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RESUMO

Trabalhos demonstram que pacientes com Doenca de Crohn apresentaram niveis
séricos aumentados de hepcidina, bem como a presenca de anemia. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o padrao da expressao de hepcidina durante a inflamacao intestinal
no colon e no tecido adiposo mesentérico, utilizando um modelo de colite experimental.
Ratos machos Wistar foram divididos em quatro grupos, sendo um controle negativo,
dois grupos de colite aguda (avaliados apés 24 h e 7 dias de uma uUnica administracao
de acido trinitrobenzeno sulfénico; TNBS) e um grupo de colite cronica (avaliado apés
trés administracdes de TNBS perfazendo um total de 35 dias). A colite foi avaliada
através de escore macroscopico e da quantificacdo da atividade de mieloperoxidase. A
quantificacéo da hepcidina e IL-6 no colon e no tecido adiposo foi realizada através de
Elisa. A mensuracdo dos niveis séricos de transferrina e de ferro foram realizados
utilizando kits comerciais. A presenca de ferro tecidual foi avaliada em cortes
histologicos submetidos a Reacdo de Pearls. Os resultados encontrados demonstram
um aumento gradativo da hepcidina no colén (no grupo agudo 7 dias e crénico) e a
presenca de altos niveis de IL-6 em todos os grupos com colite. A hipoferremia foi
detectada somente no grupo agudo 24 hs correlacionando-se com niveis normais de
hepcidina no célon. A hepcidina aumentada no colon esteve associada a presenca de
anemia nos animais, embora 0s niveis de ferro sérico estivessem normais. A presenca
de depositos de ferro no célon também foi verificada nos grupos agudo 7 dias e cronico,
sugerindo que este sequestro poderia desempenhar uma funcéo local de reducéo do
estresse oxidativo e controle da inflamacdo, mas que também poderia contribuir para a

anemia associada a inflamacéo.

Palavra Chave: Hepcidina, Ferro, Anemia, Doenca de Crohn, Doenca Inflamatoria

Intestinal, Colite Experimental



ABSTRACT

Literature reports demonstrate that Crohn’s disease patients present high hepcidin
serum levels associated to anemia. The aim of this work was to evaluate hepcidin
expression in colon and mesenteric adipose tissue during na experimental colitis model.
Male Wistar rats were distributed in four groups: a negative control, two acute colitis
group (TNBS administration and evaluation after 24 h and 7 days) and a group of colitis
with reactivation (three consecutive TNBS administration and evaluation after 35 days).
Colitis was assessed by macroscopic score and myeloperoxidase activity. Hepcidin and
IL-6 was measured by ELISA. Serum iron and transferrin levels were quantified. Tissue
iron was evaluated using Pearls reaction in colon slices. The results demonstrate an
increase of colon hepcidin levels during colitis (after 7 and 35 days) and high IL-6 levels
in all experimental groups. Low levels of iron in serum were detected in 24 h colitis
group correlating with no increase of colon hepcidin. Hepcidin increase was associated
with anemia in 7 and 35 days colitis groups, however the iron levels in serum were
normal. Iron tissue deposition was observed in the same groups suggesting that colon
hepcidin expression could has a role to reducing oxidative stress and inflammation in

colon, but also contribute to the anemia establishment during colitis.

Key words: Hepcidin, Iron, Anemia, Crohn’s disease, Inflammatory bowel disease

Experimental colitis
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1. INTRODUCAO

1.1. Inflamacéo Intestinal e Anemia

O termo “doencas inflamatorias intestinais” (DIl), é utilizado na descricdo de
varias doencas inflamatérias que acometem o intestino, como a retocolite ulcerativa
intestinal (RCUI) e a Doenca de Crohn (DC), (Coelho e Lavery, 1996, Latella e Papi,
2012).

A DC, inicialmente descrita como ileite regional pelo Dr. Burrill Crohn, mostrou-se
com o passar do tempo ser um processo inflamatorio crénico, com periodos de melhora
e de recidiva, com caracteristica transmural e que pode afetar qualquer parte do trato
digestorio, desde a boca até o anus, sendo mais comum o ileo terminal e cdlon
(Dharmani e Chadee, 2008; Latella e Papi, 2012).

A hipdtese mais atual € que a DC seja decorrente de uma interagcdo complexa
entre susceptibilidade genética, ambiente e sistema imunoldgico. Alteragdes na mucosa
ou na interacdo com antigenos luminais intestinais levam a ativagdo da resposta imune
inata, possivelmente mediada por uma atividade aumentada de receptores do tipo "toll"
(Toll-like receptors, TLR; Himmel et al., 2008).

A DC é predominantemente uma sindrome mediada por Thl e Th1l7 (Sakuraba
et al., 2009). O Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) desempenha um papel importante
na DC e a terapia anti-TNF € a principal alternativa terapéutica (D'Haens, 2010).

