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RESUMO

As doengas inflamatodrias intestinais sao de etiologia multifatorial. Os aspectos emocionais e
nutricionais estado diretamente relacionados a evolugado da doenga. A presenca de marcadores
inflamatérios, como citocinas e infiltrados celulares, e alteragcdo na permeabilidade intestinal
sdo aspectos comuns de ambas as patologias. Estudos recentes tém empregado métodos de
estimulo do nervo vago e ativagédo do receptor colinérgico nicotinico de acetilcolina do tipo a7
(a7nAChR). O a7nAChR, através da via JAK2-STAT3, é capaz de reduzir a expressao de
citocinas inflamatérias em varios tipos celulares. Em estudos anteriores demonstramos que
uma dieta rica em gordura saturada (HFD) e processos inflamatérios reduzem a expressao do
receptor a7nAChR, potencializando a resposta inflamatéria. OBJETIVO: utilizando modelo
animal C57BL/6J e com delegdo do gene Chrna7 (a7nAChR) (camundongos a7-/-),
investigamos como o consumo de dieta hiperlipidica e o processo inflamatério da colite
ulcerativa, participam da modulacao da expressao do receptor a7nAChR no intestino e o papel
deste receptor na evolugdo da colite experimental em camundongos. METODOS:
Camundongos C57BL/6J (n=15/grupo) foram alocados em grupo controle (CT) ou HFD (45%)
na 6% semana de vida. As dietas foram oferecidas por 4 semanas. Em seguida, parte desses
camundongos foi exposta ao Dextran Sulfate Sodium (DSS 2,5%) adicionado a agua potavel
por 7 dias para induzir a colite. Assim, surgiram os grupos: CT, CT+DSS, HFD e HFD+DSS.
Além disso, camundongos a7-/- (n=5/grupo) foram divididos em grupo CT ou HFD (45%) na 62a
10? semana de vida. Células epiteliais do colon e isoladas do colon (IEC) foram coletadas
para analise de Western Blotting e RT-gPCR. RESULTADOS: CT+DSS apresentou maior
escore DAI no 4° e 7° dia e perda de peso corporal em comparagdo ao grupo HFD. O
comprimento do cdélon, houve redugéo no grupo HFD e CT+DSS, em relagao ao grupo CT, bem
como no grupo HFD+DSS em relagdo ao grupo HFD. As células epiteliais do colon da HFD
mostraram uma redugdo na expressdao dos genes Tjp1, Occludin, Tnfa e Chrna7 em
comparagao com CT. Além disso, o consumo de HFD reduziu o contetdo proteico de a7nAChR,
Claudin1, Claudin2 e Ocludina em comparagao com CT. A permeabilidade intestinal no grupo
HFD+DSS foi maior do que nos grupos CT+DSS e HFD. Camundongos KOa7 alimentados com
HFD mostraram célon curto, conteudo reduzido de proteina Claudin2, bem como expresséao
dos genes Claudin4 e Tjp1 em comparagdo com CT. CONCLUSAO: Assim, HFD encurta o
coélon independente da colite, mas exacerba a permeabilidade intestinal em animais com colite.
A reducéo do receptor a7nAChR em células epiteliais pode estar potencializando uma resposta
inflamatéria em camundongos C57BL/6J expostos a HFD. Em camundongos KOa7 com HFD
mostraram encurtamento do coélon, conteddo proteico de Claudin2 reduzido, bem como

expressao génica de Claudin4 e Tjp1.

Palavras-chave: a7nAChR, inflamacéo, dieta hiperlipidica, colite e permeabilidade

intestinal.



ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases have a multifactorial etiology. Emotional and nutritional aspects
are directly related to the evolution of the disease. The presence of inflammatory markers,
such as cytokines and cellular infiltrates, and changes in intestinal permeability are common
aspects of both pathologies. Recent studies have employed methods of vagus nerve
stimulation and activation of the a7-type nicotinic acetylcholine receptor (a7nAChR) to reduce
inflammatory process. The receptor a7nAChR can reduce the expression of inflammatory
cytokines through the JAK2-STAT3 pathway in several cell types. In previous studies we
demonstrated that a diet rich in saturated fat (HFD) and inflammatory processes reduce the
expression of the a7nAChR, potentiating the inflammatory response. OBJECTIVE: using an
animal model with deletion of Chrna7 gene (a7nAChR) (a7-/- mice), we investigated how the
consumption of a high-fat diet and the inflammatory process of ulcerative colitis participate in
the modulation of the expression of the a7nAChR receptor in the intestine and the role of this
receptor in the evolution of experimental colitis in mice. METHODS: C57BL/6J mice
(n=15/group) were assigned to a control (CT) or HFD (45%) group at the 6th week of life. Diets
were offered for 4 weeks. Then part of these mice was exposed to Dextran Sulfate Sodium
(DSS 2.5%) added to drinking water for 7 days to induce colitis. Thus, the groups emerged:
CT, CT+DSS, HFD and HFD+DSS. Furthermore, a7-/- mice (n=5/group) were divided into CT
or HFD (45%) group from the 6th to the 10th week of life. Colonic and isolated colonic epithelial
cells (IEC) were collected for Western Blotting and RT-gPCR analysis. RESULTS: CT+DSS
showed higher DAI score on the 4th and 7th day and body weight loss compared to the HFD
group. Regarding the length of the colon, there was a reduction in the HFD and CT+DSS
group, in relation to the CT group, as well as in the HFD+DSS group in relation to the HFD
group. Colonic epithelial cells from HFD showed a reduction in the expression of Tjp1,
Occludin, Tnfa and Chrna7 genes compared to CT. Furthermore, HFD consumption reduced
the protein content of a7nAChR, Claudin1, Claudin2 and Occludin compared to CT. Intestinal
permeability in the HFD+DSS group was higher than in the CT+DSS and HFD groups. HFD-
fed KOa7 mice showed a short colon, reduced Claudin2 protein content, as well as Claudin4
and Tjp1 gene expression compared to CT. CONCLUSION: HFD shortens the colon
independent of colitis but exacerbates intestinal permeability in animals with colitis. The
reduction of the a7nAChR receptor in epithelial cells may be potentiating an inflammatory
response in C57BL/6J mice exposed to HFD. In KOa7 mice with HFD presented colon

shortening, reduced Claudin2 protein content, as well as Claudin4 and Tjp1 gene expression.

Keywords: a7nAChR, inflammation, hyperlipidic diet, colitis and intestinal

permeability.
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1 INTRODUGAO

1.1- Doencas Inflamatoérias Intestinais

O processo inflamatério € um componente importante do sistema imune e tem
papel fundamental no controle dos processos infecciosos, através da reducédo ou
extingdo do estimulo que causa o dano tecidual. O descontrole deste processo esta
associado ao desenvolvimento de diversas patologias, tais como: artrite reumatoide,
doengas cardiovasculares, cancer, sepse e doengas inflamatérias do intestino (Dll).

As duas DIl mais comuns em humanos sao a Doenca de Crohn e a Retocolite
Ulcerativa que tem alta morbidade e vém aumentando consideravelmente no mundo,
principalmente no norte da Europa, nos Estados Unidos e Australia (SHAMOON,;
MARTIN; O’BRIEN, 2019). No Brasil estudos epidemiolégicos mostram que a
prevaléncia de DIl tem aumentado, como demonstrado para o estado de S&do Paulo
(GASPARINI; SASSAKI; SAAD-HOSSNE, 2018), na regiao de Campinas mostrou
uma prevaléncia estimada de DIl de 15,59 casos/100.000 habitantes (FUCILINI et al.,
2021) e de maneira similar na América Latina e Caribe (KOTZE et al., 2020).

A doenca de Crohn (DC) é caracterizada por uma inflamagao gastrointestinal
com lesbes transmurais recidivas causadas principalmente pelo descontrole da
resposta imune (WALLACE et al., 2014). Os danos podem ocorrer em varias partes
do trato digestorio, desde a boca até o anus, mas afetam principalmente a regido do
ileo terminal, coélon e anus (BAUMGART, 2010; HANAUER; MEYERS, 2001;
LICHTENSTEIN et al., 2018). A Retocolite Ulcerativa (RCU) € uma doencga
inflamatdria ndo-transmural recorrente e que afeta principalmente o célon, mas o
processo inflamatoério progride continuamente do reto ao ceco (BAUMGART, 2010).
Ambas as doencas estdo associadas a perda de apetite, perda de peso, diarreia, dor,
sangramento e dilatacdo intestinal (BAUMGART, 2010), mas os tratamentos
existentes apenas induzem a remissdo da doenga, diminuindo os sintomas
(SCHWANKE et al., 2016; TRIANTAFILLIDIS; MERIKAS; GEORGOPOULOS, 2011).

