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RESUMO

AGUIAR, C. F. Papel das células NKT na homeostase e inflamagao intestinal.
2017. 124 f. Tese (Doutorado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2017.

As células NKT compreendem um grupo distinto de linfécitos caracterizados pela
reatividade a glicolipidios apresentados pela molécula CD1d. Em nosso trabalho,
nos investigamos a participagcédo das células NKT na homeostase intestinal utilizando
animais nocautes para essas células e também caracterizamos os subtipos de NKT
no intestino. Nos animais nocautes observamos que a auséncia de células NKT
influencia a microbiota e a homeostase intestinal. Os animais nocautes possuem
diminui¢ao no filo Firmicutes, diminuicdo dos niveis de IgA nas fezes e de TGF- no
intestino. Esses animais também s&o mais suscetiveis a colite induzida por DSS,
apresentando menor sobrevida, menor tamanho do célon e aumento no score. Nos
animais selvagens, a indugdo do subtipo NKT10 diminuiu a inflamagao intestinal,
nao causou intensa reducao do colon e reduziu a frequéncia de células NKT e do
subtipo NKT17 no intestino. Nossos resultados indicam que as células NKT
intestinais s&o pecas importantes para a homeostase intestinal e para a composi¢ao
da microbiota intestinal.

Palavras-chave: Células NKT. Intestino. Inflamagao. Colite. Microbiota.



ABSTRACT

AGUIAR, C. F. Role of NKT cells in intestinal homeostasis and inflammation.
2017. 124 p. Thesis (Ph.D. — Immunology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2017.

NKT cells comprise a distinct group of lymphocytes characterized by their reactivity
to glycolipids presented by CD1d. In our work, we investigated the involvement of
NKT cells in intestinal homeostasis using knockout (KO) mice and we also
characterized NKT subtypes in the intestine. The absence of NKT cells in KO mice
influenced the intestinal microbiota and homeostasis. KO mice had a decrease in the
Firmicutes phyla, in the levels of fecal IgA and TGF-f in the intestine. These mice are
also more susceptible to DSS-induced colitis, exhibiting worse survival, severe
shortening of the colon and higher score. In wild type mice, the induction of the
NKT10 subtype decreased intestinal inflammation, did not cause intense reduction of
colon and reduced the frequency of NKT cells and the NKT17 subtype in the
intestine. Our results indicate that intestinal NKT cells are important for intestinal

homeostasis and microbiota composition.

Keywords: NKT cells. Intestine. Inflammation. Colitis. Microbiota.



1 INTRODUGAO
1.1 Células NKT

O termo “células NKT” foi primeiramente publicado em 1995' e foi amplamente
utilizado para definir um subtipo de células T de camundongos que compartilha
algumas caracteristicas das células natural killer (NK), particularmente a expressao
do marcador NK1.1. O termo células NKT é agora bem aceito e aplicado a
camundongos, humanos e outras espécies 2.

No entanto, as pesquisas que levaram a descoberta e definicdo das células NKT
datam dos anos 80. Em 1987, estudos foram publicados demonstrando a existéncia
de um subtipo distinto de células T que apresentavam: receptores de células T do
tipo af (TCR-aB) menos expressos do que nas células T convencionais, alta
frequéncia de expressao de VB8 do que nas T convencionais e falta de expressao
das moléculas acessoérias CD4 e CD8 ¥ % °. Na mesma época, outros grupos
relataram a existéncia de um subtipo de células T TCR-aB" que expressavam NK1.1,
que era considerado ser somente expresso em células natural killer (NK) & 7. Juntos,
esses estudos indicaram a existéncia de uma subpopulacédo de células T definidas
pela expressao de NK1.1, que eram potentes produtoras de citocinas e portanto
pareciam ser células imunoregulatérias efetivas 2.