A apresentacao clinica da doenca varia de acordo com a extensao, a intensidade
e as complicacbes presentes. Na evolucdo podem surgir complicacbes locais,
nutricionais e sistémicas. A doenga se agrava e as crises tornam-se mais frequentes,
gerando comprometimento do estado geral e piora da qualidade de vida do individuo

(Peakman e Vergani, 1999).
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Pacientes diagnosticados com a DC apresentam diarreia, dor abdominal, fadiga,
perda de apetite e de peso, febre, estomatite, fistulas e fissuras perianais. A anemia é
também um sintoma comum das DIl e principalmente em pacientes com DC, mesmo
em periodos de remissdo, o que compromete severamente a qualidade de vida destes
pacientes (Fatahzadehm, 2009).

A DC é descrita em todo o mundo, mostrando uma tendéncia no crescimento da
sua incidéncia, inclusive no Brasil. Na regido centro-oeste do Estado de Sao Paulo as
DIl foram predominantes em mulheres jovens, da raca branca, residindo na zona
urbana. Dados coletados e publicados em pesquisas indicam uma incidéncia de 4,48
casos/ 100.000 habitantes para a RCUI e para a DC atingiu 3,50 casos/100.000
habitantes. Nesta regido a prevaléncia atingiu o valor de 14,81casos/100.000 habitantes
para a RCUI, 5,65 casos/100.000 habitantes para a DC. Para todas as DIl a prevaléncia
atingiu o valor de 22,61/100.000 habitantes, dados obtidos entre os anos de 2001 a
2005, (Victoria et al., 2009).

Porém, a maior incidéncia de DC é registrada nas populacdes da Europa e
América do Norte. Na Asia e na America do Sul a taxa de incidéncia para RCUI é de
0,5/100.000 de habitantes e para a DC € de 0,08/100.000. J& nos Estados Unidos da
America a incidéncia é de 11/100.000 para a RCUI e 7/100.000 para a DC. Em geral,
distribui-se de forma semelhante entre ambos 0s sexos, com maior prevaléncia na raga
branca do que em africanos ou orientais. A idade de inicio da doenca esta entre 15 e 30
anos, tendo um segundo pico entre 60 e 80 anos (Steidler L et.al., 2000 apud Biondo
M. et al, 2003).

A deficiéncia de ferro é a principal causa de anemia em pacientes com DIl e
ocorre como consequéncia de varios fatores, como as perdas sanguineas intestinais,
deficiéncias de absorcdo de nutrientes e/ou tratamento inadequado da anemia
(Gomollon e Gisbert, 2009).

A anemia das doencas crbnicas (ADC) também conhecida como anemia da
inflamacdo é considerada a segunda causa de anemia em pacientes com DIl e
frequentemente cursa em paralelo com a deficiéncia de ferro (Sun et al., 2012). A ADC
€ normalmente associada a niveis baixos de ferro sérico e de saturacdo da transferrina,
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mas neste caso, a hipoferremia ocorre como consequéncia do sequestro de ferro pelos
macréfagos e o0 conteudo total de ferro no organismo pode ser normal ou até
aumentado (Ganz e Nemeth, 2009).

A ADC é uma anemia imune mediada e acredita-se que citocinas e células do
sistema reticulo-endotelial (SRE) contribuam para o estabelecimento das alteracdes que
potencialmente interferem em diferentes vias da eritropoiese, levando a anemia (Weiss,
2002, 2005; Theuri, 2009 apud. Figueiredo, 2010).

Citocinas inflamatorias, principalmente a interleucina-6 (IL-6), parecem favorecer
0 aumento da producdo hepética de hepcidina (Andrews, 2004; Leong e Ldnnerdal,
2004; Ganz e Nemeth, 2006; Fleming, 2008 e Bagni, 2011).

1.2. Hepcidina e Homeostase do Ferro

A primeira descricdo desse peptideo no plasma foi feita por Krause et al. em
2000, que o nomeou como "Liver Expressed Antimicrobial Peptide 1" (LEAP-1). Um ano
depois, Park et al., 2001 divulgou a descoberta desse peptideo na urina, que passou a
ser denominado "hepcidin antimicrobial protein® (HAMP). O gene que codifica a
hepcidina é altamente expresso no figado, mas ha relatos de sua expressdo no
coragdo, medula espinhal, estbmago, intestino e pulmdes (Park et al., 2001; Pigeon et
al., 2001).

Mais tarde foi demonstrado que a hepcidina seria um horménio chave na
homeostase do Ferro (Fe), interferindo na regulacdo da sua absorcéo intestinal e na
sua reutilizacdo pelo SRE (Ganz, 2006; Graf et al., 2008; Sela, 2008). Ao entrar na
circulagdo, a hepcidina regula, negativamente, a saida de Fe das células,
especialmente nos macréfagos envolvidos na reciclagem de ferro (Fleming et al., 2008).
). A hepcidina é também considerada uma adipocina, pois sua expressao no tecido
adiposo ja foi descrita e associada a hipoferremia presente durante a obesidade (Bekri
et al, 2006).

A hepcidina age ligando-se a ferroportina, que € a proteina transmembranal
encarregada de exportar ferro das células. Essa ligacdo faz com que a ferroportina seja
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internalizada nos lisossomos citoplasmaticos sendo degradada (Figura 1).
Consequentemente, com a perda dessa proteina na superficie da membrana celular, o
Fe acumula-se nessas células, enquanto a concentracdo de Fe circulante se reduz
(Ganz e Nemeth, 2006; Fleming et al., 2008).

