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RESUMO
SILVA, J.L. Efeitos da inflamagéo continuada e do tratamento imunomodulador com
anti-TNF no controle da colite experimental. 2018 111f. Dissertacdo (Mestrado).

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

As Doengas Inflamatorias Intestinais (DII), como a colite ulcerativa e a doenca de Crohn, séo
resultados de uma resposta imune desregulada no intestino de individuos geneticamente
suscetiveis apresentando disbiose intestinal. Essas doencas geralmente sdo tratadas com
anticorpos monoclonais, como o anti-TNF, Infliximab (IFX). No entanto, pouco se sabe como
0 bloqueio do TNF afeta a resposta do hospedeiro quando ocorre uma nova quebra da
homeostase intestinal, durante a recidiva da doenca. Neste estudo, avaliamos os efeitos tardios
do tratamento com IFX na colite experimental com um novo desafio de disbiose. Camundongos
tratados com IFX tiveram remissdo da colite. No entanto, o tratamento ndo protegeu contra a
recidiva da doenca, o que resultou no aumento de células mononucleares circulantes e
diminuicdo de neutrdfilos, em contraste com a reducdo da atividade de macrofagos e aumento
da infiltrado de neutréfilos no colon apds o desafio. Esses animais também apresentaram
diminuicédo da barreira linfocitaria epitelial e aumento de linfocitos na lamina prépria do célon,
que também continha elevado ndmero de células dendriticas inflamatorias
CD11b"CD11c¢"CD103". O tratamento da colite com IFX seguido de um desafio de microbiota
levou a redugdo de linfocitos TCD4, TCD8 e vd intraepiteliais, com acimulo de células T
ativadas, memdria residentes e efetoras na lamina propria, em comparacdo com o numero
reduzido desses linfocitos na auséncia de tratamento com IFX. Além disso, o bloqueio do TNF
reduziu a expressdo de IL-1p ¢ IL-6 e aumentou a expressdao de CYP11B1, uma enzima
esteroidogénica responsavel pela producdo de cortisol anti-inflamatério. Porém o desafio
antigénico elevou significativamente a expressdo de IL-13, mas reduziu a expressdo das
enzimas esteroidogénicas, CYP11Al e CYP11B10O. O mais interessante € que a permeabilidade
intestinal foi aumentada, assim como a atividade de proliferagdo das células nos linfonodos
mesentéricos. Esses dados sugerem que, embora o IFX possa controlar a inflamag&o na colite
aguda, seus efeitos tardios comprometem a capacidade do hospedeiro de lidar com um novo

desafio, como uma disbiose intestinal que ocorre durante a recaida da doenga.

Palavras-chave: Mucosa intestinal; Disbiose; Infliximab; Doenga Inflamatdria Intestinal.



ABSTRACT
SILVA, J.L. Effects of sustained inflammation and immunomodulatory treatment with
anti-TNF in the control of experimental colitis. 2018 111f. Dissertation (Master degree).

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Inflammatory Bowel Diseases (IBD), such as ulcerative colitis and Crohn's disease, are the
result of a dysregulated immune response in the intestine of genetically susceptible individuals
presenting with intestinal dysbiosis. These diseases are usually treated with monoclonal
antibodies, such as anti-TNF, Infliximab (IFX). However, little is known about how TNF
blockade affects host response when a new break in intestinal homeostasis occurs during relapse
of the disease. In this study, we evaluated the late effects of IFX treatment in experimental
colitis with a new challenge of dysbiosis. Mice treated with IFX had remission of colitis.
However, the treatment did not protect against disease recurrence, which resulted in increased
circulating mononuclear cells and decreased neutrophils, in contrast to reduced macrophage
activity and increased neutrophil infiltrate in the colon after challenge. These animals also had
a decrease in the lymphocyte epithelial barrier and increased lymphocytes in the lamina propria
of the colon, which also contained a high number of inflammatory dendritic cells
CD11b"CD11c"CD103". Treatment of IFX colitis followed by a microbiota challenge led to
reduction of intraepithelial TCD4, TCD8 and yé lymphocytes with accumulation of activated T
cells, resident and effector memory in the lamina propria, compared to the reduced number of
these lymphocytes in the absence of treatment with IFX. In addition, TNF blockade reduced
IL-1B and IL-6 expression and increased expression of CYP11B1, a steroidogenic enzyme
responsible for the production of anti-inflammatory cortisol. However, antigen challenge
significantly elevated IL-13 expression, but reduced expression of steroidogenic enzymes,
CYP11Al and CYP11BL1. Interestingly, the intestinal permeability was increased, as was the
proliferation activity of the cells in the mesenteric lymph nodes. These data suggest that
although IFX can control inflammation in acute colitis, its late effects compromise the host's
ability to cope with a new challenge, such as intestinal dysbiosis that occurs during relapse of

the disease.

Key words: Intestinal Mucosa; Dysbiosis; Infliximab, Inflammatory Bowel Disease
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microbiota de camundongos C57BL/6 submetidos a colite experimental com dextran sulfato de
sodio (DSS) 3% durante 10 dias.

Figura 3: Avaliacdo do peso e escore clinico de camundongos C57BL/6 submetidos a colite
experimental com dextran sulfato de sddio (DSS) 3% durante 10 dias e desafiados no 16° dia
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Figura 25: Determinagédo de Lipopolissacarideo (LPS) circulante de camundongos C57BL/6
submetidos a colite experimental com dextran sulfato de sédio (DSS) 3% durante 7 dias e

tratados ou ndo com infliximab (IFX).

Figura 26: Avaliagdo do peso e escore clinico de animais expostos ao dextran sulfato de sodio
(DSS) 3% durante 7 dias, tratados com Infliximab (IFX) e desafiados ao 13° dia com MB em
dishiose. A eutanasia dos animais tratados ou ndo com IFX foi realizado 24 horas ap6s o desafio

com MB em disbiose.

13



Figura 27: Quantificacdo de leucocitos do sangue periférico e contagem diferencial de
leucdcitos circulantes de camundongos C57BL/6 submetidos a colite experimental, tratados ou

ndo com infliximab (IFX) e desafiados com microbiota (MB) em disbiose

Figura 28: Imunofenotipagem de leucdcitos do bago e dos linfonodos mesentéricos (MLN) de
camundongos C57BL/6 submetidos a colite experimental e tratados ou ndo com infliximab

(IFX) e desafiados com microbiota (MB) em disbiose.

Figura 29: Cultura ex vivo de células de bago e linfonodos mesentéricos (MLN) de
camundongos submetidos a colite experimental, tratados com infliximab (IFX).

Figura 30: Deteccdo da atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) (A), N-
acetilglicosaminidase (NAG) (B) e eosindéfilo-peroxidase (EPO) (C) no colén de camundongos
submetidos a colite experimental tratados ou ndo com infliximab (IFX) e desafiados com

microbiota (MB) em disbiose

Figura 31: Imunofenotipagem de leucécitos da lamina prépria (LP) de camundongos
submetidos & colite experimental, tratados ou ndo com infliximab (IFX) e desafiados com
microbiota (MB) em disbiose.

Figura 32: Imunofenotipagem de linfécitos da lamina prépria (LP) de camundongos
submetidos a colite experimental tratados ou ndo com infliximab (IFX) e desafiados com
microbiota (MB) em disbiose.

Figura 33: Imunofenotipagem de linfocitos intraepiteliais (LIE) de camundongos submetidos
a colite experimental tratados ou ndo com infliximab (IFX) e desafiados com microbiota em

disbiose.
Figura 34: Avaliacdo da expressdo de quimiocinas presentes no colon de camundongos

submetidos a colite experimental tratados ou ndo com infliximab (IFX) e desafiados com

microbiota em disbiose

14



Figura 35: Avaliacdo da expressdo de citocinas presentes no colon de camundongos
submetidos a colite experimental tratados ou ndo com infliximab (IFX) e desafiados com

microbiota em disbiose.

Figura 36: Avaliacdo da expressdo de enzimas precursoras de corticosterona no célon de
camundongos submetidos a colite experimental tratados ou ndo com infliximab (IFX) e

desafiados com microbiota em dishiose.

Figura 37: Avaliacdo da expressdo das proteinas de tight juntions no colon de camundongos
submetidos a colite experimental tratados ou ndo com infliximab (IFX) e desafiados com

microbiota em disbiose.

Figura 38: Avaliacdo da permeabilidade intestinal pela quantificacdo de FITC-Dextran
presente no soro de camundongos C57BL/6 submetidos a colite experimental tratados ou ndo

com infliximab (IFX) e desafiados com microbiota (MB) em disbiose.
Figura 39: Determinacdo de Lipopolissacarideo (LPS) circulante no soro de camundongos

C57BL/6 submetidos a colite experimental tratados ou ndo com infliximab (IFX)) e desafiados

com microbiota (MB) em disbiose.

15



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Relacdo de anticorpos conjugados a fluoroforos utilizados para imunofenotipagem

no estudo da inflamacao intestinal

Tabela 2: Relagdo de primers utilizados par a determinagdo de citocinas, tight junctions,

quimiocinas e enzimas importantes no estudo da inflamacéo intestinal

16



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

°C — Graus Celsius.

A — Variagéo.

pL — Microlitro.

pm — Micrémetro.

ANOVA — Analise de variancia simples.

APCs — C¢lulas Apresentadoras de Antigenos, do inglés “antigen presenting cells”.

BrdU —Bromodeoxiuridina

BSA — Fragdo V da albumina sérica bovina, do inglés “bovine serum albumin”.

CAPES - Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior.

CCL - Quimiocina com motivos C-C, do inglés “chemokine .

CD - Doenca de Crohn, do inglés “Crohn’s disease”.

cDNA — DNA complementar, do inglés “complementary DNA”.

CEUA - Comiss&o de Etica no Uso de Animais.

CO:2 - Dioxido de carbono.

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.

ConA — Concanavalina A.

cm — Centimetro.

CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico.

CTLA-4 — Antigeno 4 associado ao linfocito T citotoxico, do inglés “cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4.

CX3CR1 - Receptor 1 da quimiocina CXsC, do inglés “Chemokine (C-X-C motif) ligand .
DCs — Células Dendriticas, do inglés “dendritic cells”.

DIl — Doenga(s) Inflamatoria(s) Intestinal(is).

DNA — Acido desoxirribonucleico, do inglés “deoxyribonucleic acid”.

DO - Densidade Optica.

DSS — Dextran Sulfato de Sodio.

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético, do inglés “ethylenediaminetetraacetic acid” .
ELISA — Imunoensaio enzimatico, do inglés “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay .
EPO — Eosindfilo-peroxidase (enzima).

FACS — Separacao de células ativada por fluorescéncia, do inglés “Fluorescence-activated Cell

Sorting”.

17



FAPESP — Fundacgdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo.
Fas-L (CD178; TNFSR6) — Faz ligante.

FCFRP — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeiréo Preto.
FMRP — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

FOXP3* - do inglés “Forkhead box P3".

g — Gramas.

GATA - 3 - Proteina de Ligacdo GATA -3, do inglés “GATA binding protein 3.
GITR — Membro da superfamilia do receptor de TNF induzido por glicocorticoides, do inglés
“glucocorticoid-induced TNF receptors Family”.

H&E — Hematoxilina e eosina.

H20 — Agua.

H2S04 — Acido sulfrico.

HBSS - Solugao salina balanceada de Hanks, do inglés “Hank’s balanced salt solution”.
HEPES — Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfonico.

HCL - Acido cloridrico.

HTAB — brometo de hexadeciltrimetilaménio.

IEC — Células epiteliais intestinais, do inglés “intestinal epithelial cells”.
I.p — intraperitoneal.

IFN-y — Interferon gama.

IFX — Infliximab.

19G — Imunoglobulina G.

IL — Interleucina.

ILC — Células linfoides inatas.

Kg — Quilograma.

KHCOs - Carbonato de potéassio.

KH2PO4 — Fosfato monopotassico.

LIE - Linfécitos intraepiteliais.

LIR — Laboratorio de Imunoendocrinologia e Regulacéo.

LP — Lamina Propria.

LPS — Lipopolissacaridio.

LTB4 — Leucotrieno B4

M — Molar.

MB — Microbiota

18



MBN — Microbiota normal

MCP-1 - Proteina quimiotatica de mondcito.
mg — Miligrama.

MgCl2 - Cloreto de magnésio.

MHC — Complexo de histocompatibilidade principal.
mL - Mililitros

MLN - Linfonodos mesentéricos.

mM — Milimolar.

MPO - Mieloperoxidase (enzima).
Na2HPO4 - Fosfato de sodio dibasico.

NaCl - Cloreto de sadio.

NaHCOs — Bicarbonato de sodio.

NFAT — Fator nuclear de células T ativadas.
NF-kB — Fator nuclear B.

NH4CI - Cloreto de amonio.

NK — Exterminadora natural (célula), do inglés “natural killer”.

NLRs — Receptores do tipo NOD, do inglés “NOD-like receptors”.

nm — Nandmetro.

nNM — Nanomolar.

NO — Oxido nitrico.

NOD - Dominio de oligomerizacdo de ligacao a nucleotideos.
OPD - Dicloridrato de o-fenilenediamina.

PAMPs — Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos.
PBS - Solugéo salina tamponada com fosfato.

PD-1 — Proteina de morte celular programada 1.

Pg — Picograma.

pH — Potencial hidrogenidnico.

PI — lodeto de propidio.

PP — Placas de Peyer.

PRRs — Receptores de reconhecimento padréo.

gPCR - Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa.
RNA — Acido ribonucleico.

RNAmM — RNA mensageiro.
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RPMI — Meio de cultura RPMI 1640.

SFB — Soro Fetal Bovino.

SPF — Livre de patdgenos especificos.

T CD4* - Linfécito T CD4".

T CD8" - Linfocito T CD8".

T—bet — Fator de transcri¢do especifico de linfocitos Thl.
TCR - Receptor de células T.

TGF-p — Fator de transformacéo e crescimento beta.
Th — Linfdcitos T auxiliar.

TLR — Receptores Tipo Toll.

TMB -3, 3°,5, 5’-tetrametilbenzidina.

TNBS — Acido 2,4,-trinitrobenzenosulfonico.

TNF — Fator de necrose tumoral.

Treg(s) — Linfocito(s) T reguladore(s).

UC - Colite Ulcerativa.

USP — Universidade de S&o Paulo.

WT — Camundongos do tipo selvagem, do inglés “wild type”.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca Inflamatdria Intestinal

O sistema imunoldgico lida, frequentemente, com diversos microorganismos
infecciosos, de modo a controlar as invasoes e restaurar a homeostase dos tecidos. Nas barreiras
epiteliais, onde ha constante exposi¢cdo microbiana, a imunidade efetiva requer componentes
estruturais, bem definidos, que proporcionam a segregacdo espacial da microbiota e a
manutencdo da funcdo do Orgdo, assegurando o equilibrio entre a tolerancia a antigenos
ambientais e imunidade protetora®.

Doengas inflamatorias que afetam os sitios de barreira desenvolvem-se como resultado
de uma variacao na homeostase do tecido e subsequente falha na regulacao das respostas imunes
contra antigenos ambientais ou microbianos. Neste contexto, um conjunto especifico de
enfermidades que afetam os tecidos do trato gastrintestinal, chamado de Doencas Inflamatérias
Intestinais (DII), caracteriza-se por condi¢Ges imuno-mediadas, acompanhadas por inflamacgéo
crbnica do colon e/ou do intestino delgado. As DIl englobam dois tipos principais; a Colite
Ulcerativa (UC) e a Doenca de Crohn (CD)>?.

A UC e CD partilham manifestacfes clinicas semelhantes, como dores abdominais,
diarreias recorrentes, sangue nas fezes, febre em alguns casos, diminuicdo do apetite nos
periodos de exacerbagdo da doenca e risco aumentado para desenvolvimento de cancer de
colon®. Entretanto, diferem-se em alguns pontos como a localizacio da inflamag&o; na CD esta
pode ser observada ao longo de todo o trato gastrointestinal, comprometendo toda a parede do
intestino, enquanto que na UC é restrita ao intestino grosso*.

A UC é também caracterizada por repetitivos episddios de inflamacéo limitada a camada
mucosa do célon, com presenca de sangramento intestinal, dores abdominais, fadiga devido a
anemia e perda de peso. As manifestacfes fisicas incluem irritacdo perianal, hemorroidas,
fissuras e abscessos®. Por outro lado, na CD ha envolvimento transmural, lesdes e granulomas
que podem provocar fibrose, obstrucéo intestinal e fistulas. Ha dores abdominais na CD, com
ma absor¢do de nutrientes, aumento da fadiga e, como consequéncia, perda de peso e anorexia
6. As manifestacdes clinicas incluem também irritacdo perianal além de inchago abdominal e
pélvico®. Sendo assim, é notavel o grande impacto que as DIl possuem na qualidade de vida
dos pacientes, principalmente devido ao inicio precoce, curso da doenca e a falta de cura ou

controle adequado para grande parte dos individuos afetados. Além disso, os tratamentos
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atualmente disponiveis e mais eficazes para CD e UC apresentam altos custos, o que traz,

também, consequéncias socio-econdmicas para o sistema de satide envolvido e seus usuarios ’.

1.2 Epidemiologia

A prevaléncia das DIl pode variar conforme as regides geograficas. Paises
desenvolvidos como os do continente europeu apresentaram um dos maiores indices da doenca,
tanto para a UC, quanto para CD8. Dados tem revelado que na Europa cerca de 286 a cada
100.00 pessoas sao diagnosticadas com UC por ano e aproximadamente 7 a cada 100.000 no
continente asiatico e no oriente médio, enquanto que na América do norte, a incidéncia anual
chega a 319 para cada 100.000 individuos diagnosticados anualmente® °.

Nos Estados Unidos, onde o numero de individuos acometidos chega a um milhao de
enfermos, estima-se que 0s gastos se aproximem de US$ 6 milhGes e, no Canada que possui
menor taxa de individuos acometidos com a doenca, cerca de 200.000 pessoas, 0 governo tem
um gasto de aproximadamente US$ 920 milhdes anuais'® 1. No continente europeu estima-se
um total de 2-3 milhGes de enfermos, com despesas de aproximadamente € 6 bilhdes por ano
em salde puablica destinada para os tratamentos individuos. Tais gastos citados estdo
relacionados a cirurgias, internagdes, medicamentos, cuidados ambulatoriais e investimentos
em imunobiolégicos’ 12,

Embora a grande incidéncia seja majoritariamente em paises desenvolvidos, nota-se que
na Ultima década, tem-se observado um aumento relevante nos paises em desenvolvimento
como os da Asia e da América do Sul. Alguns estudos epidemioldgicos apontam que esse
crescimento esta ligado com os processos de urbanizacédo, juntamente com mudancas de habitos
de vida que contribuem para 0 aumento da incidéncia®®.

Estudos realizados no Brasil revelaram, no estado de Séo Paulo, uma incidéncia entre
3,5 - 4,48 para cada 100.000 individuos com UC, enguanto que as taxas da CD sdo de
aproximadamente 5,65 - 14,81 para cada 100.000 pessoas. No Hospital das Clinicas de Ribeirdo
Preto — SP os casos atendidos giram em torno de 35 a 40 por semana, exigindo assim, um
acompanhamento constante de agéncias de saude publica e estudos precisos para a

determinacéo da necessidade de intervencao terapéutica®.

