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RESUMO

VEZENFARD-BARBOSA, Lia. Efeitos da melatonina no controle da colite experimental,
via modulagdo da microbiota intestinal. 2020. 85f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

As Doencas Inflamatdrias Intestinais resultam de resposta imune desregulada, com o
envolvimento da microbiota intestinal, susceptibilidade genética e fatores ambientais,
promovendo inflamacdo cronica e ampla destruicdo tecidual. Estudos recentes descrevem
efeitos do horménio melatonina (MLT) em doencas inflamatdrias, controlando as respostas
imunes. Além da acdo da MLT sobre o ritmo circadiano de humanos, a molécula pode também
modular o ciclo de bactérias intestinais e exercer acdo imunomoduladora. Nesse sentido, 0
objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia do tratamento com MLT na colite experimental,
tanto na fase aguda de inducéo da inflamac&o, quanto no periodo de remisséo e reparo tecidual.
Além disso, buscamos verificar se a presenca da microbiota intestinal modifica a resposta
inflamatoria frente ao tratamento com o hormoénio. Para isso, camundongos machos C57BL/6
foram expostos ao dextran sulfato de sddio (DSS) e tratados com MLT. Em animais avaliados
durante a fase aguda, a MLT promoveu aumento do escore clinico, maior nimero de leucécitos,
especificamente, células mononucleares e neutrofilos, no sangue periférico. No colon, foi
observado aumento de fator de necrose tumoral (TNF), em contraste a reducdo de interleucina
17 (IL-17). Em camundongos avaliados durante a fase de reparo da colite, a MLT levou a maior
perda de peso corporal, elevado escore clinico, maior nimero de células mononucleares e
neutrofilos circulantes. Houve maior recrutamento de neutréfilos e macréfagos no célon,
quantificada indiretamente pelos ensaios de mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglicosaminidase
(NAG), respectivamente. O hormdnio promoveu também expressivo aumento de TNF, maior
frequéncia de linfocitos T CD4 ou CD8 de memoria efetores e redugdo da populacéo de células
T reguladoras FoxP3" no baco, além de aumento de linfocitos T CD4 de memoria residente nos
linfonodos mesentéricos (MLN), na fase de remissdo da inflamacéo. Para averiguar se os efeitos
da MLT ocorriam via microbiota intestinal, os camundongos foram submetidos a
antibioticoterapia previamente a inducdo da colite. De fato, os resultados mostraram que 0s
animais tratados com o hormonio, na auséncia da microbiota intestinal, apresentaram reversédo
do fendtipo clinico da doenca, em comparacdo com a fase aguda e remissdo da colite. O
tratamento com MLT induziu menor perda de peso e escore clinico, além de reducdo do nimero
de células mononucleares no sangue periférico. No célon, houve reducdo de TNF e NAG,
enquanto que nos linfonodos mesenteéricos, foi observado aumento de células produtoras das
citocinas IL-4 e IL-10, em contraste a reducdo de CD3*CD4*IL-10" na auséncia de
antibioticoterapia. As populacBes de linfocitos de memoria ndo foram mais alteradas em
animais com deplecdo da microbiota. Em ensaios ex vivo, linfocitos do baco e MLN de
camundongos sem deple¢@o da microbiota apresentaram maior proliferacéo celular em relagéo
a frequéncia proliferativa ap0s a antibioticoterapia. Esses resultados corroboram com os efeitos
do hormonio via microbiota intestinal. Em conclusé&o, nossos resultados mostraram que a MLT
agrava a colite experimental, tanto na fase aguda quanto na remisséo da inflamagao, sendo seus
principais efeitos dependentes da microbiota intestinal.

Palavras-chave: Doencas Inflamatorias Intestinais. Melatonina. Microbiota Intestinal.