Além disso, a hepcidina atua também causando a retencdo do Fe nos
enterdcitos, 0 que leva a reducdo no aproveitamento do Fe da dieta, potencializando
ainda mais o efeito sobre a concentragcéo de Fe circulante (Fleming, 2008; Mena et al.,
2008). No intestino, a hepcidina também causa a internalizacdo da molécula de
ferroportina situada na membrana basolateral dos enterdcitos, bloqueando a
transferéncia do ferro que esta no citoplasma dessas células para a transferrina no
plasma (Ganz e Nemeth, 2006; Grotto, 2008).

Inimeras células expressam hepcidina, mas 0s niveis séricos deste peptideo
parecem ficar sobre controle da producéo hepética e a possivel funcdo dessa produgéo

em locais extra-hepaticos de hepcidina precisa ser melhor compreendido.

EK‘-'-:53° de Anemialhipdxia Infecciolinflamagsio
erro

:art?et _oo% Dcytb \ (% IL-6
a dista S
@l 4 ', ﬁ Ferro proveniente

do catabolismo de
eritréeitos
senescentes

i Hepcidina

Macréfago

Enterdcito

Figura 1. Acao da hepcidina no metabolismo do ferro. No enterécito, a hepcidina forma um complexo com
a ferroportina e induz a sua degradacao. O ferro ndo € transportado para o exterior da célula e a
absorcao intestinal é inibida. No macréfago, o ferro fica acumulado no seu interior, diminuindo o ferro

disponivel para a eritropoiese. (Grotto, 2008)
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1.3. Inflamacéo Intestinal e Hepcidina

Conforme observamos, a hepcidina foi inicialmente identificada como um
peptideo antimicrobiano produzido pelo figado, assumindo em seguida, o papel de
regulador principal da homeostase de Fe no organismo (Nemeth et al., 2006). Também
atua como uma proteina de fase aguda presente em reacdes imunoldgicas inatas,
ocupando um papel central no estabelecimento da anemia associada a inflamacéo e as
doencas cronicas por inibir o efluxo celular de Fe em macréfagos (Nemeth et al., 2004).
Além de ser induzida por citocinas inflamatoérias, a hepcidina também é sensivel a
alteracdes nos niveis de ferro sérico, fatores eritropoiéticos e hipoxia (Nemeth, 2008).

Pacientes com DC ativa tem reduzida absorcao de Fe e niveis elevados de IL-6
guando comparados com pacientes com doenca inativa (Semrin et al., 2006). O
primeiro estudo dos niveis séricos de hepcidina em pacientes com DC relatou que estes
apresentavam niveis sericos de ferro normais e de hepcidina menores, quando
comparados a voluntéarios saudaveis (Arnold et al., 2009), levando os autores desta
analise propor a hipotese de que a hepcidina possa ter uma acgdo dual durante a
inflamacao intestinal, atuando como agente causador ou perpetuador da inflamacéo.
Entretanto, outro trabalho relatou que pacientes com DC apresentavam niveis Séricos
aumentados de hepcidina quando comparados com voluntarios saudaveis e que estes
niveis se correlacionavam com a atividade da doenga (Oustamanolakis et al., 2011).

Em pacientes com DIl a suplementagcdo com ferro oral ndo apresenta resultado
adequado (Semrim et al., 2006), e adicionalmente, a suplementacdo oral de ferro em
animais com colite experimental por TNBS ou Dextran Sulfato de Sédio (DSS) resulta
em piora dos parametros inflamatérios além de aumentar a predisposicdo ao
estabelecimento do cancer de colon (Seril et al., 2002; Uritski et al., 2004).

A ideia de que niveis reduzidos de hepcidina possam atuar como um fator de
perpetuacdo da inflamagdo também ndo encontram subsidios nos trabalhos in vitro.
Tratamento de macrofagos com hepcidina leva a regulacdo para baixo da ferroportina e

elevacédo dos niveis intracelulares de Fe, como consequéncia, um aumento significativo
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da capacidade de produgcdo de TNF-a e IL-6 em resposta a estimulo com
lipopolissacarideos(LPS) (Wang et al., 2009).

A capacidade de producao de citocinas por macréfagos também é aumentada
guando estes sdo suplementados com Fe (Wang et al., 2008). A prépria producdo de
hepcidina por macréfagos em cultura € estimulada via estimulacdo de TLRs (Liu et al.,
2005; Koening et al., 2009). A reducdo ou o aumento da acdo da hepcidina, se
considerarmos estes resultados, levaria a uma menor ou maior producao de citocinas
pré-inflamatorias.

Portanto, faz-se necessario uma maior compreensdo do papel da hepcidina na

inflamacéao intestinal.

1.4. Alteracdes no Tecido Adiposo Mesentérico Duran  te a Inflamacéao Intestinal

A hipertrofia do tecido adiposo mesentério € uma caracteristica presente na DC e
foi descrita inicialmente pelo proprio Dr. Burril B. Crohn em 1932. Embora as alteragdes
no tecido adiposo associadas a DC sejam descritas ha muito tempo, ainda € bastante
controversa a funcdo desempenhada pelas adipocinas secretadas. Adipocinas é um
termo coletivo que descreve substancias produzidas e secretadas pelo tecido adiposo e
gue atuam de forma semelhante a citocinas.

