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RESUMO

Introdugdo: Doencgas inflamatdrias intestinais (DIl) sdo doengas crénicas do tipo
autoimune e inflamatdéria que lesionam e comprometem funcionalmente o sistema
gastrointestinal. Desta forma, modelos de colite experimental sdo usados afim de
estudar a patogénese e possiveis tratamentos para a DIl. O d6leo de peixe € um
promissor tratamento complementar para a DIl devido a sua funcado anti-
inflamatoéria e imunomodulatéria. Objetivo: Verificar se o 6leo de peixe previne colite
experimental. Metodologia: Ratos Wistar jovens foram tratados oralmente com 2g/
kg/dia de 6leo de peixe por 30 dias antes da indugao de colite experimental com
TNBS (&cido trinitobenzeno sulfénico). Os animais continuaram recebendo dleo de
peixe até serem eutanasiados em dois ou sete dias apdés a colite com TNBS.
Analisamos muco intestinal com histologia AB/PAS e muco fecal com acido sialico.
A permeabilidade intestinal foi determinada com FITC-Dextan e a inflamagao com
mieloperoxidase (MPO). A microscopia eletronica de transmissao foi utilizada para
observar com maior detalhe a arquitetura do epitélio intestinal. E a cromatografia
liguida de alta performance (HPLC) para determinar perfil dos acidos graxos.
Resultados e Conclusdo: A colite com TNBS reduziu o conteudo de muco
histolégico e fecal, aumentou a atividade da MPO, indicando alta atividade
inflamatdéria no tecido, e promoveu perda da arquitetura epitelial, com maior
espagamento intercelular e maior permeabilidade intestinal. Em adi¢ao, o dleo de
peixe n&o preveniu estes achados. Contudo, apds sete dias de colite com TNBS, os
animais tratados com 06leo de peixe tiveram resolugao da arquitetura epitelial, com
maior conteudo de muco histolégico e menor atividade inflamatoria no tecido, no
entanto, o tecido continuava funcionalmente comprometido dada a alta
permeabilidade intestinal. Desta forma, o 6leo de peixe promoveu a recuperagao da
mucosa intestinal apds a colite com TNBS.

Palavras-chave: Doengas inflamatérias intestinais. Oleo de peixe. Omega-3. TNBS.
Colite.



ABSTRACT

Introduction: Inflammatory bowel diseases (IBD) are inflammatory and autoimmune
diseases of the gastrointestinal sytem that damage and impair its functions. Therefore,
experimental colitis have been used to study pathogenesis and potential treatments of
IBD. One potential complementary treatment is fish oil due its anti-inflammatory
and immunomodulatory functions. Aim: To verify whether fish oil prevents induced-
colitis damages or not. Methodology: Young Wistar rats were orally supplemented
with 2 g/kg/day of fish oil for 30 days before induced-colitis with TNBS (2,4,6-
Trinitrobenzenesulfonic acid). Animals continued receiving fish oil after TNBS-colitis
and were euthanatized after 2 and 7 days of TNBS-colitis. Mucus content was
visualized with AB/PAS positive histology and determined in feces with sialic acid
assay. Intestinal permeability was determined with FITC-Dextran and tissue
inflammation with myeloperoxidase (MPO). High performance liquid chromatography
(HPLC) was used to determine fatty acids profile and electron transmission
microscopy to visualize colonic epithelium. Results and Conclusion: TNBS-colitis
damaged the epithelium colonic architecture, reducing AB/PAS positive histology
and feces mucus content. Higher MPO activity and intestinal permeability were also
found. In addition, fish oil did not prevent these colonic disruptions, but enhanced the
resolution of epithelium architecture and reduced MPO activity after seven days of
colitis. However, tissue functionality remained impaired given higher intestinal
permeability. Therefore, fish oil enhances colon mucosa resolution after
experimental colitis.

Keywords: Inflammatory bowel disease. Fish oil. Omega-3. TNBS. Colitis.
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1 INTRODUGCAO

As doencgas inflamatérias intestinais (DIl) sdo doengas de componentes
imunologico e inflamatério crénico do sistema gastrointestinal, com periodos
recidivantes e de ativagdo imunolégica e inflamatoria. Elas sdo duas doengas que
diferem biologicamente: a colite ulcerativa e a doenga de Crohn. A doenga de Crohn
pode afetar qualquer regido do trato gastrointestinal, sendo o ileo e o célon as regides
mais comuns. Ja a colite ulcerativa afeta o célon, sendo o reto a regido normalmente
afetada. As lesdes da colite ulcerativa sdo continuas, enquanto as lesées da doenga
de Crohn sédo segmentares (WALLACE et al., 2014; JOSEPH; WEBER, 2018).

Estruturalmente, a doenga de Crohn afeta transmuralmente o tubo
gastrointestinal, enquanto a colite ulcerativa restringe-se normalmente a mucosa.
Observagdes morfologicas comumente descritas na DIl envolvem lesdes na cripta,
como distorcado e inflamagao focal na mesma, areas de ulceragdo na mucosa que
pode se estender até a muscular propria, edema submucoso, agregados linfoides na
submucosa e infiltrado de polimorfonucleares intraepiteliais (JOSEPH; WEBER,
2018). Outros achados envolvem o comprometimento da fungéo de barreira que o
epitélio gastrointestinal possui. Assim, a permeabilidade intestinal esta aumentada,
bem como as juncgdes celulares das células epiteliais estdo reduzidas e o muco
intestinal que recobre o epitélio e funciona como uma barreira contra os
microorganismos luminais esta funcionalmente comprometido ou reduzido
(ODENWALD; TURNER, 2018).

Imunologicamente, o intestino possui um estado basal de inflamacgao de baixo
grau visto os estimulos ambientais e bacterianos que recebe. Na DIl a resposta
imunologica é alterada e leva o tecido a um grau de inflamagdo aumentado e
descontrolado. Linfocitos T pré-inflamatérios participam da patogénese encontrada na
DIl, com linfécitos Th1, Th2 e Th17 que produzem quantidades excessivas de
citocinas proé-inflamatérias (e.g. TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-17), além de haver
expressao excessiva de NF-kB na DIl, o que aumenta ainda mais a produgdo de
citocinas pré-inflamatérias (STEINBACH; PLEVY, 2014; WALLACE et al., 2014; KIM;
CHEON, 2017).
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Outros fatores também estdo envolvidos na patologia da DIl. Falhas na
detecgcdo de bactérias em pacientes com variantes genéticas em receptores de
reconhecimento padrao, como TLRs (toll-like receptors) e NOD (nucleotide-binding
oligomerization domain-like receptors) sao descritos, bem como menor produgao de
defensinas que sao produtos antimicrobianos. Vias da autofagia que participam na
eliminagcado de patdégenos por meio de TLRs também estdo comprometidas na DII.
Desta forma, falhas na resposta imunoldgica inata e adaptativa sdo encontradas na
DIl e em conjunto, essas falhas levam a danos estruturais no intestino e modificam o
funcionamento do mesmo, reduzindo a funcdo de barreira e o clearance de
microorganismos potencialmente patogénicos (STEINBACH; PLEVY, 2014;
WALLACE et al., 2014; KIM; CHEON, 2017).

Assim, a microbiota intestinal € outro fator envolvido na patogénese da DIl e
a reducgdo da diversidade de microorganismos € encontrada na DIl. Comumente, 4
filos predominam e compde a microbiota: Firmicutes (~64%) é o filo predominante,
seguido por Bacteroidetes (~23%), Proteobactérias (~8%) e Actinobactérias (~3%)
(OSTERMAN; LICHTENSTEIN, 2014). A relagao dos microorganismos intestinais com
o sistema gastrointestinal é simbidtica e fundamental no desenvolvimento
embriogénico do mesmo, como o desenvolvimento da rede neuronal entérica
(KABOURIDIS et al., 2015), bem como na manutencéo das fungbes intestinais de
integridade e permeabilidade epitelial (BUTTO; HALLER, 2018). Os 4cidos graxos de
cadeia curta que os microorganismos produzem sao agentes que promovem a
manutencéo da fungao intestinal por serem usados como substrato energético pelo
epitélio. Na DIl ha diminuigdo na quantidade de Firmicutes e Bacteroidetes e
consequente aumento de Proteobactérias e Actinobactérias. Esta alteragdo na
composicdo modifica a simbiose intestinal para disbiose e a consequéncia é o
aumento na proliferagdo de bactérias potencialmente patogénicas (e.g. Escherichia
coli), inducdo de inflamacao intestinal seja por maior produgdo de enterotoxinas ou
invasao de patégenos no epitélio e menor producéo de acidos graxos de cadeia curta
(BUTTO; HALLER, 2018).

Portanto, alteracbes de fungdes imunoldgicas, intestinais e a composi¢céo do
microbioma intestinal fazem parte da DIl. Pessoas com variantes genéticas
especificas que modificam fungbes imunolégicas e reduzem o clearance de

microorganismos intestinais possuem maior probabilidade de desenvolver DIl. Assim,
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um fator etiologico da DIl € o conjunto de varias variantes genéticas que contribuem

nas alteragdes de funcdes descritas acima (WALLACE et al., 2014).