1.3 Colite experimental induzida por dextran sulfato de sodio
Véarios modelos experimentais de doencas inflamatorias intestinais tem sido utilizados

para se estudar as alteragcdes imunologicas no trato gastrointestinal. Esses estudos podem ser
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classificados de acordo com o desenvolvimento da colite, que podem ser espontanea, colite
induzida ou por transferéncia adotiva de células'®. Os modelos mais utilizados sdo os
colitogénicos quimicos como por exemplo o dextran sulfato de sodio (DSS), oxazolona e 0
acido trinitrobenzeno (TNBS) devido a facilidade de inducéo e controle sobre o inicio, duracdo
e intensidade da doenca. Estes sdo meios experimentais ja bem estabelecidos e utilizados ha
alguns anos em estudos pré-clinicos para averiguar a patogénese das DII'°. Dentre estes trés
modelos citados, 0 mais vantajoso tem sido a colite induzida por DSS, pois induz dano tecidual,
desenvolver colite aguda e/ou cronica, através de mudancas na concentracdo utilizada e na
frequéncia em que os animais s&o expostos® 16,

O DSS é um polissacarideo sulfatado solivel em &gua, com peso molecular que pode
variar entre 5 a 1400 kDa. Para a inducdo da colite em camundongos € necessario a
administracdo de aproximadamente 35 kD misturados em agua potavel. Esse agente
colitogénico ndo induz diretamente a inflamacdo intestinal, porém, age como uma toxina
quimica atingindo o célon, o que resulta em lesio tecidual®. Estudos tem demonstrado que o
composto compromete a integridade da barreira epitelial, redistribuicdo das proteinas que
compdem as tight junctions, como ocludina, zonula occludens — 1 (Z0O-1), claudinas, além do
aumento da apoptose das células intestinais. Com o comprometimento da barreira epitelial,
ocorre 0 aumento da translocacéo bacteriana e dos antigenos associados a mucosa, disparando
uma resposta pré-inflamatoria, degradacdo de mucinas, degeneracdo tecidual e aumento do

infiltrado de neutrofilost” 18,

1.4 Resposta imune na doenga inflamatoéria intestinal

Como as DII caracterizam-se por inflamacao cronica e recorrente da mucosa intestinal,
é bem estabelecido que tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa desempenham um
papel importante na patogénese da doenca, juntamente a outros fatores descritos anteriormente.
Sabe-se que essas doencas sdo resultantes da resposta imune de mucosa desregulada, com o
envolvimento de bactérias da microbiota intestinal e susceptibilidade genética’. A homeostase
do intestino baseia-se, inicialmente, no funcionamento adequado de componentes da imunidade
inata, como macrofagos, neutrofilos e células dendriticas existentes na mucosa intestinal. Tais
células expressam receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), como os Toll Like Receptors
(TLR) e receptores tipo NOD (Nucleotide-binding oligomerization domain). Estes reconhecem
0S padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMP’s) que possuem em sua parede celular

substancias como lipopolissacarideos, lipoproteinas, flagelinas, dentre outras'® 2°. Uma vez que

27



0s PRRs reconhecem os PAMPs, ha ativacdo de fatores de transcrigdo tanto das células de
Paneth, que liberam defensinas, como nos macrdfagos e células dendriticas, que levam a
producéo de citocinas, ativando a resposta inflamatdria local e a diferenciacéo de células T2,

As mucinas produzidas pelas células caliciformes, bem como as defensinas produzidas
como peptideos anti-microbianos, auxiliam no controle da disbiose intestinal e da doenca,
possivelmente contribuindo para o balanco da imunidade local. Sabe-se, por exemplo, que
camundongos com colite induzida experimentalmente possuem elevada expressdo de MUC4 e
da defensina Reg3P, enquanto que camundongos geneticamente deficientes para MUC2
apresentam danos no célon distal apds quatro semanas de inducao da colite. Estes fatores estdo
relacionados a diminuicdo da expressao dos receptores TLR2 e TLR5, da resposta anti-
inflamatoria e das células T reguladoras®®.

Ja € bem descrito na literatura que pacientes com UC possuem resposta imune
descontrolada de perfil Tn2, com producéo das citocinas IL-4 e IL-5, além de IL-13, que tem
importante papel no desenvolvimento das leses. A I1L-13 produzida pelos linfécitos T CD4" e
pelas células linfoides inatas tem efeito direto na barreira epitelial, pois promove a apoptose das
células epiteliais, comprometendo as juncdes celulares e fazendo com que a permeabilidade
paracelular aumente?® 2, Em camundongos geneticamente deficientes em 1L-13 expostos ao
DSS h& menor grau de intensidade da doenca, menor expressdao de claudina-2 e
consequentemente diminuicdo da permeabilidade intestinal®* 2. Estd bem elucidado na
literatura que durante a inflamacéo intestinal as ocludinas e ZO-1 sdo internalizadas, enquanto
que, claudina-2 ¢é altamente expressa?®. Esse aumento leva a formac3o de poros na membrana
celular permitindo a passagem de Ca* e consequentemente maior permeabilidade intestinal com
translocacdo bacteriana. Assim, tanto em pacientes quanto em modelos experimentais a
expressdo aumentada de claudina-2, pode facilitar os quadros de diarreia®? 2 2

Em contrapartida, os pacientes com CD, possuem perfil de resposta Tl exacerbado. Os
linfocitos T CD4" naive respondem as sinalizagdes das citocinas IFN-y e IL-12, ativando fatores
de transcricdo T-bet, STAT4 e STATL. Estes estimulam a diferenciacdo de células Twl,
enquanto que a citocina IFN-y produzida por essas células tem acdo autdcrina, amplificando
este perfil de resposta imune. Em adicéo, IL-12 e IL-18 intensificam a inflamag&o na mucosa e
0 TNF-o amplifica a deterioracdo da lamina propria intestinal?2.

De fato, pacientes com CD produzem TNF-a e IFN-y de forma exacerbada, o que leva
a expressdo de proteinas relacionadas com a apoptose das células epiteliais (caspase-1,3 e 7) e

inibicdo de proteinas anti-apoptéticas, como Bcl-2 e Bcl-Xi, 0 que resulta em apoptose induzida
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do epitélio intestinal. A morte dessas células implica na perda da capacidade de absor¢édo de
nutrientes pelo intestino, bem como no aumento da disbiose intestinal e destruigéo do tecido,
comprometendo a satide destes individuos?.

O perfil de resposta TH17 também pode contribuir para a patogénese das DII, uma vez
que ha elevada expressdo de 1L-17 em lesGes intestinais de pacientes com UC e CD%. A IL-
17A age no endotélio vascular intestinal, promovendo o aumento da expressdo das quimiocinas
CXCL1, CXCL2 e CXCLJ5, que sao quimioatraentes para neutrofilos. Uma vez recrutados para
os sitios inflamatorios, ha ativacdo do fator de transcricdo NF-xB, indugdo da resposta pro-
inflamatoria com producdo de espécies reativas de oxigénio, morte celular e comprometimento
da funcdo da barreira epitelial. Além disso, a IL-17A também age sobre os macrofagos,
estimulando a produco de mediadores inflamatdrios, como o0 TNF-a?" %8,

A inflamacéo intestinal exacerbada que ocorre devido a ativacdo das células T, muitas
vezes esta relacionada com falhas na regulacdo da resposta imune, sendo que as células T
reguladoras exercem importante papel neste contexto, auxiliando na homeostasia da mucosa. A
frequéncia da populacdo de células FoxP3* no tecido inflamado dos pacientes com DIl é
superior aquela de individuos controles, sugerindo que o acumulo de Tregs nesses tecidos deve
estar relacionado a tentativa de controle da inflamagéo local®.

As Tregs expressam os receptores inibitérios CTLA-4, PD-1, GITR, TIGIT (anélogo ao
CTLA-4), CD39, dentre outro, além de citocinas imunomoduladoras como IL-10, TGF-p *°.
Estes mecanismos por sua vez, podem regular a ativacdo das células Thl e Thl7, tornando-se
fundamental o equilibrio entre esses perfis de respostas para o controle das DII. O butirato, um
importante acido graxo que fornece energia para colondcitos, regula a acao das células Th17
pelo aumento dos niveis das células Tregs no sangue periférico, controlando a inflamagao®® 3L,
Por outro lado, o tecido intestinal inflamado possui elevada expressdo da molécula TILA (tumor
necrosis factor-like ligand 1A) que inibe as fun¢des das células Tregs, levando a falhas na
regulacéo dos linfocitos T efetores, o que culmina no agravamento da doenca®?. Contudo, a
regulacao negativa do TI1A melhora a colite murina e pode promover o aumento de células T
reguladoras, diminuindo a ativacdo das células T*. J& a upregulacdo do fator de transcricio
ThPOK pode aumentar a expressdo de células FoxP3" durante a inflamagdo intestinal,
intensificando a fungéo supressora das Tregs e das CD4eLs, diminuindo o infiltrado celular e

controlando a atividade da doenga®*.

1.5 O papel da microbiota intestinal
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Além da resposta imune descontrolada, que pode ser facilitada por fatores genéticos,
ambientais e alteracfes no sistema imune, a microbiota compde um elemento chave que
contribui para a patogénese da doenca®. Ja esta descrito muito bem na literatura que pacientes
com DIl apresentam disbiose intestinal contribui para o desenvolvimento da doenca e
agravamento dos quadros de inflamagao e recidiva®® *¢. As bactérias comensais, por exemplo,
ajudam na manutencdo da homeostasia em resposta as moléculas que sdo produzidas pelos
enterdcitos, macrofagos e células dendriticas, juntamente com os linfocitos T e B. Essa relagédo
de comensalismo entre as células imunes e ndo imunes da mucosa é parcialmente mediada por
receptores do tipo toll e pode ser determinante para a manutencdo da homeostasia, salde e
doenca do paciente®” 38, Pesquisas recentes mostraram que um reconhecimento defeituoso do
receptor TLR1, que reconhece peptideoglicanos e lipoproteinas bacterianas no epitélio
intestinal, pode comprometer a homeostasia local diminuindo a producédo de muco, destruir as
células de Paneth e aumentar o infiltrado inflamatdrio. Portanto a ativagdo de receptores do tipo
toll 1 pode fornecer sinais que regulam a homeostasia intestinal, diminuindo os quadros
inflamatorios®’. A modulagio de determinadas populacdes bacterianas pode estar associada a
piora em pacientes com DII, levando a perda da diversidade bacteriana responsavel pela
normobiose®.

No contexto de disbiose intestinal, hd por exemplo, reducdo das bactérias anaerobicas
comumente encontradas no célon, tais como Bacteroides, Eubacterium e Firmicutes %4, Nos
individuos com CD, observa-se menos bactérias Firmicutes, Clostridium e Faecalibacterium,
com aumento do grupo das Proteobacterias e Bacteriodetes. Nos individuos com CD ileal pode
haver Escherichia coli invasiva (AIEC), contribuindo para o aumento de Proteobacterias. Ja
0s pacientes com UC apresentam menor quantidade de Bacteroidetes e maior incidéncia do
grupo Enterobacteriaceae sp. Estas bactérias, por sua vez, invadem o epitélio intestinal e
replicam-se dentro dos enterdcitos, causando inflamag&o®® 4142,

A microbiota intestinal é essencial para numerosos processos fisioldgicos, incluindo a
digestdo de alimentos, desenvolvimento do sistema imunoldgico do intestino e protegcdo a
microrganismos patogénicos. Contudo, a ruptura da homeostase da barreira epitelial, pode levar
ao desenvolvimento de vérias perturbacfes locais, como 0 aumento da secre¢do de muco,
infeccOes por patdgenos, exacerbacdo da inflamacdo e possivel aumento da atividade da doenca
43,44 Além disso, a recidiva dos pacientes com DIl pode ser desencadeada por diversos fatores
como estresse, cigarro, bem como a prépria composicdo da microbiota intestinal*® 6. Esta, por

exemplo, pode influenciar na diminui¢do de células FoxP3" e aumentar o infiltrado celular
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inflamatodrio, danificando assim, o tecido intestinal e intensificando a atividade da doenga®:.
Durante a recidiva da colite experimental em camundongos tem-se observado o crescimento de
certas bactérias Clostridiales, relacionadas a expansdo de células T CD4"FoxP3'RORyt", que
por sua vez produzem IFN-y e IL17A, indicando assim, a influéncia da microbiota sobre a
inflamag&o intestinal*’. Além disso, foi observado a microbiota intestinal de pacientes com DII
pode contribuir para a recidiva da doenca ap0s a interrupcao do tratamento. Estudos apontam
que a retirada do uso continuo do anti-TNF pode reduzir a populacdo de Firmicutes e

Bacteroidetes, e contribuir para a recaida da doenca nestes pacientes*® 4°,

1.6 Tratamentos na doenca inflamatdria intestinal

A patogénese da DIl envolve a ativacdo dos leucdcitos com alta produgdo de mediadores
inflamatorios, que culminam em lesdo tecidual. Neste sentido, um dos principais objetivos das
terapias para CD e UC é bloquear a acdo do sistema imune pela inibi¢do das citocinas pro-
inflamatdrias e outros mediadores da resposta que podem estar envolvidos na exacerbacdo da
inflamac&o e do dano tecidual *°. De forma geral, o tratamento ¢ escolhido com base na extensio
e grau de severidade da doenca, resposta a terapias prévias e habitos de cada paciente. A reducao
dos processos inflamatorios juntamente com o controle da sintomatologia clinica da doenca é
possivel devido a utilizacio de terapia farmacoldgica, tanto para UC como para CD °L. Existem
dois métodos terapéuticos até o momento, o step-up e/ou top-down. A primeira é uma
abordagem cléssica, na qual o nivel de tratamento aumenta de acordo com a gravidade da
doenga. Por outro lado, a segunda inicia-se de forma mais intensa, utilizando os
imunobiol6gicos, como um método rapido para conter a inflamacdo. Em conjuntos essas
estratégias terapéuticas visam evitar futuras complicacdes e/ou recidivas da doenca®.

Desse modo, o tratamento das DIl depende do equilibrio entre a eficacia e os efeitos
colaterais dos farmacos utilizados, além da frequéncia de recidiva da doenca, extensdo,
gravidade da inflamacdo e presenca de manifestaches extra-intestinais, o que indica
complicagdes graves. Atualmente, varias terapias farmacoldgicas tém sido majoritariamente
indicadas para as DII, como os aminosalicilatos, antibioticos, tiopurinas, antagonistas do acido
folico® 52, Em adicéo, existem outras abordagens terapéuticas como por exemplo, 0 uso de
células mesenquimais, células tronco hematopoiéticas e anticorpos que neutralizam a agédo de

citocinas de perfil inflamatdrio, como os imunobiol6gicos®® %2,

1.7 Tratamento com o imunobiologico anti-TNF
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O Fator de Necrose Tumoral (TNF) é uma citocina que desempenha importante papel
na patogénese da DIIl, bem como em outras doengas imunoldgicas tais como a artrite
reumatoide, espondilite anquilosante e psoriase. Assim, o tratamento com o imunobiolédgico
anti-TNF, que tem por base anticorpos monoclonais, pode ser altamente eficaz no controle da
CD>.

Diferentes anticorpos anti-TNF ja foram desenvolvidos e um dos mais utilizados € o
Infliximab (IFX). O IFX é um anticorpo monoclonal quimérico, em que toda a por¢éo Fc e as
cadeias constantes da Fab séo formadas por regifes de origem humana, enquanto que as cadeias
variaveis presentes na porcdo Fab sdo de origem murina®. Este farmaco, por sua vez, interage
com o sitio de ligacdo do TNF de membrana plasmatica, principalmente em células da
imunidade inata e ativa as caspases 3, 8 e 9, que aumentam a expressdo de proteinas pro-
apoptdticas como Bax e Bak, regulando a resposta imune de mucosa®® 7.

Outra funcgéo do anti-TNF-a é controlar a ativagdo das populagdes de células T. Tem-
se observado a partir de amostras de sangue periférico de pacientes tratados com IFX, um
significativo aumento das populacdes CD4*CD25"Foxp3* e CD4"CD25 Foxp3*, sugerindo que
o IFX estimula a funcdo das Tregs pela inibicdo das células T efetoras, mostrando a eficacia
deste imunobiolégico no tratamento das DIl (. Além disso, o IFX pode regular negativamente
a expressdo de CD25 das células T efetoras, acarretando na supressdo das populacdes CD4" e
CD8*, diminuindo a ativacdo das T efetoras, secrecdo de citocinas pro-inflamatorias,
melhorando o tratamento e a qualidade de vida dos pacientes®.

Ja é amplamente descrita a utilizacdo do IFX em modelos experimentais de colite, nos
quais estes anticorpos atuam por meio da ligacdo ao TNF e diminui¢do da atividade da doenga
em camundongos. Logo, esta melhora € devido ao efeito direto que o IFX exerce sobre 0 TNF-
a soluvel e também sobre a citocina de membrana presente nas células da mucosa intestinal, do
sistema imunoldgico, fibroblastos e enterdcitos. Portanto, mesmo sendo um anticorpo
quimérico destinado ao uso humano, o IFX tem mostrado resultados favoraveis em modelos
murinos de colite, sugerindo que a melhora dos camundongos esta relacionado com a utilizacéo
deste farmaco, quando comparados aos animais tratados com outras drogas. De fato ndo ha
duvidas de que o IFX modula a resposta imune e que os efeitos deste farmaco véo além de
apenas antagonizar a citocina TNF® ° %% Porém, estudos anteriores relataram que alguns
pacientes ndo respondem a terapia ou recaem apos a resposta inicial ao anti-TNF, cerca de

10,53% dos pacientes com CD e 25% com UC sofrem recidiva apds 22 semanas de tratamento
49, 60

32



De forma geral, as DIl afetam milhares de pessoas globalmente, causando sinais e
sintomas como dor abdominal, diarréia, sangramento retal, perda de peso, febre e fadiga, além
de obstrucdo intestinal e fistulas. A inflamacdo grave pode causar danos prolongados e
irreversiveis na funcédo e estrutura gastrintestinal, além de desencadear o desenvolvimento de
outras doengas como cancer célon-retal. Sendo assim, tendo em vista 0 exposto acima, € de
extrema relevancia avaliar como o sistema imune é afetado pela inflamagdo intestinal
exacerbada, assim como as consequéncias destes danos teciduais frente a novos desafios
antigénicos. Além disso, ainda ndo se sabe como as principais terapias para essas doengas, como
o anti-TNF, atuariam no controle da inflamacdo exacerbada e de suas possiveis sequelas na

imunidade dos individuos com DII.

1.8 Justificativa

As doencas inflamatdrias intestinais (DI) podem desencadear importantes alteracdes na
mucosa intestinal, além de comprometer o sistema imunoldgico e causar grande debilidade nos
pacientes. Tal alteracGes no sistema imunoldgico acarreta em dores abdominais, sangramento
retal, perda de peso, ma absorcao de nutrientes, dentre outros sinais e sintomas em individuos
com colite ulcerativa ou doenca de Crohn. Portanto, é de extrema relevancia a avaliacdo dos
impactos da inflamacdo intestinal exacerbada na competéncia imunolégica dos individuos
afetados, durante e ap6s a ruptura da normobiose intestinal.

Até o momento, ndo se sabe como o tratamento com anti-TNF pode impactar as
respostas imunoldgicas frente a recidiva da doenca e a futuros desafios infecciosos. Dessa
forma, estudos sobre inflamag&o exacerbada, consequéncias teciduais a longo prazo, tratamento
com o0s imunobioldgicos e a resposta a futuros desafios antigénicos contribuem para o melhor

conhecimento da etiologia das DII.
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2. Obhjetivos
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2.1 Objetivo geral
Avaliar os impactos da inflamacao intestinal e da atividade imunomoduladora do

tratamento com anti-TNF na competéncia imunologica pos-colite experimental

2.2 Objetivos especificos

Avaliar como a disbiose intestinal podera influenciar na recidiva da doenca pos-colite
experimental.

Analisar os efeitos do tratamento com IFX na resposta inflamatdria e nas lesdes teciduais
de camundongos submetidos & colite experimental.

Averiguar os efeitos imunomoduladores do anti-TNF frente a recaida da doenca induzida

por nova disbiose intestinal.
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3. Materigis e metodos
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3.1 Animais.

Foram utilizados camundongos C57BL/6, machos, selvagens, de idade entre 6 a 8
semanas, provenientes do Biotério Central da Universidade de Sdo Paulo (USP) Campus de
Ribeirdo Preto, ambientados em microisoladores no Biotério do Laboratorio de
Imunoendocrinologia e Regulagéo (LIR), da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto/USP. Foram utilizados o0s seguintes grupos experimentais: grupo |, camundongos
controles, naives; grupo Il, camundongos expostos ao DSS; grupo I, camundongos expostos
ao DSS e desafiados com microbiota em disbiose no 16° dia experimental; grupo 1V,
camundongos expostos ao DSS e tratados com anti-TNF; grupo V, camundongos expostos ao
DSS, tratados com anti-TNF e desafiados com transplante de microbiota em disbiose no 13° dia
experimental; grupo VI, camundongos expostos ao DSS e tratados com IgG; grupo VI,
camundongos expostos ao DSS, tratados com 1gG e desafiados com microbiota em disbiose;
grupo VIII, camundongos expostos ao DSS por 10 dias, néo tratados e doadores de microbiota
em disbiose. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios propostos
pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e submetidos a

anélise e aprovacéo pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da FCFRP/USP.