ABSTRACT

VEZENFARD-BARBOSA, Lia. Effects of melatonin in the control of experimental colitis,
via modulation of the intestinal microbiota. 2020. 85p. Dissertation (Master). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

Inflammatory Bowel Diseases result from an unregulated immune response, with the
involvement of intestinal microbiota, genetic susceptibility and environmental factors, which
together promote chronic inflammation and extensive tissue destruction. Recent studies
described the effects of the hormone melatonin (MLT) in inflammatory diseases, controlling
Immune responses. In addition to the action of MLT on the circadian rhythm of humans, this
molecule can also modulate the cycle of intestinal bacteria and exert an immunomodulatory
action. In this regard, the aim of this study was to evaluate the influence of MLT treatment on
experimental colitis, in the acute phase of inflammation as well as during disease remission and
tissue repair. In addition, we investigated the role of the intestinal microbiota in the MLT's
modulation of the gut inflammatory response. For that, male C57BL/6 mice were exposed to
dextran sulfate sodium (DSS) and treated with melatonin (MLT). In animals evaluated during
the acute phase, MLT promoted increased clinical score, besides augmented number of
mononuclear cells and neutrophils in the peripheral blood. We also detected a high
concentration of tumor necrosis factor (TNF) and reduced interleukin 17 (IL-17) in the colon.
During the remission of inflammation, MLT induced greater loss of body weight, increased
clinical score and elevated number of leukocytes in the bloodstream, represented by
mononuclear cells and neutrophils. Furthermore, there was augmented activity of neutrophils
and macrophages in the colon, as detected by myeloperoxidase (MPO) and N-
acetylglycosaminidase (NAG) assays, respectively. The hormone also promoted a significant
increase in TNF and in the frequency of effector memory T lymphocytes, along with reduced
FoxP3+ regulatory T cells in the spleen. In addition, there was an increase in resident memory
T CD4 lymphocytes in the mesenteric lymph nodes (MLN), during remission phase. However,
in the absence of intestinal microbiota, the inflammatory effects of MLT were milder and mice
had a reversal of the disease phenotype. The treatment reduced body weight loss and clinical
score. Also, MLT after antibiotic therapy led to a decrease in the number of mononuclear cells
in the peripheral blood and to reduced TNF and NAG in the colon. In the mesenteric lymph
nodes we observed an increase in cells producing IL-4 and IL-10 cytokines, in contrast to the
reduction in CD3+CD4+IL-10+ lymphocytes in mice wih colitis and in the absence of antibiotic
therapy. The memory lymphocyte populations were no longer altered in animals with
microbiota depletion. Ex vivo assays with lymphocytes from spleen and MLN of colitis mice
treated wih MLT showed augmented cell proliferation in contrast to the proliferative frequency
after antibiotic therapy. These results corroborate the effects of the hormone via intestinal
microbiota. In conclusion, our results showed that MLT aggravates experimental colitis, both
in the acute phase and in the remission of inflammation and its main effects depend on the
intestinal microbiota.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease. Melatonin. Intestinal Microbiota.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doencas Inflamatdrias Intestinais

Doencas Inflamatorias Intestinais (DII) sdo caracterizadas por desordens que cursam
com inflamacdo crénica no trato gastrointestinal e perturbacdo em seu funcionamento normal.
A Doenga de Crohn (CD) e Colite Ulcerativa (UC) sdo as principais formas definidas,
denominadas DII (1). Os sinais clinicos sdo variaveis e dependentes da extensdo e gravidade
das lesGes. Ambas apresentam sintomas como dores abdominais, diarreia recorrente, presenca
de sangue nas fezes, perda de peso, febre e fadiga, além do aumento do risco de cancer de colon
(2). As DIl foram associadas também ao aumento da mortalidade devido as complicagdes da
prépria doenca ou por patologias extra intestinais, como doencas cardiovasculares e pulmonares
(3) além de cancer colon-retal e do trato biliar (4, 5).

Cada doenca possui também caracteristicas especificas. Pacientes acometidos pela UC
podem apresentar manifestacdes como irritacdo perianal, fissuras, hemorroidas, fistulas e
abscessos (6). A UC cursa com inflamacdo continua na regido do colon e reto, geralmente
afetando apenas a camada mucosa da parede intestinal (7). Diferentemente, a CD pode levar a
resposta inflamat6ria em qualquer parte do trato gastrointestinal, da boca ao anus. Entretanto,
afeta predominantemente a regido do ileo (porcdo terminal do intestino delgado) e célon
(intestino grosso). A inflamacdo pode ocorrer de forma descontinua, sendo comum a presenca
de regides saudaveis entre regides acometidas pela doenca. Além disso, pode afetar todas as
camadas da parede do intestino. E frequentemente associada a complicacbes como estenoses,
obstrucdo e fistulas entre segmentos intestinais ou com outros 6rgdos ndo conectados ao
intestino (2, 8).