Além da predisposi¢ao genética, fatores ambientais de risco sdo relacionados
como fatores etiolégicos. Alimentagdo do tipo industrializada tem sido relacionada
como um fator, bem como baixo consumo nutricional de fibras alimentares (MALIK,
2015) e acidos graxos do tipo 6mega-3 (ANANTHAKRISHNAN, 2015). Além da
alimentagao, o sedentarismo, a poluicdo ambiental e o estresse também sao fatores
de risco. Estes fatores n&o apenas aumentam as chances de DIl em pessoas com
predisposi¢cao genética, mas sao fatores que alteram a composi¢édo da microbiota
intestinal, reduzindo a simbiose intestinal e aumentando a proliferagao de espécies
potencialmente patogénicas (MALIK, 2015; VATN, 2018).

Outro fator que tem sido relacionado é o de populagdes que vivem em regides
de baixa incidéncia de DIl, mas que ao mudarem para regides de alta incidéncia e
prevaléncia de DIl consequentemente aumentam as chances de desenvolver DI,
indicando que o ambiente é um fator importante da DIl (VATN, 2018). Assim, paises
industrializados possuem maior incidéncia e prevaléncia da DIl, e em paises semi-
industrializados a incidéncia vem aumentando. No Brasil a prevaléncia pode estar
entre 0.6-6.75/100.000 e 2.42-21/100.000 pessoas para doenca de Crohn e colite
ulcerativa, respectivamente, além de aumento anual de 11.1% e 14.9%, na ordem (NG
et al., 2017).

Pessoas com DIl possuem a qualidade de vida reduzida em razdo dos
sintomas e complicagdes da DII. Os sintomas normalmente descritos sédo diarreia, dor
abdominal, perda de peso, febre e sangramento retal. Manifestagbes extraintestinais
também podem ocorrer, porém, mais especificamente na doenga de Crohn, como
osteopenia, sarcopenia, dores articulares e lesées cutaneas (JOSEPH; WEBER,
2018). Em adicao, cancer colorretal € uma condigao cujo risco aumenta com a DII
(BERNSTEIN, 2018).

Desta maneira, os tratamentos utilizados para reduzir os efeitos patoldgicos e
sintomaticos da DIl sdo medicamentos anti-inflamatérios e imunossupressores. Por
exemplo, aminossalicilatos, antibidticos, glicocorticoides e anticorpos de TNF-a.
Casos mais graves e a nao responssividade farmacoldgica pode requerir intervengao

cirurgica como ressecgao completa ou parcial do colon (NEURATH, 2017).
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Além disso, tratamentos complementares aos farmacoldgicos tem sido
buscados e o 6leo de peixe € um tratamento de grande interesse devido aos efeitos
anti-inflamatérios e imunomodulatérios que possui (SCAIOLI et al., 2017). A principio,
o 6leo de peixe pode ser eficiente no tratamento da DIl devido aos acidos graxos do
tipo 6mega-3 que o compde: em particular, EPA (eicosapentaendico, 20:5n-3) e DHA
(docosahexaendico, 22:6n-3). Estes acidos graxos possuem atividade anti-
inflamatoéria e imunomodulatéria, € moléculas produzidas a partir deles atuam
ativamente na resolucao de processos inflamatérios (CHIANG; SERHAN, 2017). Dada
essas funcbes, despertou-se interesse com o Oleo de peixe como tratamento
complementar da DIl devido ao desbalango inflamatério e imunolégico da DIl
(SCAIOLI et al., 2017; UNGARO et al., 2017). Além do mais, o0 metabolismo de acidos
graxos 6mega-3 esta alterado na DIl (PEARL et al., 2014) e também tem sido
demonstrado que o maior consumo de édmega-3 diminui a incidéncia da doenga de
Crohn (CHAN et al., 2014) e da colite ulcerativa (ANANTHAKRISHNAN et al., 2014).
No entanto, estudos com humanos focados na indug¢ao da remissao da DIl com o éleo
de peixe néo suportam o uso (SCAIOLI et al., 2017; UNGARO et al., 2017), embora
tenha sido demonstrado menor atividade inflamatéria em humanos (NIELSEN et al.,
2005) e efeitos protetivos em modelos experimentais de colite (IBRAHIM et al., 2011;
HUANG et al., 2017). De qualquer forma, independente do consenso do 6leo peixe
como tratamento complementar da DI, ele € um dos suplementos mais utilizados por
pessoas que possuem DIl (CHEIFETZ et al., 2017).

Em relacdo aos dois principais acidos graxos que compde o 6leo de peixe, 0
EPA e o DHA fazem parte da familia de acidos graxos d&mega-3 (n-3). E acidos graxos
n-3 fazem parte da familia dos acidos graxos polinsaturados (PUFAS). Outros acidos
graxos da familia dos PUFAS é o dmega-6 (n-6). Normalmente, n-3 sdo descritos
como agentes de menor atividade inflamatdria e n-6 como agentes de maior atividade
inflamatoria (SCAIOLI et al., 2017). Adicionalmente, EPA e DHA séo dois acidos
graxos produzidos a partir do acido graxo n-3 a-linolénico (18:3n-3). E a-linolénico so
pode ser obtido através da alimentag&o. Assim, quando obtido pelo organismo, sofre
modificacdes quimicas de alongases e desaturases, produzindo outros acidos graxos
n-3 (Figura 1) (CALDER, 2017). Desaturases delta 5 e 6 fazem parte desses
processos e, curiosamente, mutagdes em genes que as codificam (FADS 1 e FADS2)
aumentam o risco de doenca de Crohn (COSTEA et al., 2014).
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O EPA ¢ substrato das enzimas cicloxigenase, lipoxigenase e citocromo P450
e a partir dele sado produzidos eicosanoides — tromboxanos, leucotrienos e
prostaglandinas (Figura 2). Os eicosanoides produzidos a partir do EPA possuem
menor atividade inflamatoria se comparada dos eicosanoides produzidos a partir do
acido araquidénico n-6 (20:4n-6). Desta forma, os eicosanoides sdo produzidos a
partir de PUFAS da familia n-6 e n-3; a diferenca € que eicosanoides originados de n-
3 tem menor atividade inflamatéria do que os eicosanoides de n-6 (CALDER, 2017).
Adicionalmente, maiores razées de n-6/n-3 exacerbam reacgdes inflamatérias e
aumentam a grade inflamatodria sistémica, enquanto menores razbes de n-6/n-3
abrandam. Destaca-se que o maior consumo nutricional de n-3 e de 6leo de peixe
estdo correlacionados com a melhora de parametros da artrite reumatoide e
possivelmente da DIl e da asma devido a menor grade inflamatéria que n-3 produz
(CALDER, 2014; SCAIOLI et al., 2017).

Além dos eicosanoides de menor atividade inflamatoria produzidos pelo EPA,
outros mediadores produzidos principalmente a partir do DHA tém sido descritos
(Tabela 1). Sdo as pré-resolvinas: protectinas, resolvinas e maresinas (Figura 2)
(CALDER, 2014). As pro-resolvinas regulam a resolugao de processos inflamatorios,
acelerando a regeneracao de tecidos lesionados (SERHAN et al., 2012), modificando
fenotipo de macrofagos (DALLI; SERHAN, 2017), reduzindo citocinas pro-
inflamatadrias, quimiocinas e moléculas de adesao em modelos de colite experimental
(BENTO et al., 2011). Desta maneira, pro-resolvinas sdo agentes fundamentais no
processo de recuperagao da homeostase quebrada pela inflamagao (CHIANG;
SERHAN, 2017).

Desta forma, nés conduzimos um estudo com o objetivo de verificar se o dleo
de peixe poderia prevenir colite intestinal induzida. Escolhemos o modelo de colite
quimicamente induzida com TNBS (acido trinitobenzeno sulfénico). O modelo com
TNBS € amplamente utilizado em modelos animais para estudar DIl. Este modelo
surge, a principio, com o trabalho do grupo de Morris et al., 1989, cuja colite induzida
em diferentes concentragbes de TNBS (5, 10, 20 e 30mg) e intervalos de tempos
diferentes de analise (24h - 8 semanas), resultou em danos estruturais no epitélio
intestinal, causando necrose, infiltragcao intraepitelial de neutrdfilos, granulomas, alta
atividade inflamatéria e aumento na taxa de mortalidade (MORRIS et al., 1989). O

TNBS funciona como um antigeno e consegue ser absorvido epitelialmente com a
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administragado conjunta de etanol — o etanol aumenta a permeabilidade intestinal,
assim, facilitando a absorcéo de TNBS pelo epitélio (ANTONIOU et al., 2016).

