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Resumo

Tributirina € o triacilglicerol composto por trés moléculas de &cido
butirico que tem efeitos benéficos na saude intestinal por sua acao tréfica e
efeitos anti-inflamatorios, pré-apoptoéticos e anticancerigenos. O objetivo desse
estudo foi avaliar os efeitos e 0s possiveis mecanismos de acdo da
suplementacdo com tributirina na colite experimental induzida por sulfato de
sodio dextrano. Para isso, camundongos receberam dieta padrdo (controle) ou
suplementada com tributirina (0,5%) durante dez ou quinze dias. A inducao da
colite ulcerativa foi feita pela administracéo de sulfato de sodio dextrano a partir
do sétimo dia experimental, por trés ou sete dias. Lesdes na mucosa,
percentual e ativacdo das células do sistema imunolégico: eosindfilo, neutrdfilo,
macrofago, célula dendritica, linfocitos B, linfocitos T auxiliar e linfocitos T
reguladores, e concentragdo das citocinas TNF-a, INF-y, IL-4, IL-17, IL-1(,
TGF-B e IL-10 foram determinadas por escore histolégico, citometria de fluxo e
ELISA, respectivamente. Por microscopia intravital foi analisado o rolamento e
a adesdo de leucocitos in vivo. O estresse oxidativo foi determinado pela
concentracdo de hidroperéxido e pela atividade de superdxido dismutase e
catalase. *"TcDTPA (4cido dietilenoaminopentacético) foi utilizado como
marcador de permeabilidade intestinal. Comparado com o grupo colite (ndo
suplementado com tributirina), o grupo colite + TBT apresentou reducdo do
dano da mucosa e dos infiltrados de neutrofilos e eosindfilos na mucosa
associados a maior percentagem de células T reguladoras e das citocinas anti-
inflamatorias TGF-B e IL-10 na lamina préopria. A adesdo de leucécitos na
microvasculatura do célon mostrou-se diminuida, in vivo, apés a ingestdo de
tributirina. Menor concentracdo de hidroper6xidos e maior atividade de
superoxido dismutase e de catalase foram associados a suplementacao com
tributirina.  Animais do grupo colite + TBT mostraram reducdo da
permeabilidade intestinal para niveis intermediarios entre os grupos controle e
colite. Além disso, com trés dias de ingestdo de sulfato de sddio dextrano, foi
observada lesdo da mucosa igual nos dois grupos com inducdo da colite e
também aumento do infiltrado de neutrofilos, além do aumento do estresse
oxidativo pelo aumento da concentracdo de hidroperéxidos e diminuigdo da

atividade da catalase nesses dois grupos, mostrando que a tributirina leva a
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melhora do quadro da doenca pela modulacdo do estresse oxidativo e do
infiltrado de neutrdéfilos. Em conclusdo, nossos resultados sugerem que a
tributirina administrada por via oral apresenta efeitos positivos na colite
experimental, reestruturando a mucosa col6nica por modular a resposta imune,
aumentando concentracdo de citocinas anti-inflamatérias e populacdo de
células T reguladoras e diminuindo infiltrado de eosindfilos e neutrdfilos, e por

modular o estresse oxidativo, aumentando atividade de enzimas antioxidantes.

Palavras-chave: tributirina, butirato, colite experimental, inflamacéo, estresse

oxidativo, citocinas.
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Abstract

Tributyrin is the triacylglycerol composed by three molecules of butyric
acid, which has beneficial effects in intestinal health due to its trophic, anti-
inflammatory, pro-apoptotic and anti-carcinogenic effects. Our goal was to
evaluate the efficacy and possible mechanisms of tributyrin supplementation in
experimental colitis induced by dextran sodium sulfate. For that, mice received
standard (control) or TBT-supplemented (0,5%) diets for ten or fifteen days.
Colitis was induced by dextran sodium sulfate administration from the seventh
experimental day, for three or seven days. Mucosa damage, percentage and
activation of immune cells: eosinophil, neutrophil, macrophage, dendritic cell, B
lymphocytes, helper T lymphocytes and regulatory T lymphocytes, and cytokine
TNF-a, INF-y, IL-4, IL-17, IL-1B, TGF-B and IL-10 were determinated by
histological score, flow cytometry and ELISA, respectively. Intravital microscopy
assessed the in vivo leukocyte rolling and adhesion. Oxidative stress was
determined by hydroperoxide concentration and superoxide dismutase and
catalase activities. *"TcDTPA (diethylenetriaminepentacetate acid) was used
as marker of intestinal permeability. Compared to colitis group (non-
supplemented), Colitis + TBT group presented reduced mucosal damage and
neutrophil and eosinophil mucosa infiltrations associated with higher percentage
of regulatory T cells and TGF-B and IL-10 anti-inflammatory cytokines in the
propria lamina. In vivo colon microvasculature leukocyte adhesion was
decreased after tributyrin intake. Lower level of hydroperoxide and higher
superoxide dismutase and catalase activities were associated with tributyrin
supplementation. Colitis + TBT mice showed reduced intestinal permeability to
levels between control and colitis groups. In addition, with three days intake
dextran sodium sulfate, mucosal damage was observed equal in both groups
with colitis induction, there was increased neutrophil infiltration, and increased
oxidative stress by increasing the concentration of hydroperoxides and
decreased activity catalase in these two groups, showing that tributyrin leads to
improvement of the disease by modulation of oxidative stress and neutrophil
infiltration. In conclusion, our results suggest that orally administered tributyrin
has positive effects in experimental colitis, restructuring the colonic mucosa by

modulating the immune response, increasing concentration of anti-inflammatory
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cytokines and regulatory T cell population and decreasing infiltration of
eosinophils and neutrophils, and by modulating oxidative stress by increasing

activity of antioxidant enzymes.

Keywords: tributyrin, butyrate, experimental colitis, inflammation, oxidative

stress, cytokines.
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Introducao

Colite ulcerativa e doenga de Crohn, dois tipos de doencgas inflamatérias
intestinais, sao distirbios complexos e de etiologia desconhecida (Haller,
2006). A primeira € tipicamente restrita ao célon e afeta principalmente a
mucosa, enquanto a segunda pode afetar qualquer parte do trato
gastrointestinal, da boca ao anus, e € capaz de alterar a parede intestinal
inteira (Marchesi et al., 2007).

A colite ulcerativa € um disturbio ulcero-inflamatério crénico recidivante
que comeca invariavelmente no reto e se estende ao longo do colon na direcéo
retrégrada. Trata-se de uma doengca em continuidade e tem como
caracteristicas a presenca de dor abdominal e crises de diarreia mucoide
sanguinolenta. Estes sintomas podem persistir por dias, semanas ou até meses
e a sequir regredir, para recidivar apés um intervalo assintomético de meses a
anos ou até mesmo décadas (Cotran et al., 1996; Mahan & Escott-Stump,
2002; Spencer et al., 2007).

Histologicamente, a fase ativa da doenca se caracteriza por abscessos
das criptas e ulceracbes que se estendem até a muscular, circundadas por
proeminente infiltrado inflamatorio. O processo inflamatério parece comecar na
profundidade das criptas e a medida que a doenca se torna crénica ocorre a
ruptura das criptas para dentro da lamina prépria e da submucosa levando a
extensdo lateral deste processo. Assim, a mucosa circundante € descolada e
se descama, produzindo ulceracdes (Cotran et al., 1996; Dianzani et al., 2006).
Além da resposta imunoldgica, com infiltracdo de neutrdfilos, eosinofilos e
linfécitos, as areas de ulceracdo da mucosa demonstram aumento da apoptose
das células epiteliais, que esta correlacionada positivamente com a gravidade
da doenca (Spencer et al., 2007).

O butirato, um importante acido graxo de cadeia curta, além de ser uma
essencial fonte de energia para os colonécitos, também influencia vérias
funcbes celulares que afetam a saude do coélon. O butirato apresenta efeitos
anticarcinogénicos e anti-inflamatoérios, pode alterar a barreira intestinal e tem
papel na saciedade e no estresse oxidativo, além de ser considerado agente
antidiarreico, uma vez que estimula a absor¢cdo de sodio e &gua. Este

composto € produzido no intestino pela fermentacdo de fibras soluveis, e as

24



Introducao

guantidades totais de butirato produzidas dependem do local de fermentacéo,
da estrutura quimica do composto fermentavel e da microbiota intestinal. A
maioria do butirato presente no intestino € metabolizada pelo epitélio do célon,
resultando em baixas concentracfes deste acido graxo na circulagdo portal e
sistémica (Hallert et al., 2003; Menzel et al., 2004; Dianzani et al., 2006;
Gassull, 2006; Hamer et al., 2008; Vieira et al., 2011).

Como o butirato é uma conhecida fonte energética dos colondcitos, a
falta deste no lumen ou a inabilidade de oxidacao do butirato leva a deficiéncias
nutricionais no epitélio colénico. Estas deficiéncias causam atrofia muscular a
curto prazo e colite nutricional a longo prazo, além de numerosos defeitos
celulares, maturacdo celular prejudicada, diminuicdo da sintese de muco e
lipogénese, resultando em integridade alterada e consequentemente aumento
da permeabilidade da membrana (Kinoshita et al., 2002). Em pacientes com
colite ulcerativa ativa, uma capacidade diminuida da mucosa intestinal para
oxidar butirato foi observada, enquanto que em pacientes com colite ulcerativa
inativa esta capacidade estava normalizada, sugerindo que uma oxidacao
anormal de butirato ndo € um defeito primario na origem desta doenca (Hamer
et al., 2008).

Estudos anteriores em nosso laboratorio mostraram que a administracéo
oral de butirato, em modelo de colite experimental induzida por sulfato de sodio
dextrano, melhorou a lesédo colonica e o perfil inflamatério da mucosa e do
linfonodo cecal, com a normalizacéo do infiltrado de neutréfilo e eosindfilo e de
linfécito B ativado e linfécito T auxiliar ativado (Vieira et al., 2011). Estes
resultados destacam o uso potencial do butirato como adjuvante no tratamento
da colite ulcerativa.

Apesar das vantagens do butirato, seu uso clinico € limitado por sua vida
atil curta, metabolismo e excrecdo rapidos, além dos efeitos colaterais, tais
como cefaleia, ndusea e anorexia. Para superar estas desvantagens existem
algumas alternativas, como a ingestéo de tributirina, um triglicerideo constituido
por trés moléculas de &cido butirico esterificadas ao glicerol, e ainda, por via
oral, o uso de microparticulas de butirato que envolvem o composto até sua
chegada no intestino, onde se dissolvem e liberam seu conteddo no ambiente
intestinal (Dianzani et al., 2006; Gassull, 2006; Hamer et al., 2008).
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A tributirina, presente naturalmente em leite e derivados, poderia
diminuir os efeitos indesejaveis observados com o butirato. Estudos mostram
efeitos positivos com o uso deste nutriente, diminuindo migracao leucocitaria e
producao de citocinas pro-inflamatorias, além de mostrar boa tolerabilidade em
pacientes (Edelman et al., 2003; Vinolo et al., 2011). Apesar desses resultados
positivos, estes estudos ndo testaram o efeito da tributiina em doencas
inflamatdrias intestinais, sendo necessaria esta avaliacdo, uma vez que este

nutriente pode ser um adjuvante no tratamento destas doencas intestinais.
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Sistema Digestivo

O sistema digestivo ndo € apenas um tubo por onde os alimentos
passam e o0 que é soluto € absorvido e 0 que é sdlido, eliminado, este conjunto
de 6rgdo é a mais profunda vinculacdo do organismo com o meio ambiente.
Desta interacdo decorre a sobrevivéncia, pois € gracas a ela que ha
processamento, registro e neutralizacdo de substancias estranhas que, desde
o primeiro dia de vida entram em contato com o organismo (Madi et al., 2001).

O sistema digestivo estende-se da boca ao anus. As células que o
revestem possuem um ciclo de vida variavel, e o intestino delgado possui o
menor ciclo de vida, que é de aproximadamente 3 a 5 dias antes de se
desprenderem no lumen. Estas células sdo completamente funcionais por pelo
menos 2 a 3 dias, conforme migram das criptas para o terco distal das
vilosidades (Mahan & Escott-Stump, 2002).

O tubo digestivo, ao longo de sua extensdo, € organizado
morfologicamente de maneira semelhante, sendo formado por uma camada
mucosa especializada, uma camada submucosa, uma camada muscular e uma
camada adventicia ou serosa (Gardner et al., 1971; Cotran et al., 1996).

A camada mais especializada e complexa de o todo tubo digestivo é a
mucosa, que é formada por tecido epitelial de revestimento, glandulas e pela
lamina prépria. As células epiteliais presentes nesta camada séo diferentes em
cada parte do sistema digestivo. Podem revestir vilosidades ou criptas,
permitem uma absorcao seletiva do material encontrado no limen intestinal,
secretam produtos de maneira diferenciada como muco (células caliciformes) e
imunoglobulinas, e expressam diversos marcadores celulares. Intrinsecas ao
tecido epitelial, encontram-se células especializadas na defesa do organismo,
como os linfdcitos intraepiteliais e as células M. As células M funcionam como
captadoras seletivas de macromoléculas, sendo também porta de entrada de
microrganismos, uma vez que sao desprovidas de glicocdalix, o que permite a
adesao de microrganismos. Estas células recobrem, principalmente, as placas
de Peyer, que sao aglomerados de nodulos linfoides na interface entre a

camada mucosa e submucosa, sendo muito raras nos vilos. A lamina prépria,
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por sua vez, € rica em células do sistema imune, como mastocitos,
macréfagos, neutréfilos, eosindfilos e linfécitos. A grande maioria das
interagdes que ocorre entre 0 meio ambiente intestinal e o organismo acontece
na camada mucosa (Cotran et al., 1996).

Fazem parte do sistema digestivo: boca, faringe, es6fago, estdmago,
intestino delgado, intestino grosso e anus, além do pancreas, do figado e da
vesicula biliar, responsaveis pela secrecdo de enzimas. O intestino delgado
estende-se do piloro até a juncdo ileocecocélica, onde se une ao intestino
grosso. Compreende o duodeno, jejuno e ileo, e € um 0Orgao indispensavel,
uma vez que é nele que o alimento é completamente digerido e absorvido
(Gardner et al., 1971).

O intestino grosso consiste do ceco e apéndice vermiforme, do cdlon,
composto por quatro partes (ascendente, transversa, descendente e sigmoide),
do reto e do canal anal. E caracterizado por sua mobilidade, capacidade de
distenséo, pela disposicao especial de sua musculatura e pelo tempo durante o
qual consegue reter o seu conteudo, sendo estas caracteristicas diretamente
relacionadas com algumas de suas fungbes, como a formacdo e o transporte
das fezes (Gardner et al., 1971). Microscopicamente, o coOlon ndo possui
vilosidades, a superficie absortiva € plana e pontilhada por inUmeras criptas
tubulares retas que se estendem para dentro da lamina propria. As criptas sédo
revestidas principalmente por células caliciformes e algumas células
enddcrinas. A superficie da mucosa é coberta em sua maior parte por células
absortivas e em suas superficies luminais apresentam microvilosidades,
responsaveis pela absorcdo de agua, acidos graxos de cadeia curta, entre
outros nutrientes. Dentro da mucosa estédo espalhados focos linfoides cobertos
por células ligeiramente achatadas capazes de engolfar e transferir os
antigenos para as células do sistema imune subjacentes (Cotran et al., 1996).

Antes do nascimento, o tubo digestivo € considerado estéril. A
microbiota comeca a ser formada a partir do nascimento, com os estimulos
externos, principalmente a alimentacdo. O principal sitio da microbiota é o
intestino grosso e estima-se que um total de 10 células fazem parte desta
microbiota, o que a torna o maior 6rgdo do corpo humano em termos de
nameros celulares. Em condi¢cbes normais, a microbiota € predominantemente

anaerdbica e possui varios papeis fisiolégicos, como indugéo da tolerancia e
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amadurecimento do sistema imunologico, desenvolvimento do epitélio
intestinal, producdo de substratos importantes por fermentacdo e controle da
populacdo aerébica e patégenos intestinais, contribuindo para a manutencéo
da homeostase (Coombes et al., 2005; Gassull, 2006).

Doencas Inflamatérias Intestinais

As doencas inflamatorias intestinais, como a colite ulcerativa e a doenca
de Crohn, sdo doencas complexas e multifatoriais. As teorias sobre as origens
destas doencas podem ser divididas em grupos: as que consideram o
envolvimento de um agente infeccioso; as que acreditam que mecanismos
imunoldgicos iniciam ou perpetuam a doenca; e a que indica envolvimento de
mecanismos psicossomaticos, genéticos, dietéticos, vasculares, traumaticos,
hormonais, além da microbiota intestinal, uma vez que pacientes com doencas
inflamatorias intestinais tém niveis diminuidos de bactérias responsaveis pela
producdo de acidos graxos de cadeia curta. Apesar destas hipéteses, a causa
das doencas inflamatérias intestinais continua desconhecida. Ha um consenso
de que principalmente fatores genéticos e ambientais estejam envolvidos na
patogénese destas doencas, resultando em um desequilibrio no balanco
normal entre a microbiota intestinal, a integridade e funcdo das células
epiteliais intestinais e o sistema imunoldgico. Isto mostra que um Unico agente
ou mecanismo isolado ndo é suficiente para desencadear a inflamacgéao
intestinal (Cotran et al., 1996; Mahan & Escott-Stump, 2002; Hallert et al., 2003;
Dohi & Fujihashi, 2006; Marchesi et al., 2007; Kang et al., 2008).

Evidéncias mostram que a quebra da tolerancia oral, com papel
essencial da microbiota, pode contribuir de modo importante para o
desenvolvimento e perpetuacdo das doencas inflamatérias intestinais que
tiveram inicio, muitas vezes, meses ou anos antes do seu diagnéstico. Esta
constatacao vem de estudos que mostram que camundongos nocautes para a
citocina IL-10, modelo para o desenvolvimento da colite ulcerativa, quando
mantidos em condicao isentas de germes e com inducéo da doenca por drogas
como DSS e TNBS nédo desenvolvem a condi¢cdo patologica (Garside et al.,
1999; Ramos et al., 1999; Uhlig & Powrie, 2003; Rakoff-Nahoum et al., 2004;
Haller, 2006).
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Alguns sinais e sintomas apresentados por pessoas com doencas
inflamatoérias intestinais sé@o obstrugbes parciais do tubo digestivo, ma
absorcdo, aversdes e associagfes alimentares, episodios de dor abdominal,
diarreia, perda de peso entre varios outros (Cotran et al., 1996; Hendrickson et
al., 2002; Mahan & Escott-Stump, 2002; Hallert et al., 2003; Dohi & Fujihashi,
2006; Haller, 2006; Marchesi et al., 2007; Kang et al., 2008).

As doencas inflamatérias intestinais aparecem em qualquer fase da vida,
tendo alta incidéncia na populacéo de origem caucasiana, com idade entre 15 e
35 anos (Mahan & Escott-Stump, 2002; Pallis et al., 2002). Estudos
epidemiologicos e familiares tém mostrado evidéncias de que fatores genéticos
sdo importantes na determinacdo da suscetibilidade a estas doencas. A
evidéncia mais forte vem de estudos com gémeos; a razdo de concordancia de
doenca de Crohn reportada foi de 58% em gémeos idénticos, enquanto que em
gémeos dizigoticos a concordancia nao foi significativamente diferente. Dados
especificos de colite ulcerativa mostram uma concordancia de 6 a 17% entre
gémeos homozigoticos e de 0 a 5% entre dizigbticos. Além disso,
aproximadamente 15% a 30% dos pacientes acometidos tém historico familiar
destes disturbios (Pallis et al., 2002; Bouma & Strober, 2003; Loftus, 2004;
Lakatos & Lakatos, 2007a; Xavier & Podolsky, 2007).

