TNBS 7 dias antes da eutandsia. Em ambos os protocolos, os
experimentos tiveram duracdo de 3 semanas e os animais foram divididos em 4

grupos: 1) controle 2) HSD 3) DSS ou TNBS 4) HSD + DSS ou TNBS.

Protocolo experimental llI
Estudo dos efeitos da dieta rica em
sal no desenvolvimento da colite
induzida por DSS

U Grupo DSS: recebeu dieta AIN 93G
& durante todo o experimento e DSS
na agua nos ultimos 7 dias

Inicio do

Grupo CT: recebeu dieta AIN 93G DSS 1%
durante todo o experimento "
4 DSS

|

[
| | I | Eutanasia

Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21

Q Grupo HSD: recebeu dieta rica em ‘
sal e &gua durante todo o

experimento

Grupo HSD + DSS: recebeu dieta rica em sal ‘

bU durante todo o experimento e DSS na agua

nos ultimos 7 dias

Figura 5: Protocolo experimental III. Camundongos C57BL/6 do grupo controle (CT)
receberam agua e dieta AIN93G durante as 3 semanas de experimento; camundongos HSD
receberam agua e dieta rica em sal (NaCl 4%) durante as 3 semanas de experimento;
camundongos do grupo DSS receberam dieta AIN93G durante as 3 semanas de experiemento
e DSS 1% na 4gua da mamadeira por livre demanda do dia 14 ao dia 21 do experimento;
grupo HSD + DSS recebeu dieta rica em sal (acréscimo de NaCl 4%) durante as 3 semanas de
experimento e DSS 1% na 4gua da mamadeira por livre demanda durante os ltimos 7 dias de
experimento.
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Protocolo experimental IV
Estudo dos efeitos da dieta rica em
sal no desenvolvimento da colite
induzida por TNBS

Grupo TNBS: recebeu dieta AIN 93G

durante todo o experimento e
aplicacdo de TNBS no dia 14

?

Grupo CT: recebeu dieta AIN 93G Aplicacao
durante todo o experimento do TNBS

-

| | | Eutanasia

Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21

Q Grupo HSD: recebeu dieta rica em ‘
sal e &dgua durante todo o

experimento

P

Grupo HSD + TNBS: recebeu dieta rica em
Q sal durante todo o experimento e aplicagdo ‘
de TNBS no dia 14

Figura 6: Protocolo experimental IV. Camundongos BALB/c do grupo controle (CT)
receberam dieta AIN93G durante as 3 semanas do experimento e aplicagdo de 100uL intra-
retal de salina no dia 14; camundongos BALB/c do grupo HSD alimentados com dieta rica
em sal (NaCl 4%) durante as 3 semanas de experimento e aplicagdo de 100uL intra-retal de
salina no dia 14; camundongos do grupo TNBS receberam dieta AIN93G durante as 3
semanas de experiemento e aplicagdo de 100uL TNBS 2,5% no dia 14; grupo HSD + TNBS
recebeu dieta rica em sal (acréscimo de NaCl 4%) durante as 3 semanas de experimento e
aplicacdo de 100uL TNBS 2,5% no dia 14.

Inducio da colite por DSS

A inducdo da colite foi realizada por meio da administracdo de dextrana
sulfato de sodio (DSS) a 1%, ofertado na mamadeira, como Unica fonte liquida
durante sete dias, conforme adaptacdo do protocolo desenvolvido por Okayasu e
colaboradores em 1990. A solu¢do de DSS era renovada ¢ mensurada diariamente
durante o periodo de indugdo da colite (OKAYASU et al, 1990). O DSS usado para a
inducdo de colite foi da marca MP Biobedicals, lote M5975, com peso molecular de

36 kDa.
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Induc¢io da colite por TNBS

A colite aguda induzida por TNBS nesse trabalho foi feita por meio da
aplicagdo intrarretal de 100 pL. de uma solucdo contendo 2,5 mg de TNBS e 35%
alcool com o auxilio de um cateter de 3.5 F de espessura e uma seringa de ImL. Os
animais encontravam-se sob efeito de anestesia por meio da inalagdo de Isoflurano. O
protocolo utilizado para a aplicagdo de TNBS foi adaptado do protocolo indicado pela
Nature Protocols (WIRTZ et al, 2007). Os camundongos foram mantidos na posi¢ao
vertical (de cabega para baixo) durante aproximadamente 1 minuto apos a aplicagdo
intrarretal do TNBS para que a solugdo fosse completamente internalizada para o

c6lon. Os animais do grupo sem colite receberam solucdo salina ao invés de TNBS.

Dieta

A dieta padrdo utilizada no experimento e ofertada aos grupos controle e DSS
foi baseada na dieta AIN-93G, estabelecida pelo Instituto Americano de Nutricdo
(American Institute of Nutrition- AIN) para estudos nutricionais em roedores
(REEVES et al, 1993).

A dieta rica em sal foi feita a partir da dieta AIN-93G com o acréscimo de 4%
de NaCl. Ambas as dietas foram preparadas no laboratorio de Imunobiologia a partir
dos componentes referidos na Tabela 1, apdés a mistura dos ingredientes,
aproximadamente 200 mL de dgua por quilo de dieta foram adicionados para facilitar
a manufatura dos pellets. A composi¢ao de micro e macronutrientes das dietas padrdo
e rica em sal sdo idénticas, com excecao da composi¢do de sodio, que € acrescentado

na dieta rica em sal, conforme apresentado nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 — Composicao da dieta AIN 93G

Componente da dieta Quantidade em mg/Kg de dieta

Caseina 200

Acucar 100

Celulose 50

Mix vitaminico 10

Bitartarato de colina 2,5

Adaptado de (REEVES et al, 1993)

Tabela 2 — Composicao da dieta AIN 93G acrescida de NaCl

Componente da dieta Quantidade em mg/Kg de dieta

Caseina 200

Acucar 100

Celulose 50

Mix mineral 35

Cisitina 3

Bht 0,014
Adaptado de (REEVES et al, 1993)




Avaliacio do peso corporeo dos animais

Durante o periodo experimental, os animais foram pesados no dia inicial e a
cada semana até o dia do inicio da indugdo da colite com DSS, ap6s esse momento, os
camundongos foram pesados diariamente sempre no mesmo horario. O peso foi
utilizado para a curva de crescimento, tendo sido feita a média de cada grupo em cada
dia avaliado, além de ter sido calculado o percentual de variacdo de peso (utilizado
para obtencdo do escore clinico da doenca). O percentual de variagdo de peso foi
obtido a partir do peso inicial no experimento e o peso do dia da eutanasia, a partir da
formula abaixo:

% variagdo de peso = [(peso final — peso inicial) x 100] :peso final

Avaliaciio do Indice Clinico da doenca

O escore clinico da colite foi obtido por meio de valores atribuidos aos
seguintes parametros: percentual de perda de peso, diarreia e sangramento. Essa
avaliagdo foi realizada no momento da eutandsia dos animais, apds a retirada e
abertura do colon. A diarreia foi classificada como ausente, moderada ou severa,
conforme a consisténcia das fezes. O sangramento foi classificado como ausente,

oculto (se presente nas fezes) ou aparente (se visivel no anus do animal).

Avaliagao Histologica

O escore histologico foi avaliado por meio de pontuagdes atribuidas de acordo
com os seguintes parametros analisados: deplecdo de células caliciformes,
erosao/ulceragdo/destruicdo da camada muscular da mucosa, infiltrado celular na
mucosa, edema na submucosa; para cada parametro, foi atribuida uma pontuacio que
poderia ir de 0-3 dependendo da intensidade do evento, totalizando um maximo de 15
pontos. Esses parametros foram estabelecidos a partir das principais alteragdes

observadas apds a intervengao.
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Avaliacio do comprimento do célon
A medi¢do do comprimento do célon foi feita com o auxilio de uma régua
comum de 20 cm e os resultados obtidos foram utilizados para calcular a média dos

animais do grupo.

Avaliacao da permeabilidade intestinal

Apdés 24 ou 72 horas da inducdo da mucosite, aliquotas contendo
18,5 Megabecquerel (MBq) de acido dietilenotriaminopentacético marcado com
tecnécio (99mTc-DTPA) em 0,1 mL de solucdo foram administradas, por gavagem, a
todos os animais. Apdés 4 horas, os camundongos foram anestesiados,
intraperitonealmente, com solu¢do de cloridrato de xilazina (15 mg/kg de peso vivo) e
cloridrato de cetamina (80 mg/kg de peso vivo). Em seguida, 300uL de sangue foram
coletados por pungdo axilar para determinag¢do da radioatividade utilizando contador-
gama (GENEROSO et al, 2011; MAIOLI et al, 2014). Para o calculo do percentual de
dose no sangue, utilizou-se um padrdo contendo a mesma dose de 99mTc-DTPA
administrada aos camundongos. A seguinte féormula foi utilizada para o célculo de
dose:

% dose de 99mTc-DTPA no sangue = [(cpm do sangue X 100) / cpm da dose
(Padrao) administrada]

Onde: cpm= contagem por minuto

Preparo das amostras para a medida da atividade das enzimas MPQO

e NAG

Inicialmente, amostras de célons isolados dos animais foram homogeneizadas
na solucdo Buffer 1 gelada (NaCl 0,1M, Na;PO4 0,02M e Na,EDTA 0,015M), numa
propor¢ao de 1,9 mL/100mg de tecido e centrifugadas a 4°C por 10 minutos a 10000
RPM. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em solugdo de NaCl
0,2% e NaCl 1,6% acrescida de 5% de glicose, ambas geladas, numa propor¢ao de
1,5mL/100mg de tecido. As amostras foram novamente homogeneizadas e
centrifugadas a 4°C por 10 minutos a 10000 RPM. O sobrenadante foi desprezado e o
pellet foi ressuspendido em Buffer 2 (Na;POs ¢ HETAB 0,5% p/v) solugdo esta
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armazenada a temperatura ambiente, numa propor¢ao de 1,9 mL/100mg. As amostras
foram homogeneizadas e metade do volume foi retirado para a dosagem da atividade
da enzima NAG. A outra metade do homogenato foi utilizada para a determinagdo da

atividade da MPO. A partir desta etapa, as amostras receberam tratamentos distintos.

Quantificacdo da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO) no
colon

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

Em microplaca de 96 pogos, foram pipetados, em duplicata, 25 pL de cada
amostra. Posteriormente, foram adicionados 25 puL do substrato TMB, previamente
diluido em DMSO. A placa foi colocada em estufa a 37°C por 5 minutos. Em seguida,
foram acrescentados 100 puL. de H,O, 0,002% e as amostras foram novamente
incubadas a 37°C por 5 minutos. Apds o periodo de incubagdo, a reacdo foi paralisada
com a adicdo de 100 pL de H,SO4. A leitura da absorbancia foi feita a 450nm.
Utilizou-se a média dos valores obtidos em cada duplicata para a determinagdo da

atividade da enzima.

Quantificacao da atividade da enzima N-acetilglicosaminidase (NAG)
no colon e orgaos linfoides

Apo6s a divisdo do homogenato, a avaliacdo da atividade da NAG foi feita
separadamente. Para isso, foi acrescentada ao homogenato a solugdo Salina/Triton
(Salina 0,9% e Triton x-100 0,1%), numa propor¢ao de 2mL/100mg de tecido. As
amostras foram homogeneizadas ¢ em seguida centrifugadas a 4°C por 10 minutos a
3000 RPM. Cem microlitros (100 uL) do sobrenadante foram coletados e diluidos em
tampao citrato fosfato (acido citrico 0,1M e Na,HPO4 0,1M) para proceder ao ensaio

de NAG. Na microplaca, foram pipetados 100 pL de cada amostra diluida. Foram
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acrescentados 100 pL do substrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminida, diluidos
em tampao citrato fosfato. As amostras foram incubadas em estufa a 370C por 5
minutos. Apos a reagdo, 100 pul. de tampdo glicina 0,2M foram adicionados as
amostras para paralisar a reacdo. A absorbancia foi lida a 400nm. Utilizou-se a média

dos valores obtidos em cada duplicata para determinacdo da atividade da enzima.

