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RESUMO

SOUZA, P.R. Participacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal na doenca
inflamatoria intestinal induzida experimentalmente. 2015. 125f. Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2015.

As doencas inflamatérias intestinais (DIl) sdo causadas por desequilibrio entre as
respostas imunes efetoras e reguladoras na mucosa intestinal e podem ser
moduladas pelo eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) por meio de interagfes
neuroimunoenddcrinas e secrecdo de cortisol. Embora os glicocorticoides (GC)
sejam utilizados para tratar a DIl, o cortisol produzido pelas glandulas supra-renais
também estd envolvido na resposta ao estresse, que pode levar a doencas
inflamatoérias descontroladas. Portanto, o objetivo deste trabalho é avaliar a
participacdo do eixo HPA na modulacdo da resposta imune de mucosa intestinal.
Para tal, camundongos C57BL/6 foram submetidos a remocdo das glandulas
adrenais seguida por inducéo de colite pela administracdo de agua contendo 3% de
dextran sulfato de sédio (DSS). Os resultados demonstraram que a auséncia das
adrenais levou a maior suscetibilidade a doenca e mortalidade precoce, fenémeno
gue néao foi prevenido pela reposicdo de GC. Os animais adrenalectomizados com
colite apresentaram niveis significativamente menores de LPS, concomitantemente
ao aumento de IL-6 no soro quando comparados aos camundongos nao
adrenalectomizados. Além disso, 0s animais adrenalectomizados apresentaram
menor celularidade na lamina prépria (LP), menos areas de erosao e menor escore
histopatoldgico associado ao aumento de IFN-y e FasL, no intestino, sem producao
local compensatoria de corticosterona. Houve aumento na atividade das enzimas
mieloperoxidase (MPQO), N- acetilglicosaminidase (NAG) e eosinofilo-peroxidase
(EPO) no intestino dos animais expostos ao DSS quando comparados ao grupo de
camundongos controles saudaveis, independentemente da presenca do eixo HPA
intacto e o tratamento com GC nos animais adrenalectomizados levou a reducéo
significativa da atividade de MPO. Também foi observado na LP dos camundongos
adrenalectomizados aumento significativo na frequéncia de células dendriticas
tolerogénicas CD11b'CD11¢c'CD103", T auxiliares (CD3'CD4"), T citoliticas
(CD3"CD8") e NKT (CD3'CD49b"), além de reducéo significativa da populacdo de
células dendriticas pro-inflamatérias CD11b*CD11¢*CD103", leucécitos CD11b" e
linfécitos intra-epiteliais, de maneira dependente de GC. A auséncia do eixo HPA
intacto levou a diminuicdo de leucdcitos totais no bago quando comparados ao grupo
com colite, relacionada principalmente a reducdo significativa na frequéncia de
células NKT (CD3"CD49b"), as quais foram restauradas nos camundongos tratados
com GC exdgenos. Durante a exposicao ao DSS houve aumento de células Th2 e
Th1l no bago dos camundongos ndo adrenalectomizados, enquanto que a remogao
das adrenais levou a notavel reducéo na populacédo de células T CD4 produtoras de
IL-4, IL-10, IFN-y ou IL-17, com aumento de células Th1l7 e diminuicdo significativa
de células Thl no baco dos camundongos adrenalectomizados e tratados com GC.
De forma interessante, houve menor acimulo de células T reguladoras juntamente a
reducdo na intensidade meédia de fluorescéncia (MFI) de FOXP3 em células T
CD4'CD25" do bago dos camundongos adrenalectomizados expostos ao DSS, de
maneira geral dependente de GC. Por fim, esta diminuicdo de mecanismos
reguladores foi acompanhada de menor indice de proliferacdo e aumento de IL-10
no sobrenadante de cultura de esplendcitos de camundongos com o eixo HPA nao



funcional, indicando que a auséncia de GC enddégenos pode alterar
significativamente a homeostase do sistema imunolégico. Juntos, nossos resultados
demonstram que o eixo HPA é importante na modulacdo da resposta imunoldgica
durante a colite induzida experimentalmente.

Palavras-chave: Doenca inflamatdria intestinal. Camundongos. Colite. Eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal. Glicocorticoides. Adrenalectomia.



ABSTRACT

SOUZA, P.R. Participation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis in
experimentally induced inflammatory bowel disease. 2015. 125f. Thesis
(Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2015.

Inflammatory bowel diseases (IBD) are caused by imbalance between regulatory and
effector immune responses in the intestinal mucosa and can be modulated by the
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis via neuroimmune endocrine interactions
and secretion of cortisol. Although glucocorticoids (GC) are used to treat IBD, cortisol
produced by the adrenals glands is also involved in the stress response, which can
lead to uncontrolled inflammatory diseases. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the HPA axis in the modulation of the immune response of intestinal
mucosa. C57BL/6 mice were subjected to removal of the adrenal glands followed by
induction of colitis by administration of water containing 3% dextran sulfate sodium
(DSS). The results showed that the absence of adrenals led to increased
susceptibility to disease and early mortality, a phenomenon that was not prevented
by GC replacement. Adrenalectomized animals exposed to DSS had significantly
lower levels of LPS, concomitantly to increased IL-6 in the serum when compared to
non-adrenalectomized mice. In addition, adrenalectomized animals had lower
cellularity in the lamina propria (LP), less erosion areas and less histopathologic
score associated with increased IFN-y and FasL in the intestine, without
compensatory local production of corticosterone. There was an increase in the
activity of the myeloperoxidase (MPO) enzyme, N- acetilglicosaminidase (NAG) and
eosinophil-peroxidase (EPO) in the intestines of DSS-exposed animals when
compared to the healthy control group of mice, regardless of the presence of intact
HPA axis, while treatment with GC led to significantly reduced MPO activity. It was
also observed in the LP of adrenalectomized mice significant increase in the
frequency of tolerogenic dendritic cells CD11b*CD11¢*CD103", helper T (CD3*
CD4"), cytolytic T (CD3" CD8") and NKT (CD3* CD49b") besides significant
reduction in the population of pro-inflammatory dendritic cells CD11c® CD11b"
CD103’, leukocyte CD11b"* and intraepithelial lymphocytes, GC-dependent manner.
The absence HPA intact carried decrease in total leukocytes in spleen when
compared to the group with colitis, related mainly to significant reduction in the
frequency of NKT cells (CD3"CD49b"), which were restored in the GC treated mice.
During exposure to DSS there was increased Th2 and Th1l cells in the spleen of non-
adrenalectomized mice, while the removal of the adrenals was associated to a
marked reduction in the population of CD4 T cells producing IL-4, IL-10, IFN-y or IL-
17 with increased Th17 cells and significant decrease in Thl cells in the spleen of
adrenalectomized mice treated with GC. Interestingly there was less accumulation of
regulatory T cells together to a reduction in mean fluorescence intensity (MFI) of
FOXP3 in CD4'CD25" T cells in the spleen of mice exposed to DSS after
adrenalectomy, most dependent on GC. Finally, the decline of regulatory
mechanisms was accompanied by lower rates of proliferation and increased IL-10 in
the supernatant culture of splenocytes of mice with disrupted HPA axis, indicating
that the absence of endogenous GC altered significantly the homeostasis of the
immune system. Together, our results demonstrate that the HPA axis is important in
modulating the immune response during experimentally induced colitis.



Keywords: Inflammatory bowel disease. Dextran sulfate sodium (DSS)-induced
colitis. Hypothalamic-pituitary-adrenal. Glucocorticoids. Adrenalectomy.



RESUMEN

SOUZA, P.R. Participacion del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal en la
enfermedad inflamatoria intestinal inducida experimentalmente 2015. 125f.
Tesis (Doctorado) Facultad de Ciencias Farmaceéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidad de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, 2015.

Las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell) son causadas por desequilibrio
entre las respuestas inmunes efectoras y reguladoras en la mucosa intestinal y
pueden ser moduladas por el eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal (HPA) por medio de
interacciones neuroimunoenddcrino  y secrecion de cortisol. Aunque los
glucocorticoides (GC) sean utilizados para tratar la Ell, el cortisol producido por las
glandulas supra-renales también estd involucrado en la respuesta al estrés, que
puede llevar a enfermedades inflamatorias descontroladas. Por lo tanto, el objetivo
de este trabajo fue evaluar la participacién del eje HPA en la modulacién de la
respuesta inmune de mucosa intestinal. Para tanto, ratones C57BL/6 fueron
sometidos a remocion de las glandulas adrenales seguida por induccién de colitis
por administracion de agua conteniendo 3% de dextran sulfato de sodio (DSS). Los
resultados demostraron que la ausencia de las adrenales llevd a mayor
susceptibilidad a la enfermedad y mortalidad precoces, fenobmeno que no fue
prevenido por la reposicion de GC. Los animales adrenalectomizados con colitis
presentaron niveles significativamente menores de LPS, concomitantemente al
aumento de IL-6 en el suero cuando comparados a los ratones no
adrenalectomizados. Ademas, los animales adrenalectomizados presentaron menor
celularidad en la lamina propia (LP), menos areas de erosién y menor escore
histopatoldgico asociado al aumento de IFN-y y FasL, en el intestino, sin produccion
local compensatoria de corticosterona. Hubo aumento en la actividad de las enzimas
mieloperoxidasas (MPO), N- acetilglicosaminidasas (NAG) y eosinofilo-peroxidasas
(EPO) en el intestino de los animales expuestos al DSS cuando comparados al
grupo de ratones controles sanos, independientemente de la presencia del eje HPA
intacto y el tratamiento con GC en los animales adrenalectomizados llevé a
reduccion significativa de la actividad de MPO. También se observé en la LP de los
ratones adrenalectomizados aumento significativo en la frecuencia de células
dendriticas tolerogénicas CD11b"CD11¢c'CD103*, T auxiliares (CD3'CD4%), T
citoliticas (CD3"CD8") y NKT (CD3*"CD49b"), ademas de reduccion significativa de la
poblacion de células dendriticas pro-inflamatorias CD11b"CD11¢*CD103", leucocitos
CD11b" y linfocitos intraepiteliales, de manera dependiente de GC. La ausencia del
eje HPA intacto llevé a disminucion de leucocitos totales en esplénico cuando
comparados al grupo con colitis, relacionada principalmente a reduccién significativa
en la frecuencia de células NKT (CD3"CD49b"), las cuales fueron restauradas en los
ratones tratados con, GC exdgenos. Durante la exposicién al DSS hubo aumento de
células Th2 y Thl en el esplénico de los ratones no adrenalectomizados, en cuanto
gue la remocion de las adrenales llevé a una notable reduccién en la poblacion de
células T CD4 productoras de IL-4, IL-10, IFN-y ou IL-17, con aumento de células
Th1l7 e disminucion significativa de células Thl en el esplénico de los ratones
adrenalectomizados y tratados con GC. De forma interesante hubo menor acamulo
de células T reguladoras juntamente a reducciébn en la intensidad media de
fluorescencia (MFI) de FOXP3 en células T CD4"CD25" del esplénico de los ratones
adrenalectomizados expuestos al DSS, de manera general dependiente de GC. Por
fin, esta disminucion de mecanismos reguladores fue acompafada de menor indice



Vi

de proliferaciéon y aumento de IL-10 en el sobrenadante de cultura de esplenocitos
de ratones con el eje HPA no funcional, indicando que la ausencia de GC
endogenos pode alterar significativamente a homeostasis del sistema inmunoldgico.
Juntos, nuestros resultados demuestran que el eje HPA es importante en la
modulacion de la respuesta inmunolégica durante la colitis inducida
experimentalmente.

Palabras-llave: Enfermedad inflamatoria intestinal. Ratones. Colitis. Eje hipotalamo-
pituitaria-adrenal. Glucocorticoides. Adrenalectomia.
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Figura 1. Esquema das etapas realizadas na cirurgia de remocao das glandulas
adrenais (adrenalectomia) e avaliagdo pds-operatéria dos camundongos C57BL/6.

Figura 2: Esquema de inducéo de colite, avaliacdo clinica e eutanasia para a coleta
das amostras dos camundongos C57BL/6, durante 6 dias de inducédo da inflamacgao

intestinal.

Figura 3: Esquema de cirurgia de remocdo das glandulas adrenais
(adrenalectomia), administracéo de anti-inflamatoério nao esteroide, indugéo de colite,
administracdo de dexametasona, avaliacdo clinica e eutanasia para a coleta das

amostras dos camundongos C57BL/6.

Figura 4. Imagem representativa dos fragmentos de cdélon de camundongos
C57BL/6 destinados as diferentes andlises.

Figura 5. Representacdo grafica da andlise de citometria de fluxo e das estratégias
de gate para delineamento das populacdes de células CD3*CD4", CD3*CDS8",
CD3'CD49b", CD49b", CD11b"CD11c" e CD11b".

Figura 6. Representacdo grafica da andlise de citometria de fluxo e das estratégias
de gate para delineamento das populacées de células T y® do compartimento de
linfocitos intra-epiteliais (IEL e células CD11b" CD11c" e CD11b"* da lamina prépria
(LP).

Figura 7. Representacgédo grafica da analise de citometria de fluxo e das estratégias
de gate para delineamento das populacdes de células Thl, Th2, Th17 e T produtora

de IL-10 do baco e linfonodos mesentéricos.

Figura 8. Formulas para calculo de indice de Proliferagéo Resistente a Tregs.



viii

Figura 9. Sobrevida dos animais adrenalectomizados.

Figura 10. Variacdo de peso dos camundongos adrenalectomizados apés a
remocao das glandulas adrenais.

Figura 11. Avaliacdo da susceptibiidade a colte em camundongos
adrenalectomizados e submetidos a indugéo de inflamacéao intestinal.

Figura 12. Ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) durante a colite e
aumento da susceptibilidade a doenca nos camundongos adrenalectomizados e

submetidos a inflamacéo intestinal.

Figura 13: Quantificacdo de leucdcitos circulantes apds adrenalectomia e inducéo

de inflamacéo intestinal.

Figura 14: Sobrevida e niveis de AST (aspartato transaminase) e ALT (alanina
transaminase) no soro dos camundongos adrenalectomizados ou nao, com

inflamacéo intestinal e/ou submetidos a reposi¢ao de glicocorticoides.

Figura 15: Andlise histopatolégica do célon de camundongos adrenalectomizados

ou ndo, com inflamacéo intestinal e/ou submetidos a reposicao de glicocorticoides.

Figura 16: Producdo de citocinas no colon de camundongos adrenalectomizados

com colite e/ou tratados com glicocorticoides.

Figura 17: Dosagem de FasL corticosterona produzida no colon de camundongos

adrenalectomizados com colite e/ou tratados com glicocorticoides.

Figura 18: Avaliacdo do infiltrado inflamatério no co6lon de camundongos
adrenalectomizados ou ndo, com inflamacéo intestinal e/ou submetidos a reposicéo

de glicocorticoides.

Figura 19: Imunofenotipagem das células presentes no baco e linfonodos

mesentéricos (LNMs) de camundongos adrenalectomizados ou ndao, com inflamacéao



intestinal e/ou submetidos a reposi¢cdo de glicocorticoides, através de citometria de

fluxo.

Figura 20: Avaliacdo de células T produtoras de IL-4, IL-10, IL-17 e IFN-y no bago
de camundongos adrenalectomizados ou nao, com inflamacao intestinal e/ou

submetidos a reposicao de glicocorticoides.

Figura 21: Expressdo de marcadores de células T reguladoras nas populacdes de
células T CD4'CD25" e CD4'CD25 do baco e linfonodos mesentéricos (LNM) de
camundongos adrenalectomizados ou n&o, com inflamag&o intestinal e/ou

submetidos a reposicéo de glicocorticoides.

Figura 22: indice de proliferacéo e niveis de IL-10 de esplendcitos de camundongos
adrenalectomizados ou ndo, com inflamacéo intestinal e/ou submetidos a reposicéao

de glicocorticoides (GC).

Figura 23: Resisténcia de esplenécitos provenientes de camundongos
adrenalectomizados ou ndo, com inflamacdao intestinal e/ou submetidos a reposicao

de glicocorticoides a supressao mediada por células T reguladoras.
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Tabela I: Descricdo da analise histopatolégica do colon dos camundongos
adrenalectomizados ou ndo, expostos ou ndo ao dextran sulfato de sodio, e

submetidos ou néo a reposi¢ao de glicocorticoides;

Tabela II: Descricdo dos anticorpos monoclonais (mAb) conjugados com
fluorocromos usados para caracterizacdo imunofenotipica de leucocitos na

inflamagao intestinal experimental.
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ACTH: hormdnio adrenocorticotrépico

AP-1: proteina ativadora-1

APC: allophycocyanin

BrdU: bromodeoxiuridina

CBG: cortisol binding globulin

CD: cluster of differentiation

DC: dendritic cells

CFSE: carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester
CO,: dioxido de carbono

Con-A: concanavalina-A

CRH: hormonio liberador de corticotropina

CRH-R1: receptor 1 do horménio liberador de corticotropina
CTLA-4: cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
UC: ulcerative colitis

CD: crohn’s disease

DIl: doenca inflamatéria intestinal

DNA: acido desoxirribonucleico

DSS: dextran sulfato de sodio

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay

EM: eminéncia mediana

EPO: eosinodfilo-peroxidase

FITC: isoticianato de fluresceina

FOXP3: forkhead box P3

FR4: receptor de folato 4

GALT —tecido linféide associado ao intestino

GC: glicocorticoides

GFP: proteina verde fluorescente

GITR: glucocorticoid-induced TNFR-related receptor

GR: receptor de glicocorticoide
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GRE: elementos de resposta ao glicocorticoide
HBSS: hanks balanced salt solution without Ca*™*/Mg**
HE: hematoxilina e eosina

HPA: hipotalamo-pituitaria-adrenal

HSPs: heat shock proteins

H-TAB: brometo de hexadeciltrimetilamonio
IFN-y: interferon y

IL: interleucina

LDL: lipoproteina de baixa densidade
LIEs: linfécitos intra-epiteliais

LNM: linfonodos mesentéricos

LP: lamina propria

MC2-R: receptor da melanocortina tipo 2
mm: milimetros

MPO: mieloperoxidase

NacCl: cloreto de sodio

NAG: n-acetilglicosaminidase

NFAT: fator nuclear de células T ativadas
NF-kB: fator nuclear kB

NK: natural killers

NOS: 6xido nitrico sintase

NPV: nucleo paraventricular

OPD: o-phenilenodiamine Dihidrochloride
PBS: phosfate buffer solution

PE: phycoerythrin

PeCy5: phycoerythrin with cyanine dye 5
PECY7: phycoerythrin with cyanine dye 7
PERCP: peridinin chlorophyll protein

pg: picogramas

PMA: forbol-miristato-acetato

RNAm: acido ribonucleico mensageiro
rpm: rotacdes por minuto

PRR: receptores de reconhecimento padréo



SFB: soro fetal bovino

StAR: proteina reguladora aguda da esteroidogénese
TGF-B: transforming growth factor
TGI: trato gastrointestinal

ThO: T helper 0

Thl: T helper 1

Th17: T helper 17

Th2: T helper 2

Th9: T helper 9

TMB: tetrametilbenzidina

TNBS: &cido trinitrobenzeno sulfénico
TNF-a: tumoral necrose factor a

Trl: T reguladora 1

Tregs: T reguladoras

pI: microlitros

pm: micrébmetros
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1. INTRODUCAO

1.1. Etiopatogenia da Doenca Inflamatdria Intestinal

A Doenca de Crohn (DC) e a Colite Ulcerativa (CU) sdo doencgas inflamatérias
do trato digestivo, geralmente conhecidas como Doencas Inflamatérias Intestinais
(DIl). Ambas séo caracterizadas por seu curso crénico e episodios alternados de
atividade de doenca e periodos de remissao clinica [1, 2].

A Doenca de Crohn pode envolver qualquer parte do trato gastrointestinal
(TGI), mas frequentemente localiza-se no ileo terminal e/ou célon. Caracteriza-se
por inflamacdo transmural e descontinua além da ocorréncia de granulomas nao-
caseosos [3, 4]. As manifestacfes clinicas ocorrem de acordo com a localizacao,
extensdo da doenca e presenca de complicacdes. De modo geral, os pacientes
apresentam diarreia, sangramento intestinal, dor abdominal, febre, perda de peso,
fraqueza e desnutricdo [3]. Em contraste, a colite ulcerativa € uma doenca exclusiva
do codlon, na qual a inflamacéo é restrita & mucosa e submucosa. Afeta inicialmente
0 reto, mas pode se estender de maneira continua e difusa através do coélon [4]. A
apresentacao clinica é caracterizada por diarreia com sangue, urgéncia fecal, dor
abdominal difusa e sintomas gerais como febre e perda de peso [3].

Acredita-se que as DIl sdo desordens multifatoriais e heterogéneas [4], que
envolvem fatores ambientais (microbiolégicos, comportamentais) [2, 5], genéticos
(hereditariedade) [4] e desbalanco da resposta imunolégica [4] que interagem para
produzir a doenca. Assim, defeitos na populacao de células T efetoras que reagem
contra antigenos microbianos normais no intestino, diminuicdo na populacdo de
células T reguladoras (Tregs) que ndo modulam adequadamente células T efetoras
e, finalmente, uma disbiose intestinal [6] podem ser alteracdes responsaveis pela
guebra da tolerdncia na mucosa que ocorre na DIl [7].