3.2 Purificacéo da Imunoglobulina G humana (IgG) e cromatografia de afinidade
Primeiramente foi coletado o sangue de uma doadora do género feminino e colocado
em um tubo contendo coagulante aguardando-se 10 minutos para que o mesmo fosse coagulado
e centrifugado a 9000 xg por 15 min. O soro foi coletado e adiciou-se 50% do volume total de
soro obtido com sulfato de ambnia deixando sob agitacdo lente a 4° C overnight para
precipitacdo das proteinas. Apos este periodo, a amostra foi centrifugada a 26000 xg por 1
(uma) hora. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido com 20 mL de PBS
1x com pH = 8,0. O sobrenadante foi colocado em um saco de diélise prendendo as duas
extremidades e deixado em agua destilada por 5 minutos. Posteriormente, o saco contendo a
amostra foi deixado em PBS 1x durante 48 horas e de 4 em 4 horas o PBS foi trocado. Passadas
as 48 horas, o saco de dialise foi adicionado em becker contendo 500 gramas de glicose D.
anidra (P.A A.C.S [Synth]), para a concentracdo da solucdo de IgG e entdo centrifugado por
5000 rpm a 5 minutos. O sobrenadante foi utilizado para realizagcdo da cromatografia por

afinidade em resina de sepharose G (Pharmacia Biotech AB, Uppsala Sweden).
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A cromatografia foi realizada por um coluna de sepharose G armazenada e conservada
em PBS 0,02% de azida. Antes de colocar a amostra, a coluna foi lavada por 10 vezes com
0,1M de acetado de sddio, adicionando o reagente lentamente para ndo descompactar a coluna.
Apbs as lavagens, foi colocado o sobrenadante do passo anterior. Ao esperar todo o liquido
vazar pela extremidade da coluna, foi adicionado tamp&o glicina e o liquido oriundo dessa
separagdo contendo a proteina foi guardado em diferentes tubos de 2 mL para posterior leitura
no espectrofotébmetro a 280 nm (Double Beam spectrophotometer U-2900/2910).

Ap0s a leitura e quantificacao da IgG, foi realizada a dosagem da proteina a partir do Kit
DC™ Protein Assay Reagent (BIO-RAD, EUA. Cat. #500) seguindo as especificacdes do
fabricante. Foi realizada uma curva padrdo com diluicdo seriada e concentra¢es conhecidas
(1,41 mg/mL; 0,94 mg/mL e sucessivamente). Ao final da dosagem, a concentracdo da amostra
foi ajustada para 4,62 mg/mL. Para a administracdo nos animais controles, foi utilizado uma

concentragdo de 5Smg/mL via intraperitoneal (i.p).

3.3 Inducéo de inflamacéo intestinal experimental e tratamentos. A colite foi induzida com
um dnico ciclo de administracdo exclusiva de agua contendo Dextran Sulfato de Sddio (DSS)
3%, disponibilizado aos camundongos durante 10 ou 7 dias consecutivos. Os animais que foram
expostos durante 10 dias foram desafiados ou ndo com microbiota (MB) em disbiose apds 6
dias de retirada do agente colitogénico. Os animais que beberam &gua contendo DSS 3% por 7
dias, foram tratados ou ndo com o inibidor de TNF (anti-TNF, Remicade Infliximab IFX, Cilag
AG, Suica), diluido em solucéo salina, por via intraperitoneal (i.p.) a 5 mg/kg, dose Unica. Os
grupos controles receberam IgG (i.p) a 5mg/Kg, dose Gnica. Os animais doadores de MB em
disbiose foram expostos ao agente colitogénico por 10 dias (Figura 1).
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Figura 1: Desenho experimental de indugdo de colite, avaliagdo clinica e eutanasia dos camundongos
C57BL/6 Animais foram tratados com dextran sulfato de so6dio (DSS) por 10 dias no qual o agente indutor foi
retirado. O reparo tecidual foi realizado por seis dias e no 16° dia os animais foram desafiados com microbiota
(MB) em dishiose provenientes de camundongos doadores expostos ao DSS por 10 dias. Quatro dias apés o desafio
0s animais foram eutanasiados. B- Animais recebedores ou ndo de MB em disbiose, foram expostos ao DSS por 7
dias e tratados ou ndo com infliximab (IFX). Apos 6 dias de reparo tecidual, os animais receberam a MB em
disbiose do grupo doador, e apés 24 horas foram eutanasiados para a realizacao dos experimentos. A administracéo
de IFX (5mg/kg) ou IgG foi realizada por via intraperitoneal (i.p). O desafio foi realizado via gavagem, com 200
WL de suspensdo fecal.

3.4 Desafios com microbiota em disbiose. Foram realizados dois protocolos experimentais, 0
primeiro consistia de expor os animais ao DSS 3% por 10 dias e ap0s esse periodo retirar o
agente indutor, aguardando 6 dias para o reparo tecidual. Ao 16° dia os camundongos foram
desafiados com MB em disbiose provenientes de outros animais doares de MB que foi exposto
ao DSS por 10 dias consecutivos. Esperado 4 dias, os animais foram eutanasiados e coletada as
amostras. O segundo protocolo experimental consistia de expor os animais ao DSS por 7 dias,
retirar 0 agente colitogénico e tratar ou ndo os animais com IFX, aguardando também 6 dias
para o reparo tecidual. Ao 13° dia experimental os animais foram desafiados com MB em

disbiose e eutanasiados 24 horas ap0s o desafio os mesmos foram eutanasiados e colhido as
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amostras para analise. Para os animais controles, sem desafio, eles receberam salina 0,9% via

gavagem.

3.5 Avalia¢ao do escore clinico. A presenca de sinais da colite foi avaliada diariamente para
efetuar o calculo do escore clinico. Os parametros avaliados foram perda de peso, anus

molhado, diarreia, sangue nas fezes, pus, hipoatividade e piloeregao.

3.6 Transplante de microbiota intestinal. Como doadores de microbiota, foram utilizados 3-
5 camundongos C57BL/6 machos, expostos por 10 dias consecutivos a &gua contendo DSS 3%.
Ao término desse periodo, eles foram eutanasiados e, apds abertura da cavidade abdominal,
foram realizados dois cortes, sendo um na altura da juncéo gastroduodenal e outro préximo ao
reto. Assim, praticamente todo o intestino foi coletado e o ambiente do ceco preservado (sem
contato com o ambiente externo). Apds a coleta, o intestino de cada doador foi transferido para
um tubo de fundo coénico de 50mL contendo 10mL de PBS estéril. A ponta do ceco de cada
intestino foi cortada e, com a ajuda de uma pinca, o contetdo fecal de todos os doadores foi
transferido para um novo tubo contendo 40mL de PBS estéril. Essa suspensdo foi
homogeneizada por agitagao vigorosa e em seguida filtrada para um novo tubo de fundo conico,
utilizando cell strainer de 70pum (BD Biosciences, procedéncia). O conteudo fecal dos doadores
foi mantido em gelo até o momento da transferéncia de microbiota. Com uma seringa de 1mL
e uma agulha de gavagem estéril, 200uL do conteudo fecal filtrado foi transferido por gavagem

para cada receptor.

3.7 Coleta das amostras e analises subsequentes.
Em ambos os protocolos experimentais citados acima, foi coletado o sangue, intestino,
baco e linfonodos mesentéricos (MLN) para as avaliagcbes imunoldgicas e de inflamacéo

tecidual.

3.8 Contagem total e diferencial de leucdcitos e separacao do soro

A contagem global de células foi realizada pela dilui¢do de sangue total em solucéo de
Turk na proporgao 1:20. A concentracdo foi expressa por mL de sangue.

O esfregaco sanguineo foi corado com panotico rapido (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil),
que se utiliza do principio de coloracdo hematoldgica de Romanowsky e examinado em

microscopio (DM750, Leica, Wetzlar, Alemanha) com objetiva de 40x. A contagem foi
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realizada na parte mais fina da extensdo contando-se um total de 100 células. A contagem foi
feita anotando-se separadamente cada tipo de leucdcito identificado (neutrdfilos, células
mononucleares, eosinéfilos e basofilos). O numero relativo de leucdcitos foi determinado de
acordo com a frequéncia (%) encontrada nas respectivas populacdes celulares. Ja a quantidade
absoluta foi calculada multiplicando-se a frequéncia relativa dos leucécitos pelo numero total
de células obtido na contagem no hemocitdémetro. O produto resultante foi dividido por 100 e
expresso como numero de células por mL de sangue.

O soro foi obtido pela centrifugacéo do sangue total a 5000 xg por 10 minutos, ap6s um
periodo de descanso de 30 minutos a temperatura ambiente, para permitir a formacdo do
coagulo. Posteriormente, o sobrenadante foi cuidadosamente coletado e armazenado a -70°C

para as analises posteriores.

3.9 Anélise Histopatoldgica.

Para avaliar a morfologia e as alteracBes patoldgicas no intestino, os fragmentos do
colon coletados foram fixados em tampéo fosfato (PBS 1X) contendo formol 10% por 24 horas.
Em seguida, os tecidos foram desidratados atraves de sucessivas incubacdes com etanol em
concentracgdes crescentes (70%, 80%, 90% e 95%) e colocados em incubagdo em uma mistura
contendo alcool etilico absoluto e xilol em proporcdo 1:1. Na sequéncia, os tecidos foram
submetidos a 3 incubagdes sucessivas em xilol e colocados em 2 banhos sucessivos de parafina
liquida, antes de serem finalmente incluidos na parafina com auxilio de suportes apropriados.
Com a utilizacdo de um micrétomo (RM2125 RTS - Leica, Wetzlar, Alemanha), as sec¢des dos
tecidos foram realizadas em espessura de 5um, dispostas em laminas de microscopia e,
posteriormente, incubadas em estufa a 60°C para fixagdo. Subsequentemente, as laminas foram
lavadas em 2 banhos sucessivos de xilol para retirar o excesso de parafina e reidratadas com
concentracdes decrescentes de etanol absoluto. Os cortes foram entdo corados com
hematoxilina e eosina (H&E), novamente desidratados com concentragdes crescentes de alcool
(de 70% ao absoluto) e diafanizados com xilol. Finalmente, laminulas foram adicionadas as
laminas com auxilio de Balsamo do Canada (Vetec Quimica, Rio de Janeiro, Brasil). Apo6s 0
preparo das laminas, a analise das mesmas foi realizada visando a observagdo da presenca e
extensdo de infiltrados inflamatorios, arquitetura dos tecidos e espessura da lamina prépria e
submucosa. As imagens obtidas foram fotografadas usando-se uma cémera acoplada ao
microscopio.

3.10 Ensaio da mieloperoxidase (MPOQO), eosinofilo-peroxidase (EPO) e N-
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acetilglicosaminidase (NAG).

A quantificacdo indireta da presenca de neutrofilos, eosindfilos e macrofagos no colon
foi realizada pela determinacdo da atividade de enzimas caracteristicas dessas populagdes
celulares, como mieloperoxidase (MPO), eosinofilo-peroxidase (EPO) e N-
acetilglicosaminidase (NAG), respectivamente.

Para as analises de MPO e NAG, ap0s a pesagem dos fragmentos intestinais, as amostras
foram trituradas em 400uL de tampdo fosfato 0,02M, contendo NaCl 0,1M e EDTA 1,015M
(pH 4,7). O homogenato de intestino foi centrifugado a 3000 xg por 15 minutos a 4°C e o
sobrenadante desprezado. Em seguida, o precipitado foi ressuspendido em 400uL de tampdao
fosfato 0,02M, contendo NaCl 0,1M e EDTA 1,015M (pH 4,7) por agitacdo em vortex e, em
seguida, adicionado 400uL de NaCl 0,2% gelado, deixando-se incubar por 30 segundos em
temperatura ambiente para a lise de hemacias. Posteriormente, adicionou-se 400uL de solugédo
NaCl 1,6% com glicose 5%, gelada e as amostras foram novamente centrifugadas a 5000 xg
por 15 minutos a 4°C. Apo6s descartar o sobrenadante, o precipitado foi ressuspendido em
200uL de tampdo fosfato 0,05M contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio
(HTAB - hexadecyltrimethylammonium bromide; pH 5,4), por agitacdo em vortex. Para lise
completa das células remanescentes, as amostras foram entdo congeladas e descongeladas 3
vezes em ciclos de nitrogénio liquido (- 196°C) e banho-maria a 37°C, respectivamente. As
amostras foram centrifugadas a 21000 xg por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado
para as dosagens das respectivas enzimas. As atividades de MPO e NAG foram medidas no
sobrenadante do extrato celular obtido.

Para dosagem de MPO, 50uL do sobrenadante foram incubados com 50puL do 42eagent
substrato TMB (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina, BD Bioscience, San Diego, CA, EUA) em placa
de 96 pocos, por 15 minutos a 37°C e ao abrigo da luz. A reacdo foi interrompida com 25uL de
H2SO4 4M e a leitura feita em espectrofotdmetro a 450nm (BioTek ELx808; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA).

Para dosagem de NAG, foram utilizados 25uL do mesmo sobrenadante, que foram
incubados com 25pL do substrato p-nitrofenil-2-acetamida-p-D-glicopiranosideo 2,24mM
(Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, EUA) e 100uL de tampéo citrato 50mM, pH 4,5. Apo6s
incubacdo a 37°C por 60 minutos, a reacdo foi interrompida com 100uL de tampéo glicina
0,2M, pH 10,4 e a leitura feita em espectrofotdmetro a 405nm.

Para a determinacdo de EPO, os segmentos intestinais foram triturados na presenca de

400pL de tampdo HBSS (solucdo salina balanceada de Hanks) contendo acido N-2-
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hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfénico (HEPES) 10mM, pH 7,4, e centrifugados a 3000 xg
por 15 minutos. Apds descarte do sobrenadante, o precipitado foi ressuspendido em 1mL de
PBS 1x e passado para tubos conicos de 15 mL. Em seguida foram adicionados 3mL de agua
destilada para o choque hipotdnico e lise de hemacias, seguido por homogeneizacgéo e deixado
reagir por 40 segundos. Em sequéncia, adicionou-se 1mL de solucdo NaCl 3,5% e, apds
homogeneizacdo em vortex, adicionou-se 5mL de PBS 1x. As amostras foram centrifugadas a
3000 xg por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspendido em
200uL de tampdo HBSS contendo 14mM de HTAB (pH7,4) e entdo congelado e descongelado
3 vezes em ciclos de nitrogénio liquido (-196°C) e banho-maria a 37°C, respectivamente, para
lise completa das células. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 21000 xg durante
10 minutos a 4°C e 50uL do sobrenadante foram colocados em reacdo com 50uL do substrato
dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD - o- phenylenediamine dihydrochloride; Sigma-
Aldrich, Saint-Louis, MO, EUA) por 30 minutos a 37°C ao abrigo da luz. A reacdo foi
interrompida com adicéo de 25uL de H2SO4 4M e a leitura realizada em espectrofotdmetro a
492nm.

Todos os resultados foram expressos em densidade Optica (DO) corrigidos pelo peso do

tecido em gramas (Q).

3.11 Separacao de leucdcitos e citometria de fluxo.

Em experimentos independentes, apds a eutanasia dos camundongos, amostras do célon,
baco e MLN foram imersos em meio de cultura RPMI contendo 5% de soro bovino fetal (SBF)
para citometria de fluxo. As amostras de baco e MLN foram maceradas com auxilio de um filtro
(Cell Strainer, 70um, BD Biosciences) e mantidas em gelo até o termino da coleta.

Em seguida, ambos os macerados (de baco e MLN) foram centrifugados (3000g, 10
minutos, 4° C) e os pelletes resultantes ressuspendidos em RPMI com 5% de SBF para
contagem em camara de Neubauer com azul de Tripan (0,2%). Em relacdo ao pellet do baco,
as hemacias foram previamente lisadas atraves de tampao de lise (155 mM de NH4CI; 10 mM
de NaHCOsze 0,1 mM de EDTA).

Para obtencdo de células da lamina propria (LP) e de linfdcitos intraepiteliais (LIE),
uma sequéncia de procedimentos foi realizada. Primeiro, o intestino grosso foi coletado e
lavado com PBS 1X para remoc¢éo do contetdo do limen intestinal. Em seguida, 0 mesmo foi
aberto longitudinalmente e raspado com uma pinga para remoc¢ao preliminar dos LIE. Por fim,

o intestino residual foi fragmentado em pedacos de aproximadamente 0,5 cm e esses colocados
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em RPMI com 10% de SBF para serem centrifugados (3000g, 10 minutos, 4° C). O pellet
ressuspendido em meio RPMI com 10% de SBF e 1 mM de DTT (ditiotreitol) foi mantido sob
agitacdo vigorosa por 15 minutos. Apés isso, uma nova centrifugacéo foi realizada (3000g, 10
minutos, 4° C) e o pellet foi ressuspendido em PBS 1X com 10% de SFB. Os fragmentos foram
filtrados (Cell Strainer, 70um, BD Biosciences) e macerados suavemente para separacdo dos
LIE da LP.

A suspensao celular filtrada contendo os LIE foi centrifugada (3000g, 10 minutos, 4° C)
e o pellet ressuspendido em meio RPMI com 10% de SBF. Ap0s isso, as células mononucleares
foram separadas por Ficoll-Paque, a temperatura ambiente, na propor¢do de 2:1 (suspenséo
celular : Ficoll-Paque). Em seguida, os leucdcitos que permanecem na interface do Ficoll-Paque
foram coletados, transferidos para outro tubo contendo meio RPMI com 10 % de SBF e
centrifugados (3000g, 10 minutos, 4° C). Apds isso, o pellet de células mononucleares foi
ressuspendido para contagem em camara de Neubauer com azul de Tripan (0,2%).

Os fragmentos retidos no filtro (Cell Strainer, 70um, BD Biosciences)
foram transferidos para um tubo contendo PBS 1X com 3 mM EDTA e mantidos por 20
minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. ApOs agitacdo, as amostras foram
centrifugadas (3000g, 10 minutos, 4° C), ressuspendidas em meio RPMI com 1% de SBF
contendo 1 mM de EDTA e 1,5 mM de MgCI; e agitadas no vortex por 30 minutos.

Decorrido esse tempo e apds uma nova centrifugacéo, os pelletes foram incubados com
Liberase TL (50 pg/mL) a 37°C por 60 minutos sob agitacdo vigorosa.

A acdo da Liberase TL foi interrompida com RPMI com 10% de SBF e o tecido digerido
da LP foi macerado delicadamente e filtrado (Cell Strainer, 70um, BD Biosciences) para
obtencéo das células.

Essas células foram lisadas com o uso de tampao de lise para se realizar a contagem de

células de viaveis em camara de Neubauer com azul de Tripan (0,2%).

3.12 Imunofenotipagem de células do bago, MLN, linfécitos intraepiteliais e da lamina
prépria

Para caracterizacdo fenotipica da populacdo de macrdfagos, células dendriticas, T CD4
e T CD8 de baco e linfonodos mesentéricos dos animais controles e com colite induzida, foram
utilizados anticorpos contra os antigenos de superficie CD11b, CD11c, CD3, CD4, CD8 e
CD49b.

Na caracterizacdo fenotipica dos linfocitos intraepiteliais foram utilizados anticorpos
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contra os antigenos de superficie CD45, CD3, CD4, CD8 e TCRyé. Na fenotipagem de células
da lamina propria foram utilizados anticorpos contra os antigenos de superficie CD3, CD4,
CD8, CD45, CD62L, CD44 e CD69 para os linfécitos e CD11b, CD11c, CD103, Ly6C, Ly6G,
CD45, F4/80 e GR1 para mondcitos/granuldcitos. Os anticorpos usados eram conjugados a um
dos fluorocromos FITC, PE, PeCy5 BV510, BV515, BV421, APC Cy7, APC ou PERCP (BD
PharmigenTM, San Diego, EUA), incluindo os respectivos isotipos controles (BD Pharmigen
TM, San Diego, EUA), conforme tabela 1.