Tem sido demonstrado que a colite causada pelo TNBS envolve fendtipos de
linfocitos Th1 e Th17, produzindo grande quantidade de citocinas pré-inflamatérias
(e.g. TNF-q, IL-1a, IL-1B e IL-12) (MARTINEZ-AUGUSTIN et al., 2008; BRENNA et
al., 2013; ANTONIOU et al., 2016), maior expressédo de NF-kB e ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule-1) (CHEN et al., 2005) e de proteinas envolvidas na identificagéo
e clearance de microorganismos (TLRs 2 e 4) (BRENNA et al., 2013). Uma analise de
microarray identificou a expressao de genes relacionados com a DIl no modelo de
colite experimental com TNBS. Os genes identificados fazem parte de processos
inflamatorios, como recrutamento de leucécitos (SCYB1 e IL-1B), degradacéao de
matriz extracelular, de protegdo contra patogenos (TIMP1 e MMP9) e citocinas pro-
inflamatdrias (IKKB) (RIVERA et al., 2006). Outra analise de microarray identificou
padrdes temporais de transcriptoma da colite com TNBS e subsequentemente foi
comparado com o transcriptoma da DIl. Apds 3, 7 e 12 dias da colite com TNBS,
obteve-se espécimes do colon de ratos por meio de bidpsia. Os autores encontraram
alta relagao do transcriptoma da DIl com o da colite com TNBS. Assim, identificaram
vias celulares com alta relagdo, como vias da apoptose, da organizagéo das jungdes
celulares, de processos inflamatoérios, da interleucina 1, do NF-kB e da sinalizagao de
TNF (BRENNA et al., 2013).

Os sinais clinicos da colite com TNBS envolve perda de peso, diarreia e
sangramento retal. Além de morfologicamente a inflamagéao afetar transmuralmente o
tubo intestinal (ANTONIOU et al., 2016). Desta forma, a colite com TNBS possui
caracteristicas clinicas, estruturais e patolégicas que também s&o encontradas na DII

e por isso € utilizada como modelo animal para estudo da DII.
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Linoleic acid (18:2n-6) Alpha-linolenic acid (18:3n-3)

‘ Delta-6 desaturase

Gamma-linolenic acid (18:3n-6) Stearidonic acid (18:4n-3)

‘ Elongase 5

Di-homo-gamma-linolenic acid (20:3n-6) Eicosatetraenoic acid (20:4n-3)

“ Delta-5 desaturase

Arachidonic acid (20:4n-6) Eicosapentaenoic acid (20:5n-3)
‘ Elongase 5 ‘
Elongase 2 or 5
Delta-6 desaturase
‘ Soxidation (-2C)

Osbond acid (22:5n-6) Docosahexaenoic acid (22:6n-3)

&

- @

Figura 1. Acidos graxos sintetizados a partir do n-6 e n-3. Lado esquerdo, n-6. Lado direito,
n-3.

FONTE: Calder (2017).

Tabela 1 — Pro-resolvinas produzidas a partir do EPA e DHA

EPA DHA

Resolvina E1, E2 e E3 Resolvina D1, D2, D3, D4, D5 e D6
Protectina D1
Maresina 1

FONTE: Chiang; Serhan (2017).
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Figura 2. Mediadores sintetizados a partir de n-6 e n-3. A figura mostra que acidos graxos
linolénico (LA), araquidénico (AA), a-linolénico (ALA), EPA e DHA sao obtidos da dieta e
incorporados na membrana celular. AA, EPA e DHA produzem mediadores distintos. EPA e
DHA inibem producdo de eicosanoides derivados de AA. Diminuicdo de eicosanoides
derivados do AA e aumento de eicosanoides derivados de n-3 acontecem com tratamento de
oleo de peixe. COX, cicloxigenase; CYTP450, citocromo P450; DHA, acido
docosahexaenoico; EET, acido epoxieicosatrienoico; EPA, acido eicosapentaenoico; HDHA,
dihydroxy-docosahexaenoic acid; HPETE, acido hidroperoxieicosatetraenoico; LA, acido
linoleico; LT, leucotrieno; LOX, lipoxigenase; MaR, maresina; NPD1, neuroprotectina D1; PD1,
protectina D1; PG, prostaglandina; PLA2, fosfolipase A2; PLC, fosfolipase C; PUFA, acido
graxo polinsaturado; RvD, resolvinas série D; RVE, resolvina série E; TX, tromboxano.

FONTE: Scaioli et al. (2017).
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2 OBJETIVOS

Verificar se o 6leo de peixe previne colite intestinal induzida com TNBS.
Também verificamos se o 6leo de peixe promove resolugcado das variaveis analisadas
apos sete dias de colite com TNBS. Assim, estudamos especificamente as seguintes

variaveis:

1. Verificar se o 6leo de peixe afeta ganho/perda de massa corporal antes e

depois da colite com TNBS;

2. Verificar se o 6leo de peixe previne redugao da taxa de sobrevivéncia apos
colite com TNBS;

3. Verificar atividade da mieloperoxidase na mucosa do célon apds colite com
TNBS;

4. Determinar perfil de acidos graxos no plasma e na mucosa do colon apoés
colite com TNBS;

5. Verificar conteudo de muco intestinal marcado histologicamente com
AB/PAS apods colite com TNBS;

6. Determinar conteudo de muco nas fezes apds colite com TNBS por meio

do ensaio de acido sialico;

7. Verificar estrutura epitelial apos colite com TNBS por meio de microscopia

eletronica de transmissao;

8. Determinar permeabilidade intestinal apds colite com TNBS por meio do

ensaio de FITC-Dextran.
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3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi aprovado pelo Comite de Etica no Uso de Animais do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO — UFPR), n° 990.
Foram usados ratos machos Wistar (~60 dias de idade). Os animais foram
acomodados no biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR em ciclo claro-

escuro 12/12 horas, com agua e ragao ad libitum.

Os animais foram divididos em seis grupos experimentais conforme: controle
(C), colite com TNBS (TNBS) e colite com TNBS em animais tratados com OP, sendo
OP sigla de 6leo de peixe (TNBS/OP). A divisdo dos grupos € esta: C, TNBS 2 e
TNBS/OP 2; C, TNBS 7 e TNBS/OP 7. Os numeros 2 e 7 representam os dias da
eutanasia apos a colite com TNBS. Assim, apos dois dias de induzir a colite com
TNBS, eutanasiamos trés grupos (C, TNBS 2 e TNBS/OP 2) e outros trés grupos apos
sete dias de TNBS (C, TNBS 7 e TNBS/OP 7).

A Figura 3 ilustra o modelo experimental. Apds recebermos os animais e
acomoda-los no biotério, os grupos TNBS/OP 2 e 7 foram tratados diariamente com
oleo de peixe. Apos 30 dias, foi induzida colite com TNBS. Dois dias e sete dias apos
a inducgao da colite, os animais foram eutanasiados e espécimes foram coletados para
analise. Os espécimes coletados foram codlon, sangue e conteudo fecal. O cdlon
coletado foi limpo com PBS (phosphate buffered saline) e sob lupa, separado a
mucosa das camadas musculares. A mucosa foi utilizada e as demais partes
descartadas. O plasma foi obtido apds centrifugagado do sangue, 4.000 x g, 5 minutos,
4°C. Todos os espécimes coletados foram armazenados a -80°C até serem
processados. Em adigdo, o colon e o conteudo fecal foram coletados da regiao visivel
da inflamagdo. Quando n&o havia inflamagéo aparente, espécimes foram coletados

da regiao medial do célon.

Apos a coleta dos espécimes, os seguintes ensaios foram feitos: (i) evolugao
da massa corporal ao longo do experimento; (ii) taxa de sobrevivéncia; (iii)
mieloperoxidase (MPO) para verificar atividade inflamatéria do tecido intestinal
lesionado pela colite; (iv) cromatografia liquida de alta performance (HPLC) para
determinar perfil de acidos graxos no plasma e no célon; (v) histologia AB/PAS para

visualizar muco intestinal; (vi) ensaio de acido siadlico para determinar muco no
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conteudo fecal; (vii) microscopia eletrénica de trasmissdao (MET) para visualizar
estrutura epitelial do célon; (viii) ensaio de FITC-Dextran para verificar permeabilidade

intestinal.

1° dia 30° dia 32° dia 37° dia

Animais recebidos

Colite com TNBS  Eutanasia: Eutanasia:
C C
TNBS 2 TNBS 7

TNBS/OP 2 TNBS/OP 7

Figura 3. Modelo experimental utilizado. Os animais foram recebidos no primeiro dia e apds
30 dias foi induzida colite com TNBS. Apds dois e sete dias da colite, foram coletados
espécimes para analise. Em adigdo, grupos tratados com 6leo de peixe receberam o
tratamento desde o primeiro dia do experimento até a coleta dos espécimes.

3.1 INDUCAO DA COLITE COM TNBS

Para induzir a colite com TNBS, seguimos o protocolo de Morris et al., 1989.
Desta forma, 15 mg de TNBS foi preparado em uma solugédo com 50% de etanol para
um volume final de 0.6 mL. Os animais foram mantidos em jejum de 12 horas e antes
da administragdo da solugéo de TNBS anestesiados com 50 mg/kg de cetamina e 10
mg/kg de xilazina. Apés isto, 0.6 mL da solugdo de TNBS foi administrada com tubo
de plastico flexivel, inserido intraretal até 8 cm da margem anal. Ap6s a administragao
de TNBS os animais ficaram suspensos pela cauda por 30 segundos para evitar

retorno da solugao. Ja animais do grupo controle receberam 0.6 mL de 0.9% de NaCl.