A etiologia da DIl é ainda desconhecida, mas considerando-se dados
epidemiologicos, genéticos e imunologicos conclui-se que Colite Ulcerativa e
Doenca de Crohn sdo desordens heterogéneas multifatoriais [4] em que fatores
ambientais (microbiolégicos, comportamentais) [1, 5], a hereditariedade (genética), e

imunoldgicos [4] se interagem para produzir a doenca.



Sabe-se que aproximadamente 100 milhdes de bactérias residem no intestino
dos mamiferos e desempenham funcdes metabdlicas de suma importancia para a
sua sobrevivéncia e para a protecao de seus hospedeiros. As bactérias comensais
além de regular o desenvolvimento do tecido linfoide associado ao intestino (GALT —
gut associated lymphoid tissue), interagem com as células presentes no ambiente
local, estimulando o desenvolvimento das células imunes efetoras (Thl, Th2, Thl7)
e reguladoras (Tregs) promovendo a homeostasia local entre os microrganismos
comensais e sistema imunolégico do hospedeiro. Desta forma, o homem e a
microbiota intestinal coexistem numa relacdo de beneficio mutuo, o que contribui
para o metabolismo microbiano e do hospedeiro, bem como a maturacao do sistema
imunoldgico intestinal [8-11].

Acredita-se que a Doenca de Crohn resulte de reacdo imune inapropriada a
microbiota normal do intestino [4, 5, 12]. Além disso, na DIl pode haver quebra na
tolerancia imunol6gica normal do trato gastrointestinal [7] por defeitos na populacéo
de células T efetoras que reagem contra antigenos microbianos habituais no
intestino, diminuicdo da populacdo de células T reguladoras (Tregs) que nhao
modulam adequadamente as células T efetoras e, finalmente, uma alteracdo no
namero ou no tipo de microrganismos que compdem a microbiota intestinal,
resultando em patdgenos capazes de desencadear resposta imune excessiva [6].
Normalmente, a inflamacdo termina com o reparo tecidual, no entanto, nas DIl o
reparo ndo acontece ou é incompleto, as lesGes precoces nao cicatrizam e levam a

inflamagé&o crénica e recidivante.

1.2. Resposta lmunoldgica na Doenca Inflamatéria Intestinal

O processo inflamatério crénico da mucosa intestinal na DIl é mediado pelas
respostas imunes, inata e adaptativa, que juntas desempenham um papel importante
na patogénese da doenca [13, 14].

O sistema imune inato ou natural € a primeira linha de defesa contra as
infeccbes e tem como principal objetivo impedir, controlar ou eliminar
microrganismos patogénicos do hospedeiro. A resposta imune inata € composta por
barreiras epiteliais (camada de células epiteliais e linfécitos intra-epiteliais - LIES),

peptideos antimicrobianos (defensinas e catelecidinas), células circulantes e



teciduais (neutrdéfilos, macréfagos, células dendriticas e células Natural Killers - NK),
citocinas e proteinas plasmaticas (complemento, colectinas e proteina C-reativa)
[15].

Durante a DII, a alteracdo de algum dos componentes do sistema imune pode
promover a quebra da tolerancia imunoldgica local e consequentemente levar ao
reconhecimento da microbiota intestinal, ativando a resposta inflamatéria. Neste
contexto, quando os componentes da barreira epitelial ndo conseguem conter a
invasdo bacteriana, estes microrganismos chegam a lamina propria (LP), onde as
células dendriticas (CDs) reconhecem o0s antigenos bacterianos através dos
receptores de reconhecimento padréo (RRP), capturam os microrganismos, migram
para os linfonodos mesentéricos (LNM) e apresentam os antigenos para as células T
naives (virgens/ThO0), ativando assim o sistema imune adaptativo (adquirido) [16, 17].

A apresentacdo de antigeno na presenca de citocinas como IL-12 e IFN-y
promove a diferenciacédo das células ThO em linfécitos Thl. IFN-y se liga ao receptor
de IFN- y (IFN- yR) expresso constitutivamente na superficie de células T CD4"
naive que resulta na fosforilagdo do fator de transcricdo STAT1 (pSTAT1) e sua
translocacdo para o nucleo. pSTAT1 contribui para a transcricdo de outro fator de
transcricdo, o T-bet, que por sua vez promove a transcricdo de STAT1, gerando um
ciclo de feedback positivo entre estes dois fatores de transcricdo. Juntos, pSTAT1 e
T-bet induzem a expressdo de IL-12R na superficie da célula T. IL-12 no
microambiente liga-se ao IL-12R, resultando na fosforilagdo STAT4, translocacéo e
de ligagcédo ao promotor de IFN-y levando a producao de IFN-y [18].

A producédo de IFN-y (citocina pro-inflamatdria) pelas células Thl promove a
ativacdo dos macréfagos aumentando sua atividade microbicida e ajudando a
restaurar a integridade da mucosa intestinal [19]. Além disso, as células Th1l também
produzem TNF-a o qual desencadeia o processo inflamatorio através do
recrutamento de neutrofilos e mondcitos para o local de infeccao [20].

A apresentacdo de antigeno na presenca de citocinas como IL-6 e TGF-$
levam a polarizagdo das células ThO a células do perfil Th17. A diferenciacdo de
células Th17 também requer a IL-21 para a amplificacdo de precursores Thl7, e IL-
23 para a manutencdo desta populacdo de células. Fatores de transcricdo como

STAT3 e RORYT sao essenciais para a diferenciagao de células Th17 [21-24].



As células Thl7 secretam IL-17 e IL-23 na mucosa inflamada [25, 26],
contribuindo para a patogénese da DIl. Além de inducédo de inflamacao, a IL-17
promove o0 recrutamento de células mononucleares e neutrofilos para tecidos
periféricos [27, 28], o que amplifica ainda mais a inflamacéo local e o combate a
bactérias extracelulares. A IL-17 também estimula fibroblastos, células endoteliais,
macréfagos e células epiteliais a produzirem multiplos mediadores pré-inflamatdérios,
como IL-1, IL-6, TNF-qa, ativa a oxido nitrico sintase (NOS) 2, metaloproteinases e
guimiocinas, resultando na inducéo de inflamacéao [29, 30]. Além de IL-17, as células
Th17 sao caracterizadas pela producédo de IL-17F, IL-21, IL-22, IL-23 e IL-26 [31, 32]
e expressao do fator de transcrigdo nuclear RORyt [33, 34]. O receptor de IL-17,
soltvel ou de membrana, € expresso em varios 6rgaos e tecidos. A IL-23, produzida
principalmente por células dendriticas e macrofagos ativados, € também crucial para
o desenvolvimento de doencas inflamatérias cronicas [35-38] por favorecer a
manutenc&o da subpopulacio de células T CD4" caracterizada pela producéo de IL-
17, IL-17F, IL-6 e TNF-a, mas nao IFN-y ou IL-4 [39, 40].

Nos ultimos anos varios grupos detectaram IL-17 em diversas doencas
inflamatdrias e autoimunes, como esclerose multipla, asma, artrite reumatoide e DI,
0 que sugere sua participacdo na inducao ou desenvolvimento de tais doencas [25,
30, 41-45]. Outro aspecto importante que emerge a partir da descoberta das células
Thl7, além de seu estreito envolvimento com o desenvolvimento de uma série de
doencas, inclusive inflamatdrias intestinais, € sua relagdo com células T reguladoras
(Tregs) CD4'CD25", visto que estas podem se diferenciar ou induzir a diferenciacéo
de células Th17, por meio da producédo de TGF-B [18, 46, 47].

As subpopulacbes de células T com propriedades reguladoras apresentam
papel critico no controle de respostas autoimunes e/ou exageradas. Dentre 0s
diversos subtipos de células com fungdes supressoras ou reguladoras, uma
pequena populacdo de células T CD4" (~10%), que co-expressam constitutivamente
a cadeia a (CD25) do receptor de IL-2 (IL-2R) foi inicialmente descrita em 1970
como fundamental para a supressdo de respostas autoimunes [48]. As células
CD4'CD25", derivadas do timo, foram inicialmente reconhecidas pela sua habilidade
em inibir a proliferagdo de células autorreativas [49, 50]. Além disso, diversos
estudos tém demonstrado o papel das Tregs CD4"CD25" na supressao e regulacdo
da resposta imune em condicbes de inflamacdo e infeccdo, prevenindo ou

atenuando efeitos deletérios de respostas exageradas, como dano tecidual ou até



mesmo a morte. De fato, na auséncia de Tregs CD4'CD25", se verifica o
desenvolvimento de doencas inflamatérias cronicas, bem como se acentua a
resposta a aloantigenos e tumores [51]. Além da expresséo constitutiva de CD25,
tais células sdo caracterizadas por apresentarem o seguinte fenétipo: CD5™",
GITR*, CD38", CD45Rb"", PD-1 e CD127"" [51-55]. A expressdo do fator de
transcricdo Foxp3 é caracteristica Gnica das Tregs CD4'CD25", sendo indispensavel
para seu desenvolvimento [56, 57]. Uma vez ativadas, sua funcdo supressora é
antigeno inespecifica, levando a supresséao da proliferacdo de outras células T, ou
ainda bloqueando ou diminuindo a producdo de mediadores inflamatérios por tais
células [51, 52, 58, 59]. Além disso, as Tregs podem exercer suas funcdes de
maneira dependente do contato célula-célula através da molécula inibidora CTLA-4,
ou através da producdo de citocinas, como TGF-B e IL-10 [51-53, 59]. Tais
caracteristicas colocam as células T CD4°CD25" como potenciais reguladoras da
resposta imune-inflamatéria nas DIl. De fato, estudos mostram que a regulagcdo do
desenvolvimento da inflamacéo intestinal € dependente da presenca e funcdo de
Tregs no intestino, que podem agir inibindo respostas inflamatorias excessivas,
como Thl e Th1l7 [60]. As Tregs estdo presentes no colon e tecido linféide de
pacientes com DIl [60, 61] e sua frequéncia local varia com a atividade da doenca,
sendo que durante a fase ativa ndo ha associacdo a defeitos funcionais, mas a
contracdo do pool de Treg no sangue periférico e expansdo moderada nas lesbes
intestinais [62]. Aléem disso, enquanto a melhora clinica de pacientes com DIl esta
associada a reducdo do nimero de células Foxp3® na mucosa intestinal apos
tratamento especifico [63], resultados do nosso grupo demonstraram que pacientes
com DIl em remissdo da doenca apresentam aumento da frequéncia da populagéo
reguladora no sangue periférico (manuscrito em preparacao).

Sabe-se que na Doenca de Crohn pode haver a polarizacdo para as
respostas Thl e Th1l7, enquanto a colite ulcerativa pode apresentar respostas Th17
e Th2, além da produgcdo de TNF-a [64, 65]. Neste contexto, € provavel que, além
dos fatores genéticos e microbiologicos, o balanco entre a producdo de mediadores
pré-inflamatérios, como IFN-y e IL-17, e a modulacdo desta resposta por
mecanismos reguladores determine a progressao ou controle da DII.

Diante de processos inflamatérios, como na DII, os sistemas imunolégico e
neuroendocrino interagem diretamente para tentar manter a homeostase do

organismo [66]. Neste contexto, o0 sistema enddcrino desempenha papel importante



no controle da inflamagéao intestinal, uma vez que ativagédo do eixo HPA por citocinas
pré-inflamatérias, podem estimular a producdo de mediadores anti-inflamatérios

como os hormdnios glicocorticoides [67].

1.3. Eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal e Doenca Inflamatéria

Intestinal

A ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) ocorre inicialmente
pelo aumento do horménio liberador de corticotropina (CRH). Neurdnios produtores
de CRH originam-se na divisdo parvocelular do nacleo paraventricular (NPV) do
hipotdlamo e terminam na camada externa da eminéncia mediana (EM), liberando
CRH na circulacédo porta-hipofisaria. Na pituitaria anterior (adenohipdfise), apos se
ligarem aos receptores CRH-R1, o CRH estimula os corticotrofos (células
adenohipofisarias) a produzirem ACTH (hormbnio adrenocorticotropico) que €
liberado na circulagdo periférica. O principal alvo do ACTH é o MC2-R (receptor da
melanocortina tipo 2) no cértex adrenal, onde estimula a sintese de glicocorticoides
(cortisol em seres humanos e primatas ndo-humanos; corticosterona em roedores)
[67, 68]. Os glicocorticoides por sua vez controlam a ativacdo do eixo HPA por
retroalimentagdo negativa. Estes hormoénios inibem a produgdo de CRH no
hipotalamo e de ACTH na adenohipdfise, apdés sua ligacdo com o receptor de
glicocorticoide (GR) [68].

Em humanos, o ACTH e cortisol sdo secretados em um padréo pulsatil com
ritmo circadiano (a cada 24 horas), de modo que 0s niveis mais altos de cortisol séo
encontrados ao acordar e declinam ao longo do dia. JA em roedores a producao de
corticosterona declina de manha (periodo de sono dos roedores) e tem seu pico de
producdo ao entardecer que € o periodo de maior atividade dos roedores. Além
disso, estes hormdnios (cortisol/corticosterona) podem ter sua producdo aumentada
em resposta ao estresse [69].

A sintese dos glicocorticoides ocorre no cortex das glandulas suprarrenais,
mais especificamente nas células da zona fasciculada, através de um processo
conhecido como esteroidogénese. O colesterol é o precursor da esteroidogénese
suprarrenal e, derivado da circulagdo, encontra-se ligado a lipoproteina de baixa

densidade (LDL). Receptores de LDL presentes no tecido das glandulas adrenais



captam a LDL ligada ao colesterol e faz sua internalizagcdo via endocitose. As
vesiculas resultantes se fundem com lisossomas e colesterol livre é produzido por
hidrolise. Deste modo, o colesterol é transportado para mitocondria para posterior
conversdo em pregnenolona pelo citocromo P450scc. Um passo importante neste
processo se da apoés a ligacdo do ACTH ao seu receptor, esta ligagdo estimula a
proteina reguladora aguda da esteroidogénese (StAR), que tem como principal
funcdo promover o transporte do colesterol da membrana mitocondrial externa para
a interna. Apos a captacdo do colesterol pela mitocondria, ele é clivado pela enzima
P450 para formar pregnenolona, a qual no citoplasma € convertida em progesterona
pela isoenzima tipo Il da 3B-hidroxiesteroide desidrogenase. A progesterona é
hidroxilada a 170OH-progesterona através da atividade de CYP 17a-hidroxilase. Esta
fase da esteroidogénese é crucial para a sintese de glicocorticoides, pois a 21-
hidroxilagdo da 170H-progesterona realizada pela CYP21A2 (21-hidroxilase)
promove a producdo de 11-desoxicortisol, que € convertido em cortisol pela enzima
CYP11B1 (11B-hidroxilase) [70-72].

Os glicocorticoides produzidos pelas adrenais sao liberados para a circulagcéao
sanguinea, onde se encontram ligados predominantemente a globulina ligadora de
cortisol (CBG — cortisol binding globulin) e entdo agem nos tecidos-alvo via ligacao
com receptor de glicocorticoide (GR — glucocorticoid receptor). Os GRs encontram-
se distribuidos por vérios tipos de células do corpo humano, como: pele, musculo,
tecido conjuntivo, osteoblastos, células do sistema imunolégico (ex.: linfécitos T e B),
cérebro e trato gastrointestinal. Ao contrario dos receptores dos horménios
proteicos, que estdo localizados na membrana celular, os GRs estédo localizados no
citoplasma ligados as proteinas do choque térmico (HSPs — heat shock proteins)
(HSP90 e HSP 70) formando um complexo protéico citoplasmatico. Em resposta ao
acoplamento ao GC, os GRs sofrem mudancas conformacionais que resultam na
dissociacdo das HSPs e translocam-se para o nucleo, onde regulam a expresséo de
certos genes por meio da ligacéo a elementos de resposta ao glicocorticoide (GRE),
em suas regides reguladoras [73-77].

Os GRs também podem se localizar na membrana plasmatica e a sua
interagdo com os GC promovem uma cascata de sinalizagdo intracelular nao
classica, também conhecida como via de sinalizacdo ndo gendmica. A ligacdo de
GC ao GR associado a membrana plasmatica promove uma rapida ativagéao celular

gue nao requer alteracdes na expressao génica, como ocorre na via de sinalizacéo



cldssica pela ligacdo de GC-GR citoplasmético citada anteriormente [73]. A
expressdo do GR de membrana ocorre principalmente em células musculares,
pancreas, coracdo, tecido adiposo, sistema imunoldgico e cérebro. Deste modo, a
via de sinalizacdo ndo genbmica estd envolvida, por exemplo, na inibicdo da
contracdo muscular da traqueia, na rpida inibicdo da secrecdo de insulina pelas
células B pancreaticas, na liberagdo de éxido nitrico no tecido cardiaco, na agao anti-
inflamatoria e na comunicacao entre células nervosas pela regulacéo das juncdes do
tipo gap [78, 79].

Os glicocorticoides (GCs) produzidos em resposta a diversos estimulos como
0 estresse emocional, fisico e/ou imunoldgico, apresentam grande potencial anti-
inflamatorio [80]. Durante alteracbes da homeostase como em processos
infecciosos, as citocinas pro-inflamatérias secretadas pelas células do sistema
imunoldgico estimulam a liberacao sistémica de GCs, que exercem papel benéfico
limitando as respostas inflamatdrias. Neste contexto, a remocdo das glandulas
adrenais ou a inibicdo farmacolégica da sintese sistémica de GCs pode resultar em
choque ou morte apos inducao de forte resposta imunoldgica [81]. Por outro lado, a
hiporresponsividade do eixo HPA ao estresse tem sido relacionada ao
desenvolvimento e perpetuacdo da inflamacéo [82, 83]. Neste sentido, embora
fatores psicologicos ndo sejam causa direta da colite ulcerativa ou doenca de Crohn,
0 estresse pode afetar a atividade inflamatéria em parte dos pacientes acometidos
pelas DII.

Nos ultimos anos, varios trabalhos evidenciaram que a producdo de GCs
bioativos nao € restrita apenas as glandulas adrenais, estendendo-se a outras fontes
como timo, cérebro, pele e endotélio vascular [84]. A mucosa intestinal € também
uma importante fonte extra-adrenal de producdo de GCs, que contribuem para a
manutencdo da homeostase local, controlando a ativacéo de linfocitos T intestinais
[85]. As principais células produtoras de GCs no intestino parecem ser as células
epiteliais indiferenciadas e em proliferacdo das criptas [85, 86]. Ainda, o controle
molecular da sintese de GCs pelas adrenais e pelo intestino € também
fundamentalmente diferente, embora a funcdo da producdo extra-adrenal de GCs
seja ainda pouco conhecida. Durante a inflamacdo intestinal induzida
experimentalmente (colite) h4 aumento da expressao de enzimas esteroidogénicas e
da producéo de GC intestinal, sendo que a citocina TNF-a exerce papel fundamental

na regulacédo desta sintese [87]. Conforme descrito anteriormente, a producao de
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GC é regulada pela expressédo de P450scc, enzima codificada pelo gene CYP11A1,
que converte colesterol em pregnenolona e por 11B-hidroxilase (P450C11),
codificada pelo gene CYP11B1, o qual converte 11-deoxicorticosterona em
corticosterona ativa. A inducéo de colite por dextran sulfato de sodio (DSS) resulta
em aumento significativo da expressao de CYP11Al e CYP11B1, sugerindo que a
colite experimental gera sintese de GC intestinal como forma de contrabalancear a
inflamacdo no coélon. O receptor nuclear/fator de transcricdo LRH-1 foi também
identificado como um regulador critico da producéo intestinal de GCs [88, 89]. Além
disso, enquanto a sintese intestinal de GCs é supostamente um importante
mecanismo de regulagcéo negativa para o controle das respostas imunes intestinais e
inflamacdo, o sistema nervoso central pode também amplificar ou modular a
inflamacé&o intestinal por meio da estimulacdo do eixo HPA [90, 91].