Para a imunomarcacgdo de superficie, as células mononucleares foram divididas em
tubos especificos e incubadas com 50 pl de PBS molico 1%, por 20 minutos a 4C, para bloqueio
dos sitios de ligacdes inespecificas, seguido pela adicdo dos anticorpos fluorescentes de
superficie, com incubacdo por 20 minutos a temperatura ambiente no escuro. Em seguida,
procedeu-se a lavagem das células com PBS 1X, fixacdo com PBS/formaldeido 1% e posterior

leitura em citdmetro de fluxo.

Tabela 1: Relacdo de anticorpos conjugados a fluoroforos utilizados para imunofenotipagem

no estudo da inflamacdo intestinal

Lista de anticorpos

Marcadores Fluoroforos
CD45 APCcy-7
CD3 FITC/PE
CD4 PERCP
CD8 PECY-7
CD69 BV421
CD44 BV510
CD62L APC
TCRyd FITC
CD49%b FITC
CD11b FITC
CDl1c PE

F4/80 BVv421
Ly6G PECY-7
Ly6C PERCP CY 5.5
GR1 (Ly6G-Ly6C) BV510
CD103 APC
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3.13 Extracao de RNA, sintese de cDNA e PCR em tempo real

O RNA foi extraido a partir dos fragmentos do colon (QPCR). A extracéo foi realizada
utilizando-se TRIzol® (Invitrogen, Waltham, MA, EUA), seguido por etapas de purificacdo
com uso do kit SV Total RNA Isolation System (Promega, Madison, WI, EUA) de acordo com
as instrucdes dos fabricantes. Em seguida, determinou-se a quantidade, pureza e qualidade do
RNA obtido com o uso de um espectrofotometro (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, EUA).

O RNA purificado foi utilizado para a confeccdo do DNA complementar (cDNA) com
0 sistema de transcricdo reversa High-capacity (Applied Biosystems, Madison, WI, EUA),
seguindo as recomendagOes do fabricante. Resumidamente, foi utilizado 1pug de RNA total
incubado com 0,5ug de oligo (dT) e &gua livre de nuclease em quantidade suficiente para se
obter 5uL de volume final. A reacdo ocorreu a 70°C por 5 minutos. Em seguida, as amostras
foram colocadas a 4°C por 5 minutos e 15uL de uma solucdo contendo: MgCl2 3mM, dNTP
Mix 0,5mM, 1pL da transcriptase reversa ImProm-11TM, tampéo de reagdo ImProm-11TM 1x
e gua livre de nuclease em quantidade suficiente para um volume final de 15 pL foi adicionada
aos tubos contendo RNA (20uL de volume final de reacdo). As amostras foram incubadas a
25°C por 5 minutos, 42°C por 60 minutos e 70°C por 15 minutos em termociclador
(Mastercycler pro®, Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Em seguida, as amostras contendo
cDNA foram diluidas 10x em &agua livre de nuclease e estocadas a -20°C até a analise.

A expressdo quantitativa dos genes de quimiocinas/receptores, citocinas, tight juntctions
e enzimas precursoras de corticosterona (tabela 2), foi realizada por meio da reacdo de gPCR
com o sistema de deteccdo GoTag® gPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, EUA). As
sequéncias inerentes a cada primer bem como suas concentragdes, foram descritas na Tabela 2.
Cinco microlitros das amostras contendo cDNA foram colocados para reagir em placas de PCR
de 96 pocos (MicroAmp Fast Optical 96-well reaction plate - Applied Biosystem, Foster City,
CA, EUA), com uma solucédo contendo GoTaq®, oligonucleotideos iniciadores (primers) senso
e anti-senso e agua livre de nuclease em quantidade suficiente para 10pL de solucdo (15uL de
volume final de reac¢do). Em seguida, as placas foram seladas (MicroAmp optical adhesive film
- Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA), rapidamente centrifugadas e a reagéo realizada
em aparelho StepOnePlusTM (Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA). Para esse fim, os
ciclos utilizados foram 2 minutos a 50°C, 2 minutos a 95°C, seguida por 40 ciclos de 15
segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C e 30 segundos a 72°C, além de um ciclo final com

temperatura crescente de 60 a 95°C para a obtencéo da curva de dissociagéo.
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Todos os primers foram obtidos da companhia Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO, EUA).
Os resultados foram corrigidos pela B-actina, para normalizar os niveis de expressao dos genes
alvos, e analisados com base no valor de Ct (cycle threshold).

A expressdo das citocinas 1L-13, 11-21 e IL-1p (tabela 2), foi realizado pelo protocolo
TagMan® Gene Expression Assay (AB, aplplied biosystemns, by life technolies), seguindo as
especificacbes do fabricante. Em resumo foram utilizados 10 pL de TagMan Fast advanced
master mix, 1,0 pL do TagMan assay, 7,0 pL de H20 nuclease free e por mim adicionado 2 pL
de cDNA. Os eppendorfs contendo o mix foram homogeneizados manualmente e rapidamente
centrifugados e a reacédo realizada em aparelho StepOnePlusTM (Applied Biosystem, Foster
City, CA, EUA). Para esse fim, os ciclos utilizados foram 2 minutos a 50°C, 2 mintutos a 95°C,
seguida por 40 ciclos de 1 segundos a 95°C e 20 segundos a 60°C. Todos os primers deste
protocolo foram obtidos da companhia (AB, aplplied biosystemns, by life technolies). Os
resultados foram corrigidos pela GAPDH, para normalizar 0s niveis de expressao dos genes
alvos, e analisados com base no valor de Ct (cycle threshold).

O resultado foi calculado pela formula AACt = ACt amostra — ACt controle calibrador
(animais controles, sem indugdo de DII), onde ACt = Ct gene estudado — Ct B-actina. O nimero
de vezes de expressédo diferencial do RNA mensageiro (RNAm) comparado com o controle foi

definido pela formula matematica 222", como ja estabelecido na literatura.
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Tabela 2: Relagdo de primers utilizados par a determinagdo de citocinas, tight junctions,

qguimiocinas e enzimas importantes no estudo da inflamacéo intestinal

Lista de Primers

Gene alvo Sequéncia senso (5°-3”) Sequéncia anti-senso (3’-5)
B- actina AACGAGCGGTTCCGATG GGATTCCATACCCAAGAAGGA
IL-1P TGACAGTGATGAGAATGACCTGTT TTGGAAGCAGCCCTTCATCT

C
IL-13 CCACTACGGTCTCTCCAG GGCGAAACAGTTGCTT
IL-6 CCCAATTTCCAATGCTCTCC TGAATTGGATGGTCTTGGTCC
IL-21 CCTGTTTTCAGAAGGCCAAA CCACGAGGTCAATGAATG
-4 AAGAGCATCATGCAAATGA TTAAAGCATGGTGGCTCAGTAG
Claudina-1 CTTCTCTGGGATGGATCG GGGTTGCCTGCAAAGTACTGT
Ocludina ATGTCCGGCCGATGCTCTC TTTGGCTGCTCTTGGGTCTGTAT
70-1 TTCAAAGTCTGCAGAGACAATAGC  TCACATTGCTTAGTCCAGTTCC
CCL2 GATGATCCCAATGAGTAGGC TCTTGAGCTTGGTGACAAAA
CCL6 ACTTTTATCTGCGGAACCTG GGAATCCCAGATACTTGGTG
CCL3 CCTGGGTCCAAGAATACATC CTCCAAGACTCTCAGGCATT
CXCL9 GGAGATCAAACCTGCCTAGA TTTGGCTGATCTTCTTTTCC
CCR1 CTCAGCAAAGGATGGAGATT AGTGGAGTCCCCATAGTCAA
CCR4 GGTCTGTTTGGAAATTCTGTTG TACACGTCCGTCATGGACTT
CXCR2 AAGCTGATCAAGGAGACCTG AGGCATAGATGATGGGGTTA
CXCR2 AAGCTGATCAAGGAGACCTG AGGCATAGATGATGGGGTTA
CYP11A1 CCAGCCCAACATTACCGAGAT GACTTCAGCCCGCAGCAT
CYP11B1 CAATAGAAGCTAGCCACTTTGT AGGGTGTGGAGGAACTTCAG

3.14 Quantificagéo de citocinas por ELISA.
O perfil de citocinas no intestino dos camundongos com ou sem inducdo de colite,
tratados ou ndo IFX, foi também determinado por ELISA. Assim, os fragmentos intestinais

foram pesados e triturados em 500 pL de tampé&o contendo inibidor de protease (Complete ® -
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Roche, Pharmaceuticals, Mannheim, Alemanha). Os homogenatos foram centrifugados a 5000
Xg por 15 minutos e o sobrenadante utilizado para as reaces de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay, BD PharmigenTM, San Diego, USA). Foram utilizadas placas com 96
pocos, onde as amostras foram incubadas com os anticorpos de captura e de deteccao para IL-
6, IL-17, IL-12, IFN-y ¢ TNF-a de acordo com as recomendacdes do fabricante (BD
Biosciences - San Jose, CA, EUA). As reagdes foram reveladas pela adicdo de TMB e
interrompidas pela adigdo de H>SO4 4M, sendo a leitura realizada em espectrofotémetro a 450
nm. O resultado final da concentracdo foi normalizado pelo peso do fragmento do intestino

utilizado para o ensaio.

3.15 Ensaio de permeabilidade intestinal por FITC-Dextran

O ensaio de permeabilidade intestinal foi realizado para avaliar a funcéo da barreira pela
quantificacdo de FITC-dextran presente no soro dos animais submetidos a colite experimental,
tratados com o anti-TNF e desafiados ou ndo com MB em dishiose. Em resumo, os alimentos
e agua foram retirados 24 horas antes da eutanasia dos animais, cerca de 4 horas antes da
eutanasia, foi administrado via gavagem FITC-dextran (PM 4000; FD4; Sigma-Aldrich, St
Louis, MO) na concentracdo de 44 mg / 100g peso corporal. Apds esse periodo o sangue foi
coletado e centrifugado a 5000 xg por 30 minutos e coletado o soro. A intensidade de
fluorescéncia foi determinada pela leitura da absorbancia das amostras por espectrofotometria
(excitacdo, 492 nm; emissdo, 525 nm). As concentracfes de FITC-dextran no soro foram
determinadas usando uma curva padrédo gerada por diluicdo em série de FITC-dextran, variando
de 35,937 a2 0,0701 pg / mL.

3.16 Cytometric Bead Array (CBA)

O intestino dos animais submetidos ao primeiro protocolo ja descrito foi coletado e
triturado na presenca de inibidor enzimatico, Complete Tablets EASYpack (Roche, Alemanha).
As amostras foram centrifugadas a 5000 xg por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante coletado.
Foram quantificadas as citocinas IFN-y, IL-6, TNF, IL-17A, IL-10 e IL-12p40 pelo teste BD
Cytometric Bead Array (CBA) mouse TH1/TH2/TH17 Cytokine Kit (BD Biosciences, San
Jose, CA, EUA), sequindo as especificacdes do fabricante. As beads foram levadas para leitura
em citbmetro de fluxo (FACS CantoTMII — BD Bioscience, San Diego, CA, EUA) e as analises
foram realizadas no software FCAP Array 3.0 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).
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3.17 Dosagem de LPS no soro

A dosagem sérica de LPS foi realizada pelo kit Limulus Amebocyte Lysate (LAL) QCL-
1000TM (LONZA, Walkersvilles, MD, USA), de acordo com as especificacfes do fabricante,
para aferir provaveis translocacfes bacterianas durante a colite experimental, tratamento e

desafio com MB em disbiose.

3.18 Proliferacdo com Violet Proliferation Dye 450 (VPD)

Para a extracéo e obtencédo de leucocitos do baco e células dos linfonodos mesentéricos,
foi realizado o mesmo procedimento experimental realizado na metodologia 3.10. Os passos
subsequentes consistiram na marcagdo das células com Violet Proliferation Dye 450 (VPD —
BD Horizon™) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Apds a marcagdo com VPD,
as células foram estimuladas com o mitégeno Concanavalina A (ConA) a uma concentracédo de
3 pg/mL por poco. As células foram deixadas em cultura por 72 horas a 37°C em estufa
contendo 5% de CO2. Apds o tempo de cultura os pogos foram homogeneizados com uma pipeta
de 200uL e foi coletada toda a suspensdo de células, que foram colocadas em tubos FACS. Os
tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 10 min a 4°C e o sobrenadante coletado para dosagem
de citocinas. O pellet resultante foi ressuspendido com 150 pL de PBS-Formol 1% e levado

para leitura em citémetro de fluxo.

3. 19 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizados com auxilio do software Graphpad Prism® 6
(versdo 6.0). Em todas as variaveis foram testadas a distribuicdo normal e a variancia
homogénea. Quando a distribuicdo foi considerada normal e com variancia homogénea foi
utilizado teste paramétrico ANOVA com pos-teste de Tukey para trés ou mais grupos ou teste
T de Student para 2 grupos. Os resultados foram expressos em média + SEM (erro padrdo da
média). Nos casos em que a distribuigdo ndo foi Gaussiana utilizou-se teste ndo paramétrico
ANOVA Kruskal Wallis com pos-teste de Dunns no caso de trés ou mais grupos ou teste Mann-
Whitney para 2 grupos. As diferencas observadas foram consideradas significativas quando p
< 0,05 (5%).

50



¢. Resultados Capitufo 2

¢.2 - AValiaCao do perfil imupologico de
camundongos submetidos a uma hova

disbiose.
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4.1.1 Avaliacdo clinica da inflamacdo intestinal induzida experimentalmente e da
competéncia imunoldgica de camundongos apds o desafio com microbiota em disbiose
(MB)

Pacientes com Doencas Inflamatdrias Intestinais (DII) sdo frequentemente

tratados com anticorpos monoclonais direcionados ao controle das respostas inflamatdrias
exacerbadas. Porém, embora esses tratamentos sejam eficazes, ha recidivas da doenga, 0 que
pode estar relacionado a presenca de nova disbiose, dentre outros fatores.

Sendo assim, para inicialmente validarmos o nosso modelo de estudo, induzimos colite
em camundongos C57BL/6 submetidos a administracdo continua de dgua contendo dextran
sulfato de sodio (DSS), seguido por um periodo de reparo tecidual e posterior desafio com uma
microbiota em disbiose. Para tal, foi realizado transplante fecal de camundongos doadores com
inflamacdo intestinal grave (10 dias de exposi¢do ao DSS), que apresentavam notavel perda de
peso e elevado escore clinico da doenca (Figuras 2A e B, respectivamente). A microbiota
transferida para os camundongos receptores (desafiados no dia experimental 16), era
constituida, principalmente, pelos filos Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes e, em
especial, Proteobacteria, conforme demonstrado nas Figuras 2C e 2D.

Logo, considerando o protocolo experimental a ser validado, com inducgéo de colite e
recaida ap6s nova disbiose, os resultados mostraram perda de peso e aumento do escore clinico
da doenca durante o periodo de exposi¢do ao DSS (dias 0-10) com reversao parcial deste quadro
clinico de colite apos retirada do agente agressor, entre os dias 11 e 16 (Figuras 3A e 3B,
respectivamente). Conforme esperado, os animais desafiados com a microbiota em disbiose no
dia 16 tiveram acentuada perda de peso e aumento do escore clinico ja 24 horas ap6s o desafio,
além de levarem maior tempo para se recuperarem da recidiva da doenca (Figuras 3A-D). Estes
dados validaram nossa proposta de estudo, que visa, a seguir, entender os mecanismos de

modulacéo da resposta pelo imunobiologico IFX, frente a quebra da normobiose intestinal.
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Figura 2. Avaliagéo do peso, escore clinico e expressdo relativa de DNA de bactéria presentes microbiota de
camundongos C57BL/6 submetidos a colite experimental com dextran sulfato de sédio (DSS) 3% durante
10 dias. Os animais foram expostos ao dextran sulfato de sédio (DSS) 3% por 10 dias, a qual foi realizado o
acompanhamento clinico durante a colite experimental. Ao décima dia de exposicdo, os animais foram
eutanasiados e coletado o contelido fecal presente no ceco e diluidos em 10 mL de salina 0,9%. Para avaliagdo da
expressdo de DNA bacteriano, o DNA foi extraido e realizado o PCR em tempo real das amostras. O nimero de
vezes de expressdo diferencial de DNA foi calculado pela formula matematica 2°-AAcT. A — Variagcdo da
porcentagem da perda de peso em relagdo ao dia zero. B — Variagdo do escore clinico. C — Expressdo relativa de
DNA bacteriano de bacteroidetes, actinobactéria, firmicutes e proteobactérias. D — Heat map da expressao de DNA
de bactérias presentes nas fezes do grupo doador de MB em disbiose.
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Figura 3. Avaliacdo do peso e escore clinico de camundongos C57BL/6 submetidos a colite experimental
com dextran sulfato de sédio (DSS) 3% durante 10 dias e desafiados no 16° dia com microbiota (MB) em
disbiose. A — Variacdo da porcentagem do peso em relacdo ao dia 0, inicio da colite. B — Variagdo do escore
clinico. C — Variagao da porcentagem do peso em relagéo ao dia do desafio MB. D — Escore total apds o desafio
com MB. Os resultados sdo representativos de 2 experimentos independentes™ p < 0.05.

4.1.2 Quantificacdo de leucdcitos circulantes e em drgaos linfoides secundarios ap6s o
desafio

Uma vez que o modelo experimental proposto mostrou recaida clinica da doenca apds
nova disbiose, buscamos avaliar, no dia 20, os parametros imunoldgicos que poderiam ter sido
alterados ap0s o transplante fecal.

As contagens diferenciais das subpopulagdes leucocitéarias revelaram diminuicdo na
frequéncia de neutrdfilos (Figura 4A) e aumento de células mononucleares (Figura 4B) do
sangue periférico, enquanto que ndo houve diferencas na frequéncia de basofilos e eosindfilos

entre os grupos avaliados (Figuras 4C e D, respectivamente).
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Figura 4. Contagem diferencial de leucdcitos circulantes no sangue periférico de camundongos C57BL/6
submetidos a colite experimental e desafiados com microbiota (MB) em disbiose. Os camundongos foram
tratados com dextran sulfato de sédio (DSS) 3% por 10 dias na agua de beber e apés 6 dias o DSS foi retirado para
o reparo tecidual. No 16° dia os animais foram desafiados com MB em disbiose. Quatro dias do desafio os animais
foram eutanasiados e o0 sangue coletado para a realizagdo do esfregaco sanguineo. A-D — Frequéncia (%) de
neutrofilos, células mononucleares, basdfilos e eosindfilos foi determinada de acordo com o nimero das
subpopulagbes de leucocitos computados em 100 células identificadas em microscopio. Os resultados séo
representativos de 2 experimentos independentes. N=5 animais por grupo. * p < 0.05.

Considerando os 6rgdos linfoides secundarios, observou-se que o desafio com
microbiota em disbiose levou ao aumento significativo de leucdcitos presentes no baco e nos
MLN, em comparacdo aos camundongos previamente expostos ao DSS e ndo desafiados
durante o reparo tecidual (Figuras 5A e B, respectivamente).
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Figura 5. Quantificacdo de leucécitos no baco e linfonodos mesentéricos (MLN) de camundongos C57BL/6
submetidos & colite experimental e desafiados com microbiota (MB) em disbiose. Camundongos foram
tratados com DSS 3% por 10 dias na 4gua de beber e apés 6 dias o DSS foi retirado para o reparo tecidual. No 16°
dia os animais foram desafiados com MB em dishiose. Quatro dias apds o desafio os animais foram eutanasiados
e as células extraidas e quantificadas em hemocitdmetro. A — Contagem total de leucécitos do bago; resultados
expressos em ndmero de células. B - Contagem total de leucécitos nos linfonodos mesentéricos; resultados
expressos em namero de células por mL corrigido pelo peso do tecido em gramas (g). Os resultados sdo
representativos de um Unico experimentos. N=5 animais por grupo. * p < 0.05.