Dosagem de citocinas nos extratos de tecido de baco, linfonodos

mesentéricos, linfonodo cecal e célon.

As amostras de célon, baco, linfonodos mesentéricos e linfonodo cecal foram
pesadas e adicionados ImL de solugdo tampao (0,05% de Tween-20, 0,1 mM de
PMSF, 0,1 mM de cloreto de benzotonio, 10mM de EDTA e 20 KIU de aprotinina A)
para cada 100mg de tecido. As amostras foram trituradas com um homogeneizador de
tecidos e centrifugadas a 12.000g durante 10 minutos a 4°C. Durante o periodo de
manipulagdo, as amostras foram mantidas em gelo e as amostras foram plaqueadas no
mesmo dia.

A determinacdo da concentragdo de citocinas foi realizada por meio do ensaio
imunoenzimatico ELISA. As placas de 96 pogos (Nunc-Immuno Plates MaxiSorp)
foram sensibilizadas com 100 pl/pogo de anticorpos monoclonais (BD Pharmingen)
reativos contra INF-y, IL-10, IL-17 e IL-23 diluidos em tampao carbonato pH 9,6 ¢
mantidas overnigth a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas com salina tween
e bloqueadas com 200 pl/pogo de PBS-caseina, por 1 hora a temperatura ambiente.
Apods esse tempo, as placas foram lavadas com salina Tween. Em seguida, foram
adicionadas as amostras, assim como o padrdo (do qual foi realizada diluicao seriada)
e as placas foram incubadas overnigth a 4°C. No terceiro dia, as placas foram
novamente lavadas e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com 100 pL/pogo
de anticorpos monoclonais de camundongo especificos para as citocinas ja citadas e
marcados com biotina na concentragdo de 0,5 pug/mL. Posteriormente, uma solugdo
adicional de detec¢ao contendo estreptavidina conjugada a peroxidase (100 pL/pogo)
(Southern Biotecnology Associate Inc.) foi adicionada e incubada por 1 hora a
temperatura ambiente. A reagdo enzimadtica foi revelada incubando-se as placas, ao

abrigo da luz, com uma solucdo contendo 0,2 pL/mL de H,O; e 0,4 mg/mL de
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ortofenileno-diamino (OPD) em tampao citrato pH 5,0 até o desenvolvimento de uma
coloragdo amarelo-escuro. ApoOs essa etapa, as reacdes foram interrompidas pela
adi¢do de 20 pL/poco de uma solucdo de acido sulfurico a 2N. As absorbancias (A =
492 nm) das amostras foram obtidas pelo leitor de ELISA automético (Asys- modelo
Expert plus). Os valores das absorbancias foram convertidos em ng/mL baseando-se
em curvas obtidas com diferentes concentragdes de citocinas recombinantes,

utilizadas como padrao.

Isolamento de populacdes celulares da lamina propria do célon dos

camundongos por citometria de fluxo

Ap6s o sacrificio dos animais, o célon foi cuidadosamente coletado e toda a
gordura aparente foi retirada. O intestino foi transferido para uma placa de Petri com
Buffer A para que fosse realizada lavagem e retirada das fezes. O colon foi aberto
longitudinalmente e agitado vigorosamente no Buffer A para maior eficicia da
lavagem. O Buffer A deve ser trocado quantas vezes forem necessarias para melhor
limpeza do tecido. Posteriormente, o colon foi cortado em pedacos de
aproximadamente 2 cm e estes sdo transferidos para tubos de 50 mL. O tubo foi
agitado vigorosamente para remoc¢ao de muco. ApoOs esse procedimento, o
sobrenadante foi descartado com a utilizagdo de uma redinha de metal. Repeti esse
processo até que o sobrenadante estivesse limpo. Os pedagos de tecido foram
transferidos para um novo tubo de 50 mL com Buffer B que foi agitado e o
sobrenadante novamente descartado com auxilio da redinha de metal. Os pedagos de
tecido foram entdo incubados com Buffer C pré-aquecido a 37°C em banho-maria por
15 minutos e foram agitados a cada 5 minutos. Para remo¢do da camada epitelial,
apds incubacgdo, os tubos foram agitados vigorosamente e o sobrenadante foi
removido usando a redinha de metal. Tal procedimento foi repetido diversas vezes
com Buffer A até que o sobrenande estivesse claro. Todo o tecido foi transferido para
uma nova placa de Petri com novo Buffer A e cortado em pedagos menores ainda.
Depois, transferido para um tubo de 50 mL, centrifugado a 1500 RPM, 7 minutos, 4°C
e ressuspendido em Buffer B. Novamente, o tecido foi centrifugado a 1500 RPM, 7

minutos a 4°C e descartado o sobrenadante.
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O tecido foi deixado para digerir em meio Iscove completo pré-aquecido a
37°C, contendo Colagenase (100U/100 mL de meio) e DNase (30pg/mL) por 60
minutos em shaker, sendo que os tubos foram agitados a cada 15 minutos. Mais uma
vez, o tecido foi centrifugado a 1500 rpm, 7 minutos, 4°C e descartado o
sobrenadante. Ressuspendi o tecido em Buffer A gelado. O tecido foi passado em
redinha de 100um, pressionando com €mbolo de seringa de 1 mL. O filtrado foi
guardado, centrifugado a 1500 RPM, 7 minutos, 4°C e o pellet ressuspendido em
Buffer B. A solugdo foi passada em redinha de 40 pm e novamente o filtrado
guardado para centrifugacdo a 1500 RPM, 7 minutos, 4°C. O sobrenadante foi
removido e o pellet ressuspendido em 5 mL de Buffer A para contagem das células.

Para a contagem das células, as suspensdes de células foram diluidas 20 vezes,
foram homogeneizadas com eritrocina para marcacdo das células invidveis. Para tal
procedimento, 50 pL de solucdo de células foram misturados a 50 pL de eritrocina.
Posteriormente, as células foram colocadas na Camara de Neubauer para contagem
em microscopio Optico. Apds contar as células ndo coradas (vidveis), o nimero de
células foi expresso de acordo com a formula: n° de células/mL = [(células viaveis x
dilui¢do x 10%) / n° campos contados na Camara de Neubauer] x volume inicial da
suspensdo celular. A partir do numero de células obtido, as concentragdes das
suspensoes foram todas padronizadas pela adi¢do do volume necessario de meio
completo para se obter um numero minimo de 10° células/mL. Para a leitura em

citometro de fluxo, foram utilizadas placas de 96 poc¢os com fundo em U.

Analise das ILCs por citometria de fluxo

Cem microlitros (100 pL) de solugdo de solu¢do contendo um minimo de 10°
células foram adicionados a cada pogo da placa juntamente com 50 pL de um mix de
anticorpos extracelulares diluidos em tampao para citometria. Apos a pipetagem, a
placa ficou incubada em temperutura ambiente, ao abrigo da luz, por 30 minutos.
Apos a incubagdo, foram adicionados 100 pL de tampao para citometria em cada pogo
e a placa foi centrifugada a 1500 RPM, 10 minutos, 10° C. Posteriormente, a placa foi
vertida e as células ressuspendidas no agitador ao adicionar 100 pL. de FixPerm. A
placa foi incubada por 20 minutos, no escuro, a temperatura ambiente. E, apds esse

tempo, foram adicionados 100 pL de Perm Wash. A placa foi centrifugada a 1500
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RPM, 10 minutos, 10° C e novamente vertida e as células ressuspendidas no agitador.
Foram adicionados, entdo, 50 pL de Mix de Anticorpos para marcagdo intracelular
diluido em Perm Wash. A placa foi incubada por 45 minutos, ao abrigo da luz, a 4°C
e posteriormente, adicionei 100 pL. de Perm Wash. Novamente, a placa foi
centrifuguada a 1500 RPM, 10 minutos, 10° C, vertida e agitada para ressuspender as
células. Foram adicionados 200 pl. de Perm Wash. A placa foi centrifugada
novamente como feito anteriormente e ressuspendida em 200 pL de tampdo para
citometria. O contetido foi, entdo, transferido para tubinhos de citometria para
posterior leitura no Citometro FACS Fortessa na Escola de Farmacia da UFMG.

Para a analise das células linfoides inatas (ILC), as seguintes moléculas foram
marcadas: CD14, CD16, CDl11c, FceR1a, CD127, ckit, CD45, GATA3, Tbet, RORyt,
CDS8, CD4, CD3. A estratégia de analise para definicao dessas células ¢ demonstrada

na figura 9.

Analise de neutrofilos e células T por citometria de fluxo

Em cada poco da placa de 96 pocos com fundo em U, foram adicionados 100
uL de solugio contendo um minimo de 10° células e 10 pL de mix de anticorpos. A
placa ficou incubada por 30 minutos, ao abrigo da luz, a 4° C.

Ap6s o periodo de incubagdo, foram adicionados 200 pL de tampao fosfato
wash em cada poco e posteriormente, as placas foram levadas para centrifugagdo a
1200 RPM, durante 10 minutos a temperatura de 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o conteido sedimentado foi homogeneizado cuidadosamente. Esse
procedimento foi repetido. As células foram ressuspendidas com 100 pL. de MAC-
FACS (paraformaldeido diluido 1/20 em tampao fosfato 1x) e incubadas por 30
minutos em geladeira (4°C). Apds esse tempo, as placas foram lavadas e as células
ressuspendidas com 200 pL de tampao fosfato 1x. Finalmente, as células suspensas
em tampao fosfato I1x foram transferidas para tubos para leitura de FACS e
armazenadas em geladeira a 4°C overnight.

Para as células marcadas com Foxp3, foram necessarias outras etapas
referentes & marcagdo intracelular além dessas citadas acima. Apds o plaqueamento
com solugdo contendo 106 células e os anticorpos marcadores de superficie, a placa

foi incubada durante 30 minutos em geladeira ao abrigo da luz. Em seguida, foi
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lavada em tampdo fosfato-wash e levada para centrifugacdo a 1200 rpm por 10
minutos a 4°C. Essa ultima etapa foi repetida. Nesse ponto, inicia-se o protocolo de
fixagcdo e permeabilizagdo especifico para marcagdo intracelular de Foxp3. Para essa
marcagdo, foi utilizado o Kit da BD para marcagao intracelular de Foxp3. As células
foram entdo ressuspendidas utilizando 100 pL/po¢o de Tampdo de Fixacdo da BD
(solugdo 4% de paraformaldeido). A placa ficou incubada por 30 minutos, a 4°C ao
abrigo da luz. A placa foi posteriormente levada para centrifugagdo (1200 RPM por
10 minutos a 4°C) e o sobrenadante foi desprezado. Em seguida, a placa foi lavada 1
vez com o Tampado de Permeabilizagdo da BD e incubada durante 30 minutos a 37°C
(na estufa), ao abrigo da luz. As células foram novamente centrifugadas (1200 RPM
por 10 minutos a 4°C) e o sobrenadante desprezado. A placa foi lavada com tampao
fosfato-wash e novamente levada para centrifugagdo. O sobrenadante foi descartado.