Na colite ulcerativa, a extensao e as caracteristicas das lesdes determinam a
gravidade da doenga e a fisiopatologia tem sido associada ao aumento da
permeabilidade intestinal e fezes contendo sangue e muco (LAKHAN;
KIRCHGESSNER, 2011; ORDAS et al., 2012).

Fatores genéticos e ambientais estdo associados ao desenvolvimento de colite

ulcerativa. A incidéncia é maior em paises que adotaram um estilo de vida
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industrializado, restringindo uma evolugdo do sistema imunologico da mucosa,
resultando em uma resposta imune inadequada, o que sugere que fatores ambientais
podem influenciar no desencadeamento da doenga (ORDAS et al., 2012).

A RCU é uma doencga de barreira intestinal impulsionada por uma disfungao
estrutural no epitélio intestinal, por fortes mediadores inflamatoérios e células na lamina
prépria. Os macréfagos da lamina propria, em um processo normal, fornecem sinais
para as células-tronco intestinais, que dao origem a células epiteliais
intestinais(HIEMSTRA et al., 2014; SEHGAL et al., 2018). Entretanto, tanto modelos
experimentais, como camundongos, quanto pacientes com DIl apresentam numeros
significativamente elevados de macrofagos pro inflamatorios no colon (BAIN et al.,
2013; PLATT et al., 2010; RUGTVEIT et al., 1997; THIESEN et al., 2013).

Evidéncias sugerem que disfungbes da imunidade inata e adaptativa
contribuem para a resposta inflamatéria intestinal em pacientes com DII. As duas
principais DIl apresentam formas claramente distintas da imunidade adaptativa na
inflamacgao intestinal: enquanto a DC é caracterizada por uma resposta de células Th1,
a RCU esta associada a uma resposta por células auxiliares tipo 2 (Th2) (COBRIN;
ABREU, 2005; DI SABATINO et al., 2012; TARGAN; KARP, 2005).

Ainda no contexto da imunidade, um aumento na atividade de neutrofilos foi
observado em pacientes com DIl (HANSBERRY et al., 2017). Esse aumento esteve
associado a liberagao de TNF-a e a presenca de lipopolissacarideos, dois fatores que
contribuem para a ativacao de neutréfilos. Em camundongos com colite induzida, foi
observado um acumulo de neutrofilos extracelulares no célon, acompanhado de morte
celular epitelial por apoptose, rompimento das jungbes firmes, aumento da
permeabilidade e aumento da translocagéao bacteriana e inflamagcdo (MARONEK et
al., 2021).

Evidéncias mostram que a disfungdo da barreira da mucosa intestinal,
especialmente da célula de Paneth, participa do inicio e progressdo das doengas
inflamatorias intestinais (WANG et al., 2003). As células de Paneth desempenham
papel vital na manutengdo da homeostase intestinal, produzindo materiais
antimicrobianos e controlando o equilibrio comensal do hospedeiro. Outros fatores
que também contribuem para eficacia da barreira sdo as secre¢des de muco das
células caliciformes e imunoglobulinas de plasmécitos (KURASHIMA; GOTO;
KIYONO, 2013) (Figura 1). Notavelmente tanto a quantidade das células de Paneth,
quanto a liberagao de fatores antimicrobianos pelas células de Paneth estao reduzidos
em camundongos alimentados com dieta rica em lipidios (High Fat Diet - HFD) (LEE
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et al., 2017), mostrando que este tipo de dieta afeta componentes da barreira e a
manutencgao da integridade da barreira intestinal.

Em um ambiente ideal, barreira epitelial intestinal € constituida por varios tipos
de células, tais como enterdcitos, células de Paneth, células globet, cada uma delas
desempenhando fung¢des especificas. Abaixo desta camada epitelial existe o tecido
conectivo (ldmina prépria), que tem papel fundamental na comunicagdo entre o
microbioma e as células do sistema imune, tais como células dendriticas, linfocitos B
e T e macrofagos. Na camada epitelial (IEC) a célula mais abundante € o enterdcito,
que apresenta a importante fungdo de controlar a passagem de ions e moléculas do
lumen para o interior do tecido (RESCIGNO, 2011; SUZUKI, 2013). Esse controle é
realizado por proteinas de juncao de ocluséo (Tight Junctions) tais como claudinas,
ocludina e zonula occludens (GUNZEL; YU, 2013). Em 1986 a zonula occludens-1
(ZO-1) foi a primeira proteina de juncdo identificada. A ZO-1 atua como um
componente de ancoragem ligando as proteinas transmembranares ao citoesqueleto
(SILICIANO; MOOSEKER, 1986). As claudinas, por sua vez, classificadas com
funcdes de barreira, como a claudina-1, ou com propriedades de formacao de poros,
como a claudina-2, estao localizadas nas jun¢des firmes da via paracelular (LU et al.,
2013).
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Fig 1. Barreira intestinal. O epitélio intestinal é constituido por uma monocamada de
células epiteliais que incluem células M, células caliciformes, células Paneth e Tight-
junction. Estas células desempenham papéis criticos na regulagdo da microbiota e na
resposta imune do hospedeiro. Uma camada de muco contém peptideos
antimicrobianos e mucinas, que sido produzidos por células de Paneth e células
caliciformes, respectivamente, bem como imunoglobulina A (SIgA) secretora, que
participa do processo de transcitose por células epiteliais (Adaptado: (COX; WEST;
CRIPPS, 2015)

1.2- Efeito da obesidade e acidos graxos da dieta sobre doencgas inflamatérias
intestinais
A relagdo entre a obesidade e as DIl é bastante controversa. Uma recente
revisdo de Szilagyi (SZILAGY]I, 2020) trouxe a discussdo aspectos comuns que sao
importantes entre estas patologias. Alguns estudos sugerem que a obesidade esta
associada ao aumento de marcadores de inflamag&o e de permeabilidade intestinal
(BILSKI et al., 2019; LAKHAN; KIRCHGESSNER, 2011). Além disso, a contribui¢cdo
de componentes da dieta para a incidéncia de DIl também tem sido investigada.
Considerando as propriedades pro-inflamatorias de acidos graxos saturados
(AGS) e seu efeito sobre a microbiota, esse componente da dieta tem sido alvo de
estudos em modelos animais e humanos. Em modelos animais alguns estudos
indicam o efeito potencial de AGS na incidéncia de DIl e de maneira independe da
obesidade (GRUBER et al., 2013; PAIK, J., FIERCE, Y., TREUTING, P. M., BRABB,
T., AND MAGGIO-PRICE, 2013). Em humanos existem poucos estudos e resultados
que mostram a relagéo positiva ou nula com a incidéncia de DIl (ANDERSEN et al.,
2017; HOU, J. K., ABRAHAM, B., AND EL-SERAG, 2011). Por outro lado, os acidos
graxos mono e poli-insaturados (MUFA e PUFA), através de suas propriedades anti-
inflamatorias e das mudangas induzidas na microbiota intestinal (GHOSH et al., 2013;
PUSCEDDU et al., 2015), parecem ter efeito benéfico sobre DIl, como demonstrado
pelo European Prospective Investigation into Cancer (EPIC) (DE SILVA et al., 2014).
Outro aspecto em comum entre obesidade e DIl € a contribuicdo que a
microbiota intestinal tem para a patofisiologia de ambas. O consumo de dietas ricas
em gorduras induz mudangas na microbiota que resultam em maior permeabilidade
intestinal e levam a endotoxemia metabdlica e inflamagéo (FRAZIER; DIBAISE;
MCCLAIN, 2011). Estudos em modelos animais de obesidade genética
(camundongos deficientes de receptor de leptina — ob/ob) mostram que estes animais
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apresentam reducdo de Bacteroidetes e aumento de Firmicutes na microbiota
intestinal (LEY et al., 2005), com achados similares em humanos obesos (LEY, R. E.,
TURNBAUGH, P. J., KLEIN, S., AND GORDON, 2006). Um estudo recente realizado
com humanos mostrou que a dieta pré-inflamatoria pode estar associada ao aumento
dorisco e atividade da DC. A dieta com alto indice inflamatério envolve potencialmente
a DC por mediar alteragées na microbiota, como o aumento de Morganella morganii e
Veillonella parvula e a diminuigdo de Coprococcus eutactus no grupo das dietas proé-
inflamatadrias, assim como na DC (TIAN et al., 2022).

Os defeitos na barreira intestinal e 0 aumento da permeabilidade em individuos
obesos foram relatados por Genser e colaboradores. O estudo mostrou que uma dieta
baseada em lipidios comprometia a barreira intestinal, através da redugao de ocludina
e tricelulina, proteinas transmembranares responsaveis pela integridade da
barreira. Os niveis séricos de zonulina, proteina ligante do citoesqueleto, também
estavam aumentados em pacientes obesos (GENSER et al., 2018).