Varias desordens inflamatdrias sédo atualmente tratadas com GCs. Estes sdo
considerados terapia efetiva para doencas autoimunes, alérgicas e DIl, além de
serem considerados a primeira droga de escolha para tratamento de colite ulcerativa
aguda [92]. Entretanto, embora os mecanismos de acdo dos GCs ainda ndo tenham
sido completamente elucidados, assim como as razdes dos seus diferentes efeitos
nos pacientes em diversas situacdes clinicas, sabe-se que as acdes anti-
inflamatorias exercidas pelos mesmos ocorrem por varios mecanismos, como 0
bloqueio da producdo de citocinas. Estes hormoénios esteroides podem agir sobre
fatores de transcricdo como o fator nuclear de células T ativadas (NFAT), proteina
ativadora-1 (AP-1) e fator nuclear kB (NF-kB) [93]. Ainda, a inibicdo da sinalizacao
via Jak-STAT induzida por IL-2 e outras citocinas relacionadas [94], sugere que a
inibicdo da sinalizacdo por citocinas contribui para a eficacia clinica destes farmacos.
No entanto, como uma parcela de pacientes é refrataria ao tratamento, esta se torna
ainda uma importante questao a ser elucidada, principalmente no que concerne aos
mecanismos enddcrino-imunoldgicos relacionados a ndo responsividade a terapia
com GC. Foi demonstrado que o tratamento com GCs promove ou inicia a
diferenciacdo de células T reguladoras, dependente de Foxp3 [95] e amplifica a
frequéncia de células T CD4" Foxp3" in vitro [96]. Além disso, tem se descrito cada
vez mais o papel dos GCs sobre a funcdo de células T reguladoras Foxp3™ e IL-10".
Pacientes adultos asmaticos que receberam tratamento com GC sistémico ou
inalado apresentaram aumento de expressdao de RNAmM para Foxp3 e IL-10 nas

células T CD4 do sangue periférico, quando comparados a pacientes asmaticos nao
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tratados [95]. Adicionalmente, células T CD4" estimuladas na presenca de GCs,
como dexametasona, demonstraram inducdo de IL-10 dose-dependente aliada a
atividade reguladora ou inibidora [97-99]. Esta inducdo € aumentada pela presenca
adicional de mediadores como B2 agonistas [100] ou 1,25-dihidroxivitamina D3
(calcitriol) [101]. A terapéutica com GCs (dexametasona) € também capaz de
amplificar a expanséo seletiva de células T reguladoras, mediada por IL-2 in vivo
[102] e consequentemente inibir o desenvolvimento de encefalite autoimune
experimental.

O eixo HPA exerce papel importante na modulagcéo das respostas imunes nas
DIl. Na colite induzida por &cido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) ha ativagédo do eixo
HPA e reducédo da sensibilidade da mucosa inflamada a GCs circulantes, enquanto a
adrenalectomia visivelmente exacerba a inflamacdo intestinal. Este efeito foi
associado a alteracbes na razdo periférica de CD4/CD8 e diferenciacdo Thl,
sugerindo que os hormonios adrenocorticais possuem a capacidade de regular o
sistema imunolégico na DIl experimental [103]. Por outro lado, o pré-tratamento com
dexametasona ndo previne o desenvolvimento de colite aguda por DSS, observado
pelo agravamento microscopico e histologico da inflamacéo intestinal nos animais
experimentais [104]. Além da eficicia variavel dos GC no tratamento das DII, pouco
se sabe sobre seu efeito na modulacdo da inflamacéo intestinal IL17-dependente,
assim como sua relacdo com a populacdo de Tregs na doenca. Estudos recentes
demonstraram que o tratamento da inflamacdo intestinal induzida por acido
trinitrobenzenosulfénico (TNBS) com calcitriol esta associado a alteracbes no padréo
de resposta imune Th1l/Thl7 para Th2 ou regulador, especialmente quando em
associacdo a dexametasona [105]. Por outro lado, pacientes com esclerose multipla
apresentam reducéo do padréo de resposta Th17 e melhora clinica da doenca apos
tratamento com metilprednisolona [106]. Dessa forma, faz-se necessaria a
identificacdo do papel da ativagdo do eixo HPA e de horménios como GC na
modulacdo da resposta imuno-inflamatéria nas DIl, em especial na regulacdo das
respostas imunes efetoras e reguladoras, proporcionando, assim, bases cientificas
para o desenvolvimento futuro de novas estratégias terapéuticas mais eficientes

para a colite ulcerativa e/ou doenca de Crohn.
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1.4. Justificativa

As DllIs afetam milhares de pessoas em todo o mundo, causando sintomas
como dor abdominal, diarreia, sangramento retal, perda de peso, febre e fadiga,
além de obstrucdo intestinal e fistulas. A inflamacdo grave pode causar danos
prolongados e irreversiveis na funcdo e estrutura gastrintestinal, além de
desencadear o desenvolvimento de outras doengas como cancer colon-retal. O eixo
HPA parece exercer papel importante na modulacdo das respostas imunes nas DII,
gue podem ser causadas, dentre outros fatores, pelo estresse, reacao inflamatéria
descontrolada e desbalanco entre as populacdes de células Treg e efetoras na
mucosa intestinal. Por outro lado, a producéo de GC e a terapia com corticosteroides
sdo supostamente capazes de controlar respostas inflamatérias exacerbadas como
nas DIl. No entanto, varios pacientes sao resistentes a terapia com GC, por razdes
ainda desconhecidas. Sendo assim, é necessario o entendimento da acdo dos
glicocorticoides e do eixo imuno-endécrino neste processo inflamatério, para o
estabelecimento de bases cientificas e desenvolvimento de estratégias terapéuticas

mais eficientes, de custo acessivel ou a correcdo de falhas terapéuticas na DII.
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2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo Principal

Avaliar a participacdo do eixo HPA na modulacdo da resposta imune na

inflamacé&o intestinal experimental

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

2.2.5.

Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do eixo HPA nos parametros clinicos do desenvolvimento
da inflamacéo intestinal,

Avaliar a ativagdo do eixo HPA durante a inflamacdo intestinal
experimental, por meio da quantificacdo da producdo plasmatica e
intestinal de glicocorticoides;

Verificar a resposta inflamatoria, infiltrado celular e lesGes intestinais de
camundongos submetidos a inflamacao intestinal experimental, na
auséncia das glandulas adrenais;

Avaliar a capacidade imunomoduladora do sistema endocrino na DIl por
meio da quantificacdo de citocinas e imunofenotipagem de células T CD4
produtoras de IFN-y (Thl), IL-4 (Th2), IL-17 (Th17), IL-10 e reguladoras na
presenca ou auséncia de adrenais durante a inflamacao intestinal;
Verificar a participacdo do eixo HPA na responsividade das células
efetoras frente as células T reguladoras de camundongos
adrenalectomizados ou nao e submetidos a inflamag&o intestinal

experimental.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6, machos, selvagens, de 6 a 8
semanas de idade, pesando entre 20 e 25g, mantidos no biotério da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, com agua e
racao oferecidas ad libitum. Durante todo o experimento, estes ficaram em mini-
isoladores de racks ventilados, com renovacao constante de ar, a temperatura de 22
a 26°C e umidade entre 45 e 55%. A 4gua e a maravalha passaram pelo processo
de esterilizacdo antes de serem oferecidas aos animais. Os camundongos foram
divididos nos grupos: controle (n = 5), animais saudaveis (sem inducao de DIl); DSS
(n = 5), animais submetidos a DIl induzida por DSS 3%; ADX (n = 5), camundongos
adrenalectomizados sem DIl; ADX + DSS (n = 5), animais adrenalectomizados e
submetidos a inducdo de DIl; ADX + DSS + GC (n = b5), animais
adrenalectomizados, submetidos a inducdo de DIl e tratados com glicocorticoides;
sham (n = 5), animais sham-operados, sem qualquer outra intervencdo. Como 0s
resultados dos grupos controle, ADX e sham n&do diferiram um do outro
significativamente na andlise estatistica, utilizamos os dados do grupo controle para
comparacdo em todas as figuras. Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com os principios propostos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal-COBEA e certificados pelo Protocolo n°: 11.1.522.53.0 (Anexo 1) pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/USP/RP).

3.2. Remocéo das glandulas adrenais

Para remocdo cirargica das glandulas adrenais (adrenalectomia), o0s
camundongos foram anestesiados com cloridrato de quetamina (100 mg/Kg) e
cloridrato de xilazina (10 mg/Kg) para em seguida realizar-se incisdes laterais na
pele do dorso, nas regibes proximas aos rins. As adrenais foram removidas

bilateralmente e as bordas das incisbes foram aproximadas e suturadas utilizando-
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se fio de sutura absorvivel (Chrome Catgut Absorbable, 5-0, Bioline Fios Cirlrgicos
Ltda — GO - Brazil) como demonstrado na Figura 1. ApOs a cirurgia, 0S
camundongos receberam 100 pl de solucéo salina 0,9% (via oral - gavagem) por dia
até o momento da eutanasia para compensar perdas de mineralocorticoides pos-
adrenalectomia, como descrito anteriormente [107]. Nas primeiras 48 horas de p0s-
operatério (p.o.) os camundongos também receberam meglumina de fluxinina
(Banamine®, Schering-Plough Animal Health, NJ, USA) um anti-inflamatério néo-

esteroidal na dose de 1 mg/kg a cada 12 horas, via subcutanea.

PESO ANESTESIA TRICOTOMIA HIDRATACAO OCULAR

C57BL/6 ‘ "":;";; 1ome/ks P:

-

SUTURA
CAMADA MUSCULAR
/
i ¢
(

-8

REMOCAQ DA ADRENAL INCISAO CIRURGICA

t: 2}

!

SUTURA PELE PREVENGAO DE HIPOTERMIA AVALIACAO POS-OPERATORIA

, PESO SALINA
INFLAMATORIO

Figura 1. Esquema das etapas realizadas na cirurgia de remocdo das glandulas adrenais
(adrenalectomia) e avaliagao pds-operatéria dos camundongos C57BL/6.

3.3. Inducéo de colite por Dextran Sulfato de Sodio (DSS)

A inflamagé&o intestinal foi induzida com um udnico ciclo de administragéo
exclusiva de agua contendo 3% dextran sulfato de sédio (DSS — MP Biomedicals,

lllkirch, France. Peso molecular: 36,000-50,000 kDa), disponibilizada aos
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camundongos durante 6 dias consecutivos (Figura 2), seguido de eutanasia e coleta
das amostras para analises posteriores. Para os experimentos de sobrevida a colite
foi induzida pela administracdo continua de agua contendo 3% DSS. Os animais
foram pesados diariamente para acompanhamento da perda de peso, além da

observacgéo de sinais clinicos da doenca.

Dias
0 1 2 3 4 5 6
Inicio DSS 3% + H,0 Eutanasia

| J
1

Consumo de agua, ragio e avaliagdo dos sinais clinicos

Figura 2: Esquema de inducéo de colite, avaliagéo clinica e eutanasia para a coleta das amostras
dos camundongos C57BL/6, durante 6 dias de indugéo da inflamacéo intestinal.

Nos grupos adrenalectomizados e submetidos a inducdo de inflamacgéo
intestinal, o inicio da exposi¢cdo ao DSS ocorreu ap6s 15 dias da cirurgia de remocao
das adrenais, tempo necessario para cicatrizacao do sitio cirargico, conforme Figura
3.

3.4. Reposicéo de Glicocorticodes

Para reposicao de glicocorticdides nos camundongos adrenalectomizados a
dexametasona (Azium® Solucdo, Coopers Saude Animal, RJ, Brazil) foi dissolvida
em salina e administrada via intraperitoneal (i.p.) na dose de 1 mg/kg/dia, de acordo
com experimentos prévios de dose-resposta realizados pelo nosso grupo de
pesquisa (dados ndo mostrados) e com base em estudos anteriores [108]. Visando a
coleta de amostras, o tratamento com dexametasona foi realizado do 3° ao 5° dia de
colite, tendo como parametro inicial o aparecimento dos primeiros sinais clinicos da
doencga, conforme Figura 3. Nos experimentos de sobrevida, o tratamento com

dexametasona foi realizado do 3° até o dia da morte dos camundongos.
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Figura 3: Esquema de cirurgia de remocédo das glandulas adrenais (adrenalectomia), administracao
de anti-inflamatério ndo esteroide, indugédo de colite, administracdo de dexametasona, avaliacédo
clinica e eutanasia para a coleta das amostras dos camundongos C57BL/6.

3.5. Escore clinico da colite e analise macroscopica do célon

Em todos os experimentos os animais foram avaliados diariamente quanto a
perda de peso, consumo de agua, racdo e a presenca de sinais clinicos da colite
para formacdo de um escore clinico da doenca. Cada sinal apresentado pelo
camundongo correspondeu a 01 (um) ponto e a soma dos pontos de cada animal
gerou um escore clinico diario determinado pelos seguintes critérios: perda de peso
entre 5% e 10% por dia (1 ponto), perda de peso maior que 10% por dia (2 pontos),
anus molhado (1 ponto), diarreia (1 ponto), presenca de sangramento nas fezes ou
regido perianal (1 ponto), piloerecao (1 ponto) e hipoatividade (1 ponto). Na auséncia
de cada um desses sinais a pontuacao correspondia a 0 (zero). O escore clinico
geral foi realizado através da somatdria do escore clinico diario de cada animal.

A analise macroscopica do célon no dia da eutanasia foi realizada com o
objetivo de quantificar o “escore pos-morte”, considerando os seguintes critérios:
diarreia local (1 ponto), diarreia difusa (2 pontos), sangramento local (1 ponto),
sangramento difuso (2 pontos) e presenca de estenose (2 pontos). A soma dos

pontos de cada camundongo gerou o escore pés-morte.

3.6. Eutanasia e obtencdo das amostras

Os camundongos foram eutanasiados em camara de CO;, no 6° dia de colite e
tiveram o sangue, coélon, baco e linfonodos mesentéricos (LNM) coletados para as
analises posteriores. As amostras obtidas (em especial colon) foram divididas em

fragmentos menores, sendo que um destes fragmentos foi imerso em
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PBS/formaldeido 10% para inclusdo em parafina e andlise histopatoldgica. Os outros
fragmentos foram congelados imediatamente em nitrogénio liquido para ensaios de
MPO/NAG/EPO/ELISA conforme Figura 4. Em experimentos independentes,
amostras do colon, baco e linfonodos mesentéricos foram imersos em meio de
cultura RPMI 1640 completo contendo 5% de soro bovino fetal para cultura ou

citometria de fluxo.

MPO/NAG 4
EPO A1
ELISA A1

HISTOLOGIA -

Figura 4. Imagem representativa dos fragmentos de colon de camundongos C57BL/6 destinados as
diferentes andlises. MPO: mieloperoxidase; NAG: n-acetilglicosaminidase; EPO: eosindfilo-
peroxidase; ELISA: imunoensaio enziméatico. Figura adaptada de Treuting & Dintzis [109].

3.7. Analise histopatoldgica

As amostras de intestino grosso foram conservadas em PBS/formaldeido 10%
durante 24 horas e depois armazenadas em alcool 70%. Posteriormente, foram
submetidas aos processos de desidratacdo em uma série crescente de alcool etilico,
diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina para microtomia. A inclusdo do
fragmento tecidual foi feita de forma perpendicular ao plano de microtomia e 0s
blocos de parafina com os fragmentos de célon foram cortados em micrétomo
rotativo, obtendo-se cortes com 5 micrometros (um) de espessura. A avaliacdo da
inflamacéo tecidual foi realizada apos coloracdo com hematoxilina e eosina (HE) e
analise microscopica. Os critérios para o diagnostico de doenga inflamatoria

intestinal foram adaptados das diretrizes da Sociedade Britanica de
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Gastroenterologia (JENKINS et al, 1997). Os parametros usados para pontuar e
estabelecer o escore histopatoldgico estao listados na Tabela I:
Tabela I: Descricdo da analise histopatolégica do colon dos camundongos adrenalectomizados ou

nao, expostos ou ndo ao dextran sulfato de sédio, e submetidos ou ndo a reposicao de
glicocorticoides.

Parametro observado Pontuacéo
Mucosa preservada dentro da normalidade; 0
Mucosa com celularidade da LP dentro da normalidade e deplecdo de 1

mucina nas glandulas tubulares;
Mucosa preservada com discreto aumento da celularidade da LP; 2

Mucosa com discreto aumento da celularidade da LP e discreto infiltrado 3
misto na submucosa;

Mucosa com discreto aumento da celularidade da LP e deple¢do de 4
mucina nas glandulas tubulares;

Mucosa com deplecdo de mucina nas glandulas tubulares e discreto 5
aumento da celularidade da LP (predominio de mononucleares) e
infiltrado misto na submucosa;

Mucosa com deplecdo de mucina nas glandulas tubulares e moderado 6
aumento da celularidade da LP (predominio de mononucleares) e
infiltrado misto na submucosa;

Mucosa com pequenas areas de erosdo nas bordas da lesdo; com 7
deplecdo de mucina nas glandulas tubulares e discreto aumento da
celularidade da LP (predominio de mononucleares) e infiltrado misto na
submucosa;

Mucosa com é&reas de erosdo de tamanho variado nas bordas da lesao, 8
com deplecdo de mucina nas glandulas tubulares e moderado aumento da
celularidade da LP (predominio de mononucleares) e infiltrado misto na
submucosa de moderado a acentuado;

Somatoéria/nimero de amostras. Total
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3.8. Deteccdo da sintese de corticosterona em culturas de

intestino

Em experimentos especificos, o colon foi removido e processado para
quantificacdo tecidual de corticosterona como descrito por Noti e colaboradores [87,
110]. Para tal, o intestino grosso foi aberto longitudinalmente e cortado em
fragmentos menores de 5 mm de extensao, lavado com PBS/2% SBF (soro bovino
fetal), e incubado por 10 min a 4°C em PBS contendo 2% de SBF livre de esteroides
contendo 1 mM de 1,4-ditiotreitol para remover o excesso de muco. Apds lavagem
adicional, foram distribuidos 4 fragmentos de intestino por poco em placa de cultura
de 24 pocos e cultivados em IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium) 10% na
presenca ou auséncia de 100 pg/ml do inibidor da sintese de GC, metirapona
(Sigma-Aldrich) por 4 horas a 37° C. Como controle positivo para a sintese de GCs,
as glandulas adrenais foram cortadas ao meio e cultivadas como descrito acima.
Apoés incubacado, o sobrenadante foi coletado e a concentracdo de corticosterona
determinada por ELISA de competicdo conforme instrucdes do fabricante
(Corticosterone EIA Kit —, Cayman Chemical Company; USA, Ann Arbor MI). Os
resultados foram expressos como picogramas de corticosterona por mililitros por
grama de tecido, considerando-se a diferenca das amostras cultivadas na auséncia
e na presenca de metirapona, para correcao de supostas contaminacdes com GC

sérico.

3.8.1. Preparo de SBF livre de esteroides

Para retirar moléculas apolares, principalmente lipidios e horménios que
podem interferir no resultado de dosagem de corticosterona, foi necessario preparar
SBF livre de esteroides através do tratamento do soro com carvdo ativado para
adsorcdo das moléculas apolares, conforme protocolo: SBF foi incubado a 4°C, sob
agitacao continua, overnight com carvao ativado 0,25%, dextran 64-70k, 0,25M de
glicose, 1,5 mM de MgCl, e 10 mM de Hepes, seguido por centrifugacédo a 500g por
10 minutos, adicdo de volume igual de soro e repetida incubacdo sob agitacéao
continua, overnight. Apés nova centrifugacédo (500g/10 minutos), o sobrenadante foi

filtrado em filtro Millipore (membrana de 0,45um) e armazenado a -20°C.
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3.9. Quantificacéo de corticosterona plasmatica

Em experimentos especificos, no 6° dia de colite os camundongos foram
rapidamente eutanasiados e o0 sangue coletado em tubos com EDTA, em gelo.
ApoOs centrifugacao, o plasma foi coletado e armazenado a -80°C. A concentracéo
plasmatica de corticosterona foi determinada por ELISA de competicdo de acordo
com as instrucdes do fabricante (Corticosterone EIA Kit — Cayman Chemical
Company; USA, Ann Arbor, MI). Os resultados foram expressos em picogramas de
corticosterona por mililitro (pg/mL). Resumidamente, este ensaio baseia-se na
competicdo entre a corticosterona presente na amostra e a corticosterona conjugada
a acetilcolinesterase (AChE) para um numero limitado de anticorpos especificos
para corticosterona. Deste modo, a placa € pré-coberta com anticorpo especifico
para corticosterona, incubada com a amostra e corticosterona conjugada a AChE. A
placa é lavada para remover qualquer reagente nao ligado e, em seguida, 0
Reagente de Ellman (que contém o substrato para a AChE) € adicionado. O produto
desta reacdo enzimatica tem uma cor amarela distinta e a leitura foi realizada em
espectofotbmetro a 412 nm. A intensidade da absorbancia é proporcional a
guantidade de AChE-corticosterona ligada ao anticorpo especifico, que é

inversamente proporcional a quantidade de corticosterona livre presente na amostra.