A prevaléncia de colite ulcerativa e doenca de Crohn é de 10 a 200
casos por cem mil pessoas na América do Norte e a incidéncia é de 6 a 12
novos casos por cem mil habitantes para colite ulcerativa e 5 a 7 novos casos
por cem mil habitantes para doenca de Crohn (Andres & Friedman, 1999;
Blumberg & Strober, 2001; Bouma & Strober, 2003). A prevaléncia na Europa &
ainda maior, de 160 a 320 pacientes por cem mil habitantes, e a incidéncia é
em torno de 16 novos casos por cem mil habitantes (Koutroubakis et al., 1999;
Pallis et al., 2002). Ainda nao existem dados que relatam incidéncia e
prevaléncia no Brasil, sendo necessario que estudos nacionais sobre estas
doencas inflamatodrias intestinais sejam feitos.

O diagnéstico dos pacientes com colite ulcerativa e doenca de Crohn é
baseado em manifestacbes clinicas intestinais e extraintestinais. As
manifestacbes extraintestinais, como exemplo a perda de peso, estédo
geralmente associadas a atividade intestinal e podem ocorrer antes ou

simultaneamente as outras manifestacdes e/ou como efeito colateral do
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tratamento farmacoldgico. Colite ulcerativa e doenca de Crohn apresentam
diferengcas com relacdo as manifestagbes intestinais, e o impacto destas
doencas sobre o sistema digestivo varia dependendo do local afetado, da
natureza e da extensao da inflamacéo intestinal (Hendrickson et al., 2002).

A incidéncia anatdmica da doenca de Crohn é variavel, mas observa-se
que o ileo terminal frequentemente € afetado. A inflamacdo pode ser
transmural, estendendo-se da camada mucosa até a camada serosa,
resultando em abscessos no tubo digestivo ou na formacdo de fistulas
(Hendrickson et al., 2002). A doenga de Crohn, comparada a colite ulcerativa,
possui sintomas clinicos mais sutis, e, consequentemente, um diagndstico mais
tardio. Quando a doenca de Crohn afeta o c6lon, sempre € menos intensa que
a colite ulcerativa, com diarreia sem muco ou sangue, associada com
pequenas colicas abdominais durante a defecacdo (Lakatos & Lakatos, 2007b;
Lakatos & Lakatos, 2007c).

A colite ulcerativa apresenta inflamacgéo aguda e crénica da mucosa pela
presenca de um grande numero de leucdcitos, abscessos de cripta, distorcéo
das glandulas da mucosa e deplecdo das células caliciformes (Hendrickson et
al., 2002; Shils et al., 2006). A doenca comeca no reto e se estende pelo colon,
em graus variaveis e de modo continuo, e afeta mucosa e submucosa colénica
(Hendrickson et al., 2002; Izcue et al., 2006; Shils et al., 2006). E muito comum
a presenca de sangue e muco nas fezes, acompanhado de cdlicas intestinais,
gue se tornam intensas durante a passagem do bolo fecal. A colite ulcerativa
possui diagndéstico mais rapido quando comparado a doenca de Crohn por
causa principalmente da presenca de sangue nas fezes, que sugere algum tipo
de transtorno gastrointestinal. Entre 25 e 40% dos pacientes que apresentam a

BN

forma grave da doenca sdo submetidos a colectomia, e apds oito anos do
diagnostico é feita vigilancia colonoscépica para detec¢cdo de possiveis
displasias (Hendrickson et al.,, 2002; Lakatos & Lakatos, 2007c). Uma
consequéncia da colite ulcerativa pode ser a desnutricdo, ja que a maioria dos
pacientes adultos apresentam perda de peso exacerbada na fase aguda, e a
incidéncia e a magnitude desta perda de peso variam com a gravidade da
doenca (Shils et al., 2006).

A inflamagdo da mucosa resulta de ativagdo mediada por células T

auxiliares do tipo 1 (Thl) ou do tipo 2 (Th2), que parecem estar associadas,
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respectivamente, a doenca de Crohn e colite ulcerativa. Na ativacdo mediada
pelas células Thl, ha secrecdo aumentada de IL-12, IFN-y e TNF-a, enquanto
que na ativacdo Th2 ha secrecdo aumentada de IL-4, IL-5 e IL-13. Na colite
ulcerativa parece haver também grande quantidade da imunoglobulina IgG1 no
plasma, colocalizada com o componente do complemento C3b, além de
anticorpos de componentes perinucleares de neutrofilos (MacDonald et al.,
2000; Hendrickson et al., 2002; Bouma & Strober, 2003; Lakatos & Lakatos,
2007c; Strober et al., 2007). Alguns estudos mostram que colite ulcerativa pode
ainda apresentar perfil inflamatorio do tipo Thl, sugerindo que esta doenca
poderia ser tratada com anticorpos anti-IFN-y e anti-TNF-a (Powrie et al., 1993;
Asseman et al., 1999; Coombes et al., 2005; Izcue et al., 2006).

Apesar dos estudos contraditérios, a resposta imunolégica que gera a
inflamacéo intestinal depende da natureza dos fatores que desencadearam a
doenca. E inegavel a importancia da microbiota e do sistema imunolégico
ligado a mucosa; o desequilibrio desta interacdo imune pode promover o
desenvolvimento da resposta imunologica celular contra proteinas bacterianas
e aumento da atividade inflamat6ria com quebra da barreira intestinal, levando
ao desenvolvimento da colite mediada por células Thl, induzida principalmente
por macrofagos (Allison & Garboczi, 2002; Berg et al, 2002). O
desenvolvimento desta resposta permite a entrada destas proteinas
bacterianas através da barreira epitelial por macréfagos e células dendriticas,
que apresentam o0s antigenos as células T CD4, ativando a resposta pro-
inflamatéria em detrimento das células reguladoras (Th3 e células NK-T). Isto
leva a liberacdo de citocinas como IL-13, TNF-a e IFN-y. O TNF-a e IFN-y
liberados pelas células T ativadas também agem sinergicamente, modificando
a morfologia das células endoteliais dos vasos sanguineos proximos ao sitio
inflamatorio, permitindo um aumento do fluxo sanguineo, da permeabilidade
vascular, aumento da expressdo de moléculas de adeséo e maior migracdo de
leucdcitos, liquidos e proteinas ao sitio de infeccdo. O TNF-a também tem um
papel chave na regulacdo da apoptose de células epiteliais intestinais, e
acredita-se que a alta apoptose encontrada em colite ulcerativa esteja ligada ao
aumento desta citocina (Marini et al., 2003; Spencer et al., 2007).

A ativagdo imune e do sistema vascular também é regulada por células

nervosas do plexo mioentérico e de mediadores como a sustancia P. A
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ativacdo do plexo mioentérico leva a degranulacdo de mastocitos e
consequente quimiotaxia de leucdcitos e producdo de mediadores lipidicos.
Uma das consequéncias desta resposta € o aumento do estresse oxidativo e a
destruicdo tissular localizada, com perda da barreira epitelial intestinal,
resultante da liberacdo de mediadores antimicrobianos, tais como radicais de
oxigénio, Oxido nitrico e proteases por macrofagos, eosindfilos e neutrofilos
(Janeway et al., 2002).

Mastdcitos, eosindfilos e neutrdfilos também tém funcdo importante no
desenvolvimento da inflamacéo intestinal, mas o papel de cada uma destas
células ainda ndo estad completamente elucidado (Jeziorska et al., 2001; Forbes
et al., 2004). Os neutrofilos chegam até a mucosa inflamada por mecanismos
guimiotaticos, sdo as primeiras células a chegarem ao sitio inflamatorio e tém
um papel significativo na amplificacdo da inflamacdo e destruicdo tecidual.
Estdo em grande numero na lamina propria e nas criptas intestinais, onde
formam micro-abscessos na colite ulcerativa pela liberacdo da enzima
mieloperoxidase (Xavier & Podolsky, 2007). A mieloperoxidase catalisa reacdes
de peroxido de hidrogénio com ion cloreto, produzindo acido hipocloroso, que &
utilizado para matar microrganismos, mas que também eleva o0 estresse
oxidativo local, perpetuando lesdo e inflamacdo (Aratani, 2006; Malle et al.,
2006; Naito et al., 2007). Modelos de colite ulcerativa em camundongos usando
drogas como DSS e TNBS sdo caracterizados pela grande migracdo de
neutréfilos e eosindfilos ao sitio inflamatério (Elson et al., 1995; Wirtz &
Neurath, 2007).

O numero aumentado de mastocitos e eosinoéfilos na mucosa inflamada
esta correlacionado a manutencao da resposta inflamatoria local, uma vez que
liberam mediadores do acido araquidénico e enzimas proteoliticas (Resnick &
Weller, 1993). Os mastdcitos sdo responsaveis pela liberacdo de histamina e
proteoglicanos, producdo de mediadores lipidicos e inicio da transcricéo,
translocacdo e secrecdo de citocinas. Na colite ulcerativa, os eosinofilos
geralmente representam um pequeno percentual de leucdcitos infiltrados, mas
sua deteccdo, mesmo que em pequenas quantidades, tém sido um indicador
prognéstico negativo, pois, apesar de serem ceélulas residentes do tubo
digestivo normal, em algumas doencas intestinais como gastroenterite

eosinofilica, colite alérgica e refluxo gastroesofagico houve acumulo de
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eosindfilos na mucosa, intensificando a resposta inflamatoria (Winter et al.,
1982; Keshavarzian et al., 1985; Torpier et al., 1988; Talley et al., 1992; Odze
et al., 1995; Rothenberg et al., 2001; Rothenberg, 2004). Além disso, foi
observado numero elevado destas células em biopsias de célon de pacientes
com colite ulcerativa, e este aumento estava correlacionado com a gravidade
da doenca e a disfuncdo gastrointestinal (Bischoff et al., 1999; Saitoh et al.,
1999; Sangfelt et al., 2001; Rothenberg, 2004).

Eosinofilos sdo células efetoras na disfuncé@o e dano tissular através da
liberacdo de mediadores lipidicos e granulos protéicos toxicos, como a proteina
basica principal (MBP), proteina catiénica eosinofilica (ECP), peroxidase de
eosindfilos (EPO) e neurotoxina derivada de eosindéfilo (EDN). Acredita-se que
o eosindfilo, juntamente com neutroéfilo, seja uma das principais células efetoras
na colite ulcerativa (Cara et al., 2000; Rothenberg et al., 2001; Rothenberg,
2004). A peroxidase de eosinofilos constitui cerca de 25% dos granulos
secretados por eosindfilos e catalisa a oxidacéo de varias moléculas resultando
em espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio. Esta reacao, juntamente com
as reacOes da mieloperoxidase, acarreta estresse oxidativo que leva a morte
celular tanto de microorganismos quanto de células colbnicas, o que justifica o
prognostico negativo envolvido com estas células (Rothenberg et al., 2001;
Rothenberg, 2004; Naito et al., 2007).

Na fase aguda da colite ulcerativa hd migracao de leucécitos do sangue
para a mucosa intestinal, e este processo é marcado por alteracbes na
seletividade da ligacdo de leucécitos aos vasos da mucosa e linfonodos
periféricos. As moléculas de adesdo presentes em maior nUmero na mucosa
intestinal inflamada sdo selectina E, integrinas -2 (CD11lb e CD11c¢/CD18),
ICAM e VCAM. A expressdo aumentada destas moléculas apresenta
correlagdo positiva com a intensidade da inflamacédo, e neutralizacdo destas
leva a significante diminuicdo da atividade inflamatéria (Connor et al., 1999;
Menzel et al., 2004). Outra molécula envolvida no recrutamento de leucocitos
para o sitio inflamatério da mucosa é a MAdCAM-1; esta molécula é expressa,
basicamente, na superficie endotelial de vénulas no intestino, em outras
mucosas, e em placas de Peyer, e apresenta-se drasticamente aumentada na

colite ulcerativa (Viney et al., 1996; Connor et al., 1999; Oshima et al., 2001).
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Inducédo de Colite Experimental

A colite experimental pode ser estudada em varios modelos de
camundongos. Esses modelos podem ser divididos em quatro grupos: colite
espontanea como resultado de uma anormalidade genética que ocorre
naturalmente, colite espontadnea que ocorre em camundongos que foram
modificados geneticamente, colite induzida por algum tipo de composto
fornecido ao animal, como DSS e TNBS, e, por fim, colite induzida pela
transferéncia de células regulatérias em hospedeiro gravemente linfopénico
sem populacdes de células T (Bouma & Strober, 2003).

Na colite induzida por DSS sdo observados co6lons menores,
esplenomegalia, infiltracdo grave de células inflamatoérias incluindo células
plasmaticas, linfocitos e macréfagos. As lesdes predominam no lado esquerdo
do intestino grosso (nos célons descendente e sigmdide) e no célon transverso
(Okayasu et al., 1990). O mecanismo pelo qual o DSS induz a colite ainda &
incerto, mas provavelmente é devido a funcdo inapropriada de macroéfagos,
alteracdes das bactérias luminais e efeitos toxicos no epitélio do intestino. A
introducdo do DSS causa mudanca na populacdo da microbiota intestinal,
notando-se aumento de bactérias gram-negativas anaerobicas (Okayasu et al.,
1990).

A colite induzida por DSS apresenta manifestacées clinicas semelhantes
aquelas apresentadas por pacientes com colite ulcerativa, tais como perda de
peso, diarreia com sangue, encurtamento do cdélon, dor abdominal e altas taxas
de apoptose celular, mostrando ser um bom modelo para estudo desta doenca
(Blumberg et al., 1999; Spencer et al., 2007).

Acidos Graxos de Cadeia Curta

A homeostase do célon esta ligada a manutencdo da saude e reducgéo
dos riscos para o desenvolvimento de varias doencas, e melhoras na dieta e no
estilo de vida ajudam na regulacdo desta. Assim, os estudos de fatores
dietéticos emergentes ligados a melhora e manutencédo da saude do colon tém
sido evidenciados, como os probiéticos, os prebidticos, as fibras e outros

componentes da dieta que atuam no célon, afetando seu ambiente, e,
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consequentemente, alterando a producdo de acidos graxos de cadeia curta.
Estes tém sido associados com a redugédo do risco para diversas doencas,
incluindo a sindrome do intestino irritavel, colite ulcerativa, doencas
cardiovasculares e cancer (Wong et al., 2006; Hamer et al., 2008).

Acidos graxos de cadeia curta, principalmente acido acético, propiénico
e butirico, sdo acidos organicos produzidos dentro do lumen intestinal por
fermentacdo de fibras e de carboidratos ndo digeridos pela microbiota, mas
também, em menor parte, de proteinas enddégenas e da dieta. A fermentacao
de fibras e carboidratos, preferivel pelas bactérias a proteinas, ocorre
predominantemente no célon proximal, enquanto a fermentacdo proteolitica
predominantemente ocorre no colon distal e leva a formagdo de varios
metabdlitos téxicos, como amobnia, fendis e compostos contendo enxofre.
Como o célon distal é frequentemente acometido por graves desordens
gastrointestinais, como colite ulcerativa e cancer, é possivel que a producao
destes metabdlitos toxicos, aliado a baixa disponibilidade de acidos graxos de
cadeia curta nesta area colonica, estejam envolvidas na patogénese destas
doencas (Gassull, 2006; Hamer et al., 2008).

Acetato, propionato e butirato representam aproximadamente 83% dos
acidos graxos de cadeia curta formados no célon, e a producdo destes varia de
acordo com o0 numero e a composi¢cdo da microbiota, o tempo de transito
intestinal, e a estrutura quimica do substrato disponivel para fermentacédo
(Rombeau & Kripke, 1990; Wong et al.,, 2006; Hamer et al.,, 2008). A
fermentacdo de fibras solaveis, como oligofrutose, inulina, psyllium, farelo de
aveia e goma guar, esta associada a producdo de elevadas quantidades de
acidos graxos de cadeia curta no liumen intestinal. J4 as fibras insolUveis tém
baixo grau de fermentabilidade e estdo mais associadas ao aumento da massa
fecal e do transito intestinal (Nordgaard et al., 1996; Marquez, 2003; Morrison
et al., 2006; Stewart & Slavin, 2006).

Os percentuais de concentracdo de acetato, propionato e butirato no
[imen intestinal sdo de, aproximadamente, 60:20:20, respectivamente.
Entretanto, € dificil quantificar a producéao local, principalmente de butirato, pois
estima-se que 95% da producdo deste composto sejam rapidamente
absorvidos e metabolizados pelas células colénicas (Topping & Clifton, 2001;
Ohkusa et al., 2003; Hamer et al., 2008).
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Os acidos graxos de cadeia curta sdo acidos fracos com valores de pKa
de 4,75 para acetato, 4,87 para propionato, e 4,81 para butirato, e podem ser
encontrados sob a forma protonada (néo-ibnica) ou dissociada (ionizada). A
proporcao destes nas formas protonada ou dissociada € determinada pelo pH
do meio, e, no colon, como o pH esta entre 6 e 8, a maior parte encontra-se na
forma dissociada (Cook & Sellin, 1998; Oliveira & Gazzola, 2002). A protonacao
dos acidos graxos de cadeia curta pode ocorrer por prétons presentes no
limen do colon ou pela atividade metabdlica das bactérias (Ramos et al.,
1999). A forma protonada é lipossoluvel e difunde-se facilmente através da
membrana celular (Saemann et al., 2002a; Saemann et al., 2002b). Por outro
lado, a forma dissociada € transportada por troca i6nica, mecanismo que
envolve absorcdo dos &cidos graxos de cadeia curta e de ions sodio e
excrecdo de ions bicarbonato (Velazquez et al.,, 1997; Ramos et al., 1999;
Saemann et al., 2002a; Wong et al., 2006; Kawamata et al., 2007). Assim, o
acumulo de ions bicarbonato no lumen intestinal é diretamente proporcional a
absorcéo dos acidos graxos de cadeia curta (Oliveira & Gazzola, 2002).

Além do sédio, os acidos graxos de cadeia curta promovem também a
absorcdo de potdssio e agua, o que confere a eles consideravel efeito anti-
secretério (Roediger, 1994). Estudos experimentais indicam que reducédo da
concentracdo de &cidos graxos de cadeia curta no ambiente intestinal esta
relacionada a quadros de diarreia. Em concordancia, a infusdo destes ou de
butirato isoladamente pode aumentar significativamente a absorcao de sddio e
agua em colondcitos (Parsons & Paterson, 1965; Ruppin et al., 1980; Roediger
& Moore, 1981; Krishnan et al., 1999). Em humanos o mesmo efeito ja foi
observado, em estudo que mostrou que o suprimento luminal de acidos graxos
de cadeia curta restaurou a absorcdo aquosa em pacientes com diarreia
(Ramakrishna & Mathan, 1993). Na sindrome do intestino curto, em que pode
haver perda consideravel de agua e soédio, o efeito antidiarreico dos acidos
graxos de cadeia curta pode ter importancia clinica, promovendo melhora dos
quadros de diarreia e diminuindo a necessidade de reposicdo endovenosa de
eletrdlitos (Nightingale et al., 1992; Scheppach et al.,, 1992b; Hove &
Mortensen, 1995). Isto ocorre porque intestino delgado e célon possuem a
funcdo de absorcdo de ions soédio, gerando um gasto de ATP, mas na

7

presenca dos acidos graxos de cadeia curta esta absor¢cdo € estimulada. A
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presenca intracelular de butirato aumenta os niveis de gas carbonico, que
subsequentemente suprem o nimero de prétons para a absor¢ao de sédio pelo
canal iénico Na'/H" na superficie do epitélio (Saemann et al., 2002a). Dados
sugerem que a cada 10mmol de acidos graxos de cadeia curta sdo absorvidos
cerca de 40mmol de sodio e 360 mililitros de &gua (Ruppin et al., 1980;
Marquez, 2003).