Ap6s todas essas etapas, o pellet pode receber 10 puL de solugdo de anti-Foxp3
diluido em tampao fosfato-wash e incubado por 20 minutos a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz. A placa foi entdo lavada com Tampao Fosfato e levada para
centrifugacdo. O sobrenadante foi desprezado. Esse ultimo passo foi repetido e a placa
incubada por 30 min a temperatura ambiente com 200 plL/poco de MAC FACS. A
placa foi novamente lavada, centrifugada e o sobrenadante descartado. As células
foram finalmente ressuspendidas em pl/poco de tampao fosfato 1x e armazenadas em
tubos para leitura de FACS em geladeira.

A analise dos dados foi realizada utilizando um citdmetro de fluxo FACScan e
FACScantoll (Becton Dickison, Mountain View, Califérnia). O percentual de células
positivas foi analisado através do software FlowJo versao 7.0.

As células extraidas da lamina propria foram marcadas com anticorpos anti-
CD4, Foxp3, IL-23R, neuropilina ¢ RORyt para analise de células T e a estratégia de
andlise dessas células ¢ mostrada na figura 8A.

Para analise de macrofagos, as células foram marcadas com anticorpos anti-
F4/80, CCR2 e CD86 ¢ a estratégia de analise utilizada ¢ mostrada na figura §B.

Para determinagdo dos neutrdfilos, as células extraidas da lamina propria
foram marcadas com CD11b, F4/80, Ly6G e Ly6C e a estratégia de analise dessas
células ¢ esquematizada na figura 7.

A estratégia de analise e os anticorpos utilizados para as marcacdes das células

linfoides inatas estdo mostrados na Figura 9.
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Figura 7: Estratégia de analise de neutroéfilos da limina prépria do célon por citometria
de fluxo. Para andlise da frequéncia de neutréfilos, as células extraidas da lamina propria do
colon dos animais foram marcadas com CDI11b, F4/80, Ly6G e Ly6C. A partir do gate de
granuldcitos, a populagdo de células CD11b" foi selecionada e dentro dessa populagdo, as
células F4/80" foram entdo usadas para definir a populagdo de interesse que seriam as células
Ly6GH1 Ly6CInt-Low

67



ROR GT, CO4
)

ey vy vy vy

cba

ROR yt

Gate de Linfécitos
(A) ,. |
5 77,3%

CD4+Foxp3+Neuropilina+
by 1

SSC-Height
Foxp3

SSC-Height

Neuropilina

FSC-Height
J\]‘
: L2
1
2|
v ] -
1
{
4
R ——
IL-23R -
(B) Gate células imunidade inata F480+ F480+CCR2+CD86+
y - - - L )
C14.6% 1 47,5%
= 7o K . Y W'
2| =1 g§ —) f. ‘I — g P . -
; i i - o rs
§ - Y J/ § ‘: 4@
P e - m e . ; :
FSC-Height F480 cD86

Figura 8: Estratégia para andlise de células T e macréfagos da limina propria do célon
por citometria de fluxo. (A) Para analise de células T reguladoras, dentro da regido de CD4+
da populagio de linfocitos, foram consideradas as células Foxp3 neuropilina’. A anélise de
células RORyt™ foi feita considerando as células dentro do gate de linfocitos CD4", assim
como as células CD4'IL-23R" (B) Para a determinagio de macrofagos, dentro da regido de
células F4/80", foram consideradas as células CCR2'CD86".
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Figura 9: Estratégia de analise das células linfoides inatas da limina prépria do célon
por citometria de fluxo. Para a andlise das ILCs, dentro da regido de células inatas, foram
selecionadas as células Lin" (CD3, CD4, CD8, CD14, CD16, CD19, CD11c, FceR1a) CD45",
posteriormente, dentro do gate de células CD45°CD127", foram definidas as ILC1 (T-bet’),
ILC2 (GATA3") e ILC3 (RORyt)).

Medida de parametros cardiovasculares

A pressao arterial média (PAM), pressdo sistdlica, pressdo diastolica,
frequéncia cardiaca (FC) e fluxo sanguineo foram avaliadas por um pletismografo.
Este sistema utiliza um manguito com sensor para medir, de forma nao invasiva,
parametros cardiovasculares através da cauda de camundongos. (Kent Scientific
Corporation, Torrington, CT, Estados Unidos) (HARTMAN et al, 2012). Os animais
foram aclimatados duas semanas antes do inicio do experimento. A plataforma de
retengdo foi mantida com temperatura entre 31-34°C. Em cada sessdo, os animais
foram colocados em uma caixa de retencdo de acrilico e a cauda foi envolvida pelo
manguito. A seguir, a pressao arterial foi mensurada 8 vezes e a média de cada animal
foi obtida. Estes parametros foram avaliados semanalmente, a partir do inicio da dieta,

nos dias 0, 7, 14 e 21 do experimento.
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PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

Os ensaios de qPCR foram realizados com o gene alvo SGKI1
(serum/glucocorticoid regulated kinase 1) e para normaliza¢do dos dados foi utilizado
o gene de referéncia GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase). Os
oligonucleotideos iniciadores foram desenhados utilizando o programa Primer3,
versdo 0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/) e andlises de parametros tais como contetido
GC, formagao de homodimero, heterodimero e hairpins foram realizadas usando o
software OligoAnalyzer 3.1 (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). A especificidade
das sequéncias desenhadas foi confirmada usando o programa Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), de forma a garantir que os
iniciadores amplificam somente a regido gendmica de interesse em Mus musculus. As
sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores e o tamanho esperado de cada amplicon

sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores e tamanho esperado dos

amplicons
Gene Numero de acesso Sequéncia Tam.a nho do
amplicon (pb)
F:5°-
CATCTTCCAGGAGCGAGACC-
GAPDH GU214026.1 R'35’- 150
GAAGGGGCGGAGATGATGAC-
3 2
F:5’-
CAAATCAACCTGGGTCCGTC-
SGK1 NM 001161847.2 3’ 87
R:5°-

TCCAAAACTGCCCTTTCCG-3’

Pb = pares de bases GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

Extraciao de RNA total e tratamento com DNase I
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A extracdo de RNA total do cdlon dos camundongos C57BL/6, tratados ou
ndo com sal, foi realizada usando o reagente TRIzol® (Invitrogen), de acordo com
instrugdes do fabricante. Posteriormente, as amostras de RNA total foram tratadas
com DNase [ (Promega), conforme as recomendacdes do fabricante. Foram
adicionados 3 pg de RNA, tampao RQ1 RNase-Free DNase 10X Reaction Buffer, 2 U
da enzima RQ1 RNase-Free DNase e 4gua nuclease-free totalizando um volume de 10
puL. As reagdes foram incubadas a 37°C por 30 minutos, seguido da extragdo com
fenol:cloroféormio:alcool isoamilico. Aos 10 pL. de amostra, foram acrescidos 90 pL
de agua nuclease-free, totalizando 100 pL, ao qual foi adicionado igual volume da
mistura fenol:cloroféormio:alcool isoamilico (25:24:1) (SIGMA-ALDRICH). Apds
breve mistura, foi realizada centrifugacdo a 11.000 rpm por 5 minutos (temperatura
ambiente). A fase aquosa contendo o RNA foi removida e transferida para novo tubo,
seguido da adi¢do de um volume 10 vezes menor de acetato de sdédio (3M, pH 5). Ao
volume obtido, foram adicionados 2 volumes de etanol absoluto gelado com posterior
incubagdo a -80°C por 30 minutos. Posteriormente, foi feita uma centrifugacdo a
11.000 rpm por 20 minutos (4°C), o sobrenadante foi descartado e foram realizadas
duas lavagens com 1 mL de etanol 75% gelado e centrifugagdo a 11.000 rpm por 10
minutos (4°C). Apds esta etapa, o microtubo foi mantido a temperatura ambiente para
completa evaporacao do alcool e o pellet foi ressuspendido em 15 plL de agua
nuclease-free. As amostras foram quantificadas usando o aparelho Multiskan™ GO

Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientific).

Sintese de cDNA e amplificacdo por RT-PCR (transcri¢do reversa-reacao

em cadeia da polimerase)

A primeira fita de cDNA foi sintetizada usando o kit RevertAid H Minus
Reverse Transcriptase (Thermo Scientific), de acordo com instrugdes do fabricante.
As amostras de RNA tratado (1 pg) foram incubadas com 1 pL de oligo (dT)18 (0,5
pg/ul), em um volume final de 12,5 pL, a 65°C por 5 minutos, seguido de incubacao
no gelo por 1 minuto. Posteriormente, foram adicionados 4 pL do tampao 5X
Reaction Buffer, 2 uL. de dNTPs (10 mM cada), 20 U de RiboLock RNase Inhibitor e
200 U de RevertAid H Minus Reverse Transcriptase. As reagdes foram incubadas a
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42°C por 60 minutos e, em seguida, a enzima foi inativada a 70°C por 10 minutos. As
amostras foram quantificadas usando o aparelho Multiskan™ GO Microplate
Spectrophotometer (Thermo Scientific).

Aproximadamente 100 ng de cDNA foi usado em rea¢des de PCR com 1,5
mM de MgCI2; tampdo 5X Colorless GoTaqO Flexi Buffer (Promega); 0,2 mM de
cada um dos quatro dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 0,25 uM de primers
especificos para cada gene ¢ 1 U de GoTagO DNA Polymerase (Promega),
totalizando um volume final de 20 pL. Os ciclos de amplificagdo foram constituidos
de uma etapa inicial de desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de:
94°C por 30 segundos (desnaturagio), 60°C por 30 segundos (anelamento) e 72°C por
30 segundos (extensdo). Uma ultima etapa de extensdo foi realizada a 72°C por 5
minutos. Em todas as reacdes foi feito um controle branco de amplificagdo para cada
par de oligonucleotideos iniciadores, onde agua estéril foi acrescentada no lugar de
cDNA. Os produtos de PCR e o marcador 50 pb DNA Step Ladder (Sigma) foram
aplicados em géis de agarose (2,5%) corados com brometo de etideo para

confirmagao do tamanho dos amplicons.

Ensaios de qPCR e analise dos dados

Cada reagdo de qPCR continha 5 pL. de KAPA SYBR® FAST gqPCR Kit
Master Mix 2X (Kapa Biosystems); 0,2 pL de 50X ROX High; 200 ng de cDNA;
cada par de oligonucleotideos iniciadores em sua concentra¢do 6tima e agua nuclease-
free, totalizando um volume final de 10 pL. As condi¢des de amplificacdo foram de
uma etapa inicial a 50°C por 2 minutos, uma etapa de desnaturagdo a 95°C por 10
minutos, seguido de 35 ciclos de: 95°C por 15 segundos (desnaturagdo) e uma etapa
unica de anelamento e extensdo a 60°C por 1 minuto. Apds os 35 ciclos de
amplificacdo, todas as amostras foram submetidas a desnaturacdo gradual para
determinagdo da curva de dissociacdo (melting curve). Em todas as reacdes de qPCR
foi feito um controle branco de amplificagdo para cada par de primers, onde agua
estéril foi acrescentada no lugar de cDNA. As corridas de qPCR foram feitas no
equipamento ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems) e os dados processados utilizando o software SDS v2.4 (Applied

Biosystems).
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A concentragdo 6tima de cada oligonucleotideo iniciador foi determinada por
meio do teste de concentragdo de primers, em que foram testadas as concentracdes
0,2; 0,3; 0,4; 0,5 ¢ 0,6 uM. A partir desse teste, foram padronizadas as concentragdes
de cada iniciador forward (F) e reverse (R) a serem utilizadas nos ensaios de qPCR:
0,3 uM (F)/0,3 uM (R) para GAPDH ¢ 0,4 uM (F)/0,4 uM (R) para SGK1.