3.2 TRATAMENTO COM OLEO DE PEIXE

O tratamento com dleo de peixe em TNBS/OP 2 e TNBS/OP 7 foi feito com
auxilio de micropipeta com 2 g/kg/dia de 6leo de peixe. O tratamento iniciou 30 dias

antes da inducao da colite com TNBS e continuou até a coleta dos espécimes.
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3.3 ENSAIO DE MIELOPEROXIDASE (MPO)

Cinquenta mg de mucosa do célon foi homogeneizado com 1 mL de 50 mM
de tampéao fosfato contendo 0.5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio por 3
minutos a 25 Hz. Em seguida, foi centrifugado por 6 minutos,13.000 x g, 4°C. O
sobrenadante foi recuperado e 7 uL foi pipetado em placa de 96 pocgos e adicionado
200 pL de 0.167 mg/mL de o-Dianisidine com 0.0005% de peroxido de hidrogénio. A
placa foi lida a 450 nm por 3 vezes, com intervalo de 30 segundos cada leitura. A MPO
foi calculada e cada unidade de MPO representa a quantidade necessaria para
degradar 1 ymol de peroxido de hidrogénio em temperatura ambiente. O resultado foi

expresso em unidades por massa de tecido, U/mg de tecido (KIM et al., 2012).

3.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC)

A mucosa do célon e o plasma foram usados para determinar o perfil (%) de
acidos graxos utilizando-se HPLC (high performance liquid chromatography).
Primeiramente, foi feito a extracao lipidica utilizando 20 mg de mucosa ou 100 uL de
plasma que, em seguida, foram homogeneizados com 1:2 cloroférmio:metanol,
centrifugados por 10 minutos, 5000 x g, e coletado o sobrenadante. No sobrenadante
foi adicionado 480 pL de cloroférmio e 410 pL de agua destilada, e em seguida foi
homogeneizado manualmente. Apds isto, foi adicionado 1 mL de Folch suplementada,
por 3 vezes. Por fim, a solugéo foi evaporada com nitrogénio gasoso, restando gotas
lipidicas aderidas ao tubo usado (FOLCH et al., 1956).

A etapa seguinte foi a saponificagdo que seguiu homogeneizando os tubos
anteriores com 100 uL de metanol e NaOH 0,5 M. Os tubos foram deixados em banho
maria por 2 horas, 37°C. Depois foram adicionados 1.5 mL de HCI 1 M e 1 mL de
hexano, homogeneizados, o sobrenadante com hexano foi coletado em novo tubo,
adicionado novamente 1 mL de hexano e coletado por mais 2 vezes. O hexano foi
evaporado com nitrogénio gasoso e com este procedimento foram obtido acidos
graxos livres que ficaram aderidos no tudo usado (BEYER; JENSEN, 1989;
NISHIYAMA-NARUKE, et al., 1998).
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Finalmente, foi feita a derivatizacdo com 200 pL de acetonitrila, solugao A (B
romometil-Metéxi-Coumarin e acetonitrila) e solugao B (18-cron-6-eter e acetonitrila)
(ABUSHUFA et al., 1994). O conteudo foi transferido para tubos de injec&o e lido no
cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia da Central Analitica do Setor de Ciéncias da
Saude da UFPR.

3.5 ENSAIO DE ACIDO SIALICO

Vinte mg de conteudo fecal desidratado foi homogeneizado com 40 mM de
acido periodico e mantido por 20 minutos a 4°C. Depois foi homogeneizado com 0.6%
de resorcinol contendo 28% de HCI e 25 pymol de sulfato de cobre a 100°C por 15
minutos. Em seguida, foi adicionado 2-metil-2-propanol e homogeneizado por 3
minutos a 37°C. Por fim, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos, 1500 rpm, e
lidas a 630 nm. Uma curva padrdo com concentracdo crescente de N-acetyl-d-
mannosamine (0.012-20 umol) foi feita para calcular a concentragao de acido sialico
das amostras (JOURDIAN et al., 1971).

3.6 HISTOLOGIA

Pecas do colon foram preparadas para serem coradas com AB/PAS (Alcian
Blue e Periodic Acid Schiff). Inicialmente foram coletadas, lavadas com PBS e fixadas
por 2 horas com 4% de paraformaldeido. Removidas do fixador e colocadas em 30%
de sacarose, 4°C, por 24 horas. Entdo, emblocadas com optimum cutting temperature
(OCT) e cortadas transversalmente a 7 ym no criostato. Os cortes aderidos em
l&minas com 2% de gelatina foram hidratados e incubados por 15 minutos com Alcian
Blue, lavados, incubados com 0.5% de acido periddico por 5 minutos, lavados,
incubados com reativo de Schiff por 20 minutos, lavados e desidratados. Finalmente,
as laminas foram montadas com entelan e observadas no Centro de Tecnologias
Avangadas em Fluorescéncia (CTAF) do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR, com

0 microscopio Olympus BX51 ou Scanner de Laminas Zeiss.

Imagens obtidas do Scanner de Laminas Zeiss, 200x ampliadas, foram

usadas para determinar a area positiva de AB/PAS nas criptas do cdlon,
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representando a area de muco marcado — o dado foi expresso como a porcentagem
da area positiva de AB/PAS em relagao a area total selecionada. O método completo

€ descrito no Apéndice 1.

3.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A mucosa do colon foi usada para MET. Fixada por 2 horas em Karnovsky
(2% paraformaldeido, 2,5% glutaraldeido e tamp&o cacodilato 0,1M, pH 7.2), em
seguida lavada com cacodilato 0,1M, pH 7.2, pds-fixada com 2% de tetroxido de 6smio
em cacodilato 0,1M, pH 7.2, durante uma hora. Contrastada em blocos com 2% de
acetato de uranila durante 2 horas. Desidratada em série alcodlica crescente e em
seguida colocada em acetona. A impregnacéo e inclusdo ocorreu com resina Epon-
812 (LUFT, 1961). Os cortes foram obtidos em ultramicrétomo Sorval Porter Blum MT-
2 com navalhas de vidro e de diamante. Por fim, os cortes ultrafinos foram
contrastados em solugdo aquosa de 2% de acetato de uranila (WATSON, 1958) e
nitrato/acetato de chumbo (REYNOLDS, 1963). O material foi entdo observado no
microscopio eletrénico de transmissdo JEOL 1200EX Il do Centro de Microscopia
Eletrénica da UFPR.

3.8 ENSAIO DE FITC-DEXTRAN

Os animais foram mantidos por duas horas em jejum e tratados com 4 mg de
FITC-Dextran. Apés seis horas da administragao de FITC-Dextran, os animais foram
eutanasiados e o plasma obtido para preparo do ensaio no dia seguinte. Assim, 200
ML de plasma foi diluido com 200 uL de PBS, homogeneizado, 150 uL foi pipetado na
placa e lido a 520 nm Uma curva padrao de FITC-Dextran foi montada (0,034375 —

2,2 yg/mL) para calculo da concentragéo.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram expressos com média e erro padrédo da média. Para
determinar diferenga entre os grupos foi feita ANOVA de uma via com pos teste de

Tukey. O alfa adotado foi de 0.05 e o programa utilizado foi o GraphPad Prism 6.
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4 RESULTADOS

4.1 MASSA CORPORAL

A massa corporal de cada animal foi anotada diariamente desde o
recebimento dos animais até o dia da eutanasia. Ao final, a média da evolucédo da
massa corporal de cada grupo foi calculada (Figura 4). Nao foi encontrado diferenca
no ganho de massa corporal com o uso de 6leo de peixe (p>0.05). Apds o trigésimo
dia houve decréscimo da massa corporal por dois fatores: (i) jejum de 12 horas e (ii)

e colite com TNBS.

A Figura 5 mostra a evolugdo da massa corporal apos o trigésimo dia de
experimento. Assim, a massa corporal voltou a aumentar a partir do segundo dia ap6s
0 uso de TNBS em todos os grupos. Contudo, o aumento da massa corporal dos
grupos com 6leo de peixe (TNBS/OP 2 e TNBS/OP 7) foi mais lento do que os grupos
com TNBS (TNBS 2 e TNBS 7).
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Figura 4. Evolugao da massa corporal. A, grupos C, TNBS 2 e TNBS/OP 2. B, grupos C, TNBS
7 e TNBS/OP 7. Dados expressos em média. A linha tracejada representa o dia da colite com
TNBS.
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Figura 5. Evolugao da massa corporal apés dois dias (A) e sete dias (B) da colite com TNBS.
Dados expressos em média.

4.2 PORCENTAGEM DE SOBREVIVENCIA

Apos o trigésimo dia de experimento foi avaliado a porcentagem de
sobrevivéncia (Figura 6). Os animais do grupo controle tiveram 100% de
sobrevivéncia. Por outro lado, a colite com TNBS reduziu a taxa de sobrevivéncia para
93% e 80% apods dois e sete dias da colite com TNBS, respectivamente. O tratamento
com 6leo de peixe nao preveniu a reducéo da taxa de sobrevivéncia, contudo, retardou
a taxa de mortalidade. Ou seja, a mortalidade no grupo TNBS 7 iniciou no primeiro e
segundo dia apos a colite com TNBS enquanto no grupo TNBS/OP 7 iniciou no terceiro

e sexto dia (Figura 6B).
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Figura 6. Taxa de sobrevivéncia apos dois dias (A) e sete dias (B) da colite com TNBS.
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4.3 MIELOPEROXIDASE (MPO)

Em modelos animais de colite experimental, a MPO é um dos marcadores
comumente utilizados para verificar a atividade inflamatéria no tecido inflamado, pois
indica a infiltragao de neutrdfilos no tecido (KRAWISZ et al., 1984; KIM et al., 2012).
Nossos resultados mostram que a colite com TNBS aumentou a atividade da MPO e

0s animais tratados com 6leo de peixe tiveram menor atividade de MPO (Figura 7).