Uma hipétese € de que a hipertrofia do tecido adiposo representaria uma fungéo
defensiva contra a inflamacédo intestinal primaria e neste caso, a secrecao de
adipocinas com funcdo anti-inflamatéria estaria aumentada. Ao contrario, se a
expansao do tecido adiposo tivesse uma funcdo causal, a secrecdo de adipocinas pro-
inflamatdrias estaria aumentada (Paul et al., 2006).

Dados obtidos de pacientes com DC mostram que o tecido adiposo hipertrofiado
pela patologia, secreta ao mesmo tempo adipocinas pré e anti-inflamatérias (Schaffler
et al., 2006), o que também é observado em modelo experimental de inflamagéo
intestinal por acido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS; Gambero et al., 2007) e, que estas
adipocinas devem interagir com células intestinais imunes e ndo imunes durante a
inflamacéao intestinal cronica.
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Como ja dito anteriormente, a hepcidina € também considerada uma adipocina,
pois sua expressao ja foi descrita no tecido adiposo e parece estar associada a anemia
presente durante a obesidade. Deste modo, torna-se também importante avaliar se o
tecido adiposo mesentérico modifica sua producdo durante a inflamacgéo intestinal
(Bekri et al, 2006).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

- Avaliar a participacdo da hepcidina na inflamacéo intestinal utilizando um modelo

de colite experimental.

2.2. Objetivos Especificos

- Mensurar o contetdo proteico de hepcidina no colon durante a inflamacéo em
animais com colite induzida por TNBS;

- Mensurar o conteudo proteico de hepcidina no tecido adiposo mesentérico de
animais com colite induzida por TNBS;

- Estudar as variaveis relacionadas a homeostase do ferro, quantificando os niveis
de ferro e transferrina sérica, bem como a presenca de anemia em animais com
colite induzida por TNBS;

- Avaliar a presencga de marcadores inflamatérios como a IL-6 no c6lon de animais
com colite induzida por TNBS;

- Avaliar a deposicéo de ferro no célon de animais com colite induzida por TNBS.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar, pesando 250-440 g. Os animais foram
acondicionados em gaiolas plasticas coletivas e mantidos no Biotério da UNIFAG, com
periodos de 12 horas de claros e escuros e temperatura controlada a 22° C
artificialmente. Agua e racdo foram servidas ad libitum. A realizacdo deste estudo
seguiu as orientacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), tendo
sido o trabalho aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade S&o
Francisco (anexo)..

3.2. Grupos Experimentais

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos experimentais
contendo cinco animais cada, conforme (figura2) sendo:
a) um grupo de controle, formado por animais que receberam solugcdo salina via
intracolonica denominado CONTROLE NEGATIVO/CN;
b) um grupo de animais com colite aguda, que recebeu 10mg de TNBS via
intracolénica no trigésimo quarto dia e foi sacrificado apds vinte e quatro horas
denominado COLITE 24HS;
C) um grupo de animais com colite aguda, que recebeu 10mg de TNBS via
intracolénica no vigésimo oitavo dia e foi sacrificado apos sete dias denominado
COLITE 7 DIAS;
d) um grupo de animais com colite crénica, que recebeu 3mg de TNBS via
intracolénica no primeiro, décimo quarto e no vigésimo oitavo dia e foi sacrificado no
trigésimo quinto dia denominado COLITE 35 DIAS.
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Grupo A

Ratos Machos Wistar Controle Sacrificio 35° dia
Negativo

(n=5)

Administracao
Solugéo Salina
1°,14° e 28° dia

(n=5)

Grupo B

Colite 24 Horas Sacrificio 35° dia

(n=5)

Ratos Machos Wistar Administracao
Solugédo TNBS

34° dia

(n=5)

Grupo C

Colite 07 Dias Sacrificio 35° dia

(n=5)

Ratos Machos Wistar

Administracao
Solugdo TNBS
28° dia

(n=5)

Grupo D

Colite Crobnica Sacrificio 35° dia

35 dias(n=5)

Ratos Machos Wistar

Administracao
Solugdo TNBS
1°,14° e 28° dia

(n=5)

Figura 2. Grupos experimentais.

3.3. Modelo Experimental de Colite Induzida por TN BS

Os animais foram mantidos em jejum por 12 horas, que antecederam a
realizacdo da administracdo de TNBS, sendo mantido o livre acesso a agua.

Foram anestesiados com uma mistura 1:1 (v/v) de solugbes de cetamina
100mg/ml e xilasina a 2%, sendo administrado 0,1ml para cada 100g de peso corpéreo.
Apds serem anestesiados, os animais do grupo de colite cronica receberam por via
intracolénica 3mg de TNBS, dissolvido em 300uL etanol 50%. A solucéo foi injetada no
colon dos animais com o auxilio de uma sonda e estes permaneceram em poSi¢ao
vertical até a recuperacao da anestesia.