Curvas padrido para cada marcador foram obtidas por meio de reacdes
envolvendo diluigdes logaritmicas seriadas de cDNA (teste de eficiéncia de
amplificacdo da reagdo) de qPCR): 103, 102, 101 e 100 ng/puL. Os valores de slope
(coeficiente angular da reta) foram utilizados no calculo da eficiéncia de amplificagdo
da reagdo de qPCR para cada marcador [Eficiéncia = (10-1/slope -1) x 100]. A partir
desse teste, padronizou-se a quantidade de cDNA a ser utilizada em todos os ensaios
de qPCR (200 ng/amostra).

A especificidade de amplifica¢do de cada par de oligonucleotideos iniciadores
foi confirmada por meio de andlises das curvas de dissociacdo.

Os dados de qPCR foram analisados usando o método 2-AACt (LIVAK and
SCHMITTGEN, 2001) e as analises estatisticas foram realizadas usando o software

PRISMA.

Analises estatisticas

Para comparagdo entre dois grupos experimentais, foi utilizado o test t de
Student. J& a comparagdo do peso corporal, consumo de dieta e outros pardmetros
entre mais de dois grupos foi realizada através do teste two-way ANOVA e pds-teste
de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. O programa utilizado para

fazer os testes foi o GraphPad Prism versao 6.
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RESULTADOS

O consumo da dieta rica em sal por camundongos C57BL/6 induziu o

aumento da pressao arterial média.

Como o efeito adverso mais conhecido do consumo de dietas ricas em sal
(NaCl) é o aumento da pressao arterial, decidimos avaliar inicialmente se esse efeito
era observado em camundongos que consumiram a dieta utilizada neste trabalho por

periodos crescentes de tempo.
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Figura 10: Avaliacdo da pressio arterial média (MAP). Camundongos C57BL/6 foram
alimentados com dieta rica em sal (HSD) por 3 semanas e sua pressao arterial foi medida ao
longo do periodo de consumo da dieta. A média foi feita entre 8§ medidas do pletismografo
realizadas nos tempos 0, 1 semana, 2 semanas ¢ 3 semanas de dieta. Niveis de significancia
baseados no Teste ¢ de Student. Diferencas estatisticamente significativas sdo representadas
por asterisco (*). O nivel de significancia minimo aceito foi p<0,05. HSD= High salt diet,
grupo que recebeu dieta rica em sal durante trés semanas; Control= grupo controle que
recebeu dieta padrao durante trés semanas.

O consumo da dieta rica em sal por 3 semanas resultou em elevacao da pressao
arterial média dos camundongos quando comparados aos animais que consumiram a
dieta padrdo. Esse resultado demonstra que a dieta rica em sal utilizada neste estudo

resultou em efeitos bioldgicos esperados para uma dieta com alto teor de NaCl.
75



O consumo da dieta rica em sal levou ao surgimento de elementos

caracteristicos de inflamacio na mucosa do célon dos camundongos
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Figura 11. Avaliacdo do ganho de peso, permeabilidade intestinal e escore histologico
dos camundongos apés o consumo da dieta rica em sal (HSD). Camundongos C57BL/6
foram alimentados com dieta rica em sal (HSD) por 3 semanas. (A) Os camundongos foram
pesados semanalmente durante o periodo de consumo da dieta e o ganho de peso dos animais
em cada grupo experimental foi avaliado ao final das trés semanas de experimento (ganho de
peso= peso final — peso inicial). Niveis de significancia baseados no Teste ¢ de Student.
Diferengas estatisticamente significativas sdo representadas por asterisco (*). (B)
Permeabilidade intestinal de célon de camundongos C57BL/6 apos 3 semanas de dieta
controle ou HSD. Os animais foram gavados com tecnécio e o sangue retirado apds 4 para
dosagem de *™ Tc-DTPA. (C) Analises histologicas mostram se¢des do colon dos grupos
estudados coradas com hematoxilina e eosina (HE). Foi usado um aumento de 10x nas figuras
representativas acima e 40x na figura abaixo. A figura acima a esquerda representa um co6lon
de animal controle e a figura acima a direita representa o c6lon de um animal alimentado com
dieta rica em sal, a figura abaixo representa um aumento do detalhe do colon do grupo HSD.
(D) O escore das alteracdes morfologicas da mucosa colonica em animais de ambos os grupos
foi obtido por um indice gerado a partir da pontuagdo dos seguintes pardmetros: destrui¢do da
mucosa, infiltrado inflamatdrio, espessamento do musculo, abcessos nas criptas e deplecao de
células caliciformes. Diferencas estatisticamente significativas sdo representadas por asterisco
(*). Niveis de significancia baseados no Teste ¢ de Student. O nivel de significancia minimo
aceito foi p<0,05. (C e D)
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Investigamos, primeiramente, sinais que poderiam nos indicar alteracdes
intestinais que pudessem ser decorrentes da ingestdo excessiva de NaCl. De fato,
observamos que, ap6s 3 semanas de consumo da dieta rica em sal, os camundongos
apresentaram aumento de permeabilidade intestinal (LLEWELLYN et al, 2017), além
de uma reagdo inflamatoria leve na mucosa colonica identificada pelo aumento do
escore histologico, medido pela maior presenca de infiltrado celular e edema na
submucosa, assim como deple¢do de células caliciformes (Figura 11), quando

comparado ao dos camundongos que receberam a dieta controle.

O consumo de dieta rica em sal resultou em alteracoes no perfil de

citocinas e na frequéncia de células inflamatorias no colon

Como ja havia sido descrito anteriormente que a dieta rica em sal seria capaz
de induzir a diferenciacdo de linfécitos Th17 via producao de IL-23 e sua ligagdo aos
receptores IL-23R  presentes nas células T CD4+ na medula espinhal
(KLEINEWIETFELD et al, 2013; WU et al, 2013), decidimos avaliar as possiveis
alteracdes nos niveis das citocinas IL-17, IL-23 e na expressdo de IL-23R por
linfocitos T CD4+ no colon. Além disto, medimos também a producao local de IFN-y,
uma citocina caracteristica de respostas Thl e ILCI1, que pode ser regulada
negativamente em presenca de altos niveis de IL-17 (DA MATTA et al, 2010).

Os camundongos que receberam a HSD por 3 semanas apresentaram niveis
aumentados de IL-23 e reduzidos de IFN-y no extrato de célon quando comparados
aos camundongos alimentados com a dieta padrio (Figura 12 A e B). Nao
conseguimos detectar IL-17 no extrato de célon. Acreditamos que isto pode se dever
ao fato de que IL-17 ¢ uma citocina instavel quando secretada, com meia vida muito
curta no meio extracelular (YANG et al, 2014). Os camundongos alimentados com
dieta rica em sal apresentaram aumento na frequéncia das células T CD4+IL-23R+ na

lamina proépria do co6lon (Figura 12).
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Figura 12. Avaliacdo da concentracio de citocinas e frequéncia de células CD4'TL-23R"
e CD4'FoxP3" no célon. Camundongos C57BL/6 foram alimentados com HSD por 3
semanas e, apos esse tempo de consumo da dieta, foram retiradas células e extrato do co6lon
para analise. As citocinas IFN-y (A) e IL-23 (B) foram mensuradas em extrato de tecido
através da técnica de ELISA. A frequéncia das células CD41L-23" (C) e células CD4 FoxP3"
(D) foram avaliadas por meio de citometria de fluxo das células extraidas da ldmina prépria
do colon dos camundongos. Niveis de significincia baseados no Teste ¢ de Student.
Diferencgas estatisticamente significativas sdo representadas por asterisco (*). O nivel de
significancia minimo aceito foi p<0,05.

O consumo de dieta rica em sal induziu aumento na frequéncia de

neutrofilos na lamina propria do colon

Um dos efeitos inflamatérios importantes da citocina IL-17 ¢ induzir o
recrutamento de neutréfilos (KOLLS and LINDEN, 2004). A dieta rica em sal,
ofertada durante 3 semanas, induziu o aumento na frequéncia de células F4/80°

Ly6G ' Ly6C™"" (neur6filos) na lamina propria de colon (Figura 13).
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Figura 13. Avaliacio da frequéncia de neutrofilos no célon de camundongos alimentados
com HSD. Camundongos C57BL/6 foram alimentados com HSD por 3 semanas e, apos esse
tempo de consumo da dieta, o célon foi retirado para avaliagdo histologica. Analises
histolégicas mostram se¢des do célon coradas com hematoxilina e eosina (HE), foi usado um
aumento de 10x. (A) Sec¢do histoldgica do célon de um camundongo do grupo controle que
recebeu dieta padrdo. (B) Sec¢ao histologica do célon de um camundongo do grupo HSD que
recebeu dieta rica em sal. As setas indicam neutrdfilos encontrados no campo histologico em
questdo. A frequéncia de mondcitos foi considerada a partir das células F4/80°'CD11c" (C e D)
Graficos de dot plots de citometria de fluxo representativo dos grupos de estudo realizada
para avaliagio da frequéncia de células F4/80 Ly6G Ly6C™ " na lamina propria do colon do
grupo controle (C) e do grupo HSD (D). (E) Frequéncias de neutréfilos F4/80 Ly6G Ly6C™
' na lamina propria do célon dos grupos de estudo (F) Frequéncias de macréfagos
F4/80°CD11c" na lamina propria do célon dos grupos de estudo. Niveis de significAncia
baseados no Teste ¢ de Student. Diferencas estatisticamente significativas sdo representadas
por asterisco (*). O nivel de significAncia minimo aceito foi p<0,05.
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Contudo, ndo foi observada diferenca na frequéncia de células F4/80'CD11c"
(macrofagos). Esses resultados estdo de acordo com nossa hipotese de que o sédio
leva a um aumento da expressdo de IL-23R (que observamos na Figura 12C) e na
produgdo de IL-23 (Figura 12B) levando assim ao aumento na frequéncia ou na
atividade de células Th17 e ILC3, que liberam IL-17 e recrutam, entdo, neutrofilos

para o local.

O consumo de dieta rica em sal resultou em alteracdoes na expressao

de SGK1 no colon

A SGK1 (serum and glucocorticoid-unducible kinase), ¢ uma molécula
importante na sinaliza¢do de respostas a mudangas extracelulares na concentragdo de
Na" e foi clonada como sendo o gene regulado pelo estado de hidratagdo da célula
(FIRESTONE et al, 2003). A SGK1 tem, como alvo, o fator ligado a via responsiva a
tonicidade, o NFAT5 (Nuclear Factor of activated T cells) (CHEN et al, 2009). Em
condi¢des fisiologicas, a SGKI1 ¢ expressa em baixos niveis, mas aumenta
significativamente apds excesso de glucocortodoide ou mineralocorticoide,
hiperglicemia, isquemia, inflamacgdo, hipertonicidade ou desidratagdo de célula
(LANG and VOELKL, 2013). Dois estudos deram nova luz sobre o papel do sodio,
SGK1 e sobre a diferenciacdo de células T naive para células Thl7
(KLEINEWIETFELD et al, 2013; WU et al, 2013). Wu e colaboradores (2013)
realizaram uma analise de microarray para verificar quais RNAs mensageiros
(mRNA) as células T naives estariam alterados durante sua diferenciagdo em células
Th17. Surpreendentemente, a SGKI1 foi um dos principais genes cuja regulagdo
transcricional foi claramente associada a sinaliza¢ao de IL-23 e altamente induzida
com diferenciacdo Thl7. Assim, acreditamos que, em nosso modelo, também
encontrariamos alteragdes na expressao de SGKI1 e, para investigar isso, realizamos
ensaios de PCR quantitativo em tempo real no célon de camundongos em diferentes
momentos apés o consumo de dieta rica em sal: 90 minutos, 24 horas, 36 horas, 48
horas, 72 horas, 120 horas, 7 dias, 14 dias e 21 dias. Diferente do que esperdvamos,
encontramos somente uma tendéncia de aumento de SGK1 com o consumo da dieta

rica em sal logo apds a ingestdo do mineral. Apds esse tempo, a expressao deixa de ter
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diferenga entre os dois grupos (dieta padrao e dieta rica em sal) e, a partir de 120
horas de consumo, passamos a observar uma redugdo na expressao de SGK1 no grupo
que consome dieta rica em sal quando comparado ao grupo que recebe dieta padrio.