Apds dois dias da colite com TNBS, a atividade da MPO aumentou cerca de
37.5 vezes se comparada com a atividade da MPO no grupo controle (C x TNBS 2,
p<0.0001). Sete dias depois da colite a atividade da MPO aumentou 51.5 vezes (C x
TNBS 7, p<0.0001). Os grupos tratados com 6leo de peixe também tiveram aumento
na atividade da MPO, porém, tiveram um aumento menor se comparado com 0s
grupos TNBS 2 e 7 (p<0.05). Assim, a atividade da MPO nos grupos TNBS/OP 2 e
TNBS/OP 7 foi de, respectivamente, 24 e 10 vezes maior se comparada com a
atividade da MPO no grupo controle. Adicionalmente, ndo foi encontrado diferencga
estatistica do grupo TNBS/OP 7 com o grupo controle (p=0.16). Além do mais, houve
reducao da atividade da MPO no grupo tratado com 6leo de peixe apos sete dias da
colite com TNBS, diferentemente do grupo sem 6leo de peixe (TNBS 7), no qual a

atividade da MPO aumentou.

60 1

MPO U/mg de tecido

Figura 7. Atividade da mieloperoxidase da mucosa do célon. Dados expressos em média e
erro padrao da média. a — p<0.0001 x C; b — p<0.05 x TNBS 2; ¢ — p<0.05 x TNBS/OP 7.
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4.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC)

A Figura 8 apresenta a porcentagem de EPA e DHA no plasma e na mucosa
do colon, ja a Tabela 2 apresenta a razdo de n-6/n-3 dos mesmos tecidos. Assim,
maiores porcentagens de EPA e DHA foram encontrados nos grupos tratados com
Oleo de peixe (TNBS/OP 2 e 7), indicando incorporagao dos acidos graxos no plasma
e na mucosa (Figura 8). Também foi encontrado menor razdo de n-6/n-3 com o

tratamento de 6leo de peixe (Tabela 2).

Houve maior utilizacdo de EPA e DHA pela mucosa aos dois dias de colite
nos animais tratados com 6leo de peixe. Sobre o DHA: a quantidade na mucosa é
1.73 vezes maior aos dois dias em relagcdo aos sete dias; ja no plasma o quadro é o
oposto, sendo 1.83 vezes maior aos sete dias em comparac¢éo aos dois dias (Figura
8A). Quanto ao EPA: a quantidade na mucosa é 1.43 vezes maior aos dois dias em
relacdo aos sete dias, porém, no plasma € apenas 8% diferente (Figura 8B). Todas
essas comparagdes nédo sao estatisticamente significativas, p<0.05, mas
fisiologicamente sao, pois, a maior quantidade de EPA e DHA na mucosa aos dois
dias de colite é indicativo de maior utilizacdo dos acidos graxos pelo tecido (HILLIER
etal., 1991; PEARL et al., 2014), além da quantidade no plasma ser inferior — ou seja,
ha menos EPA e DHA circulante e mais EPA e DHA no tecido com inflamacéao, no
caso, a mucosa do colon. Aos sete dias o quadro inverte, a circulacdo dos acidos
graxos aumenta e diminui no tecido inflamado. EPA e DHA sao acidos graxos que
aumentam de concentragao no tecido inflamado (PEARL et al., 2014). Desta forma, a
quantidade de EPA e DHA foi maior aos dois dias de colite, bem como maior atividade
de MPO foi encontrada, ja aos sete dias de colite houve redugéo da atividade da MPO

e da quantidade de EPA e DHA na mucosa do cdélon.

Além de EPA e DHA, outros acidos graxos tiveram alteragdo no seu perfil
(Apéndice 2). Na mucosa, dois dias apos colite com TNBS, houve reducéo do acido
oleico, 6mega-9, em TNBS e TNBS/OP 2, e aumento do acido linoleico, 6mega-6,
somente em TNBS 2. Apds sete dias, os valores foram restaurados para a média do
controle. Os demais acidos graxos analisados nao tiveram seu perfil alterado com

TNBS ou 6leo de peixe.
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Em relagdo a razdo de n-6/n-3, acidos graxos da familia 6mega-6/acidos
graxos da familia 6émega-3 (Tabela 2). Nossos resultados mostram menor razao de n-
6/n-3 na mucosa e no plasma dos grupos com 6leo de peixe. Além disto, menor razao
foi encontrada aos dois dias de colite nha mucosa e maior razdo aos sete dias. No
plasma foi encontrado o oposto: maior razdo aos dois dias e menor razao aos sete
dias. Os resultados indicam maior utilizagdo e incorporagdo na mucosa de n-3 aos
dois dias de colite e menor utilizagdo aos sete dias, tendo o grupo TNBS/OP utilizado

maior quantidade dada as menores razdes encontradas.
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Figura 8. Quantidade (%) de DHA (A) e EPA (B) no plasma e na mucosa do célon. Dados
expressos como média e erro padrao da média, analisados com Anova de uma via e pos teste
de Tukey, * p=0.003; ** p=0.02; *** p=0.04; **** p=0.01; ***** p=0.005. ND, nao detectado.

Tabela 2 — Raz&o de n-6/n-3
Colon | Plasma

Cc| 271 20:1

TNBS 2 | 24:1 23:1

TNBS/OP 2 5:1* 9:1*

C| 26:1 20:1

TNBS 7 | 291 20:1

TNBS/OP 7 9:1* 8:1*
Razao de n-6/n-3 no plasma e na mucosa do célon. n-6 inclui os acidos graxos: araquidénico

e linoleico. n-3 inclui os acidos graxos: alfa-linolénico, EPA e DHA. * p<0.05 vs C e TNBS.
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4.5 HISTOLOGIA

Usamos AB/PAS para visualizar o0 muco das criptas intestinais. Durante o
procedimento, glicoproteinas acidas sdo marcadas predominantemente com AB, cor
azul, enquanto as remanescentes com PAS, cor magenta, ou quimicamente
bloqueadas e ndo reagem subsequentemente. As glicoproteinas neutras sao
marcadas com PAS. Assim, o método permite visualizar glicoproteinas acidas e
neutras que fazem parte do muco intestinal (MOWRY, 1963; YAMABAYASHI, 1987).
A combinagcdo de AB/PAS é normalmente usada em modelos animais de colite
experimental (PERIASAMY et al., 2012; NOWARSKI et al, 2015) e

subsequentemente quantificada a area positiva marcada (NONOSE et al., 2009).

A Figura 9 mostra um caso representativo do grupo controle. O epitélio esta
mais preservado, ndo ha erosao, e criptas com marcagao positiva de AB/PAS séao
observadas. Ja a colite com TNBS reduziu o conteudo de muco marcado com AB/PAS
(Figura 10). Apés dois dias da colite com TNBS houve desestruturagdo e erosao
epitelial. Embora as criptas tenham sido parcialmente preservadas, houve reducéo de
area positiva de AB/PAS — em TNBS 2 ¢é possivel notar algumas criptas marcadas
com AB/PAS (Figura 10C) e nenhuma em TNBS/OP 2.

Aos sete dias de colite houve reestruturagido epitelial, com melhor
preservacao de criptas e de conteudo marcado com AB/PAS, tanto em TNBS 7 quanto
nos tratados com oleo de peixe, TNBS/OP 7 (Figura 11). Entretanto, o epitélio nao foi
recuperado completamente, pois haviam regides com erosao e consequente falta de
marcagao positiva de AB/PAS. Estas regides possuiam a mucosa sem criptas e logo
em contato com o lumen, diferente do que foi observado em dois dias de colite, pois
em dois dias havia relativa preservacéo de criptas. Em adigdo, proximo a essas
regides haviam criptas preservadas com pouca marcagado positiva de AB/PAS,

enquanto criptas mais distantes possuiam mais marcacgao positiva.

Em seguida fizemos a quantificagdo da area positiva de AB/PAS (Figura 12).
Encontramos diminuicdo da area positiva apos dois dias de colite, p=0.001. A média
dos grupos TNBS 2 e TNBS/OP 2 é de cerca de 1% da area positiva enquanto a area
do grupo controle € de cerca de 25%. Apos sete dias de colite houve aumento da area

positiva, com maior média do grupo TNBS/OP 7, 18.4%, contra 6.8% do grupo TNBS
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7, p<0.05. Adicionalmente, a area do grupo tratado com 6leo de peixe aumentou 10.6
vezes apos sete dias da colite, p<0.0001. Diferente do grupo sem 6éleo de peixe, TNBS

7, na qual a area positiva aumentou 5.6 vezes, p<0.05.