Além disso, como mencionado acima, o fato da dieta hiperlipidica aumentar a
permeabilidade intestinal, parece ser decorrente da reducdo da expressao de
proteinas componentes das “Tight junctions” (CANI et al., 2007; CANI; DELZENNE,
2007; CANI, 2007). Em uma revisao de 2007, os autores mostraram que a inflamagao
associada a obesidade em camundongos também tem origem no intestino e, mais
precisamente, através da produg¢ao de moléculas especificas derivadas da microbiota
intestinal, como o lipopolissacarideo (LPS), uma condigdo denominada endotoxemia
metabdlica (CANI, 2007). Em situagées normais, a entrada de LPS na circulagéo &
controlada de forma adequada pelo sistema imunolégico e mecanismos de
desintoxicagdo (GUERVILLE; BOUDRY, 2016), mas em humanos e roedores com
obesidade e diabetes, os niveis plasmaticos de LPS sé&o, pelo menos, duplicados em
comparagao com aqueles em controles saudaveis, mesmo em jejum (CANI, 2007).

O LPS pode se ligar ao Toll-like receptor 4 (TLR4) promovendo a ativagao de
varias vias imunoldgicas classicas (QIAN C, 2013). Umas destas vias € dependente
de MYDB88 e ativa NF-kB que promove a transcricdo de varias citocinas e quimiocinas,
com papel importante no desenvolvimento da obesidade e disturbios metabdlicos
(CANI, 2007) (Figura 2). Além das células do sistema imune, o TLR4 é expresso em
outros tipos celulares e esta envolvido com a ativacédo de vias inflamatérias nestas
células (SHI et al., 2006).

Assim, a dieta rica em AGS, a obesidade, a permeabilidade intestinal e a

ativacao de vias inflamatdrias no intestino parecem estar associadas a DII.
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Fig 2. Disfungdo da barreira intestinal e inflamagdo na obesidade. A alteragdo da
microbiota intestinal observada na obesidade estd associada a permeabilidade
intestinal, redugdo de proteinas Tight-junctions (TJ), e uma resposta imune com a
producéo de peptideo antimicrobiano, como a imunoglobulina A (IgA). Esses defeitos
estdo envolvidos no aumento dos niveis de LPS (endotoxemia metabdlica), que se
liga ao receptor Toll-like 4 (TLR4), ativando vias imunoldgicas, como a proteina de
diferenciagdo mieloide MYD88 e NF-kB, levando a producdo de uma resposta
inflamatoria. A inflamagdo cronica e de baixo grau é o principal fator para o
aparecimento de obesidade, diabetes e doengas cardiovasculares, também visto no
cancer. (Adaptado: CANI, 2018).

1.3- Participagao de receptores colinérgicos nicotinicos de acetilcolina do tipo
a7 (a7nAChR) em Doencas Inflamatoérias Intestinais
Como exposto até o momento, a ativacao de vias inflamatorias tem participagao
fundamental na fisiologia da DIl. Assim, qualquer mecanismo capaz de reduzir a
producdo de citocinas inflamatérias tem  potencial participacdo na
prevencao/tratamento destas patologias. Neste sentido, o estudo desenvolvido por

Ghia et al. demonstrou a fungédo protetora e anti-inflamatéria do nervo vago em
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modelos murinos de colite aguda, assim como o papel dos receptores colinérgicos
nicotinicos e de macré6fagos (GHIA et al., 2006).

Esse efeito anti-inflamatorio, com participagao da via colinérgica, é conhecido
como via anti-inflamatoria colinérgica e resulta na inibicdo da produgéo de citocinas
através da ativagcdo dos receptores a7nAChR (DI GIOVANGIULIO et al., 2016; WANG
et al., 2003). No bago a via anti-inflamatdria colinérgica funciona através do estimulo
do nervo vago que estimula a secregdo de noradrenalina pelo nervo esplénico. A
noradrenalina, por sua vez, se liga aos receptores 2 adrenérgicos em células T para
produzir e liberar a acetilcolina (ACh). A ACh produzida e secretada pelas células T
se liga ao receptor a7nAChR nos macrofagos e ativa, através de fosforilagdo, a Janus
quinase-2 (JAK-2) e, em seguida, a proteina transdutora de sinal e ativadora da
transcricdo-3 (STAT-3) (ROSAS-BALLINA, et al., 2011). Uma vez ativada, a STAT3
migra para o nucleo inibindo a expressdo génica de citocinas pro-inflamatorias,
incluindo o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6) (JONGE et al.,
2005)(Figura.3).
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Fig. 3 Sinalizagdo anti-inflamatdria colinérgica mediada pelo receptor a7nAChR. O
consumo de dieta hiperlipidica induz liberagao de mediadores inflamatorios através do
NF-kB. Porém a acetilcolina ativa o a7nAChR, induzindo fosforilagdo de STAT3 (p-
STAT3) via JAK2, que inibe a atividade de NF-kB. STAT3 ativada age como fator de

transcricdo no nucleo, ativando a expressao de citocinas anti-inflamatarias.
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No intestino, tecido alvo do nosso estudo, o nervo vago ativa diretamente os
nervos mioentéricos (dentro da parede intestinal) para conduzir a produgao de ACh e
reduzir a secre¢cdo de citocinas pro-inflamatorias de macrofagos no intestino
(MATTEOLI et al., 2014; ROSAS-BALLINA et al., 2008) (Figura 4).
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Fig 4. Via anti-inflamatoria colinérgica. O nervo vago sinaliza para TH + nervos
esplénicos, que secretam noradrenalina (NE) para ativar células T ChAT + para
produzir acetilcolina (ACh), que sinaliza para macréfagos através do receptor
a7nAChR para reduzir a produgéo de citocinas pré-inflamatério. O nervo vago também
ativa diretamente ChAT+ pelos nervos mioentéricos para producdo de ACh para
reduzir citocinas pro-inflamatorias de macrofagos no intestino (Adaptado: COCO CHU,
2020)

O papel do nervo vago em reduzir o processo inflamatério intestinal também foi
observado em estudos clinicos. O estudo conduzido por BONAZ e colaboradores, com
sete pacientes com doenga de Crohn ativa, mostrou que a estimulagao do nervo vago,
através de manguito implantado com eletrodos, reduziu a atividade da doenga e
melhorou indices bioquimicos e endoscopicos (BONAZ, et al., 2016). Outro estudo,
demonstrou pela primeira vez, apos a esplenectomia, em modelo TNBS de colite

experimental, uma diminuicdo do efeito protetor anti-inflamatorio da estimulagao
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exdgena de a7nAChR. Contudo, o tratamento com AR-R17779, agonista seletivo de
a7nAChRs, exerceu efeitos benéficos em um modelo de colite sem a remocao do bago
caracterizado pela ativacdo do sistema imune adaptativo, mediado por uma resposta
de células T e que o bago é essencial para mediar essa protecao colinérgica (WAY et
al., 2017).

1.4- Efeito da obesidade e consumo de HFD sobre a expressao de a7nAChR

A literatura tem mostrado que a expressédo do receptor a7nAChR pode ser
modulada por condi¢des inflamatorias(MARTINS et al., 2021; Ql et al., 2020; SOUZA
et al., 2019). Um estudo do nosso grupo, em modelo animal, mostrou que o consumo
de HFD por curto periodo (3 dias), resultou em significativa redugao da expresséo de
a7nAChR no hipotalamo (SOUZA et al.,, 2019), assim como demonstrado em
macréfagos alveolares e intersticiais de camundongos obesos (Ql et al., 2020). De
maneira similar, também mostramos que a HFD, por curto periodo, foi capaz de
reduzir a expressao do a7nAChR em outros tipos celulares, como em células da
medula éssea, efeito que foi prevenido pela suplementacdo com acidos graxos
insaturados (MARTINS et al., 2021).

Em outros modelos também tém sido demonstrados os efeitos do ambiente
inflamatério sobre a expresséo do a7nAChR. No estudo de Cancello e colaboradores,
0s autores mostraram que a expressdo de a7nAChR ¢é significativamente reduzida
nos adipocitos de individuos humanos obesos (CANCELLO et al., 2012). Em outro
estudo os autores demonstraram que o nivel de expressao de a7nAChR cerebral esta
diminuido na inflamagéao (HUA, S., EK, C.J., MALLARD, C., JOHANSSON, 2014),
tanto na mitocondria quanto na membrana plasmatica cerebral (LYKHMUS, et al.,
2015). Matsumura e colaboradores mostraram em camundongos transgénicos para
proteina APP/PS1 que causa a doenga de Alzheimer que a expressao do a7nAChR
microglial diminuiu gradualmente no hipocampo (MATSUMURA, et al., 2015).
Finalmente, um estudo recente mostrou que a mucosa do ileo de pacientes com
doenga de Crohn tem redugao significativa na expressdo do a7nAChR, comparada
aos individuos do grupo controle (DA SILVA, et al., 2020).