Essa reducgdo permanece até o tempo de 3 semanas (Figura 14).
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Figura 14. Avaliacio da expressio relativa de SGK1 no célon. Camundongos C57BL/6
foram alimentados com dieta rica em sal (HSD) ou tratados com soluc¢ao concentrada de NaCl
(50%) por gavagem intragastrica; os colons desses animais foram retirados e extraido mRNA
desse tecido nos tempos indicados: (A) 90 minutos apés a gavagem, (B) 24h, 36h, 48h, 72h
ou 120h ap6s o consumo de dieta padrao ou dieta rica em sal, (C) apds 3 semanas de consumo
de dieta padrdo ou dieta rica em sal. A expressdo relativa de SGK1 foi quantificada por PCR
em tempo real a partir do extrato do c6lon dos camundongos. Os graficos sdo representativos
de 3 experimentos independentes. Niveis de significancia baseados no Teste ¢ de Student.
Diferengas estatisticamente significativas sdo representadas por asterisco (*). O nivel de
significancia minimo aceito foi p<0,05.

O consumo de dieta rica em sal agravou a colite induzida por DSS

Ap6s verificarmos que a dieta rica em sal induziu alteragdes no cdlon de
camundongos saudaveis, decidimos avaliar o efeito no desenvolvimento de uma
doenca inflamatdria intestinal utilizando dois modelos de colite.

Neste trabalho, observamos piora da colite induzida pelo DSS quando aliada a
dieta rica em sal. Os camundongos que receberam a dieta com acréscimo de NaCl
apresentaram maior indice histologico (no qual atribuimos pontuacdo de 0-3 para os
seguintes parametros; destrui¢do da mucosa, infiltrado inflamatério, espessamento do
musculo, abcessos nas criptas e deplecdo de células caliciformes) além de

apresentarem também maior escore clinico (percentual de perda de peso, diarreia e
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indice

sangramento), menor comprimento de colon (pardmetro importante para avaliar a
gravidade da doenga, quanto menor o c6lon, mais severa € a colite) e maior perda de

peso quando comparados aos camundongos que foram submetidos & administragao de

DSS mas receberam dieta padrao (Figura 15).
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Figura 15. Avaliacdo dos efeitos do consumo de dieta rica em sal (HSD) na colite
induzida por DSS. Camundongos C57BL/6 foram alimentados com HSD por 3 semanas.
Durante os 7 ultimos dias dessas 3 semanas de consumo de dieta rica em sal, foi induzida a
colite experimental pela administracdo de solugdo contendo 1% de DSS na mamadeira. Os
colons dos animais foram retirados para estudo histoldgico ao final desse periodo. Andlises
histoldgicas mostram se¢des do célon coradas com hematoxilina ¢ eosina (HE) em aumento
de 4x. (A) Secao histoldgica do colon de camundongo do grupo que recebeu DSS e dieta
padrdo (B) Secdo histoldgica do célon de camundongo do grupo que recebeu DSS e dieta rica
em sal. (C) A avaliagdo das alteragdes morfologicas do célon foi medida por um indice obtido
a partir da pontuacdo dos seguintes parametros: destrui¢do da mucosa, infiltrado inflamatoério,
espessamento do musculo, abcessos nas criptas e deplecdo de células caliciformes. (D)
Avaliagdo do indice clinico da doenca foi obtido por meio de pontuacdes atribuidas aos
seguintes parametros: percentual de perda de peso, diarreia e sangramento. (E) O
comprimento do coélon foi medido com uma régua a partir da base do célon até o inicio do
reto e foi representado em centimetros (cm). (F) O ganho/perda de peso dos animais em cada
grupo experimental foi calculado a partir da diferenca do valor do peso inicial dos
camundongos e peso final. Diferengas estatisticamente significativa sdo representadas por
asterisco (*). Niveis de significancia baseados no Teste ¢ de Student. O nivel de significancia
minimo foi p<0,05.
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O consumo de dieta rica em sal leva ao acumulo de neutrofilos no

colon de camundongos com colite induzida por DSS

Além de piorar os parametros micro e macroscopicos da colite induzida por
DSS, a HSD também levou ao aumento de mieloperoxidase no célon. Essa enzima ¢

produzida por neutroéfilos e utilizada como medida indireta da atividade dessas células.
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Figura 16. Quantificacio da atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-
beta-D-glicosamidase (NAG) e frequéncia de neutréfilos e macréfagos no célon.
Camundongos C57BL/6 foram alimentados com HSD por 3 semanas. Durante os 7 ultimos
dias dessas 3 semanas de consumo de dieta rica em sal, foi induzida a colite experimental pela
administragao de solug¢do contendo 1% de DSS na mamadeira. Ao final do tratamento com
DSS, os célons dos animais foram retirados, extratos preparados para quantificacdo das
enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-beta-D-glicosamidase (NAG) e células colonicas
isoladas da lamina propria para analise por citometria de fluxo. Foi feito um ensaio
enzimatico e a leitura da absorbancia realizada em espectrofotometro a 500nm. (A)
Quantificagdo da atividade de MPO e (B) NAG. Para verificacdo da frequéncia de neutrofilos
e macrofagos, foi utilizada a técnica de citometria de fluxo consideradas as frequéncias de
células neutrofilos Ly6G Ly6C™ e macrofagos F4/80'CCR2'CD86" (C) Frequéncia de células
Ly6G Ly6C" nos grupos DSS ¢ DSS + HSD (D) Frequéncia de células F4/80°CCR2'CD86"
nos grupos DSS e DSS + HSD. Niveis de significdncia baseados no Teste ¢ de Student.
Diferencgas estatisticamente significativas sdo representadas por asterisco (*). O nivel de
significancia minimo foi p<0,05.
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Observamos um aumento nos niveis dessa enzima no célon de animais que
consumiram a dieta HSD por 3 semanas apds o consumo de DSS (Figura 13), nos
quais a frequéncia de células colonicas Ly6G'Ly6C™ também estava aumentada. J4 a
N-acetil-beta-glucosamidase (NAG), enzima produzida por macréfagos, nao foi
alterada com a dieta rica em sal, assim como a frequéncia de células

F4/80"CCR2'CDS86" (macrofagos) também ndo sofreu alteracdo (Figura 16).

O consumo de dieta rica em sal agravou a colite induzida por TNBS

Avaliamos também os efeitos do consumo de dieta rica em sal no modelo de
colite por TNBS, para verificar a consisténcia dos nossos resultados. Esse ¢ um
modelo de inflamac¢do intestinal no qual a producdo de IL-17 tem papel central na
patogenia da doenga.

Mais uma vez o consumo da dieta rica em sal levou a piora da inflamacao
intestinal. Assim como na colite induzida por DSS, animais alimentados com HSD
tratados com TNBS apresentaram maior escore clinico da doenga, menor ganho de
peso, maior escore histologico inflamatdrio, além de reduzida sobrevivéncia quando
comparados aos animais que foram submetidos a administracao intrarretal de TNBS,

mas receberam dieta padrdo (Figura 17).
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Figura 17. Avaliacido dos efeitos de 3 semanas de dieta rica em sal na colite
induzida por TNBS. Camundongos C57BL/6 foram alimentados com dieta rica em sal
(HSD) por 3 semanas e, no dia 14 do tempo de consumo da dieta, foram submetidos a
administragdo retal de solucdo contendo 2,5mg de TNBS em etanol 35% por 7 dias para
inducdo de colite. O indice clinico, o ganho de peso, assim como a sobrevivéncia dos animais
foram acompanhados ao longo do desenvolvimento da colite. Ao final do tratamento com
TNBS, os colons dos animais foram retirados para analise histologica. (A) Avaliacdo do
indice clinico da doenga foi obtido por meio de pontuagdes atribuidas aos pardmetros:
percentual de perda de peso, diarreia e sangramento. (B) O ganho/perda de peso dos
animais em cada grupo experimental foi calculado a partir da diferenca do valor do
peso inicial dos camundongos e peso final durante os dias a partir da aplicacdo de
TNBS (C) Percentual de sobrevivéncia dos camundongos apds a aplicagdo do TNBS.
Analises histologicas mostram se¢des do codlon coradas com hematoxilina e eosina
(HE), foi usado um aumento de 4x. (D) Secao histoldgica do cdlon de camundongo do
grupo que recebeu TNBS intrarretal e dieta padrdo ou (E) TNBS intrarretal e dieta
rica em sal. (F) A avaliacdo das alteragdes morfolégicas do colon por um indice
obtido a partir da pontuacdo dos seguintes parametros: destruicdo da mucosa,
infiltrado inflamatério, espessamento do musculo, abcessos nas criptas e deplecdo de
células caliciformes. Diferengas estatisticamente significativa sdo representadas por
asterisco (*). Niveis de significAncia baseados no Teste ¢ de Student. O nivel de
significancia minimo aceito foi p<0,05.
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O consumo de dieta rica em sal resultou em alteracoes no perfil

celular no colon de camundongos com colite indizida por TNBS

Ao verificarmos quais células estavam envolvidas nas alteragdes inflamatorias
observadas, notamos que o consumo da deita rica em sal (HSD) foi capaz de aumentar
a frequéncia das células T CD4RORyt™ e de células T CD4'IL23R" no célon de
animais alimentados com essa dieta. Esses dados reforgaram a hipotese de que haveria
a participagdo de células Th17 no processo inflamatério nesse modelo de colite.

Contudo, nao houve diferenca de frequéncia de células T reguladoras (CD4 Foxp3").
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Figura 18. Avaliacio dos efeitos de 3 semanas de dieta rica em sal no perfil celular de
camundongos com colite induzida por TNBS. Camundongos C57BL/6 foram alimentados
com dieta rica em sal (HSD) por 3 semanas e, no dia 14 do tempo de consumo da dieta, foram
submetidos a administragdo retal de solucao contendo 2,5mg de TNBS em etanol 35% por 7
dias para indugdo de colite. O indice clinico, o ganho de peso, assim como a sobrevivéncia
dos animais foram acompanhados ao longo do desenvolvimento da colite. Ao final do
tratamento com TNBS, os c6lons dos animais foram retirados e as células da lamina propria
desse tecido isoladas para analise por citometria de fluxo. As frequéncias de células (A)
CD4'RORyt", (B) CD4 FoxP3" e (C) CD4'IL-23R" foram avaliadas por citometria de fluxo.
Diferengas estatisticamente significativa sdo representadas por asterisco (*). Niveis de
significancia baseados no Teste ¢ de Student. O nivel de significAncia minimo aceito foi
p<0,05.
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O consumo de dieta rica em sal induziu inflamacao intestinal por
mecanismo dependente de IL-17 e parcialmente dependente de

células T

Apds verificarmos que o consumo de HSD foi capaz de levar a uma leve
inflamacdo no célon de camundongos e que esse processo estava associado ao
aumento na produ¢do de IL-23, decidimos investigar o papel da IL-17 na inflamagdo
observada em nosso modelo. Para isso, langcamos mao de camundongos C57BL/6 que
ndo possuem o gene para codificacdo da citocina IL-17 (IL-17-/-). Verificamos que,
apos 3 semanas de consumo de dieta acrescida de NaCl, os camundongos IL-17-/- ndo
apresentaram alteracdes inflamatdrias no coélon quando comparados aos camundongos
selvagens (Figuras 16 C, D) sugerindo que os efeitos da dieta rica em sal observados
no co6lon de camundongos selvagens (Figura 16 A, B) seriam dependentes de IL-17.