Evidéncias adicionais que ajudaram a caracterizar as células TCR-aB" NK1.1"
vieram de estudos que observaram que seu desenvolvimento era independente da
expressdo do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe Il, mas
exigia B2-microglobulina ® % °_ Isso levou a compreensao de que as células NKT sdo
reativas a uma molécula semelhante a do MHC classe I, a molécula CD1d .
Adicionalmente a tendéncia do uso cadeia VB8.2 do TCR, a maioria das células T
NK1.1" também usavam uma cadeia a invariante do TCR, a regido Va14-Ja18, em
camundongos 2. Além disso, a selegdo dessas células era independente de TAP,
que é essencial para a apresentacdo de peptideos via MHC '*, mas ainda ndo havia
sido descoberto um ligante para as células NKT. Como essas células eram restritas
a molécula de CD1d e ja se sabia que a molécula CD1b, em humanos, apresentava

14

glicolipidios, Kawano e colaboradores estudaram diversos glicolipidios como

possiveis ligantes para essas células NKT Va14. Descobriu-se entdo que



glicolipidios eram capazes de ativar as células NKT, via apresentagao pela molécula
CD1d. O glicolipidio com maior poder ativador era a a-Galactosilceramida (aGalCer).
Inicialmente identificada como um imunoativador presente em extratos da esponja
marinha Agelas mauritianus, o desenvolvimento de uma forma sintética da aGalCer,
conhecida como KRN7000 [(2S,3S,4R)-1-O-(a-D-galactopiranosil)-2-(N-
hexacosanoilamino)-1,3,4-octadecanetriol] forneceu pela primeira vez um ligante que
poderia ser usado para identificar e caracterizar virtualmente toda a populagédo de
células NKT invariantes . Esse glicolipidio forma um complexo de alta afinidade
com o TCR da maioria das células NKT invariantes quando apresentado pela
molécula CD1d.

A molécula CD1d é constitutivamente expressa por células apresentadoras de
antigenos (APC), como as células dendriticas, macréfagos e células B ' ', E
também notavelmente expressa em timdcitos corticais, onde é essencial para o
desenvolvimento das células NKT '/, e em células de Kupffer e células endoteliais
nos sinusoides hepaticos, sendo no figado encontrada a maior frequéncia de células
NKT em camundongos ®.

A estrutura da molécula CD1d em camundongos e humanos mostra o0 mecanismo
basico pelo qual a molécula é capaz de ligar e apresentar uma variedade de lipidios.
Os dominios de membrana a1 e a2 da molécula CD1d contém um sitio de ligagao
hidrofébica composta por dois bolsos A e F '°, sendo que o sitio de ligacédo é
ocupado pela cauda do lipidio e as intera¢des hidrofobicas entre a cauda lipidica e a
superficie ndo polar da fenda sao o que principalmente contribuem para a ligagéo 2
Diversos estudos demonstraram que a aGalCer € um potente ativador tanto de
células INKT humanas quanto de murinas e promove a produgcdo de uma complexa
mistura de citocinas, incluindo aquelas tipicamente associadas com ambas

respostas tipo Th1 e Th2 2.
1.1.1 Funcgdes das células NKT

Varios estudos caracterizaram os eventos da cascata de ativagdo que seguem a
administragao de ligantes das células NKT, como a aGalCer, sendo que as fungbes
dessas células estdo em grande parte relacionadas a produgdo de fatores quando
ativadas. Células NKT maduras produzem grandes quantidades de IFN-y, mas elas



sd30 Unicas entre os linfocitos com capacidade de liberacdo explosiva de IL-4 %,
assim como de outras citocinas Th2, como IL-13.

Um componente central na fungcdo das células NKT & a ativacédo reciproca das
células NKT e das células dendriticas, que € iniciado com a apresentacdo de
aGalCer por células dendriticas as células NKT, induzindo-as a aumentar a
expressdo de CD40L, quimiocinas e citocinas Th1 e Th2; a ligagdo com o CD40
induz as células dendriticas a aumentar CD40, B7.1 e B7.2 e IL-12, a qual aumenta
a ativagdo das NKT e a produgdo de citocinas 2> ?*. A propagacdo dessa reacéo
envolve a regulagdo positiva das propriedades co-estimulatorias das células
dendriticas e a apresentacdo de antigenos mediada por MHC de classe | e I,
servindo de ponte para a resposta imune adaptativa 2* ?®?”. Dessa forma, as células
NKT s&o capazes de regular a fungdo de células dendriticas e também de outras
APCs, como macréfagos e células B.