Portanto, a literatura nos sugere uma relagdo importante entre o consumo de
dieta rica em gordura, a expressao do receptor a7nAChR e o processo inflamatorio

intestinal e na génese da colite ulcerativa.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A relacao entre obesidade e colite ulcerativa pode ser atribuida a varios fatores.
A obesidade esta associada a um estado inflamatério de baixo grau, caracterizado
pelo aumento de citocinas pré-inflamatérias e alteragées na microbiota intestinal.
Essas substéncias inflamatorias podem reduzir os receptores a7nAChR,
comprometendo sua resposta anti-inflamatoria e agravando a inflamagao no intestino

em individuos com colite ulcerativa, contribuindo para a progressao da doenca.

Desta maneira nds hipotetizamos que o consumo de dieta hiperlipidica
prejudica a expressdo do receptor a7nAChR e contribui para a piora do quadro
inflamatério da colite.

3 OBJETIVO GERAL
O objetivo € avaliar se a expressao do receptor a7nAChR da mucosa intestinal
no colon é modulada pelo consumo HFD e a contribuicdo deste evento para a
gravidade da colite ulcerativa em modelo animal de colite quimica induzida por DSS.

3.1-Objetivos especificos
) Em modelo animal “wild type”, com uso de dieta controle e dieta

experimental hiperlipidica (HFD).

a. lIdentificar o tipo celular no intestino que expressa o receptor a7nAChR,;

b. Avaliar o efeito do consumo de HFD sobre a expressao do receptor
a7nAChR no intestino;

c. Avaliar o efeito do consumo de HFD sobre a expressao de proteinas de
juncao e a permeabilidade intestinal,

d. Avaliar a expressao intestinal do receptor a7nAChR em modelo quimico de
colite induzida por DSS;

e. Avaliar a contribuicdo do consumo de HFD para a evolucéo clinica e o
processo inflamatorio da colite induzida por DSS;

. Em modelos animais transgénicos com delecao do gene Chrna7 -/- (KO-
a7nAChR), com uso de dieta controle e dieta experimental hiperlipidica
(HFD)

a. Avaliar a expressao de proteinas de jungao;
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b. Avaliar o efeito do consumo de HFD sobre a expressao de proteinas de

juncao, a permeabilidade intestinal e o processo inflamatério no intestino;

4 METODOLOGIA
Utilizamos as seguintes linhagens de camundongos:
i. Camundongos C57 selvagem com dieta controle e dieta experimental;
ii. Camundongos KO-a7nAChR (Chrna7-/-): nocaute corpo inteiro para o receptor
a7nAChR com dieta controle e dieta experimental,

Foram utilizados 15 camundongos C57 selvagem/grupo e 5 animais
KOa7/grupo com 6 semanas de idade que, apos a anestesia (Cetamina 300 mg/kg +
Xilazina 30 mg/kg) por via intraperitoneal, foram eutanasiados por decapitagcdo em
guilhotina para a coleta de sangue. O soro foi obtido apds centrifugagao
(805G/15min/25°C) do sangue que foi previamente mantido em temperatura ambiente
(25°C) por 40 min. Os tecidos coletados foram: o célon inteiro, tecidos adiposos (EPI,
RET e mesentério) e hipotalamo. Foram rearranjados nos grupos de acordo com as

questdes e etapas descritas abaixo:

Grupo controle (CT): animais C57 recebendo dieta padrao (n=15).
Grupo HFD: animais C57 com dieta hiperlipidica (45%) durante 28 dias (n=15).
Utilizamos camundongos C57 selvagem que foram divididos em grupo controle
(dieta padrao) e grupo HFD (dieta hiperlipidica 45%). O tempo de consumo de dieta
foi de 4 semanas, para observar o menor tempo de consumo que induz reducéo da
expressdo do receptor no célon. Em seguida, a partir da extragdo do codlon e
isolamento das células epiteliais (IEC), foram utilizadas analises por WB (n=10), RT-
gPCR (n=10), histologia (n=5) e imunofluorescéncia (n=5) para avaliar o efeito da HFD
na expressao do receptor a7nAChR, de proteinas de jungcdo e na permeabilidade
intestinal.

Grupo controle + DSS (CT+DSS): animais C57 com dieta padrdo e tratados com

2,5% de Dextran-Sulfato de Sédio (DSS) na agua de beber por 7 dias (n=15).

Grupo HFD + DSS (HFD+DSS): animais C57 com dieta hiperlipidica (45%) e tratados

com 2,5% de Dextran-Sulfato de Sodio (DSS) na agua de beber por 7 dias (n=15).
Para responder essa questdo camundongos C57 selvagem controle e

previamente expostos a HFD foram desafiados com DSS (2,5%) na agua de beber
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por 7 dias. No periodo de desafio com DSS, parametros bem estabelecidos de
progressao e gravidade da colite foram avaliados. Em seguida, a partir da extragdo do
célon e isolamento das células epiteliais (IEC), foram utilizadas analises por WB
(n=10), RT-PCR (n=10), histologia (n=5) e imunofluorescéncia (n=5) para avaliar o
efeito da associagdo da HFD e a colite experimental na expressdo do receptor
a7nAChR, de proteinas de jungao e na permeabilidade intestinal e vias inflamatorias.

Grupo KOa7 + CT: animais com delecao do receptor a7nAChR recebendo dieta
controle (n=5).

Grupo KOa7 + HFD: animais com delegao do receptor a7nAChR recebendo dieta
hiperlipidica (45%) (n=5).

Utilizamos animais geneticamente modificados como descrito na
metodologia. Dessa maneira este protocolo permitiu que os dados obtidos com os
animais com delegao do receptor a7nAChR sejam comparados com o efeito da dieta
em camundongos C57 wild type. Os KOa7 consumiram a HFD por 4 semanas. No
final, a partir da extragdo do colon, foram realizadas analises por WB (n=5) e RT-PCR
(n=5) para avaliar o efeito da associagao da HFD na expressao de proteinas de jungéo

e na permeabilidade intestinal e vias inflamatdrias.

4.1-Caracterizagcao do modelo experimental
4.1.1-Animais utilizados

Todos os procedimentos descritos neste trabalho foram previamente aprovados
pela Comissado de Etica no Uso de Animais (CEUA/UNICAMP) sob protocolos de n°;
5751-1/2021 e 5386-1/2019.

Foram utilizados animais machos da linhagem C57BL/6 (Wild Type) com 6
semanas de vida (n= 15 animais/grupo) e obtidos do Centro Multidisciplinar para
Investigagao Biologica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
Os animais foram mantidos no biotério da Faculdade de Ciéncias Aplicadas
(FCA/UNICAMP) em estantes ventiladas, com temperatura da sala de 21+1°C, ciclo
claro/escuro de 12 horas e com agua e ragéo ad libitum.

Os camundongos Chrna7-/- (B6.129S7-Chrna7tm1Bay/J) com background do
C57 foram obtidos do Jackson Laboratory nos EUA e mantidos no biotério da
Faculdade de Ciéncias Aplicadas/UNICAMP.
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O sucesso na alteragao genética foi certificado através da genotipagem de cada
animal. A genotipagem foi realizada logo apdés o desmame, utilizando primers
especificos, de acordo com as instru¢ées da THE JACKSON LABORATORY para
cada linhagem (www.jax.org).

Os animais foram randomicamente distribuidos nos seguintes grupos

experimentais, de acordo com a manipulagao dietética:

Dieta Controleou
HFD (45%kcal/lipidios)
l DSS
(2,5%)

Semanas e
de vida 6° 7a 82 92 102

_________________ Evolugdo do peso -

Eutanasia
Grupo controle (CT) Extracao do célon
Grupo HFD 45% (HFD) .
Grupo CT com colite (CT+DSS) Isolamento IEC/Célon
Grupo HFD com colite (HFD+DSS) e andlises

Grupo KOa7 + CT
Grupo KOa7 + HFD

Figura 5 . Desenho experimental do presente estudo (Fonte: O autor, 2023).

4.2-Dieta experimental

A dieta ofertada aos animais durante 4 semanas foi preparada no laboratorio
de Técnica Dietética da Faculdade de Ciéncias Aplicas (FCA). A quantidade dos
nutrientes e do valor calérico foi ajustada a partir de uma dieta controle, visando
aumentar a densidade caldrica e o fornecimento de lipidios, assim como sua fonte.
Como produto final, foi obtida uma dieta hiperlipidica (45%) a partir da adigdo de fonte
alimentar rica em gordura saturada (banha de porco). A composicdo da dieta
hiperlipidica que foi utilizada durante os experimentos, assim como a comparag¢ao dos

ajustes realizados a partir da dieta padrao € mostrado na tabela I.

Tabela I. Tabela comparativa da composicao nutricional da dieta hiperlipidica e

da dieta padrao utilizadas durante os experimentos.
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Ingredientes Dieta Padrao(g%)  Dieta Hiperlipidica 45% (g%)
Carboidrato 66 44
Fonte Proteica 20 20
Lipidios 4 23
Fibras 5 5
Minerais 3,5 3,5
Vitaminas 1 1
L-cistina 0,3 0,3
Bitartarato de colina 0,25 0,25
Calorias de gordura (%/100g) 9 45
Valor calérico (KJ/100g) 1591 1939

4.3-Inducao da colite por DSS e avaliagao da atividade da doencga.