As células Th17 sdo produtoras eficientes de IL-17 e estdo presentes em
abundancia na mucosa intestinal. Em seguida, resolvemos investigar se a inflamagao
encontrada no coélon seria exclusivamente dependente de células T. Para tal,
utilizamos camundongos C57BL/6 RAG-/-, que ndo possuem linfocitos de qualquer
tipo (nem B nem T) que foram também alimentados com a dieta adicionada de NaCl
durante 3 semanas. Observamos que os camundongos RAG-/- alimentados com HSD
desenvolveram sinais histoldgicos de inflamagdo no célon quando comparados aos
controles (Figura 19 E, F), embora significativamente menos extensos do que aqueles
apresentados pelos camundongos selvagens tratados com a mesma dieta (Figura 19
G). Assim, esses resultados sugerem que a inflamag¢ao causada pela dieta rica em sal é

dependente de IL-17, mas apenas parcialmente dependente de linfocitos Th17.
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Figura 19. Consumo de HSD induziu inflamacio no célon de camundongos RAG-/- mas
nao em camundongos IL-17-/-. Camundongos C57BL/6 selvagens (WT), IL-17-/- e RAG-/-
receberam dieta padrdo (grupo controle) ou dieta acrescida de 4% de NaCl (HSD) durante 3
semanas. Depois desse periodo, os colons desses animais foram retirados e preparados para
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exame histoldgico. Imagens representativas de sec¢des do colon coradas com hematoxilina e
eosina (HE) de camundongos WT (A,B), IL-17-/- (C,D), RAG-/- (E,F) alimentados com a
dieta padrdo ou com a dieta rica em sal (HSD) respectivmanente. Escore histologico dos
animais dos mesmos grupos (G). Para o escore, foram considerados os seguintes pardmetros:
destrui¢do da mucosa, infiltrado inflamatério, espessamento do musculo, abcessos nas criptas
e deplecao de células caliciformes. Niveis de significAncia baseados no Teste ¢ de Student.
Diferengas estatisticamente significativas sdo representadas por asterisco (*). O nivel de
significancia minimo aceito foi p<0,05.

O consumo da dieta rica em sal resultou em alteracées na frequéncia

de células linfoides inatas (ILCs) na mucosa intestinal

Por fim, ap6s constatarmos que as alteragdes inflamatdrias deletérias induzidas
pelo consumo de sal nao seriam devidas exclusivamente a participacao de linfocitos T
e ainda com a indicacdo da dependéncia da citocina IL-17 nesse processo, decidimos
investigar quais células poderiam estar envolvidas além das células T.

Entre as possiveis células também produtoras de IL-17 estdo as ILC3 que sdo
muito abundantes na mucosa colonica e estdo presentes em frequéncia aumentada em
individuos com doengas inflamatorias cronicas do intestino (COCCIA et al, 2012).
Analisamos o efeito do consumo da dieta rica em sal na frequéncia dessas células no
coélon dos animais. A dieta rica em sal alterou a frequéncia de células linfoides inatas
(ILCs), sendo que foi observada uma redugdo das ILC1 nos camundongos que
consumiram a dieta acrescidade de NaCl no tempo de 2 semanas. A frequéncia das
ILC2 também se mostrou reduzida nos tempos 2 e 3 semanas apds a introducio da
dieta HSD. Por outro lado, a frequéncia das ILC3, responsaveis pela producao de IL-
17, se apresentou elevada apds 2 semanas de dieta rica em sal quando comparado ao
grupo que consumiu dieta padrao (Figura 20). Esses resultados estdo de acordo com
os dados anteriores mostrando que ndo so as células Th17 seriam responsaveis pela
inflamacdo intestinal causada pela HSD e sugerem que as ILC3 podem ter

participag@o ativa nesse processo.
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Figura 20. Avaliaciao da frequéncia de ILCs na mucosa coldonica. Camundongos C57BL/6
foram alimentados com dieta rica em sal (HSD) por 3 semanas. Apds esse tempo de consumo
da dieta, o colon desses animais foi retirado e as células da ldmina propria isoladas e
analisadas por citometria de fluxo. A frequéncia de células linfoides inatas (ILC) foi
considerada a partir das células Lin (CD3, CD4, CD8, CD14, CD16, CD19, CDl11c, FceR1a)
CD45 cKit'CD127 Tbet" para ILC1 (A); Lin (CD3, CD4,CD8, CD14, CD16, CD19, CDl ¢,
FceR1a)CD45"cKit” CD127 ' GATA3" para ILC2 (B); Lin (CD3, CD4,CDS, CD14, CD16,
CD19, CDllc, FceRla) CD45°cKit™ CD127RORgT’ (C). Os camundongos foram
eutanasiados ap6s 1, 2 e 3 semanas de dieta AIN93G (grupo controle) ou dieta rica em sal
(grupo HSD). Niveis de significincia baseados no Teste ¢ de Student. Diferencas
estatisticamente significativas sdo representadas por asterisco (*). O nivel de significancia
minimo aceito foi p<0,05.

O consumo de dieta rica em KCIl também levou a altera¢cdes na

mucosa intestinal de camundongos C57BL/6

Considerando os resultados obtidos com a dieta rica em NaCl, resolvemos
investigar se as alteracdes observadas apds a ingestdo de altas concentragdes de
cloreto de sodio seriam exclusivas desse sal ou poderiam ocorrer na presenga de um
composto distinto. Para isso, utilizamos o cloreto de potéssio (KCl) como sal controle

nesse experimento. Analisamos tanto o célon de camundongos alimentados com dieta

90



g/dL

rica em KCI sem colite quanto aqueles alimentados com essa dieta e que receberam
solucdo contendo 1% DSS na mamadeira. Observamos que os camundongos que
receberam o cloreto de potassio também apresentaram algumas altera¢des decorrentes
da dieta. Os animais do grupo KCI1 + DSS, assim como aqueles do grupo NaCl + DSS,
apresentaram escore clinico aumentado da doenca do que os animais que receberam
dieta padrdo. Também foi observada reducdo de hemoglobina nos dois grupos
submetidos com colite induzida por DSS, o que pode ter ocorrido devido ao intenso

sangramento retal presente nos animais desses grupos (Figura 22).
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Figura 22. Alteracdes em camundongos C57BL/6 apés consumo de dieta rica em KCI.
Camundongos C57BL/6 submetidos a dieta paddo e sem colite (grupo controle), ou
submetidos a dieta HSD (rica em NaCl) mas sem colite (grupo HSD), camundongos
submetidos a dieta rica em KCI mas sem colite (grupo KCl), camundongos que receberam
dieta padrdo e DSS 1% na mamadeira durante 7 dias (grupo DSS), camundongos que
receberam dieta rica em NaCl e DSS 1% durante 7 dias (grupo HSD + DSS) e camundongos
que receberam dieta rica em KCl e DSS % durante 7 dias (grupos KCl + DSS) foram
submetidos a um protocolo de 3 semanas e foram eutanasiados ao final. (A) Hemoglobina (B)
O indice clinico da doenca foi obtido por meio de pontuacdes atribuidas aos parametros:
percentual de perda de peso, diarreia e sangramento (C) Linfécitos totais. As citocinas 1L-23
(D) e IFN-y (E) foram mensuradas em extrato de tecido através da técnica de ELISA (F)
Creatinini plasmatica. Niveis de significancia baseados no Teste ¢ de Student. Diferencas
estatisticamente significativas sdo representadas por asterisco (*). O nivel de significancia
minimo aceito foi p<0,05.
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Com o mesmo propdsito, foram testadas ainda uma dieta rica em MgCl, e
outra dieta com acréscimo de manitol (dados ndo mostrados). Apos o consumo de
ambas as dietas pelo periodo de 3 semanas, os camundongos ficaram gravemente
doentes e ndo foi possivel dar continuidade aos experimentos. Embora os dados
desses experimentos nao estejam analisados, os resultados preliminares mostraram
que esses agentes também tiveram efeito deletério quando administrados em excesso

na dieta dos animais.
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DISCUSSAO
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DISCUSSAO

O conhecimento acerca da associagdo da dieta rica em cloreto de s6dio com

doengas cardiovasculares, hipertensdo arterial, danos aos rins, com possivel declinio

nas fungdes renais, ja esta bem estabelecido (OHTA et al, 2013). Contudo, pouco se
sabe sobre a influéncia da dieta rica em sal em fatores imunoldgicos. Em 2013, dois
trabalhos importantes foram publicados mostrando uma associa¢do inédita entre
aumento na concentracao de NaCl e desenvolvimento de células Th17. Esses estudos
mostraram ainda que o consumo de uma dieta com acréscimo de NaCl resultava no
agravamento de uma doenga autoimune, a Esclerose Autoimune Experimental (EAE)
em camundongos (KLEINEWIETFELD et al, 2013; WU et al, 2013). A partir de
entdo, alguns autores tém tentado mostrar os mecanismos envolvidos nesse processo
(BINGER et al, 2015; TUBBS et al, 2017; WEI et al, 2017; WILLEBRAND and
KLEINEWIETFELD, 2018).

Considerando que o primeiro contato dos componentes dietéticos € o intestino,
no presente estudo, decidimos investigar a influéncia do consumo de dieta rica em sal
na mucosa coldnica de camundongos. Alguns estudos recentes mostraram que a
administracdo de uma dieta rica em sal (HSD), além de induzir a diferenciagdo de
células Th17, também foi capaz de agravar a colite experimental em camundongos
por meio da via de sinalizacdo da SGK1 (WEI et al, 2017; MONTELEONE et al,
2017; TUBBS et al, 2017). Entretanto, nenhum desses estudos examinou o efeito
danoso direto causado pelo NaCl na mucosa coldnica sem indugdo prévia de
inflamacdo. Além disso, todos eles propdem as células Thl7 como unicas
responsaveis pela inflamagdo dependente de IL-17 causada pelas altas concentragdes
de cloreto de sodio.

No presente estudo, utilizamos uma dieta com concentragdo elevada de NaCl
(4%) que nomeamos de dieta rica em sal (HSD). Esse teor de NaCl ¢ o mesmo
utilizado por diferentes autores em trabalhos anteriores (KLEINEWIETFELD et al,
2013; TUBBS et al, 2017). Inicialmente, demonstramos que o consumo da dieta rica
em sal por 3 semanas resultou em elevacdo da pressdo arterial média dos
camundongos quando comparados aos animais que consumiram a dieta padrdo. Esse
resultado mostrou que a dieta utilizada neste estudo resultou em efeitos biologicos

esperados para uma dieta com alto teor de NaCl, visto que ja € bem estabelecido que a
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ingestdo de sodio além do recomendado pode levar ao desenvolvimento de
hipertensao arterial (FARQUHAR et al, 2015).

Com relacdo aos seus efeitos diretos na mucosa do intestino, observamos que
o consumo de HSD por 3 semanas levou a uma leve inflamac¢do na mucosa do célon
de camundongos C57BL/6 constatada pela deplecio de células caliciformes,
ulceragdo, erosdo, destruicdo da camada muscular da mucosa bem como edema na
camada submucosa. Além disso, os camundongos alimentados com HSD também
apresentaram aumento na permeabilidade intestinal, outro sinal tipico de inflamagao
intestinal (ANTONI et al, 2014).