4.1.3 Perfil fenotipico de leucocitos presentes no baco e nos linfonodos mesentéricos
(MLN) ap6s nova disbiose em camundongos submetidos a colite experimental

Em seguida, com o intuito de caracterizar as células acumuladas no bagco e MLN,
realizamos a imunofenotipagem das subpopulacfes presentes nestes 6rgdos linfoides.
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Conforme estratégias de gating e analises demonstradas nas Figura 6A e 7A, ndo houve
diferenca significativa na frequéncia de células dendriticas, macrdfagos, linfocitos T, NK ou
NKT entre os grupos avaliados, com exce¢do de tendéncia ao aumento na porcentagem de
células dendriticas CD11b"CD11c" nos MLN e maior acimulo de linféciots T CD8 no bago de
camundongos expostos ao DSS e desafiados com MB em dishiose (Figuras 6F e 7F,

respectivamente).
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Figura 6. Imunofenotipagem de leucdcitos do baco e dos linfonodos mesentéricos (MLN) de camundongos
C57BL/6 submetidos a colite experimental com dextran sulfato de sédio (DSS) 3% durante 10 dias e
desafiados no 16° dia com microbiota (MB) em disbiose. O bago e linfonodos mesentéricos (LNM) foram
coletados no vigésimo dia apds o inicio do protocolo experimental e processados para extracdo dos leucdcitos, 0s
quais foram marcados com anticorpos especificos de interesse. A porcentagem de células foi determinada pela
porcentagem dentro da gate, dividida pelo nimero de células obtidas na contagem na camara de Neubauer
multiplicado por 100. A - Estratégia de gate analisada pelo software FlowJo ap6s aquisi¢do das amostras em
citbmetro de fluxo. B-D- Frequéncia de leucdcitos CD11b* CD11lc*, CD11lb* CD1lc , CD11b'CD11c*
respectivamente, presentes no bago. E-G- Frequéncia de leucdcitos CD11b* CD11c*, CD11b*CD11c e CD11lb
CD11c*, respectivamente, presentes nos MLN. Estes dados sdo representativos de um dnico experimento. N=5
animais por grupo. *p < 0.05.
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Figura 7. Imunofenotipagem de leucdcitos do baco e dos linfonodos mesentéricos (MLN) de camundongos
C57BL/6 submetidos a colite experimental com dextran sulfato de sédio (DSS) 3% durante 10 dias e
desafiados no 16° dia com microbiota (MB) em disbiose. Baco e linfonodos mesentéricos (LNM) foram
removidos no vigésimo dia apés o inicio do protocolo experimental e processados para extracdo dos leucécitos os
quais foram marcados com anticorpos especificos de interesse. A porcentagem de células foi determinada pela
porcentagem dentro da gate, dividido pelo nimero de células obtidas na contagem na camara de Neubauer
multiplicado por 100 . A, - Estratégia de gate analisada pelo software FlowJo ap0s aquisicdo das amostras em
citbmetro de fluxo.. B-F- Frequéncia de leucdcitos CD3*,CD3*CD49*, CD49*, CD3*CD4*,CD3*CD8".

4.1.4 Quantificacdo de mieloperoxidase, N-acetilglicosaminidase e eosinéfilo-peroxidase
no intestino

Uma vez que foi observada piora dos sinais clinicos dos animais desafiados, alteragdes
de numero de leucdcitos nos 6rgdos linfoides secundarios e mudangas a frequéncia de células

no sangue circulante, buscou-se avaliar se o desafio com microbiota em disbiose poderia
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influenciar no infiltrado leucocitério local; ou seja no intestino diretamente exposto aos agentes
agressores. Para isso, a presenca de neutrofilos, macréfagos e eosinofilos foi analisada de forma
indireta através de ensaios de atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO), N-
acetilglicosaminidase (NAG) e eosinéfilo-peroxidase (EPO), respectivamente.

As atividades enziméaticas de MPO e EPO, ndo foram diferentes entre os grupos
avaliados (Figuras 8A e 8C). Porém, as andlises da atividade enzimética dos macro6fagos
revelaram aumento significativo de NAG ap0s o desafio com microbiota em disbiose, quando
comparado ao grupo nao desafiado (Figura 8B).
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Figura 8. Avalia¢io a atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO), eosinofilo-peroxidase (EPO) e N-
acetilglucosaminidase (NAG) no colén de camundongos C57BL/6 submetidos a colite experimental e
desafiados ou ndo com microbiota (MB) em disbiose. Os camundongos foram tratados com DSS 3% por 10 dias
na &gua de beber e apds 6 dias o DSS foi retirado para o reparo tecidual. No 16° dia os animais foram desafiados
com MB em dishiose. Quatro dias do desafio os animais foram eutanasiados e o intestino grosso foi coletado para
a deteccdo da atividade das enzimas MPO em A, NAG em B e EPO em C. Os resultados sdo mostrados em
densidade 6tica (DO) e normalizados pelo peso do tecido, em gramas (g). N=5 animais por grupo. * p < 0.05.

4.1.5 Influéncia do desafio com microbiota em disbiose na producdo de citocinas no
intestino

Uma vez que os tipos e a intensidade das respostas inflamatorias sdo principalmente
coordenadas pela acdo de citocinas, procurou-se avaliar como os animais submetidos a colite
experimental e desafiados ao 16° com MB modulavam a expressdo de citocinas (IL-17A, TNF,
IFN-y e IL-6), utilizando amostras do colén coletados no 20° dia de experimento e processadas
para a realizacdo da técnica Cytometric Bead Array (CBA).

Os resultados mostraram que a nova disbiose aumentou a producdo das citocinas IL-
17A (Figura9A) e TNF (Figura 9B), em contraste a diminuicdo de interferon-y (IFN- y) (Figura
9C) no colon dos camundongos submetidos a colite experimental. Entretanto, ndo houve

diferenca na detecgéo de interleucina-6 (IL-6), conforme observado na Figura 9D.
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Figura 9. Dosagem de citocinas por CBA (Cytometric Bead Array) no colén de camundongos C57BL/6
submetidos & colite experimental e desafiados ou ndo com microbiota (MB) em disbiose. Os camundongos
foram tratados com DSS 3% por 10 dias 4gua de beber e apds 6 dias 0 DSS foi retirado para o reparo tecidual. No
16° dia os animais foram desafiados com MB em disbiose. Quatro dias do desafio os animais foram eutanasiados
e o intestino grosso foi coletado para avaliacdo das citocinas no homogenato intestinal. A — IL-17A (pg/mL/g de
tecido). B— TNF (pg/mL/g de tecido). C — IFN-y (pg/mL/g de tecido). D — IL-6 (pg/mL/g de tecido). Os resultados
obtidos sdo mostrados em pg/mL e normalizados pelo peso do tecido em gramas (g). N=5 animais por grupo. * p
< 0.05.

4.1.6 Quantificacdo de Lipopolissacarideo (LPS) bacteriano no sangue apds desafio com
microbiota em disbiose em animais submetidos a colite experimental

Em seguida, buscamos avaliar se essa nova disbiose intestinal poderia influenciar na
translocacdo bacteriana do intestino para 0 sangue circulante dos animais, no 20° dia
experimental. Os dados mostraram que nao houve diferencas dos niveis de LPS circulante entre
0s grupos avaliados (Figura 10). Ainda que o desafio com MB em disbiose seja um indicativo
para a recaida dos camundongos apés a colite experimental, esses dados indicam que apés 4
dias de desafio, possivelmente ja houve fechamento da barreira epitelial e controle das bactérias
teciduais.
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Figura 10. Determinag&o de Lipopolissacarideo (LPS) circulante de camundongos C57BL/6 submetidos a
colite experimental e desafiados ou ndo com microbiota (MB) em disbiose. Camundongos foram tratados com
DSS 3% por 10 dias na agua de beber e ap6s 6 dias o DSS foi retirado para o reparo tecidual. No 16° dia os animais
foram desafiados com MB em disbiose. Quatro dias ap6s o desafio os animais foram eutanasiados e o sangue foi
coletado para avaliacdo do produto bacteriano no soro. Os resultados foram expressos em unidade de endotoxina
(EU/mL) no soro dos animais. Dados representativos de um Unico experimento. N=5 animais por grupo. *p < 0.05.

Em conjunto, esses dados iniciais sugerem que uma nova disbiose intestinal pode
acarretar no retorno da inflamagcéo local e recidiva da doenca durante o periodo de remissdo da
colite experimental. A partir desses experimentos, fizemos o segundo delineamento
experimental, na qual foi utilizado o anti-TNF para avaliar seus efeitos na inflamacéao induzida

por DSS.
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4.2 - Jmbactos do tratamento com anti-
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4.2.1 Efeitos do anti-TNF na atividade clinica da inflamacéo intestinal induzida
experimentalmente de camundongos submetidos a colite experimental

Neste segundo delineamento experimental, a colite foi induzida nos camundongos
C57BL/6 por 7 dias a partir da exposicdo ao dextran sulfato de sddio (DSS) 3%. Neste momento
0s animais estdo na fase da inflamacéo intestinal moderada, com aumento da perda de peso e
do escore clinico. Entdo, no sétimo dia o agente indutor da colite foi retirado e os animais foram
com Infliximab (IFX) ou 1gG controle.

Os resultados mostraram que os camundongos doentes tratados com IFX tiveram
melhora da atividade clinica da doenca, com ganho de peso e diminuicdo do escore clinico
diario (Figuras 11A-B), assim como do escore total somado a partir do dia de tratamento (Figura
11C), sendo notada essa diferenca inicialmente trés dias ap6s a administracdo do medicamento.
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Figura 11. Avaliacdo do peso e escore clinico de camundongos C57BL/6 submetidos & colite experimental,
tratados ou ndo com infliximab (IFX). Os camundongos foram tratados por 7 dias com agua contendo dextran
sulfato de sodio (DSS) 3%. No sétimo dia o agente redutor foi retirado e realizado o tratamento com anti-TNF
(IFX 5mg/Kg por via intraperitoneal) ou apenas 1gG controle. Apés 6 dias todos os animais dos grupos
experimentais foram separados em caixas individuai. A - Variagdo da porcentagem do peso em relacdo ao dia zero
dos animais tratados ou nao com IFX. B — Escore clinico. C — Soma do escore clinico apos tratamento com IFX,
do 8° ao 13° dia. A concentracdo. N=10 animais por grupo. *p < 0.05.
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4.2.2 Influéncia do tratamento com anti-TNF nos leucécitos totais e na contagem
diferencial do sangue periférico

Além de avaliar o efeito da terapia com anti-TNF sobre a atividade clinica da doenca,
procurou-se também observar se o uso de IFX influenciava na frequéncia e quantidade de
leucdcitos totais do sangue periférico, bem como na contagem diferencial dos mesmos.
Observou-se que ap6s o0 uso do imunobioldgico, o nimero de leucdécitos circulantes foi
significativamente elevado (Figura 12A), com aumento da frequéncia e nimero de neutrofilos
circulantes (Figuras 12B e E, respectivamente). Por outro lado, a utilizacdo do IFX reduziu
significativamente a frequéncia e aumentou o nimero de células mononucleares (Figuras 12C
e F, respectivamente), enquanto que a subpopulacdo de eosinofilos ndo foi alterada (Figuras
12D e G).
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Figura 12. Quantificacdo de leucdcitos do sangue periférico e contagem diferencial das subpopulagdes de
leucdcitos circulantes de camundongos C57BL/6 submetidos a colite experimental, tratados ou ndo com
infliximab (IFX). Os camundongos foram tratados por 7 dias com &gua contendo dextran sulfato de sédio (DSS)
3%. No sétimo dia o agente redutor foi retirado e realizado o tratamento com anti-TNF (IFX 5mg/Kg por via
intraperitoneal) ou apenas IgG controle. Foram aguardados 6 dias para o reparo tecidual e ao 13° dia 0s animais
receberam salina 0,9 %. Ap6s 24 horas os animais foram eutanasiados tiveram seu sangue coletado para a
quantificacdo celular em hemocitdmetro e realizacdo do esfregaco sanguineo. A coloracdo das laminas de
esfregaco foi realizada usando coloragcdo com pandtico. A- Contagem total de leucdcitos do sangue. B-D —
Frequéncia de neutrdfilos, células mononucleares e eosinéfilos do sangue periférico E-F — NUmero de neutréfilos,
células mononucleares e eosinofilos do sangue periférico do sangue periférico. Os resultados sdo representativos
de 2 experimentos independentes. N=5 animais por grupo. * p < 0.05.
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4.2.3 Perfil fenotipico de leucocitos presentes em diferentes 6rgdos apds tratamento
com anti-TNF

Em sequéncia, foi realizada a imunofenotipagem das subpopulacdes presentes nos
orgaos linfoides secundarios (baco e MLN) e no célon. Para isso, as células foram extraidas dos
6rgdos citados e marcadas com anticorpos especificos acoplados a fluorocromos, para anélise
por citometria de fluxo.

A quantificacdo das células totais do baco e do MLN néo revelou diferencas entre 0s
grupos (Figuras 13B e G, respectivamente). Porém, a analise fenotipica mostrou diminuicéo
significativa da populagdo supostamente de macrofagos CD11b*CD11c e de linfocitos T
CD3*CD4" no baco, apés o tratamento (Figuras 13D-E). Nao houve diferenca na frequéncia

das demais populag6es avaliadas, no baco ou MLN (Figura 13).
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Figura 13. Imunofenotipagem de leucdcitos do baco e dos linfonodos mesentéricos (MLN) de camundongos
C57BL/6 submetidos a colite experimental e tratados ou ndo com infliximab (IFX). Os camundongos foram
tratados por 7 dias com agua contendo dextran sulfato de sodio (DSS) 3%. No sétimo dia o agente redutor foi
retirado e realizado o tratamento com anti-TNF (IFX 5mg/Kg por via intraperitoneal) ou apenas 1gG controle.
Foram aguardados 6 dias para o reparo tecidual e ao 13° dia os animais receberam salina 0,9% baco e linfonodos
mesentéricos (LNM) foram coletados no décimo quarto dia e processados para extragao dos leucocitos que foram
marcados com anticorpos especificos acoplados a fluoréfilos para os marcadores de interesse. A analise foi
realizada pelo software FlowJo apds aquisi¢cdo das amostras em citdmetro de fluxo. A — Estratégia de gate. B —
Contagem total de células totais do baco; resultados expressos em niimero (x108) C—F - Frequéncia de leucdcitos
CD11b*CD11c*, CD11b* CD11c, CD3*CD4* e CD3*CD8" presentes no baco. F-I - Frequéncia de leucécitos
CD11b*CD11c*, CD11b*CD11c, CD3*CD4* e CD3*CD8* presentes nos MLN. Estes dados sdo representativos
de dois experimentos independentes. N=5 animais por grupo. *p < 0.05.
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4.2.4 Cultura ex vivo de esplendcitos e células dos linfonodos mesentéricos de
camundongos tratados com infliximab

De modo a caracterizar o comportamento funcional dos leucdcitos de animais tratados
in vivo com IFX, células de bago e dos linfonodos mesentéricos de camundongos expostos ao
DSS 3% e tratados com o imunobioldgico foram reestimuladas por 72 horas em cultura, para
avaliacdo da proliferacdo celular por citometria de fluxo, conforme estratégias de gating
descritas na Figura 14A.

As analises mostraram que as células do baco replicaram-se de forma muito semelhante
em ambos os grupos (Figura 14A). Porém, as células dos MLN provenientes de animais tratados
com o anti-TNF apresentaram reducdo significativa da capacidade proliferativa in vitro, quando

estimuladas com ConA (Figura 14C).
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Figura 14. Cultura ex vivo de células de baco e linfonodos mesentéricos (MLN) de camundongos submetidos
a colite experimental, tratados com ou ndo com infliximab (IFX). Os camundongos foram tratados por 7 dias
com &gua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%. No sétimo dia o agente redutor foi retirado e realizado o
tratamento com anti-TNF (IFX 5mg/Kg por via intraperitoneal) ou apenas IgG controle. Foram aguardados 6 dias
para o reparo tecidual e ao 13° dia os animais receberam salina 0,9 % baco e linfonodos mesentéricos (LNM)
foram coletados no décimo quarto dia e processados para extragao dos leucécitos. Os leucécitos foram marcados
com Violet proliferation dye (VPD) e reestimulados com concanavalina A (ConA) por 72 horas, para posterior
leitura em citdmetro de fluxo e analise de proliferacdo. A — Gate e histograma de proliferacdo celular. B —
Frequéncia de proliferagdo de esplendcitos. C — Frequéncia de proliferacdo de células do MLN. Esses dados sdo
representativos de um experimento. N=5 animais por grupo. *p<0,05.

4.2.5 Quantificagdo de mieloperoxidase, N-acetilglicosaminidase e eosinofilo-
peroxidase apos a terapia com anti-TNF

Uma vez que foi observada a melhora clinica dos animais e que a terapia com IFX
causou alteragdes nos leucocitos circulantes, buscou-se avaliar se este tratamento poderia
influenciar na resposta inflamatodria intestinal.

Neste sentido, a quantificagdo de MPO no tecido intestinal dos animais submetidos a

terapia com IFX mostrou aumento desta enzima quando comparados ao controle IgG (Figura
68



15A). Em contrapartida a anélise do NAG apresentou uma tendéncia para 0 aumento da
atividade celular de macrdfagos, mas a atividade de eosinéfilos ndo mostrou diferencas entre

0s grupos avaliados (Figuras 15B-C).
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Figura 15. Deteccéo da atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) (A), N-acetilglicosaminidase (NAG)
(B) e eosindfilo-peroxidase (EPO) (C) no colén de camundongos submetidos a colite experimental tratados
ou ndo com infliximab (IFX). Os camundongos foram tratados por 7 dias com agua contendo dextran sulfato de
sodio (DSS) 3%. No sétimo dia o agente redutor foi retirado e realizado o tratamento com anti-TNF (IFX 5mg/Kg
por via intraperitoneal) ou apenas IgG controle. Foram aguardados 6 dias para o reparo tecidual e ao 13° dia o0s
animais receberam salina 0,9%. ApGs 24 horas os camundongos foram eutanasiados e o intestino processado para
os referidos ensaios enziméticos. Os resultados foram expressos em densidade optica (DO) e corrigidos pelo peso
do tecido em gramas (g). As linhas pontilhadas referem-se ao grupo controle saudavel. Os resultados séo
representativos de 2 experimentos independentes. N=5 animais por grupo. * p < 0.05.

4.2.6 Perfil fenotipico de leucocitos presentes em diferentes érgdos apds tratamento
com anti-TNF

A contagem de leucdcitos totais da lamina propria (LP) ndo revelou diferencas na
quantidade de células entre os grupos tratados e controles (Figura 16B). Porém, ao avaliar
especificamente a populacdo granulocitica (Figura 16A), observou-se que o tratamento com
IFX levou ao acimulo de células Ly6G*, possivelmente neutréfilos, no intestino dos
camundongos que receberam este imunobiolégico (Figura 16C), confirmando os resultados de
MPO. Estes resultados foram acompanhados da reducdo significativa de macrdfagos totais
CD11bF4/80" (Figura 16H) e aumento de células dendriticas CD11b*CD11c", especialmente
daquelas com auséncia de expressdo do marcador CD103 (Figuras 16J e L, respectivamente).