A producao de IFN-y pelas células NKT também é capaz de induzir a secrecédo de
IFN-y e aumentar a atividade citotdxica de células NK 28 2% 30: 31,

As células NKT também sao capazes de produzir proteinas citoliticas soluveis, como
perforina e granzima, e expressam proteinas de membrana envolvidas na
citotoxicidade, como o FasL %% %, Portanto, essas células possuem funcéo citotdxica
dependente tanto de perforina quanto de FasL e tal fungcdo €& dependente de
ativacdo via reconhecimento de antigenos pelo TCR, diferente da atividade
citotoxica classica das células NK %,

Em adicdo as citocinas classicas, IFN-y e IL-4, as células NKT também podem
produzir outras citocinas, como IL-2, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, TGF-[3, fatores de
crescimento, como GM-CSF e quimiocinas, como RANTES, MIP-1a, MIP-1p .
Dessa forma, essas células tém o potencial de regular a fungdo de quase todas as
células hematopoiéticas **. E por isso, as células NKT exercem papel importante em
uma grande variedade de condi¢des patologicas, como no transplante, em tumores,

assim como em varias formas de autoimunidade, aterosclerose, alergia e infecgbes
35 36; 37

1.1.2 Tipos de células NKT

Dois principais tipos de células NKT sao reconhecidos atualmente, as células NKT

do tipo | e do tipo 11 % 3°.



As células do tipo | expressam um TCR com rearranjo canénico formado pela
combinagao de uma cadeia a constante (Va14Ja18, em camundongos e Va24Ja18,
em humanos) pareada com um repertorio estrito de cadeias 8 (VB8, VB7 e VB2 em
camundongos; V311 em humanos) e, por esse motivo, sdo também denominadas
invariantes (iNKT). As células NKT invariantes, que correspondem a cerca de 80%

3540 & 530

da populagao total de NKT, constituem o tipo mais amplamente estudado
reativas principalmente ao glicolipidio aGalCer e alguns de seus analogos. Em
humanos, essas células podem ser CD4", CD8", duplo-positivas ou duplo-negativas
1 enquanto que em camundongos a existéncia de uma subpopulacdo de iINKT
CD8" ainda ¢ controversa **. De acordo com essa expressdo de CD4, CD8 e até
mesmo NK1.1, as células NKT podem apresentar diferentes fendtipos funcionais.
Em humanos, as células NKT CD4" produzem niveis maiores de IL-4, IL-13, GM-
CSF e IL-2 do que as CD4", sendo que ambas as populag¢des produzem IFN-y e TNF
em niveis elevados ** %,

Além disso, diversos ensaios in vitro, foram capazes de demonstrar a atividade

citolitica dessas células 2

. Acredita-se que seja através dessa producédo de
diferentes mediadores que as células INKT exercam suas fungdes fisioldgicas,
sendo capazes de influenciar a atividade de outras células da imunidade inata e
adquirida, tais como outros linfécitos T e B, células dendriticas e macrofagos, células
NK e neutrdfilos. Adicionalmente, algumas evidéncias indicam uma comunicag&o
entre as células INKT e os linfécitos T reguladores CD4*CD25" *°.

As células NKT do tipo Il também estdo presentes em humanos e camundongos e
reconhecem uma variedade de antigenos hidrofébicos, incluindo sulfatideos *°,
lisofosfatidilcolina *” e até mesmo pequenas moléculas aromaticas (ndo-lipidicas) a;
8 As células do tipo Il incluem subpopulagdes que expressam repertérios de TCR
comuns, por exemplo, Va3.2Ja9 ou Va8 com VB8 da cadeia B do TCR *°. As células
NKT do tipo Il sdo geralmente dificeis de serem identificadas, embora tenham
aumentado os estudos que usam antigenos, como o sulfatideo, que ativam
seletivamente esse subtipo, ou com tetrameros ligados ao sulfatideo ¢ °%°'. Mesmo
assim, um dos melhores modos de se estudar as fungcbes dessas células in vivo é
comparando camundongos deficientes da molécula CD1d (que ndo possuem os dois
tipos de células NKT) com camundongos deficientes da regido génica Ja18 (que n&o

possuem apenas as células do tipo [) 52



Em nosso trabalho, o principal enfoque sera dado para as células NKT do tipo I,
invariantes, e o termo NKT (ou iNKT) utilizado nos resultados se refere a esse tipo;
caso contrario, o termo NKT do tipo |l sera empregado.