A colite experimental foi induzida pela administracdo de 2,5% de DSS
(m.w.=36,000-50,000) (MP Biomedicals) na agua de beber por 7 dias. Durante o
protocolo experimental da colite induzida pelo DSS os animais foram examinados

diariamente em relagdo ao consumo alimentar, coeficiente de ganho de peso por

consumo calorico (CGPCC = (PesoFinal — Pesolnicial)/Kcal ingeridas) e ao indice de

atividade da doencga (IAD), medido de acordo com escores referentes a perda de peso

corporal, consisténcia fecal e sangue nas fezes (GHIA, J. E., BLENNERHASSETT, P., AND

COLLINS, 2008; GHIA, J. E., GALEAZZI, F., FORD, D. C., HOGABOAM, C. M., VALLANCE, B. A., AND

COLLINS, 2008).

Tabela 2. Sistema de Pontuagao para Calcular o indice de Atividade da Doenca

(IAD).
Escala Perda de Peso Consistencia das Presenca de Sangue nas
Fezes Fezes

0 Nao Normal Nao

1 1-5% Normal Nao

2 6-10% Amolecidas Sangramento leve

3 11-20% Amolecidas Sangramento leve

- >20% Diarreia Sangramento Intenso

O valor do |AD foi calculado através da soma da pontuacao para perda de peso, consisténcia das fezes e a presenca de sangue nas

fezes. IAD: Indice de Atividade da Doenca.
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4.4-lsolamento de Células Epiteliais Intestinais (IEC)

IECs foram isoladas do célon de camundongos C57 selvagem com dieta controle
e HFD. Resumidamente, os célons foram abertos longitudinalmente, lavados trés vezes
com tampao fosfato (PBS) gelado, aproximadamente 8°C e cortados em minusculos
fragmentos. IEC foram isoladas usando 2 mM EDTA/HBSS a 37°C com agitagcéo
durante 60 min. Os tubos foram agitados em vortex por 20 segundos a cada 10
minutos. O material foi ent&o filtrado através de um filtro de células de 70 ym (431751-
CORNING), em seguida, centrifugou-se a 780-800G por 10min a 4°C e descartou-se o
sobrenadante. O pellet de células, foi lavado uma vez com 20 mL de salina 0,9% em
PBS, entéo ressuspendidas em 1 mL de PBS e posteriormente contadas em camara
de Neubauer. Para os procedimentos abaixo, foi padronizada a utilizagdo de 2x108
células (FELLOWS et al., 2018).

4.5-Analise da expressao génica
4.5.1-Avaliagao da expressao génica por RT-qPCR.

Para avaliagao da quantidade de transcrito de RNAm foi empregada a técnica
de real-time PCR (RTg-PCR). Para isso, o RNAm total foi extraido com o método de
Trizol em tecido e kit Phenol-free Total RNA Purification no IEC e utilizou-se DNase |,
RNase-free (EN0521, ThermoFisher) (IEC). A quantidade de RNA das amostras foi
determinada por espectrofotometria a 260nm (A260) e a 280nm (A280), e a
integridade do RNA isolado foi determinada pelo gel de integridade e pela raz&o
A260:A280.

Em seguida, o cDNA foi sintetizado usando o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems). A expressao relativa foi determinada usando os
seguintes primers: SIRT1(Mm00490758_m1 da marca ThermoFisher SCIENTIFIC),
CHRNA7 (MmO01312230_m1 da marca ThermoFisher SCIENTIFIC), TNFa
(Mm00443258_m1 da marca ThermoFisher SCIENTIFIC), IL-1B (Mm00434228 m1
da marca ThermoFisher SCIENTIFIC), IL-10 (MmO01288386_m1 da marca
ThermoFisher SCIENTIFIC), Occludin (Mm00500912_m1 da marca ThermoFisher
SCIENTIFIC), Tjp1(Z0O1)(Mm01320638 _m1 da marca ThermoFisher SCIENTIFIC),
Claudina-1 (Mm01342184_m1 da marca ThermoFisher SCIENTIFIC) e Claudina-4
(MmO00515514_s1 da marca ThermoFisher SCIENTIFIC); e como enddgeno utilizou-
se ACTB (4351315 da marca Applied Biosystems), com sistema de detec¢cdo TagMan
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para os genes alvo. A gRT-PCR foi realizada na plataforma ABI Prism 7500. Os dados
obtidos foram analisados usando o Sistema de Detecgédo de Sequéncia 1.7 (Applied
Biosystems). Os niveis de expressé&o relativa dos genes-alvo foram calculados pelo
método AACt.

4.6-Avaliacao da quantidade e fosforilagao das proteinas

4.6.1-Expressao proteica por Western blotting

Para extrair o conteudo proteico do IEC foi utilizado um tamp&o de lise, o
conteudo proteico obtido do processamento do IEC foi dosado através do método de
BCA protein assay kit (23225; Thermo Fisher Scientific) e o conteudo do tecido (colon)
foi dosado através do método de Biureto e posteriormente diluido em tampao de
Laemmli. Apés rapida fervura, as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida
para separagao de proteinas por eletroforese (SDS-PAGE). Proteinas separadas em
SDS-PAGE foram transferidas para membrana de nitrocelulose e os resultados foram
avaliados através do blotting com os seguintes anticorpos especificos: pSTAT3
(Tyr705, #9145) da marca Cell Signaling©, MyD88 (sc-74532) da marca Santa Cruz
Biotechnology®, a7nAChR da marca Bioss Antibodies© (bs-1049R), SIRT1, Ocludina
(33-1500), ZO-1 (61-7300), Claudina 1(ab15098) e Claudina 2 (ab53032) da marca
ABCAM®., como endogeno utilizou-se vinculin (139015). Foram utilizados
secundarios Rabbit e Mouse da marca KPLO. O sinal foi detectado por
quimioluminecéncia com kit ECL da Amersham em sistema de detecgao
automatizado. A intensidade das bandas foi quantificada usando o software Scion
Image.

4.6.2-Immunofluorescéncia

Os animais foram perfundidos com paraformaldeido a 4% (pH = 7,4), os tecidos
extraidos e mantidos em solugdo de sacarose 40%. Em seguida foram rapidamente
congelados em tissue tek diretamente no criostato e as secgdes (10 micrometros)
obtidas. Apos o corte, os tecidos foram colocados em Iaminas e congelados a -20°C.
Os cortes foram circundados com caneta hidrofébica, bloqueados com albumina e em
seguida, incubados com anticorpo primario overnight. Posteriormente, apos a lavagem

foi realizado a incubagédo com anticorpo secundario por 90 min. Utilizou-se DAPI como
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marcador nuclear. Os cortes foram avaliados quanto a distribuicdo da proteina de
interesse: F4-80 no tecido usando os anticorpos conjugados com fluoréforos e
posterior analise por microscopia confocal (FACHI et al., 2019).

4.7-Medida de permeabilidade intestinal

Os camundongos foram submetidos ao jejum de 12 horas, sendo que ao final
da 82 hora os animais n&do receberam a oferta de agua. Ent&o, através da gavagem
oral, foram administrados 25 mg/100 g de peso corporal de isotiocianato de
fluoresceina (FITC)-dextrano (FD40- Sigma-Aldrich) (ESHELMAN et al., 2019). Apés
4 horas, os camundongos foram sacrificados e amostras de sangue foram
rapidamente coletadas por decapitagdo. O sangue foi deixado coagular por 30
minutos em temperatura ambiente no escuro e coletado em eppendorf envolto em
papel aluminio. O soro foi isolado por centrifugagdo (805G/15min) e diluido em PBS
(1:2). A concentracao de FITC-dextrano foi medida usando um fluorémetro (BioTek,
Synergy 2) (comprimento de onda de excitacdo, 485 nm; comprimento de onda de
emissao, 528 nm).

4.8-Dosagem de atividade da mieloperoxidase (MPO) no tecido.

A dosagem de atividade da MPO foi usada como marcador bioquimico de
infiltrac&o de granuldcito no tecido intestinal. Resumidamente, um fragmento do tecido
foi homogeneizado em 1,9 ml de buffer 1 de NaCl refrigerado para cada 100 mg de
tecido. Ap6s homogeneizacgao e centrifugacéo o pellet foi ressuspenso no buffer 2 de
brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) em temperatura ambiente, na proporgéo
de 1,9ml/100mg de amostra. Aliquotas de 1ml da suspensdo foram congeladas e
descongeladas por 3x em nitrogénio liquido. A absorbancia em 450 nm avaliada
usando 0,002% de H202 e o H2S0O4 (1M). Calculo da atividade da MPO: N°
neutrofilos = (média x 2) + 0,0055/0,0022. Os resultados foram expressos como
nimero de neutrédfilos x10° (BRADLEY, P. P., CHRISTENSEN, R. D., AND
ROTHSTEIN, 1982).