No colon, as fibras dietéticas sdo degradadas pelas bactérias em
pentoses e hexoses e entdo em acidos graxos de cadeia curta. As pentoses
sdo convertidas em hexose e triose fosfato no ciclo das pentoses. Pela via
glicolitica, as hexoses sdo metabolizadas até a formacdo de piruvato. O
piruvato pode gerar propionato pela via succinato, ou gerar acetato e butirato
pela formacao de acetil-CoA (Duncan et al., 2002; Nelson & Cox, 2002).

Acetato, propionato e butirato sdo absorvidos em taxas semelhantes em
diferentes regides do célon. Uma vez absorvidos, sdo metabolizados em trés
grandes sitios no organismo: nas células epiteliais do ceco e colon, que
utilizam o butirato como principal substrato energético e de manutencéo;
células do figado que metabolizam o butirato residual juntamente com o
propionato na via de gliconeogénese e 50 a 70% do acetato; e ceélulas
musculares, que geram energia através da oxidagdo do acetato residual
(Marquez, 2003; Roberfroid, 2005; Wong et al., 2006). Assim, o butirato é
praticamente todo oxidado na mucosa do célon, e 0 acetato e o propionato sao
utilizados pelo organismo como substrato energético em diferentes sitios,
sendo o propionato usado principalmente pelo figado na gliconeogénese, e 0

acetato na lipogénese, atingindo também tecidos periféricos (Marquez, 2003).

Butirato

Dentre os &cidos graxos de cadeia curta, o acido butirico € o mais
importante no metabolismo do colondcito, visto que cerca de 95% do butirato
produzido é metabolizado pelo mesmo. A ordem de utilizagdo de combustiveis
respiratorios pelo colondcito € butirato > acetoacetato > glutamina > glicose
(Ramos et al., 1999; Wong et al., 2006; Hamer et al., 2008). J4 na década de
80 a oxidacdo do butirato foi demonstrada utilizando suspensbes de

colondcitos humanos e murinos, e, ap0s absorvido, o0 butirato é rapidamente
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oxidado e convertido a corpos cetdnicos, como o0 acetoacetato e o [B-
hidroxibutirato, envolvidos com a sintese de ATP (Roediger, 1980). O
metabolismo do butirato pode também ativar proteinases especificas,
promovendo o trofismo celular pela geracdo, através da acetil-CoA, do
mevalonato, que atua na via da biossintese do colesterol e na ativacdo da
proteina G (Marquez, 2003). Defeitos no metabolismo do butirato podem estar
envolvidos na patogénese da colite ulcerativa, pois colondcitos de pacientes
com esta doenca oxidam menos butirato que colondcitos sem anormalidades
na mucosa (Ohkusa et al., 2003).

Além de ser uma importante fonte de energia para os colondcitos, o
butirato também influencia vérias fungbes celulares que afetam a salde do
célon. Possui efeitos anticarcinogénicos e anti-inflamatérios, pode alterar a
barreira intestinal e tem um papel na saciedade e no estresse oxidativo
(Pomare et al., 1985; Jankowski et al., 1994; Hallert et al., 2003; Menzel et al.,
2004; Dianzani et al., 2006; Gassull, 2006; Hamer et al., 2008).

Um dos efeitos propostos para o butirato € a prevencédo e inibicdo de
cancer de cdlon; exposicdo in vitro de linhagens de células tumorigénicas a
butirato leva a efeitos anticarcinogénicos pela inducdo da apoptose celular,
inibicdo da proliferacdo e promocgdo de fendtipos mais diferenciados, ao
contrario do seu efeito em células intestinais sadias ou naquelas de modelos de
inflamacéo (Heerdt et al., 1994; Ramos et al., 1997; Velazquez et al., 1997;
Velazquez & Rombeau, 1997; Ramos et al., 1999; Hallert et al., 2003; Ohkusa
et al., 2003; Menzel et al., 2004; Hamer et al., 2008).

Butirato também potencializa a acdo de agentes quimioterapicos.
Tratamento de linhagens celulares de leucemia linfoblastica aguda com este
nutriente sinergicamente aumentou os efeitos citotdéxicos de antineoplésicos
como o Ara-C e o0 etoposideo, resultando em reducdo significativa da
proliferacéao celular (Ramos et al., 2004; dos Santos et al., 2009).

Esta propriedade anticarcinogénica se deve, principalmente, a
capacidade de hiperacetilacdo de histonas exercida por este nutriente (Archer
& Hodin, 1999; Chai et al., 2000; Mandal et al., 2001). Estudos in vitro mostram
que o butirato pode inibir a enzima histona desacetilase, o que torna as
histonas mais acetiladas, afetando a organizagdo da cromatina. Isso permite

que o DNA se torne mais acessivel a fatores de transcricdo responsaveis por
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ativar genes especificos para a apoptose (Davie, 1997; Koyama et al., 2000;
Anderson et al., 2001; Ramos et al., 2002; Saemann et al., 2002a). O
tratamento de linhagens celulares de cancer de célon com butirato levou a
significativa hiperacetilacdo das histonas H3 e H4, além da maior expresséo
génica de p21, proteina que exerce atividade supressora em células tumorais
(Hinnebusch et al., 2002; Sanderson, 2007).

O efeito paradoxal do butirato nas células normais e neoplasicas pode
ser explicado pelos diferentes perfis metabodlicos dessas células. As células
neoplasicas nao utilizam o butirato como combustivel energético, preferindo
outros substratos, como a glicose. Este mecanismo permite que este nutriente
possa agir preferencialmente sobre a regulacdo da expressdo génica,
induzindo apoptose nestas células com ciclo celular anormal (Ramos et al.,
1999; Andriamihaja et al., 2008).

Butirato também afeta componentes da barreira de defesa coldnica,
garantindo protecdo contra antigenos do Iimen, pela regulacdo da expressao
de genes e enzimas. O butirato, a baixas concentracdes, induz diminuicdo na
permeabilidade intestinal, relacionada com a expressdo de proteinas
responsaveis pela juncdo celular, mas a altas concentracdes, ao contrario,
esse composto parece aumentar esta permeabilidade (Kinoshita et al., 2002;
Menzel et al., 2004; Peng et al., 2007; Hamer et al., 2008). Este acido graxo
também evita translocacdo bacteriana, levando a protecdo contra
Campylobacter jejuni (Van Deun et al., 2008).

Estudos mostram efeito do butirato no aumento da sintese de mucina e
também na maior expressao de tff3, gene responsavel pela sintese de fatores
trefoils, que séo peptideos constituintes do muco (Finnie et al., 1995; Barcelo et
al., 2000; Song et al., 2006).

Muitos estudos indicam que metabdlitos bacterianos, como o butirato,
podem afetar a resposta imune do hospedeiro, exercendo atividade
imunomodulatéria (Hond et al., 1998; Saemann et al., 2000; Saemann et al.,
2002a; Ohkusa et al., 2003; Kanauchi et al., 2006; Kato et al., 2007).

Butirato pode exercer uma atividade anti-inflamatoria através da inibigéo
da producéo e/ou sinalizacdo de IFN-y e da diminuicdo da expressao de TNF-
a, IL-1B, IL-6, IL-8, INOS e de metaloproteinases. Além disso, aumenta a

expressédo de IL-10 em monécitos humanos (Wachtershauser et al., 2000;
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Kanufre, 2002; Kinoshita et al., 2002; Hallert et al., 2003; Menzel et al., 2004,
Dubuquoy et al., 2006; Gassull, 2006; Hamer et al., 2008). Butirato também tem
multiplos efeitos em leucécitos, particularmente em células polimorfonucleares,
alterando o pH citoplasmatico, a concentracdo de calcio, o metabolismo do
oxigénio, a fagocitose, a proliferacéo celular e a distribuicdo de actina dentro da
célula (Dianzani et al., 2006; Vinolo et al., 2011).

Dentre 0os mecanismos propostos para a agdo imune do butirato a
supresséao do fator nuclear kappa B (NF-kB) € a mais estudada. O NF-kB € um
fator de transcricdo que controla a expressao de genes que codificam citocinas
pro-inflamatorias, enzimas indutoras da inflamacgdo, moléculas de adeséo,
fatores de crescimento, algumas proteinas de fase aguda e receptores imunes
(Wu et al., 1999; Inan et al., 2000; Segain et al., 2000; Place et al., 2005; Song
et al., 2006; Sanderson, 2007; Kumar et al., 2009). Em condi¢des fisioldgicas, o
NF-kB é regulado através da ligacdo de moléculas inibidoras conhecidas como
IkB. Vérias séo as IkB, sendo as principais IkB-a, IkB-B, IkB-€, p105 e p100. A
ativacdo deste fator de transcricdo requer uma fosforilacdo dependente de
ubiquitinacdo com subsequente degradacédo, no proteassoma, de uma ou mais
moléculas de IkB. A estimulacéo e ativacao celular resulta na fosforilacdo da
subunidade IkB, pela enzima IkB-B-cinase, que leva a ativagcdo do NF-kB que
se transloca para o ndcleo, ativando a expressdo de multiplos genes pro-
inflamatérios (Baeuerle, 1998; Crinelli et al., 1999; Hatakeyama et al., 1999).

Estudos demonstram que o butirato pode modular a atividade do NF-kB
em diferentes tipos celulares, incluindo linhagens de células cancerosas,
células isoladas da lamina propria do coélon, macréfagos, neutréfilos e
mondcitos (Wu et al., 1999; Chakravortty et al., 2000; Segain et al., 2000). A
habilidade do butirato em modular a atividade do NF-kB esta relacionada ao
seu potencial em inibir as proteinas desacetilases, em acdo semelhante a
observada com a histona desacetilase, inibindo a ativacdo deste fator de
transcricédo (Velazquez et al., 1997; Velazquez & Rombeau, 1997).

Outros estudos relacionam a acdo do butirato no sistema imunoldgico,
tanto com acdes ligadas a imunidade inata como a imunidade adquirida. Um
estudo com células semelhantes aos adenocarcinomas de enterocitos
humanos da linhagem Caco-2 e células semelhantes a monécitos humanos da

linhagem U937 demonstrou que o butirato é capaz de proteger a barreira
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epitelial, bem como inibir a secrecdo de TNF-a e aumentar a producdo da
citocina IL-10 (van Nuenen et al., 2005). Resultados semelhantes a esse ultimo
trabalho foram encontrados com macréfagos de lavado peritoneal de animais
C57BL/6 (Soderberg et al., 2004). Ao butirato também foram atribuidos outros
efeitos como diminuicdo da expressdo de moléculas de adesdo VCAM-1 e E-
selectina em células endoteliais do corddo umbilical de humanos, reducdo da
producéo de IL-12 e TNF-a por mondcitos, mudanca da morfologia e fenotipo
de células dendriticas, inibicdo da liberacdo de mediadores inflamatorios por
mastocitos e neutrofilos (Miller & Wolin, 1979; Saemann et al.,, 2002a;
Saemann et al.,, 2002b; Menzel et al.,, 2004; Scheppach & Weiler, 2004;
Zapolska-Downar et al., 2004; Diakos et al., 2006; Vinolo et al., 2011).

Com relagdo a imunidade adaptativa, estudos com linfécitos
provenientes de linfonodos mesentéricos demonstraram que o butirato possui
efeito imunomodulador com acédo inibitéria semelhante ao encontrado para
células da imunidade inata como macréfagos, neutréfilos e células dendriticas.
Em cultura de linfécitos, a adicdo de butirato ao meio de cultura inibiu a
producdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-q, IL-2 e IFN-y, além de
promover mudanca fenotipica das células Thl para células Th2, devido a
defeitos na producédo de IL-12 e supressao da expressdo do receptor desta
mesma citocina (Saemann et al., 2000; Saemann et al., 2002a; Cavaglieri et al.,
2003).

Em humanos, estudos relatam que cinco entre dez pacientes com colite
ulcerativa responderam a administracdo de butirato, refletindo em melhora da
inflamacéo, e ainda outros trabalhos demonstraram que pacientes que tiveram
falhas na terapia medicamentosa com corticbides responderam bem a
administracdo de &cidos graxos de cadeia curta (Scheppach et al., 1992b; Patz
et al.,, 1996; Scheppach, 1996). Mais estudos clinicos avaliaram o uso de
butirato no tratamento de colite ulcerativa e mostraram melhora em parametros
histologicos e inflamatérios, menor ativagdo de NF-kB e menor infiliragdo de
células inflamatodrias na mucosa coldnica (Scheppach et al., 1992a; Luhrs et al.,
2002). A combinacdo de butirato com drogas anti-inflamatérias, como a
mesalazina, também se mostrou eficiente nestes pacientes (Vernia et al.,
2003). Entretanto, esses efeitos sdo contestados por outros estudos que, com

meétodos semelhantes, apresentaram resultados opostos (Steinhart et al., 1996;
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Breuer et al., 1997). Assim, as concentragfes adequadas de acidos graxos de
cadeia curta ou de butirato, a frequéncia e a duracdo do tratamento com
enemas ainda n&o estdo bem esclarecidas em humanos. Inconvenientes
relacionados ao numero amostral insuficiente, uso prolongado de enemas e
fontes diferentes do nutriente (diretamente, através de enemas e injecoes
intraretal e intracecal, ou indiretamente, pela inoculacdo de bactérias
produtoras de butirato, como Clostridium butyricum e Eubacterium limosum, ou
por consumo de fibras terapéuticas tipo mucilagens e derivados, como
germinated barley foodstuff - GBF) sdo as principais limitacdes dos estudos
clinicos e contribuem para resultados controversos (Kanauchi et al.,, 1999a;
Kanauchi et al., 1999b; Videla et al., 2001; Isono et al., 2007; Hamer et al.,
2008). Quando se trata de administracdo oral de butirato, sdo muito poucos os
estudos in vivo e estes apresentam resultados contraditérios (Kanauchi et al.,
1999b; Moreau et al., 2003; Vieira et al., 2011).

Butirato pode ainda reduzir o estresse oxidativo secundario a
inflamacé&o. Estudo analisando a oferta oral de butirato observou diminuicdo da
infiltracdo de neutrofilos e eosindfilos em modelo de colite experimental
induzida por DSS (Vieira et al.,, 2011). A diminuicdo destas células confere
menor producdo de espécies reativas de oxigénio no tecido intestinal e
contribui para a diminuicdo do estresse oxidativo (Souza, 2001; Naito et al.,
2007).

Estudos in vitro demonstraram que a reducao do estresse oxidativo esta
relacionada com ativacdo de sistemas de reparo de DNA e de enzimas
antioxidantes (Hamer et al., 2008). A incubacdo de células colbnicas com
butirato resultou em diminuicdo do dano ao DNA induzido pelo perdxido de
hidrogénio e em maior atividade do sistema glutationa-S-transferase
(Abrahamse et al., 1999; Rosignoli et al., 2001).

Apesar de todas estas ag¢fes, 0 uso clinico do butirato € limitado por sua
vida util curta (entre 3 e 4 horas), metabolismo e excre¢do rapidos, além dos
efeitos colaterais, como cefaleia, nausea, anorexia, entre outros. A
administracdo por via retal também é possivel e a forma mais utilizada. Em
pacientes com doenca inflamatdéria intestinal € comum a indicacdo de enemas
para aumento da concentracdo de butirato no colon, contudo, seu uso tem

baixa aceitabilidade por parte dos pacientes por ser um procedimento
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incbmodo e que necessita de aplicagdo varias vezes ao dia (Dianzani et al.,
2006; Gassull, 2006; Hamer et al., 2008).

Existem algumas alternativas para aumentar a quantidade de butirato no
ambiente intestinal. Uma delas € o uso de microparticulas de butirato que
envolvem o0 composto até sua chegada ao intestino, onde se dissolvem e
liberam seu conteddo no ambiente intestinal, diminuindo algumas
desvantagens do butirato, além de aumentar o tempo de exposicao do
composto, levando em consideracdo que sua liberacdo de dentro das
microparticulas é feita lentamente (Dianzani et al., 2006; Gassull, 2006; Hamer
et al., 2008). Estudo comparando o efeito anti-inflamatério de butirato e de
microparticulas de butirato mostrou que o0 uso das microparticulas seria
favoravel, uma vez que elas foram mais eficientes do que o butirato isolado na
diminuicdo da adesdo de células polimorfonucleares, da producdo de ions
superoéxidos e da liberacdo de mieloperoxidase por neutrofilos (Dianzani et al.,
2006).

Tributirina

Outra alternativa interessante € a ingestao de tributirina, triglicerideo
constituido por trés moléculas de acido butirico esterificadas ao glicerol (Hamer
et al.,, 2008). A tributirina, presente em leite e derivados, € hidrolisada por
lipases mais rapidamente do que os triglicerideos de cadeia longa e libera
moléculas de acido butirico no meio intestinal. Além disso, pode ser absorvida
como um triglicerideo intacto, e, uma vez no interior da célula epitelial intestinal,
€ rapidamente hidrolisada em butirato por lipases celulares (Sgarbieri &
Pacheco, 1999; Edelman et al., 2003)

O uso de tributirina levaria a diminuicdo e até eliminacdo dos efeitos
indesejaveis do butirato. Além disso, sendo fisicamente um O6leo, seria
facilmente usada como suplementacdo em doencas inflamatérias como a colite
ulcerativa (Dianzani et al., 2006; Gassull, 2006; Hamer et al., 2008).

Ainda nao existem muitos trabalhos testando este composto in vivo. Um
trabalho ex vivo mostrou que o uso da tributirina reduziu recrutamento de
neutrofilos ao sitio inflamatoério e também inibiu a producdo de citocinas proé-

inflamatorias (TNF-a e CINC-2a0f) e de 6xido nitrico por neutrofilos (Vinolo et
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al., 2011). Outro estudo in vitro provou que tributirina € mais ativa que butirato
na diferenciacéo de células de leucemia (Maier et al., 2000).

Estudo testando toxidade e farmacocinética da tributiina em
camundongos mostrou que apenas a altas concentracoes, 10,3g/kg de peso do
animal, a tributirina foi letal. As outras concentracbes testadas né&o
apresentaram toxicidade e a administragao oral de tributirina levou a relevantes
concentracdes de butirato no plasma, cinco minutos ap6s a administracdo, com
picos entre 15 e 60 minutos (Egorin et al., 1999).

A analise da tributirina em humanos foi feita com pacientes com
diferentes tipos de cancer. Observou-se que a tributirina, oferecida via oral a
concentracbes de 150 a 200mg/kg de peso do paciente por trés vezes
diariamente, foi bem tolerada por meses, e, apesar de variacdes, a média de
concentracdo plasmatica obtida com o uso de tributirina foi de 52uM, nivel este
que € consistente com acgdo biolégica. Além disso, a toxicidade foi minima e
muitos dos pacientes que participaram da pesquisa reportaram melhora no
bem-estar, no apetite e no controle da dor (Edelman et al., 2003).