Figura 9. Histologia do epitélio do grupo controle. A: 40x ampliagdo. B: 200x ampliacao. C:
400x ampliagao. Seta preta: cripta com muco.
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Figura 10. Histologia do epitélio apds dois dias de colite com TNBS. A, C, E: TNBS 2 (lado
esquerdo). B, D, F: TNBS/OP 2 (lado direito) A, B: 40x ampliagdo. C, D: 200x ampliagao. E,
F: 400x ampliagéo. Seta preta: cripta em corte transversal, repare na presenga de muco na
figura C. Seta preta nao preenchida: cripta em corte longitudinal.
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Figura 11. Histologia do epitélio apds sete dias de colite com TNBS. A, C, E, G, I: TNBS 7
(lado esquerdo). B, D, F, H, J: TNBS/OP 7 (lado direito). A, B: 40x ampliagdo. C, D: 100x
ampliacdo. E, F: 200x ampliagado. G, H, |, J: 400x ampliacdo. Estrela preta: area com eroséo.
Seta pequena: cripta parcialmente corada. Seta grande: cripta com muco. Seta pequena nao
preenchida: contato da mucosa com o lUmem sem criptas visiveis.

Figura 12. Quantificagdo da area positiva de AB/PAS. Dados expressos em média e erro
padrao da média. a — p<0.001 x C; b — p<0.05 x TNBS 7; ¢ — p<0.0001 x TNBS/OP 2.

4.6 ACIDO SIALICO

O acido sialico € um monossacarideo que compde a estrutura das mucinas.
Desta forma, faz parte do muco presente nas criptas e também no lumen (DHANISHA
et al., 2018). Outros autores demonstraram diminui¢do de acido sialico no tecido de
pessoas com colite ulcerativa (CULLING et al., 1979). Aqui n6s determinamos a

concentracao de acido sialico no conteudo fecal apds colite com TNBS.

Sendo assim, a concentragao de acido sialico no conteudo fecal diminuiu apés
a colite com TNBS (Figura 13). Mesmo ap0os sete dias da colite com TNBS n&o houve
aumento significativo de acido sialico, p>0.05. Embora tenha aumentado 0.01
pgmol/mL no grupo TNBS/OP 7, o tratamento com 6leo de peixe nao promoveu

aumento significativo de acido sialico (p=0.24 x TNBS/OP 2).
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Figura 13. Concentragédo de acido sialico no conteudo fecal. Dados expressos em média e
erro padrao da média. a— p<0.01 x C; b — p<0.05 x C.

4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A microscopia eletrénica presentativa de um caso controle é apresentada na
Figura 14. Encontramos um epitélio bem preservado, com muitas mitocondrias nas
células caliciformes e colondcitos. Além do mais, € possivel observar muco no lumen
e dentro de células caliciformes. Microvilosidades em planos transversal e longitudinal
também sao vistas, bem como as trés juncgdes celulares bem preservadas: jun¢des de

oclusdo, aderéncia e desmossomo. Por fim, pouca vacuolizagéo foi encontrada.

A colite com TNBS danificou a arquitetura epitelial, causando necrose celular.
Apos dois dias de colite, em TNBS/OP 2, houve destruicdo epitelial, sem a
preservacdo de organelas, por exemplo, mitocondrias. Além de diminuir
microvilosidades; aumentar o espago intercelular, ndo preservando as jungdes
celulares; e depletar muco luminal (Figura 15). Apds sete dias, TNBS/OP 7, houve
melhor preservacado epitelial, com preservagao de microvilosidades, de células
caliciformes com muco intracelular e das jungdes celulares (Figura 16). No entanto, o
tecido € mais vacuolizado que o caso controle. Também foram encontradas bactérias
proximas do epitélio (Figura 17). Em TNBS 2 nao foi encontrado epitélio a ndo ser a
camada submucosa. Na figura é possivel observar fibras de colageno e elastina. O
resultado é produto do plano de corte errado (Figura 18). Em TNBS 7 a destruigao do

tecido € mais grave que TNBS/OP, pois ha uma grande quantidade de debri celular,
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células em necrose e infiltrado de bactérias. Este infiltrado bacteriano alcangou a
submucosa (Figura 19). O resultado indica um caso extremo ou area de erosao

conforme o resultado histolégico. Desta forma, TNBS 2 e 7 ndo servem como

parametros de comparagao.

Figura 14. MET do epitélio do grupo controle, em que se destaca epitélio preservado, muitas
mitocondrias nas células caliciformes e colondcitos, com muco no limen e no interior das
células caliciformes e pouca vacuolizagao. Estrela 4 pontos: vacuolos; estrela 5 pontos: muco
luminal; cruz: muco intracelular; seta preta pequena: microvilosidades; raio: junc¢des celulares;
seta preta grande: juncdo de ocluséo; seta preta sem preenchimento: juncéo de adeséo; seta
branca: desmossomo.

Figura 15. MET do epitélio apds dois dias da colite com TNBS em animais tratados com 6leo
de peixe (TNBS/OP 2). Destaca-se dano na arquitetura epitelial e necrose celular. Estrela 5
pontos: lumen; seta preta pequena: microvilosidades; tridngulo preto, espaco intercelular.
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Figura 16. MET do epitélio apds sete dias da colite com TNBS em animais tratados com éleo de
peixe (TNBS/OP 7). Destaca-se melhor preservagao de microvilosidades, de células caliciformes
com muco intracelular e das jungbes celulares. Estrela 4 pontos: vacuolos; cruz: muco
intracelular; seta preta pequena: microvilosidades; raio: jungbes celulares; seta preta grande:
juncao de oclusao; seta preta sem preenchimento: juncédo de adeséo; seta branca: desmossomo.

Figura 17. MET do epitélio apds sete dias da colite com TNBS em animais tratados com dleo
de peixe (TNBS/OP 7). Destaca-se vacuolos e presenca de bactérias. Estrela 4 pontos:
vacuolos; cruz: muco intracelular; seta preta pequena: microvilosidades; seta preta grande:
bactéria.
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Figura 18. MET do epitélio apds dois dias da colite com TNBS (TNBS 2). Destaca-se auséncia
de epitélio, porém presenca da regido submucosa. Estrela branca 5 pontos: colageno; cruz
branca: elastina; estrela 4 pontos: linfécito.

- Aol F . B "o R < e ‘l YIRS N | R L w s Qi Ot TR AN,

Figura 19. MET do epitélio apos sete dias da colite com TNBS (TNBS 7). Destaca-se grande
destruicao tecidual, muitos debris, necrose e infiltrado de bactérias na mucosa e submucosa.
Triangulo branco: célula necrdtica; estrela 6 pontos: debri celular; seta preta: bactéria; seta
branca: regiao lamina prépria.

4.8 FITC-DEXTRAN

FITC-Dextran € um ensaio usado para determinar permeabilidade e
integridade intestinal. Valores elevados representam aumento de permeabilidade
intestinal e perda de integridade intestinal ja que FITC-Dextran normalmente n&o é
absorvido em grandes quantidades (VOLYNETS et al., 2015).

Nossos resultados mostram que a colite com TNBS aumentou a concentragao

plasmatica de FITC-Dextran e o 6leo de peixe nao preveniu este aumento. Apds dois
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dias da colite com TNBS, houve aumento de cerca de 8 vezes na concentragao de
FITC-Dextran. Apos sete dias da colite com TNBS houve reducédo de 1.3 vezes de
FITC-Dextran em TNBS/OP 7, porém, a concentragcao de FITC-Dextran manteve-se
elevada em 6.5 vezes a mais do que a concentragdo do grupo controle. Assim, os
resultados indicam que havia alta permeabilidade intestinal, mesmo havendo
recuperagao da arquitetura mucosa e diminuicao da atividade de MPO no grupo

tratado com dleo de peixe.

FITC-Dextran ug/mL

é@q, \o‘2 ‘&% \o‘2
A 9 A 9
N N
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Figura 20. Ensaio de permeabilidade e integridade intestinal determinado por FITC-Dextran.
Dados expressos em média e erro padrao da média. a — p<0.0001 x C; b — p<0.05 x TNBS 7.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo o 6leo de peixe promoveu a recuperagao da mucosa intestinal
apos colite com TNBS. Aos dois dias de colite o 6leo de peixe ndo protegeu a mucosa
da colite, porém, aos sete dias de colite houve recuperagdo da mucosa com o 6leo de
peixe. Possivelmente a recuperacao se deu por maior incorporacao de EPA e DHA na
mucosa nos primeiros dias de colite que resultou em menor inflamagao no final do

experimento.

Nossos resultados mostram menor atividade da MPO. A MPO é um dos
marcadores de inflamacao intestinal, pois indica a ativiade inflamatdria do tecido. Ela
€ comumente utilizada em modelos experimentais de colite (KRAWISZ et al., 1984;
KIM et al., 2012) e ha perspectiva de uso clinico em humanos (HANSBERRY et al.,
2017). MPO é uma proteina liberada predominantemente por neutréfilos durante o
processo de degranulagdo. E com a inflamagédo intestinal ha mobilizacdo de
neutrofilos da circulagao para o tecido inflamado, aumentando o numero de neutréfilos
e consequentemente a expressao, concentragao e atividade da MPO. Além do mais,
a MPO forma espécies reativas de oxigénio altamente citotoxicos ao reagir com
peréxido de hidrogénio e tirosina, como acido hipocloroso e radical tirosil,
respectivamente (HANSBERRY et al., 2017). Desta forma, a atividade da MPO
aumenta apdés a colite com TNBS (SZALAI et al., 2014; DONG et al., 2017), porém

reduz com o uso de dleo de peixe, conforme demonstramos.