As DIl acometem principalmente jovens-adultos e ndo possuem cura. Embora a
maioria de novos diagndsticos sejam realizadas nessa faixa etéria, estas enfermidades podem
afetar individuos em qualquer idade, desde a infancia até a idade senil (9, 10). O diagndstico ¢
estabelecido por uma combinacéo de fatores ao abordar diferentes aspectos da inflamagéo.
Inicialmente sdo descartadas causas infecciosas. Para a identificacdo dessas doencas € analisado
o historico médico, realizada avalia¢do clinica, além de exames endoscdpicos, histopatologicos
e radiologicos (1).

A etiologia das DIl ndo foi ainda esclarecida completamente; no entanto, evidéncias
sugerem que sdo doencas de origem multifatorial. Sabe-se que ocorre a interagdo entre a
desregulacdo das respostas imunes, susceptibilidade genética (11, 12), influéncia da microbiota

intestinal, aléem do envolvimento de fatores ambientais (13), para o surgimento das doencas.



Em individuos saudaveis, a associacdo balanceada entre a microbiota intestinal e o sistema
imunolodgico promove a manutengdo da tolerancia imunologica, permitindo equilibrio entre a

inducdo de respostas efetoras a agentes patogénicos e tolerancia a antigenos indcuos (14).

1.2. Epidemiologia

A ocorréncia dessas desordens pode variar conforme a regido geografica, sendo que a
maioria dos casos relatados sdo em paises industrializados. Entretanto, durante as ultimas
décadas a incidéncia e a prevaléncia destas doencas aumentaram globalmente (10, 15).
Estimativas futuras indicam aumento exponencial no nimero de casos em paises desenvolvidos
e recém-industrializados até 2025, demonstrando acometimento em pessoas de diversas regides
do mundo (10).

A exemplo do Brasil, no estado de Sao Paulo, a prevaléncia é de 52,6 casos para cada
100.000 individuos (16) e no Espirito Santo é de 38,2 casos/100.000 pessoas (17), enquanto
que no estado do Piaui a prevaléncia é de 12,8 casos/100.000 individuos (18). Estes estudos
populacionais indicam, além do aumento na incidéncia e prevaléncia das DIl ao longo do
tempo, um maior nimero de casos em regides mais desenvolvidas do Brasil (19), o que

corrobora os estudos mundiais.

1.3. Inducéo de colite experimental

Ainda que os modelos experimentais ndo reproduzam toda a complexidade das DIl em
humanos, sdo ferramentas de grande importancia para investigacdo das mesmas. Diferentes
modelos animais tém sido utilizados para a inducdo de colite experimental e proporcionar o
estudo das alteragdes imunoldgicas em DIl. Os modelos podem ser classificados em 4
categorias: modelos quimicos, modelos geneticamente modificados, modelos de transferéncia
de células e modelos congénitos (20).

Os modelos quimicos de indugdo de colite intestinal em murinos séo os mais utilizados
devido ao possivel controle do inicio, duracéo e intensidade da colite. Os modelos de indugéo
por dextran sulfato de sodio (DSS), acido trinitrobenzeno (TNBS) e oxazolona sdo bem
estabelecidos e amplamente utilizados (21). Dentre estes, a colite induzida por DSS apresenta
algumas vantagens devido a sua facilidade, controlabilidade e reprodutibilidade. Dependendo
do objetivo do estudo, o desenvolvimento de colite aguda, cronica ou recidiva, pode ser
controlada por meio da mudancga de concentragéo e frequéncia de administracdo do DSS (22,
23).



O DSS € um polissacarideo sulfatado solivel em dgua. Possui peso molecular variével,
de 5 a 1400 kDa, e para a inducdo de inflamacéo intestinal em camundongos, estes devem ser
expostos a 40-50 kDa de DSS. A colite ocasionada por esse agente colitogénico é semelhante
morfologica e sintomaticamente aos danos epiteliais encontrados na colite em humanos; no
entanto, 0 DSS ndo induz diretamente a inflamac&o intestinal. O mecanismo pelo qual atua é
através de sua toxicidade quimica ao atingir o colon, o que resulta em leséo tecidual. Nesse
sentido, ha ruptura da monocamada de células epiteliais do intestino, favorecendo maior
translocacdo bacteriana e antigenos associados a mucosa, promovendo uma resposta pro-

inflamatoria (23).