3.10. Citometria de Fluxo

3.10.1. Isolamento de células do bago, linfonodos mesentéricos,

linfocitos intra-epiteliais e leucécitos da lamina prépria

A fenotipagem e quantificacdo das células do infiltrado inflamatério de
camundongos controles e com inducdo de colite ocorreram apos coleta do baco,
linfonodos mesentéricos e colon. Para extracdo de células do bago, o mesmo foi
coletado, armazenado em placas de Petri contendo meio RPMI 1640 enriquecido
com 5% de soro bovino fetal (SBF) e suplementado com aminoacidos néo

essenciais (MEM non-essential amino acid solution - Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO,
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EUA), 23,8mM de NaHCOs, 10,9mM de HEPES, 2mM de L-glutamina, 1mM de
piruvato de sédio, 500uM de B-mercaptoetanol, 100U/mL de penicilina e 100ug/mL
de streptomicina (ambos fornecidos por Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY, EUA),
pH7,2-7,4 (para fins de simplificagao sera simplesmente mencionado como “RPMI
completo” ao longo do texto, a ndo ser quando as respectivas modificagdes forem
especificadas). O baco foi macerado com auxilio de pincas e em seguida, procedeu-
se centrifugacao, lise de hemacias e lavagem das células em RPMI completo. O
pellet restante foi ressuspenso em 1 mL de RPMI completo. Para extragcdo de
células dos linfonodos mesentéricos, os mesmos foram coletados, armazenados em
tubos de 15 mL contendo RPMI completo gelado e macerados em peneiras estéreis
(“cell strainer” 70 um — BD Biosciences) com auxilio do émbolo de uma seringa de
20 mL, seguida de centrifugacéo. O pellet restante foi ressuspenso em 1 mL de meio
RPMI completo. O colon foi removido, colocado em placa de Petri contendo tampéao
HBSS (“Hanks balanced salt solution without Ca™*/Mg*™) gelado, foi retirada toda
gordura visivel, aberto longitudinalmente, lavado com tampao HBSS gelado e
cortado em pedacos de aproximadamente 0,5 cm. Em seguida, estes fragmentos
foram armazenados em tubos de 15 mL contendo meio RPMI enriquecido com 2%
de SBF e incubados com agitacdo (470 g/minuto) por 30 minutos a 37°C. Apés a
incubacdo os tubos foram agitados vigorosamente para desprendimento dos
linfécitos intra-epiteliais (IEL) do tecido e procedeu-se a filtracdo em peneiras de 70
um estéreis. O filtrado dessa solugéo apresentava a maior fragdo de IEL e o tecido
remanescente foi entdo processado para obtencdo de leucécitos da lamina prépria
(LP). Para tal, o tecido foi incubado em liberase 50 pg/mL (ROCHE, Mannheim,
Germany) diluida em meio RPMI incompleto (sem SBF) por 60 minutos, em
movimento, a 37°C. Apés este periodo, o0 homogenato de tecido foi macerado na
peneira de 70 um estéril com auxilio do émbolo de uma seringa de 20 mL e foi
acrescentado RPMI 2% SBF para inativar a liberase. As suspensdes de IEL e de
leucécitos da LP foram centrifugadas a 470 x g 20 minutos a 4°C, ressuspensas em
4 mL de RPMI enriquecido com 2% de SBF e filtradas novamente em peneira de 70
pm estéril. Foi adicionado igual volume de Ficoll Hypaque™ (d= 1,077, Amersham
Biosciences, EUA) e foi realizada centrifugacdo por 25 min, a 25°C, 434 x g. As
células presentes na interface plasma-Ficoll foram cuidadosamente coletadas,

lavadas com RPMI enriquecido com 2% de SBF, o sobrenadante foi desprezado e o
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pellet restante foi ressuspenso em RPMI enriquecido com 2% de SBF remanescente
no tubo. No final do processo, todas as células obtidas pelo gradiente de
centrifugacéo foram contadas e avaliadas quanto a viabilidade pelo corante Azul de
Tripan a 0,2%, em camara de Neubauer e, em seguida, utilizadas nos experimentos

de cultura e/ou imunofenotipagem.

3.10.2. Imunofenotipagem de células do baco, linfonodos
mesentéricos, linfocitos intra-epiteliais e leucocitos da

lamina prépria

Para caracterizacdo fenotipica da populacdo de macréfagos, 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, CD11lc, CD3, CD4 e CD8. Para caracterizacdo das células T
reguladoras foram usados o0s anticorpos contra os antigenos de superficie ou
intracelulares CD4, CD25, FOXP3, PD-1, CD73, FR4 e CTLA-4. Na caracterizacao
fenotipica dos linfécitos intra-epiteliais foram utilizados anticorpos contra o0s
antigenos de superficie CD3, CD4 e CD8. Na fenotipagem de células da lamina
prépria foram utilizados anticorpos contra os antigenos de superficie CD3, CD4,
CD8, CD11b, CD11c e CD103. Os anticorpos usados eram conjugados a um dos
fluorocromos FITC (Fluorescein Isothiocyanate), PE (Phycoerythrin) ou PeCy5
(Phycoerythrin-Cy5) (BD Pharmigen TM, San Diego, USA), conforme Tabela 2,
incluindo os respectivos isotipos controles IgG1 FITC, IgG1 PE e IgG1l PeCy-5 (BD
Pharmigen TM, San Diego, USA).

Para a imunomarcacdo de superficie, as células mononucleares foram
divididas em tubos especificos e incubadas com 100 ul de PBS molico 1%, por 20
minutos a temperatura ambiente, para bloqueio dos sitios de ligages inespecificas,
seguido pela adicdo dos anticorpos fluorescentes de superficie, com incubacao por
20 minutos a temperatura ambiente no escuro. Em seguida, procedeu-se a lavagem
das células com PBS, fixagdo com PBS/formaldeido 1% e posterior leitura em
citbmetro de fluxo.

Para caracterizagdo de células T reguladoras FOXP3" e CTLA-4", as células

foram imunomarcadas, fixadas e permeabilizadas através do uso de BD
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Pharmingen™ Mouse Foxp3 buffer (San Diego, USA) de acordo com as instrucées
do fabricante.

Todos os anticorpos foram obtidos da BD Pharmingen™, San Diego, USA.

3.10.3. Cultura celular para deteccéao de citocinas intracelulares

Células isoladas do baco e LNMs foram cultivadas em meio RPMI enriquecido
com 5% de SBF suplementado com aminodcidos ndo essenciais (MEM non-
essential amino acid solution - Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, EUA), 23,8mM de
NaHCO3, 10,9mM de HEPES, 2mM de L-glutamina, 1mM de piruvato de sodio,
500uM de B-mercaptoetanol, 100U/mL de penicilina e 100pg/mL de streptomicina
(ambos fornecidos por Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), pH7,2-7,4. 5 x 10°
células/poco em placa de 96 pocos foram estimuladas in vitro com forbol-miristato-
acetato (PMA) a 100ng/mL e ionomicina a 2ug/mL (ambos da Sigma-Aldrich, Saint-
Louis, Missouri, USA), na presenca de brefeldina A (BD GolgiPlug, San Diego, USA)
por 4 horas, a 37° C em 5% de CO,. Apés as células foram marcadas com
anticorpos de superficie, fixadas, permeabilizadas e marcadas para deteccdo de
citocinas intracelulares utilizando Staining Buffer (PBS contendo SBF 5% e azida de
sédio 0.09%), Fixation Buffer (PBS/4% formaldeido) e Permeabilization Buffer (PBS
contendo SBF 1%, azida de sédio 0,1% e saponina 0,2%) antes da aquisicdo no
citbmetro de fluxo.

Nestes experimentos foram realizados controles de detecgéo intracelular de
IFN-y, IL-10, IL-4 e IL-17 com células ndo estimuladas, além das marcacdes de
superficie e intracelulares com anticorpos de isotipos controles para as

fluorescéncias AlexaFIluor 488, PE e PeCy5, conforme descrito na Tabela Il.



Tabela Il: Descricdo dos anticorpos monoclonais (mAb) conjugados com fluorocromos usados para

caracterizagao imunofenotipica de leucdcitos na inflamacéao intestinal experimental.

Caracterizagao Fenotipica

Tipo de Célula Anticorpos monoclonais -mAb (ug)

1. Linfécitos T CD4 CD3 PE (0.1) CD4PERCP (0.1) -
2. Linfécitos T CD8 CD3 PE (0.1) CD8PECY7(0.1) -
3. Linfécitos Intra-epiteliais CD3 PE (0.1) TydFITC(Q.25) -

. Monécitos

CD11b PE (0.1)

. Células Dendriticas

CD11b PE (0.1)

CD103 FITC (0.1)

6. CélulasNK e CD49b FITC (0.25)
7. Células NKT CD3PE(©.1) e CD49b FITC (0.25)
8. Células T reguladoras FOXP3 ALEXA 647 (0.2) CD25 PECY7 (0.1) CD4 PERCP (0.1)
11. Células T reguladoras CTLA-4 PE (0.2) CD25 PECY7 (0.1) CD4 PERCP (0.1)
12. Células T reguladoras PD1 PE (0.1) CD25 PECY7 (0.1) CD4 PERCP (0.1)
13. Células T reguladoras CD73 PE (0.1) CD25 PECY7 (0.1) CD4 PERCP (0.1)
14. Células T reguladoras FR4 PE (0.1) CD25 PECY7 (0.1) CD4 PERCP (0.1)
15. Células T produtoras de IL-10 CD3 APC (0.1) CD4 PERCP (0.1) IL-10 PE (0.2)
16. Linfécitos Thl CD3 APC (0.1) CD4 PERCP (0.1) IFN-y FITC (0.5)
17. Linfécitos Th2 CD3 APC (0.1) CD4 PERCP (0.1) IL-4 FITC (0.2)
18. Linfécitos Th17 CD3 APC (0.1) CD4 PERCP (0.1) IL-17 PE (0.2)

(PE — Phycoerythrin; FITC - Fluorescein isothiocyanate; APC — Allophycocyanin; PERCP - Peridinin
chlorophyll protein; PECY7 — PE with cyanine dye 7).

3.10.4. Leitura e analise por citometria de fluxo

As células foram adquiridas em Citdmetro de Fluxo DIVA (BD — Biosciences,
San Jose, CA) e os dados obtidos da citometria de fluxo foram analisados pelo
programa FlowJo, versao 7.6.3 (TreeStar, San Carlos, CA).

Para obtencao dos percentuais das populacdes celulares marcadas analisou-
se em graficos de pontos (Dot-plot) as propriedades de tamanho e granulosidade
(FSC e SSC) das células, marcando-se regides (gates) especificas de linfécitos ou
monaocitos, das quais foram extraidos os dados de fluorescéncia. Os resultados

foram obtidos subtraindo-se o valor encontrado para as células marcadas com
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anticorpos especificos do valor encontrado para as células marcadas com os
respectivos isotipos controles. Os fluorocromos utilizados para cada anticorpo
encontram-se na Tabela Il. Para quantificacdo de linfocitos T, realizou-se uma
analise nos parametros SSC x FSC, com delineamento da populacdo
correspondente ao tamanho e granulosidade compativeis com linfécitos, seguida por
um dot plot para populacéo correspondente as células CD3* x CD4" e CD3" x CD8"
(Figura 5A-B) e a regido compativel com linfocitos duplo positivos foi entdo
delineada. Para quantificacdo de células NK ou NKT, realizou-se uma analise nos
parametros SSC x FSC, com delineamento da populacdo correspondente ao
tamanho e granulosidade compativeis com linfécitos, seguida por um dot plot para
populacdo correspondente as células CD3" x CD49b" e a regido compativel com
células CD49b" ou CD3'CD49b" foi entdo delineada (Figura 5A-B). Para analise
de mondcitos e células dendriticas do baco e linfonodos mesentéricos utilizamos os
parametros SSC x FSC, com delineamento da populacdo correspondente ao
tamanho e granulosidade compativeis a macréfagos e DCs, seguida por um dot plot
para populacdo correspondente as células CD11b" x CD1lc'. O quadrante
compativel com células duplo positivas foi entdo delineada para DCs e o quadrante
compativel apenas para CD11b"* foi delineada para a populacdo de macrofagos
(Figura 5C-D).
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ISOTIPO MARCADO

Figura 5. Representacdo grafica da analise de citometria de fluxo e das estratégias de gate
para delineamento das populacdes de células CD3'CD4", CD3'CD8", CD3'CD49b", CD49b",
CD11b*CD11c" e CD11b". Em (A) delineamento da populacéo de linfocitos nos tubos com anticorpos
isotipos controles (IgG1 PE, IgGl PeCy-5 e IgG1l PeCy-7) correspondentes aos tubos com
anticorpos marcados. Em (B) andlise nos parédmetros SSC x FSC, com delineamento da populagéo
correspondente ao tamanho e granulosidade compativeis com linfécitos, seguida por um dot plot e
delineamento de regides para populacdo correspondente as células CD3" x CD4", CD3" x CD8" ou
CD3" x CD49b". Em (C) delineamento da populacéo de células nos tubos com anticorpos isotipos
controles (IgG1 FITC, IgG1 PE) correspondentes aos tubos com anticorpos marcados. Em (D) analise
nos parametros SSC x FSC, com delineamento da populacdo correspondente ao tamanho e
granulosidade compativeis a macréfagose DCs, seguida por um dot plot e delineamento de
quadrantes para populaco correspondente as células CD11b" x CD11c".

J& para as populagfes de linfécitos T do compartimento IEL analisamos o0s
parametros SSC x CD3", com delineamento da populacido correspondente ao
tamanho e granulosidade compativeis com linfécitos CD3", seguido de histograma
para TCR yd (Figura 6A-B). Para analise de células dendriticas da LP utilizamos os
parametros SSC x FSC, com delineamento da populagdo correspondente ao
tamanho e granulosidade compativeis a DCs, seguida por um dot plot e delimitacédo
de quadrantes para populacéo correspondente as células CD11b" x CD11c" (Figura

6C-D). O quadrante compativel com células duplo positivas foi entdo delineado para
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DCs, seguido de histograma para CD103 para obtencdo da porcentagem de DCs

tolerogénicas ou pro-inflamatorias (Figura 6C-D).

ISOTIPO MARCADO

IEL

LP

Figura 6. Representacdo grafica da analise de citometria de fluxo e das estratégias de gate
para delineamento das populacBes de células T yd do compartimento de linfocitos intra-
epiteliais (IEL e células CD11b" CD11c* e CD11b" da lamina propria (LP). Em (A) delineamento
da populacao de linfdcitos intra-epiteliais nos tubos com anticorpos isotipos controles (IgG1 PE e
IgG1 FITC) correspondentes aos tubos com anticorpos marcados. Em (B) andlise nos pardmetros
SSC x CD3 do compartimento IEL, seguido de histograma para TCR yd. Em (C) delineamento da
populacdo de células nos tubos com anticorpos isotipos controles (IgGl1 FITC, IgGl PE)
correspondentes aos tubos com anticorpos marcados. Em (D) analise nos parametros SSC x FSC,
com delineamento da populagdo correspondente ao tamanho e granulosidade compativeis a
macréfagos e DCs, seguida por um dot plot e delineamento de quadrantes para populacdo
correspondente as células CD11b* x CD11c" e histograma para CD103 correspondente ao quadrante
de células dendriticas CD11b"CD11c".

Para obtencéo dos percentuais das células T reguladoras a primeira gate foi
delineada inicialmente na regido de linfécitos em SSC x FSC, seguida por gate nas
regides duplamente positivas para os anticorpos anti-CD4 e anti-CD25 (Figura 21).
Em seguida, foram obtidos histogramas para verificagdo das marcagoes para CTLA-
4, CD73, CD103, FOXP3, FR4 e PD-1. O mesmo foi realizado para as populacdes
CD4'CD25'. Para obtencdo dos percentuais de células CD4" produtoras de IFN-y,
IL-4, IL-10 ou IL-17, foi realizado o delineamento de linfocitos em SSC X FSC,
seguida por gate nas regides duplamente positivas para os anticorpos anti-CD3 e
anti-CD4. A partir da populagdo de células T CD3'CD4" foram feitos dot plots para
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andlise da porcentagem de células marcadas para IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17 (Figura
7 A-B).

ISOTIPO MARCADO
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Figura 7. Representacdo grafica da analise de citometria de fluxo e das estratégias de gate
para delineamento das populacfes de células Thl, Th2, Th1l7 e T produtora de IL-10 do bago e
linfonodos mesentéricos. Em (A) delineamento da populacéo de linfécitos nos tubos com anticorpos
isotipos controles (IgG1 PE, IgG1 PERCP, IgG1 APC, e IgG1 FITC) correspondentes aos tubos com
anticorpos marcados. Em (B) analise nos parametros SSC X FSC, seguida por gate nas regides
duplamente positivas para os anticorpos anti-CD3 e anti-CD4. A partir da populacdo de células T
CD3"CD4" foram feitos dot plots para andlise da porcentagem de células marcadas em regides
especificas para IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17.

3.11. Homogeneizacao dos tecidos e quantificacdo de citocinas

Para quantificacdo das citocinas do intestino, foram coletadas amostras do
cblon de camundongos controles e com inflamacao intestinal, adrenalectomizados
ou ndo. Para tal, os tecidos foram removidos, pesados, ressuspensos em tampao
com inibidor de protease (Complete ® - Roche, Pharmaceuticals, Mannheim,
Germany) e entdo homogeneizados. Os homogenatos foram centrifugados a 1950 x
g por 15 minutos e o sobrenadante utilizado para as reacdes de ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay, BD PharmigenTM, San Diego, USA). Foram utilizadas
placas com 96 pocos, onde 50 pl da amostra foram incubadas com os anticorpos de
captura e de detecgdo para TNF-a, IL-1p, IL-17, IL-22, IL-12, IFN-y, IL-4 e IL-10 de
acordo com as recomendacdes do fabricante (BD Biosciences - San Jose, CA,

USA). As reacdes foram reveladas pela adicdo de TMB e interrompidas pela adicao
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de H,SO4 2N, sendo a leitura realizada em espectrofotometro a Lm1 450 nm - Lm2
570nm. O ensaio de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay, BD
PharmigenTM, San Diego, USA) também foi utilizado para quantificacdo de IL-6
presente em amostras de soro sanguineo. Para a dosagem de FasL no colon foi
utilizado o kit de ELISA (R&D Systems, Inc - Quantikine® ELISA - Mouse Fas
Ligand/TNFSF6 Immunoassay - USA & Canada) de acordo com as recomendacoes

do fabricante.

3.12. Ensaio de mieloperoxidase (MPO), N-acetilglicosaminidase
(NAG) e eosinofilo-peroxidase (EPO)

Fragmentos do célon foram cortados em pequenos pedacos, pesados e
processados para quantificacdo de MPO, EPO e NAG como descrito previamente
[111, 112].

Em resumo, para o ensaio da MPO, os fragmentos foram homogeneizados
em tampao contendo fosfato de sédio e EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
seguido de lise de hemacias em NaCl a 0,2%. O sedimento obtido apés
centrifugacdo foi ressuspenso em solucdo de fosfato de sédio e H-TAB
(hexadeciltrimetilamonio brometo, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), seguido por
trés etapas de congelamento e descongelamento. ApdOs centrifugacdo, o
sobrenadante foi colocado em placas de 96 pocos e a reacdo foi revelada pela
adicao de substrato TMB (tetrametilbenzidina - OptEIATM BD, San Diego, CA) a 37 °
C. A reagdo foi parada pela adicdo de 4M de H,SO, e as leituras foram realizadas
num espectrofotometro a 450 nm.

O sobrenadante final do ensaio de MPO também foi utilizado para
quantificacdo de macréfagos no colon dos animais, através da avaliagdo da
atividade da enzima N-acetilglicosaminidase (NAG) no tecido. Para isto, foram
utilizados 25 pL deste sobrenadante que foram colocados em placas de 96 pocos.
Nesses pocos foram adicionados 25 pl de solugéo 2,24 mM de NAG (p-nitrophenyl-
2-acetamida-B-D-glucopiranosideo) (Sigma-Aldrich) e 100 ul de tampao citrato (50
mM, pH 4,5). A seguir, foram incubadas a 37° C durante 60 minutos. Por ultimo, a
reagao foi interrompida pela adigdo de 100 pL de tampéo glicina (200 mM, pH 10.4),

sendo a leitura realizada em espectrofotdmetro a 405 nm.
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Para quantificacdo de eosindfilos, foi avaliada a atividade da enzima EPO no
célon dos animais. Fragmentos do intestino grosso foram cortados em pequenos
pedacos, pesados e ressuspensos em tampdo Hanks sem vermelho de fenol,
contendo 10 mM de Hepes (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e entéo
homogeneizados. Esta suspensao resultante foi novamente centrifugada a 1950 g
por 10 min e o pellet ressuspenso em tampao Hanks contendo 0,5% de H-TAB. Foi
realizado choque térmico das amostras seguido por centrifugacdo, sendo o
sobrenadante utilizado para as reacfes. As amostras foram incubadas, em placas
de 96 pocos, com OPD (dicloridrato de o-fenilenodiamina - Dihidrochloride Tablet
Define, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), diluido em tampé&o Tris/HCI 0,05 mM e
H,O, durante 30 minutos a 37°C. A reacao foi interrompida com H,SO, 4M e a
absorbancia determinada em 492 nm.

Os fragmentos do célon destinados aos ensaios de MPO, NAG e EPO foram

pesados previamente e os resultados foram expressos por grama de tecido.

3.13. Obtencao do soro, contagem total e diferencial de células

do sangue periférico

ApoOs a eutandsia dos animais, o sangue periférico foi coletado para obtencao
do soro, para a contagem global de células em hemocitbmetro (camara de
Neubauer) com solucédo de Turk e para o esfregaco sanguineo. O soro foi obtido
pela centrifugacdo do sangue total a 2000xg, por 10 minutos, apés 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.