A maior atividade inflamatdria intestinal estd associada com diminuicdo do
conteudo de muco intestinal (DHARMANI et al., 2011; LENNON et al., 2014).
Conforme a inflamagao avanca com aumento de MPO, ha diminuigdo da expressao e
sintese de Muc2 — principal proteina que compde o muco. Estas observagdes sao
intensificadas quando ha erosao epitelial (DHARMANI et al., 2011). Em adigéo,
modelos knockout de Muc2 °/~ ndo produzem muco e desenvolvem colite
espontaneamente (VAN DER SLUIS et al., 2006), além de que mutagdes em Muc2
também causam colite espontanea (HEAZLEWOOD et al., 2008). No entanto, nem
toda inflamacgao intestinal possui reducdo de muco. Em humanos é observado
reducdo na colite ulcerativa, enquanto ha aumento no conteudo de muco na doenca
de Crohn (GERSEMANN et al.,, 2009; DOROFEYEV et al., 2013). Embora tenha

aumento na doenga de Crohn, a funcdo esta prejudicada e ha maior passagem de
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microorganismos pela camada de muco (SWIDSINSKI et al., 2009). Adicionalmente,
modelos knockout de IL 10 /- possuem espessamento da camada de muco, porém, o
muco por estar funcionalmente comprometido permite que microorganismos
atravessem-no e tenham contato com o epitélio (JOHANSSON et al., 2014). Desta
forma, muco é um fator importante para a fungao intestinal e funciona como uma
barreira contra microorganismos luminais, sendo que a redugdo ou
comprometidomento de fungdo do muco agrava a inflamacao do tecido (SUN et al.,
2016). Nossos resultados mostram que aos dois dias de colite com TNBS a inflamacgao
€ maior, assim como o conteudo de muco sofre maior reducédo devido as areas de
erosdes causadas pela inflamagédo e consequente diminuicdo de marcagao positiva
de AB/PAS. Desta maneira, o conteudo de muco intestinal foi comprometido com a

colite e o0 6leo de peixe nao preveniu esta situagao.

Sob microscopia eletrénica ndo encontramos muco revestindo o epitélio aos
dois dias de colite com TNBS, as células estavam desestruturadas e com aumento de
espaco intercelular. Aos sete dias houve recuperagao. Muco revestindo o epitélio foi
encontrado, bem como bactérias préximas do epitélio. Normalmente ha bactérias
aderidas no epitélio (BENTLEY-HEWITT et al., 2017), mas por conta da perda de
barreira do muco na inflamacéao intestinal, bactérias patogénicas podem aderir no
epitélio e exacerbar a inflamagdo (LENNON et al., 2014). Infelizmente nossos
resultados nao identificam as espécies de bactérias que encontramos. Por outro lado,
sugerimos que provavelmente a fungdo de barreira do muco e principalmente do
epitélio continuavam comprometidas devido a concentracdo de FITC-Dextran se

manter elevada.

Quando quantificamos a area positiva de AB/PAS, observamos a mesma
tendéncia da MPO, isto é, reducao de area positiva aos dois dias de colite, bem como
alta atividade da MPO, e maior aumento de area positiva e menor atividade de MPO
em TNBS/OP 7, além da diferenga estatistica com TNBS/OP 2 e da falta de diferenca
com o grupo controle; mesmos resultados ndo foram observados em TNBS 2 e 7.
Deste modo, casos tratados com 6leo de peixe tiveram reducao da atividade da MPO

e aumento da area positiva de AB/PAS.

Além do muco observado sob microscopia de luz e eletronica, determinamos
a concentracdo de um dos componentes do muco presente nas fezes: o acido sialico.

Nossos resultados com acido sidlico indicam que o 6leo de peixe nao preveniu
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reducao de muco no conteudo fecal e também nao promoveu aumento significativo
apos sete dias de colite com TNBS. O acido sialico faz parte da estrutura das mucinas
principalmente na forma O-acetilada (CULLING et al., 1979; DHANISHA et al., 2018).
Histologicamente ha diminuicdo de area positiva de acido sialico O-acetilado nas
criptas intestinais de pessoas com DIl, sendo a diminuicdo mais expressiva em
pessoas com colite ulcerativa (CULLING et al., 1979), provavelmente pela maior
diminuigdo de muco na colite ulcerativa (DOROFEYEV et al., 2013). Assim, deplecao
de acido sialico € um indicador de severidade da DIl (DHANISHA et al., 2018). Na
colite ulcerativa ha alteragdes no metabolismo de mucinas. Ha reducdo de acido
sialico O-acetilado, com maior atividade de sialidases e também glicosidases que
aceleram a degradacao de mucinas nas fezes (CORFIELD et al., 1993) - sialidases
hidrolizam ligagdes de acido sialico com residuos glicosidicos de glicoproteinas,
assim, liberando o acido sialico (MIYAGI; YAMAGUCHI, 2012). Embora haja
diminui¢cdo de acido sialico na colite ulcerativa, ha maior concentragdo na forma livre,
sendo que maior disponibilidade de acido sialico na DIl € usado para a proliferacao de
Escherichia coli, com consequente exacerbacéao inflamatéria (HUANG et al., 2015b).
Em adicao, foi demonstrado maiores concentragcdes de acido sialico no plasma de
modelos animais apos colite com TNBS (TSUJIKAWA et al., 1999) e em pessoas com
DII (RICCI et al., 1995), possivelmente por maior hidrolizagao de acido sialico. Nossos
dados mostram que (i) colite com TNBS diminui a concentragdo de acido sialico no
conteudo fecal provavelmente por causa da diminuigdo no conteudo de muco; (ii) o
Oleo de peixe ndo promove aumento na concentracdo de acido sialico nas fezes

mesmo com maior conteudo de muco encontrado histologicamente.

Outros autores demonstraram maiores concentragcdes de acido sialico no
tecido colénico apds colite com TNBS (GENC et al.,, 2011; ISIK et al., 2011).
Entretanto, o método utilizado por eles apenas determina a concentragdo de acido
sialico livre (WARREN, 1959). O resultado era esperado ja que por causa da maior
atividade de sialidases na inflamacao intestinal, ha maior concentracdo de acido
sidlico livre (CORFIELD et al., 1993; HUANG et al., 2015b). O método utilizado por
nés determina a concentrag&o total de acido sialico (JOURDIAN et al., 1971), assim,

nossos resultados refletem &cido sialico na forma livre e ligado a mucinas.

Em conjunto, nossos dados mostram que o Oleo de peixe promove a

recuperacao da mucosa intestinal lesionada pela colite com TNBS. Provavelmente os
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componentes do 6leo de peixe que promoveram a maior recuperagao da mucosa
intestinal foram o EPA e o DHA que sao os principais acidos graxos do 6leo de peixe.
O tratamento com o6leo de peixe aumenta a concentragao de precursores de menor
atividade inflamatéria (MEISTER; GHOSH, 2005; WHITING et al., 2005; BARROS et
al., 2011). Além de diminuir a concentragdo de precursores com maior atividade
inflamatoria (BARROS et al., 2011). Para que isso acontega é necessario que haja
incorporagao de EPA e DHA no tecido inflamado (HILLIER et al., 1991), sendo o cdlon
umas das regides gastrointestinais que mais incorpora EPA e DHA (GURZELL et al.,
2014). Desta forma, nés encontramos maior incorporagao de EPA e DHA na mucosa
do colon durante o periodo de maior atividade inflamatdria do experimento que foi aos
dois dias de colite. Mesmo sem o tratamento com 6leo de peixe e outra fonte de
Omega-3, ha aumento na quantidade de DHA e precursores do dmega-3 no soro
durante o periodo de maior atividade inflamatéria intestinal e apds a recuperacéao, os
acidos graxos diminuem (PEARL et al., 2014; LEE et al., 2017a). Quando animais sao
tratados com dleo de peixe ou isoladamente com EPA ou DHA a quantidade no soro
aumenta ainda mais e o processo de recuperagao acelera (LEE et al., 2017a). Nossos
resultados mostram que o0 maior incorporamento dos acidos graxos no tecido no
comeco do experimento resultou em menor atividade inflamatéria no final do
experimento — periodo que encontramos menor incorporagao de EPA e de DHA no

célon e maior incorporagéo destes acidos graxos no plasma.