1.4. Resposta imune na doenca inflamatdria intestinal e o envolvimento da microbiota

Células do sistema inato existentes na mucosa intestinal expressam receptores que
reconhecem e respondem rapidamente a antigenos microbianos presentes na parede celular
bacteriana. A exposicdo continua a esses antigenos promove a regulacdo da resposta
imunoldgica, mantendo um equilibrio entre tolerancia e defesa do organismo. A ativacdo do
sistema imune inato induz, em sequéncia, as respostas adaptativas. Ha a regulacéo de subgrupos
de linfocitos T (Thl, Th2, Thl7 e Treg) para manutencdo do equilibrio. Falhas na homeostase
intestinal, como a expansdo e hiperatividade de células efetoras em contraste com deficiéncia
de mecanismos reguladores levam a inflamag&o intestinal. A inflamacédo é caracterizada por
reacOes exacerbadas direcionadas a antigenos proprios, derivados da microbiota e ambientais
(14).

A microbiota intestinal de mamiferos € composta por uma comunidade que inclui
bactérias, fungos, virus e protozoarios. Desses organismos, a maior parte sdo bactérias. No
intestino de adultos saudaveis ha mais bactérias que células no corpo humano, sendo
aproximadamente 100 trilhGes (24). Em camundongos, a maioria das bactérias intestinais
pertence a 4 filos principais: Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria (25),
enguanto em humanos os 2 filos principais sdo Bacteroidetes e Firmicutes (24).

A microbiota desempenha papel fundamental na inducdo, treinamento e func¢do do
sistema imunoldgico do hospedeiro, assim como no desenvolvimento de enfermidades.
Pacientes acometidos por DII apresentam disbiose intestinal, ou seja, variagdes nas populacfes
de bactérias, fungos e virus presentes no intestino. Esta dishiose esta relacionada ao
desequilibrio de microrganismos comensais e patogénicos no intestino (14). No trato
gastrointestinal, as infecgdes de mucosa agudas sdo caracterizadas por disbiose. As bactérias

comensais atuam na regulacdo do sistema imunologico, enquanto bactérias patogénicas causam
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disfungdes na imunidade por possuirem propriedades invasivas e inflamatdrias. Dessa forma, a
quebra da normobiose pode propiciar inflamacéo exacerbada e desenvolvimento de doencas.

Em decorréncia da quebra da tolerancia imunoldgica, as inflamacdes podem tornar-se
crénicas, caracterizadas por exacerbado infiltrado de células imunes no tecido intestinal. Varias
populacdes leucocitérias, incluindo neutrofilos, macréfagos, células dendriticas, células natural
Killer (NK) e linfdcitos, participam da patogénese dessas doengas (2, 26). O acumulo de células
nos locais de inflamacao contribui para o agravamento da lesdo tecidual através da producdo
citocinas inflamatorias, tais como fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 18 (IL-1p),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 23 (IL-23), interferon y (IFN-y) e citocinas da via IL-23/Th17,
Thl, dentre outras (2). A produgdo de quimiocinas resulta no recrutamento de leucdcitos
adicionais, propiciando um ciclo de inflamacdo. Na doenca de Crohn, a imunidade é mediada
pelo perfil de resposta Th1, com aumento da producéo de interleucina 12 (IL-12), IFN-y ¢ TNF.
Em contraste, na colite ulcerativa, o perfil de resposta inflamatdria é mediado por células Th2,
com aumento na interleucina-13 (IL-13) e interleucina-4 (IL-4). Em ambas, ha infiltrado
inflamatdrio com padrdo de resposta Th17, caracterizado pela producédo de interleucinas 17A,
17F e 22 (27, 28).