1.1.2.1 Subtipos de células iNKT

Por muito tempo, o esquema proposto para o desenvolvimento das células iINKT
fundamentava-se na divisdo em 4 estagios, baseados na expressdo das moléculas
CD44 e NK1.1. O estagio 0 compreende as células iNKT CD24°CD44'NK1.1, o
estagio 1, as células CD24 CD44'NK1.1", o estagio 2, as células CD44'NK1.1" e o
estagio final 3, as células CD44"NK1.1**® . Contudo, recentemente foram descritos
estudos que observaram que o desenvolvimento dessas células € mais complexo e
que as células iINKT apresentam subtipos funcionais com diferentes padrées de
expressao de fatores de transcricdo e de secregao de citocinas. Essas células foram
entdo classificadas em subtipos, que s&o analogos aos subtipos de células T helper,
denominados NKT1, NKT2, NKT17, NKT10 e NKTgy (Figura 1). Os subtipos NKT1,
NKT2 e NKT17 se desenvolvem naturalmente no timo e migram para a periferia para
popular os diversos o6rgdos com frequéncias diferentes desses subtipos em
diferentes 6rgdos. Em relacdo aos subtipos NKT10 e NKTg4 ainda n&o se sabe
muito a respeito de seu desenvolvimento pois ndo ha evidéncias concretas que
provem se esses subtipos se desenvolvam a partir de algum precursor no timo ou se
eles sdo gerados a partir dos outros subtipos.
* NKT1

As células NKT1 compreendem o subtipo analogo as células Th1. Esse subtipo &
caracterizado pela expressao do fator de transcricdo T-bet e producéo de IFN-y apos
ativacdo. As NKT1 também podem produzir IL-4 em menor quantidade e em casos
especificos. Esse subtipo seria o que caracterizava-se como o estagio 3 de
maturagdo das células iINKT (CD44'NK1.1"). O fator de transcricdo T-bet é
importante para o desenvolvimento desse subtipo, sendo que animais deficientes
para esse fator tém redugao na frequéncia desse subtipo. Outros fatores importantes
para o subtipo NKT1 s&o o receptor da IL-15 (CD122 ou IL-15Ra), a IL-15 e
proteinas 1d2. Em camundongos C57BL/6, o subtipo NKT1 é o mais abundante e o

local com maior frequéncia desse subtipo é o figado % %% %% %



* NKT2
As células NKT2 sdo analogas as células Th2 e caracterizadas, portanto, pela
producdo de IL-4 e IL-13. Esse subtipo representaria um estagio final de maturagéo
dentro da populagdo antes conhecida como estagio 2 (CD44*NK1.17) 5% %7 %8 o
subtipo NKT2 é caracterizado pela manutencdo de alta expressdo do fator de
transcricdo PLZF, pela expressao de IL-17RB (o receptor para IL-25), CD4, GATA-3
e 1d3. Em camundongos BALB/c, esse subtipo € mais abundante quando comparado
a sua frequéncia em outras linhagens e é o subtipo predominante no bago e timo de
animais dessa linhagem °3 9:60:61,

* NKT17
As células que compreendem o subtipo NKT17 foram descritas em 2007, quando
Michel e colaboradores © identificaram uma populacédo de células iNKT produtoras
de IL-17 apos ativagao. Essas células eram NK1.1" e participavam no recrutamento
de neutréfilos para as vias aéreas. Estudos subsequentes ajudaram na
caracterizagcao desse subtipo, que expressa o fator de transcricio RORWt,
neuropilina-1 (NRP1), o receptor IL-17RB e CCR7 e ndo expressa CD4. Assim como
o subtipo NKT2, as NKT17 expressam GATA-3 e representariam um populacéo
diferenciada no estagio 2 de maturagdo previamente descrito ° 9% %% 6 As células
NKT17 maduras estdo localizadas principalmente na periferia, em particular nos
linfonodos, nos pulmdes e na pele %% ®°. Ja foi descrita a participagdo desse subtipo
em modelos de doenga como a hiperreatividade das vias aéreas, a artrite induzida
por colageno, a infecgdo por Streptococcus pneumoniae, entre outros 6768