Estudos com tributirina ainda ndo mostram seus efeitos e mecanismos
de acdo em doencas inflamatérias intestinais, campo que ainda precisa ser

pesquisado.
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Justificativa

Como a colite ulcerativa, uma doenc¢a Ulcero-inflamatoria crénica e
recidivante, mostra uma incidéncia que vem aumentando progressivamente em
todo o mundo, é fundamental que novos tratamentos sejam testados e os
mecanismos envolvidos compreendidos para que novas estratégias clinicas
possam ser desenvolvidas. Sabendo-se da acédo trofica e anti-inflamatoéria do
butirato no colon, mas também conhecendo os efeitos colaterais que seu uso
acarreta, torna-se importante avaliar os efeitos e conhecer os mecanismos de
acao da tributirina, um potencial adjuvante para o tratamento da doenca, uma
vez que o0 seu uso poderia trazer os beneficios sem apresentar os efeitos

indesejaveis observados com o acido graxo.
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Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar o efeito da tributirina administrada oralmente na colite
experimental induzida por sulfato de sodio dextrano (DSS) em camundongos
C57BL/6 e determinar seus possiveis mecanismos de acéo.

Objetivos Especificos

- Avaliar a intensidade da colite em animais C57BL/6 tratados ou ndo com
tributirina através de sinais clinico-histolégicos: acompanhamento da evolugéo
ponderal, consumo alimentar, presenca de sangue oculto nas fezes,
comprimento do célon e morfometria do cdlon.
- Avaliar o perfil imunolégico e suas alteragdes devido a indugdo de colite e
administracao de tributirina em animais C57BL/6 através de:

- quantificacdo de leucadcitos totais e suas populacfes no sangue;

- quantificacdo das populacdes de linfécito B, linfocito T, linfocito T
regulador, célula dendritica e macréfago em baco, linfonodo cecal e colon;

- quantificacdo de eosindfilos e neutrdfilos por atividade enzimatica no
colon;

- quantificacdo de adesdo e rolamento de leucdcitos na microcirculacdo
colbnica;

- quantificacao de citocinas presentes no célon.
- Avaliar a acao da tributirina na permeabilidade da mucosa intestinal em
animais C57BL/6 ap6s a inducédo da colite.
- Avaliar o efeito da indugcéo da colite e da suplementacdo com tributirina no
estresse oxidativo colbnico.
- Avaliar a acdo da tributirina na mucosa colénica durante a indugdo da colite
em animais C57BL/6 através de:

- morfometria colbnica;

- quantificacdo de eosindfilos e neutrofilos por atividade enzimatica no
colon;

- andlise do estresse oxidativo col6nico.
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Material e Métodos

Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos e fémeas de sete a
nove semanas de idade, obtidos e mantidos no Biotério Enio Cardillo Vieira, do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). Os animais usados na citometria de fluxo para a marcacdo FOXP3
foram animais C57BL/6 GFP para FOXP3, com sete semanas de idade,
obtidos no Biotério do Laboratério de Imunobiologia e mantidos no Biotério Enio
Cardillo Vieira. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com ciclo
claro/escuro de 12 horas, temperatura controlada (22°C * 2°C) e acesso livre a
dieta e agua.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal
da UFMG (CETEA/UFMG), com protocolo de numero 223/2008 (Anexo 1).

Dieta e Solucdes

Os animais foram alimentados com dieta AIN-93M (Reeves et al., 1993)
suplementada ou ndo com 0,5% de tributirina (Tabela 1).

A inducdo da colite experimental foi realizada dissolvendo-se o sulfato
de sbdio dextrano (DSS, peso molecular 36,000-50,000, MP Biomedicals) na
dgua administrada aos animais na concentracdo de 2,0% (peso/volume)
(Okayasu et al., 1990).
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Tabela 1 — Composicao das dietas utilizadas

uantidade (g/kg de
Quantidade (g/kg de Q (9kg

Ingrediente _ dieta) — AIN-93M
dieta) — AIN-93M
suplementada

Amido de milho 465,69 465,69
BHT (hidroxitolueno
. 0,008 0,008

butilado)
Bitartarato de colina 2,5 2,5
Caseina 140 140
Celulose 50 50
L-cistina 1.8 1,8
Maltodextrina 155 155
Mix de minerais para AIN-

35 35
93M
Mix de vitaminas para AIN-

10 10
93M
Oleo de soja 40 40
Sacarose 100 100
Tributirina - 5

Delineamento Experimental

Os camundongos foram divididos em quatro grupos: 1- sem inducgéo de
colite e sem suplementacéao dietética de tributirina (grupo CONTROLE), 2- sem
inducdo de colite e com suplementacédo dietética de tributirina (grupo TBT), 3-
com inducdo de colite e sem suplementacdo dietética de tributirina (grupo
COLITE) e 4- com inducdo de colite e com suplementagdo dietética de
tributirina (grupo COLITE + TBT). Os animais dos grupos CONTROLE e
COLITE receberam dieta AIN-93M e os animais dos grupos TBT e COLITE +
TBT receberam dieta AIN-93M com suplementacdo de tributirina a 0,5%
durante 15 dias. O DSS, para inducao da colite, foi introduzido no 7° dia, e a
agua com este composto foi oferecida até o 15° dia (Figura 1). No 15° dia
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experimental, os animais foram anestesiados intraperitonealmente com solucéo

de ketamina (10%) e xilazina (2%) para retirada de sangue e 6rgaos.

Dias experimentais

-3 1 7 15
_ Sacrificio
l l l P dos animai
Adaptagio - Tratamento com
= Oferta de DSS para

dieta AIN-93M dieta AIN-93M indugo da UC e

suplementada continuagao da dieta

com TBT AIN-93M suplementada

com TBT

Figura 1 — Delineamento experimental

Evolucdo Ponderal, Consumo Alimentar e Consumo Hidrico

Semanalmente foram avaliados, com balanca semi-analitica, peso,
consumo alimentar e consumo hidrico dos animais. A presenca de sangue
oculto nas fezes foi avaliada por meio de cartelas para deteccdo de sangue
(INLAB, Diagnostica Sdo Paulo, BR) a partir do segundo dia ap6s a introducao
do DSS.

Anélise Histoldgica do Cdlon

O célon usado para andlise das condi¢cdes histolégicas foi retirado,
medido com régua milimetrada e colocado imediatamente em solucdo de
formol tamponado 10%, para fixacao, por aproximadamente 4 horas. O 6rgéo
foi entdo enrolado da porgao proximal para a distal formando um rocambole,
processado para inclusdo em paraplast para cortes histolégicos de 10um e
coloracdo com hematoxilia e eosina. A observacdo dos cortes foi feita por
patologista, de forma cega, em microscopio Optico acoplado a uma camera
para captacdo de imagens, que foram analisadas no programa Image Pro Plus
(Media Cybernetics, MD, EUA). O sistema de escore semi-quantitativo foi
baseado no descrito por McCafferty (McCafferty et al., 2000) no qual sdo

classificadas as seguintes caracteristicas: extensdo da destruicdo da
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arquitetura da mucosa (0: normal; 1: leve; 2: moderada; 3: dano extensivo),
presenca e grau de infiltracdo celular (0: normal; 1: leve; 2: moderada; 3:
infiltracdo transmural), extensdo do espessamento do muasculo (0: normal; 1:
leve; 2: moderada; 3. espessamento extensivo), presenca ou auséncia de
abscessos das criptas (0: ausente; 1. presente) e presenca ou auséncia de
deplecdo das células caliciformes (0: ausente; 1: presente). Os escores para

cada caracteristica s&o somados, e 0 escore maximo possivel é de 11.

Analise da Permeabilidade Intestinal

Para avaliagcdo da permeabilidade da mucosa intestinal, os animais, no
dia do sacrificio, receberam por gavagem 100uL de solugdo com farmaco acido
dietilenoaminopentacético (DTPA) marcado com 3,7 MBq **™Tecnécio (**"Tc)
sob a forma de pertecnetato de sédio (Na®*"TcO,), obtido por gerador de
Pmolibdénio/*™tecnécio (IPEN/CNEM, S&o Paulo, Brasil). Quatro horas apés a
gavagem, os animais foram anestesiados para exanguinacao pelo plexo axilar
e aliquota de 400uL de sangue foi retirada e submetida a determinagao da
radiacdo por meio de cintilador de po¢o automético (ANSR, Abbott®, EUA). Os
resultados foram comparados com o padréo de dose e o percentual de dose da
radiacdo encontrada no sangue foi calculado de acordo com a seguinte
formula:

% dose = (CPM do sangue x 100)/CPM do padréao de dose
sendo CPM = contagem por minuto.

Perfil Imunolégico

Analise Indireta de Eosindfilos e Neutréfilos no Colon

Foram medidas as atividades das enzimas mieloperoxidase e
peroxidase de eosindfilos, presentes em neutréfilos e eosinofilos,
respectivamente (Werner & Szelenyi, 1992). Para isso, o coélon foi limpo com
PBS 1x, medido com régua milimetrada, pesado em balanca analitica e
separado em duas partes, uma para analise indireta da presenca de neutroéfilo

(40mg) e outra para analise indireta da presenca de eosinofilo (20mg).
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Para quantificacdo da enzima mieloperoxidase, as amostras foram
pesadas, homogeneizadas em 760uL de tampé&o fosfato e centrifugadas a
10000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
precipitado ressuspendido em 600uL de salina 0,2% e 600uL de salina 1,6%
acrescida de 5% de glicose e centrifugado novamente a 10000 rpm por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi novamente desprezado e o precipitado foi
ressuspendido em 760puL de HETAB (brometo de hexadeciltrimetilamonio)
0,5% diluido em tampéo fosfato. As amostras foram entdo congeladas e
descongeladas, por 3 vezes, em nitrogénio liquido. As suspensdes foram
centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante utilizado
para 0 ensaio enzimatico. Para isso, adicionam-se 25uL das amostras diluidas
(1:3) a uma placa de 96 pocos. As amostras, adicionam-se 25uL de substrato
para a mieloperoxidase, TMB (3,3’, 5,5- tetrametilbenzidina — Sigma) diluido
em DMSO (dimetil sulféxido — Sigma) e procede-se a incubacao a 37°C por 5
minutos. ApoOs este tempo, adiciona-se 100uL de perdxido de hidrogénio a
0,002% e novamente incuba-se a 37°C por 5 minutos. Para interromper a
reacao acrescentam-se 100uL de acido sulfarico (H.SO,4) a 1M. A absorbancia
foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda de 450nm. Os
resultados foram expressos em unidades arbitrarias.

Para quantificacdo da enzima peroxidase de eosindfilos, as amostras
foram pesadas, homogeneizadas em 380uL de PBS 1x e centrifugadas a
10000 rpm por 10 minutos a 4°C. Foram adicionados 300uL de solugao salina
0,2% e 300uL de solucdo salina 1,6%, acrescida de 5% de glicose e as
amostras foram novamente homogeneizadas e centrifugadas a 10000 rpm por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi
ressuspendido em 380uL de HETAB 0,5%, diluido em PBS 1x. Em seguida as
amostras foram congeladas e descongeladas, por 3 vezes, em nitrogénio
liquido. As suspensdes foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C
e 0 sobrenadante utilizado para o ensaio enzimatico. Para isso, adicionam-se
75uL das amostras a uma placa de 96 pocos. As amostras, acrescentam-se
75uL do cromogeno OPD (1,2 diaminobenzeno, 1,2 fenilenodiamina — Sigma)
diluido em tampéao Tris-HCl a 0,075mM acrescido de peroxido de hidrogénio a
6,6 mM e procede-se incubagédo a temperatura ambiente por 30 minutos ao

abrigo da luz. Entéo, interrompe-se a reagcdo com adicdo de 50uL de acido
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sulfarico (H,SO4) a 1M. A absorbéancia foi medida por espectrofotometria em
comprimento de onda de 492nm. Os resultados foram expressos em unidades

arbitrarias.

Andlise do Perfil Leucocitério por Citometria de Fluxo

Baco e linfonodo cecal foram tratados para retirada de leucdcitos para
citometria de fluxo. O colon foi tratado para retirada de leucécitos presentes na
lamina prépria e entdo estas células foram utilizadas na analise.

As suspensbes celulares foram preparadas de acordo com Taylor
(Taylor et al., 1987). Brevemente, linfonodo cecal foi colocado em 2mL de meio
RPMI completo, macerado, centrifugado a 1200 rpm por 7 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 500uL de meio
RPMI 1640 completo. Bago foi colocado em 2mL de meio RPMI completo,
macerado, centrifugado a 1200 rpm por 7 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
desprezado, e entdo foram adicionados 9mL de agua destilada e 1mL de PBS
10x. A suspensdo foi centrifugada a 1200 rpm por 7 minutos a 4°C, o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido em 1mL de meio
RPMI completo. Tanto as suspensdes de linfonodo cecal quanto de bago foram
contadas em camara de Neubauer para determinacdo da quantidade de células
utilizando-se o corante eritrosina.

Para retirada de células da lamina propria (Santiago et al., 2011), o célon
foi removido, lavado trés vezes com 15mL de solucdo de HBSS 1x e incubado
em 25mL de meio IEL sob agitacao por 30 minutos a 37°C. A solucdo contendo
o tecido foi entdo agitada vigorosamente por 25-30 segundos, filtrada e o
sobrenadante descartado. O tecido foi incubado com 30mL de colagenase tipo
2 (400U/mL - Sigma) em meio HBSS 1x sob agitagdo por 30-40 minutos a
37°C, macerado, filtrado e centrifugado em 30mL de meio IEL a 1400 rpm por 5
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido
em 12mL de meio IEL, centrifugado novamente a 1400 rpm por 10 minutos a
4°C, o sobrenadante foi mais uma vez descartado e o precipitado ressupendido
em 200uL de meio IEL.

As suspensbes celulares (25uL) foram plagueadas em placa de 96

pocos de fundo U juntamente com 10uL dos anticorpos; as amostras foram
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incubadas por 30 minutos a 4°C no escuro, lavadas duas vezes com 175uL de
PBS 1x adicionado de azida a 0,01% e centrifugadas a 1300 rpm por 7 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi desprezado, as amostras foram fixadas com 200pL
de solucéo fixadora contendo 10g/L de paraformaldeido e transferidas para
tubos de contagem. As amostras foram lidas em citdmetro de fluxo (FACScan —
Becton Dickinson), a aquisicdo dos dados foi feita com o programa
CELLQuestTM e a andlise com o programa FlowJo 7.6. Para cada
imunofenotipagem, foram coletadas informacdes relativas aos aspectos
morfométricos de tamanho e granulosidade, bem como aspectos
imunofenotipicos de 30.000 eventos para linfonodo cecal e baco e de 10.000
eventos para lamina propria.

Nos trés tecidos analisados, foram feitas marcacfes para determinacao
da presenca e ativacao de:

- célula dendritica: CD11c MOMA;

- mondcito e macrofago: MOMA CD80;

- linfécito B: CD19 CD5 CD21,;

- linfécito T auxiliar: CD4 CD44 CD69;

- linfocito T regulador: CD4 CD25 LAP e CD4 CD25 FOXP3.

Os resultados foram obtidos utilizando-se a estratégia de analise
convencional. Esse tipo de andlise consistiu na selecdo da populacédo celular
de interesse, baseada em aspectos morfométricos, através de graficos de
distribuicdo pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). Apos a
selecdo da regidao de interesse (R1), o percentual de subpopulacdes celulares
fluorescentes, dentro da populacdo selecionada, foi obtido em graficos
bidimensionais de distribuicdo pontual de fluorescéncia, como mostrado nas

figuras abaixo.
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Figura 2 — Populagdes de linfocitos (A) e de mondcitos/macrofagos/célula
dendritica (B).
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Figura 3 — Delimitagdo dos quadrantes para anélise dos marcadores CD11c e
MOMA, dentro da populagédo de mondcitos/macrofagos/célula dendritica.
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Contagem Total de Leucdcitos no Sangue

No dia do sacrificio, foi retirado sangue da veia caudal para contagem de
leucdcitos totais no sangue. O sangue retirado foi adicionado ao corante Turk,
responsavel pela lise de eritrocitos, numa diluicdo de 1:10 e a contagem foi
feita em camara de Neubauer, sendo contadas as células presentes nos quatro
guadrantes externos. Apos a contagem, o numero total de leucdcitos foi dado
pela férmula:

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

sendo 10 o fator de diluicdo e 2,5 o fator relacionado ao volume da camara.
Contagem Diferencial de Leucécitos no Sangue

Para a contagem diferencial de leucdcitos no sangue foi feito esfregacgo
de boa qualidade corado pelo kit Panético Réapido (LaborClin, Pinhais, PR), e
levado ao microscopio para observacdo. A avaliacdo da lamina foi feita com
objetiva de 100x. A contagem de células foi realizada da metade para o fim da
borda do esfregaco, em zigue-zague, totalizando a contagem de 100 células,

entre neutréfilos, eosinéfilos, mondcitos, linfécitos e basoéfilos.
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Andlise de Rolamento e Adesdo Leucocitarios no Colon por Microscopia

Intravital

Para a realizacdo da microscopia intravital, os camundongos em estado
de jejum por 20 horas foram anestesiados intraperitonealmente com solucéo de
ketamina (10%) e xilazina (2%). A veia jugular direita foi canulada, os animais
receberam injecao intravenosa de rodamina 6G (Sigma Chemical Co. USA)
(0,15mg/Kg), e o colon foi exposto para a analise das interacbes entre
leucocitos e endotélio na microcirculacdo. A microcirculacdo coldnica foi
visualizada através de um microscopio de fluorescéncia, com objetiva de 20x,
(Nikon Eclipse, Japan) conectado a uma camera (Nikon, Japan) que transmitia
a imagem a um monitor de televisdo. As imagens foram gravadas em DVD
para analises posteriores.

Os leucocitos em rolamento foram avaliados contando-se o numero de
células que passavam por um determinado ponto da vénula por minuto. O
leucdcito foi considerado aderido, quando permaneceu estacionario por pelo
menos trinta segundos, sendo a adesao leucocitaria total quantificada como o
namero de células aderidas em 100um de extenséo da vénula (Dourado et al.,
2011).

Analise de Citocinas no Colon por ELISA

Foram analisadas as concentracdes de citocinas no célon. Para isso, o
orgao foi limpo com PBS 1x, pesado em balanca analitica (100mg),
homogeneizado com 1mL de solug¢do de extracdo de citocinas, centrifugado a
10000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi usado no ensaio de
ELISA.