69



250K

4 5
[ 10 10

Comp-PE-A CD11b

3 Jms

o2

0

4
10

T

coin
2

[T
ET]

100K 200K o 10 10
FSC-A Comp-APC-Cy7-A = CD45 Comp-FITC-A- CD11c Comp-APG-A = CD103
S o R 10 :?265 ] 10° 1o -
é 10t é_ 0’3 é w0
< 3 :
g-.J 10° Hﬁ o ; ?
& £ . o 10
E o @ g o £ E
) o7 o
10 b o 10 4% o0 ° ™ @
- - ¥ i '4 i 102 4= £
o m# o 10 ™
Comp-PerCP-A  LY6C Comp-BV421-A::F4_80 °
Comp-BV510-A: LYBC_LYEG
_ 0.20- 0.8+ 0.08 0.15+ 0.20-
& * _ £ DSS +1g6
= < £ . DSS +IFX
X 0.151 5 0.6 . 0.06 = © 015
o =] & 2 0104 &
- - [=] . =
« x = ) *
T 0.104 2 044 =< 0.044 ° @ 0.10-
8 0] 3 N P
= o Iy
3 > & o 0.054 e
bl 0.054 = 0.2 0.02- E g 0.054
0.00- 0.0 0.00- 0.00- 0.00-
0.25 0.25- 0.25
S 020 % o020 S 020
x * A
L 015 5 0.15 Y 0154
-3 @ @
= 010 prd P
g o 0104 K 0101
= g a
= =
o 005 o ] = ]
e ] oo0s 3 0.05
0.00- 0.00- 0.00
0.25- * 1,01 . 08
o S 5 8 —
3
2 020 S o8 5 o064
X 8 O
v o015 D 0 P
194 s U @
A g T © 044
a 5% 8%
O 0104 0 = 0.4 o=
‘a , o
= 2 = 0.2
5 005 T 0 a
Q O (&}
0.00- 0.04 0.0-

Figura 16. Imunofenotipagem de neutrofilos, células dendriticas e macréfagos da lamina prépria (LP) de
camundongos submetidos a colite experimental tratados ou ndo com infliximab (IFX). Os camundongos
foram tratados por 7 dias com &gua contendo dextran sulfato de sddio (DSS) 3%. No sétimo dia o agente redutor
foi retirado e realizado o tratamento com anti-TNF (IFX 5mg/Kg por via intraperitoneal) ou apenas IgG controle.
Foram aguardados 6 dias para o reparo tecidual e ao 13° dia os animais receberam salina 0,9%. Apos 24 horas 0s
camundongos foram eutanasiados e o intestino processado para purificagdo de células da LP. Os leucdcitos foram
marcados com anticorpos especificos acoplados a fluoréfilos para os marcadores de interesse. A analise foi
realizada pelo software FlowJo ap0s aquisicdo das amostras em citdmetro de fluxo. A- Estratégia de gate B—F—
NUmero absoluto de células CD45*Ly6G*; CD45*GR1*. CD45"CD11b*Ly6G*; CD45*CD11b*GR1*. G-H-
NUmero asoluto de células CD45*CD11b*Ly6C*; CD45*CD11b'F4/80*; CD45*CD11b'F4/80*; J-L- Numero
absoluto de células CD11b*CD11c*; CD11b*CD11c¢*CD103*; CD11b*CD11c*CD103". Resultados expressos em
namero de células (x108). Estes dados sdo representativos de um experimento. N=5 animais por grupo. *p < 0.05.
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Posteriormente, avaliou-se se o tratamento com IFX influenciaria as subpopulacgdes de
linfocitos na lamina propria. As analises realizadas conforme estratégia de gating da Figura
17A néo revelaram diferencas no nimero de células T totais, naives, de memoria central,
efetoras, ativadas ou de memdria residente ap6s o tratamento (Figuras 17B-L). Entretanto,
observou-se reducdo da frequéncia de células T ativadas e T residentes de memoria, incluindo
TCD4, na lamina prépria dos camundongos que receberam IFX (Figura 18 A-D). Além disso,
ndo houve alteracGes no nimero de linfécitos intraepiteliais, seja T CD4, TCD8 ou gama delta

entre os dois grupos estudados (Figura 19 A-E).

71



il c J
Coamp-APC-CyT-Ax D45 ; Comp-BV421-A 1 CD44 Comp-BVS1 D4 = CDEY

0 w
Comp-BYE10-A - LYAC_LYSG

015 TA TCM N TRM
0.08 —0. I
Naive £010 e % 0.08
- _._0.08 = 3 —~0.08 &
< 0.10 s < 0.08 i W:‘:'; & o008
* Z 0.8 = 3 .~ 0.06: O
% g 1@ 0 0.06 E h
s 8 2 004 i o 3 004
a < 0.04 I ao.04 o0 9
O 0.05 = o o o o
2 b a g &
O oz fap L 02 Sooz E 0.02
[} ©
8 o 2 o
0.00 0.00 0.00 O .00 ©o.00 2 0.00
o
TA TCM TEM TRM
Naive b1 &~ 0.05 ~ 0.05 + 015
~ 0.10 ) =l i) 3 O DSS +1gG
£ $ oo ; o o ] . DSS +IFX
20,08 n oy * %
; 3 3 0.10
3 £ 006 g 003 0 0.03 g;
3 00e o b (j S ©
< =
S oos I 0.04 @ 002 3 002 8 x
g o e 8 g 05
f: 0.02 8 0.02 oy 0.01 4 0.01 e
o o Q o a
© 400 0.00 © 000 o 3]

e
=)
=]

0.00

Figura 17. Imunofenotipagem de linfocitos da 1amina propria (LP) do célon de camundongos submetidos a
colite experimental e tratados ou ndo com infliximab (IFX). Os camundongos foram tratados por 7 dias com
agua contendo dextran sulfato de sddio (DSS) 3%. No sétimo dia o agente redutor foi retirado e realizado o
tratamento com anti-TNF (IFX 5mg/Kg por via intraperitoneal) ou apenas IgG controle. Foram aguardados 6 dias
para o reparo tecidual e ao 13° dia os animais receberam salina 0,9%. Apds 24 horas os camundongos foram
eutanasiados e o intestino processado para purificacdo de linfocitos da LP. Os linfocitos foram marcados com
anticorpos especificos acoplados a fluordfilos para os marcadores de interesse. A analise foi realizada pelo
software FlowJo ap6s aquisi¢do das amostras em citbmetro de fluxo A- Estratégia de gate. B-G — NUmero absoluto
da populacéo de linfécitos CD3*; CD3*CD62L*CD44 ; CD3*CD69*; CD3*CD62L*CD44*; CD3*CD62L CD44*;
CD3*CD62LCD44*CD69*; H-L — Numero absoluto da subpopulagdo de linfécitos CD4*CD62L*CD44;
CD3*CD4*CD69*; CD4"CD62L*CD44*; CD4*CD62L°CD44* e CD4*CD62LCD44*CD69*. TA: Linfécitos T
ativado; TCM: Linfécitos T de memoria central; TEM: Linfécitos T de memoria efetora; TRM: Linfécitos T de
memdria residente. Resultados expressos em nimero de células x10® Estes dados sdo representativos de um
experimento. N=5 animais por grupo. *p < 0.05.

Diminuicgdo no colon dos animais submetidos a terapia com anti-TNF (Figura 17C e D).
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Figura 18. Imunofenotipagem de linf6citos ativados e de memoria residentes na lamina propria (LP) do
c6lon de camundongos submetidos a colite experimental e tratados ou ndo com infliximab (IFX.) Os
camundongos foram tratados por 7 dias com agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%. No sétimo dia o
agente redutor foi retirado e realizado o tratamento com anti-TNF (IFX 5mg/Kg por via intraperitoneal) ou apenas
1gG controle. Foram aguardados 6 dias para o reparo tecidual e ao 13° dia os animais receberam salina 0,9%. Ap6s
24 horas os camundongos foram eutanasiados e o intestino processado para purificacdo de linfocitos da LP. Os
linfocitos foram marcados com anticorpos especificos acoplados a fluoréfilos para os marcadores de interesse. A
andlise foi realizada pelo software FlowJo apds aquisicao das amostras em citdmetro de fluxo. A-D — Frequéncia
de células CD3*CD69*; CD3*CD4*CD69*; CD3*CD62L CD44*CD69*; CD4*CD62L CD44*CD69*. TA:
Linfécitos T ativado; TRM: Linfdcitos T de memdria residente. Resultados expressos em nimero de células x10°
Estes dados sdo representativos de um experimento. N=5 animais por grupo. *p < 0.05.
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Figura 19. Imunofenotipagem de linfécitos intraepiteliais (LIE) de camundongos submetidos a colite
experimental e tratados ou ndo com infliximab (IFX). Camundongos foram tratados por 7 dias com &gua
contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%. No sétimo dia o agente redutor foi retirado e realizado o tratamento
com anti-TNF (IFX 5mg/Kg porvia intraperitoneal) ou apenas IgG controle. Foram aguardados 6 dias para o reparo
tecidual e ao 13° dia os animais receberam salina 0,9%. Apds 24 horas os camundongos foram eutanasiados e o
intestino processado para purificacdo de LIE. Os linfdcitos foram marcados com anticorpos especificos acoplados
a fluorofilos para os marcadores de interesse. A andlise foi realizada pelo software FlowJo ap6s aquisi¢do das
amostras em citdmetro de fluxo. A- Estratégia de gate B Contagem total de linfocitos intraepiteliais; resultados
expressos em ndmero de células (x108) C-E - Frequéncia de linfécitos CD45*CD3*CD4* (B), CD45*CD3*CD8*
(C) e CD45*CD3*TCRyA" (D). Estes dados sdo representativos de um experimento. N=5 animais por grupo. *p <
0.05.
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4.2.7 Efeito do tratamento com infliximab (IFX) na expressdo de quimiocinas e
receptores de quimiocinas no célon de camundongos submetidos a colite experimental

Visto que algumas populacbes celulares na lamina propria sdo alteradas apos o
tratamento com anti-TNF, buscou-se avaliar se tal terapia poderia influenciar na expressao de
quimiocinas e receptores no colon dos animais expostos a &gua contendo DSS 3%.

Dentre as quimiocinas analisadas por PCR em tempo real, notou-se diminuicdo
significativa de expressdo de CCL6 e de CXCL9 no célon apos o tratamento com IFX (Figuras
20C e D, respectivamente), enquanto as demais quimiocinas CCL2, CCL3 e os receptores

CCR1, CCR4 e CXCR2 néo foram alterados (Figuras 20A, B, E, F, G, respectivamente).
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Figura 20. Avaliacdo da expressdo de quimiocinas do cdlon de camundongos submetidos a colite
experimental e tratados ou ndo com infliximab (IFX). Camundongos foram tratados por 7 dias com agua
contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%. No sétimo dia o agente redutor foi retirado e realizado o tratamento
com anti-TNF (IFX 5mg/Kg por via intraperitoneal) ou apenas IgG controle. Foram aguardados 6 dias para o
reparo tecidual e ao 13° dia 0s animais receberam salina 0,9%. Ap6s 24 horas os camundongos foram eutanasiados
e amostras do c6lon foram coletadas e processadas para a realizacdo de PCR (polymerase chain reaction) em tempo
real. Os resultados foram normalizados pela expressdo B-actina... A — Expressao relativa de RNAm de CCL2. B —
Expressdo relativa de RNAm de CCL3. C — Expressdo relativa de RNAm de CCL6. D - Expressdo relativa de
RNAm de CCRL1. E - Expresséo relativa de RNAm de CCR4. F - Expressdo relativa de RNAm de CXCL9. G -
Expressdo relativa de RNAmM de CXCR2. Os dados sdo representativos de um experimento. N=5 animais por
grupo. *p<0,05.

4.2.8 Influéncia do tratamento com anti-TNF na expressdo de citocinas intestinais
Um vez tendo sido observadas alteragdes no infiltrado inflamatério e quimiocinas no
célon dos animais tratados com IFX, procurou-se avaliar se a terapia com anti-TNF poderia

influenciar também a expressdo de citocinas relacionadas a resposta local. Para isso foi
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realizado o PCR em tempo real das amostras de tecido. As analises revelaram que o uso do anti-
TNF reduziu significativamente a expressdéo de IL-6 e IL-21 (Figuras 21A e B,
respectivamente), com tendéncia a diminuicao da expressao relativa de IL-1p e IL-13 no célon
(Figuras 21 C e D, respectivamente).
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Figura 21. Avaliacdo da expressdo de quimiocinas do cdlon de camundongos submetidos & colite
experimental e tratados ou ndo com infliximab (IFX). Camundongos foram tratados por 7 dias com &gua
contendo dextran sulfato de sddio (DSS) 3%. No sétimo dia o agente redutor foi retirado e realizado o tratamento
com anti-TNF (IFX 5mg/Kg via intraperitoneal) ou apenas IgG controle. Foram aguardados 6 dias para o reparo
tecidual e ao 13° dia os animais receberam salina 0,9%. Apd6s 24 horas os camundongos foram eutanasiados e
amostras do colon foram coletadas e processadas para a realizagdo de PCR (polymerase chain reaction) em tempo
real. Os resultados foram normalizados pela expressdo de B-actina (IL-6 e 1L4) e GAPDH (IL-1p, IL-21 e I1L13).
A — Expressdo relativa de RNAm de IL-6. B — Expresséo relativa de RNAm de IL-21. C — Expressao relativa de
RNAmM de IL-1 B. D - Expresséo relativa de RNAm de IL-4. E - Expressao relativa de RNAm de 1L-13. Os dados
sdo representativos de dois experimento independentes. N=5 animais por grupo. *p<0,05.

4.2.9 Avaliacdo do tratamento com anti-TNF na expressao de enzimas envolvidas
na producéo de corticosterona de camundongos expostos ao DSS 3%

Em sequéncia, buscamos avaliar se o tratamento com anti-TNF estaria influenciando a
via de conversdo do colesterol em corticosterona, hormonio responsavel pela regulacdo das
respostas inflamatdrias. Neste sentido, ndo foram observadas diferencas na expresséo, por PCR
em tempo real, de CYP11Al, enzima responsavel pela conversdo do colesterol em
pregnenolona estimulada pelas gonadotropinas hipofisarias através de um receptor acoplado a
proteina G na célula superficie (Figura 22A). Entretanto, notou-se elevado aumento na
expressao de CYP11B1, enzima responsavel pela conversdo do 11-desoxicortisol em cortisol e

também da 11-deoxicorticosterona em corticosterona. Tais processos sdo desencadeados pela
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liberacdo do hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) pela glandula pituitéria, localizado na base
do cérebro. Assim, a utilizagdo anti-TNF, indica provavel aumento nos niveis de corticosterona
intestinal nesses animais (Figura 22B).
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Figura 22. Avaliacdo da expressdo de enzimas precursoras de corticosterona no coélon de camundongos
submetidos a colite experimental e tratados ou ndo com infliximab (IFX). Camundongos foram tratados por 7
dias com &gua contendo dextran sulfato de sddio (DSS) 3%. No sétimo diao agente redutor foi retirado e realizado
o0 tratamento com anti-TNF (IFX 5mg/Kg via intraperitoneal) ou apenas IgG controle. Foram aguardados 6 dias
para o reparo tecidual e ao 13° dia os animais receberam salina 0,9% Apo6s 24 horas os camundongos foram
eutanasiados e amostras do colon foram coletadas e processadas para a realizacdo de PCR (polymerase chain
reaction) em tempo real. Os resultados foram normalizados pela expresséo de p-actina. A — Expressdo relativa de
RNAmM de CYP11ALl. B — Expresséo relativa de RNAm de CYP11B1. Os dados séo representativos de um Unico
experimento. N=5 animais por grupo. *p<0,05.

4.2.10 Avaliacdo da expressdo das moléculas de adesdo tight junctions em
camundongos tratados com infliximab (IFX) apds exposicdo a agua contendo DSS 3%

Com o intuito de analisar se o tratamento com anti-TNF poderia influenciar na expressao
das tight juntions no epitélio intestinal, foi realizada a analise de PCR em tempo real para
claudina-1 (Figura 22A), ocludina (Figura 3B) e ZO-1 (Figura 3C) nas amostras de célon

coletadas. Porém, ndo houve diferencas entre os grupos avaliados.
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Figura 23. Avaliacdo da expressdo das tight juntions no célon de camundongos submetidos a colite experimental e
tratados ou ndo com infliximab (IFX). Camundongos foram tratados por 7 dias com agua contendo dextran sulfato de sédio
(DSS) 3%. No sétimo dia o agente redutor foi retirado e realizado o tratamento com anti-TNF (IFX 5mg/Kg por via
intraperitoneal) ou apenas IgG controle. Foram aguardados 6 dias para o reparo tecidual e ao 13° dia os animais receberam
salina 0,9%. Apds 24 horas os camundongos foram eutanasiados e amostras do colon foram coletadas e processadas para a
realizacdo de PCR (polymerase chain reaction) em tempo real. Os resultados foram normalizados pela expressao de B-actina.
A — Expresséo relativa de RNAm de claudina-1. B — Expressdo relativa de RNAm de ocludina. C — Expressao relativa de
RNAm de ZO-1. Os dados sao representativos de um Unico experimento. N=5 animais por grupo. *p<0,05.
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4.2.11 Efeitos da terapia com anti-TNF na permeabilidade intestinal

Visto que o grupo tratado com o IFX apresenta melhora da atividade clinica e que o
tratamento altera células circulantes e atividade do infiltrado inflamatorio no intestino,
procurou-se investigar se o farmaco pode alterar a integridade intestinal dos camundongos. Para
Isso, foi realizada a quantificagdo de FITC-Dextran no soro dos animais tratados ou ndo com o
IFX. O dextran € uma molécula utilizada em ensaios de permeabilidade tecidual e estd acoplada
a um fluoréforo FITC. Quanto maior for a quantidade presente no soro dos animais maior sera
a permeabilidade intestinal, uma vez que os camundongos receberam FITC-Dextran por
gavagem. Entretanto, corroborando o resultado anterior de integridade de barreira, ndo houve
diferengas na quantificagdo de FITC-Dextran entre os grupos avaliados (Figura 23).
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Figura 24. Determinacdo de Lipopolissacarideo (LPS) circulante no soro de camundongos C57BL/6
submetidos & colite experimental e tratados ou ndo com infliximab (IFX). Camundongos foram tratados por 7
dias com agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%. No sétimo dia agente redutor foi retirado e realizado
o0 tratamento com anti-TNF (IFX 5mg/Kg por via intraperitoneal) ou apenas 1gG controle. Foram aguardados 6
dias para o reparo tecidual e ao 13° dia 0s animais receberam salina 0,9%. Apds 24 horas os camundongos foram
eutanasiados e 0 sangue coletado para avaliagdo do produto bacteriano no soro. Os resultados foram expressos em
unidade de endotoxina (EU/mL) no soro dos animais. Estes dados sdo representativos de um Gnico experimento.
N=>5 animais por grupo. *p < 0.05.

De forma similar, a determinacdo do LPS circulante dos animais tratados no sétimo dia
durante a exposicdo ao agente colitogénico ndo mostrou diferencas entre o grupo controle

tratado com IgG e aquele com IFX (Figura 24).
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Figura 25. Determinag&o de Lipopolissacarideo (LPS) circulante de camundongos C57BL/6 submetidos a
colite experimental com dextran sulfato de sédio (DSS) 3% durante 7 dias e tratados ou ndo com infliximab
(IFX). Os animais foram expostos por 7 dias a agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3% a qual foram ou
ndo tratados com infliximab (IFX) ou IgG para os controles, foram aguardados 6 dias para o reparo tecidual e ao
13° dia os animais receberam salina 0,9%. Ap6s 24 horas os animais foram eutanasiados coletado o sangue para
avaliacdo do produto bacteriano no soro. Os resultados foram expressos em unidade de endotoxina (EU/mL) no
soro dos animais. Estes dados sdo representativos de um unico experimento. N=5 animais por grupo. *p < 0.05.
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¢ Resultados Capitufo 3

4.3 - Jmpactos do tratamento com anti-
TNF em Camundongos submetidos &
Cojlite experimental apos nova disbiose.
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4.3.1 Efeitos do anti-TNF na recidiva da doenca apds nova disbiose em
camundongos submetidos a colite experimental

Com base nos resultados observados até aqui, foi estabelecido um terceiro delineamento
experimental com o objetivo de avaliar a recaida da doenca ap6s o tratamento com o anti-TNF
em camundongos submetidos a colite experimental e desafiados com microbiota em disbiose.

Como visto anteriormente, o tratamento com IFX melhorou a atividade clinica da
doenca. A microbiota em disbiose para realizacdo do desafio foi proveniente de animais
expostos ao agente colitogénico por 10 dias, conforme descrito na Figura 10. Os resultados
mostraram que independentemente do tratamento com IFX, os camundongos que sofreram esta
nova disbiose apresentaram recaida da doenca, 24h ap6s o desafio (Figuras 26A-B) e 4% deles
morreram frente a nova disbiose (dados ndo mostrados). Resumidamente, esses dados sugerem

que a terapia com o anti-TNF ndo impede a recidiva da doenca ap6s nova disbiose.
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Figura 26. Avaliacdo do peso e escore clinico de animais expostos ao dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
durante 7 dias, tratados com Infliximab (IFX) e desafiados ao 13° dia com MB em dishiose. A eutanasia dos
animais tratados ou ndo com IFX foi realizado 24 horas apés o desafio com MB em disbiose. Os animais
foram expostos a 4gua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3% por 10 dias e colhido a microbiota intestinal
em dishiose e diluido com 10 mL de salina 0,9%. Os animais expostos ao DSS 3% por 7 dias foram tratados com
infliximab (IFX) e o agente indutor retirado. Apos 6 dia que sucedeu o tratamento os camundongos foram
desafiados com microbiota em dishiose (MB). Entdo 24 horas do desafio, os animais foram eutanasiados. A —
Frequéncia do peso em relagdo ao dia do desafio dos animais tratados ou ndo com IFX. B — Escore clinico apés o
desafio. A concentracdo do IFX foi de 5mg/Kg via intraperitoneal (i.p). O desafio foi realizado via gavagem
contendo 200uL. de MB em disbiose. N=5 animais por grupo. *p < 0.05.