A contagem global de células foi realizada pela diluicdo de sangue total em
solucéo de Turk na propor¢cao 1:10; todas as células coradas localizadas nos quatro
quadrantes externos do reticulo do hemocitémetro foram contadas e a concentragédo
foi expressa por mL de sangue. J4 a extensdo ou esfregaco sanguineo foi corado
com Panotico Rapido (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil), que se utiliza do principio de
coloracdo hematolégica de Romanowsky, e examinado em microscopio (DM750,
Leica, Wetzlar, Alemanha) com objetiva de imersdo em 6leo. O exame foi realizado

na parte mais fina da extensdo contando-se 50 leucdcitos no centro e 50 leucécitos
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na borda da extensdo, totalizando-se assim 100 células. A contagem foi feita
anotando-se separadamente cada tipo de leucécito identificado (linfécitos, mondcitos
e neutrdfilos). O nuamero relativo de leucécitos foi determinado de acordo com a
frequéncia (%) encontrada das respectivas populacdes celulares. Ja a quantidade
absoluta foi calculada multiplicando-se a frequéncia relativa dos leucécitos pelo
namero total de células obtido na contagem em hemocitdmetro; o produto resultante

foi dividido por 100 e expresso como niimero de células por mm?® de sangue.

3.14. Ensaio de co-cultivo de esplendcitos com T reguladoras

Para avaliar o papel do eixo HPA e a suscetibilidade dos diferentes grupos
experimentais a supressdo mediada por Tregs naturais, foi realizado ensaio de
supressdo com células de camundongos C57BL/6 transgénicos cedidos pelo Prof.
Dr. Fernando de Queiroz Cunha (FMRP/USP) que expressam proteina fluorescente
verde (GFP - green fluorescent protein) sob controle do promotor FoxP3 (FoxP3-
GFP"). Para tal, a proliferagdo celular foi avaliada por ensaio de bromodeoxiuridina
(BrdU) (Anti- bromodeoxyuridine-POD, Fab Fragments ® - Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany). A BrdU € um nucleosideo sintético analogo a timidina
e € incorporado as novas fitas de DNA sintetizado de células em processo de
replicacdo, substituindo a timidina. Desse modo, o aumento da incorporacdo de
BrdU indica aumento da sintese de DNA e maior atividade proliferativa das células.

Para separacdo (“sorting”) de células T CD4" FOXP3* GFP*, camundongos
C57BL/6 FoxP3-GFP" knock in, fémeas, foram devidamente eutanasiados e tiveram
o baco e linfonodos (submandibulares, popliteos, axilares e inguinais)
assepticamente removidos e mantidos em RPMI com SBF 10%. Este meio de
cultura foi suplementado com aminoacidos nao essenciais (MEM non-essential
amino acid solution - Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, EUA), 23,8mM de NaHCOs3,
10,9mM de HEPES, 2mM de L-glutamina, 1mM de piruvato de sédio, 500uM de B-
mercaptoetanol, 100U/mL de penicilina e 100ug/mL de streptomicina (ambos
fornecidos por Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), pH7,2-7,4. Ap0s, 0s
orgdos foram cuidadosamente macerados e filtrados em peneira de 70um para a
obtencdo de células. Em seguida, as células foram centrifugadas a 300xg por 10

minutos e 4°C e, posteriormente, submetidas a separacéo por gradiente em Ficoll-
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Paque™ PLUS para obtencdo de células mononucleares. As células vivas obtidas
foram quantificadas em hemocitémetro e azul de tripan 0,4% e, entdo, ressuspensas
em RPMI com SFB 10% na concentracdo de 2x10’ células/mL. Subsequentemente,
as células foram marcadas com anticorpos anti-CD4 acoplados ao fluorocromo
PERCP (BD Bioscience, San Diego, CA, EUA) por 30 minutos e 4°C, lavadas e
novamente ressuspensas em mesmo volume de RPMI com SFB 10%. Finalmente,
elas foram levadas para separagdo de células (cell sorting) CD4'FoxP3",
supostamente reguladoras, em aparelho BD FACSAria™ Il (BD Bioscience, San
Diego, CA, EUA).

Para realizacdo do ensaio de supressao as células do baco de camundongos
com inflamacéo intestinal ou controles, adrenalectomizados e/ou tratados com
glicocorticoides foram coletadas e co-cultivadas na presenca de células T
CD4" FOXP3" GFP" de camundongos knock in, fémeas, previamente separadas por
citometria de fluxo. A propor¢cdo de T reguladoras para esplendécitos foi de 1:10 e
1:5. Estas células foram estimuladas com concanavalina-A (Con-A) (3ug/mL) e
incubadas a 37°C/5%CO, por 72 horas. Nas ultimas 15 horas de cultura foi
adicionado BrdU (10 uM) as culturas. Apoés este periodo as células foram fixadas na
superficie da placa e cuidadosamente lavadas para posterior incubacdo de 30
minutos com o anticorpo anti-BrdU. Os pocos foram novamente lavados com PBS
1%, incubados por 30 minutos com TMB (substrato da peroxidase) e a reacédo foi
interrompida com a adicdao de H,SO41M. Por fim, realizou-se a leitura em
espectrofotdbmetro a 450nm e os resultados expressos em densidade Optica (DO),
que é diretamente proporcional a proliferacdo celular. Os valores de DO
provenientes dos pocos contendo células estimuladas com ConA na auséncia de
células Treg foram divididos pelos valores de DO de células ndo estimuladas (meio),
com o objetivo de se obter um “indice de estimulagdo”. Ainda, os valores de DO
obtidos por células estimuladas com ConA na presenca de células Treg foram
também divididos pelos valores de DO de células ndo estimuladas (meio), com o
objetivo de se obter um “indice de Treg”. Em seguida, o “indice de Treg” foi dividido
pelo “indice de estimulagao” e o resultado desta analise foi chamado de “proliferacéo
resistente a Tregs”, que demonstra 0 quanto esplendcitos provenientes das
diferentes condi¢Ges experimentais foram capazes de se proliferar na presenca de

supressao mediada por células Treg (Figura 8).
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indice de Estimulagdo (IE) = esplendcitos + ConA
esplendcitos + meio

indice de Treg (IT) = esplendcitos + ConA+Treg
esplendcitos + meio

Proliferagao resistente = indice de Treg
a Tregs indice de Estimulacdo

Figura 8. Férmulas para célculo de indice de Proliferacdo Resistente a Tregs. Células do baco
de camundongos com inflamacéo intestinal ou controles, adrenalectomizados e/ou tratados com
glicocorticoides foram co-cultivadas na presenca de células T CD4" FOXP3" GFP" de camundongos
knock in, fémeas, previamente separadas por citometria de fluxo. A propor¢éo de T reguladoras para
esplendcitos foi de 1:5 e 1:10. Estas células foram estimuladas com Concanavalina-A (Con-A)
(3ug/mL) e incubadas com BrdU (10 uM). A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 450nm e os
resultados expressos em densidade o6ptica (DO), que € diretamente proporcional a proliferacéo
celular. Os resultados dos calculos demonstrados na figura foram chamados de “Proliferacao
resistente a Tregs”.

3.15. Ensaio de proliferacao de linfécitos

Para avaliar o papel do eixo HPA e a consequente participacdo de
glicocorticoides enddgenos na proliferacdo de células T convencionais, foi realizado
ensaio de proliferacdo por citometria de fluxo utilizando o método de marcagdo com
CFSE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester, Molecular Probes, Invitrogen,
Carlsbad, EUA). Resumidamente, 1x10’ células do baco de camundongos
submetidos a inflamacéo intestinal ou controles, adrenalectomizados e/ou tratados
com glicocorticoides, foram coletadas e incubadas por 10 minutos com CFSE (5
KUM), ao abrigo da luz, a 37°C. Apés a incubacéo foram adicionados 200 pL de SFB
para interromper a marcacdo e foi realizada lavagem com PBS. 5x10° células
(180pL) foram estimuladas com 20uL de concanavalina-A (Con-A) (3ug/mL) e
incubadas em estufa 37°C/5% CO, por 72 horas. Apds este periodo, o sobrenadante
desta cultura foi coletado e utilizado para dosagem de IL-10 por ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay, BD PharmigenTM, San Diego, USA). A seguir as
células foram lavadas e fixadas em PBS Formol 1% estéril. A proliferacdo das
células marcadas com CFSE foi quantificada através de leitura realizada em
Citdmetro de Fluxo DIVA (BD - Biosciences, San Jose, CA) e os dados obtidos da

citometria de fluxo foram analisados pelo programa FlowJo, versédo 7.6.3 (TreeStar,
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San Carlos, CA), determinando o numero de divisdes celulares correspondentes aos

picos de fluorescéncia e indice de proliferacdo celular observados na analise.

3.16. Dosagem de AST e ALT no soro

A quantificacdo no soro de AST (aspartato transaminase) e ALT (alanina
transaminase) foi realizada utilizando os kits comerciais AST/GOT Liquiform
(®Labtest Diagndstica AS — Brasil) e ALT/GPT Liquiform (®Labtest Diagndstica AS —
Brasil), respectivamente, de acordo com as recomendacdes do fabricante. O método
baseia-se no principio de que a AST catalisa a transferéncia do grupo amina do
acido aspartico para o cetoglutarato com formacao de glutamato e oxalacetato. O
oxalacetato € reduzido a malato por acado da malato desidrogenase, enquanto que a
coenzima NADH é oxidada a NAD". Do mesmo modo a ALT catalisa a transferéncia
do grupo amina da alanina para o cetoglutarato, com formacédo de glutamato e
piruvato. O piruvato € reduzido a lactato por acdo da lactato desidrogenase (LDH),
enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD". A reducéo da absorbancia em
340 nm, consequente a oxidacdo da coenzima NADH, é monitorada
fotometricamente, sendo diretamente proporcional a atividade de AST ou ALT na

amostra.

3.17. Dosagem de LPS no soro

A quantificacdo no soro de endotoxina (LPS) de bactérias gram-negativas foi
realizada pelo ensaio cromogénico de ponto final utilizando lisado de amebdcitos do
Limulus (LAL). O LAL é um extrato aquoso de amebdcitos do caranguejo-ferradura,
Limulus polyphemus, que possui uma enzima (Fator C) a qual é ativada na presenca
de endotoxina. Quando o substrato cromogénico € adicionado, ocorre a clivagem da
protease que resulta na cor amarela que pode ser quantificada através da
absorbancia. Resumidamente, as amostras foram misturadas com o LAL e
incubadas a 37°C (x1°C) por 10 minutos. Em seguida, o substrato foi adicionado e
uma nova incubacao de seis minutos utilizando a mesma temperatura foi realizada.
ApoOs essa incubacéo, a reacao foi interrompida utilizando acido acético glacial 25%

v/v e a formacao de coloracdo amarela, indicou a presenca de endotoxina. A leitura
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foi feita em espectrofotdmetro utilizando comprimento de onda entre 405-410 nm. A
concentracdo de LPS em Unidade de Endotoxina/mililitros (EU/mL) é diretamente

proporcional a absorbancia das amostras.

3.18. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do programa Graphpad Prism (San
Diego, CA). Em todas as variaveis foram testadas a distribuicdo normal e a variancia
homogénea. Quando a distribuicdo foi considerada normal e com variancia
homogénea foram utilizados testes paramétricos ANOVA - One way seguido por
teste de comparacado multipla de Tukey. Nos casos em que a distribuicdo ndo foi
Gaussiana foram utilizados os testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis e teste de
comparacao mdultipla de Dunn. A andlise estatistica dos graficos de sobrevida foi
feita através do Teste Log-rank (Teste de Mantel-Cox) que compara a distribuicdo da
sobrevida entre os grupos e verifica se o risco de morte € o mesmo em todos o0s
momentos da curva. As diferengas observadas foram consideradas significativas
quando p < 0,05 (5%).



Resulbades
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4. RESULTADOS

4.1. Padronizag&o dos experimentos

Inicialmente foram realizadas cirurgias para padronizacdo da técnica de
adrenalectomia (remocado das glandulas supra-renais). Foram realizados 4
experimentos independentes, com 5 animais por grupo e nas primeiras 48 horas
pos-cirdrgicas (p.c.) foi administrado o anti-inflamatério ndo esteroide (meglumina de
fluxinina), na dose 1 mg/kg de 12/12 horas, por via subcutanea. Além disso, com o
intuito de prevenir a perda de mineralocorticoides nos animais adrenalectomizados,
foram administrados, diariamente, por via oral (gavagem), 100 uL de solucdo salina
0,9%. Foi realizada avaliagcdo pds-operatoria quanto a recuperacao e sinais clinicos
de infeccdo no sitio cirdrgico, tais como eritema, edema, calor, rubor, deiscéncia,
abscesso e drenagem purulenta pela cicatriz, além da sobrevida.

O primeiro grupo submetido a cirurgia de adrenalectomia apresentou alto
indice de mortalidade nas primeiras 24h p.c., sendo que apenas 20% dos
camundongos sobreviveram até o 15° dia p.c., quando seria iniciada a inducéo de
colite (Figura 9A). Esta sobrevida foi aumentada para 40% no segundo grupo de
camundongos operados (Figura 9B) e para 60% na terceira vez em que foram
realizadas as adrenalectomias (Figura 9C). J& no quarto grupo de animais operados
foi possivel manter 80% de sobrevida 15 dias p.c. (Figura 9D), demonstrando a
melhora na técnica e nas condicbes de adrenalectomia. Além disso, com o objetivo
de prevenir o estresse e consequente morte dos animais adrenalectomizados,
tentamos ao maximo minimizar fatores estressantes ambientais, como ruidos na sala
de experimentacdo, movimentacdo brusca das caixas dos camundongos e

manipulagdo dos mesmos pelo mesmo experimentador.
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Figura 9. Sobrevida dos animais adrenalectomizados. Camundongos C57BL/6 foram
anestesiados e tiveram as glandulas supra-renais removidas bilateralmente, em 4 experimentos
diferentes. A sobrevida nos primeiros 15 dias pds-cirurgia é mostrada em (A-D). ADX: camundongos
adrenalectomizados sem inflamag&o intestinal.

Em relacdo as alteraces clinicas p.c., no primeiro grupo de camundongos
operados e sobreviventes, observou-se que houve perda de aproximadamente 15%
do peso corporal até o quarto dia pds-cirargico, o que foi recuperado posteriormente
(Figura 10A). Esta perda inicial de 15% foi reduzida para cerca de 10% e néao foi
progressiva apos o terceiro dia p.c. no segundo conjunto de camundongos
operados, mostrando novamente a melhora na técnica de adrenalectomia (Figura
10B). Em um terceiro momento, 0s animais operados perderam apenas 5% de peso
até o dia 3 p.c. (Figura 10C), sendo que na quarta vez que realizamos as cirurgias
esta perda de aproximadamente 5% de peso foi mantida, porém néao se estendeu
para além do segundo dia p.c. (Figura 10D). Durante o processo de recuperacao p.c.
ndo foram observados sinais de infeccdo no sitio cirdrgico como eritema, edema,

calor, rubor, deiscéncia, abscesso e drenagem purulenta pela cicatriz.
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Figura 10. Variagdo de peso dos camundongos adrenalectomizados apds a remocdo das
glandulas adrenais. Camundongos C57BL/6 foram anestesiados e tiveram as glandulas supra-
renais removidas bilateralmente, em 4 experimentos diferentes. A variagdo de peso em relagédo ao
peso inicial nos primeiros 15 dias pés-cirurgia é mostrada em (A-D). ADX: camundongos
adrenalectomizados sem inflamagé&o intestinal.

Ap6s a padronizacdo da cirurgia de adrenalectomia foram realizados
experimentos para avaliacdo da susceptibilidade ou resisténcia a inflamacéao
intestinal, na presenca ou auséncia dessas glandulas. Para tal, os camundongos
adrenalectomizados foram submetidos a ingestdo de agua contendo 3% de DSS,
ininterruptamente, para inducdo de colite. Os resultados mostraram que o0s
camundongos adrenalectomizados foram susceptiveis a inflamacdo intestinal
induzida por DSS, com inicio de mortalidade no dia 7 ap6s inducéo da colite e perda
de peso desde o inicio da inducdo da colite experimental (Figura 11A-B). Logo, em
vista destes resultados preliminares e, sabendo que em experimentos futuros seria
necessario realizar a coleta das amostras para posteriores analises antes da
mortalidade induzida pela colite, optamos por eutanasiar e coletar as amostras no 6°
dia de colite, conforme descrito nos Materiais e Métodos. Além disso, ao investigar
se a mortalidade precoce e perda de peso dos animais adrenalectomizados estavam
relacionadas ao volume de agua consumido contendo DSS e quantidade de racao,
observamos que 0s animais adrenalectomizados com colite apresentaram grande

variacdo no consumo de agua contendo DSS ao longo do periodo de inducdo da
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doenca (Figura 11C). Em relagdo ao consumo de racdo, apesar dos camundongos
adrenalectomizados com colite apresentarem mais de 10% de perda de peso
durante a colite, estes animais mantiveram o consumo de racao ao longo do periodo
experimental (Figura 11D). Estes dados sugerem que a mortalidade precoce e maior
variagao na perda de peso observada nos camundongos adrenalectomizados n&o
foram decorrentes do aumento de consumo de agua contendo DSS, nem da

diminuicdo do consumo de racao, respectivamente.
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Figura 11. Avaliagcdo da susceptibilidade a colite em camundongos adrenalectomizados e
submetidos a inducdo de inflamacgao intestinal. Camundongos C57BL/6 foram anestesiados e
tiveram as glandulas supra-renais removidas bilateralmente e foram expostos ao dextran sulfato de
sédio (DSS). Em (A) porcentagem de sobrevida dos animais adrenalectomizados e submetidos a
inflamacéo intestinal. Em (B) variagdo de peso em relacdo ao peso inicial dos animais
adrenalectomizados e submetidos a inflamacao intestinal. Em (C) consumo de 4gua contendo DSS
durante a inducdo da inflamacédo intestinal. Em (D) consumo de ragdo durante a inducéo da
inflamacéo intestinal. ADX + DSS: grupo de camundongos C57BL/6 adrenalectomizados e expostos
ao DSS.

4.2. O eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA) desempenha

papel importante no controle da colite experimental

Inicialmente, para induzir a colite experimental, os camundongos foram
expostos ao DSS 3% na agua de beber. Observou-se que no dia 6 de colite havia
grande perda de peso, simultaneamente ao aumento do escore clinico da doenca

(Figura 12A). Posteriormente, buscamos avaliar se a colite induzida por DSS era
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capaz de ativar o eixo HPA, através da dosagem dos niveis de corticosterona
plasmatica. Estes resultados mostraram que os camundongos expostos ao DSS
apresentaram aumento nos niveis de corticosterona (Figura 12B), que
provavelmente resultou da ativacdo do eixo HPA simultaneamente ao
desenvolvimento da inflamagao intestinal. Portanto, para compreender o papel do
eixo HPA na modulagdo da doenga, os camundongos foram adrenalectomizados e
expostos ao DSS. Como esperado, houve reducdo da corticosterona na circulacéo
dos animais adrenalectomizados (Figura 12B). Além disso, a auséncia das glandulas
adrenais foi relacionada ao aumento do escore clinico geral, escore pds-morte e a
mortalidade precoce dos camundongos com colite (Figuras 12C-E,
respectivamente). Diante disso, sabendo que a inducédo da colite por DSS promove a
guebra da barreira epitelial intestinal, avaliamos se alteracfes sistémicas poderiam
estar relacionadas a translocacdo bacteriana do Iimen intestinal para a corrente
sanguinea. Os resultados mostraram que no grupo exposto ao DSS houve aumento
significativo dos niveis de LPS e diminuicdo de IL-6 no soro dos camundongos
C57BL/6 (Figura 12F-G). Além disso, foi observado que o0s animais
adrenalectomizados e desafiados com DSS apresentaram niveis significativamente
menores de LPS concomitantemente ao aumento de IL-6 no soro (Figura 12F-G).
Estes dados indicam que na auséncia das adrenais 0s camundongos expostos ao
DSS possivelmente desenvolvem um processo inflamatério sistémico na tentativa de
controlar a translocacdo de bactérias intestinais para a corrente sanguinea, o que
consequentemente pode ter agravado o quadro clinico da doenca, supostamente

promovendo a mortalidade precoce nestes animais.
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Figura 12. Ativacéo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) durante a colite e aumento da
susceptibilidade a doenca nos camundongos adrenalectomizados e submetidos a inflamacéao
intestinal. Camundongos C57BL/6 foram anestesiados, tiveram as glandulas supra-renais removidas
bilateralmente e foram expostos ao dextran sulfato de sodio (DSS). No dia 6 foi realizada a eutandsia
para obtencdo de amostras de soro ou foi administrado DSS continuamente desde o dia zero para
avaliacdo da sobrevida. Em (A), validacdo do modelo experimental mostrando variacdo do peso e
escore clinico diario de camundongos ndo adrenalectomizados expostos ao DSS por 6 dias
consecutivos. Em (B), niveis de corticosterona plasmética; em (C), escore clinico geral da doencga; em
(D), escore pos-morte; em (E) porcentagem de sobrevida; em (F) dosagem de LPS no soro e em (G)
IL-6 no soro. DSS: grupo de camundongos C57BL/6 expostos ao DSS; ADX + DSS: camundongos
C57BL/6 adrenalectomizados expostos ao DSS. As linhas tracejadas correspondem ao grupo de
camundongos C57BL/6 controles sem colite e a linha continua (em B) corresponde ao grupo de
camundongos C57BL/6 adrenalectomizados sem colite. EU/mL= Unidade de Endotoxina/mililitros.
Estes resultados sé@o representativos de 2 experimentos independentes. *p < 0,05.