* NKT10
O subtipo NKT10 foi descrito recentemente por Sag e colaboradores % e
compreende as células iINKT produtoras de IL-10. Por muito tempo, acreditava-se
que as celulas INKT, apos forte ativagdo, se tornavam “anérgicas” quando
reestimuladas. Isso devia-se ao fato de essas células diminuirem drasticamente sua
producdo de IFN-y e IL-4 apdés o novo estimulo °. No entanto, o trabalho que
caracterizou o subtipo NKT10 mostrou que, apesar de ndo produzirem grandes
quantidades de IFN-y e IL-4, as células INKT ainda possuiam capacidade citotdxica
e produziam citocina, no caso, IL-10, apds reestimulacdo. O subtipo NKT10 foi entédo
caracterizado pela producdo de IL-10 e aumento na expressdo de diversos
marcadores, como, PD-1, NRP1, receptor de folato 4 (FR-4), Slamf6 entre outros. A

indugdo desse subtipo com varios estimulos pelo agonista a-GalCer foi capaz de



proteger os animais da encefalite autoimune experimental (EAE). Apesar de ainda
nao se conhecer a origem desse subtipo, esse estudo demonstrou que as NKT10
ocorrem naturalmente em alguns 6rgaos, sendo enriquecidas no tecido adiposo
subcuténeo, e podendo ser encontradas também no sangue periférico de humanos
69.

* NKTey

A interagdo entre as células iINKT e as células B ja & conhecida " "% "

, ho entanto,
dados recentes demonstraram a capacidade de diferenciacdo das células iINKT em
um subtipo analogo as células T folicular helper (Tey), denominado NKTgy. Esse
subtipo caracteriza-se pela expressao de fatores, como o Bcl-6, fator de transcricdo
associado as células Try. Além disso, esses estudos mostraram que em resposta a
antigenos especificos para células B acoplados com a-GalCer, as células NKT se
tornavam ativadas, aumentavam a expressao de PD-1 e CXCRS5 e produziam IL-21.
Tal producdo de IL-21 era importante para a formagao eficiente de centros
germinativos, para a proliferagdo de células B e secregao de anticorpos. No entanto,
apesar de as células NKTgy serem capazes de desencadear uma resposta primaria
potente das células B, elas ndo sao tdo eficientes para iniciar uma resposta

duradoura para desenvolvimento de células B de meméria "4 75 76,
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Figura 1 - Subtipos das células iNKT. Ha pelo menos 5 subtipos distintos de células iNKT definidos
pelo ex%resséo de fatores de transcrigdo e producgao de citocinas caracteristicas. Fonte: Buechel, HM
(2015) "".

1.1.3 Distribui¢cao das células NKT

As células INKT podem ser encontradas em diversos o6rgéos e tecidos com
diferentes frequéncias entre esses locais. A maior frequéncia dessas células é
encontrada no figado, onde elas correspondem a 10-40% dos linfécitos totais. Em
orgaos como o timo, bago e pulmdo e na medula 6ssea e no sangue, elas sao
aproximadamente 1% ou menos dos linfécitos presentes nessas areas %3434 Em
outros locais, como nos linfonodos e no intestino, elas sdo menos prevalentes. No
entanto, as células NKT podem aumentar em numero nesses 6rgaos em condigdes
de inflamacgé&o ou infecgdo, como nos pulmdes durante a asma ou bronquite cronica
7879 5u no pancreas no diabetes tipo | 88",

Varios fatores podem regular essa diferenca na frequéncia e numero de células

iINKT nos diferentes érgéaos.