Os efeitos inflamatérios desencadeados pelo consumo da dieta rica em NaCl
(HSD) na mucosa do célon incluiram ainda produgdo de grandes quantidades de IL-
23, mas ndo de IFN-y, frequéncia aumentada de células T CD4'IL-23R" e de
neutrofilos, sugerindo a ativagdo local do eixo de sinalizagdo da citocina IL-17.
Confirmando essa hipdtese e a dependéncia dessa citocina para o desencadeamento do
processo inflamatdrio no nosso modelo, ndo foram detectados sinais de inflamacao no
colon de camundongos C57BL/6 deficientes para IL-17. Todos os estudos até o
momento sobre o papel de dietas ricas em sal (NaCl) na EAE ou em modelos de
colite, mostram a participacdo essencial da IL-17 nesse processo e atribuem as células
Th17 a produgdo exclusiva dessa citocina no processo (KLEINEWIETFELD et al,
2013). No entanto, vale lembrar ainda que a IL-23 ¢ uma citocina importante para o
desenvolvimento e estabilizagdo de células Th17 e também para as células linfoides
inatas do tipo 3 produtoras de IL-17 (HARRINGTON et al, 2005). Além disto, ambas
as populagdes celulares, Th17 e ILC3, sdo muito abundantes na mucosa intestinal
(UENO et al, 2017; MAO et al, 2018).

Para averiguar se a IL-17 necessaria para o processo de inflamagao intestinal
induzida pela HSD provinha exclusivamente de células Th17, testamos os efeitos do
consumo da dieta em camundongos RAG-/-, que ndo produzem linfocitos B nem
linfocitos T. Apds 3 semanas de consumo de HSD, esses camundongos
desenvolveram uma inflamagdo identificavel histologicamente na mucosa coldnica
indicando que as células T ndo sdo necessarias para o processo inflamatdrio
desencadeado pela dieta acrescida de sal. No entanto, essas alteragdes eram de uma
intensidade significativamente menor que aquelas apresentadas pelos camundongos
selvagens. Esse resultado demonstrou, assim, que embora as células Thl7 sejam
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importantes nos efeitos inflamatorios da HSD, outras células participavam do
processo. Além disto, observamos que o consumo da dieta rica em sal induziu o
aumento da frequéncia de células linfoides inatas do tipo 3 (ILC3) na lamina propria
coldnica. Esse aumento ocorreu concomitantemente com a reducdo na frequéncia de
ILC1 e ILC2, o que pode ter acontecido devido a um mecanismo compensatorio. As
ILC3 sdo conhecidas por terem fungdes homologas as células Th17, sendo produtoras
de IL-17, IL-22 e desenvolvidas na presenca de IL-23 além de serem dependentes do
fator de transcrigdo RORyt. De maneira analoga, as ILC1 sdo ditas como as versdes
inatas das Thl e as ILC2 das células Th2 (GASTEIGER and RUDENSKY, 2014).
Assim como as Thl7, as ILC3 s3ao muito abundantes na mucosa do intestino ¢
apresentam func¢des de homeostase ao produzirem IL-22/IL-17 em resposta a IL-23 e
IL-13 (FORKEL and MJOSBERG, 2016). Contudo, em situacdes de quebra da
homeostase, as [ILC3 podem induzir efeitos patogénicos na mucosa como ¢ o caso das
doengas inflamatdrias intestinais nas quais a frequéncia de ILC3 estd muito
aumentada (PEARSON et al, 2016). Atualmente, o papel das ILCs na patogénese de
doengas inflamatdrias intestinais ja € bem estudado e essas células ja sdo consideradas
potenciais alvos terapéuticos para o tratamento dessas doengas (XIONG and
TURNER, 2018). O papel das ILCs também estd descrito em modelos experimentais
de doenca inflamatdria intestinal associado com dano epitelial e secre¢do de IL-13 por
células intestinais epiteliais. Quantidades excessivas de cloreto de s6dio podem agir
diretamente nas células epiteliais intestinais estimulando a secrecdo de IL-1B. Foi
relatado que essa citocina promove a resposta imune inata na inflamagdo intestinal
desencadeada por Helicobacter hepaticus por meio do recrutamento de granulocitos e
acumulo e ativagdo de ILCs. Nesse estudo, a IL-1 promoveu resposta Th17 tanto por
meio de células CD4 Th17 quanto por ILC3 no intestino, ¢ uma relagio de sinergia
entre os sinais de IL-1p e IL-23 sustentou as respostas inatas e adaptativas no
intestino (COCCIA et al, 2012). No nosso caso, a participacdo de células Th17 nos
efeitos induzidos pela HSD ¢ clara, visto que o escore histoldégico de camundongos
RAG-/- ¢ mais baixo do que de camundongos selvagens. Entretanto, nossos resultados
também mostraram que a inflamagao intestinal dependente de IL-17 apos consumo de
HSD continua ocorrendo na auséncia de linfocitos. Assim, o mais provavel ¢ que
ambas as células, Th17 e ILC3, participem da inflamag¢do desencadeada pela dieta rica

em sal no nosso modelo.
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E sabido que a IL-17 induz a liberagdo células epiteliais e endoteliais a
liberarem quimiocinas e outros quimioatrativos, o que aumenta a resposta
inflamatoria por meio do recrutamento de neutrofilos (LAAN et al, 1999). Efeitos
protetores da IL-17, nas doengas inflamatorias por exemplo, também sdo reportados.
Essa dicotomia foi recentemente explicada pela observagdo de que a IL-17 promove a
fungdo de barreira intestinal na auséncia de IL-23 (MAXWELL et al, 2015; LEE et al,
2015). Consequentemente, a producdo de IL-17 independente de IL-23 ¢ considerada
protetora, enquando a producdo de IL-17 na presenca da IL-23 pode ser deletéria. No
nosso estudo, a inflamag¢do causada pela HSD aconteceu de forma associada com o
aumento da producdo de IL-23 assim como na presenca de aumento da frequéncia de
células CD4" expressando o receptor IL-23R da citocina e de ILC3, o que nos sugere
um papel patogénico dessas células no colon dos camundongos. Ao mesmo tempo,
ndo foram encontradas altera¢des nas frequéncias de células T reguladoras (CD4"
CD25" Foxp3") na mucosa do colon de camundongos alimentados com dieta rica em
NaCl.

Dois estudos provavelmente iniciados concomitantemente ao nosso, mas
publicados antes, mostram que o consumo da dieta rica em sal (NaCl) pode levar ao
agravamento da colite experimental (WEI et al, 2017; TUBBS et al, 2017). Wei ¢
colaboradores, utilizando um modelo de colite experimental induzida por TNBS,
mostraram que o consumo de dieta rica em sal (4% NaCl), foi capaz de exacerbar a
inflamacdo intestinal e que esse efeito estava associado ao aumento na producdo de
IL-17 e da frequéncia de células Th17. Além disto, o consumo da dieta inibiu a
capacidade supressora das células T reguladoras CD4+Foxp3+ e a produgao de IL-10
no colon (WEI et al, 2017). Tubbs e colaboradores também mostraram o potencial de
exacerbagdo da inflamagdo intestinal em camundongos deficientes de IL-10 que
desenvolvem espontaneamente colite, na colite induzida por DSS e também em
camundongos infectados com Salmonella typhimurium. A inflamagdo da mucosa
colonica foi agravada pelo consumo de dieta rica em sal por um mecanismo
envolvendo a via de sinalizagdo de TLR4 via MAPK ¢ SGK1 (TUBBS et al, 2017).
Nesses trabalhos a concentragao de NaCl utilizada na dieta, assim como o tempo de
consumo foram semelhantes ao que utilizamos no nosso estudo.

Em nosso estudo, o consumo de HSD também agravou a colite induzida tanto

por DSS quanto por TNBS em camundongos C57BL/6 ¢ BALB/c, respectivamente.
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Investigando os mecanismos envolvidos na exacerbagdo da colite, observamos que o
efeito estava associado a diferenciacdo de células Th17, com aumento da expressao de
IL-23R e do fator de transcricio RORyt por células T CD4', como anteriormente
descrito para os efeitos do consumo da HSD no desenvolvimento da encefalomielite
autoimune experimental (KLEINEWIETFELD et al, 2013).

Em nenhum dos estudos anteriores, no entanto, foi examinado o efeito da HSD
na mucosa intestinal integra como mostramos. Nossa hipdtese ¢ que o evento
inflamatorio inicial desencadeado pelo consumo da HSD seja um gatilho precoce que
deixaria a mucosa coldonica predisposta a um aumento da produ¢do de IL-17. Um
segundo insulto como o DSS ou TNBS teria seu efeito inflamatorio, entdo,
potenciado. Nossos dados sugerem ainda que o evento inicial desencadeado na
mucosa integra seria dependente de IL-17 produzida tanto por ILC3 quanto de células
Thl17.

Como citado anteriormente, alguns estudos ja relacionaram a diferenciacio
das células Th17 com o agravamento da colite experimental apds o consumo de HSD
(WEI et al, 2017; MONTELEONE et al, 2017; TUBBS et al, 2017). No entanto,
nosso trabalho foi o Uinico até o momento mostrando que, além das células T, outras
células, como as ILC3, também estdo envolvidas na inflamagdo intestinal
desencadeada pelo consumo de sal. Considerando que as ILCs s3o a versdo inata das
células Th e que ambas estdo envolvidas na producao de IL-17, é muito plausivel que
essas células tenham participacdo no processo inflamatorio que se seguiu a ingestao
cronica de NaCl. E também possivel que os receptores e a via de sinalizagio utilizada
por esses dois subtipos celulares, Th17 e ILC3, sejam compartilhados. Essa ¢ uma
hipotese ainda a ser testada.

Ja& foi descrito que as células Th17 sdo induzidas pela HSD por meio da via de
sinalizagdo da  enzima SGKI1 (serum and  glucocorticoid  kinase)
(KLEINEWIETFELD et al, 2013; WU et al, 2013). A habilidade das células em
detectar mudancas dindmicas em seu ambiente e de entdo montar respostas
fisiologicamente apropriadas requer comunicagdo entre moléculas reguladoras que
podem integrar de maneira coordenada os sinais intracelulares que emanam de
diferentes cascatas de sinalizagdo de receptores. A SGKI, como um desses
componentes intracelulares, ¢ reconhecida como um interruptor critico dependente de

estimulo, que controla as respostas celulares a uma variedade de sinais extracelulares
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distintos. Estudos recentes tém implicado o papel da SGK1 na transdu¢do de sinais
vitais para a sobrevivéncia celular e respostas proliferativas (WEBSTER et al, 1993;
BUSE et al, 1999; MIKOSZ et al, 2001; XU et al, 2001), no controle da atividade do
canal de sodio epitelial (ENaC) e na homeostase do sddio na nefropatia associada a
diabetes (KUMAR et al, 1999; LANG et al, 2000), bem como na doenga inflamatoria
(FILLON et al., 2002) e na reparacao de feridas por fibroblastos (IYER et al, 1999). A
SGK1 tem sido associada a fungdo de varios canais i6nicos, como o canal de cloreto
dependente de regulador transmembrana da fibrose cistica (WAGNER et al, 2001) e
certos canais de potéassio dependentes de voltagem envolvidos na excitabilidade
neuronal (WARNTGES et al, 2002), além do ENaC. Consistente com sua funcdo
osmorregulatoria adaptativa, um estudo mostrou que camundongos deficientes para
SGKI1 apresentam capacidade prejudicada de diminuir adequadamente a excrecao de
Na" durante a restri¢io dietética de NaCl (WULFF et al., 2002).