4.3.2. Investigagdo dos mecanismos de recaida da doenca apdés tratamento com IFX

Com o intuito de melhor investigar as razdes pelas quais o tratamento da inflamacéo
intestinal com o imunobioldgico ndo protege da recaida da doenca, realizamos as anélises ja
previamente feitas nos protocolos experimentais anteriores, porém, utilizando amostras dos
grupos tratados e desafiados.

A quantificacdo de leucdcitos totais do sangue periférico ndo apresentou diferencas
entre os grupos (Figura 27 A), embora tenhamos observado diminui¢do significativa de

neutrofilos circulantes ap6s nova disbiose dos animais tratados com IFX (Figura 27B). As
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demais populacdes celulares ndo foram modificadas frente ao desafio.
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Figura 27. Quantificacdo de leucécitos do sangue periférico e contagem diferencial de leucdcitos circulantes
de camundongos C57BL/6 submetidos a colite experimental, tratados ou ndo com infliximab (IFX) e
desafiados com microbiota (MB) em disbiose. Camundongos foram expostos por 7 dias & 4gua contendo dextran
sulfato de sédio (DSS) 3% e tratados ao sétimo dia com IFX. Foram entéo aguardados 6 dias para o reparo tecidual
e no 13° dia os animais foram desafiados com uma microbiota em disbhiose. Vinte e quatro horas apds o do desafio,
os animais foram eutanasiados e o sangue coletado. Leucdcitos sanguineos foram quantificados em
hemocitdmetro. Para a contagem diferencial, o nimero total de células obtidas na quantificagdo em hemocitémetro
multiplicado pelo tanto de células contados no esfregaco sanguineo divididos por 100. A - Contagem de leucdécitos
totais do sangue periférico. B-D — Frequéncia de neutréfilos, células mononucleares e eosindéfilos do esfregaco do
sangue periférico. E-G — NUmero absoluto de neutréfilos, células mononucleares e eosinéfilos do sangue
periférico. Os resultados sdo representativos de um (nico experimento. N=5 animais por grupo. * p < 0.05.

Em seguida, os leucdcitos totais foram extraidos de érgéos linfoides secundarios, tendo
sido observado aumento significativo do nimero de células no baco dos animais tratados com
IFX e desafiados com MB em disbiose (Figura 28B), embora ndo tenham sido detectadas
alteracbes na frequéncia de macréfagos (Figura 28C), células dendriticas (Figura 28D),
linfécitos T CD4 (Figura 28E) ou T CD8 (Figura 28F). Em contraste, ndo houve diferencas na
contagem de células dos MLN, mas o tratamento com IFX seguido por desafio levou a reducao
de células dendriticas CD11b"CD11c" nos linfonodos mesentéricos (MLN) (Figura 28D e J).
As outras subpopulagdes avaliadas ndo mostraram diferencgas entre os grupos tratados ou néo
com IFX e que sofreram nova dishiose (Figuras 28H, J e K).

Porém, ao avaliar a atividade funcional dos leucdcitos destes érgdos linfoides, foi
detectado aumento significativo da proliferacdo das células provenientes dos linfonodos
mesentéricos (mas ndo baco, Figuras 29 C e B, respectivamente), conforme detalhado na
estratégia de analise da citometria de fluxo (Figura 29A).
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Figura 28. Imunofenotipagem de leucdcitos do baco e dos linfonodos mesentéricos (MLN) de camundongos C57BL/6
submetidos a colite experimental e tratados ou ndo com infliximab (IFX) e desafiados com microbiota (MB) em disbiose.
Camundongos foram expostos por 7 dias a dgua contendo dextran sulfato de sodio (DSS) 3% e tratados ou ndo ao sétimo dia
com IFX. Foram entdo aguardados 6 dias para o reparo tecidual e no 13° dia os animais foram desafiados com microbiota em
disbiose. Vinte e quatro horas apos o do desafio, 0s animais foram eutanasiados e o0 baco e linfonodos mesentéricos (LNM)
para extracdo dos leucécitos que foram marcados com anticorpos especificos acoplados a fluordfilos para os marcadores de
interesse. A analise foi realizada pelo software FlowJo ap6s aquisicdo das amostras em citdmetro de fluxo. A — Estratégia de
gate. B — Leucdcitos totais do bago expressos em niimero de células (x108). C-F - Frequéncia de leucdcitos CD11b* CD11c",
CD11b* CD11c, CD3*CD4* e CD3*CD8" presentes no baco. G - Leucdcitos totais dos linfonodos mesentéricos (MLN)
expressos em nimero de células (x108) H-I - Frequéncia de leucocitos CD11b* CD11c*, CD11b* CD11c,, CD3*CD4* e
CD3*CD8* presente nos MLN. Dados representativos de dois experimentos independentes. N=5 animais por grupo. *p < 0.05.
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Figura 29. Cultura ex vivo de células de bago e linfonodos mesentéricos (MLN) de camundongos submetidos
a colite experimental, tratados com infliximab (IFX). Os camundongos foram expostos por 7 dias a agua
contendo dextran sulfato de sodio (DSS) 3% e foram tratados ao sétimo dia com 5 mg/Kg de IFX e retirado o
agente indutor da colite, ap6s 6 dias eles receberam salina 0,9% e 24 depois foram eutanasiados e baco e os MLN
foram colhidos, marcados com Violet proliferation dye (VPD) e reestimulados com concanavalina A (ConA) por
72 horas, para posterior leitura em citbmetro de fluxo para anélise de proliferagdo. O sobrenadante foi direcionado
para a quantificagdo de citocinas. A — Gate e histograma de proliferacdo celular. B — Frequéncia de proliferacéo
de esplendcitos. C — Frequéncia de proliferacdo de células do MLN. Esses dados sdo representativos de um
experimento. N=5 animais por grupo. *p<0,05.

Ao avaliar a presenca de neutrofilos, macrofagos e eosinofilos no colon inflamado,
observou-se que 0s animais expostos a agua contendo DSS 3%, tratados com o IFX e desafiados
com MB em disbiose tiveram aumento significativo da atividade de MPO e diminui¢do de NAG
quando comparados aqueles desafiados mas ndo tratados com IFX (Figuras 30A e B,

respectivamente). A atividade de eosindfilos nao foi alterada entre os grupos avaliados (Figura
30C).
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Figura 30. Deteccéo da atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) (A), N-acetilglicosaminidase (NAG)
(B) e eosindfilo-peroxidase (EPO) (C) no colon de camundongos submetidos a colite experimental tratados
ou nao com infliximab (1FX) e desafiados com microbiota (MB) em disbiose. Os camundongos foram expostos
por 7 dias & 4gua contendo dextran sulfato de sddio (DSS) 3% e tratados ou ndo com IFX, foram aguardados 6
dias para o reparo tecidual e ao 13° dia os animais foram desafiados com microbiota (MB) em dishiose. Apds 24
horas os camundongos foram eutanasiados e o intestino processado para os referidos ensaios enzimaticos. Os
resultados foram expressos em densidade éptica (DO) e corrigidos pelo peso do tecido em gramas (g). As linhas
pontilhadas referem-se ao grupo controle saudavel. Os resultados sdo representativos de 2 experimentos
independentes. N=5 animais por grupo. * p < 0.05.

Posteriormente foram avaliadas as populagfes infiltrantes na lamina propria, por
citometria de fluxo. Nos camundongos submetidos a colite experimental, tratados com IFX e
desafiados com MB em disbiose houve aumento expressivo de leucdcitos totais frente aqueles
tratados com IgG controle e desafiados (Figura 31B). Utilizando diferentes estratégias de gating
(Figura 31A), detectou-se, novamente, aumento significativo de neutrofilos CD45'GR1" e
células CD45'CD11b"GR1* (Figuras 31D e F, respectivamente) nos animais previamente
tratados com IFX. Ao analisar as subpopulac6es de macréfagos e células dendriticas, notou-se
reducdo de leucécitos CD11b'F4/80" (Figura 31H) e aumento significativo de populagdes de
células dendriticas CD11b"CD11c*CD103" tolerogénicas e CD11b"CD11c¢"CD103"

inflamatorias presentes no colon (Figuras 31K e L, respectivamente).
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Figura 31. Imunofenotipagem de leucécitos da lamina prdpria (LP) de camundongos submetidos a colite
experimental, tratados ou ndo com infliximab (IFX) e desafiados com microbiota (MB) em disbiose.
Camundongos foram expostos por 7 dias a dgua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3% e tratados ou nao
com IFX, foram aguardados 6 dias para o reparo tecidual e ao 13° dia os animais foram desafiados com microbiota
(MB) em disbiose. Ap6s 24 horas os camundongos foram eutanasiados e o intestino processado para extracao dos
leucdcitos da LP que foram posteriormente marcados com anticorpos especificos acoplados a fluoréfilos para os
marcadores de interesse. A analise foi realizada pelo software FlowJo ap6s aquisi¢do das amostras em citdmetro
de fluxo. A- Estratégia de gate B - Contagem total de leucécitos da lamina prépria C-F - Numero absoluto de
células CD45'Ly6G*; CD45'GR1*. CD45*CD11b*Ly6G*; CD45*CD11b*GR1*. G-I - Numero absoluto de
células CD45'CD11b*Ly6C*; CD45*CD11bF4/80*; CD45*CD11b'F4/80* J-L - CD11b*CD1lct;
CD11b*CD11¢*CD103* CD11b*CD11¢*CD103". Resultados expressos em nimero de células x108. Estes dados
sdo representativos de um experimento. N=5 animais por grupo. *p < 0.05.

86



Em concordancia com os resultados anteriores, observou-se que os linfdcitos totais
CD3" da LP apresentaram tendéncia a aumento nos animais tratados e desafiados com MB em
disbiose (Figura 32B). Além disso, praticamente todas as subpopulagdes de linfécitos avaliados
apresentaram aumento em ndmero na lamina proépria (células T naive, ativadas, de memdria
central, de memdria efetora e T de memoria residentes, Figura 32), exceto a subpopulagdo de
linfocitos T CD4 naive (CD3"CD4"CD62L*CD44°), que mostrou-se reduzida no célon dos
camundongos tratados com IFX e desafiados (Figura 32H). Em contrapartida, considerando-se
a estratégia de gating demonstrada na Figura 33A pra analise do compartimento intraepitelial
(IEL), observou-se reducdo total destes linfdcitos (Figura 33), incluindo a diminuicéo de células
CD45'CD3'CD4" (Figura 33C), CD45'CD3'CD8" (Figura 33D) e CD45'CD3*'TCRyd"
(Figura 33E) no grupo tratado com IFX e que sofreu nova dishiose em comparagdo aquele

tratado com IgG controle.
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Figura 32. Imunofenotipagem de linfdcitos da lamina prépria (LP) de camundongos submetidos a colite
experimental tratados ou ndo com infliximab (IFX) e desafiados com microbiota (MB) em disbiose.
Camundongos foram expostos por 7 dias & 4gua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3% e tratados ou nao
com IFX, foram aguardados 6 dias para o reparo tecidual e ao 13° dia os animais foram desafiados com microbiota
(MB) em disbiose. Ap@s 24 horas os camundongos foram eutanasiados e o intestino processado para extracao dos
leucécitos da LP que foram posteriormente marcados com anticorpos especificos acoplados a fluoréfilos para os
marcadores de interesse. A analise foi realizada pelo software FlowJo apds aquisi¢do das amostras em citdmetro
de fluxo. A — Estratégia de gate. B-G — NUmero absoluto de linfocitos CD3*; CD3*CD62L*CD44"; CD3*CD69%;
CD3*CD62L*CD44*; CD3*CD62L"CD44*; CD3*CD62L CD44*CD69*; H-L — NUmero absoluto da subpopulagéo
de linfécitos CD4*CD62L*CD44; CD3*CD4*CD69*; CD4*CD62L*CD44*; CD4*CD62L"CD44* e CD4*CD62L"
CD44*CD69*. TA: Linfécitos T ativado; TCM: Linfécitos T de memoria central; TEM: Linfocitos T de memoria
efetora; TRM: Linfécitos T de memoria residente Resultados expressos em niimero de células x10° Estes dados
sdo representativos de um experimento. N=5 animais por grupo. *p < 0.05.
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Figura 33. Imunofenotipagem de linfécitos intraepiteliais (LIE) de camundongos submetidos a colite
experimental tratados ou ndo com infliximab (IFX) e desafiados com microbiota em disbiose. Camundongos
foram expostos por 7 dias a 4gua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3% e tratados ou ndo com IFX, foram
aguardados 6 dias para o reparo tecidual e ao 13° dia os animais foram desafiados com microbiota (MB) em
disbiose. Ap0s 24 horas os camundongos foram eutanasiados e o0 intestino processado para extracdo dos LIE que
foram posteriormente marcados com anticorpos especificos acoplados a fluordfilos para os marcadores de
interesse. A andlise foi realizada pelo software FlowJo ap6s aquisicdo das amostras em citdmetro de fluxo. A-
Estratégia de gate B -D — Numero absoluto de linfécitos CD45*CD3*CD4* (B), CD45*CD3*CD8* (C) e
CD45*CD3*TCRy6* (D). Dados representativos de um experimento. N=5 animais por grupo. *p < 0.05.

Apos a avaliagdo das populagdes celulares infiltrantes no colon, buscou-se avaliar se a
nova disbiose induzida pelo desafio citado poderia influenciar na expresséo de quimiocinas e
receptores de quimiocinas. Neste contexto, notou-se que CCL2 e CCL6 tiveram reducdo
significativa dos niveis de expressdo nos animais submetidos a terapia com anti-TNF e
desafiados com MB em disbiose (Figuras 34A e C). Nao houve diferencas na expressao das

demais moléculas entre os grupos avaliados (Figuras 34B, E, F, G).
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Figura 34. Avaliagdo da expressédo de quimiocinas presentes no célon de camundongos submetidos a colite
experimental tratados ou ndo com infliximab (IFX) e desafiados com microbiota em disbiose. Camundongos
foram expostos por 7 dias a 4gua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3% e tratados ou ndo com IFX, foram
aguardados 6 dias para o reparo tecidual e ao 13° dia os animais foram desafiados com microbiota (MB) em
disbiose. Apds 24 horas os camundongos foram eutanasiados e amostras do célon foram coletadas e processadas
para a realizacdo de PCR (polymerase chain reaction) em tempo real. Os resultados foram normalizados pela
expressdo do gene de B-actina. A — Expressdo relativa de RNAm de CCL2. B — Expressdo relativa de RNAm de
CCL3. C — Expressdo relativa de RNAmM de CCL6. D - Expressdo relativa de RNAm de CCRL1. E - Expresséo
relativa de RNAm de CCRA4. F - Expressdo relativa de RNAm de CXCL9. G - Expressdo relativa de RNAm de
CXCR2. Dados representativos de um (nico experimento. N=5 animais por grupo. *p<0,05.

Considerando a expressao génica de citocinas, as analises revelaram que o desafio com
MB em disbiose nos animais tratados com o anti-TNF levou ao aumento de mRNA de IL-21

(Figura 35B) e, em especial, de IL-13 (Figura 35E), em comparacdo com o grupo desafiado e

tratado com IgG controle.
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Figura 35. Avaliacdo da expressdo de citocinas presentes no colon de camundongos submetidos a colite
experimental tratados ou ndo com infliximab (IFX) e desafiados com microbiota em disbiose. Camundongos
foram expostos por 7 dias a 4gua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3% e tratados ou ndo com IFX, foram
aguardados 6 dias para o reparo tecidual e ao 13° dia os animais foram desafiados com microbiota (MB) em
disbiose. Apds 24 horas os camundongos foram eutanasiados e amostras do célon foram coletadas e processadas
para a realizacdo de PCR (polymerase chain reaction) em tempo real. Os resultados foram normalizados pela
expressdo do genede B-actina (IL-6 e 1L4) e GAPDH (IL-1p, IL-21 e IL13). A — Expressdo relativa de RNAm de
IL-6. B — Expressdo relativa de RNAm de IL-21. C — Expressdo relativa de RNAm de IL-1 B. D - Expressdo
relativa de RNAm de IL-4. E - Expressao relativa de RNAm de IL-13. Dados representativos de dois experimento
independentes. N=5 animais por grupo. *p<0,05

Em sequéncia, a analise da expressio de mRNA de enzimas relacionadas a
esteroidogénese, mostrou reducdo significativa da enzima CYP11B1 apds nova dishiose nos
animais submetidos a colite experimental e tratados com IFX, indicando uma suposta

diminuicdo da corticosterona intestinal. Nota-se também que a expressao nesse grupo foi menor

que o grupo controle naive, sem inflamacdo intestinal (Figura 36B).

91



£ 6 « 87
I —l— > * 3 DSS +1gG + MB
= 4 ! @ DSS +IFX + MB
: =T
. 55 4
5 T 5
EE &E
Uzg 2 Ul§ 24
@ @
2 2
s [T 3
W, w oo

Figura 36. Avaliacdo da expressdo de enzimas precursoras de corticosterona no célon de camundongos
submetidos a colite experimental tratados ou nédo com infliximab (IFX) e desafiados com microbiota em
disbiose. Camundongos foram expostos por 7 dias a agua contendo dextran sulfato de sddio (DSS) 3% e tratados
ou ndo com IFX, foram aguardados 6 dias para o reparo tecidual e ao 13° dia os animais foram desafiados com
microbiota (MB) em dishiose. Apds 24 horas os camundongos foram eutanasiados e amostras do colon foram
coletadas e processadas para a realizacdo de PCR (polymerase chain reaction) em tempo real. Os resultados foram
normalizados pela expressdo do gene de B-actina A — Expresséo relativa de RNAm de CYP11A1. B — Expresséo
relativa de RNAm de CYP11B1. Dados representativos de um Unico experimento. N=5 animais por grupo.
*p<0,05.