As caracteristicas adquiridas por essas células antes de entrarem no 6rgao e os
efeitos do microambiente nessas células podem contribuir para as diferencas
observadas. Quimioatraentes especificos de cada 6rgéo e integrinas ajudam a
selecionar subtipos especificos de células iINKT e popular o 6rgdo. Um exemplo € a
diferenga entre baco e figado. No bago, as células INKT respondem a BCA-1
(CXCL13) e essa interacdo ajuda no homing para esse 6rgdo®?. Por outro lado,
células iINKT hepaticas ndo respondem a BCA-1, porém a expressao de LFA-1 é
necessaria para reter essas células nos sinusoéides hepaticos mas nao para dirigi-las
para o baco® 8,

Outro fator, além do homing, que ajuda a regular a populagédo de iINKTs nos 6rgéos
€ o equilibrio entre a proliferacéo, recirculacédo e morte celular. As células iINKT tém
um padrao de recirculagao diferente dos linfécitos T. Em um modelo de parabiose,
foi demonstrado que as células iINKT recirculam menos do que outras células T no
figado, pulmao, baco e tecido adiposo. Enquanto células B e T, apds 2 semanas de
parabiose, atingem o quimerismo completo nesses o6rgéos, cerca de 90% das

células iNKT sdo enddgenas e nao provenientes do par parabiético % 8.

1.1.4 Células NKT no Intestino

Células NKT variantes e invariantes sdo encontradas no intestino entre os linfécitos
intraepiteliais e também na lamina propria. A ativagao dessas células NKT intestinais
por células apresentadoras de antigenos pode contribuir para a imunidade da
mucosa contra bactérias patogénicas e comensais 8 Por outro lado, a ativagdo
descontrolada ou insuficiente das células NKT pode ter papel importante na
patogénese das doengas inflamatorias do intestino.

Ambas as células epiteliais intestinais e as células dendriticas expressam CD1d em
sua superficie (Figura 2). Um estudo demonstrou um papel importante das células
NKT restritas a CD1d na produgao de citocinas Th2 na patogénese da colite
ulcerativa 8. Em contraste, outros estudos em modelos murinos de colite sugerem
que a ativagao de células NKT restritas ao CD1d podem proteger da colite 8,
Recentemente, o grupo de Liao e colaboradores 8 demonstrou que as células NKT
do tipo Il podem ter papel patogénico no modelo de colite induzida por DSS.

Esses estudos demonstram que o papel das células NKT na inflamacéao intestinal

ainda € controverso e que estudos adicionais ainda sao necessarios para melhor



entender a fungdo dessas células e sua relagdo com a patogénese das doengas
intestinais.

Estudos demonstraram também o papel da microbiota intestinal no desenvolvimento
das células NKT. Foi demonstrado que as células NKT estdo aumentadas no
intestino de animais germ-free e que a exposi¢do ao microrganismo comensal
Bacteroides fragilis (que possui um glicolipidio semelhante a aGalCer) pode
normalizar esse aumento nos animais germ-free e prevenir a suscetibilidade
aumentada a asma. % °": 929 No entanto, ainda faltam estudos que relacionem a
influéncia das células NKT na manuteng¢ao da microbiota intestinal e na homeostase

intestinal.

B lymphocyte

Lipid antigens ‘. ' , .

NKT cell

Figura 2 - Expressdo de CD1d no intestino. Diversos tipos celulares na mucosa intestinal
expressam a molécula apresentadora de antigeno CD1d, como as células epiteliais intestinais,
células dendriticas e linfcitos B. Fonte: Middendorp e Nieuwenhuis (2009) *.

1.2 Doengas inflamatorias do intestino

As doencgas inflamatérias do intestino (DIl) sdo uma condi¢do que afeta milhdes de
pessoas e compreende duas entidades distintas: a colite ulcerativa (UC) e a Doenga
de Crohn.

A UC e a Doenga de Crohn podem ser consideradas doencas da sociedade

moderna, e suas frequéncias em paises desenvolvidos tém aumentado desde o



século 20 %. O estilo de vida ocidental esta ligado ao aparecimento dessas doengas
devido a associagdo com o fumo, dietas ricas em gordura e agucares, o uso de
medicamentos e o estresse *°. As DIl afetam principalmente os jovens, e cerca de 4
milhdes de pessoas no mundo todo sofrem desse tipo de doenga .