Esse procedimento foi realizado no 1°, 14° 28° e no 34° dia. Os animais do

grupos de colite aguda receberam pela mesma via 10mg de TNBS em 300uL etanol
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50% em uma Unica administracdo. Um grupo experimental recebeu somente solugéo

salina e foi considerado controle para a colite experimental.

3.4. Coleta de Amostras

No dia do sacrificio, os animais foram anestesiados com uma mistura de
cetamina e xilazina 1:1 (v/v), sendo administrado 0,3ml para cada 100g de peso
corporeo. A cavidade abdominal foi aberta e o sangue coletado da veia abdominal. O
tecido adiposo mesentérico foi dissecado e transferido para tubo seco. O célon foi

retirado e aberto para analise macroscopica armazenados para posterior analises.

3.5. Analise Macroscépica de Lesdes

A analise macroscopica foi realizada segundo critérios descritos por Rodriguez
Cabezaz et al. (2002) e estédo descritos na Tabelal.

Tabela 1. Analise Macroscopica do Célon.

Escore Critérios

Auséncia de lesbes.

Hiperemia, sem ulceragdes.
Ulceragdo linear sem inflamacgéo.
Ulceragdo linear com inflamacgéo.

Duas ou mais ulceragdes e inflamagéo.

ga b W N O

Duas ou mais ulceragfes e inflamag&o ou uma ulceragdo com
extensdo superior a 1 cm longitudinalmente no célon.
6-10 Se as lesfes forem superiores a 2 cm de extenséo longitudinalmente,

serd atribuido 1 ponto para cada centimetro adicional.
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3.6. Analise da Atividade da Mieloperoxidase Coléni  ca (MPO)

Uma amostra do colon foi imediatamente armazenada a -20°C, para posterior
determinagdo dos niveis teciduais de mieloperoxidase (MPO). As amostras foram
homogeneizadas com tampédo HTAB (5g de hexadeciltrimetil brometo de amodnia -
Sigma - diluido em 1 litro de Tampéao Fosfato de Potassio) e centrifugadas (10 minutos,
1400 rpm a 4°C). Ao sobrenadante foi adicionado O-dianisidine (16,7mg de O-dianisidine
- Sigma; 90mL de agua deionizada; 10mL de Tampao Fosfato de Potassio; 50ul de
agua oxigenada 1%) é foram realizadas leituras cinéticas de absorbancia em 460nm
(Bradley et al., 1982).

3.7. Quantificacao de IL-6 e Hepcidina por ELISA

Amostras de célon e de tecido adiposo foram homogeneizadas em tampé&o de
extracdo contendo Tris 100mM (pH 7.6), Triton X-100 1%, NaCl 150mM, aprotinina
0.1mg, 35mg PMSF/ml, NagVO, 10mM, NaF 100mM, NasP,07; 10mM e EDTA 4mM. O
homogenato de colon foi utilizado para quantificacdo de IL-6 (R&D Systems,
Minneapolis, USA) e para a determinacao de hepcidina foi utilizado homogenato de
colon e tecido adiposo mesentérico (USCN, Wuhan, China) seguindo as instrucées do

fabricante.

3.8. Analise de Parametros Hematoldgicos e Séricos

Sangue periférico coletado em tubo contendo anticoagulante EDTA foi utilizado
na realizacdo do hemograma. A dosagem foi realizada pelo LUAC (Laboratoério
Universitario de Andlises Clinicas) do Hospital Universitario S&o Francisco, utilizando o
meétodo por citometria de fluxo - Impedancia - Citoquimica. O soro foi obtido de uma
amostra de sangue coletada sem anticoagulante apos centrifugacdo e armazenado a -
80°C. Niveis séricos de transferrina e de ferro foram mensurados utilizando kit
comercial da Genway (San Diego, CA, USA) e da Laborlab (Brazil), respectivamente.
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3.9. Analises Histologicas

Fragmentos de cdélon foram imediatamente acondicionados em formalina
tamponada a 10%. ApoOs 48 horas foram processados e emblocados em parafina.
Cortes histoldgicos de 5uM foram feitos para reacao de Pearls.

A Reacao de Pearls foi utilizada para a analise dos estoques teciduais de ferro. As
laminas foram tratadas com ferrocianeto de potassio 5% em agua destilada, depois
foram tratadas com uma mistura de partes iguais de ferrocianeto de potassio 5% e
solugdo aquosa de HCl 10%. Por fim foram contra-coradas com uma solugdo de

vermelho neutro por 5 minutos.

3.10. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média mais ou menos (+/-) Erro Padréo da
Média (EPM) de 5 experimentos. Diferencas estatisticamente significantes foram
determinadas utilizando-se Analise de Variancia (ANOVA), seguido de teste Dunmett.

Valores de p<0,05 foram considerados significantes.