O ensaio de ELISA, com duracdo de trés dias, foi feito com kits de
anticorpos (BD Systems, San Diego, CA, USA), seguindo o protocolo
recomendado pelo fabricante. Brevemente, no primeiro dia a placa de 96 pogos
foi sensibilizada com 50uL de anticorpo de captura e incubada em camara
umida no escuro a 4°C por 24 horas. No segundo dia, apos lavar a placa 6
vezes com PBS 1x acrescido de Tween 20 a 0,1% (Sigma), foi feito o bloqueio

com 200uL de PBS 1x acrescido de albumina bovina a 1% (Sigma) por 1 hora.
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A placa foi lavada 2 vezes com PBS 1x acrescido de Tween 20 a 0,1%
(Sigma), 50uL das amostras foram adicionadas e foi feita incubacao overnight
em camara umida no escuro a 4°C. No terceiro dia, apés lavar a placa 6 vezes
com PBS 1x acrescido de Tween 20 a 0,1% (Sigma), foram acrescentados
50uL do anticorpo de deteccéo e feita incubacéo por 1 hora em camara umida
no escuro a 4°C; a placa foi lavada 6 vezes, foram acrescentados 50uL de
estreptovidina e feita incubacg&o por 45 minutos. A placa foi novamente lavada
por 6 vezes, foram entdo acrescentados 50uL do cromogeno OPD (1,2
diaminobenzeno, 1,2 fenilenodiamina — Sigma), as amostras foram incubadas
por 30 minutos, a temperatura ambiente, ao abrigo da luz e a reacao foi parada
com 20pL de acido sulftrico (H.SO4) a 1M. A absorbancia foi medida por
espectrofotometria em comprimento de onda de 490nm. Os resultados foram
expressos em ng/mL depois de obtida a férmula pela curva padrao.

Foi analisada a concentracéo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-1p, IL-
17, TGF-B e IL-10.

Anélise de Estresse Oxidativo no Cdlon

Para andlise do estresse oxidativo o célon foi retirado, limpo com PBS
1x, medido com régua milimetrada e pesado em balanca analitica. O 6rgao
(100mg) foi entdo homogeneizado com 1mL de PBS 1x gelado, centrifugado a
12000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante foi
separado para as analises descritas abaixo.

Avaliacdo da peroxidacdo lipidica por TBARS (substancias reativas ao acido

tiobarbiturico)

A geracdo de radicais livres e a peroxidacdo lipidica sdo reacdes
extremamente rapidas, que sdo, geralmente, mensuradas pelos seus produtos,
principalmente as substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), entre
as quais o malondialdeido (MDA) é a principal. A formacdo do MDA, pela
quebra de acidos graxos poli-insaturados, € um método conveniente para se

determinar o grau de peroxidacgéo lipidica, uma vez que o &cido tiobarbitdrico
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reage com o MDA, formando um aduto na proporcdo de 2:1, sendo este
detectado espectrofotometricamente.

A medida dos metabdlitos, reativos ao acido tiobarbitdrico, foi realizada
em microplacas (Buege & Aust, 1978). Para isso, ao sobrenadante de colon
(250pL) foi adicionado 500uL da solucédo contendo acido tricloroacético (TCA
15%), acido tiobarbitarico (TBA 0,0375%) e acido cloridrico (HCL 0,25 N). As
amostras foram mantidas em banho-maria fervente por 15 minutos e entdo
colocadas sob agua corrente até esfriarem. Foram adicionados 750uL de alcool
butilico, e os tubos foram vigorosamente agitados. As amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente, e 200uL do
sobrenadante foram plaqueados, em duplicata. A absorbéancia foi medida
espectrofotometricamente em comprimento de onda de 535nm, e os resultados
foram normalizados pela concentracdo de proteina no coélon (Lowry et al.,
1951).

Dosagem da Concentracao de Hidroperoxidos no Célon

O ensaio da oxidacéo ferrosa do xilenol orange consiste basicamente na
oxidacdo de ions ferrosos (Fe?") a férricos (Fe®*") sob condices acidas pelos
hidroperéxidos (Nourooz-Zadeh et al., 1994; Banerjee et al., 2002). O indicador
utilizado é o xilenol orange, uma vez que se liga ao ion férrico produzindo um
cromoéforo azul-arroxeado, detectado espectrofotometricamente.

A medida da concentracdo de hidroperéxidos foi realizada em
microplaca. No momento da realizacdo do ensaio, uma parte da solucdo FOX
(preparado pela dissolucdo do xilenol orange e do sulfato ferroso amoniacal em
250mM de H,SO,4 para uma concentracao final de 1 e 2,5mM, respectivamente)
foi diluida em nove partes da solucdo de metanol contendo 4,4mM de BHT
(hidroxitolueno butilado), obtendo-se, assim, o reagente FOX-2. Para as
dosagens, ao sobrenadante de colon (20uL) foram acrescentados 180uL do
reagente FOX-2, diretamente na microplaca, em duplicata, e o branco foi feito
utilizando agua deionizada no lugar do sobrenadante. Em seguida, as amostras
foram mantidas em temperatura ambiente por 30 minutos, e a absorbancia foi

medida espectrofotometricamente em comprimento de onda de 560nm.
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Na segunda etapa da técnica, foi realizada a reducéo dos hidroperoxidos
com trifenilfostina (TPP). A TPP ¢é utilizada como eficiente ferramenta para
distincdo entre peroxido de hidrogénio e peroxidos (ndo-H,O;), j& que a
presenca de TPP indica o teor de peréxido de hidrogénio na amostra (Nourooz-
Zadeh et al., 1994; Banerjee et al., 2002). Ao sobrenadante do 6rgdo (15uL)
foram adicionados 5uL da solugdao de TPP em metanol (TPP a 10mM),
diretamente na microplaca, em duplicata, e o branco foi feito utilizando agua
deionizada. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 30
minutos, apos este tempo foi acrescentado 180uL do reagente FOX-2. As
amostras foram mantidas novamente a temperatura ambiente por mais 30
minutos e a absorbancia foi medida espectrofotometricamente em comprimento
de onda de 560nm.

A concentracdo de hidroperoxidos foi estimada pelo coeficiente de
extincdo de hidroperdxidos, 4,3 x 10*M™, e pelo coeficiente de extingdo do
cromoéforo azul-arroxeado produzido pelo xilenol orange, ao se ligar aos ions
férricos, 1,5 x 10*M™. Para quantificar os hidroperéxidos da amostra foram
subtraidas as dosagens com TPP daquelas sem TPP (sem TPP - com TPP =
quantidade de hidroperéxidos da amostra), e o resultado foi normalizado pela

concentracdo de proteina no célon (Lowry et al., 1951).

Dosagem da Atividade da Superdxido Dismutase no Cdlon

A dosagem da atividade da superdxido dismutase (SOD) é baseada na
sua habilidade de limpar radicais superoxidos (O2), diminuindo a razdo de
auto-oxidacédo do pirogallol (Dieterich et al., 2000). Para esta dosagem, em
placa de 96 pocos, foram adicionados 30uL do sobrenadante de colon, 99uL do
PBS 1x, 6uL do MTT (brometo de dimetiltiazol-difeniltetrazolium) e 15uL do
pirogallol. No branco, o pirogallol foi substituido por PBS 1x, e no padrdo a
amostra foi substituida por PBS 1x. As amostras foram incubada por 5 minutos
a 37°C, a reacao foi parada com 150uL de DMSO (dimetil sulféxido) e a
absorbancia foi medida espectrofotometricamente em comprimento de onda de
570nm.

Para o célculo da atividade, foi considerado que 1 unidade (U) de SOD é

capaz de evitar a auto-oxidacdo de 50% de pirogallol do padrdo. Apés a
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normalizacdo pela concentracdo de proteina no colon (Lowry et al.,, 1951), o

resultado foi expresso em unidades de SOD por mg de proteina.

Dosagem da Atividade da Catalase no Célon

A dosagem da atividade de catalase se baseia no declinio da
absorbancia do perdxido de hidrogénio (H,O,), em comprimento de onda de
240nm, pela metabolizacdo deste pela catalase (2H,O, - 2H,0 + O,) (Nelson
& Kiesow, 1972).

Para esta dosagem, 25uL do sobrenadante do tecido ja diluido (1:25) em
PBS 1x foram acrescentados a 1mL de PBS 1x em cubeta de quartzo. Foram
entdo acrescentados 25uL de solugdo de H,O, 0,3M e a absorbancia foi
medida espectrofotometricamente em comprimento de onda de 240nm por dois
minutos. Os calculos foram feitos pela diferenca de leitura no tempo final pelo
tempo inicial, dividido pelo volume (mL) da amostra e depois dividido por dois
para obtencdo do resultado da atividade da enzima em 1 minuto. Apos a
normalizacdo pela concentracdo de proteina no coélon (Lowry et al., 1951), o

resultado foi expresso em delta E por minuto por g de proteina.

Dosagem de Proteina no Célon

A dosagem da concentracdo de proteina em extrato colénico foi feito de
acordo com Lowry (Lowry et al., 1951). Para isso, em 250uL de amostra diluida
(1:50) foram adicionados 250uL da solucdo A (1 parte de sulfato de cobre, 1
parte de tartarato de sédio e 100 partes de carbonato de sodio) e 25uL de Folin
diluido (1:2). Imediatamente ap6s o Folin, as amostras foram agitadas em
vortex e incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. As amostras foram
entdo plagueadas (200uL) em placa de 96 pocos e a absorbancia foi medida
espectrofotometricamente em comprimento de onda de 660nm. Os resultados
foram expressos em mg/mL depois de obtida a férmula pela curva padréao, feita

com albumina.
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Avaliacdo da Acdo da Tributirina Durante a Inducdo da Colite Experimental

Animais, Dieta, Soluc¢des e Delineamento Experimental - 3 dias de DSS

Para avaliacdo da acdo da tributirina durante a inducdo da colite
experimental, foi feito um delineamento com oferecimento de DSS por 3 dias.

Para isso, camundongos C57BL/6 machos e fémeas de sete a nove
semanas de idade, obtidos e mantidos no Biotério Enio Cardillo Vieira, do
Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB), Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), foram mantidos em gaiolas coletivas, com ciclo claro/escuro de 12
horas, temperatura controlada (22°C + 2°C) e acesso livre a dieta e agua.

Os camundongos foram divididos nos trés grupos: 1- sem inducédo de
colite e sem suplementacao dietética de tributirina (grupo CONTROLE), 2- com
inducéo de colite e sem suplementacéo dietética de tributirina (grupo COLITE)
e 3- com inducao de colite e com suplementacao dietética de tributirina (grupo
COLITE + TBT). Os animais dos grupos CONTROLE e COLITE receberam
dieta AIN-93M e os animais do grupo COLITE + TBT receberam dieta AIN-93M
com suplementacao de tributirina a 0,5% durante 10 dias. O DSS, para indugéo
da colite ulcerativa, foi introduzido no 7° dia, e a 4&gua com este composto foi
oferecida até o 10° dia (Figura 9). No 10° dia experimental, os animais foram
anestesiados intraperitonealmente com solucdo de ketamina (10%) e xilazina

(2%) para retirada de 6rgéaos.

Dias experimentais
-3 1 7 10
Sacrificio
l l 1 ¥ dos animais
Adaptagao -
dieta AIN.93M Tratamento com Oferta de DSS para
dieta AIN-93M indugéo da UC e
suplementada continuagéo da dieta
com TBT AIN-93M suplementada
com TBT

Figura 9 — Delineamento experimental com trés dias de DSS
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Andlises do Delineamento Experimental - 3 dias de DSS

Neste delineamento, foram analisados:

- morfometria do colon,

- presenca de eosindéfilos e neutréfilos no colon, pela atividade das
enzimas peroxidase de eosinofilos e mieloperoxidase,

- estresse oxidativo no célon, por TBARS, dosagem de hidroperoxidos,
atividade da superoxido dismutase e atividade de catalase.

Os métodos estdo devidamente descritos acima.

Anélise Estatistica

Os resultados foram avaliados, quanto a distribuicdo normal, pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov e quanto a presenca de outliers pelo teste de Grubbs e
pelo teste de Box-Plot. Os dados que assumiram distribuicdo normal foram
submetidos ao teste ANOVA one-way, seguido pelo teste de comparacdes
multiplas de Newman-Keuls. Os dados que assumiram distribuicdo néo
paramétrica foram analisados pelo teste de ANOVA Kruskal-Wallis, seguido
pelo teste de comparacdes multiplas de Dunns.

Os resultados foram expressos como média e erro padrdo. As analises
estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism 5.0, e o

nivel de significancia foi de 5% (p<0,05).
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da Colite Ulcerativa Induzida por Sulfato de Sodio Dextrano

Resultados
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Resultados

Foram feitas andlises de consumo alimentar, consumo hidrico, variagdo
ponderal, comprimento do co6lon, andlise histopatoldgica e presenca de
eosinofilos e neutrofilos nos quatro grupos iniciais e ndo foi observadas
diferencas estatisticas entre o grupo controle e o grupo TBT. Considerando
essa igualdade estatistica, somente o grupo controle foi utilizado para
comparacdes estatisticas com 0S outros grupos experimentais, e os demais
experimentos foram realizados com trés grupos experimentais: grupo
CONTROLE, grupo COLITE e grupo COLITE + TBT.

Consumo Alimentar e Consumo Hidrico

O consumo alimentar ndo apresentou diferenca durante os quinze dias
de experimento entre o0s trés grupos experimentais (Figura 10). Com o
resultado de consumo alimentar, foi calculada a ingestdo diaria de tributirina,

gue mostrou que os animais ingeriram por volta de 20mg de tributirina/dia.

ol
J

I
1

N
1

consumo alimentar (g)
i ®

o

cont col col+TBT cont col col+TBT

1 sem 2 sem

Figura 10 — Consumo alimentar durante o experimento. Grupo controle: AIN-
93M e sem inducéo de colite; grupo colite: AIN-93M e com inducao de colite
(DSS 2% plv); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementacdo de 0,5% de
tributirina e com inducdo de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como
médiazerro padrdo, em g/dia/animal. n=11/11/11. Teste: ANOVA one-way e
Newman-Keuls, p<0,05.
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Quanto ao consumo hidrico (Figura 11), o grupo controle apresentou
maior consumo na segunda semana em relagdo aos outros grupos e em
relacdo a ele mesmo na primeira semana. Os grupos colite e colite + TBT, na
segunda semana, ndo apresentaram diferenca quando comparados entre eles
ou em relacdo ao consumo na primeira semana, indicando que o consumo de

DSS foi similar entre 0s grupos experimentais.

consumo hidrico (mL)

T T
cont col col+TBT cont col col+TBT

1 sem 2 sem

Figura 11 — Consumo hidrico durante o experimento. Grupo controle: AIN-93M
e sem inducao de colite; grupo colite: AIN-93M e com inducéo de colite (DSS
2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementacdo de 0,5% de
tributirina e com inducdo de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como
médiaterro padrdo, em mL/dia/animal. n=11/11/11. Teste: ANOVA one-way e
Newman-Keuls. Letras diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

Variacdo Ponderal, Sangue Oculto nas Fezes e Comprimento do Célon

Durante o experimento, 0s grupos colite e colite + TBT ganharam menos
peso com a introducdo do DSS, na segunda semana, em relacdo ao controle e
em relacdo aos trés grupos na primeira semana. Este resultado, a0 menos no
grupo colite, era esperado, pois diminuicdo do ganho de peso e até perda de
peso € um dos sinais encontrados na colite experimental induzida por DSS,
mas observa-se que ndo houve melhora com o uso da tributirina neste
parametro clinico (Figura 12). Com a variacdo ponderal, foi calculada a dose de
tributirina por quilo de peso, e esta dose foi por volta de 1g de tributirina/kg de
peso do animal, mostrando que a dose oferecida neste trabalho esta abaixo da
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dose que foi letal (Egorin et al., 1999), indicando que a dose aqui utilizada seria

segura e nao mostraria toxicidade.
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Figura 12 — Variacdo ponderal durante o experimento. Grupo controle: AIN-
93M e sem inducédo de colite; grupo colite: AIN-93M e com inducao de colite
(DSS 2% plv); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementacdo de 0,5% de
tributirina e com inducdo de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como
médiaterro padrdo, em gramas. n=13/13/12. Teste: ANOVA one-way e
Newman-Keuls. Letras diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

N&do houve sangramento anal visivel, e a presenca de sangramento
oculto foi detectada pelo teste de sangue oculto nas fezes em ambos 0s grupos
com colite experimental, a partir do segundo dia apés a introducdo do DSS na
agua de beber dos animais. Esta presenca permaneceu nestes dois grupos até
o dia da eutanaisa.

O comprimento do célon foi menor nos grupos colite e colite + TBT em
relacdo ao controle (Figura 13). Apesar de nao ter sido observada melhora
neste parametro pela suplementacdo com tributirina, este resultado era
esperado no grupo colite, uma vez que diminuicdo do comprimento colbnico &

um dos sinais da colite experimental induzida por DSS.
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Figura 13 — Comprimento do célon. Grupo controle: AIN-93M e sem inducéo
de colite; grupo colite: AIN-93M e com inducéo de colite (DSS 2% p/v); grupo
colite + TBT: AIN-93M com suplementacdo de 0,5% de tributirina e com
inducéo de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como médiaterro padréo,
em centimetros. n=13/13/12. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras
diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

Estes resultados de sinais clinicos indicam inducdo da colite
experimental nos grupos com DSS, apesar de n&o ter havido efeitos da
tributirina na melhora destes parametros. O préximo passo foi a avaliacdo
histolégica do colon, para comprovacdo desta inducdo e para avaliacdo de

algum efeito positivo do nutriente.

Anélise Histoldgica

A andlise histolégica mostrou efetiva inducdo da doenca no grupo colite
e ainda uma melhora substancial no grupo colite + TBT em relacdo ao grupo
colite. A Figura 14 mostra o aspecto morfoldgico do célon, observado em

microscopio Optico, dos trés grupos analisados.
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Figura 14 — Aspecto morfoldgico do célon. Quadro A: grupo controle, AIN-93M
e sem inducao de colite; quadro B: grupo colite, AIN-93M e com inducéo de
colite (DSS 2% pl/v); quadro C: grupo colite + TBT, AIN-93M com
suplementacdo de 0,5% de tributirina e com inducdo de colite (DSS 2% p/v);
quadro D: foco do infiltrado inflamatério do grupo colite, AIN-93M e com
inducado de colite (DSS 2% p/v). Aumento de 40 vezes (quadros A, B e C), e
aumento de 200 vezes (quadro D).

Na Figura 15 esta apresentado o resultado do escore histopatoldgico, no
qual o grupo colite + TBT difere estatisticamente do grupo colite, com valor
menor, se aproximando do grupo controle. Analisando cada grupo, observa-se
gue o grupo controle se apresentou dentro dos padrdes de normalidade, com
arquitetura do colon integra, presenca de células caliciformes e auséncia de
infiltrado inflamatério na mucosa e submucosa. O grupo colite apresentou
areas com intensa ulceracdo, auséncia de glandulas em grande parte da
mucosa, deplecdo de células caliciformes, presenca de abscessos das criptas,
espessamento da camada muscular e intenso infiltrado inflamatério. Ja o grupo
colite + TBT apresentou um quadro patolégico intermediario tendendo para
uma mucosa mais integra, com uma area comprometida menor e intensidade
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de lesédo reduzida, infiltrado inflamatorio reduzido e sem erosédo de epitélio,
preservando parcialmente a arquitetura da mucosa. Este resultado, além de
provar que a colite foi realmente induzida nos animais, mostra o efeito trofico
da tributirina, pela melhora da arquitetura colénica, e também o seu efeito anti-

inflamatorio, pela diminuicdo do infiltrado inflamatério encontrado.
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Figura 15 — Escore histopatolégico total do célon. Grupo controle: AIN-93M e
sem inducéo de colite; grupo colite: AIN-93M e com inducao de colite (DSS 2%
p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementacéo de 0,5% de tributirina e
com inducdo de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como médiaterro
padrdo. n=8/4/4. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras diferentes
representam diferenca estatistica, p<0,05.