4.9-Avaliagao histolégica do célon
O cdlon foi coletado, lavado em PBS e os tecidos extraidos foram mantidos em
solucéo de sacarose 40%. Em seguida foram rapidamente congelados em Tissue tek
da marca Fisher HealthCare diretamente no criostato e as secc¢des obtidas. Apds os
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cortes de 10 uM foram corados com H&E para avaliagdo histologica. A avaliagdo do
grau de comprometimento do tecido foi realizada de acordo com a infiltragao celular: o
aumento do numero de células inflamatoérias na lamina prépria foi classificado como
1; a confluéncia de células inflamatdrias que se estendem para a submucosa como 2
e a extensao transmural do infiltrado como 3. Os danos ao tecido foram classificados
como: erosoes linfoepiteliais discretas como 1; erosdes da mucosa como 2 e extenso
dano a mucosa e / ou extensao através de estruturas mais profundas do intestino
parede como 3. Os dois subescores igualmente ponderados foram adicionados e a
pontuagéo histolégica da gravidade da colite foide 0 a6 (DIELEMAN, L. A., 1998; SHAO
et al.,, 2019).

4.10-Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados em média e erro padrao da média. Para as
analises estatisticas, os dados foram verificados quanto a distribuigado normal usando
o teste Shapiro-Wilk. O teste de Levene foi realizado para verificar a igualdade das
variancias. Entre dados quantitativos como homocedasticidade, distribuicdo normal e
independente, foi realizado o teste t Student para avaliagdo da média entre dois
grupos. Para a comparagédo de médias entre trés grupos ou mais, foi utilizada analise
de variancia One- way ANOVA e Two-way ANOVA seguido pod-teste de Bonferroni,
de acordo com os grupos. Quando necessario teste de Tukey HSD para comparagao
multipla de médias. Os dados considerados nao paramétricos foram analisados
através dos testes de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn.
Em todos os casos o nivel de significancia para rejeicao da hipotese de nulidade foi
de 5% (p<0,05). Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prisma,

versdo 5.01, onde foram realizados a confecg¢ao dos graficos.

5 RESULTADOS

5.1-A expressao do receptor a7nAChR e do TNF-a em células epiteliais
intestinais isoladas esta reduzida em camundongos que consumiram dieta

hiperlipidica.
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Ao avaliar se o consumo da dieta hiperlipidica durante 4 semanas leva a
alteragcdes na expressdo do receptor a7nAChR, tanto em células epiteliais isoladas do
colon (IEC), quanto no tecido, observamos que camundongos com HFD apresentaram
reducdo na expressdo génica de Chrna7 (57,81%) (Fig.1 A), bem como uma
diminuicdo da expressao génica de TNF-a (55,1%) (Fig.1 C) em IEC, comparados a
camundongos com dieta controle. Entretanto no codlon todo ndo foi observada
diferenca significativa entre os grupos (Fig.1 B e D).
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Figura 1. Expressdo do receptor a7nAChR e TNF em células epiteliais isoladas do coélon de
camundongos que consumiram dieta hiperlipidica (HFD) ou dieta controle (CT) (A) Nivel de RNAm
(qRT-PCR) de Chrna7 em IEC do célon, (B) Nivel de RNAm (gRT-PCR) de Chrna7 no célon, (C) Nivel
de RNAm (qRT-PCR) de TNFa no IEC do colon e (D) Nivel de RNAm (qRT-PCR) de TNFa no colon. O
gene ACTB foi usado como controle endégeno. Resultados apresentados como média + E.P.M. Teste
t-student, * p < 0,05, ** p < 0.01.

5.2-A expressao genica das proteinas de jung¢ao da barreira intestinal, TJP1 e

Ocludina, esta reduzida nos camundongos que consumiram dieta hiperlipidica.

Ao avaliar se o consumo da dieta hiperlipidica durante 4 semanas leva a
alteragdes na expressédo genica das proteinas de jungdo da barreira intestinal em
células epiteliais isoladas do colon, observamos que camundongos com HFD
apresentaram redugao na expressao génica para Tjp1 (35%) (Fig.1 A) e Ocludina
(25,27%) (Fig.1 B), comparados a camundongos com dieta controle. Entretanto a
expressdo génica de Cld4 e Cld1 ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos
(Fig.1 C e D).
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Figura 2. Expresséo génica das proteinas de juncdo no isolamento de células epiteliais do cdlon nos
camundongos que consumiram dieta hiperlipidica e controle. (A) mRNA level (QRT-PCR) de Tjp1 no IEC
do colon, (B) mRNA level (QRT-PCR) de Occludin no IEC do célon, (C) mRNA level (QRT-PCR) de Cld 4
no IEC do colon e (D) mRNA level (QRT-PCR) de Cld 1 no IEC do célon. N=10/grupo. O ACTB foi usado
como controle endégeno. Resultados apresentados em média + E.P.M. Teste t-student, * p < 0,05, ** p
<0.01.

5.3-A dieta hiperlipidica atenuou o escore do indice de atividade da doenca (DAI)
de colite induzida por DSS em camundongos.

Ao investigar o efeito da dieta hiperlipidica na colite induzida por DSS, o grupo
CT+DSS apresentou perda de peso quando comparado com o grupo CT (22,54%),
assim como o grupo HFD+DSS comparado ao grupo HFD (13,82%). Comparando os
grupos tratados com DSS, o grupo com dieta CT obteve maior perda de peso em
relagcdo ao grupo HFD (Fig. 3 A). O grupo CT+DSS apresentou maior escore DAI
comparado ao grupo HFD+DSS, no 4° e 7° dia (Fig. 3B). Animais tratados com DSS
apresentaram diarreia e perda de peso a partir do 4° ou 5° dia de tratamento,
evidenciando no 5° dia o sangramento retal (Fig. 3 B). Analisando o peso corporal
durante os 7 dias de indugao da colite, o grupo HFD ganhou peso até o 5° dia e depois
comegou a perder, enquanto os camundongos controle comegaram a perder peso um
dia antes do grupo HFD (Fig. 3 C). Essa diferengca na perda de peso foi de 4,88%
entre os grupos, demonstrada no grafico de barras (ig. 3 D). No consumo alimentar
nao houve diferenga significativa entre os grupos (Fig.3 E). Por se tratar de dietas de
densidade energética diferente, avaliou-se o coeficiente do ganho de peso por
consumo calérico, com maior diferenga significativa desde o 2° ao 6° dia do tratamento
com DSS para o grupo HFD (Fig.3 F). Esses resultados revelam que a dieta
hiperlipidica diminui o escore do DAI de colite e que esses animais receberam maior

aporte caldrico.



Avaliamos a adiposidade e o peso do bago, um dos 6rgaos que participa da
resposta contra a infecgdo. O grupo HFD apresentou maior deposigao de gordura nos
coxins retroperitoneal e epididimal comparado aos grupos CT e HFD+DSS (Fig.3 G e
H). Comparando os grupos tratados com DSS, o grupo HFD+DSS teve aumento da
deposi¢gdo no coxim epigonadal em relagdo ao CT+DSS (Fig.3 H). O mesentério
mostrou redugdo nos grupos com DSS independente das dietas e o bago teve
aumento significativo no grupo CT+DSS comparado ao grupo controle (Fig.3 | e J).
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Figura 3. Escore do indice de atividade da doenga (DAI) de colite induzida por DSS em camundongos

alimentados com dieta controle ou HFD. (A) Peso Corporal (g), (B) Escore do indice de atividade da



doenga de colite (DAI), (C) Peso corporal na indugao da colite (g), (D) Perda de peso (g), (E) Consumo
alimentar (Kcal), (F) Coeficiente de ganho de peso por consumo calérico (g/kcal), (G) Peso relativo (%)
do RET, (H) Peso relativo (%) do EPI, () Peso relativo (%) do Mesentério, (J) Peso relativo (%) do bago.
Os resultados estdo expressos em média + E.P.M. Two-way ANOVA e One-way ANOVA, * p <0.05, **
p <0.01, *** p <0.001, **** p < 0.0001.

5.4-0 consumo de dieta hiperlipidica por quatro semanas promove o
encurtamento do célon e aumenta a permeabilidade paracelular do célon na
colite.