1.5. Tratamentos para Doencas Inflamatdrias Intestinais

No que concerne aos tratamentos, h4 um crescente aumento na quantidade e variedade
de medicamentos que visam o controle e reducdo dos processos inflamatorios exacerbados
presentes nestas doencas e, para a escolha da melhor abordagem terapéutica, € analisado o tipo
de doenca, as caracteristicas individuais de cada paciente e os locais afetados (29). Embora os
tratamentos para DIl possam apresentar resultados promissores, estes medicamentos tém
eficacia limitada e respostas variaveis, podendo culminar em resultados imprevisiveis. A terapia
ideal deve reduzir a inflamacdo, induzir remisséao clinica a longo prazo, melhorar a qualidade
de vida dos pacientes, além de néo levar a imunossupresséo exacerbada (30).

Geralmente, a escolha dos medicamentos ocorre por etapas (29) e podem incluir &cido
aminosalicilico, corticosteroides, antibiéticos, agentes imunossupressores e imunorreguladores,
como os imunobioldgicos (31-33). No entanto, pode haver efeitos colaterais significativos ou
ndo responsividade pelos pacientes e, por essas raz0es, € importante identificar novas
abordagens terapéuticas a fim de reduzir a inflamacéo cronica presente nestas doencas, sem

prejudicar a resposta inflamatdria fisioldgica.



1.6. Melatonina

Pesquisas recentes vém destacando o efeito do tratamento em conjunto com o
horménio melatonina (MLT) na modulagédo da resposta nas DII. Em 1958, a MLT foi isolada
da glandula pineal bovina. Inicialmente foi identificada como um horménio produzido
exclusivamente pela glandula pineal e posteriormente foi descrita sua producdo em 6rgaos nao
enddcrinos, como nos olhos, pele, timo, medula 6ssea e trato gastrointestinal (34, 35). A MLT
sintetizada pela glandula pineal € dependente da estimulacédo hipotalamica e sua secrecao diaria
é controlada pelo ritmo circadiano sincronizado ao ciclo claro/escuro, caracteristico do dia e da
noite. A secrecdo de MLT proveniente da pineal ocorre predominantemente no periodo noturno
e sua sintese é inibida pela luz. Em contrapartida, a secrecdo de MLT por fontes extra pineais
parece ndo estar relacionada ao fotoperiodo (36, 37).

E uma molécula presente em animais vertebrados e invertebrados, além de bactérias,
algas, plantas e fungos (38-43). Por muito tempo, a MLT foi considerada apenas pela sua fungéo
no controle do ritmo circadiano dos organismos. Porém, ademais das fun¢des cronobioldgicas,
estudos recentes ressaltam os importantes efeitos da MLT como anti-inflamatdria, antioxidante,
oncostatica e imunomoduladora (44-47). Sua sintese ocorre a partir do triptofano e para sua
producdo é necesséria a acdo de algumas enzimas. Altas concentra¢fes de MLT e a maquinaria
enzimatica essencial para sua catalise foi descrita em linfocitos humanos (48) e células da
medula éssea de humanos e camundongos (49), além de ser encontrada em mastocitos (50),
células NK, eosinofilos, leucdcitos, plaquetas, células endoteliais e no timo (34, 51).

No trato gastrointestinal ha altas concentracdes de MLT oriunda de outras partes do
organismo, além da sintese feita pelas células enterocromafins presentes no tecido intestinal
(52-54). E interessante destacar que, no intestino, a quantidade de MTL encontrada é maior que
0s niveis em qualquer outro 6rgdo, inclusive na glandula pineal, sugerindo efeitos fundamentais
dessa molécula no trato gastrointestinal (36, 37).

A MLT tem capacidade de modular a resposta imune através de mecanismo diretos,
por meio de sua interacdo com radicais livres, ou acdo dependente de receptores. Ha trés tipos
de receptores do hormdnio, sendo os receptores de membrana, o receptor citosolico e os
receptores nucleares. Os receptores de membrana, denominados MT1 e MT2, sdo acoplados a
proteina G. Ha um terceiro receptor de membrana para a MLT, o MT3, que ndo apresenta alta
afinidade de ligacdo e a acdo da MLT ocorre através da interacdo com a enzima quinona
redutase (55). Os receptores nucleares para a MLT pertencem a familia do receptor 6rfdo do

acido retinoico (ROR) e receptor Z retinoico (RZR) (34). As células do sistema imune podem



responder a MLT por via indireta ou dependente de receptores de membrana e nucleares,
regulando assim, respostas celulares e humorais (51, 55).