Em nosso estudo, analisamos a expressao da SGK1 em extratos do célon dos
camundongos em diferentes momentos: 90 minutos apds gavagem géastrica de solugdo
rica em NaCl (50%) e em diversos tempos apds o consumo de dieta rica em sal (24h,
36h, 48h, 72h, 120h e 3 semanas). Surpreendentemente, ndo observamos aumento na
expressdao de SGK1, apenas uma tendéncia de aumento no tempo de 90 minutos e
reducdo significativa ap6s 3 semanas de dieta. A SGKI1 ¢ uma enzima de agdo
precoce, sua expressdo aumenta a partir do estado de repouso em poucos minutos
(CORIC et al, 2004), sendo que esse efeito ocorre logo apds o consumo de elevadas
quantidades de sal. Isto sugere que a ativagdo de SGK1, assim como outros pontos da
sua via de sinalizacdo, podem participar dos efeitos inflamatérios da HSD,
especialmente no caso do envolvimento de ILCs, mas em momentos iniciais do
processo. Além disso, a expressdo de SGK1 pode aumentar apos alguns minutos de
consumo de HSD e depois ser revertida por meio de um mecanismo compensatorio, o
que explicaria a redu¢cdo de SGK1 no grupo que consumiu HSD por 3 semanas no
presente estudo. Os resultados de andlises da associacdo de HSD e expressdo de
SGK1 também sdo ambiguos em outros estudos. Em um estudo utilizando ratos, os
autores detectaram a redu¢ao de SGK1 em resposta ao consumo de HSD, enquanto
que, em outro estudo desenvolvido pelo mesmo grupo, ratos alimentados durante 5
semanas com HSD ndo apresentaram diferencgas na expressdao de SGK1 (CORIC et al,

2004; BHARGAVA et al, 2001). Em trabalho similar investigando os efeitos de dieta
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rica em sal, a expressio de SGKI estava reduzida em cdlon de animais apods
adrenalectomia, mas permaneceu inalterada com deplecdo de sédio ou inje¢do de
aldosterona (SHIGAEYV et al, 2000). Outros autores, no entanto, relataram aumento da
expressao dessa enzima sob as mesmas condi¢cdes (LIENHARD et al, 2012; PEARCE
and KLEYMAN, 2007).

Em nosso estudo, o consumo de dietas contendo altas concentragdes de outros
sais como cloreto de potassio também levou a exacerbacdo da colite induzida por
DSS, sugerindo que o cloreto de sodio e a ativagdo de SGK1 podem ndo ser os Gnicos
mecanismos desencadeadores da inflamacdo por HSD. Avaliamos alteracdes
provocadas pelo KCI com o intuito de verificar se inflamacao decorrente do consumo
aumentado de NaCl seria exclusivo desse sal. Observamos resultados semelhantes
com relagdo ao escore clinico, citocinas e hemograma. Uma possivel justificativa para
a semelhanca nos resultados obtidos com o KCl e o NaCl seria a WNK (with no lysine
K) uma proteina quinase deficiente em lisina presente em todos os eucariotos que
apresenta conexdes com transportadores e canais de ions, co-transportadores de KCl e
NaCl, canal renal de potassio e canal epitelial de s6dio (ENaC). Sabe-se que a WNK
ativa outras proteinas quinases que modulam o transporte de ions, inclusive a SGK1
(XU et al, 2005).

Testamos ainda o efeito do consumo de uma dieta rica em MgCl, na colite
induzida por DSS em camundongos C57BL/6 para avaliarmos um sal sem influéncia
do potassio que poderia estar ativando a WNK e outra dieta com acréscimo de manitol
para avaliarmos os efeitos da osmolalidade (dados ndo mostrados). Apos o tratamento
por 3 semanas com ambas as dietas, os camundongos foram desafiados com solucdo
contendo 1% de DSS por 7 dias para avaliar o efeito dessas dietas na colite
experimental. Os animais ficaram gravemente doentes e ndo foi possivel dar
continuidade aos experimentos. Aparentemente entdo, essa dieta também levou a um
agravamento da colite embora os resultados sejam preliminares. Nos estudos
conduzidos por Kleinewietfeld e colaboradores mostrando a piora da EAE apods
aumento de NaCl na dieta, a dieta rica em MgCl, ndo levou ao agravamento da
doenga da mesma maneira que o NaCl (KLEINEWIETFELD et al, 2013). No nosso
caso, precisamos investigar se outras moléculas podem desencadear as alteracdes
inflamatorias causadas pelo NaCl. Além da osmolaridade e do sal utilizado, ainda ha

outros fatores que podem estar envolvidos no desencadeamento da inflamagdo. Um
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estudo recente mostrou que o alto consumo de sal induz ativagdo de Th17 e a piora de
EAE (Encefalomielite autoimune experimental) ao afetar a microbiota intestinal,
particularmente ao depletar Lactobacillus murinus (WILCK et al, 2017). Além do
mais, parece existir mais do que um mecanismo ativado apds a ingestdo de altas
concentragdes de NaCl resultando em eventos inflamatorios dependentes de IL-17.
Assim, ndo podemos excluir a possibilidade de que a mudanca da microbiota
intestinal ocasionada pelo consumo de grandes quantidades de sal também estaria
agindo na inducao de inflamagao intestinal e na piora da colite no nosso modelo.

Nao realizamos a andlise de microbiota nos camundongos submetidos ao
consumo de HSD, mas outros autores ja demonstraram que a microbiota pode
responder a flutuacdes na composi¢do da dieta, levando a alteragcdes na microbiota
intestinal. Miranda e colaboradores mostraram que a exacerbacdo da colite
experimental pela dieta rica em sal (HSD) foi associada com a redugdo de
Lactobacillus sp e reducdo na producao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Os
autores acreditam que essas mudancas alteraram a homeostase do sistema imune
intestinal levando a uma maior vulnerabilidade e a ocorréncia de inflamacao
(MIRANDA et al, 2018). As células Thl7 s3o particularmente afetadas pela
abundancia de bactérias comensais. Ivanov e colaboradores mostraram que a
colonizacdo do cdlon de camundongos com um unico tipo de microorganismo
comensal, a bactéria filamentosa segmentada (SBF), ¢ suficiente para induzir o
desenvolvimento de células Th17 produtoras de IL-17 e IL-22 na lamina propria. O
SFB adere firmemente a superficie das células epiteliais no ileo terminal de
camundongos com células Th17, mas estd ausente dos camundongos que possuem
poucas células Th17. A colonizagdo com SFB foi correlacionada com o aumento da
expressdo de genes associados a inflamagdo e defesas antimicrobianas (IVANOV et
al, 2009). Outro estudo, publicado em 2017 na Nature, demonstra que a dieta rica em
sal afeta o microbioma intestinal em camundongos, particularmente depletando
Lactobacillus murinus. Em humanos, esses autores observaram que a HSD levou a
reducdo de Lactobacillus sp, aumento da frequéncia de células Thl7, além do
aumento de hipertensao arterial (WILCK et al, 2017). Esses resultados sugerem uma
conexdo entre alta ingestdo de sal e o eixo sistema imune intestinal com énfase no
microbioma intestinal como potencial alvo terapéutico. Ainda nesse sentindo, Gury-

Benari e colaboradores discutem que a populagdo de ILCs do intestino podem agir de

101



formas muito mais diversas do que pensamos e essa plasticidade de agdo requer
constante sinalizagdo pela microbiota local. Seus resultados sugerem que a
colonizagdo comensal no estado de homeostase pode suprimir os elementos
reguladores envolvidos na determinacdo do destino das ILC3 e a execucdo do
programa transcricional associado, ou seja, a microbiota no estado de homeostase
pode inibir a acdo patogénica das ILC3 (GURY-BENARI et al, 2016). Diante dos
dados recentes disponiveis na literatura, podemos supor que as alteracdes na
homeostase do sistema imune, o aumento da frequéncia de Th17 e ILC3 e a piora da
colite observadas no nosso podem também estar associados a alteragdo na microbiota.

Observamos também que animais submetidos ao consumo cronico de dieta
rica em sal apresentavam niveis reduzidos de IgA secretoria no colon. Sabemos que a
IgA ¢é uma imunoglobulina importante na protecdo da mucosa intestinal e no
estabelecimento da tolerancia imunoldgica. Mudangas na composi¢do da microbiota
intestinal podem desencadear alteragdes nas respostas imunes de diversas maneiras,
incluindo efeitos na maturacdo e na producdo de anticorpos por células B (PETTA et
al, 2018). Galdeano e Perdigon, em 2006, ¢ Holsher, em 2012, mostraram que a
administracdo de Lactobacillus casei levou ao aumento da frequéncia de células B
produtoras de IgA (GALDEANO and PERDIGON, 2006; HOLSCHER et al, 2012).
Assim, a redugdo na producdo de IgA no célon de animais alimentados com HSD
pode ser o resultado do impacto dessa dieta na microbiota intestinal.

Ainda ha muito o que explorar nessa area. Um dos desafios ¢ definir qual
evento desencadeia qual: dieta rica em sal altera a microbiota levando a alteragdes
imunes como o incremento na frequéncia de células Th17 e ILC3 assim como redugdo
na IgA secretoria? Ou, alternativamente, tais alteragdes imunoldgicas sdo diretamente
induzidas pela dieta e podem inclusive levar a mudangas na microbiota?

O alto teor de s6dio na dieta ocidental e os resultados surpreendentes dos
ultimos anos sobre os efeitos inflamatdrios do sal criam a necessidade de estudos mais
avancados no tema. Sera importante determinar se os efeitos do sal abrangem outras
doengas cronicas. Lanaspa e colaboradores mostraram, por exemplo, que a dieta rica
em sal pode facilitar o desenvolvimento de doencas como obesidade e diabetes tipo 2
levando ao aumento da produgdo de leptina, além de resisténcia a leptina (que

antecede o ganho de peso) (LANASPA et al, 2018).
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Nossos achados, juntamente com os trabalhos recentemente publicados que
investigam a agdo do cloreto de so6dio no sistema imune apresentam o sal como um
agente cujas diversas agdes em sistemas bioldgicos merecem investigacdo mais

detalhada.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS
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Conclusao

Nossos resultados indicam que o consumo de dieta rica em sal (NaCl) foi
capaz de iniciar um processo inflamatério na mucosa colonica de camundongos e de
exacerbar o desenvolvimento da colite experimental. As alteracdes induzidas por
HSD foram associadas ao aumento na frequéncia de células T CD4'IL-23R" e
também de células linfoides inatas do tipo 3 (ILC3). A inflamagdo induzida pela HSD

foi dependente de IL-17, mas apenas parcialmente dependente de linfocitos.

Perspectivas

Os cfeitos das altas concentragdes de sal no sistema imune € no
desenvolimento de doencas inflamatdrias ¢ um fenomeno que merece ser investigado
mais detalhadamente pelo potencial de descobertas que ele anuncia.

Nosso grupo pretende investigar outros aspectos da agdo do cloreto de sddio
na mucosa intestinal e no sistema imune. As proximas perspectivas para nosso
trabalho sdo as seguintes:

v’ Esclarecer melhor o papel da SGK1 no desenvolvimento das células Thl7,
investigando diferentes tempos;

v’ Esclarecer a participagdo das ILC3 nos efeitos do sal na mucosa intestinal
utilizando camundongos C57BL/6 deficientes no gene que codifica a cadeia
yc comum dos receptores de citocinas IL-2, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21 (esses
animais nao possuem linfocitos nem ILCs);

v' Investigar se a via de sinalizagdo utilizada pelo NaCl nas células Th17 é a mesma
utilizada nas ILC3;

v Analisar as medidas de IL-17 no c6lon dos camundongos que foram submetidos a
dieta rica em sal;

v’ Avaliar os efeitos da dieta rica em sal no intestino delgado;

v Analisar se a deple¢do da microbiota (por coquetel de antibidticos) altera a ag¢do

inflamatoria da dieta rica em NaCl na mucosa integra;
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v' Investigar os efeitos do alto consumo de sal na obesidade, diabetes tipo 1 e

diabetes tipo 2.
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