Visto que na auséncia das adrenais houve alteracdes imuno-inflamatérias
sistémicas, em seguida investigamos se isso teria reflexo na populagdo de

leucdcitos circulantes no sangue. Ao avaliar o esfregaco de sangue periférico,
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verificamos que a frequéncia e o numero absoluto de leucdcitos circulantes néo

foram significativamente alterados entre os grupos estudados (Figura 13A-G).
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Figura 13: Quantificagdo de leucocitos circulantes apdés adrenalectomia e inducdo de
inflamacao intestinal. Os camundongos foram adrenalectomizados e expostos continuamente a
agua contendo dextran sulfato de sodio (DSS) a 3%. A eutanasia foi realizada no dia 6 para
confeccao de esfregaco sanguineo corado por Panoético. Em (A) leucdcitos totais por mililitro (mL), (B)
frequéncia de linfécitos, (C) frequéncia de mondcitos e (D) frequéncia de neutréfilos, (E) nimero de
linfécitos por mililitro (mL), (F) nimero de monécitos por mililitro (mL) e (G) nimero de neutrofilos por
mililitro (mL). DSS: grupo de camundongos C57BL/6 expostos ao DSS para inducéo de inflamacéo
intestinal; ADX + DSS: camundongos C57BL/6 adrenalectomizados expostos ao DSS. A linha
pontilhada corresponde ao grupo de camundongos C57BL/6 controles sem colite. Estes resultados
sdo representativos de 2 experimentos independentes. *p < 0,05.



47

Juntos, estes resultados indicam que o eixo HPA é importante na modulagéo
da resposta inflamatoéria sistémica durante a doenca inflamatoéria intestinal induzida

experimentalmente por DSS.

4.3. Glicocorticoides nao sé&o suficientes para reverter a

susceptibilidade a colite experimental

Visto que os camundongos adrenalectomizados apresentaram alteracao da
resposta inflamatéria sistémica e maior suscetibilidade a colite experimental,
buscamos investigar se a reposicdo deste horménio poderia proteger o0s
camundongos da mortalidade precoce. Nossos resultados mostraram que 0s
camundongos adrenalectomizados com colite e tratados com GC exdgeno também
sucumbiram a doenca mais precocemente (Figura 14A). Estes dados indicam que o
eixo HPA desempenha um papel de suma importancia na susceptibilidade a DIl
experimental e que, além disso, apenas a reposicdo de GC nao é capaz de prevenir
a mortalidade precoce nestes animais.

Diante disso, investigamos se a administracdo de dexametasona nos
camundongos adrenalectomizados expostos ao DSS poderia levar ao
desenvolvimento de lesGes hepaticas. O tratamento com dexametasona nao foi
capaz, aparentemente, de promover alteracdes significativas nos niveis de AST
(aspartato transaminase) e ALT (alanina transaminase) no soro dos camundongos
avaliados (Figura 14B-C). Assim, observamos que a mortalidade encontrada nesse
grupo nado ocorre pela inducdo de lesBes hepéticas apdés administracdo da
dexametasona. Deste modo, sugerimos que outros mediadores derivados das
adrenais podem ser importantes na protecao contra a mortalidade precoce, que por
sua vez também pode ter sido influenciada pelo excesso de imunossupressao dos
hospedeiros, por alteracdes metabdlicas ou outras reacdes adversas causadas pela

administracéo de GC.
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Figura 14: Sobrevida e niveis de AST (aspartato transaminase) e ALT (alanina transaminase)
no soro dos camundongos adrenalectomizados ou nado, com inflamacdo intestinal e/ou
submetidos a reposicdo de glicocorticoides. Camundongos C57BL/6 foram anestesiados,
adrenalectomizados e expostos ao dextran sulfato de sodio (DSS) a 3% continuamente para
avaliacdo da sobrevida ou durante 6 dias para coleta de amostras do soro. A reposicdo de GC foi
realizada através da administracdo de dexametasona a 1 mg/Kg/dia a partir do 3° dia de colite. Em
(A) porcentagem de sobrevida, em (B) quantificacdo AST e em (C) quantificacdo de ALT no soro.
DSS: grupo de camundongos C57BL/6 expostos ao DSS; ADX + DSS: camundongos C57BL/6
adrenalectomizados expostos ao DSS. A linha pontilhada corresponde ao grupo de camundongos
C57BL/6 controles sem colite. Estes resultados sdo representativos de 2 experimentos
independentes. *p < 0,05.

4.4. Modulacdo da Resposta Inflamatéria Intestinal pelo eixo
HPA

Uma vez que o eixo HPA foi capaz de modular os parametros clinicos e a
resposta inflamatoria sistémica na colite induzida por DSS, buscamos investigar se a
maior susceptibilidade dos camundongos adrenalectomizados a colite poderia ter
ocorrido devido a alteracdes locais dos componentes celulares e microscopicos da

mucosa intestinal. A analise histopatologica demonstrou que independentemente da
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presenca das glandulas adrenais, os camundongos com colite apresentaram areas
de eroséo de tamanhos variados no colon, com leséo de superficie epitelial e criptas,
simultaneamente a perda de mucina e presenca de células epiteliais cuboides nas
bordas das lesGes. Houve predominéancia de células mononucleares na lamina
propria de ambos os grupos expostos ao DSS. No entanto, na presenca de
glandulas supra-renais os camundongos apresentaram infiltrado misto de
intensidade moderada a grave na submucosa em contraste com o infiltrado celular
de intensidade média a moderada, na auséncia de glandulas supra-renais (Figura
15A). Desta forma, para investigar se a diminuicdo da celularidade no célon dos
animais adrenalectomizados expostos ao DSS foi devido a auséncia de
glicocorticoides, foi realizada a reposicdo deste horménio através da administracao
de dexametasona. De fato, a mucosa dos camundongos adrenalectomizados com
colite tratados com GC apresentou pequeno aumento da celularidade na LP
comparando com o0s animais controles, sendo este infiltrado composto
principalmente por células mononucleares, além do infiltrado misto na submucosa
(Figura 15A).

Ao avaliar a frequéncia de camundongos com areas de eroséo foi observada
maior porcentagem de camundongos com areas de erosao no grupo de animais
adrenalectomizados com DSS tratados com GC do que o observado no grupo de
camundongos adrenalectomizados expostos ao DSS e nédo tratados (Figura 15B),
resultando, assim, em um escore histopatolégico mais alto no grupo ADX + DSS +
GC (Figura 15C). Por outro lado, surpreendentemente, a auséncia de glandulas
supra-renais levou a reducdo das areas de erosao e do escore histopatoldgico nos
camundongos expostos ao DSS, apesar da susceptibilidade aumentada as

caracteristicas clinicas da doenca (Figuras 15B-C).
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Figura 15: Analise histopatologica do célon de camundongos adrenalectomizados ou ndo, com
inflamacao intestinal e/ou submetidos a reposicéo de glicocorticoides. Camundongos C57BL/6
foram anestesiados e adrenalectomizados. Aos 15 dias de pés-operatério a colite foi induzida por
administracdo de agua contendo 3% de dextran sulfato de sédio (DSS) por 6 dias consecutivos,
quando foi realizada a eutanasia para obtencdo de amostras. CONTROLE: grupo de camundongos
C57BL/6 saudaveis; DSS: grupo de camundongos C57BL/6 com colite; ADX + DSS: grupo de
camundongos C57BL/6 adrenalectomizados com colite; ADX + DSS + GC: grupo de camundongos
C57BL/6 adrenalectomizados com colite e submetidos a reposicao com GC (glicocorticoide). Em (A),
fotomicrografias do cdlon de camundongos na presenca ou auséncia de glandulas supra-renais,
submetidos ou ndo ao DSS e tratamento com glicocorticdides. Em (B) frequéncia dos camundongos
com areas de erosdo. Em (C) escore histopatologico. Estes resultados sé@o representativos de 3
experimentos independentes. * p < 0,05. Barra = 100um.
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Ao averiguar a producao de citocinas no coélon inflamado, observou-se notavel
aumento de IFN-y naqueles camundongos adrenalectomizados expostos ao DSS,
seguido pela restauracdo a niveis basais ap0s a reposicdo de GC (Figura 16E).
Estes resultados sugerem que a diminui¢do da translocagédo de bactérias intestinais
(LPS) para a corrente sanguinea vista nos animais adrenalectomizados expostos ao
DSS pode estar associada ao aumento de IFN-y na lamina propria intestinal, de
maneira dependente de GC. As citocinas IL-18, TNF-q, IL-12, IL-17, IL-10, IL-4 e IL-
22 nao foram significativamente alteradas entre os grupos estudados (Figura 16A-
H).
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Figura 16: Producgdo de citocinas no c6lon de camundongos adrenalectomizados com colite
e/ou tratados com glicocorticoides. Os camundongos foram adrenalectomizados e expostos
continuamente a agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) a 3% e/ou foram tratados com
dexametasona a 1 mg/Kg/dia entre os dias 3-5 de colite. A eutanasia foi realizada no dia 6 para coleta
dos segmentos intestinais e dosagem de citocinas por ELISA. DSS: grupo de camundongos C57BL/6
expostos ao DSS para inducdo de inflamagéo intestinal; ADX + DSS: camundongos C57BL/6
adrenalectomizados expostos ao DSS. Os resultados foram expressos em picogramas por mililitro
(pg/ml) por peso do tecido em gramas (g). A linha pontilhada corresponde ao grupo de camundongos
C57BL/6 controles sem colite. Estes resultados sdo representativos de 2 experimentos

independentes. * p < 0,05.
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Juntos, nossos dados mostraram até o momento que apesar dos animais
adrenalectomizados expostos ao DSS apresentarem alteragdes clinicas e sinais da
doenca mais graves, eles também apresentaram menor infiltrado de células na LP e
aumento significativo de IFN-y. Deste modo, buscamos avaliar se a menor

celularidade no colon destes animais estava relacionada a apoptose celular induzida
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por FasL. De fato, os niveis de FasL foram maiores no intestino dos camundongos
adrenalectomizados submetidos ao DSS quando comparados aqueles apenas
expostos a esta droga. Ainda, a reposicao com GC diminuiu significativamente FasL
no colon destes animais (Figura 17A), a niveis comparaveis agueles encontrados no
grupo DSS. Em conjunto, estes resultados indicam que a diminuicdo da celularidade
na mucosa dos animais adrenalectomizados expostos ao DSS pode estar associada
a apoptose local mediada por FasL e ao aumento de IFN-y, de maneira dependente
de GC. Assim, sugerimos que os GC provenientes das adrenais sdo importantes no
controle da apoptose de células presentes no colon durante a quebra da
homeostase local.

Sabendo que a mucosa intestinal € também uma importante fonte extra-
adrenal de producéo de GCs [85] e visto que os camundongos adrenalectomizados
apresentaram menor escore histopatolégico e menos areas de erosao, buscamos
avaliar se isso poderia estar ocorrendo também devido ao aumento compensatorio
de producédo de GC local. Como citado na metodologia, os resultados da dosagem
de corticosterona intestinal sdo expressos considerando-se a diferenca entre as
amostras cultivadas na auséncia e na presenca de metirapona, para correcdo de
supostas contaminaces com GC sérico. Desta forma, os resultados mostraram que
0 aumento da producado de corticosterona no intestino ocorreu apenas nos animais
com colite ndo adrenalectomizados. Além disso, a reposicdo com dexametasona
nao foi capaz de levar ao aumento de corticosterona intestinal nos camundongos
adrenalectomizados expostos ao DSS (Figura 17B). Sendo assim, estes resultados
indicam que a modulacao da inflamacao local pés-adrenalectomia e DSS néo parece

ser devida a um aumento compensatério de GC intestinal.
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Figura 17: Dosagem de FasL corticosterona produzida no cé6lon de camundongos
adrenalectomizados com colite e/ou tratados com glicocorticoides. Os camundongos foram
adrenalectomizados e expostos continuamente a agua contendo dextran sulfato de sodio (DSS) a 3%
elou foram tratados com dexametasona a 1 mg/Kg/dia entre os dias 3-5 de colite. A eutanasia foi
realizada no dia 6 para coleta dos segmentos intestinais e dosagem de FasL por ELISA. Em
experimento independente segmentos do intestino foram coletados no dia 6 e cultivados na presenca
ou na auséncia de metirapona (inibidor da sintese de corticosterona a 100 pg/mL). Como controle
positivo para a sintese de GCs, as glandulas adrenais foram cortadas ao meio e cultivadas como
descrito acima (dados representados graficamente pela linha pontilhada). A concentracdo de
corticosterona foi determinada por ELISA nos sobrenadantes de cultura. Os resultados foram
expressos como picogramas de corticosterona por mililitros, normalizados pelo peso dos tecidos em
gramas (g). DSS: grupo de camundongos C57BL/6 expostos ao DSS; ADX + DSS: camundongos
C57BL/6 adrenalectomizados expostos ao DSS. A linha tracejada representa ao grupo de
camundongos C57BL/6 controles sem colite. Estes resultados sao representativos de 2 experimentos
independentes. *p < 0,05.

Em seguida, visto que o eixo HPA parece ser fundamental na modulagdo do
infiltrado celular na mucosa intestinal durante a colite, quantificamos os diferentes
tipos celulares presentes no célon dos camundongos submetidos a DIl experimental.

Os ensaios enzimaticos mostraram que houve aumento na atividade das
enzimas mieloperoxidase (MPO), N-acetilglicosaminidase (NAG) e eosinofilo-
peroxidase (EPO) no intestino dos animais expostos ao DSS quando comparados ao
grupo de camundongos controles saudaveis, independentemente da presenca do
eixo HPA intacto (Figura 18A). Embora o tratamento com GC tenha levado a
reducdo significativa da atividade de MPO (Figura 18A), estes camundongos
apresentaram mais areas de erosao e maior escore histopatolégico, como mostrado
na Figura 15. Logo, estes resultados indicam que a atividade de MPO, EPO e NAG
na mucosa inflamada ndo estava diretamente relacionada as alteracdes
dependentes dos horménios produzidos pelas glandulas adrenais.

Considerando outros subtipos celulares e corroborando os dados
histopatolégicos, houve notavel redugéo na quantidade de leucocitos totais na LP na
auséncia do eixo HPA funcional (adrenalectomia) e o tratamento com GC nao foi
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apenas capaz de restaurar, como também de aumentar significativamente a
celularidade deste compartimento do colon (Figura 18B). Esta baixa celularidade na
LP estava relacionada principalmente a reducdo significativa na frequéncia de
leucécitos CD11b", que sdo provavelmente macréfagos ou neutréfilos, considerando
os parametros de delineamento das populacdes celulares usados na andlise de
citometria de fluxo (Figura 18B). O acumulo dessas células na LP foi dependente de
GC, uma vez que a reposicdo com dexametasona restaurou a frequéncia das
mesmas a nhiveis comparaveis aos dos camundongos com colite néo
adrenalectomizados (Figura 18B). Ao avaliar a populacdo de células dendriticas
(CD11b*CD11c"), observamos que ocorreu aumento significativo na frequéncia de
células dendriticas tolerogénicas CD11b"CD11c¢"'CD103" (Figura 18B) em contraste
a reducado significativa da populacdo de células supostamente pré-inflamatorias
CD11b"CD11¢'CD103 [113, 114] na LP dos animais adrenalectomizados expostos
ao DSS (Figura 18B). Mais uma vez, este fendmeno pareceu ser dependente de GC
derivados das adrenais, pois o0 tratamento com dexametasona restaurou a
frequéncia de células dendriticas tolerogénicas e pré-inflamatérias a niveis
comparaveis aos camundongos com colite ndo adrenalectomizados (Figura 18B).
Em conjunto, estes resultados apontam para um possivel papel das células
apresentadoras de antigenos na interacdo entre os sistemas imunolégico e
enddcrino na modulacdo da colite experimental.

Ademais, além da notavel reducdo no niamero de células, ocorreu aumento da
frequéncia de células T auxiliares (CD3'CD4"), T citoliticas (CD3"'CD8") e NKT
(CD3"CD49b") nos camundongos adrenalectomizados expostos ao DSS, de forma
dependente de GC (Figuras 18C). Ainda, foi observada diminuicdo do numero de
linfocitos intra-epiteliais (LIE) apos a quebra da barreira epitelial nos camundongos
com colite na presenca e na auséncia das adrenais e este numero de células foi
significativamente aumentado apds a administracdo de GC (Figura 18D), sugerindo
gue este hormdnio pode estar envolvido no reparo da barreira epitelial intestinal.
Além disso, a analise imunofenotipica dos LIE mostrou que os GC podem ser
responsaveis pela regulacdo de linfécitos T auxiliares e células NK neste
compartimento (Figuras 18D). Estes resultados sugerem que 0s hormonios
derivados das adrenais, especialmente GC, sdo capazes de interferir no acumulo

das células envolvidas na resposta imune local durante a colite experimental.
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Figura 18: Avaliagcéo do infiltrado inflamatdrio no célon de camundongos adrenalectomizados
ou ndo, com inflamacéo intestinal e/ou submetidos a reposicdo de glicocorticoides.
Camundongos C57BL/6 foram anestesiados e adrenalectomizados. Aos 15 dias de pés-operatério a
colite foi induzida por administracdo de agua contendo 3% de dextran sulfato de sédio (DSS) por 6
dias consecutivos, quando foi realizada a eutanasia para obtencdo de amostras do intestino e
realizacdo de ensaios enzimaticos e citometria de fluxo. DSS: grupo de camundongos C57BL/6
expostos ao DSS; ADX + DSS: grupo de camundongos C57BL/6 adrenalectomizados expostos ao
DSS; ADX + DSS + GC: grupo de camundongos C57BL/6 adrenalectomizados expostos ao DSS e
submetidos a reposicdo com GC (glicocorticoide); A linha pontilhada corresponde ao grupo de
camundongos C57BL/6 controle sem colite. Em (A) atividade enzimatica de eosindfilo-peroxidase
(EPO), mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglicosaminidase (NAG). Em (B) contagem total de
leucdcitos, porcentagem de macréfagos (células CD11b"), células dendriticas tolerogénicas
(CD11b'CD11¢'CD103") e células dendriticas pro-inflamatérias (CD11b"CD11¢’CD103) da lamina
prépria (LP). Em (C) porcentagem de células T auxiliares (CD3"CD4"), T citoliticas (CD3"CD8"), NK
(CD49b") e NKT (CD3'CD49b") da LP. Em (D) contagem total de leucécitos, porcentagem de células
T auxiliares (CD3'CD4%), T citoliticas (CD3'CD8"), NK (CD49b") e NKT (CD3'CD49b") do
compartimento intra-epitelial (IEL) do intestino. Estes resultados sdo representativos de 2
experimentos independentes. *p < 0,05.
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4.5. Modulacédo da Resposta Imunolégica no Baco e Linfonodos

Mesentéricos pelo eixo HPA

Como nossos resultados mostraram que as células residentes e inflamatorias
do intestino foram reguladas pelos horménios derivados das glandulas supra-renais,
buscamos avaliar se a populacdo de leucdcitos nos orgaos linfoides secundarios,
baco e LNMs, também estavam sujeitas a tal modulagéo.

Os dados mostraram que a auséncia do eixo HPA intacto levou a aparente
diminuicdo de leucdcitos totais no baco quando comparados com o grupo colite
(DSS), sendo que o tratamento com dexametasona nédo foi capaz de restaurar o
namero de células neste 6rgdo (Figura 19A). Esta reducdo estava relacionada
principalmente a diminuicdo significativa na frequéncia de células NKT
(CD3'CD49b"), as quais foram restauradas nos camundongos tratados com GC
exdgenos (Figura 19A) indicando que esta populacdo celular estd sujeita a
modulagdo da corticosterona derivada das glandulas adrenais. Nao foi encontrada
nenhuma alteracéo significativa nas diferentes populacdes celulares avaliadas nos
LNM (Figura 19B).
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Figura 19: Imunofenotipagem das células presentes no baco e linfonodos mesentéricos
(LNMs) de camundongos adrenalectomizados ou néo, com inflamac&o intestinal e/ou
submetidos a reposicdo de glicocorticoides, através de citometria de fluxo. O bago e LNM,
foram removidos e processados para extracdo dos leucocitos, que foram marcados com anticorpos
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especificos para as moléculas CD11b (PE), CD11c (PECY7), CD3 (PE), CD4 (PERCP), CD8 (PeCy7)
e CD49b (FITC). Ap6s aquisicdo das amostras em citdmetro de fluxo, a porcentagem de células foi
analisada pelo software FlowJo. A linha pontilhada corresponde ao grupo de camundongos C57BL/6
controles sem colite. DSS: grupo de camundongos C57BL/6 expostos ao DSS; ADX + DSS: grupo de
camundongos C57BL/6 adrenalectomizados expostos ao DSS; ADX + DSS + GC: grupo de
camundongos C57BL/6 adrenalectomizados expostos ao DSS e submetidos a reposicao com GC
(glicocorticoide). PE — Phycoerythrin; FITC - Fluorescein isothiocyanate; APC — Allophycocyanin;
PERCP - Peridinin chlorophyll protein; PECY7 — PE with cyanine dye 7. Estes resultados sé&o
representativos de 2 experimentos independentes. *p < 0,05.