A UC foi primeiramente descrita em meados de 1800 ¥ e é uma das formas mais
comuns de DIl no mundo todo. Diferentemente da Doenga de Crohn, a UC é uma
doenca da mucosa que é menos propensa a complicagdes *. As manifestagoes
clinicas da UC sao variadas, mas a apresentagcao de diarreia sanguinolenta com ou
sem muco é uma de suas principais caracteristicas. Os primeiros sintomas
geralmente aparecem gradualmente, com periodos de remissdo espontanea e
relapsos subsequentes. A doenga ativa € manifestada como uma inflamagéo da
mucosa comegando no reto (proctite) e em alguns casos se espalhando para o
restante do célon *. Quando ha proctosigmoidite, colite do lado esquerdo, colite
extensa ou pancolite pode haver diarreia, evacuagdes frequentes de sangue e muco,
urgéncia ou tenesmo, dor abdominal, febre, mal-estar e perda de peso, dependendo
da extens3o e severidade da doenca %°.

O processo inflamatério na UC é caracteristicamente restrito a camada mucosa,
sendo que o infiltrado pode variar em densidade e composicdo durante a doenca
ativa ou estagios de remissado. Tal infiltrado € composto principalmente de linfécitos,
plasmocitos e granulécitos 1% Qutras caracteristicas tipicas incluem a deplegdo de
células caliciformes, alteragcdo da arquitetura das criptas, diminuicdo da densidade
das criptas e ulceragdes **. No entanto, ndo ha critérios exatos para o diagnéstico da
colite ulcerativa, mas na maioria dos casos, a presengca de duas ou trés das
caracteristicas mencionadas é suficiente "°".

Anormalidades na imunidade humoral e celular também ocorrem na UC. Niveis
elevados de IgM, IgA e IgG sdo comuns nas doengas inflamatoérias do intestino, com
maiores niveis de IgG1 na UC '%2. A imunidade adaptativa também participa na UC,
com uma resposta Th2 atipica, indicada pela presenca de células NKT no célon que
secretam grande quantidade de IL-13, mediando a apoptose e disfungéo da barreira
epitelial 8" 1%

A homeostase intestinal requer que a resposta imune inata seja bem controlada,
com a participagdo dos receptores semelhantes ao Toll (TLR) e dos receptores
semelhantes ao dominio de oligomerizagao de ligacdo de nucleotideos (NOD) das



células epiteliais e imunes '®. Esse processo de reconhecimento contribui para a
tolerancia, mas quando esta desregulado, a inflamacé&o se desenvolve.

Tem sido sugerido também que alteragdes na composigao da microbiota intestinal e
defeitos na imunidade da mucosa, ou os dois fatores combinados poderiam levar a
uc *.

1.3 Microbiota intestinal

A primeira descricdo compreensiva da composi¢cdo da microbiota intestinal humana
foi feita em 2005 por Eckburg e colaboradores '%°, sendo baseada na andlise da
sequéncia de mais de 13.000 genes do RNA ribossomal 16S, obtidos do DNA
bacteriano de amostras de mucosa do intestino e fezes. Apesar da microbiota ser
variada e composta tanto por bactérias, fungos e virus, os estudos sdo focados
principalmente no conjunto de bactérias. Outros trabalhos se seguiram e ajudaram a
consolidar os achados de Eckburg, formando uma descricdo consistente da
microbiota intestinal humana, que é estimada ser composta por cerca de 100 trilhdes
de microrganismos pertencentes, principalmente, aos filos Bacteroidetes e
Firmicutes 106; 107; 108; 109; 110; 111; 112_

A diversidade e composicdo da microbiota intestinal intra e interespécies é
influenciada pela variagcado topografica e temporal nas comunidades microbianas,
sendo que espécies bacterianas especificas ocupam nichos especificos ou estédo
associadas com fases especificas do crescimento do hospedeiro ''* . Em
humanos, a microbiota individual comecga a ser formada através da troca materna no
nascimento e na amamentacdo '"° '"®. Subsequentemente, a microbiota vai sendo
definida de acordo com a influéncia de diversas interagdes complexas durante a
vida, como dieta, estilo de vida, doengas e uso de antibidticos '"".

As bactérias comensais que conseguiram com sucesso colonizar o intestino humano
passaram por milhdes de anos de coevolugao, o que fez com que sua coexisténcia
com o hospedeiro fornecesse claros beneficios mutualisticos e simbiéticos ''®. Esse
mutualismo tem apoiado a expansao de populagcdes bacterianas de tal forma que,
numericamente, elas excedem as células eucaribticas por um fator de 10 e fornecem
um complemento genético de 150 vezes mais do genoma humano '*°.