Ao avaliar se a dieta hiperlipidica e a colite levam a alteragdes no comprimento
e na permeabilidade intestinal do célon observamos que o grupo HFD e o CT+DSS
apresentaram um encurtamento significativo do comprimento do cdélon quando
comparados ao CT, assim como no grupo HFD+DSS comparado ao grupo HFD (Fig.4
A). Na analise da permeabilidade, o grupo HFD+DSS apresentou maior intensidade
de fluorescéncia no soro (FITC dextran) normalizada pelo comprimento do colon (cm),
quando comparado aos grupos CT+DSS e HFD (Fig.4 B).
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Figura 4. Comprimento e permeabilidade do célon na colite. (A) Comprimento do célon e imagens
representativas do célon, (B) intensidade de fluorescéncia sérica (FITC dextran) pelo comprimento do
coélon (ygmlcm). Os resultados estdo em expressos média + E.P.M. ANOVA, *p < 0.05, ** p <0.01, *™* p
< 0.001, **** p < 0.0001.

5.5- A colite induzida por DSS levou ao agravamento da infiltragao inflamatoéria
do célon em camundongos, independente da dieta.

Os animais com colite induzida por DSS apresentaram um agravamento
da infiltracdo de células inflamatérias (indicado pelas setas pretas) e erosdes na
mucosa (indicado pelas setas vermelhas), como demonstrado nas imagens de cortes
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histologicos (Fig.5 A), bem como representado no escore histolégico da doenga de
colite (Fig.5 B). Na fig. 5C é apresentado a imunofluorescéncia para F4/80 com a
finalidade de marcar macréfagos no colon. Como pode ser observado, esta analise
inicial sugere que ocorre o aumento de células F4/80+ no grupo HFD+DSS,
comparado aos outros grupos avaliados (Fig.5 C). Ao avaliar o estado de inflamagéao
no colén, observamos que o0s niveis de atividade da mieloperoxidade foram
significativamente acentuados no grupo com DSS+HFD, quando comparado com o0s
grupos HFD e DSS+CT (Fig.5 D).
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Figura 5. Analise Histologica, Imunoflurescencia e atividade da Mieloperoxidase do célon de

camundongos. (A) Imagem da andlise histolégica, (B) Escore histolégico da colite e (C) Imagem
representativa de macréfagos F480 e (D) Atividade da Mieloperoxidase (n° de neutrofilos — 10°).
N=5/grupo. Os resultados estao em média + E.P.M., foram representados por barras verticais. ANOVA,
*p £0.05, ** p <0.01, ** p <0.001, **** p < 0.0001

5.6-A expressao de proteinas de jungao da barreira intestinal e de a7nAChR em
IEC do célon é afetada pelo consumo de HFD e pelo DSS.

O consumo da dieta hiperlipidica reduziu a expressao proteica de a7nAChR
(58,84%), Claudina1 (38,69%), Claudina 2 (44,33%) e Ocludina (46,32%) (CT x HFD)
em IEC do colon (Fig. 6 A, B, C e D). Além disso, o consumo de HFD potencializou o

efeito do DSS na expressao das proteinas de jungdo, enquanto o DSS em animais



HFD reduziu a quantidade de Z0O1 (36,58%) e Sirt1 (35,89%) quando comparado com
CT+DSS (Fig. 6 E e F). Esses resultados mostram que a dieta hiperlipidica aumentou
a gravidade das alteragdes estruturais da barreira intestinal desencadeadas pelo DSS.
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Figura 6. Niveis das proteinas da barreira intestinal, SIRT1 e de a7nAChR no IEC do célon. (A) Nivel
de proteina a7nAChR em IEC, (B) Nivel de proteina Claud1 em IEC, (C) Nivel de proteina Clau2 em
IEC, (D) Nivel de proteina OCLUD em IEC, (E) Nivel de proteina ZO-1 em IEC, (F) Nivel de proteina

SIRT1 em IEC e (G) Imagem representativa da técnica Western blot. Analises de Western blot e a

quantificagao realizada IEC do célon de n=10/grupo. Os resultados estdo em média + erro padrdo da

média. ANOVA, *

p <0,05, * p<0.01, ™ p <0.001, **** p <0.0001.

36



5.7- Os animais KOa7 que consumiram dieta hiperlipidica por 4 semanas,
apresentaram diminui¢cao do comprimento do célon.

O comprimento do célon ndo é modificado pela delegao do receptor a7nAChR
por si s6, (WT+CT vs KOa7+CT). No entanto, o comprimento do cdélon foi
significativamente reduzido quando os camundongos (WT e KOa7) consumiram HFD
(Fig.7 A), como pode ser observado na imagem representativa (Fig.7 B). Em relagcéo
ao peso corporal, os animais KOa7+CT mostraram ganhar menos peso comparado
ao grupo WT+CT e o mesentério teve redugao nos grupos com KOa7 independente
das dietas (Fig.7C e D).
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Figura 7. Comprimento do célon de camundongos WT e KOa7, alimentados com dieta CT ou HFD. (A)
Comprimento do colon entre os animais WT e KOa7 e (B) Imagens representativas do célon, (C) Peso
Corporal (g) e (D) Peso relativo (%) do Mesentério. N=5/grupo. Os resultados estdo em média + E.P.M.,
foram representados por barras verticais. ANOVA, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.

5.8- O cdélon dos animais KOa7 que consumiram dieta hiperlipidica por 4
semanas apresentou redugao da expressao de Claudina4, Claudina1 e Tjp1.

A dieta HFD reduziu (51,37%) a expressao de Claudina4 (Fig.8A) e aumentou
(142,7%) claudinal (Fig.8 B) em animais WT. A delec&o do receptor a7 (KOa7) ndo
promoveu mudanga da quantidade de nenhuma proteina de juncdo avaliada, mas a
associagdo com a HFD impediu o aumento de claudina1. Entretanto o mesmo grupo
apresentou reducdo da expresséo de Claudina1, comparada ao grupo WT+HFD que
teve um aumento significativo quando comparado ao grupo WT+CT (Fig.8 B). Em
relacdo a expressao de Ocludina, ndo houve diferenga significativa entre os grupos
(Fig.8 C). A expressédo génica de Tjp1 (ZO1) mostrou uma redugdo no grupo
KOa7+HFD comparado com os grupos KOa7+CT e WT+HFD (Fig.8 D).
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Também avaliamos a expressao génica da citocina anti-inflamatoria IL10 e o

resultado ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos (Fig.8 E).
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Figura 8. Expressao genica das proteinas de jungdo e IL10. (A) mRNA level (QRT-PCR) de Cld4 do
coélon, (B) mRNA level (QRT-PCR) de Cld1 do célon, (C) mRNA level (QRT-PCR) de Occludin do célon,
(D) mRNA level (QRT-PCR) de Tjp1 do célon e (E) mRNA level (qQRT-PCR) de IL10 do colon. N=5/grupo.
O ACTB foi usado como controle endégeno. Resultados apresentados em média + E.P.M. ANOVA, **p
<0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.

5.9- Animais KOa7 alimentados com dieta controle apresentaram aumento dos
niveis proteicos de ZO1, Ocludina e Claudina2 no célon, enquanto animais KOa7
alimentados com dieta hiperlipidica por 4 semanas apresentaram reducao de
Claudina2.

Os camundongos KOa7 apresentaram diferenga significativa da expressdo das
proteinas de jungdo do célon comparados ao grupo WT, ambos com dieta controle. O
animal knockout a7 mostrou niveis proteicos de ZO1 (142%), Ocludina (163%) e
Claudina2 (234%) maiores, comparado ao WT (Fig.9 A, B e C). Entretanto no grupo
KOa7+HFD os niveis proteicos de Claudina2 (230%) foram reduzidos no colon,
comparado com os animais KOa7+CT (Fig.9 C). Contudo, os niveis proteicos da
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Claudina1 n&o foram significativamente diferentes entre os grupos (Fig.9 D), como

pode-se observar na imagem representativa (Fig.9 E).
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blot e a quantificagdo realizada do célon de camundongos. One-way ANOVA e Teste t-student, ** p <
0.01, ** p < 0.001, ****p < 0.0001.
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6 DISCUSSAO

Atualmente, € bem claro o papel que o processo inflamatério tem na disfuncéo
da barreira intestinal (CAPALDO; NUSRAT, 2009; CHELAKKOT; GHIM; RYU, 2018; LI
et al., 2010; MARCHIANDO et al., 2010; WANG et al., 2005) e no desenvolvimento de
patologias inflamatdrias intestinais.

O consumo de HFD promove alteragao na integridade da barreira, promovendo
processos inflamatérios que podem estar associados as DIl. Neste estudo procuramos
investigar o papel do receptor a7nAChR nos efeitos da HFD sobre a integridade da
barreira intestinal e sua permeabilidade. O processo inflamatério € um importante
componente do desenvolvimento de DIl e, tanto a dieta HF, como o receptor a7nAChR
tém papel amplamente conhecidos na modulacdo de processos inflamatorios
(MARTINS et al., 2021; SOUZA et al., 2019)

O consumo de dieta HF por 4 semanas afeta a expressédo do receptor a7nAChR,
das proteinas de barreira (Tjp1 e occludina) e da citocina inflamatoria TNFa nas células
epiteliais isoladas (IEC) do colon de camundongos. Embora ndo tenhamos identificado
aumento do nivel de RNAm para TNF-o, a HFD esta alterando a expressdo de
proteinas importantes para a manutengéao da integridade da barreira.