Na Figura 16A e B s&o apresentados os itens usados no escore
histopatologico, e pode-se observar a melhora encontrada com o uso da

tributirina em quatro dos cinco parametros analisados.
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Figura 16 — Itens usados no escore histopatolégico do coélon. Grupo controle:
AIN-93M e sem inducéo de colite; grupo colite: AIN-93M e com inducgéao de
colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementacao de 0,5%
de tributirina e com inducéo de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como
meédiazerro padrdo. n=8/3/3 para arquitetura da mucosa, teste: ANOVA one-
way e Newman-Keuls, p<0,05. n=8/4/4 para infiltrado inflamatdrio,
espessamento do musculo, teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls, p<0,05.
n=8/4/4 para presenca de abscesso e deplecdo de células caliciformes. Letras
diferentes representam diferenca estatistica.

Permeabilidade Intestinal

Com a melhora na mucosa intestinal constatada pelo escore
histopatolégico, o proximo passo foi a avaliagdo da permeabilidade intestinal.
Os resultados mostram aumento desta permeabilidade decorrente da inducao
da colite experimental e mostram que houve acdo da tributirina na
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normalizacdo deste parametro, com o0 grupo colite + TBT em estado

intermediario entre os grupo controle e colite (Figura 17).
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Figura 17 — Determinagéo da permeabilidade intestinal usando DTPA marcado
com Tecnésio. Grupo controle: AIN-93M e sem inducéo de colite; grupo colite:
AIN-93M e com inducao de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M
com suplementacdo de 0,5% de tributirina e com inducédo de colite (DSS 2%
p/v). Resultado expresso como médiaterro padrdo, em porcentagem de dose
encontrada no sangue. n=5/5/5, teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls.
Letras diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

Perfil Imunolégico

O escore histopatolégico também mostrou diminuicdo do infiltrado
inflamat6rio no grupo colite + TBT. Para avaliagcdo deste infiltrado, foram
realizadas analises da populacéo de linfécitos, macréfagos, células dendriticas,

neutréfilos e eosinéfilos no célon dos animais.

Analise Indireta de Eosindfilos e Neutréfilos no Célon

Na analise indireta da presenca de eosindfilos no célon pela
quantificacdo da atividade da peroxidase de eosinofilos, observa-se uma
diminuicdo destas células no grupo colite + TBT em relacdo ao grupo colite
com tendéncia a volta a normalidade, apesar de ainda nédo ter chegado ao nivel

normal do grupo controle (Figura 18).
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Figura 18 — Analise indireta da presenca de eosinéfilos no colon pela
quantificacdo da atividade da enzima peroxidase de eosinéfilos. Grupo
controle: AIN-93M e sem inducdo de colite; grupo colite: AIN-93M e com
inducdo de colite (DSS 2% pl/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com
suplementacao de 0,5% de tributirina e com inducdo de colite (DSS 2% p/v).
Resultado expresso como médiaterro padrdo, em unidades arbitrérias.
n=14/10/8, teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras diferentes
representam diferenca estatistica, p<0,05.

Analisando a presenca de neutréfilos no colon pela quantificacdo da
atividade da enzima mieloperoxidase, também € observada melhora no grupo
colite + TBT, uma vez que a diferenca observada entre o grupo colite e controle
desaparece quando a tributirina é introduzida (Figura 19).

A diminuicdo de eosindfilos e neutrdéfilos indica acdo da tributirina na

melhora da inflamacao causada pela colite experimental.
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Figura 19 — Andlise indireta da presenca de neutréfilos no colon pela
quantificacdo da atividade da enzima mieloperoxidase. Grupo controle: AIN-
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93M e sem inducédo de colite; grupo colite: AIN-93M e com inducao de colite
(DSS 2% plv); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementacao de 0,5% de
tributirina e com inducdo de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como
médiaterro padrdo, em unidades arbitrarias. n=13/10/7, teste: ANOVA Kruskal-
Wallis e Dunns. Letras diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

Perfil Leucocitario na Lamina Propria

Quanto ao perfil leucocitario na lamina prépria, ndo houve diferenca
entre os trés grupos estudados na quantidade de célula dendritica encontrada
(marcadores CD11c positivo e MOMA negativo) (Figura 20A) nem na presenca
de mondcitos e macrofagos (marcador MOMA positivo) (Figura 20B). Quanto
aos macréfagos ativados (marcadores MOMA positivo e CD80 positivo),
observa-se aumento no grupo colite + TBT em relacdo ao controle, sem

diferenca, porém, entre os dois grupos com inducéo da doenca (Figura 20C).
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Figura 20 — Porcentagem de células dendriticas (A), de mondcitos e
macrofagos (B) e de macréfagos ativados (C) na lamina prépria. Grupo
controle: AIN-93M e sem inducdo de colite; grupo colite: AIN-93M e com
inducdo de colite (DSS 2% pl/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com
suplementacdo de 0,5% de tributirina e com inducdo de colite (DSS 2% p/v).
Resultado expresso como meédiaterro padrdo, em porcentagem de células.
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n=5/6/6 para A e n=4/6/6 para B e C. Teste: ANOVA one-way e Newman-
Keuls. Letras diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

A populagéo de linfécitos B1 (marcadores CD19 positivo e CD5 positivo),
relacionados a resposta imune imediata no tubo digestivo, ndo foi diferente
entre os trés grupos (Figura 21A). Ja os linfécitos B ativados (marcadores
CD19 positivo e CD21 positivo) estavam diminuidos nos grupos colite e colite +

TBT em relagéo ao grupo controle (Figura 21B).

A B

[$)]
=
(=}
o

]

(on

IN
1
©
=}
1

w
1
[e2]
o
1

»
% células
(CD19+ CD21+)

% células
(CD19+ CD5+)
&

=
1
N
o
1

o

o

T
controle colite colite + TBT T . ]
controle colite colite + TBT

Figura 21 — Porcentagem de linfécito B1 (A) e de linfécitos B ativados (B) na
lamina prépria. Grupo controle: AIN-93M e sem indugédo de colite; grupo colite:
AIN-93M e com inducao de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M
com suplementacdo de 0,5% de tributirina e com inducdo de colite (DSS 2%
p/v). Resultado expresso como médiaterro padrdo, em porcentagem de
células. n=5/6/6 para A e B. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras
diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

Os linfécitos T auxiliares de memoria (marcadores CD4 positivo e CD44
positivo) foram encontrados em maior quantidade nos grupos colite e colite +
TBT em relacdo ao grupo controle (Figura 22A), mesmo resultado obtido
quando linfécitos T auxiliares ativados (marcadores CD4 positivo e CD69

positivo) foram analisados (Figura 22B).
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Figura 22 — Porcentagem de linfécito T auxiliar de memoria (A) e de linfocito T
auxiliar ativado (B) na lamina prépria. Grupo controle: AIN-93M e sem inducéo
de colite; grupo colite: AIN-93M e com inducéo de colite (DSS 2% p/v); grupo
colite + TBT: AIN-93M com suplementacdo de 0,5% de tributirina e com
inducao de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como médiaterro padrao,
em porcentagem de células. n=4/6/6 para A e B. Teste: ANOVA one-way e
Newman-Keuls. Letras diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

Foi analisada também a presenca de linfocitos T reguladores, com dois
marcadores. Usando o marcador LAP, peptideo associado a laténcia (CD25
positivo e LAP positivo), observa-se que o grupo colite + TBT difere do grupo
controle, com maior quantidade destas células (Figura 23A), porém sem
diferenca em relagdo ao grupo colite. Ja analisando o fator de transcricdo
usado como marcador nuclear de regulacdo, FOXP3 (Figura 23B), o que se vé
€ um aumento nos grupos colite e colite + TBT em relacdo ao controle. O
aumento destas células no grupo colite mostra uma tentativa de regulacdo da
inflamacéo, que, caso nédo houvesse, levaria a um quadro muito pior da doenca
nestes animais. O fato de as células LAP positivas estarem aumentadas com a
suplementacdo com tributirina mostra a amplificacdo desta regulagcdo com o

uso deste nutriente.
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Figura 23 — Porcentagem de linfocito T regulador na lamina propria. Grupo
controle: AIN-93M e sem inducdo de colite; grupo colite: AIN-93M e com
inducdo de colite (DSS 2% pl/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com
suplementacdo de 0,5% de tributirina e com inducéo de colite (DSS 2% p/v).
Resultado expresso como médiaterro padrdo, em porcentagem de células.
Quadro A: marcadores CD25 positivo e LAP positivo, n=5/6/6. Quadro B:
marcadores CD25 positivo e FOXP3 positivo, n=5/6/6. Teste: ANOVA one-way
e Newman-Keuls. Letras diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

Em resumo, a inducdo da doenca levou ao aumento de linfocito T
auxiliar ativado, linfécito T auxiliar de meméria e linfécito T regulador (FOXP3
positivo). A suplementagcdo com tributirina, por sua vez, aumentou a presenca
de macrdéfagos ativados e de linfocito T regulador (LAP positivo).

A inducdo da colite com DSS altera principalmente o célon mas pode
levar a mudancas no sistema imune em outros 6rgdos como linfonodo cecal e
baco. Para avaliarmos estas alteracdes sistémicas e a possivel acdo da
tributirina, analises de perfil leucocitario foram realizadas no linfonodo cecal, no

baco e no sangue.
Perfil Leucocitario no Linfonodo Cecal

A andlise de célula dendritica (marcadores CD11c positivo e MOMA
negativo) no linfonodo cecal, 6rgdo imunoldgico responsavel pela primeira

drenagem do colon, mostra uma quantidade diminuida nos grupos colite e

colite + TBT em relag&o ao grupo controle (Figura 24).
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Figura 24 — Porcentagem de célula dendritica no linfonodo cecal. Grupo
controle: AIN-93M e sem inducdo de colite; grupo colite: AIN-93M e com
inducdo de colite (DSS 2% pl/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com
suplementacdo de 0,5% de tributirina e com indugdo de colite (DSS 2% p/v).
Resultado expresso como médiaterro padrdo, em porcentagem de células.
n=5/6/6, teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras diferentes
representam diferenca estatistica, p<0,05.

A presenca de mondcitos e macréfagos (marcador MOMA positivo)
neste 6rgdo esta aumentada no grupo colite + TBT apenas em relacdo ao
grupo controle (Figura 25A), mas os macréfagos ativados (marcadores MOMA
positivo e CD80 positivo) ndo apresentaram diferenca entre os trés grupos

(Figura 25B).
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Figura 25 — Porcentagem de mondcitos e macréfagos (A) e de macrofagos
ativados (B) no linfonodo cecal. Grupo controle: AIN-93M e sem inducgéo de
colite; grupo colite: AIN-93M e com inducao de colite (DSS 2% p/v); grupo colite
+ TBT: AIN-93M com suplementacéo de 0,5% de tributirina e com inducao de
colite (DSS 2% p/v). n=5/6/6 para A e B. Resultado expresso como médiaterro
padrdo, em porcentagem de células. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls.
Letras diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.
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A presenca de linfécitos B1 (marcadores CD19 positivo e CD5 positivo)
esta diminuida nos grupos colite e colite + TBT em relacdo ao controle (Figura
26A). Ja os linfécitos B ativados (marcadores CD19 positivo e CD21 positivo)
se encontram aumentados nos grupos colite e colite + TBT em relacdo ao
controle (Figura 26B).
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Figura 26 — Porcentagem de linfocitos B1 (A) e de linfocitos B ativados (B) no
linfonodo cecal. Grupo controle: AIN-93M e sem inducéo de colite; grupo colite:
AIN-93M e com inducao de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M
com suplementacdo de 0,5% de tributirina e com inducdo de colite (DSS 2%
p/v). Resultado expresso como médiaterro padrdo, em porcentagem de
células. n=5/6/6 para A e B. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras
diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

A analise de linfécitos T mostrou que nem a quantidade de linfocitos T
auxiliar de memoéria (marcadores CD4 positivo e CD44 positivo) nem o0s
linfécitos T ativados (marcadores CD4 positivo e CD69 positivo) foram

diferentes entre os trés grupos analisados (Figura 27A e B).
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Figura 27 — Porcentagem de linfocitos T auxiliar de memoria (A) e de linfocitos
T auxiliar ativados (B) no linfonodo cecal. Grupo controle: AIN-93M e sem
inducé&o de colite; grupo colite: AIN-93M e com indugé&o de colite (DSS 2% p/v);
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grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementacéo de 0,5% de tributirina e com
inducéo de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como médiaterro padréo,
em porcentagem de células. n=5/6/6 para A e B. Teste: ANOVA one-way e
Newman-Keuls, p<0,05.

Este mesmo resultado foi encontrado na analise de linfécitos T
reguladores (marcadores CD25 positivo e LAP positivo e também marcadores
CD25 positivo e FOXP3 positivo). Nenhum dos trés grupos diferiu na
porcentagem de células encontradas com estas marcacgdes (Figura 28A e B).
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Figura 28 — Porcentagem de linfocito T regulador no linfonodo cecal. Grupo
controle: AIN-93M e sem inducdo de colite; grupo colite: AIN-93M e com
inducdo de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com
suplementacdo de 0,5% de tributirina e com inducdo de colite (DSS 2% p/v).
Resultado expresso como médiaterro padrdo, em porcentagem de células.
Quadro A: marcadores CD25 positivo e LAP positivo, n=5/6/6. Quadro B:
marcadores CD25 positivo e FOXP3 positivo, n=5/6/6. Teste: ANOVA one-way
e Newman-Keuls, p<0,05.

Em resumo, no linfonodo cecal houve maior ativacdo de linfocitos B nos
dois grupos com inducdo de colite experimental e diminuicdo de célula
dendritica e linfécitos B1. Apenas no grupo colite + TBT houve quantidade de

mondcitos e macrofagos maior do que no grupo controle.

Perfil Leucocitario no Baco

A andlise do baco revelou que ndo houve diferenca entre os trés grupos
estudados quanto a célula dendritica (CD11lc positivo e MOMA negativo),
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monocitos e macréfagos (MOMA positivo) e macrofagos ativados (MOMA

positivo e CD80 positivo) (Figura 29 A, B e C).
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Figura 29 — Porcentagem de células dendriticas (A), de mondcitos e
macréfagos (B) e de macrofagos ativados (C) no baco. Grupo controle: AIN-
93M e sem inducédo de colite; grupo colite: AIN-93M e com inducado de colite
(DSS 2% plv); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementacédo de 0,5% de
tributirina e com inducdo de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como
meédiazerro padrdo, em porcentagem de células. n=5/6/6 para A e n=5/5/6 para
B e C. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls, p<0,05.

Quanto aos linfécitos B1 (marcadores CD19 positivo e CD5 positivo),
houve normalizacdo no grupo colite + TBT, chegando aos niveis do grupo
controle (Figura 30A). Ja os linfocitos B ativados (CD19 positivo e CD21

positivo) ndo foram diferentes entre os trés grupos experimentais (Figura 30B).
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Figura 30 — Porcentagem de linfocitos B1 (A) e de linfocitos B ativados (B) no
baco. Grupo controle: AIN-93M e sem inducao de colite; grupo colite: AIN-93M
e com inducdo de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com
suplementacao de 0,5% de tributirina e com indugdo de colite (DSS 2% p/v).
Resultado expresso como médiaterro padrdo, em porcentagem de células.
n=5/6/6 para A e B. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras
diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

A andlise de linfocitos T mostrou que ndo houve diferenca entre os trés
grupos quanto a presenca de linfocito T auxiliar de meméria (CD4 positivo e
CD44 positivo) e linfécito T auxiliar ativado (CD4 positivo e CD69 positivo)
(Figura 31A e B). Este mesmo resultado foi encontrado quanto a linfécitos T
reguladores; nenhum dos dois marcadores utilizados (CD25 positivo e LAP
positivo e também CD25 positivo e FOXP3 positivo) foi diferente entre os trés
grupos, mostrando nao haver alteracdo na quantidade destas células neste

orgao (Figura 32A e B).
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Figura 31 — Porcentagem de linfocitos T auxiliar de memoria (A) e de linfocitos
T auxiliar ativados (B) no bago. Grupo controle: AIN-93M e sem inducédo de
colite; grupo colite: AIN-93M e com inducao de colite (DSS 2% p/v); grupo colite
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+ TBT: AIN-93M com suplementacédo de 0,5% de tributirina e com inducéo de
colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como médiaterro padrdo, em
porcentagem de células. n=5/6/6 para A e B. Teste: ANOVA one-way e
Newman-Keuls, p<0,05.

Em resumo, a Unica alteracdo encontrada neste 6rgdo foi na populagcéo
de linfocitos B1, que estava diminuida no grupo colite + TBT em relacdo ao
grupo colite. Estes resultados sugerem que, no nosso modelo experimental, as
alteracOes sistémicas sdo bastante discretas, e que a lesdo e a resposta

inflamatoria sdo quase totalmente restritas ao colon dos animais.
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Figura 32 — Porcentagem de linfocito T regulador no baco. Grupo controle:
AIN-93M e sem inducéo de colite; grupo colite: AIN-93M e com inducédo de
colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementacéo de 0,5%
de tributirina e com inducédo de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como
médiaterro padrao, em porcentagem de células. Quadro A: marcadores CD25
positivo e LAP positivo, n=5/6/6. Quadro B: marcadores CD25 positivo e
FOXP3 positivo, n=5/6/5. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls, p<0,05.

Contagem Total e Diferencial de Leucécitos no Sangue
As contagens total e diferencial de leucécitos no sangue né&o

apresentaram diferencas entre os trés grupos analisados, suportando a ideia

de que ndo hé alteracbes sistémicas pela indugédo da doenca (Tabela 2).
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Tabela 2 — Leucograma do sangue

Parametro Grupos

Controle Colite Colite + TBT
Quantidade Total® 17446+3173 16495+1040 17250+1221
Eosindfilo® 0,8+0,4 0,5+0,2 0
Neutréfilo® 18,5+5,2 14,6+2,3 12,1+2,7
Basofilo® 5,6+0,8 6,1+1,7 3,1+1,5
Monécito® 2,8+1,3 2,4%0,4 3,1+0,8
Linfocito® 72,1455 75,124 81,5+3,4

Grupo controle: AIN-93M e sem inducéo de colite; grupo colite: AIN-93M e com
inducdo de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com
suplementacdo de 0,5% de tributirina e com inducdo de colite (DSS 2% p/v).
n=6/5/6 para quantidade total e mondcitos e n=6/6/6 para eosinofilos,
neutrofilos, baséfilos e linfécitos. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls,
p<0,05. ? Resultado expresso como médiaterro padrdo, em células/mm?® de
sangue. P Resultado expresso como médiaterro padrdo, em porcentagem de
células.

Rolamento e Adeséao Leucocitarios no Cdlon

A diminuicdo do infiltrado inflamatdrio, principalmente eosindfilos e
neutréfilos, observada com a suplementacdo com tributirina pode ser
influenciada pela migracdo leucocitaria. Para avaliar esta possibilidade,
microscopia intravital de colon foi realizada para contagem de rolamento e
adesao de leucdcitos neste 6rgao.