4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacao da Colite Experimental

Notamos na tabela 2 que os animais na fase aguda (24 h) em comparagao com o
grupo controle (CN), tiveram um aumento na extensdo de dano no colén, aumento na
atividade de MPO, e uma diminuicdo no peso corporal. O mesmo pode ser observado
nos animais do grupo 07 dias e 35 dias, em comparac¢do com o grupo controle (CN), ou
seja, apresentam maior area de lesdes e aumento significativo da atividade de MPO.
No peso corporal, notamos um reduc¢do significativa somente nos grupos de 7 e 35 dias

guando comparado ao grupo controle.
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Tabela 2. Avaliagdo Macroscépica, Atividade de MPO e Peso Corporal

Escore Atividade MPO Peso Corporal (g)
(0-10) (U/g Tecido)

CN 0.240.1 2.240.6 40519

Colite 24 h 10.040.0** 36.5+7.9** 379410

Colite 7d 8.840.9** 22.3+4.2%* 353+15*

Colite 35d 5.840.8** 18.2+4.8** 368+4*

*p <0,05e* p<0,01 quando comparado ao grupo Controle Negativo (CN).

4.2. Niveis de Hepcidina no Colén e no Tecido Adip

Os animais com colite 24 horas, apresentam um aumento nao significativo em
relacdo ao grupo CN. O grupo de 7 dias e 35 dias, em comparacdo com o grupo CN,
apresentaram um aumento significativo na quantidade de hepcidina no coldn,
proporcionalmente ao tempo da inducdo da colite (Figura 3). Quando a analise foi
realizada no tecido adiposo mesentérico, ndo foram observadas alteragcdes na

guantificacdo proteica de hepcidina durante a inflamacdo intestinal experimental

0so

induzida (Figura 4).
Coélon
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Figura 3. Quantificacdo proteica de hepcidina no col6n de animais CN e coliticos apo6s 24 hs, 7 dias e 35

dias. *p < 0,05 e **p < 0,01 quando comparado aos animais do grupo CN.
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Figura 4. Quantificacdo proteica de hepcidina no tecido adiposo mesentérico de animais CN e coliticos

apos 24 hs, 7 dias e 35 dias.
4.3. Niveis de Ferro Sérico, Transferrina e Parame tros Hematoldgicos

Observa-se que existe uma queda acentuada nos niveis de ferro sérico no grupo
de 24 h em relagdo ao grupo CN. No grupo 7 dias, os niveis de ferro sérico ndo diferem
do grupo CN e temos uma pequena elevacdo no grupo 35 dias (Figura 5).

Os niveis de transferrina no grupo de 24 h apresentam uma queda em relagéo ao
CN. Sendo no grupo 7 e 35 dias observado a normalizacdo dos nivel de transferrina,
tornando-se igual ao do grupo CN (Figura 6).

Notamos ao observar os valores apresentados na Tabela 3 que embora ndo haja
alteracdes nos valores de hemoglobina, o que indicaria claramente a presenca de
anemia no grupo 24 horas, o valor de hematocrito encontra-se aumentado sugerindo a
ocorréncia de hemoconcentracao neste grupo. A anemia € detectada no grupo de 7 e
35 dias, claramente caracterizada pela queda de eritrocitos, hemoglobina e hematécrito.
Os resultados da contagem de leucdcitos demonstram aumento em todos 0S grupos

experimentais.
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Niveis de Ferro Sérico
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Figura 5. Niveis de ferro sérico nos animais CN e coliticos ap6s 24 hs, 7 dias e 35 dias (colite com

reativacdes). **p < 0,01 quando comparado aos animais do grupo CN.

Niveis de Transferrina
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Figura 6. Niveis séricos de transferrina nos animais CN e coliticos apés 24 hs, 7 dias e 35 dias (colite
com reativagdes). *p < 0,05 quando comparado aos animais do grupo CN.
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Tabela 3. Parametros hematolégicos nos animais CN e coliticos apés 24 hs e 7 dias.

CN Colite 24 hs Colite 7 dias Colite 35 dias
Eritrocitos 8,90+0,17 8,16+0,14 7,14+0,14** 8,11+0,02
(milhdes/mm3)
Hemoglobina (g/dl) 16,15+0,16 16,75+0,17 14,32+0,36** 14,75+0,10*
Hematdcrito (%) 47,17+1,29 50,05+0,40* 42,02+1,07** 43,67+0,31*
Leucdcitos Totais 5,25+0,66 10,09+1,04** 9,10+1,00* 8,85+0,53**

(células/mma3)

*p <0,05e* p<0,01 quando comparado ao grupo CN.

4.4, Niveis de IL-6 no Colén

Os niveis de IL-6 no grupo 24h apresentam um aumento bastante significativo
em relacdo ao grupo CN. No grupo de 7 e 35 dias estes niveis também encontram-se

aumentados mais de maneira mais discreta em relagdo ao grupo CN (Figura 7).

Niveis de IL -6

50+ *%
-
g B 40-
S 2
HQ_ 2 304
! *
€2
=t ;) 20+ | *
£ =
@ L
S =

C v v v v

CN 24 Hs 7 Dias 35 Dias

Figura 7. Quantificagcdo proteica de IL-6 no col6n de animais CN e coliticos apds 24 hs, 7 dias e 35 dias.