Adicionalmente, a analise por western blot mostra que a quantidade das
proteinas claudina-1, claudina-2, ocludina e ZO-1 nas células epiteliais do coélon foi
reduzida, sugerindo que o consumo de HFD pode estar associado a danos na
integridade da barreira intestinal. Estudos in vitro realizados com células Caco-2
mostraram que mediadores inflamatoérios danificaram as proteinas de juncgéo firme (AL-
SADI et al., 2008; GUO et al., 2012; YE; MA; MA, 2006). Os autores sugerem que este
efeito foi decorrente da ativagdo de NF-kB e a interagdo com a regido promotora da
proteina MLCK (myosin light chain kinase) com consequente fosforilagdo da miosina de
cadeia leve, danos para as proteinas de juncdo firme e aumento da permeabilidade
paracelular (GUO et al., 2012; RANAIVO et al., 2007).

Estudos realizados por Shao e colaboradores mostraram que a deficiéncia no
receptor a7nAChR contribui para o aumento da reacgao inflamatéria em modelos de
colite induzida por DSS e agrava a DIl (SHAO et al., 2019). Recentemente, outro estudo
também mostrou que a administragdo de GTS-21, um agonista seletivo de a7nAChR,
tanto in vivo, como in vitro aumentou a expressao de proteinas TJ. Além disso, GTS-21
também inibiu a ativagdo de NF-kB em células epiteliais intestinais (IEC) e em modelo
de colite (YE et al., 2022), um evento importante associado ao processo inflamatorio.

Interessantemente, o consumo de HFD foi capaz de reduzir a expressao de proteinas
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associadas a jungdes, claudina-1 e ocludina no coélon (KIM et al., 2012). Assim, nossos
resultados sugerem que o prejuizo na integridade da barreira intestinal pode estar
associado a redugao da expressao do receptor a7nAChR no cdlon.

A inducdo da colite por DSS, associada ao consumo de HFD, resultou em
aumento significativo da permeabilidade intestinal, como demonstrado através da
presenca de FITC-DEXTRAN no soro. Além disso, tanto o DSS como a HFD
promoveram encurtamento do cdélon, mas sem que houvesse alteracido da
permeabilidade. Contudo, quando analisamos a permeabilidade em fungdo do tamanho
médio do cdlon, vimos o aumento significativo no grupo HFD + DSS. Outro resultado
que suporta essa importante alteragao funcional da barreira no grupo HFD + DSS ¢é a
maior redug¢ao da quantidade das proteinas Claudina-1, Claudina-2, Ocludina e ZO-1,
sugerindo maior dano na barreira intestinal. Acreditamos que o processo inflamatorio
desencadeado pelo DSS, associado a reduc¢ao da quantidade de receptores a7nAChR
exacerba os danos a estrutura da barreira no colon. A literatura tem descrito que a HFD
por 3 semanas induziu atrofia do intestino delgado e do colon e reduziu o numero de
linfocitos intraepiteliais do intestino delgado e linfocitos da lamina prépria. Este efeito
continuou por 2 semanas apos o retorno a dieta padrdo (TANAKA et al., 2020).

Em nosso estudo, ao avaliarmos os cortes histologicos do célon, observamos
que a colite induzida por DSS levou ao agravamento da infiltracdo de células
inflamatorias e de erosbes na mucosa em camundongos, independente da dieta
ofertada.

Estudo de Kim et al, mostrou que a dieta rica em gordura induziu inflamagao do
célon, incluindo o aumento da expressao de citocinas pré-inflamatorias, a inducéo do
receptor Toll-like 4 (TLR4), INOS, COX-2 e a ativagdo de NF-kB no cdélon (KIM et al.,
2012). A alimentagdo com HFD também induziu a gp91, uma subunidade da NADPH
oxidase, e promoveu a producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) tanto nas
células epiteliais do cdlon, quanto nas células da Iamina propria (LI et al., 2019). A
ativacdo do NF-kB ¢é importante para a indugcdo da expressao de citocinas
inflamatérias e o desenvolvimento da colite, com consequente aumento da
permeabilidade, como citado anteriormente. Outro aspecto importante é que a
associacado da HFD e DSS reduziu a expressao da SIRT1. A ativacédo de SIRT1 tem
sido associada a melhora do quadro inflamatoério na colite, justamente pelo seu efeito
de inibir a atividade de NF-kB (ZAGHLOUL; ELSHAL; ABDELMAGEED, 2022) e com
isso reduzir o processo inflamatério, sugerindo que a célula possa estar mais

permissiva a ativacdo de vias inflamatodrias. A SIRT1 em células musculares lisas



vasculares também é modulada pela ativagdo do receptor a7nAChR (LI et al., 2016),
sugerindo que a redugao da expressao do receptor associado a menor quantidade de
SIRT1 também possa contribuir para a menor inibicdo do NF-kB no tecido destes

animais.

Além disso, nossos resultados demonstraram uma diminuigdo de albumina no
soro de animais com colite, que pode nao estar sendo suficiente na participagao da
ligacdo e da remogao de espécies reativas de oxigénio derivados de neutrofilos,
afetando a regulagédo da sinalizagao ativada pelo processo inflamatério (KOUOH et
al., 1999), corroborando o resultado do aumento da atividade da mieloperoxidase,
identificada pelo aumento de neutrdfilos.

Finalmente, como ja mostrado na literatura, a ativacdo do receptor a7nAChR
com GTS-21 modula a expresséo das proteinas da barreira intestinal (YE et al., 2022).
Em nossas analises, animais KOa7 que consumiram dieta hiperlipidica por 4
semanas, mostraram encurtamento do comprimento do célon e reducio da expressao
génica de Claudina4, Claudinal e Tjp1 no célon. Entretanto, observamos que esses
camundongos com a delegdo do receptor a7nAChR (KOa7), apresentaram maior
conteudo proteico das proteinas ZO-1, Ocludina e Claudina-2 comparado ao grupo
WT, ambos consumindo dieta CT.

Com os dados obtidos até o momento, os animais KOa7 aparentemente
apresentam uma estrutura compensatoria das proteinas de jung¢ado, na tentativa de
amenizar o possivel estado inflamatério da barreira intestinal do animal. Ainda sera
necessario que o grupo KOa7 seja avaliado com a indugéo da colite por DSS para que
possamos identificar o efeito direto da auséncia do receptor a7nAChR na integridade

da barreira intestinal.

Uma hipoétese inicial seria a relacdo do animal KOa7 e aumento dos niveis
proteicos de Claudina2 com os niveis de Ca 2*. Como ja mostrado na literatura, as
funcdes fisioldgicas neuronais basicas ndo podem ser alcangadas sem a7nAChR, que
€ amplamente expresso em neurbnios. Sua ativacdo leva ao influxo de calcio que
aumenta os niveis de Ca 2* nos neurdnios, o que contribui para a transmissdo
sinaptica (GRAY et al., 1996; SHOOP et al., 2001; VOGT; REGEHR, 2001). No
intestino a absorgao de Ca 2* ocorre por vias transcelulares ou paracelulares. Varios
relatos sugerem que o célon é essencial para a homeostase do Ca ?* (CURRY et al.,

2020; JIANG et al., 2020). As Claudinas formadoras de poros ou barreiras sao
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responsaveis pelo movimento paracelular de solutos, alterando as caracteristicas de
seletividade de carga e tamanho (ALEXANDER; RIEVAJ; DIMKE, 2014). Tanto a
claudina-2 quanto a claudina-12 sdo expressas em todo o epitélio intestinal e
contribuem para a permeabilidade ao Ca 2* na cultura celular (FUJITA et al., 2008).
Portanto nossos resultados podem sugerir que a dele¢ao desse receptor possa estar

compensando, através do aumento da Claudina2, a homeostase do Ca 2.

7 CONCLUSAO

Contudo, nossos resultados indicam que o consumo da HFD altera a expressao
de proteinas da barreira e aumenta a permeabilidade intestinal quando associada ao
DSS. Concomitantemente também mostramos que o receptor a7nAChR tem sua
expressdo significativamente reduzida pela HFD, estabelecendo uma relagéo
temporal entre os dois eventos. Assim, nos parece que o prejuizo na expressao do
receptor pode contribuir para os eventos moleculares associados ao desenvolvimento

e agravamento da DII.
Limitagées do Estudo

O estudo realizado apresentou limitagdes importantes quanto a evolucéo clinica
e o processo inflamatoério da colite experimental induzida por DSS em animais knockout
a7, devido ao curto periodo para manutengdo do acasalamento dessa linhagem.
Ademais, encontramos dificuldades na analise de RT-PCR dos grupos tratados com
DSS, pela contaminagdo com DNA gendmico e inibigdo da transcriptase reversa
promovida pelo DSS.
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