Diante disso, com o0 objetivo de investigar se as interagcdes imune-enddcrinas
intestinais poderiam estar relacionadas ao perfil funcional de células T envolvidas na
patogénese da colite, buscamos avaliar as populacées de células T auxiliares CD4",
no baco e LNMs.

De fato, durante a colite, houve aumento da frequéncia de linfdcitos
produtores de IL-4 e IFN-y no baco dos camundongos ndo adrenalectomizados. No
entanto, apesar da adrenalectomia ter sido relacionada a frequéncia aumentada de
células T CD4 na lamina propria dos camundongos expostos ao DSS, a remocéao
das adrenais levou a uma notavel reducéo na populacdo de células T CD4 do baco
produtoras das citocinas IL-4, IL-10, IFN-y e IL-17 (Figura 20). Além disso, enquanto
as células supostamente Th17 foram significativamente aumentadas pelo tratamento
com dexametasona, a frequéncia de células possivelmente Thl nao foi restaurada e,
ao contrario, foi significativamente menor no baco dos camundongos
adrenalectomizados e tratados com GC. Ademais, foi observada tendéncia ao
aumento na frequéncia de linfécitos T CD4'IL-10" nos animais adrenalectomizados
expostos ao DSS e tratados com dexametasona (Figura 20B). Resultados
semelhantes aos do baco foram encontrados na cultura de células dos LNM (dados

nao mostrados).
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Figura 20: Avaliacdo de células T produtoras de IL-4, IL-10, IL-17 e IFN-y no bago de
camundongos adrenalectomizados ou n&o, com inflamag¢&o intestinal e/ou submetidos a
reposicdo de glicocorticoides. Os bacos dos camundongos controles, com colite e/ou
adrenalectomizados foram removidos e macerados para extracdo dos leucdcitos, que foram
cultivados por 4h na presenca de forbol-miristato-acetato (PMA), ionomicina e brefeldina A. As células
foram coletadas, marcadas com anticorpos especificos para CD3 (APC), CD4 (PERCP), IL-4 (FITC),
IL-10 (PE), IL-17 (PE) ou IFN-y (FITC), para detecgéo dos linfocitos Th2 (A), células T produtoras de
IL-10 (B), linfocitos Th1l7 (C) e linfocitos Thl (D) respectivamente, por citometria de fluxo. Apos
aquisicdo das amostras em citdmetro de fluxo, a porcentagem de células foi analisada pelo software
FlowJo. As linhas pontilhadas representam a média dos dados dos animais controles. DSS: grupo de
camundongos C57BL/6 expostos ao DSS; ADX + DSS: grupo de camundongos C57BL/6
adrenalectomizados expostos ao DSS; ADX + DSS + GC: grupo de camundongos C57BL/6
adrenalectomizados expostos ao DSS e submetidos a reposicdo com GC (glicocorticoide). PE —
Phycoerythrin; FITC - Fluorescein isothiocyanate; APC — Allophycocyanin; PERCP - Peridinin
chlorophyll protein. Estes resultados séo representativos de 2 experimentos independentes. *p < 0,05.

Portanto, sugerimos que durante a colite experimental o perfil de resposta
imunoldgica, nos orgaos linfoides secundarios, também é regulado pelos hormdnios
derivados das adrenais.
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4.6. Modulacao de células T reguladoras pelo eixo HPA durante

a inflamacgao intestinal experimental

Como o balanco entre as células T efetoras e reguladoras é fundamental para
resolucao da colite e pelo fato dos GC estarem envolvidos na funcéo de linfocitos T
auxiliares [102], analisamos a presenca de células T reguladoras (CD4°CD25%) e
quantificamos a expressdo de moléculas reguladoras nesta populagdo durante a
inflamacé&o intestinal induzida por DSS.

Os dados mostraram que a expressao das moléculas PD-1, CD73 e FR4 foi
dependente de GC derivados da adrenal em ambas as populacbes de células,
CD4'CD25" e CD4'CD25, do baco e MLN. A dexametasona foi capaz de restaurar a
frequéncia dos leucocitos expressando tais marcadores reguladores no grupo
adrenalectomizado com colite para 0s mesmos niveis que 0s encontrados nos
animais com colite ndo adrenalectomizados (exceto para células CD4'CD25'CD73"
dos LNM) (Figuras 21C-E). Por outro lado, houve um aumento global na frequéncia
de ambas as células T CD4"CD25'CTLA-4" e CD4"CD25 CTLA-4" no bago e MLN
dos camundongos com colite adrenalectomizados e tratados com GC, apontando
para o papel deste hormdénio na modulacdo especifica desta molécula reguladora
durante a colite experimental (Figura 21F).

Surpreendentemente, embora tenhamos observado que o eixo HPA foi capaz
de controlar a expressdo de diversas moléculas reguladoras em linfécitos T, a
frequéncia de linfocitos expressando a principal molécula de assinatura das células
T reguladoras naturais, Foxp3, néo foi influenciada pela adrenalectomia seguida ou
nao pela administracdo de dexametasona (Figura 21G). No entanto, quando
avaliamos a intensidade média de fluorescéncia (MFI) de FOXP3 em células
CD4'CD25", observamos reducdo significativa em linfocitos do baco dos
camundongos DSS adrenalectomizados (Figura 21H). Houve tendéncia a
restauracdo do MFI de Foxp3 em células CD4'CD25" do bago de camundongos do
grupo ADX + DSS + GC, para os niveis dos camundongos apenas expostos ao
DSS.
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Figura 21: Expressao de marcadores de células T reguladoras nas populacdes de células T
CD4'CD25" e CD4'CD25 do baco e linfonodos mesentéricos (LNM) de camundongos
adrenalectomizados ou nao, com inflamacdo intestinal e/ou submetidos a reposicdo de
glicocorticoides. O baco e LNM dos camundongos foram removidos e macerados para extracdo dos
leucécitos, que foram incubados com anticorpos especificos para marcadores de regulacdo: CD4
(PERCP), CD25 (PECY7), PD-1 (PE), CD73 (PE), FR4 (PE) e CTLA-4 (PE) e FOXP3 (ALEXA 647).
Apés aquisicdo das amostras em citbmetro de fluxo, a porcentagem de células foi analisada pelo
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software FlowJo. Em (A) estratégia de gate e delimitacdo da populacdo de células T CD4'CD25 e
CD4'CD25". Em (B) porcentagem de células T CD4'CD25 e CD4'CD25" do baco e LNM. Em (C)
porcentagem de células T CD4'CD25PD1" e CD4'CD25'PD1" do bago e LNM. Em (D) porcentagem
de células T CD4"CD25'CD73" e CD4"CD25'CD73" do bago e LNM. Em (E) porcentagem de células
T CD4'CD25FR4" e CD4'CD25'FR4" do baco e LNM. Em (F) porcentagem de células T CD4'CD25
CTLA-4" e CD4'CD25'CTLA-4" do baco e LNM. Em (G) porcentagem de células T CD4"'CD25
FOXP3" e CD4"'CD25'FOXP3" do baco e LNM. Em (H) intensidade média de fluorescéncia (MIF) de
células T CD4"CD25FOXP3" e CD4"CD25'FOXP3" do baco e LNM. A linha pontilhada corresponde
ao grupo de camundongos C57BL/6 controles sem colite. DSS: grupo de camundongos C57BL/6
expostos ao DSS; ADX + DSS: grupo de camundongos C57BL/6 adrenalectomizados expostos ao
DSS; ADX + DSS + GC: grupo de camundongos C57BL/6 adrenalectomizados expostos ao DSS e
submetidos a reposicdo com GC (glicocorticoide). PE — Phycoerythrin; FITC - Fluorescein
isothiocyanate; APC — Allophycocyanin; PERCP - Peridinin chlorophyll protein; PECY7 — PE with
cyanine dye 7. Estes resultados séo representativos de 2 experimentos independentes. *p < 0,05.

Y

Baseado nisso, sugerimos que a maior susceptibilidade a colite vista nos
camundongos adrenalectomizados pode estar associada a diminuicdo de células T

reguladoras no baco destes animais.

4.7. Participacdao do eixo HPA no controle da capacidade
proliferativa de esplenécitos e de sua resisténcia a

supressao por células T reguladoras naturais

Uma vez que a diminuicdo de células T reguladoras no baco dos animais
adrenalectomizados pode estar associada a piora no quadro clinico e mortalidade
precoce destes animais, buscamos avaliar a funcionalidade dos esplendcitos
provenientes de camundongos adrenalectomizados ou néo e expostos ao DSS, por
ensaios de proliferacdo CFSE.

Na auséncia das adrenais o0s esplendcitos dos camundongos submetidos a
colite apresentaram menor indice de proliferacdo quando comparados as células do
grupo de animais submetidos a colite, ndo adrenalectomizados, estimuladas com
ConA (Figura 22A). Concomitantemente a isso, observamos niveis
significativamente mais altos de IL-10 no sobrenadante desta cultura (Figura 22B),
sugerindo que na auséncia de GC as células do baco dos animais
adrenalectomizados provavelmente desenvolvem mecanismos compensadores de
regulacdo na tentativa de diminuir a proliferacdo de linfécitos efetores e
consequentemente controlar a inflamacédo. Além disso, a proliferacdo dos

esplendcitos e a producdo de IL-10 foram dependentes de GC, uma vez que O
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tratamento com dexametasona promoveu o aumento no indice de proliferacdo e

diminuicao dos niveis de IL-10 (Figura 22A-B).
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Figura 22: indice de proliferacdo e niveis de IL-10 de esplendcitos de camundongos
adrenalectomizados ou n&o, com inflamacdo intestinal e/ou submetidos a reposicdo de
glicocorticoides (GC). Esplenécitos de camundongos adrenalectomizados ou ndo e expostos ao
dextran sulfato de so6dio (DSS) e/ou tratados com GC, foram coletados, incubadas com CFSE
(carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) e estimulados com Concanavalina-A (Con-A) por 72
horas. O sobrenadante desta cultura foi utilizado para dosagem de IL-10 por ELISA (B). A proliferacéo
das células marcadas com CFSE foi quantificada através de leitura realizada em Citémetro de Fluxo
DIVA (BD - Biosciences, San Jose, CA). Os resultados foram obtidos através do indice de
proliferacé@o celular observados na andlise de citometria (A). A linha pontilhada corresponde ao grupo
de camundongos C57BL/6 controles sem colite. DSS: grupo de camundongos C57BL/6 expostos ao
DSS; ADX + DSS: grupo de camundongos C57BL/6 adrenalectomizados expostos ao DSS; ADX +
DSS + GC: grupo de camundongos C57BL/6 adrenalectomizados expostos ao DSS e submetidos a
reposicdo com GC (glicocorticoide). Estes resultados sdo representativos de 2 experimentos
independentes. *p < 0,05.

Visto que o eixo HPA estd envolvido na modulacdo da capacidade
proliferativa de esplendcitos, buscamos investigar se estas células também
apresentavam maior susceptibilidade ou resisténcia a supressdo mediada por
células T reguladoras naturais. Inicialmente os dados obtidos com ensaio de BrdU
confirmaram os resultados anteriores de baixa proliferacdo das células provenientes
do grupo ADX + DSS (Figura 23A). Adicionalmente, na auséncia das adrenais 0s
esplendcitos dos camundongos expostos ao DSS foram téo responsivos a acao de
células Tregs Foxp3®™ quanto aqueles provenientes dos animais n&o
adrenalectomizados (Figura 23B-D). Estes dados sugerem que, embora tenhamos
observado altos niveis de IL-10 nos ensaios de proliferacdo, o eixo HPA néo

interfere diretamente na capacidade das células T funcionais responderem a
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supressdo mediada por células T reguladoras naturais. Logo, as falhas observadas
no controle da inflamacdo sistémica podem ser decorrentes da reducdo da
frequéncia de Tregs durante a exposicdo de camundongos adrenalectomizados ao
DSS ou causadas por deficiéncias de outros mecanismos reguladores dependentes

dos GC adrenais.
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Figura 23: Resisténcia de esplenécitos provenientes de camundongos adrenalectomizados ou
ndo, com inflamacgao intestinal e/ou submetidos a reposicdo de glicocorticoides a supressao
mediada por células T reguladoras. Esplendcitos provenientes de camundongos que foram
adrenalectomizados ou ndo, expostos ao dextran sulfato de sédio (DSS) e/ou submetidos a reposigao
de glicocorticoides in vivo, foram coletados e co-cultivados na presenca de células T
CD4" FOXP3" GFP" provenientes de animais saudaveis, previamente separadas por citometria de
fluxo. A propor¢do de T reguladoras para esplendcitos foi de 1:5 e 1:10. Estas células foram
estimuladas com Concanavalina-A (Con-A) por 72 horas. Nas Ultimas 15 horas de cultura foi
adicionado bromodeoxiuridina (BrdU). A leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 450 nm e os
resultados expressos em densidade oOptica (DO). Em (A) indice de estimulacdo de esplendcitos na
auséncia de Treg. Em (B) indice de proliferacdo dos esplendcitos na presenga de Treg, na proporgao
Treg:esplendcito = 1:5 e 1:10. Em (C) indice de proliferagdo dos esplendcitos na presencga de Treg,
na proporcdo Treg:esplendcito = 1:5. Em (D) indice de proliferagdo dos esplendcitos na presenca de
Treg, na proporcao Treg:esplenécito = 1:10. A linha pontilhada corresponde ao grupo de
camundongos C57BL/6 controles sem colite. DSS: grupo de camundongos C57BL/6 expostos ao
DSS; ADX + DSS: grupo de camundongos C57BL/6 adrenalectomizados expostos ao DSS; ADX +
DSS + GC: grupo de camundongos C57BL/6 adrenalectomizados expostos ao DSS e submetidos a
reposicdo com GC (glicocorticoide). Estes resultados sao representativos de 2 experimentos
independentes. *p < 0,05.
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Juntos estes resultados indicam que o eixo HPA e os GCs exercem papel
importante no controle da resposta inflamatéria durante a colite experimental
induzida por DSS.
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5. DISCUSSAO

Os resultados apresentados mostraram que o eixo HPA desempenha um
papel importante na modulacdo da resposta imunologica sistémica e local durante a
inflamagé&o intestinal. A principal influéncia deste eixo na colite experimental parece
estar relacionada com a atividade sistémica dos GC, uma vez que, na auséncia de
glandulas adrenais, houve reducdo de algumas caracteristicas sistémicas de
regulacdo, concomitantemente a inflamacdo sistémica e mortalidade precoce,
desencadeadas pela colite.

Inicialmente, os efeitos do DSS na quebra da imunidade intestinal foram
evidenciados pelo aumento da perda de peso e escore clinico de inflamacdo nos
primeiros seis dias de inducdo da colite nos camundongos C57BL/6. Nossos
experimentos preliminares validaram este modelo de doenga, no qual hd danos
epiteliais no célon e muitas caracteristicas similares a DIl humana [115]. Além disso,
como em outros trabalhos [103, 116-118], mostramos que a inflamacao intestinal
levou a ativacdo do eixo HPA, com um consequente aumento nos niveis plasmaticos
de corticosterona, possivelmente na tentativa de conter a resposta inflamatoria
exacerbada.

Os camundongos adrenalectomizados com colite apresentaram niveis
significativamente menores de LPS em contrapartida ao aumento de IL-6 no soro,
sugerindo que o aumento de IL-6 poderia estar ocorrendo na tentativa de controlar a
bacteremia resultante da translocacdo de bactérias do limen intestinal para a
corrente sanguinea. A IL-6 é uma citocina pro-inflamatéria produzida por
macréfagos, linfécitos T e fibroblastos em resposta a infeccdo bacteriana. Esta
citocina esta envolvida na estimulacdo da producdo de proteinas de fase aguda
pelos hepatdcitos e sua producédo encontra-se aumentada durante a sepse humana
[119-121]. Um estudo realizado com 19 pacientes com choque séptico, onde 16
deles evoluiram para 6bito, demonstrou que os niveis de IL-6 estavam sempre
aumentados durante a fase aguda da doenca. Aléem disso, o0 aumento significativo de
IL-6 no soro destes pacientes foi correlacionado com a alta taxa de mortalidade dos
mesmos [120]. Outro estudo observou que em pacientes sépticos, o nivel de IL-6 no

soro é significativamente correlacionado com a gravidade da sepse e leséo cerebral
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[122]. Ainda, ao investigar a correlagdo dos niveis de citocinas pro-inflamatoérias no
soro com a sobrevida de 97 pacientes sépticos, Casey e colaboradores observaram
gue 80% dos pacientes apresentaram aumento de IL-6 e 89% tiveram aumento de
LPS no soro. Além disso, os niveis de IL-6 foram significativamente maiores nos
pacientes que evoluiram a Obito quando comparados aos pacientes que
sobreviveram [123]. Juntos, os dados mostraram que o aumento de IL-6 e LPS no
soro desempenha um papel importante na patogénese da infeccdo bacteriana
sistémica e a combinacdo dos diferentes mediadores elevados na corrente
sanguinea pode ser determinante na taxa de sobrevida dos pacientes. Assim,
sugerimos que a mortalidade precoce vista hos camundongos adrenalectomizados
submetidos a colite pode estar correlacionada ao aumento de IL-6 circulante.

Corroborando nossos resultados foi demonstrado em um modelo murino de
colite experimental induzida por &cido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS), que
camundongos C57BL/6 deficientes de CRH (CRH KO - knock out) apresentam
diminuicao significativa das respostas inflamatorias locais, apesar de apresentarem
baixos niveis de glicocorticéides. Estes efeitos foram demonstrados pela diminuicéao
do escore histopatolégico (diminuicdo de areas de erosdo e edema submucoso) e
pela diminuicdo da atividade de neutrofilos (MPO). Ademais, a deficiéncia de CRH
foi associada com maiores niveis de IL-6 no sangue [124].

Surpreendentemente, apesar de apresentarem mortalidade precoce, nossos
camundongos adrenalectomizados também tiveram reducéo de lesdes intestinais, o
que pode ser devido ao desenvolvimento de mecanismos reguladores locais para
conter a inflamacéo induzida por DSS. Isto foi evidenciado pelo aumento de células
dendriticas (DC) CD11c¢"CD11b*CD103", que tém perfil potencialmente tolerogénico
[113], em contraste a reducédo significativa de células dendriticas pro-inflamatérias
CD11c¢'CD11b'CD103" [114]. Neste contexto, sabe-se que as células dendriticas
tolerogénicas CD103" tem papel importante na manutencdo da tolerancia
imunoldgica intestinal, pois as mesmas podem apresentar auto antigenos ou
antigenos ambientais inGcuos para manter a tolerancia imune periférica por geracéo
de células T reguladoras (FOXP3") protetoras [125, 126].

Também foi possivel observar que apenas 0s camundongos nao
adrenalectomizados tiveram aumento da sintese de GC no intestino durante a
indugdo da inflamagé&o intestinal. Neste contexto, Noti e colaboradores [110]

mostraram que a sintese de GC intestinal é induzida por LPS de maneira
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dependente de TNF-a. Além disso, estes pesquisadores mostraram que apesar de
ser uma citocina pro-inflamatoria, o TNF-a foi capaz de suprimir a inflamagéao
intestinal aguda por promover a esteroidogénese local [87]. Corroborando estes
resultados, embora ndo tenhamos observado aumento significativo de TNF-a no
intestino dos camundongos n&o adrenalectomizados com colite, houve maior
producdo de corticosterona intestinal e aumento de LPS no soro destes animais.
Neste contexto, estes dados indicam que de fato o aumento de GC intestinal esta
associado ao aumento de LPS, no entanto, esse fendbmeno ndo parece ser
exclusivamente dependente de GC derivado das adrenais, pois observamos que
apenas a reposicdo com GC nao é suficiente para estimular a producdo de
corticosterona no intestino. Assim, sugerimos que talvez seja necessaria a presenca
de outros mediadores produzidos pelas adrenais ou mecanismos extra-adrenais
para que tal modulagéo ocorra.