Os resultados mostraram que a suplementacdo com tributirina né&o
alterou o maior rolamento leucocitario visto com a inducdo da doenca (Figura
33A), mas diminuiu a adesao de leucdcitos (Figura 33B), levando a um estado

intermediario entre os grupos controle e colite.
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Figura 33 - Rolamento (A) e adeséo (B) leucocitaria no célon. Grupo controle:
AIN-93M e sem inducéo de colite; grupo colite: AIN-93M e com inducédo de
colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementacao de 0,5%
de tributirina e com inducéo de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como
meédiazerro padrdo, em numero de células/minuto (A) e em namero de células
aderidas/pm (B). n=3/3/3 para A e n=4/3/3 para B. Teste: ANOVA one-way e
Newman-Keuls. Letras diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

Andlise de Citocinas no Coélon

Outro importante aspecto imune séo as citocinas, que podem influenciar
negativa ou positivamente no controle da inflamacéao, de acordo com um perfil
pré6 ou anti-inflamatério. Para avaliacdo deste perfil, foram medidas
concentracdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-183, IL-17) e
de citocinas anti-inflamatdérias (TGF-B e IL-10) em extrato de c6lon dos animais.

As concentracbes de TNF-a e de IFN-y ndo foram diferentes entre os

trés grupos experimentais analisados (Figura 34A e B).
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Figura 34 — Concentragdo das citocinas TNF-a (A) e IFN-y (B) no colon. Grupo
controle: AIN-93M e sem inducdo de colite; grupo colite: AIN-93M e com
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inducdo de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com
suplementacao de 0,5% de tributirina e com inducédo de colite (DSS 2% p/v).
Resultado expresso como médiaterro padrdo, em ng de citocina/mL de extrato
coldnico. n=5/5/5 para cada citocina. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls,
p<0,05.

As concentracfes de IL-4 e de IL-17 ndo foram diferentes nos trés
grupos estudados (Figura 35A e B), e o resultado de IL-18 mostra uma
guantidade maior no grupo colite + TBT em relag&o aos grupos controle e colite
(Figura 35C).
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Figura 35 — Concentracdo das citocinas IL- 4 (A), IL- 17 (B) e IL- 18 (C) no
célon. Grupo controle: AIN-93M e sem inducéo de colite; grupo colite: AIN-93M
e com inducdo de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com
suplementacao de 0,5% de tributirina e com inducéo de colite (DSS 2% p/v). n=
5/5/5 para A e B e n= 6/6/6 para C. Resultado expresso como médiaterro
padrdo, em ng de citocina/mL de extrato colonico. Teste: ANOVA one-way e
Newman-Keuls. Letras diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

A concentracdo de TGF-B foi maior no grupo com suplementacdo com
tributirina quando comparado ao grupo controle (Figura 36A). A determinagao
de IL-10 mostrou que o grupo colite apresenta uma quantidade diminuida desta
citocina, quando comparado ao grupo controle, e que o grupo colite + TBT

possui uma maior concentracédo desta, se igualando estatisticamente ao grupo
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controle (Figura 36B). Este parece ser um efeito anti-inflamatorio da tributirina,

agindo no aumento destas duas citocinas potencialmente anti-inflamatorias.
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Figura 36 — Concentracao das citocinas TGF- (A) e IL-10 (B) no colon. Grupo
controle: AIN-93M e sem inducdo de colite; grupo colite: AIN-93M e com
inducdo de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com
suplementacdo de 0,5% de tributirina e com inducéo de colite (DSS 2% p/v).
n=5/6/6 para A e n=5/4/5 para B. Resultado expresso como médiaterro padrao,
em ng de citocina/mL de extrato col6nico. Teste: ANOVA one-way e Newman-
Keuls. Letras diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

Andlise de Estresse Oxidativo no Célon

O aumento do estresse oxidativo no colon esta ligado a inicializacao e
perpetuacdo da lesdo e da inflamacédo na colite ulcerativa, e butirato tem
potencial na modulacdo deste parametro (Abrahamse et al., 1999; Rosignoli et
al., 2001; Damiani et al., 2007; Naito et al., 2007; Rezaie et al., 2007). Como a
tributirina teve acédo na diminuicdo de eosinodfilos e neutréfilos, células efetoras
da inflamacdo em colite ulcerativa e também responsaveis pelo aumento do
estresse oxidativo pelas enzimas peroxidase de eosindfilos e mieloperoxidase,
o proximo passo foi a avaliacdo do estresse oxidativo no célon pela
peroxidacao lipidica, formacdo de hidroperoxidos e pela atividade das enzimas

antioxidantes superéxido dismutase e catalase.
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Avaliacdo da peroxidacéo lipidica por TBARS (substancias reativas ao acido

tiobarbiturico) e Dosagem da Concentracéo de Hidroperéxidos

A peroxidacao lipidica no colon, analisada pela técnica de TBARS, néo
mostrou diferenca entre os grupos experimentais (Figura 37A). Ja4 a formacao
de hidroperdoxidos apresentou-se elevada no grupo colite em relagdo ao
controle e a suplementagdo com tributirina diminuiu este parametro, levando a

um estado intermediario entre os grupos controle e colite (Figura 37B).
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Figura 37 - Andlise da peroxidacdo lipidica por TBARS (A) e dosagem da
concentracdo de hidroperéxidos (B) no colon. Grupo controle: AIN-93M e sem
inducao de colite; grupo colite: AIN-93M e com inducao de colite (DSS 2% p/v);
grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementacéo de 0,5% de tributirina e com
inducéo de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como médiaterro padrao
em pumol de MDA/g de proteina (A) e em umol de hidroperdxido/g de proteina
(B). n=5/5/6 para A e n=4/4/4 para B. Teste: ANOVA one-way e Newman-
Keuls. Letras diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

Atividade da Enzima Superdxido Dismutase e Atividade da Enzima Catalase

A atividade da enzima superdxido dismutase no colon ficou aumentada
no grupo colite + TBT em relagdo aos grupos controle e colite (Figura 38A), e a
atividade da enzima catalase no mesmo 6rgdo foi normalizada com a

suplementac¢ao com tributirina (Figura 38B).
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Figura 38 - Atividade da superédxido dismutase (A) e da catalase (B) no colon.
Grupo controle: AIN-93M e sem inducédo de colite; grupo colite: AIN-93M e com
inducdo de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com
suplementacdo de 0,5% de tributirina e com inducdo de colite (DSS 2% p/v).
Resultado expresso como médiaterro padrdo em unidade de SOD/g de
proteina (A) e em delta E/minuto/g de proteina (B). n=5/4/5 para A e n=4/5/6
para B. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras diferentes
representam diferenca estatistica, p<0,05.

Os resultados obtidos até aqui mostram que a suplementacdo com
tributirina apresenta efeitos positivos na colite experimental, agindo na lesédo da
mucosa colbnica, na diminuicdo da presenca de eosindfilos e neutrofilos, que
sdo importantes células efetoras em doencas inflamatérias intestinais, e
também na diminuicAo do estresse oxidativo col6nico, responsavel pela
perpetuacdo da inflamacéo e da lesdo encontradas. Mas estes resultados ndo
permitiram afirmar se a acéo da tributirina seria na reestruturacdo da mucosa
colonica, ou seja, se haveria lesdo no local e a suplementacado levaria a uma
regeneracdo da mucosa, ou se a tributirina agiria na protecdo desta lesao,
impedindo que ela ocorresse. Para a determinacdo da forma de acdo da
tributirina foi realizado o experimento com oferecimento de DSS por 3 dias, que
tornaria possivel a analise da evolucdo da lesdo antes do pico inflamatério,

obtido com sete dias de administragao de DSS.
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Avaliacdo da Acdo da Tributirina Durante a Inducdo da Colite Experimental

Consumo Alimentar e Consumo Hidrico

Na avaliacdo da acdo da tributirina na evolucdo da lesdo induzida por
DSS néo foram encontradas diferencas nos consumos alimentar e hidrico entre

os trés grupos estudados (Figura 39A e B).
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Figura 39 - Consumo alimentar (A) e consumo hidrico (B) com trés dias de
DSS. Grupo controle: AIN-93M e sem indugédo de colite; grupo colite: AIN-93M
e com inducdo de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com
suplementacdo de 0,5% de tributirina e com inducéo de colite (DSS 2% p/v).
Resultado expresso como médiaterro padrdo, em g/dia/animal (A) e em
mL/dia/animal (B). n=3/3/3 para A e B. Teste: ANOVA one-way e Newman-
Keuls, p<0,05.

Variacdo Ponderal e Comprimento do Célon

A evolucdo ponderal dos animais ndo foi diferente nos trés grupos,
mostrando que com trés dias de DSS ainda ndo h& perda de peso ou menor
ganho de peso comparado ao controle (Figura 40). A analise do comprimento

do célon ndo mostrou diferenca entre os trés grupos analisados (Figura 41).
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Figura 40- Variagdo ponderal com trés dias de DSS. Grupo controle: AIN-93M
e sem inducao de colite; grupo colite: AIN-93M e com inducgéo de colite (DSS
2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementacédo de 0,5% de
tributirina e com inducdo de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como
médiaterro padrdo, em gramas. n=12/14/14. Teste: ANOVA one-way e
Newman-Keuls, p<0,05.

Os sinais clinicos ainda ndo mostraram indicios de presenca da colite
experimental. O préximo passo foi a avaliacdo histopatolégica do célon, que

indicaria qual o nivel de leséo ja existente.

comprimento (cm)
N

Controle Colite Colite + TBT

Figura 41 — Comprimento do colon com trés dias de DSS. Grupo controle: AIN-
93M e sem inducédo de colite; grupo colite: AIN-93M e com inducao de colite
(DSS 2% plv); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementacao de 0,5% de
tributirina e com inducdo de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como
médiazerro padrdo, em centimetros. n=12/14/14. Teste: ANOVA one-way e
Newman-Keuls, p<0,05.
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Andlise Histologica

A andlise histologica do colon mostrou presenca de lesdo leve nos
grupos com inducdo da doenca. A Figura 42 apresenta o aspecto morfolégico
do d6rgéao.

Figura 42 — Aspecto morfoldégico do célon com trés dias de DSS. Quadro A:
grupo controle, AIN-93M e sem indugé&o de colite; quadro B: grupo colite, AIN-
93M e com inducao de colite (DSS 2% p/v); quadro C: grupo colite + TBT, AIN-
93M com suplementacéo de 0,5% de tributirina e com inducéo de colite (DSS
2% p/v). Aumento de 40 vezes.

Analisando as imagens, observa-se que o grupo controle estava dentro
dos padrées de normalidade, com arquitetura do coélon integra, presenca de
células caliciformes e auséncia de infiltrado inflamatério na mucosa e
submucosa. Ja o grupo colite apresentou areas com ulceracao leve, deplegcéao
de células caliciformes em pequenas areas da mucosa, sem abscessos das

criptas, com espessamento da camada muscular, além de infiltrado inflamatério
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moderado em algumas partes da mucosa. O grupo colite + TBT também
apresentou areas com ulceracgéo leve e infiltrado inflamatério, indicando que a
lesdo ocorreu mesmo com a suplementacdo com tributirina. O escore
histopatolégico ndo se mostrou diferente entre os dois grupos com inducao da

colite experimental (Figura 43).
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Figura 43 — Escore histopatologico total do colon com trés dias de DSS. Grupo
controle: AIN-93M e sem inducdo de colite; grupo colite: AIN-93M e com
inducdo de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com
suplementacao de 0,5% de tributirina e com inducdo de colite (DSS 2% p/v).
Resultado expresso como médiaterro padrdo. n=5/5/5. Teste: ANOVA one-way
e Newman-Keuls. Letras diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

A Figura 44A e B apresenta os itens usados no escore histopatolégico, e
o resultado confirma o escore total, no qual os grupos colite e colite + TBT sdo

iguais estatisticamente.
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Figura 44 — Itens usados no escore histopatoldgico do cdlon com trés dias de
DSS. Grupo controle: AIN-93M e sem inducédo de colite; grupo colite: AIN-93M
e com inducdo de colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com
suplementacdo de 0,5% de tributirina e com inducdo de colite (DSS 2% p/v).
Resultado expresso como médiaterro padrdo. n=5/5/5 para todos os itens.
Teste: ANOVA Kruskal-Wallis e Dunns, p<0,05. Letras diferentes representam
diferenca estatistica.

Andlise Indireta de Eosinéfilos e Neutroéfilos no Colon

A andlise neste tempo experimental mostrou que a infiltracdo de
eosinofilos (Figura 45A) nao foi diferente entre os grupos, mas a infiltracdo de
neutréfilos apresentou-se aumentada no grupo colite e intermediaria no colite +

TBT em relacao ao controle (Figura 45B). Este resultado mostra que o efeito da
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tributirina em neutréfilos € um evento anterior a melhora trofica observada com

a suplementacdo com este nutriente.
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Figura 45 - Andlise indireta da presenca de eosindfilos (A) e analise indireta da
presenca de neutréfilos (B) no célon com trés dias de DSS. Grupo controle:
AIN-93M e sem inducgéo de colite; grupo colite: AIN-93M e com inducéo de
colite (DSS 2% p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementacao de 0,5%
de tributirina e com inducéo de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como
meédiazerro padrdo, em unidades arbitrarias. n=3/6/6 para A e n=3/3/4 para B.
Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras diferentes representam
diferenca estatistica, p<0,05.

Anélise de Estresse Oxidativo no Célon

O aumento da mieloperoxidase no colon esta ligado ao aumento do
estresse oxidativo. Para avaliacdo deste parametro, foram dosadas, no célon,
peroxidacdo lipidica, formacdo de hidroperoxidos e atividade das enzimas

antioxidantes superdxido dismutase e catalase.

Avaliacdo da peroxidacdo lipidica por TBARS (substancias reativas ao acido

tiobarbittrico) e Dosagem da Concentracéo de Hidroperéxidos

A peroxidacdo lipidica no célon ndo foi diferente entre os grupos
experimentais (Figura 46A), e a formacdo de hidroperéxidos mostrou-se
elevada nos grupos com inducdo da doenca em relacdo ao controle (Figura
46B), o que mostra que o aumento do estresse oxidativo no coélon tem

importante papel na inducéo da lesé&o.
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Figura 46 - Analise de TBARS (A), e dosagem da concentracdo de
hidroperoxidos (B) no célon com trés dias de DSS. Grupo controle: AIN-93M e
sem inducéo de colite; grupo colite: AIN-93M e com inducgéo de colite (DSS 2%
p/v); grupo colite + TBT: AIN-93M com suplementacéo de 0,5% de tributirina e
com inducdo de colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como médiaterro
padrdo, em pumol de MDA/g de proteina (A) e em umol de hidroperéxidos/g de
proteina (B). n=6/6/4 para A e n=5/3/5 para B. Teste.: ANOVA one-way e
Newman-Keuls. Letras diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

Atividade da Enzima Superoxido Dismutase e Atividade da Enzima Catalase

A atividade da enzima superdxido dismutase no célon ndo se mostrou
alterada entre os grupos analisados (Figura 47A), mas a atividade da enzima
catalase foi menor nos grupos com inducao da colite em relacdo ao controle
(Figura 47B).
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Figura 47 - Atividade da superoxido dismutase (A) e atividade da catalase (B)
no colon com trés dias de DSS. Grupo controle: AIN-93M e sem inducéo de
colite; grupo colite: AIN-93M e com inducao de colite (DSS 2% p/v); grupo colite
+ TBT: AIN-93M com suplementacéo de 0,5% de tributirina e com inducao de
colite (DSS 2% p/v). Resultado expresso como médiazterro padrdo em unidade
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de SOD/g de proteina (A) e em delta E/minuto/g de proteina (B). n=8/8/8 para
A e n=6/8/8 para B. Teste: ANOVA one-way e Newman-Keuls. Letras
diferentes representam diferenca estatistica, p<0,05.

Os resultados dos experimentos com oferecimento de DSS por trés dias
mostram que ha inducdo da lesdo coldnica no grupo com suplementacdo com
tributirina. Assim, pode-se crer que este composto age na melhora desta leséo,
atuando na regeneragdo da mucosa intestinal pela diminuicdo do estresse
oxidativo e de células inflamatdrias efetoras e ainda pelo aumento de citocinas
anti-inflamatérias. Além disso, age também por apresentar um efeito trofico,
levando a metabolismo energético aumentado e maior divisdo celular, uma vez
gue o butirato é a principal fonte energética para os colondcitos (Hallert et al.,
2003; Menzel et al., 2004; Hamer et al., 2008).
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Estudos mostram as ac¢des positivas do butirato em diversas situagoes
patolégicas como cancer e doencas inflamatorias ja ha diversas décadas, mas
seu uso clinico oral é extremamente limitado, se ndo ausente, por suas
peculiaridades, que trazem odor incbmodo, sabor amargo, nauseas, anorexia
e, assim, baixissima aceitabilidade (Pomare et al., 1985; Jankowski et al., 1994;
Hallert et al., 2003; Menzel et al., 2004; Dianzani et al., 2006; Gassull, 2006;
Hamer et al., 2008). Além disso, o butirato, tendo metabolismo rapido e meia
vida curta, dificultaria a manutencdo da concentracao ideal no lumen intestinal
e obrigaria a ingestao diversas vezes ao dia, assim como € observado com o
uso de enemas (Dianzani et al., 2006; Gassull, 2006; Hamer et al., 2008).

A tributirina, objeto de analise neste estudo, mostra acdes positivas tanto
quanto o butirato e possui a grande vantagem de, fisicamente, ser um 6leo, o
que facilitaria sua introducdo via oral no uso clinico (Watkins et al., 1999;
Edelman et al., 2003; Dianzani et al., 2006; Gassull, 2006; Hamer et al., 2008).

A colite experimental induzida por DSS tem como sinais clinicos perda
ponderal, anorexia, reducdo do comprimento do cdélon e sangramento anal
(Okayasu et al., 1990; Elson et al., 1995; Wirtz & Neurath, 2007). Com o
protocolo experimental de 15 dias, nossos dados mostram menor ganho de
peso dos animais nos grupos com DSS na segunda semana de experimento,
mas nao foi observada alteracdo da ingestdo alimentar, sugerindo que esta
alteracdo ponderal foi pela indugéo da doenca, que poderia ter levado a maior
catabolismo devido a lesdo e inflamacéo intestinal, como ja demonstrado
(Fukata et al., 2007; Melgar et al., 2007).

Os animais com inducdo de colite experimental apresentaram
encurtamento de colon semelhante, independente da suplementacdo com
tributirina. Um estudo com camundongos que foram alimentados com dieta
contendo fibra (3%) e inoculados com a bactéria Eubacterium limosum, capaz
de aumentar a producdo de butirato, mostrou melhora neste parametro clinico.
Apesar de ndo termos encontrado este mesmo resultado, € preciso levar em
conta que enquanto a nossa forma de administracdo foi oral, o estudo citado
levou a producéo local de butirato, o que justifica esta diferenca encontrada
(Kanauchi et al., 2006).
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Os resultados da analise histopatolégica mostram o efeito tréfico da
tributirina no coélon, melhorando a estrutura colénica, diminuindo o tamanho e a
intensidade da lesdo. Como estudos mostram este mesmo efeito com o uso de
butirato, (Scheppach, 1996; Ramos et al., 1997; Kanauchi et al., 1999a; Vieira
et al., 2011), a tributirina parece agir da mesma forma.