Com o intuito de averiguar se uma nova disbiose poderia influenciar na expressao das
moléculas de juncdo no colon, procedeu-se as reacdes de PCR em tempo real e, dentre as
proteinas analisadas, ndo houve diferencas aparentes de expressao de claudina-1 (Figura 37A),
ocludina (Figura 37B) ou ZO-1 (Figura 37C) entre os dois grupos avaliados, ap6s a nova
disbiose intestinal. Entretanto, o desafio nos animais que receberam IFX levou a um aumento
significativo da permeabilidade intestinal (Figura 38), embora sem reflexos sistémicos de

translocacdo microbiana aumentada (Figura 39).
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Figura 38. Avaliacdo da expressdo das proteinas de tight juntions no célon de camundongos submetidos a
colite experimental tratados ou ndo com infliximab (IFX) e desafiados com microbiota em disbiose.
Camundongos foram expostos por 7 dias & 4gua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3% e tratados ou ndo
com IFX, foram aguardados 6 dias para o reparo tecidual e ao 13° dia 0s animais foram desafiados com microbiota
(MB) em dishiose. Apds 24 horas os camundongos foram eutanasiados e amostras do c6lon foram coletadas e
processadas para a realizacdo de PCR (polymerase chain reaction) em tempo real. Os resultados foram
normalizados pela expressdo do gene de p-actina. A — Expresséo relativa de RNAm de Claudina-1. B — Expresséo
relativa de RNAm de Ocludina. C — Expressdo relativa de RNAm de ZO-1. Os dados séo representativos de um
Unico experimento. N=5 animais por grupo. *p<0,05.
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Figura 39. Avaliacdo da permeabilidade intestinal pela quantificacdo de FITC-Dextran presente no soro de
camundongos C57BL/6 submetidos a colite experimental tratados ou ndo com infliximab (IFX) e desafiados
com microbiota (MB) em disbiose. Camundongos foram expostos por 7 dias a 4gua contendo dextran sulfato de
sodio (DSS) 3% e tratados ou ndo com IFX, foram aguardados 6 dias para o reparo tecidual e ao 13° dia 0s animais
foram desafiados com microbiota (MB) em dishiose. Ap6s 24 horas os camundongos foram eutanasiados e tiveram
0 sangue coletado para a quantificagdo da molécula de FITC-Dextran (ug/mL) no soro. Dados representativos de
dois experimentos independentes. N=5 animais por grupo. *p < 0.05.
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Figura 38. Determinacdo de Lipopolissacarideo (LPS) circulante no soro de camundongos C57BL/6 submetidos a colite
experimental tratados ou ndo com infliximab (IFX)) e desafiados com microbiota (MB) em disbiose. Camundongos
foram expostos por 7 dias a agua contendo dextran sulfato de sddio (DSS) 3% e tratados ou ndo com IFX, foram aguardados 6
dias para o reparo tecidual e ao 13° dia os animais foram desafiados com microbiota (MB) em dishiose. Ap6s 24 horas o0s
camundongos foram eutanasiados e tiveram o sangue coletado para a avaliagdo do produto bacteriano (LPS) no soro. Resultados
expressos em unidade de endotoxina (EU/mL) no soro dos animais. Estes dados séo representativos de dois experimentos
independentes. N=5 animais por grupo. *p < 0.05.
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O tratamento de Doengas Inflamatérias Intestinais (DII) com anticorpos monoclonais,
como bloqueadores de TNF, tem como principal funcdo controlar as respostas inflamatorias
exacerbadas, reduzir os episodios de recidiva da doenca e prolongar os periodos de remissao
clinica. O Infliximab ¢ um dos imunobioldgicos mais utilizados para doengas como Crohn e
colite ulcerativa; porém seus impactos no sistema imune ainda sdo pouco conhecidos, em
especial seus efeitos nas respostas imunoldgicas frente a recidiva da doenca, que pode ocorrer
devido a inimeros fatores, como a nédo responsividade ao tratamento ou uma nova disbiose no
trato intestinal. Diversos trabalhos tém relatado que a microbiota intestinal de pacientes com
DIl contribui para a recidiva da doenca apds o tratamento, em que a interrupc¢ao do anti-TNF,
por exemplo, pode reduzir algumas bactérias benéficas para o controle da inflamagéo, como
Firmicutes e Bacteroidetes*® %°. Portanto, para investigar os efeitos do IFX na DII, foram
realizados protocolos experimentais de modo a simular o0 que acontece com pacientes na recaida
da inflamagé&o, frente a um novo desbalang¢o da microbiota local.

Inicialmente, avaliamos se um desafio antigénico com microbiota em disbiose poderia
impactar na resposta imunoldgica pos colite experimental, na auséncia de tratamento. Como
observado na figura 2, ap6s a retirada do agente colitogénico os animais voltaram a ganhar peso
e diminuir o escore clinico. Porém, apds serem desafiados com microbiota em disbiose houve
recaida da doenca; validando, assim, 0 modelo experimental proposto. Até o momento, foram
realizados estudos que visam compreender a importancia da dishiose intestinal tanto em animais
submetidos a colite experimental como em pacientes com D114+ 46 e nossos resultados sustentam
a hipdtese de que este desbalanco pode ser um dos gatilhos para a reagudizacdo da doenca.

Alem das alteraces clinicas observadas, o desafio com MB em dishiose também levou
ao aumento de leucdécitos no baco e nos MLN, reducdo da frequéncia de neutrofilos circulantes,
aumento de monadcitos no sangue e macrofagos no intestino, além da maior producédo de IL-
17A e TNF no célon inflamado. O TNF pode ativar e recrutar macrofagos para o local
inflamado®® e estas células sdo cruciais para a manutencdo da homeostasia e funcionamento
fisiolégico intestinal. Os macrdéfagos induzem proliferacdo epitelial, possuem atividade
bactericida e produzem de citocinas, como por exemplo IL-6 e TNF, sendo que esta Gltima
mostrou-se aumentada no célon dos camundongos apos o desafio®® 62 5, Tal achado indica que
a possivel translocacdo bacteriana pelo desafio com MB em disbiose pode estar sendo contida
no colon, uma vez que ndo houve diferenca de LPS circulante entre os grupos avaliados.

O delineamento experimental realizado serviu de base para analisarmos o melhor dia de

tratamento com Infliximab, uma vez que a terapia tem alta eficacia no momento em que a
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inflamac#o intestinal esta na fase moderada a grave®®. Deste modo, a terapia com este anti-TNF
no sétimo dia (antes da maior gravidade da doenca) levou a melhora da atividade clinica no
terceiro dia posterior ao tratamento, com menor perda de peso e diminui¢do do escore clinico.
Esta mesma melhora clinica foi constatada em outros grupos experimentais em que 0S
camundongos sdo expostos durante 3 dias ao DSS 2,5% e tratados no terceiro dia com o
farmaco; mas a diferenca significativa da melhora clinica dos animais, vista neste
procedimento, ocorre cinco dias apos a administragio do IFX®’.

No nosso trabalho, ao desafiarmos os camundongos com MB em disbiose, observamos
o retorno dos sinais clinicos, mesmo apos a terapia, sugerindo que o IFX ndo protege contra a
recidiva desta doenca cronica. Acredita-se que a recaida dos pacientes esteja relacionada a
imunossupressao causada pelo anti-TNF, predispondo-os a infec¢gdes oportunistas, logo nos
primeiros meses do tratamento, sustentando assim a hipotese da piora da atividade clinica nos
animais desafiados com MB em disbiose ap6s o tratamento®. Estudos anteriores tém relatado
que alguns pacientes ndo respondem a terapia ap6s 22 semanas, devido a resposta contra o anti-
TNF* 8 o que poderia estar associado a reducdo de certas populagdes de bactérias como
Firmicutes e Bacteroidetes que sdo importantes para o re-equilibrio da microbiota, contribuindo
assim para o retorno da doenca*® %°. Entretanto, acreditamos que em nosso estudo as chances
de resposta anti-terapia bioldgica sdo remotas, uma vez que os camundongos receberam uma
tnica dose do IFX, que € um anticorpo quimérico, com fragdes de origem humana e murina®.

O tratamento com anti-TNF n&o reduziu o namero de leucdcitos totais circulantes, mas
a frequéncia de neutrofilos mostrou-se aumentada nos animais tratados (mas ndo desafiados).
Houve também, diminuicdo da frequéncia de células mononucleares do sangue periférico e de
subpopulacdes como macréfagos CD11b*CD11c™ e linfocitos CD3"CD4" no bagco dos
camundongos apenas tratados com IFX. Outra reducdo causada pela terapia imunossupressora
foi a frequéncia de células dendriticas CD11b*CD11c* nos MLN bem como a capacidade
proliferativa in vitro dos leucocitos deste mesmo 6rgédo. Esta diminuigdo pode ser oriunda das
acoes do IFX, pois um dos seus mecanismos € levar a apoptose das células que expressam o
TNF ligado a membrana através da atividade de citotoxicidade celular dependente do anticorpo,
uma vez que linfécitos T, células dendriticas e macréfagos podem produzir o TNF ou expressar
seu receptor®® % Em contrapartida, observou-se o aumentou do nimero de leucécitos e de
células dendriticas CD11b"CD11c* no bago dos camundongos tratados e desafiados com MB
em disbiose. No entanto, o nimero de leucdcitos totais nos MLN ndo foram alterados neste

grupo, mas houve reducdo de DC CD11b*CD11c" nos MLN e aumento da capacidade
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proliferativa de células dos linfonodos drenantes do intestino dos animais tratados e desafiados.
Embora o tratamento com anti-TNF possa diminuir a capacidade proliferativa, como visto nos
animais tratados com IFX (mas ndo desafiados), um desafio antigénico pode reativar essas
células aumentando sua proliferacdo pelo reconhecimento de antigenos bacterianos vindos da
MB em disbiose®’ %

Além disso, observamos nesse grupo uma significativa reducao de neutrofilos do sangue
periférico associado ao aumento da atividade dos mesmos no colén. Sabe-se que recrutamento
de fagdcitos polimorfonucleares é uma das principais causas de inflamagio intestinal®®. Uma
vez recrutados reconhecem e sdo ativados por patégenos produzindo altas concentracGes de
ROS, peptideos antimicrobianos como a-defensinas e catelicidinas, mieloperoxidase dentre
outros®®. Sendo assim, a ativacio exacerbada dos neutréfilos pode acarretar em lesio tecidual,
comprometendo a barreira epitelial. A imunofenotipagem da LP do célon dos camundongos
tratados apenas com IFX mostrou aumento dos neutréfilos Ly6G*, CD11b*Ly6G™, de células
dendriticas CD11b"CD11c* CD11b"CD11c*CD103" tolerogénicas e CD11b*CD11¢c*CD103*
inflamatdrias. Por outro lado, como citado acima, o desafio com MB em dishiose pds-terapia
aumentou o numero de neutréfilos GR1*, CD11b*GR1" e células dendriticas
CD11b"CD11c¢"CD103" inflamatdrias na LP. Dados da literatura sugerem que a ativacdo de
células mieldides para um perfil inflamatério pode ser devido principalmente a sinais
desencadeados pelo reconhecimento do antigeno, levando a ativacdo de receptores do tipo Toll
nestas células, potencializando a rapida mobilizacdo de neutréfilos, aumento da fagocitose,
burst respiratdrio, producio de metatoprotease e enzimas que causam danos teciduais®® . De
fato, os animais tratados com IFX e desafiados com MB em disbiose apresentaram maior
destruicdo do célon, com notério aumento da permeabilidade intestinal.

As analises das subpopulagdes de linfocitos na LP ndo mostraram diferencas apés a
terapia com IFX; porém, houve aumento significativo de algumas subpopulac@es apds o desafio
com MB em disbiose no grupo tratado. Houve aumento do nimero de linfécitos T ativados
CD3*CD69", o que possivelmente esta associado ao desafio antigénico, uma vez que a ativacao
da resposta adaptativa pode estar ligada a fase aguda tardia da colite induzida por DSS'?.

As células T de memoria podem reconhecer os peptideos de bactérias intestinais
diminuindo o processo infeccioso, mas em contrapartida podem promover condig¢des
inflamatorias, o que justificaria o aumento das células T de memoria central e residentes apds
o desafio com microbiota em disbiose nos camundongos tratados’? 7. As células T de memoria

central sdo residentes em 6rgaos linfoides expressando CCR7", porém elas podem perder a
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expressdo deste receptor permitindo sua migracdo para os tecidos periféricos em estimulo a
antigenos bacterianos ou virais, podendo se desenvolver em células T de memdria residentes’?.
Por outro lado, as células T de memoria residentes ndo sao recirculantes e residem nos tecidos
periféricos, respondendo rapidamente contra infeccdes in situ’?.

Camundongos apenas submetidos a terapia com IFX (e ndo desafiados) apresentaram
reducdo da expressdo de IL-21 e da quimiocina CXCL9 no célon; porém, ndo houve alteracdo
das subpopulacgdes de linfocitos da LP e intraepiteliais. Por outro lado, notou-se o aumento da
expressao de IL-21 e de CXCL9 nos animais tratados com o anti-TNF e desafiados com MB
em disbiose. Relatos apontam que apds a vigésima sexta semana de tratamento, 0s pacientes
apresentam elevado aumento da expressdo de citocinas de perfil Thl e Th17 no colon,
aumentando os riscos de recidiva da doenga’. A IL-21 é uma citocina expressa por células
perfil Thl7, podendo regular atividade das células NK e células TCD8*, além de levar a
polarizacdo das T reguladoras para o perfil Th177°. Em pacientes com DII, ja foi relatado que
a IL-21 liberada pela células Th17 pode aumentar a sintese de proteases da matriz extracelular,
estimular a producdo de citocinas inflamatorias, quimiocinas e recrutamento de neutréfilos,
contribuindo para o aumento da inflamag&o™. Entretanto, apesar do aumento da expressdo de
moléculas indutoras de migragdo nos camundongos tratados e submetidos ao desafio com MB
em disbiose, houve também a diminuicdo do nimero de linfécitos intraepiteliais. A reducéo
destes linfdcitos poderia estar relacionada com o aumento de algumas bactérias presentes no
material fecal utilizado no transplante de MB em disbiose, como por exemplo do filo das
proteobactérias; enquanto que as populacdes de bacteroidetes, firmicutes e actinobactéria
estavam em menor quantidade. Bactérias do género Salmonella ssp., Yersinia ssp. e Escherichia
ssp sao capazes de levar a morte celular pela presenca de fatores de viruléncia, acarretando em
destruicdo tecidual®” %, o que poderia justificar a reducdo do nimero de LIE apds o desafio
com MB em disbiose. Ademais, sabe-se que pacientes com inflamacao intestinal tém aumento
de proteobactérias e diminuicdo de bacteroidetes, 0 que corrobora com nossos resultados de
analise de expressdo bacteriana do grupo doador de microbiota em dishiose?® 4142,

Houve também a diminuicdo da expressdo de CCL6 e CCL2 em ambos 0s grupos
tratados (desafiados ou ndo). Essas moléculas sdo conhecidamente responsaveis pelo
recrutamento de monadcitos inflamatorios e macrofagos. Essa diminui¢do, provavelmente
causada pelo tratamento com anti-TNF, foi acompanhada da reducdo da migracao e atividade
de macrdfagos no colon. A mesma diminuicdo de CCL2 foi vista em pacientes com artrite

reumatoide, nas articulag@es sinoviais, apos o tratamento com IFX. Tal tratamento inibe a acéo
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do TNF, uma das citocinas essenciais na indugdo da expressio de CCL2’® 7", Como dito
anteriormente, as IBD sdo caracterizadas por um recrutamento excessivo de leucdcitos da
circulacdo sanguinea para a parede intestinal inflamada. Esse processo € regulado pela
expressao de quimiocinas e seus receptores em leucdcitos e em células endoteliais. Estudos
mostram que em biopsias de pacientes com CD ativa ocorre um aumento da expressdo de
quimiocinas e seus receptores como, CCL2-6, CCL19-20, CXCL1-2, CXCL9-11, CXCL13,
CCR5, CCR7, CXCR2. No entanto o tratamento com IFX levou a reducdo da expressao da
maioria deles com excec¢do de CCL-20 e CXCL1-2 que permaneceram aumentadas mesmo ap0s
o tratamento’®,

A terapia imunossupressora com anti-TNF mostrou-se promissora na melhora da
inflamacdo intestinal como visto anteriormente. Contudo, durante situacdes de estresse
imunoldgico e inflamagdo, as células epiteliais intestinais podem produzir substancias
imunossupressoras como glicocorticoides, que tém a funcdo de inibir a producdo de citocinas
pré-inflamatdrias, como o TNF, regulando assim o sistema imunoldgico™ 8. A producio do
glicocorticoide é realizada através de enzimas esteroidogénicas do citocromo P450, como o
CYP11B1 e CYP11Al, reguladas pelo receptor nuclear fator esteroidogénico 1, realizando
assim o controle imunoendacrino da inflamagao™ .

Em nossos experimentos houve aumento da expressdao de CYP11B1, o que poderia
justificar a melhora clinica dos animais tratados com IFX (sem desafio com MB), contribuindo
para a diminuicdo da inflamacdo. Porém, quando avaliamos a expressao destas enzimas nos
animais submetidos a terapia e desafiados com MB em disbiose, observamos a reducéo da
expressdo de CYP11B1 e aparentemente a reducdo de CYP11Al, sustentando a hip6tese da
recaida dos animais apés o desafio. O CYP11A1 é uma enzima responsavel pela conversdo do
colesterol em pregnenolona, que por sua vez pode dar origem a progesterona e o CYP11B1 é
responsavel pela conversdo do 11-desoxicortisol em cortisol e também da 11-
deoxicorticosterona em corticosterona, consequentemente levando a imunossupressao’®.

Tais redugdes observadas nas enzimas esteroidogénicas nos animais tratados e
desafiados com MB em disbiose, poderiam também estar relacionadas & acdo da microbiota,
acarretando no excesso de ativacdo de neutrdfilos nos animais tratados e desafiados, uma vez
que o anti-TNF esta inibindo células essenciais para o reconhecimento e morte do patégeno
como 0s macrofagos. Assim, a ativacdo exacerbada de neutrofilos poderia estar relacionada
com aumento dos niveis de mediadores inflamatdrios, como ROS, NO e NET’s, gerando lesdao

tecidual, o que poderia levar ao aumento da permeabilidade intestinal vista nos animais
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desafiados com MB em disbiose™. Porém, ensaios mais aprofundados ainda precisam ser
realizados para confirmar esta hipotese.

Outro resultado que corrobora esse aumento da permeabilidade € a elevada expressao
de IL-21 e IL-13, vista nos animais desafiados e previamente tratados com IFX. Ja estd bem
elucidado na literatura que durante a inflamacéo intestinal induzida pelo DSS, a expressédo de
claudina-2 é aumentada e esta associada ao aumento da producdo de I1L-13 no célon, alterando
a permeabilidade intestinal, assim como visto em nosso modelo experimental pds desafio?.

Né&o foram observadas diferencas visiveis da piora clinica da doenca entre os
camundongos tratados com IFX e desafiados com MB e aqueles tratados com IgG e desafiados.
No entanto, foi evidente que a terapia com o imunobioldgico gerou alteragdes significativas no
sistema imune de mucosa intestinal, impactando consideravelmente as respostas frente a quebra
da normobiose com o novo desafio antigénico. Neste contexto, embora o bloqueio de TNF
tenha contribuido para o controle inicial do processo inflamatorio, a consequente
imunossupressao seguida por desafio alterou a proliferacdo celular, producédo de citocinas,
mediadores anti-inflamatdrios, comprometeu a barreira intestinal e a resposta imune local, o
que poderia gerar consequéncias a médio ou longo prazo, além das imediatas observadas.
Assim, frente a um processo infeccioso, seja por virus, parasita ou até mesmo uma nova disbiose
intestinal, o sistema imunolégico poderia ndo responder adequadamente e, consequentemente,
ndo controlar o processo infeccioso ou inflamatério subsequentes. Logo, a inibicdo de
macrofagos e mediadores inflamatorios vista apds o uso do IFX, associada a ativacdo excessiva
de células pds desafio com MB em disbiose, poderia impactar na homeostasia e na adequada
regulacdo dos processos inflamatérios de mucosa intestinal.

Sendo assim, sabendo que a terapia com IFX diminui a inflamag&o intestinal e melhora
a atividade clinica das DII, é importante ressaltar a possibilidade de surgimento de efeitos
indesejaveis decorrentes da imunossupressdo, como aumento da predisposicdo a processos
infecciosos e imunopatologias. Contudo, o desenvolvimento de novas terapias, especialmente
combinadas com os imunobiologicos, poderia melhorar ainda mais os quadros clinicos da
doenca e dessa forma atenuar os efeitos indesejaveis do controle excessivo da resposta imune.
Finalmente, este trabalho visou ampliar o conhecimento aplicavel das consequéncias do
tratamento das doencas inflamatdrias com imunobioldgicos, especialmente frente a um desafio
infeccioso que poderia comprometer o bom funcionamento e regulagdo imunolégica do trato

gastrintestinal.
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6 — Conclusdes

- O transplante de microbiota em disbiose para receptores em fase de reparo da colite gerou
recidiva da doenca

- O tratamento com infliximab melhorou os aspectos clinicos e imunoldgicos da doenca,
reduzindo a inflamacéo local.

- A imunossupressdo causada pelo uso do anti-TNF nédo protegeu da recidiva da doenca apds
nova dishiose, com piora da atividade clinica, inflamagdo intestinal exacerbada, acimulo de
neutrofilos e aumento da permeabilidade intestinal com alteragdes na homeostasia do sistema

imune de mucosas
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AUTORIZACAO

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos da inflamagéo continuada e
do tratamento imunomodulador do Anti-TNF na competéncia imunolégica e suas
consequéncias na colite experimental”, registrada sob n° 16.1.1144.60.7, sob a
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a manutengdo e utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto ° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagéo Animal (CONCEA),
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