Em relagédo as alteracdes locais durante o desenvolvimento da inflamacéo
intestinal, também observamos aumento do acumulo de neutrofilos no célon
inflamado, independentemente da presenca de glandulas adrenais, indicando que
estes granuldcitos ndo estavam diretamente envolvidos na morbidade da doenca
nos camundongos adrenalectomizados. No entanto, o tratamento com GC foi capaz
de promover a reducdo da atividade dos neutrofilos (MPO) no intestino dos
camundongos adrenalectomizados com colite, de forma semelhante aos resultados
obtidos em um modelo de enterite mediada por Clostridium difficile em ratos. Neste
estudo, os animais adrenalectomizados ou aqueles tratados com antagonista de
receptores de glicocorticoides (RU-486) submetidos a enterite tinham niveis mais
elevados de atividade de MPO, quando comparado com ratos com adrenais
funcionais. Além disso, ap0s a reposi¢cdo de glicocorticoides houve supressédo da
estimulacdo génica da expressdo da proteina inflamatéria de macrofagos 2
(MIP2/CXCL2), que é uma quimiocina responsavel pelo recrutamento de neutrdfilos
[118]. Por outro lado, a contribuigcdo de neutrofilos para a patogénese da DIl também
foi relatada em um estudo que mostrou melhora da colite induzida por DSS em ratos
apos administracdo de anticorpos monoclonais (RP-3), capazes de depletar
neutroéfilos seletivamente [127].

As glandulas adrenais também parecem influenciar no acimulo ou migracao
de células supostamente NKT (CD3'CD49b"), uma vez que a baixa frequéncia

destes leucédcitos foi observada no baco, simultaneamente ao acumulo dessas
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células na LP dos camundongos adrenalectomizados com colite. As células NKT
poderiam migrar a partir do baco para a LP em uma tentativa de modular a resposta
imunologica exacerbada no intestino. Estas células sdo importantes para o equilibrio
entre as respostas Th1l/Th2, pela producéo de IL-4 e IL-10. Ademais, células NKT
produtoras de IL-9 estdo envolvidas na protecédo contra a colite induzida por DSS
através da inibicdo da producédo de IL-17 e IFN-y [128]. Assim, sugere-se que O
aumento de células NKT ocorre provavelmente na tentativa de reduzir os altos niveis
de IFN-y encontrados no colon dos camundongos adrenalectomizados expostos a
DSS.

A reducdo da frequéncia de células T auxiliares (CD3"CD4") foi observada
nos LNM, LP e compartimento de LIE, nos camundongos adrenalectomizados com
colite e tratados com dexametasona. Ao analisar mais especificamente o tipo de
linfécitos T que seriam regulados por GC, observou-se que 0s animais tratados com
dexametasona tiveram uma significativa diminuicdo da percentagem de células T
CD4" produtoras de IFN-y (células Th1) no baco. Além disso, estes dados confirmam
a reducao significativa dos niveis de IFN-y no intestino, apos a reposicdo com GC,
que também pode estar associada com a diminui¢do de células T CD8 na LP, uma
vez que estas células sdo fontes de IFN-y [129]. Ademais, a diminuicdo da
frequéncia de células T CD4" produtoras de IFN-y (células Thl) no baco dos
camundongos adrenalectomizados tratados com GC foi acompanhada pela reducéo
das células NK neste 6rgéo e estas células também sao fontes de IFN-y [130].

Observou-se também que na auséncia das glandulas adrenais os
camundongos expostos ao DSS apresentaram aumento significativo na frequéncia
de linfocitos CD3"CD4" e CD3'CD8" na LP, sendo que a reposi¢édo de GC resultou
na diminuigcdo da frequéncia destas células no célon. Deste modo, estes resultados
sugerem que o controle da frequéncia de linfocitos T auxiliares e T citoliticos durante
colite é dependente de GC produzidos pelas glandulas supra-renais.

A gravidade da inflamacéo intestinal esta associada ao aumento da producéo
de citocinas proé-inflamatorias [131]. Nossos dados mostraram que a auséncia de
glandulas supra-renais induziu niveis de IFN-y ainda mais elevados do que os
observados nos camundongos com colite e glandulas adrenais intactas, apesar da
diminuicdo do infiltrado inflamatério no célon. Em adicéo, estes niveis elevados de
IFN-y retornaram a normalidade apés tratamento com dexametasona, 0 que indica

que a regulacdo da producao desta molécula inflamatéria no intestino € dependente
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das glandulas adrenais. Concordando com o0s nossos dados, Shibolet e colegas
[103] demonstraram que camundongos adrenalectomizados submetidos a colite
induzida por TNBS apresentaram aumento acentuado nos niveis de IFN-y e IL-10 no
soro. Deste modo, nossos resultados confirmam que o aumento na producdo de
IFN-y estd envolvido na imunopatogénese da DIl e que o eixo HPA desempenha
papel importante no controle desta citocina pré-inflamatéria.

Concomitantemente ao aumento de IFN-y no intestino dos camundongos
adrenalectomizados, foi observada diminuicdo de LPS no soro e da frequéncia de
linfécitos T produtores de IFN-y no baco. Sendo assim, sugerimos que as células
Thl podem estar migrando a partir do bago para a mucosa inflamada na tentativa de
proteger os camundongos contra 0s agentes patogénicos que poderiam se
translocar do limen intestinal para a mucosa apos a quebra da barreira epitelial
promovida pela ingestdo de DSS. IFN-y é o principal ativador fisiolégico de
macréfagos os quais, quando ativados, produzem citocinas como IL-1, TNF-a e IL-6,
gue contribuem para a inflamacdo [132]. IFN-y também é capaz de induzir a
expressao da molécula de MHC-1l em células epiteliais intestinais (CEI), permitindo a
apresentacdo de antigenos microbianos para células imunocompetentes. Além
disso, este aumento na expressdo de MHC-II em resposta ao IFN-y pode ser
significativamente inibido pela dexametasona [133]. Em conjunto, estes dados
sugerem que GC derivados das adrenais podem de fato podem interferir no infiltrado
de leucdcitos intestinais e regular a producdo de IFN-y na mucosa durante a
inflamagé&o induzida por DSS.

Nossos resultados também demonstraram que a diminuicdo de células na
mucosa intestinal dos animais adrenalectomizados com colite estd associada a
apoptose mediada por FasL paralelamente ao aumento de IFN-y, de maneira
dependente de GC. Neste contexto, sabe-se que Fas ligante (FasL ou CD95L) é
uma proteina transmembrana de tipo-Il, que pertence a familia do fator de necrose
tumoral (TNF). A sua ligagdo com o seu receptor (FasR ou CD95) induz a apoptose
em células sensiveis [134]. A apoptose induzida por Fas desempenha um papel
fundamental na manutencao da tolerancia imunolégica e esta envolvida na atividade
citotdxica de células T [135] e de células NK [136]. Além disso, apoés a eliminacdo de
patdbgenos invasores, a apoptose controla as respostas imunoldgicas, inata e

adaptativa, para que retornem a niveis apropriados de modo a evitar danos teciduais
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do hospedeiro causados pela excessiva ativacdo das células do sistema imune
[137, 138].

Estudos anteriores mostraram que o IFN-y desempenha papel importante na
inducdo de apoptose ou diminui¢do de células T CD4" durante doencas infecciosas
[139, 140], na resposta contra tumores [141] e na encefalomielite autoimune
experimental [142]. Xu e colaboradores [143] observaram que células esplénicas
estromais estimulam células dendriticas reguladoras a expressarem altos niveis de
FasL que por sua vez induz apoptose de células T CD4" ativadas de maneira
dependente de IFN-y e oxido nitrico. Ainda, outro estudo demonstrou que IFN-y
promove a apoptose de células T CD4" durante a infeccdo por BCG (bacillus
Calmette-Guérin), através da sensibilizacdo de células T CD4" a apoptose através
da inducdo de caspase 9, de moléculas pré-apoptéticas (Bax, Bim, Bid e Apaf-1) e
através da inducdo de sinais extracelulares de apoptose (TRAIL, receptor de morte 5
(DR5), TNF-a, TNFR1) [140]. Deste modo, sugerimos que na auséncia de GC, a alta
producdo de IFN-y poderia estimular a expressdo de FasL com consequente
aumento de apoptose e diminuicdo da celularidade na LP, na tentativa de controlar a
excessiva ativacao das células do sistema imune intestinal.

Em relacao as outras populacdes de células envolvidas na patogénese da DI,
observou-se aumento da frequéncia de células CD3'CD4"IL-17" e CD3"CD4"IL-10"
no baco dos camundongos tratados com GC, o que indica que este horménio pode
facilitar o acumulo sistémico de linfécitos Th1l7 e células T reguladoras. Por outro
lado, as células T CD4" produtoras de IL-4 foram detectadas apenas em culturas de
baco dos camundongos com colite ndo adrenalectomizados, 0 que sugere que 0S
mediadores derivados desta glandula podem ser de importancia critica no equilibrio
da resposta imune sistémica, através da inducdo de um perfil Th2. No entanto, a
auséncia dessa regulacdo nao foi revertida pelo tratamento com GC, indicando que
outros mediadores também podem ser responsaveis pela homeostase imune
durante a colite. Sabe-se que a IL-4 é a citocina efetora produzida pelas células Th2.
Esta citocina também promove a diferenciacdo de células T auxiliares virgens
(naives) em células Th2 e séo cruciais para a contra regulagdo de respostas
inflamatdrias mediadas por células Thl, principalmente através da inibicdo da
producdo de IFN-y. Células Th2 estdo envolvidas na resposta imune humoral,
protecdo contra helmintos intestinais e alergias [144-146]. Estudos recentes tém

demonstrado que a inducdo de Th2 promove a melhora da colite induzida por TNBS
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em ratos, pelo aumento na producgéo de IL-4 e IL-10 e diminuicdo de IFN-y [147,
148].

Os esplendcitos dos camundongos adrenalectomizados com  colite
produziram niveis significativamente mais altos de IL-10 quando ativados in vitro, o
que possivelmente pode ter promovido a inibicdo da proliferacdo destas células.
Mishima e colaboradores [149] mostraram que células B ativadas por bactérias
intestinais secretam IL-10 e melhoram a colite mediada por células T por
contribuirem para a homeostase intestinal através da supressdo das células T
efetoras e inducéo células Tr-1 (células T produtoras de IL-10 Foxp3’) via sinalizacao
de IL-27. Liu e colaboradores [150] observaram que as APCs (CD11b") sdo capazes
de regular as respostas das células Thl e Th1l7 para bactérias comensais e suprimir
a colite murina, através da producédo de IL-10. Diante disso, sugerimos que outras
células presentes no baco dos camundongos adrenalectomizados com colite podem
ser responsaveis pelo aumento de IL-10, na tentativa de diminuir a proliferacdo de
linfécitos efetores e consequentemente controlar a inflamacdo, uma vez que houve
reducado de Tregs naturais neste mesmo compartimento imunoldogico.

Conforme mencionado, observou-se que na auséncia de glandulas supra-
renais, houve diminuicdo da expressédo de varios marcadores relacionados a Tregs,
tais como PD1, CD73 e FR4, de maneira dependente de GC adrenal, além da MFI
de FOXP3. Sabe-se que as células T reguladoras sédo conhecidas pela sua
capacidade de modular a patogénese de muitas doencas imunomediadas [151]. Os
mecanismos de supressdo podem envolver as moléculas de superficie, tais como
CTLA-4 e PD-1, que sao receptores que atuam em sinergia e regulam
negativamente a ativacdo de células T [152]. Além disso, o CD73 é expresso na
superficie dos linfécitos T e converte 5-AMP extracelular em adenosina. Assim, a
adenosina inibe a proliferacdo e secrecao de citocinas de células efetoras, Thl e
Th2 [153]. Os linfécitos T reguladores sdo também caracterizados pela expressao do
receptor de folato 4 (FR4). Células T reguladoras naturais ou induzidas por TGF-3
expressam altos niveis de FR4 e o bloqueio deste receptor promove a deplecdo de T
reguladoras [154, 155].

Interessantemente, foi observado que no baco dos animais
adrenalectomizados expostos ao DSS houve diminui¢do significativa na frequéncia
de células CD4'CD25'PD1" e CD4'CD25PD1", de maneira dependente de GC.

Concomitantemente a isso, observamos no ensaio de proliferacdo com CFSE que 0s
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linfécitos do baco destes animais apresentaram inibicdo da proliferacéo
possivelmente pelo aumento de IL-10. Sabe-se que PD-1 (receptor de morte celular
programada do tipo 1) é um receptor da superficie celular da superfamilia CD28 que
desencadeia vias inibitérias com o objetivo de atenuar as respostas e promover a
tolerancia da célula T [156]. Além disso, um estudo mostrou que a dexametasona
aumenta a expressao de PD1 de maneira dose dependente e estes efeitos foram
completamente inibidos pelo antagonista do receptor de glicocorticoide (mifepristona
- RU486), o que indica que o efeito dos GC na expressédo de PD1 é mediado pelo
receptor de glicocorticoide. Os resultados deste estudo também mostraram que a
dexametasona suprimiu as fungdes das células T através da inibicdo da producao de
citocinas tais como IL-2, IFN-y, TNF-a e indugcdo da apoptose de células T [157].
Diante do exposto, sugerimos que, na auséncia de GC, as células do baco dos
camundongos submetidos a colite perdem a capacidade de inibir a resposta de
células T ativadas através do PD1 e provavelmente por meio também das outras
moléculas descritas acima relacionadas a Tregs. Estes animais provavelmente
desenvolvem outras formas de regulacdo com o intuito de atenuar as respostas
imunes e promover a tolerancia, como por exemplo, aumentando a producgéo de IL-
10 no baco sob estimulo in vitro. Todavia, é possivel que estes mecanismos contra-
reguladores ndo tenham sido suficientes para conter a inflamacdo sistémica
mediada por IL-6 e suas consequéncias. Adicionalmente, o fator de transcricdo
FOXP3 é um dos principais marcadores das Tregs naturais e sua expressao nestas
células ocorre no timo [151]. Com base nisso, sugerimos que o0 aumento da
susceptibilidade a colite na auséncia de glandulas adrenais pode ser uma
consequéncia da falha na regulacdo de respostas efetoras, devido a reducdo de
linfécitos T reguladores nos 6rgéos linfoides secundarios.

A resposta resultante da reacdo imunologica em condi¢des fisiopatologicas
em geral depende do balanco entre células efetoras produzindo inflamagéo e sua
regulacdo por mecanismos moduladores. No presente trabalho, paralelamente a
diminuicdo da frequéncia de células Treg vimos que na auséncia das adrenais 0s
esplendcitos dos camundongos expostos ao DSS nao foram mais resistentes a acéo
de Tregs Foxp3® que aqueles dos animais ndo adrenalectomizados com colite.
Apesar de se saber que as células T reguladoras Foxp3® sdo capazes de suprimir as
células T efetoras [158], nossos resultados sugerem que o eixo HPA nao interfere na

capacidade dos esplendcitos funcionais de serem susceptiveis a supressao por
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células T reguladoras durante a colite, ou seja, ndo sdo mais resistentes a
supressdo. Portanto, as falhas observadas no controle da inflamacdo podem ser
devido a reducdo da frequéncia de Tregs durante a exposicdo de camundongos
adrenalectomizados, ao DSS, ou por deficiéncias de outros mecanismos reguladores
dependentes das adrenais.

Por outro lado, os efeitos imunossupressores dos GCs podem estar
associados a um elevado risco de infeccbes oportunistas. Na verdade, os pacientes
tratados com corticosteroides estdo em maior risco de desenvolver esofagite
infecciosa mediada por citomegalovirus (CMV) e outras infec¢bes [159, 160]. Em
relacdo aos modelos experimentais, o0 tratamento de sepse murina com
dexametasona suprimiu IL-22 e gerou falhas na defesa contra bactérias intestinais
[161]. Além disso, os camundongos submetidos a colite induzida por estresse
psicossocial crénico, também conhecida como colite induzida por CSC (Chronic
Subordinate Colony Housing) exibiram supressdo da resposta imune intestinal
mediada por GC, o que prejudicou a funcdo de barreira epitelial intestinal, com
subsequente translocacéo bacteriana da microbiota intestinal [162]. Neste modelo os
camundongos sao colocados para coabitar com ratos maiores nas mesmas gaiolas.
Com o estresse psicossocial cronico, eles apresentam reducdo no ganho de peso
corporal, reducao do timo e aumento de peso adrenal, comportamento de ansiedade
de longa duracéo, e colite espontanea. Considerando estes resultados, sugerimos
que a falha do tratamento com dexametasona em evitar a mortalidade precoce em
camundongos adrenalectomizados com colite poderia estar associada aos
potenciais efeitos imunossupressores do tratamento com GC a longo prazo e ao
comprometimento das defesas do hospedeiro.

Em contrapartida, sabe-se que a taxa de mortalidade de pacientes com
insuficiéncia adrenal primaria (doenca de Addison) é consideravelmente elevada.
Em 1950, antes da utilizacdo de glicocorticoides, a taxa era de aproximadamente
20% [163]. Assim como na doencga de Addison, disfungbes da pituitaria, como o
hipopituitarismo, resultam na deficiéncia da producdo de GC (insuficiéncia adrenal
secundaria), que esta associada com a resisténcia ao estresse prejudicada,
hipertrofia do tecido linfoide, perda de peso e hipoglicemia [164, 165], consequentes
da diminuicdo ou auséncia da producdo de ACTH e estimulacdo prejudicada das
glandulas adrenais para a producao de cortisol [166]. ApoOs a introducédo da terapia

de reposicdo de glicocorticoides nos casos de pacientes com insuficiéncia adrenal
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(primaria ou secundaria), a mortalidade foi reduzida significativamente e a
expectativa de vida foi considerada normal [167]. No entanto, 0os pacientes com
doenca de Addison em terapia de reposicdo apresentam fadiga, cansaco e
tolerancia ao estresse diminuida [168], além de risco aumentado de doenca
cardiovascular e metabdlica 6ssea [169]. A incapacidade das terapias atuais em
fornecerem a substituicdo fisiolégica adequada de cortisol € um problema enfrentado
por médicos e pacientes, sendo necessaria a monitorizacdo continua do tratamento,
através da avaliacdo clinica e parametros bioquimicos. Uma das maiores
dificuldades da terapia de reposicao de GC é a dificuldade de manter os niveis de
cortisol mais proximo do normal e atingir os niveis distintos de cortisol de acordo
com o ritmo circadiano, que diminuem ao longo do dia até o entardecer, aumentam
durante o sono e atingem o pico ao amanhecer [163, 169]. Logo, esta dificuldade de
mimetizacdo das condi¢des fisioldgicas normais apds reposicdo de GC também
pode estar relacionada a maior mortalidade em nosso estudo.

Vale ressaltar que, além de suprimir a resposta inflamatoria, os GC também
sdo responsaveis pelo aumento da concentracdo sanguinea de glicose com seus
efeitos no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos. Por isso, estao
envolvidos no controle da homeostase de energia, particularmente sob condi¢des de
disfuncbes metabdlicas como na resisténcia a insulina, obesidade e diabetes tipo Il
[163, 169-172]. Com base nisso, sugerimos que alteracdes metabdlicas também
podem estar envolvidas na piora dos camundongos tratados a longo prazo com
dexametasona.

Em resumo, nossos resultados mostraram que o eixo HPA desempenha papel
fundamental no controle da inflamacéo induzida experimentalmente no modelo de
colite. Particularmente, em relacdo a resposta imune sistémica, os camundongos
adrenalectomizados expostos ao DSS apresentaram mortalidade precoce associada
a diminuicdo de LPS na corrente sanguinea e aumento da reacdo inflamatoria
sistémica com altos niveis de IL-6 no soro. Este desbalango provavelmente esta
associado as alteracdes observadas na mucosa intestinal, uma vez que os GC
endogenos parecem controlar a producdo local de IFN-y e interferir em vias de
apoptose na LP. Adicionalmente, as adrenais sdo fundamentais para a producao ou
manutencdo do conjunto de células T reguladoras (especialmente as naturais),
embora nado interfiram na susceptibilidade de esplenécitos a tais mecanismos

reguladores. Por fim, na auséncia de GC enddgenos e com baixa frequéncia de
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Tregs, os camundongos adrenalectomizados desenvolveram mecanismos contra-
reguladores, como a alta producédo de IL-10 frente a ativacdo celular. No entanto,
embora esta resposta seja capaz de controlar a proliferacdo de células provenientes
do 6rgéo linfoide secundario, ndo é suficiente para impedir o excesso de inflamacao
sistémica e morte apos quebra da barreira intestinal.

Finalmente, este estudo abre novas perspectivas para o melhor entendimento
da relacdo entre os sistemas imune e neuroenddcrino, propiciando bases para

futuras terapias para pacientes com doenca de Crohn ou colite ulcerativa.
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6. CONCLUSOES

v O eixo HPA e os glicocorticoides enddgenos desempenham papel
importante na modulacdo da resposta imune na inflamacao intestinal
experimental;

v A inflamacéo intestinal induzida por dextran sulfato de sédio ativa o eixo
HPA, com consequente aumento de corticosterona plasmatica;

v' As glandulas adrenais e/ou seus mediadores sdo fundamentais para a
resisténcia a inflamacéao intestinal experimental e no controle da resposta
inflamatéria sistémica induzida pela doenca inflamatéria intestinal
experimental;

v' As glandulas adrenais sao importantes no controle do dano tecidual e
infiltrado de inflamatério na lamina propria, causados pela inducdo da
inflamagéo intestinal experimental;

v' As glandulas adrenais exercem papel importante no desenvolvimento de
mecanismos reguladores frente a resposta imune efetora exacerbada

causada pela doenca inflamatéria intestinal experimental.
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