A analise histologica sugere que houve uma lesdo inicial e que a
suplementacao com tributirina levou a regeneracdo da mucosa, uma vez que a
parte apical da mucosa ainda apresenta algumas lesdes e a parte basal se
encontra integra. Como o butirato é a principal fonte de energia para 0s
colonécitos e possui importante acao trofica, nossos resultados sugerem que o
butirato foi usado para que houvesse metabolismo celular aumentado, maior
divisdo celular e, assim, reconstru¢do da mucosa lesada (Kanauchi et al.,
1999b; Videla et al., 2001; Saemann et al., 2002a; Hallert et al., 2003; Menzel
et al., 2004; van Nuenen et al., 2005; Hamer et al., 2008).

Juntamente com a acgéo trofica, observamos melhora na permeabilidade
intestinal. O DTPA é usado para analise da permeabilidade paracelular, e
observa-se que, com a reconstrucdo colénica e a melhora na arquitetura da
mucosa obtida com a suplementacdo com tributirina, esta permeabilidade
paracelular esta se reconstituindo. Esta reconstru¢do pode ser pelo aumento,
induzido pela tributirina, da expressao das proteinas das juncdes firme (Ohata
et al., 2005). A diminuicdo da permeabilidade intestinal com o uso de butirato ja
foi descrita, sempre ligada a seu efeito tréfico (Kanauchi et al., 1999b; Videla et
al., 2001; Kinoshita et al., 2002; Saemann et al., 2002a; Menzel et al., 2004;
van Nuenen et al., 2005; Peng et al., 2007; Hamer et al., 2008).

Na analise do infiltrado inflamatério no célon, observamos que a maior
infiltracdo de eosindfilos e neutrofilos decorrente da indugdo da colite
experimental foi atenuada pela suplementacdo com tributirina. Eosinoéfilos
apresentam acdo rapida na resposta imune, e por isso sdo chamados de
sentinelas imunes efetoras, mas também estdo envolvidos com efeitos
deletérios em sindromes de hipersensibilidade, incluindo asma, dermatites e
rinites alérgicas (Rothenberg et al., 2001; Rothenberg, 2004; Barthel et al.,
2008). Em desordens intestinais, a maior parte das evidéncias demonstra
acumulo de eosindfilos no trato gastrointestinal, e este nUmero aumentado esta

associado a perda de peso, ma absor¢cdo, mudangas na arquitetura da mucosa
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como achatamento das vilosidades e diminui¢cdo das criptas do célon (Torpier
et al., 1988; Talley et al., 1992; Rothenberg et al., 2001; Rothenberg, 2004).
Levando em consideracdo a importancia deste tipo celular no aumento da
inflamacéo e do estresse oxidativo, pela enzima peroxidase de eosinofilos, a
diminuicdo obtida no grupo colite + TBT mostra a acao eficiente da tributirina
na diminuigdo da inflamacéo local, que levaria a melhora da mucosa, lesada
pela presenca de DSS.

Neutroéfilos sdo outro importante tipo celular com acdo efetora no trato
gastrointestinal e agem através da liberacdo de componentes tdéxicos, como a
enzima mieloperoxidase, causando a morte de patdgenos (Naito et al., 2007;
Vinolo et al., 2011). Apesar desta importante acdo na protecdo do trato
gastrointestinal, estudos com colite experimental induzida por DSS mostram
grande migracédo de neutrofilos no colon e demonstram que estas células séo
responsaveis pelo extensivo dano tissular, devido a liberacdo dos mesmos
componentes toxicos e radicais livres usados na morte de patégenos (Elson et
al., 1995; Naito et al., 2007; Wirtz & Neurath, 2007). Assim, diminuicdo deste
tipo celular no célon com colite € bom prognostico. Nossos dados mostram
efeito da tributirina em neutrdfilos, sendo capaz de diminuir sua presenca neste
estudo. Este resultado esta de acordo com varios estudos, que mostram efeito
do butirato neste tipo celular. Analisando isquemia e reperfuséo intestinal em
ratos wistar, a infusdo intraluminal de &cidos graxos de cadeia curta protegeu a
mucosa e diminuiu o infiltrado de neutréfilos na lamina prépria do célon apos 15
minutos de isquemia (Aguilar-Nascimento et al., 2006). Outro estudo mostrou
gue o tratamento com enemas de butirato, apds inducdo de colite experimental
por DSS em ratos, reduziu o numero de neutrofilos na lamina propria
(Venkatraman et al., 2003). Estudo em nosso laboratério também mostrou
efeito do butirato via oral neste tipo celular, melhorando inflamacéo e dano da
mucosa (Vieira et al., 2011).

A migracdo de leucdcitos para o foco inflamatério € dependente do
rolamento e da adesé&o das células inflamatérias no endotélio vascular. Nossos
resultados mostram uma menor adesédo leucocitaria nos vasos do colon nos
animais do grupo colite + TBT comparado com o0s nao suplementados. A
adesdo de leucocitos a receptores especificos nos vasos endoteliais, como

selectinas, VCAM-1 e ICAM-1, fazem com que os leucécitos se fixem com
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firmeza ao endotélio e migrem através dos espacos interendoteliais até o foco
da inflamacao (Abbas et al., 2008). Em concordancia com nossos resultados,
varios estudos mostram que o numero destas moléculas de adesdo esta
aumentado na colite ulcerativa. Além disso, estudos mostram também que a
acao do butirato na adeséao celular esta ligada a sua capacidade de diminuicéo
da expressdo de moléculas de adesdo como VCAM-1 e ICAM-1 (Viney et al.,
1996; Connor et al., 1999; Menzel et al., 2004; Zapolska-Downar et al., 2004).
Nossos resultados mostram que apesar de a suplementacdo com tributirina
nao ter normalizado o rolamento leucocitario, foi capaz de diminuir a adesao
celular, o que possivelmente contribuiu para a redugdo de neutrdfilos e
eosinofilos no colon.

Macrofagos, além de terem importantes funcdes de fagocitose de micro-
organismos, sdo apresentadores de antigenos essenciais no sistema digestivo
e ainda apresentam papel interessante na fagocitose do DSS na colite
experimental, retirando este composto do meio intestinal (Okayasu et al.,
1990). A analise do perfil leucocitario da lamina prépria mostrou que a
tributirina teve efeito no aumento de macréfagos ativados em relacdo ao
controle, que pode ajudar no controle da inflamagéo pelo maior sequestro de
DSS do meio coldnico, diminuindo o efeito toxico deste composto na mucosa
intestinal.

Macrofagos também sdo produtores de IL-1B, o que justifica a maior
concentracdo desta citocina no grupo colite + TBT. Esta citocina, apesar de
importante mediadora pré-inflamatéria, apresenta também efeitos na
diferenciacao celular e no remodelamento tissular (Ligumsky et al., 1990; Al-
Sadi & Ma, 2007). Assim, o aumento da concentragéo de IL-1 no grupo colite
+ TBT além dos niveis observados no grupo colite, associado a menor
inflamacéo e maior integridade do célon sugerem que a funcao da IL1-B seria
principalmente na reestruturagdo da mucosa intestinal e ndo como agente pro-
inflamatoério.

Nossos resultados mostram maior presenca de linfocito T regulador
FOXP3 positivo na lamina propria de animais com colite experimental,
independente da suplementacdo com tributirina. Este subtipo de células T é
muito importante para manutengéo da homeostase intestinal e para controle de

distarbios inflamatorios (Singh et al., 2001; Round & Mazmanian, 2010). Estas
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células agem suprimindo células apresentadoras de antigenos, seja por acéo
citotéxica ou pela producédo de citocinas anti-inflamatorias, como IL-10 e TGF-8
(Dejaco et al., 2005; Izcue et al.,, 2006). Assim, o aumento da populacdo
positiva para FOXP3 nos grupos com colite experimental sugere uma tentativa
do organismo de controlar a inflamacé&o estabelecida.

Além das células FOXP3 positivas, nds avaliamos também aquelas LAP
positivas, e observamos que a suplementagcdo com tributirina aumentou a
porcentagem de células com este marcador na lamina propria. As células T
reguladoras LAP positivas sédo induzidas pela presenca de TGF-, pois o LAP
faz parte da molécula de pr6-TGF-B (Oida & Weiner, 2010). O TGF-, por sua
vez, € uma citocina pleiotrépica produzida por quase todos os tipos celulares.
Acreditamos que um dos mecanismos anti-inflamatoérios da tributirina seja a
inducdo de TGF-B no cdlon, levando, assim, ao aumento dos linfocitos T
reguladores LAP positivo. O TGF- apresenta importantes agdes no controle da
inflamacéo, incluindo supresséo de resposta Thl e de linfécitos citotoxicos, e
inibicdo da proliferacéo e diferenciacéo de linfécitos T CD4. Todas estas a¢cdes
contribuem para a prevencédo e o controle de doencas inflamatérias intestinais
(Becker et al., 2006; Oida & Weiner, 2010).

Juntamente com o aumento de TGF-B, houve aumento da citocina anti-
inflamatoria IL-10 para niveis semelhantes aos do grupo controle. Nossos
dados estdo de acordo com estudos publicados, que mostram modulacao
desta citocina com o uso do butirato (Serpe et al., 2010; Vinolo et al., 2011).
Esta citocina apresenta inUmeras acdes anti-inflamatérias como inibicdo de
producdo de citocinas pro-inflamatorias como IFN-y, inibicdo da apresentacdo
de antigenos e da proliferacdo de linfocitos T CD4 (Li & He, 2004). Além disso,
IL-10 é crucial para a integridade coldnica, uma vez que animais nocautes para
esta citocina desenvolvem naturalmente o quadro de colite ulcerativa
(McCafferty et al., 2000; Specht et al., 2006).

No nosso estudo ndo foram detectadas alteragGes significativas nas
citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IFN-y, IL-17 e IL-4 entre 0S grupos
analisados. Porém, um estudo anterior demonstrou aumento de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a e IFN-y em colite experimental induzida em coelhos
(Kaneda et al., 2011). Estudo anterior do nosso grupo também acena para o

aumento destas citocinas, porém em modelo de colite experimental crénica
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induzida por DSS e ndo em colite aguda como descrito no atual estudo. Neste
estudo com colite experimental crbnica, 0 aumento destas citocinas ocorreu
apos dois periodos de administracdo de DSS e ndo apenas um, como ocorreu
no atual estudo (Teixeira et al., 2011). Estas diferencas entre os modelos de
colite podem ser os responsaveis pela falta de concordancia entre o0s
resultados.

Alguns estudos mostram a ac&o do butirato na reducao de IL-8, IL-12 e
TNF-a, esta Gltima dosada também no nosso estudo (Huang et al., 1997;
Saemann et al., 2000; Sanderson, 2004; Serpe et al., 2010; Vinolo et al., 2011).
Esses estudos foram feitos em sua maioria em culturas in vitro de um dnico
tipo celular (em geral neutrofilos) apds estimulagdo com LPS. Talvez nossos
dados sejam discrepantes dos encontrados na literatura por caracteristicas do
comportamento in vivo das células do sistema imune devido as interacdes
entre elas, assim como pelo tempo experimental usado, ou ainda por
diferencas nos métodos utilizados.

Nossos dados mostram estabelecimento do estresse oxidativo no grupo
colite, com aumento da presenca de hidroperoxidos, aumento da atividade da
mieloperoxidase de neutrofilos e da peroxidase de eosindfilos, e ainda
diminuicdo da atividade da catalase. Eosindfilos e neutrdfilos sdo células
efetoras com importancia fundamental na colite ulcerativa (Rothenberg et al.,
2001; Forbes et al., 2004; Rothenberg, 2004; Naito et al., 2007; Xavier &
Podolsky, 2007). Estas células, primeiras a serem ativadas pelo sistema imune,
migram até o local da leséo e, pelo burst respiratério, aumentam a quantidade
de oxigénio no meio, que, por acdo da NADPH oxidase, produz anions
superoéxidos. Estes, por sua vez, reagem com a enzima superoxido dismutase,
levando a producédo de peroxido de hidrogénio. Em condi¢des normais, em que
nao ha este burst respiratorio, essas reacfes ocorrem, em menor intensidade,
e o0 peroxido de hidrogénio é catalisado, via catalase ou glutationa peroxidase,
em &gua e oxigénio, levando a manutencdo do equilibrio entre producédo de
espécies reativas e sistema antioxidante. Porém, em condi¢cbes patologicas,
que levam a infiltracdo de neutrofilos e eosindfilos, este peroxido de hidrogénio,
na presenga de ions cloro ou bromo, & catalisado pelas enzimas do sistema
peroxidase, como mieloperoxidase e peroxidase de eosindfilos, levando a

producgéo de acido hipocloroso (HOCI') ou acido hipobromoso (HOBr’), potentes
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oxidantes de membranas. Esse é um dos mecanismos de acao destas células
na defesa contra patdgenos, que serdo atacados por esses radicais livres e
terdo as membranas celulares danificadas, levando-os a morte (Martins, 2010).
Mas, nas grandes infiltracbes, como na colite ulcerativa, esses radicais livres
atacam também as membranas das células colbnicas, levando a aumento do
dano tissular, o que leva também a aumento da inflamacédo, perpetuando a
condicdo patologica (Rothenberg et al., 2001; Rothenberg, 2004; Naito et al.,
2007). A tributirina teve acdo importante no controle desse estresse oxidativo,
com diminuicdo das enzimas mieloperoxidase e peroxidase de eosinofilos,
diminuicdo na formacé@o de hidroperdxidos e ainda aumento da atividade da
superoxido dismutase e normalizagdo da atividade da catalase. Estudos
mostram o potencial efeito do butirato no controle do estresse oxidativo. Este
efeito parece ser por controle génico, via acetilacdo de histonas, aumentando
transcricdo das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase, ndo analisada
neste estudo, e catalase, que levaria & diminuicdo da produgdo de HOCI
possivelmente por competicdo direta por substrato, resultando em menor dano
tissular. Além disso, esta modulacdo génica garantiria maior acesso as
enzimas de reparo ao DNA, diminuindo e evitando danos e erros no
funcionamento e na estrutura celular (Abrahamse et al., 1999; Rosignoli et al.,
2001; Yin et al., 2001; Sauer et al., 2007; Kien et al., 2008).

Os resultados discutidos até agora mostram a melhora da colite
experimental aguda com a suplementagdo com tributirina, com melhora da
lesdo da mucosa colbnica, efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes. Estes
resultados poderiam abrir as possibilidade de aplicacdo deste nutriente para
uso terapéutico em pacientes com colite ulcerativa.

Nosso proximo passo foi a determinacéo da forma de acao da tributirina
nesta doenca inflamatéria intestinal. A primeira pergunta nesta etapa do
trabalho foi quanto a leséo presente no célon; apesar dos achados histoldgicos
indicarem uma leséo prévia seguida da reestruturagdo da mucosa, ainda existia
a davida se a tributirina teria efeito na protecdo, evitando que essa lesdo
ocorresse como no grupo colite, ou se a tributirina teria efeito terapéutico,
induzindo a mais rapida regeneracdo da mucosa, reestruturando-a apos a
lesdo. A segunda pergunta foi quanto ao pardmetro modulado por esta

suplementacdo; como a tributirina mostrou um efeito muito interessante na
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melhora dos parametros de estresse oxidativo e da infiltracdo de neutrofilos e
eosinofilos, essas mesmas andlises foram realizadas com este segundo
protocolo experimental.

O protocolo de colite experimental aguda com ingestdo de DSS por sete
dias mostra que este € um periodo ideal para a inducao da leséo, instalacédo da
inflamacdo e aparecimento de sinais clinicos observados em humanos. O
periodo experimental com 3 dias de oferecimento de DSS foi escolhido para
gue 0s animais tivessem suplementacdo com tributirina anterior a inducéo da
doenca pelo mesmo tempo do primeiro protocolo, e tivessem ingestdo de DSS
por trés dias, ou seja, a lesdo na mucosa estaria no inicio, e a inflamacéo e o
estresse oxidativo ainda nédo estariam totalmente instalados. Isso nos permitiria
avaliar a evolucédo da doenca e a acdo da suplementagcdo com tributirina nesta
evolucéo.

Estudos anteriores mostram que os sinais clinicos da colite experimental
induzida por DSS comecam a se estabelecer ja no primeiro dia de ingestédo
deste composto culminando por volta do quinto dia de ingestdo de DSS,
qguando a perda de peso e as alteracdes do comprimento do célon podem ser
notadas (Okayasu et al., 1990; Fritsch Fredin et al., 2007; Melgar et al., 2007;
Yan et al., 2009). Nossos resultados mostram concordancia com estes estudos,
uma vez que a evolucéo ponderal e o comprimento do colon estavam alterados
apos 7 dias, mas nao apos 3 dias de DSS.

A analise histopatologica apés trés dias de DSS comprovou que ha
desenvolvimento de lesdo tanto no grupo colite quanto no grupo com
suplementacao, indicando que a tributirina ndo evitou que a lesdo intestinal
ocorresse, agindo na reconstrucdo e nao da preservacdo da mucosa colonica.

Em relacdo ao estresse oxidativo, apOs trés dias de DSS ja ocorrem
aumento de hidroperéxidos, da atividade de mieloperoxidase e diminuicdo da
atividade da catalase em ambos os grupos com inducao de colite experimental.
Os dados sugerem que, além do estresse oxidativo ter papel essencial no
aparecimento e na perpetuacdo da leséo, a acdo efetiva da tributirina se da
apos a instalacdo da lesao através da modulacdo deste parametro, iniciando
com a reducdo da mieloperoxidase e, consequentemente, a menor migracao

de neutrdfilos, e da normalizacdo da atividade da catalase.
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Conclusao

A suplementacdo com tributirina na colite experimental aguda
apresentou efeitos positivos no célon, diminuindo infiltrado inflamatério de
eosindfilos e neutrdfilos e também a adesdo leucocitaria, aumentando
populacdo de linfécito T regulador LAP positivo, aumentando citocinas anti-
inflamatérias TGF-f e IL-10, e ainda aumentando atividade das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase e catalase. Estes efeitos culminaram na
melhora da arquitetura da mucosa e diminuicdo da permeabilidade intestinal.

Além disso, nés mostramos que a tributirina ndo protege a mucosa da
lesdo por DSS, mas age na reestruturagdo e reconstrucdo da mucosa lesada
através da modulacdo do estresse oxidativo, agindo no aumento das enzimas
antioxidantes, e através da modulacdo do infiltrado inflamatério, agindo na

diminuicdo da presenca de eosinofilos e neutrofilos.
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Anexo 1 - Protocolo de Aceitacdo do CETEA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE WINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocoio n° Z23/2008, ieiativo ao projeto intitulado
“Mecanismos de acdo do butirato de sddio na protecdo da colite ulcerativa
experimental ", que tem como responsavel(is) Jacqueline Isaura Alvarez Leite,
esta(d0) de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados
pelo Comité de Etica em Experimentacao Animai (CETEA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunigo de 12/ 11/2008.

Este certificado expira-se em 12/ 11/ 2013.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 22372008, related to the project entitled
“Mecanism of action of the sodium butyrate in the protection of
experimental ulcertative colitis’, under the supervisiors of Jacqueline Isaura
Alvarez Leite, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation,
adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG),
and was approved in November 12, 2008.

This certificate expires in November 12, 2013.

Belo Horizente, 14 de Novembro de 2508.

(M

Prof. Humberto Peieira Oliveira
Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federai de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: {31) 3499-4516 — Fax: (31) 3495-4592
www.ufmg.br/bioeticalcetea - cetea@prpa.ufmg.br

(Mod.Cert. v1.0)
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