Quando estudos com o 6leo de peixe foram feitos com modelos animais de
colite, foi encontrado maior recuperacao ou protecao (LI et al., 2008; IBRAHIM et al.,
2011; HUANG et al., 2017), demonstrando maior efeito em menores razdes de n-6/n-
3 (BARROS et al., 2011; HUANG et al., 2015a; TYAGI et al., 2014). Outros mostram
que o efeito € ainda maior quando combinado com outro composto, como o
medicamento mesalazina comumente usado na DIl (MBODJI et al., 2013), mesalazina
e acido caprilico (KANDULA et al., 2016), triglicerideos de cadeia média (KONO et al.,
2010), azeite de oliva virgem (REDDY; NAIDU, 2016), mix com L-arginina, vitaminas
C e E (ROBLES et al., 2016), mix com prebidticos, vitaminas e minerais (WIESE et al.,
2011). Ja tratamentos com somente DHA também tem mostrado efeito protetivo. Seja
por via oral (ZHAO et al., 2015) ou intraperitoneal (YUM et al., 2017). Por outro lado,

0 Oleo de peixe parece exacerbar inflamacéao intestinal e formacao tumoral em modelo
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de colite knockout SMAD3 /-, que compromete a sinalizagdo do TGF-3, somado a
infeccdo com Helicobacter hepaticus (WOODWORTH et al., 2010).

Um modelo animal normalmente utilizado para determinar os efeitos do
Omega-3 é o fat-1 que € um modelo transgénico que produz 6mega-3 e tem sido usado
para determinar os efeitos do dmega-3 eliminando outros fatores da alimentacéo.
Assim, tem sido demonstrado menor grade inflamatéria sistémica e supresséo de
Escherichia coli (KALIANNAN et al., 2015), protecdo contra colite experimental
(HUDERT et al., 2005; GRAVAGHI et al., 2011; YUM et al., 2017), colite associada
com cancer (HAN et al., 2016) e diminuicdo de espécies reativas de oxigénio, citocinas
e produtos pré-inflamatérios (GRAVAGHI et al., 2011; YUM et al., 2017). Desta forma,
os resultados com modelo fat-1 reforcam os resultados do tratamento com dleo de

peixe em modelos de colite, indicando possivel beneficio clinico em humanos com DII.

Todavia, em humanos os resultados sédo conflitantes. Alguns autores mostram
beneficio com o 6leo de peixe, como redugao de relapsos (UCHIYAMA et al., 2010),
estresse oxidativo (BARBOSA et al., 2003), citocinas pré-inflamatérias (NIELSEN et
al., 2005), indice inflamatério da doenga, comorbidades como dores articulares
(ARSLAN et al., 2002; BJoaRKKJAER et al., 2004) e de calprotectina com uso isolado
de EPA - calprotectina é marcador fecal das DI, altas concentracdes representam
maior atividade inflamatéria (SCAIOLI et al., 2018). Porém, meta-analises mostram
que o Oleo de peixe provavelmente nao é eficaz, pois ndo manteve a fase remissiva
da doenga de Crohn — risco relativo (RR) 0.77 [intervalo de confianga, 0.61, 0.98],
embora este resultado seja promissor para o Oleo de peixe, possui alta
heterogeneidade 1>=58%. Assim, os autores ajustaram para dois estudos de baixo viés
e encontraram praticamente nenhum efeito do 6leo de peixe, RR 0.88 [0.74, 1.05]
1°=0% (LEV-TZION et al., 2014). Com colite ulcerativa o 6leo de peixe ndo manteve a
fase remissiva, RR 1.02 [0.51, 2.03] I1°>=0% (TURNER et al., 2007). Provavelmente os
autores ndo encontraram beneficio com o 6leo de peixe devido ao baixo numero
amostral coletado, da falta de ensaios clinicos randomizados, da falta de
pradronizagao da dose de 6leo de peixe, bem como da concentragao de EPA e DHA
e também do periodo de tempo dos estudos selecionados que é de cerca de um ano,
com no maximo dois anos, pois de acordo com a histéria natural da DII, normalmente
acontecem relapsos nos primeiros anos de diagnéstico (BERNSTEIN, 2018;
WEIMERS; MUNKHOLM, 2018).
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Independente do resultado das meta-analises, o objetivo buscado atualmente
no tratamento da DIl vai além da manutencao da fase de remissado. Atualmente tem
sido proposto abordagens mais individualizadas de acordo com o diagndstico e a
severidade da DIl, com o foco do tratamento em alvos especificos ao invés de focar
somente na remissao da doenga. Esta mudancga na perspectiva do tratamento surge
da grande variabilidade de sintomas, curso e fendtipo da DIl que os pacientes
experenciam. Desta forma, um dos focos do tratamento é a recuperagdo da mucosa
intestinal lesionada pela inflamacéo (IM, et al. 2018), algo que pode ser buscado com
a propriedade resolutiva dos acidos graxos 6mega-3 (CHIANG; SERHAN, 2017) e que
mostraram por nds serem eficientes na resolugao da lesio epitelial causada pela colite
com TNBS.

Além do mais, alguns autores tém mostrado que o maior consumo de 6mega-
3, EPA e DHA, diminui a probablidade de desenvolver doenga de Crohn (CHAN et al.,
2014) e colite ulcerativa (TJONNELAND et al., 2009; JOHN et al., 2010;
ANANTHAKRISHNAN et al., 2014). Além de que menores razdes de n-6/n-3 diminui
o numero de relapsos da doenca de Crohn e da colite ulcerativa (UCHIYAMA et al.,
2010). Adicionalmente, criangas que possuem variantes especificas em genes
(CYP4F3, FADS1 e FADS2) que controlam metabolismo do EPA e DHA e que
nutricionalmente consomem alta razdo de n-6/n-3, possuem maior probabilidade de
desenvolver a doenca de Crohn (COSTEA et al., 2014). Desta forma, mesmo com a
evidéncia de que provavelmente o 6leo de peixe é eficaz no tratamento da DIl, o
consumo nutricional de acidos graxos 6mega-3 pode afetar a incidéncia da DII, bem
como a agressividade da doenca naqueles ja a possuem. Além de diminuir o risco de
cancer colorretal (LEE et al., 2017b), pois DIl aumenta as chances de cancer coloretal
(BERNSTEIN, 2018).

Por fim, estudos com modelos animais de colite experimental suportam o uso
de Oleo de peixe, além de que em humanos um alto consumo de 6mega-3, que pode
ser facilitado com o 6leo de peixe, parece reduzir a incidéncia e a agressividade da
DIl naqueles que ja possuem. Nosso trabalho reforga o conhecimento atual sobre
colite experimental e também do 6leo de peixe como tratamento complementar para
DIlI.
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6 CONCLUSAO

Oleo de peixe ndo protege a mucosa intestinal da colite experimental com
TNBS. No entanto, o 6leo de peixe promove a recuperagao da mucosa apoés a colite.
Apos a colite com TNBS ha deplecéo de conteudo de muco, perda de integridade e
erosao epitelial, e aumento da atividade inflamatdria no tecido lesionado pela colite. O
tratamento com oleo de peixe ndo evita que esses achados acontecam, mas a
incorporacao de EPA e DHA obtidos do 6leo peixe no tecido lesionado promove a

resolucdo dos marcadores citados.
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APENDICES

APENDICE 1

O software Imaged 1.51p foi usado para quantificar a area positiva de AB/PAS.
Imagens obtidas do Scanner de Laminas, 200x ampliadas, foram em seguidas usadas
no programa VSViewer V 2.1.102, 10x ampliadas, para selecionar a regiao epitelial do
coélon - desde a base do epitélio até a regido apical (Figura 21A). Em seguida, a area
selecionada foi usada no ImageJ. Os passos sdo esses: Image > Adjust > Color
Threshold > Color Space > RGB > Select. Assim, a regido positiva com AB/PAS é
selecionada. Para quantificar a area selecionada segue: Analyze > Measure. O
resultado é a area positiva com AB/PAS. A area total da imagem é quantificada sem
selecdo da area com AB/PAS, ou seja, € a area total da imagem selecionada no

programa VSViewer, que corresponde a 813.052 pixels (Figura 21).

Neste trabalho usamos a porcentagem da area selecionada com AB/PAS e
nao a area total dela. Seguindo o exemplo da Figura 21, divide-se o valor da area
selecionada com AB/PAS (126.370 - a) pela area total da imagem (813.052 - b) e
mutiplica-se por 100, logo, (a/b)*100.
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Figura 21. Exemplo de mensuracao da area positiva de AB/PAS.
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APENDICE 2

12:0 Laurico

14:0 Miristico

16:0 Palmitico

18:0 Estearico

18:1 Oleico

18:2 Linoleico

18:3 Alfa-Linolénico

| mE C

! mm
20:4 Araquiddnico : TNBS 2

: 3 TNBS/OP 2

Porcentagem

Figura 22. HPLC do plasma apés dois dias de colite com TNBS. Dados expressos em média
e erro padrao da média. * p=0.03. ND, nao detectado.
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Figura 23. HPLC do plasma apos sete dias de colite com TNBS. Dados expressos em média
e erro padrao da média. ND, nao detectado.
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Figura 24. HPLC da mucosa do colon apos dois dias de colite com TNBS. Dados expressos
em média e erro padrao da média. * p=0.003; ** p=0.0009; *** p=0.006. ND, nao detectado.
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Figura 25. HPLC da mucosa do colon apoés sete dias de colite com TNBS. Dados expressos
em média e erro padrao da média. ND, nao detectado.