*p < 0,05 e **p < 0,01 quando comparado aos animais do grupo CN.
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4.5. Deposicao de Ferro no Colon

A avaliacdo dos cortes histologicos que foram submetidos a Reacgédo de
Pearls.Sugerem um acumulo de ferro no grupo com colite aguda (7dias), mas
principalmente no grupo com colite com reativacdes (35 dias). Nenhuma reacéo foi
observada no grupo CN, sugerindo que ndo ha um acumulo de ferro neste. O grupo de
colite aguda 24 horas apresentou uma coloragcdo amarelada o que nos parece ser

decorrente de residuos de TBNS o que dificulta tecnicamente a observacdo da Reacédo

de Pearls.

Figura 8. Reacdo de Pearls (Azul da Prussia) no c6lon de animais CN (A), com colite aguda avaliados
apo6s 24h (B) e 7 dias (C) e com colite com reativacdes 35 dias(D). 200x.
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5. DISCUSSAO

A DC é um processo inflamatorio cronico, com periodos de melhora e de
recidiva, com caracteristica transmural e que pode afetar qualquer parte do trato
digestorio, sendo mais comum o ileo terminal e colén (Latella e Papi,2012). O modelo
experimental de colite induzida por TNBS e etanol, tem sido apontado como adequado
a estudos relacionados a DC (Gambero et al.,2007). Na maioria dos estudos, uma Unica
dose de TNBS e etanol € administrada por via intracolonica no inicio do experimento.
Esta administracdo resulta em uma resposta inflamatoria local com producédo de
citocinas inflamatorias Thl como IFN-y, TNF-a e IL-12, sendo a IL-12 essencial para o
desenvolvimento da resposta inflamatoria neste modelo (Tozawa et al.,2003). Esta
producdo costuma atingir seu apice por volta de 48 a 72 hs apos a administracdo de
TNBS e etanol (Hollenbach et al.,2005). Por volta do sétimo dia, os niveis de algumas
citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a e IFN-y retornam ao basal, enquanto a IL-12,
IL-13 e IL-6, por exemplo se mantém ainda elevada (Hollenbach et al.,2005, Reis et
al.,2009, Park et al.,2012). A inflamagéo regride e a arquitetura colénica é normalizada
por volta do décimo dia (Gambero et al.,2007). A administracdo de doses sucessivas de
TNBS e etanol resulta nos modelos com reativagcdes, onde a cada nova administracao
um quadro inflamatério é estabelecido, intercalando-se periodos de recidiva, onde a
inflamacdo se resolve. O modelo de colite com reativagbes tem sido extensivamente
realizado em nosso laboratorio e apresenta como caracteristicas uma inflamagéo
moderada e alteracdes no perfil de citocinas no colon (aumento de TNF-a e reducéo de
IL-10), associada a altera¢des no tecido adiposo mesentérico, mimetizando o que se
observa no tecido adiposo mesentérico de pacientes com Doenca de Crohn (Gambero
et al.,2007; Oliveira et al.,2009;Thomaz et al.,2009). A colite com reativacbes é
realizada com administracdes sucessivas de baixas doses de TNBS e etanol, o que
permite a repeticdo sem mortalidade excessiva. J& a colite decorrente de uma Unica
administracdo de TNBS e etanol, denominada neste trabalho como colite aguda, utiliza

uma dose maior de TNBS e etanol e apresenta um quadro inflamatorio bastante
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intenso, mas sem ocasionar modificacbes no padrdo de adipocinas do tecido adiposo
mesentérico.

Deste modo, a administragcdo combinada do etanol e do hapteno TNBS resulta
no estabelecimento de inflamacdo, com ulceracdo da mucosa colbnica, forte infiltrado
de células inflamatorias (neutrdfilos, linfécitos, mondcitos), maior producdo de citocinas
pré-inflamatoérias com caracteristicas de uma resposta Thl, além da presenca marcante
da expressdo aumentada de marcadores inflamatérios como a INOS (Szczepanik,
2000;Yamada, et al.,1992; Hogaboam et al.,1995).

De fato, observamos neste estudo durante a analise macroscépica do colon e a
guantificacdo da atividade de MPO, utilizada como um marcador do infiltrado de
neutréfilos, que ambos protocolos resultam na inducdo da colite. No modelo agudo
(24h), j& podemos observar extenso dano macroscopico no colon, sustentado até o
modelo crénico (35d), onde também se observa a perda de peso nos animais.

Ao analisarmos a presenca de hepcidina no colon encontramos um aumento nos
animais com colite em relagdo ao grupo CN, nos grupos de 7 dias e 35 dias, mas nao
se modifica no tecido adiposo mesentérico

Claramente, a hepcidina atua como um importante regulador da absorcéo
intestinal de ferro. A ferroportina parece atuar como 0 ‘receptor’ de hepcidina, na
superficie basolateral do enterdcito. Apés a ligacdo da hepcidina, a ferroportina é
internalizada, e a capacidade de saida de ferro da célula reduzida, levando ao acumulo
de ferro intracelular (Wallace e Subramanian, 2007). Se a expressao de hepcidina no
célon sofre alguma influéncia dos niveis sistémicos de ferro, sua expressao nao difere
estatisticamente nas primeiras 24 hs da colite experimental (valor de p=0,14) onde
observamos a presenca de hipoferremia e niveis reduzidos de transferrina. Apés 7 e 35
dias, os niveis de ferro e transferrina retornam aos valores normais e a expressao de
hepcidina no célon aumenta, embora haja a presenca de anemia nestes grupos.