A composicao taxonémica de uma microbiota “ideal”, se é que ela existe, ainda esta

para ser definida. Alguns estudos corroboram a evidéncia de que ndo ha apenas



uma composicao especifica de espécies que compdem a microbiota saudavel, mas
um numero limitado de estados simbidticos balanceados entre hospedeiro e
microbiota '*°. Embora a microbiota saudavel ainda ndo esteja definida, ha diversas
condi¢cbes associadas com a perturbacdo da microbiota, sendo que na maioria dos
casos é dificil saber se a microbiota alterada € causa ou se correlacionaria-se com a
doenca'?".

O importante papel da microbiota intestinal na indugéo e progressao das doencgas
tem sido corroborado em pacientes e em modelos experimentais de inflamagao
intestinal '#? 2, De fato, foi demonstrado que a inflamagao do intestino ndo pode ser
reproduzida em animais sob condicdes livre de germes (germ-free) '** e que o
tratamento com antibiéticos atenuava a gravidade da doenca '%°.

O equilibrio da microbiota intestinal parece estar alterado na doenca inflamatoria do
intestino, sendo que niveis diminuidos de Bifidobacterium e Lactobacillus tém sido
encontrados em amostras fecais, enquanto que um aumento de espécies de
Enterococcus e Bacteroides tem sido descrito na mucosa inflamada de pacientes '?°.
As interagbes entre a microbiota intestinal e o sistema imune do hospedeiro
comegam no nascimento, sendo que a microbiota modula o desenvolvimento do
sistema imune e esse modula a composicdo da microbiota ".

As bactérias do intestino direcionam o desenvolvimento imune e orquestram a
expansao de numerosas populagdes de células imunes no intestino, e também
desenvolvem importante papel na manutengdo da homeostase imune '8
Recentemente, algumas bactérias comensais tém sido apontadas como
participantes ativas na diferenciacdo de células T. Elas incluem Bacteroides fragilis,
bactérias filamentosas segmentadas e espécies de Clostridium, que induzem a
expansdo de células Th17 e T-reguladoras 27 128: 129:130: 131:132

A microbiota também influencia o compartimento das células NKT invariantes, as
quais representam uma importante populacdo de linfocitos envolvida no
reconhecimento de antigenos glicolipidicos ** '**. Em especial, as glicosilceramidas
das Sphingomonas parecem ser ligantes especificos de CD1d envolvidos na
expansao de células iNKT.

Dessa forma, sabendo da importdncia do eixo: sistema imune, microbiota e
homeostase intestinal, seria interessante investigar o papel das células NKT para a
homeostase intestinal através do uso de animais nocautes para essas células e

relacionar a importancia dessa influéncia num modelo de inflamagéo intestinal.



Assim nossa hipotese foi de que as células NKT no intestino contribuem para a
composi¢cao da microbiota e para a homeostase intestinal, sendo que alteragcdes na
ativacdo ou a auséncia dessas células seriam capazes de refletir no curso da
doenca inflamatéria intestinal.



6 CONCLUSOES

- Os subtipos de células iNKT estdo presentes na lamina propria do intestino,
com predominancia do subtipo NKT1. A inducédo de colite altera a frequéncia
dos subtipos, com diminuicdo de NKT2 e aumento de NKT17;

- A indugdo do subtipo NKT10 durante a colite protegeu o colon do
encurtamento, diminuiu os niveis de IL-6 e TNF-a no intestino e diminuiu a
frequéncia do subtipo NKT17;

- A auséncia de células NKT nos animais nocautes influencia na abundancia
dos filos da microbiota intestinal; e

- Os animais nocautes para NKT tem niveis diminuidos de IgA nas fezes e de
TGF-B no intestino, que podem estar relacionados com o pior curso da colite

nesses animais.

Juntos, nossos resultados ressaltam a importancia das células iINKT para a
composi¢cdo da microbiota, para a homeostase intestinal em um modelo de

inflamacéo intestinal.
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