A expressdo de hepcidina também pode estar sendo influenciada pelos niveis
locais de IL-6 que se encontram elevados em todos 0s grupos experimentais. A IL-6
tem sido apontada como necessaria e suficiente para induzir a expresséo de hepcidina
durante a resposta inflamatoria, sendo apontada como a citocina chave da anemia da
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inflamacdo (Nemeth et al., 2004). Trabalhos experimentais mostraram que a infusao de
IL-6 estimula rapidamente a excrecédo urinaria de hepcidina e induz a hipoferremia. Foi
demonstrado que a IL-6 age diretamente nos hepatécitos estimulando a producéo de
hepcidina (Grotto, 2010) e ndo podemos descartar a hipétese de que esta esteja
também induzindo a producdo de hepcidina no célon. A IL-6 presente na resposta
inflamatdria intestinal € a responsavel pela expressao aumentada de hepcidina no
célon, e esta expressao € retardada pela presenca de hipoferremia inicial (visto que a
IL-6 se encontra muito aumentada no grupo de 24 hs).

Pacientes com DC ativa tem reduzida absorcéo de ferro e niveis elevados de IL-
6 quando comparados com pacientes com doenca inativa (Semrin et al., 2006),
demonstrando mais uma vez que o modelo de colite por TNBS reproduz varias
caracteristicas presentes nos pacientes com DC.

N&o podemos deixar de sugerir que a hepcidina possa estar desempenhando um
papel local durante a resposta inflamatoéria intestinal. Um unico trabalho publicado em
2004 por Uritski et al. utilizando o modelo de colite por TNBS avaliado apés 24hs em
diferentes grupos experimentais alimentados com dietas de baixo, normal e alto aporte
de ferro, mostrou que os animais que receberam a dieta com baixo aporte de ferro
apresentaram menor resposta inflamatéria (Uritski et al., 2004). Em modelo de colite
induzida por dextran sulfato de sodio (DSS), a suplementacdo com ferro exacerba a
resposta inflamatoria intestinal e promove o desenvolvimento de carcinoma colo retal
(Seril et al., 2002 e Carrier et al., 2006). Deste modo, a expressao local de hepcidina
poderia atuar como um agente de protecéo, sequestrando ferro como forma de controle
do estresse oxidativo. Outro mecanismo de protecdo que o sequestro de ferro no
ambiente colonico poderia desempenhar a reducao da disponibilidade deste nutriente a
bactérias. A deplecdo e reposi¢cdo de ferro alteram também de maneira significativa a
populacdo de bactérias colbnicas. A reducdo da disponibilidade de ferro resulta em
reducdo dos niveis de butirato e das populacdes de Roseburia spp e Eubacterium
rectale, aumentando a populagdo de lactobacilos e de enterobacterias (Dostal et al.,
2012). Quando o ferro é reposto, as populacfes bacterianas retornam ao normal e se
observa um aumento significativo no infiltrado de neutréfilos na mucosa colénica (Dostal
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et al., 2012). Deste modo, o sequestro de ferro promovido pela expressédo de hepcidina
col6nica poderia atuar como um mecanismo de protecao por reduzir a disponibilidade e
modificar a populacdo de bactérias e, por reduzir o estresse oxidativo, controlando a
resposta inflamatoéria. Assim, quando analisamos as laminas histoldgicas do colon dos
animais onde se realizou a coloragao de Pearls, notamos que existe uma deposicao de
ferro no meio das células epiteliais nos grupos de 7 dias e 35 dias, sugerindo que este
ferro possa estar sendo retido neste local. Nas laminas de 24 horas néo foi possivel
fazer uma andlise das células, pois temos uma coloracdo amarelada causada pelo

préprio TNBS, que dificulta a analise do material.
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6. CONCLUSAO

A expressdo de hepcidina encontra se aumentada no célon, mas néo no tecido
adiposo de animais durante a colite induzida por TNBS. Esta expressao aumentada nao
€ verificada durante a hipoferremia aguda, mas mesmo na presenca de anemia 0s
niveis colénicos de hepcidina estdo modificados. A citocina IL-6 pode estar atuando na
inducdo da expressao de hepcidina, pois sua expressao se encontra aumentada no
tecido colbnico. A hepcidina coldnica possivelmente é a responsavel pela deposicao de

ferro tecidual observada.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa: Avaliag¢do do bloqueio da a¢ao do TNF-alfa utilizando anticorpo
monoclonal sobre a producdo de adipocitocinas e alteracdes morfolégicas do
tecido adiposo mesentérico observadas durante a colite experimental

Curso: ODONTOLOGIA

Autor(es): Prof2. Dr2. Alessandra Gambero

Instituicdo: UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO
Protocolo: 002.09.09
Prezado(a)(s) Pesquisador(a)(s),
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expressamente no dia 08/10/2009, as pendéncias do projeto de pesquisa supracitado, sob a
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