1.7. Melatonina em Doencas Inflamatdrias Intestinais

Em referéncia as DI, hé estudos controversos sobre o impacto do hormdnio frente a
inflamacdo intestinal. Resultados obtidos em modelos animais apontaram para o efeito benéfico
da MLT, devido a reducédo dos sintomas e gravidade da doenca (56-58). Nessa perspectiva, em
um relato de caso foi destacado a menor recorréncia de sintomas clinicos ap6s uso do horménio
(3 mg/dia) em um paciente acometido por UC. No entanto, 0 mesmo efeito ndo foi observado
em casos reportados por pacientes durante a remissdo clinica da DC (59) e UC (60), quando
houve recidiva da doenca ativa ap6s a autoadministracdo de capsulas de MLT (3 mg/dia). Em
ambos 0s casos, apds 0 a suspensdo do uso do horménio, houve remissdao completa dos
sintomas. Ainda em uma investigacdo em ratos, a utilizacdo da MLT resultou em efeitos
benéficos no tratamento agudo, enquanto o tratamento cronico agravou a colite (61).

Além dos efeitos que a MLT pode exercer sobre as células do sistema imune na
melhora ou piora da colite, estudos recentes sugerem que o microbioma intestinal também é
influenciado pela acdo de MLT. Foi relatado que pelo menos uma espécie de bactéria intestinal,
a Enterobacter aerogenes, responde a MLT apresentando ritmo circadiano (62). O ciclo
circadiano em vertebrados resulta da expressdao ritmica de “clock genes” e o sistema
gastrointestinal também apresenta a expressdo desses genes em um padréo circadiano (63). E
apontado ainda, que o reldgio circadiano presente na microbiota intestinal é coordenado pelo

reldgio do hospedeiro, com envolvimento da MLT (62, 63).

1.8. Justificativa

As DIl afetam milhares de pessoas em todo o mundo, sdo caracterizadas por
inflamacédo cronica e ampla destruicdo tecidual. Essas desordens resultam de resposta imune
desregulada, envolvendo fatores como susceptibilidade genética, microbiota intestinal e
influéncias ambientais. Estudos controversos demonstraram os efeitos da MLT nas DII, com
resultados benéficos e melhora da doenca ou relatos de piora da inflamagdo. Portanto, a
literatura atual é inconclusiva. A MLT esta presente em diversos tecidos e 6rgaos, inclusive no
trato gastrointestinal, podendo atuar modulando a inflamacdo. Ademais, estudos recentes,
apontam para a acdo do horménio em bactérias intestinais de camundongos e humanos. Sabe-
se também que altera¢fes na microbiota intestinal desempenham importante papel na etiologia

dessas afecgdes; entretanto, ndo € conhecido o efeito da MLT nas disbiose em modelos de colite



experimental. Portanto, é de extrema relevancia estudos que visem avaliar os efeitos desse
horménio nas DII. Neste contexto, o presente trabalho visou esclarecer os efeitos da MLT
durante a inducéo da colite e no momento de reparo da inflamacéo, apés a retirada do agente

colitogénico.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar os efeitos da melatonina no controle da colite experimental, via modulacdo da

microbiota intestinal.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do uso da melatonina na fase aguda da colite experimental.

Avaliar os efeitos da melatonina durante a remissdo do processo inflamatorio, em
modelo de colite experimental.

Avaliar os efeitos da melatonina no reparo da inflamacéo, p6s deplecdo da microbiota,

em modelo de colite experimental.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos wild type C57BL/6, machos, entre 6-8 semanas de
idade, obtidos do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto e mantidos no Biotério do
Laboratério de Imunoendocrinologia e Regulacdo (LIR) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, em ambiente limpo, silencioso, condi¢cdes normais de
umidade e temperatura e, com ciclo claro e escuro de 12h. Os camundongos foram mantidos
com agua e comida ad libitum durante todo o experimento. Os procedimentos foram realizados
de acordo com os principios de ética em pesquisa animal, ap6s aprovagdo pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCFRP/USP [Protocolo 17.1.1073.60.3 (Anexos A e B)].

Para avaliacdo do potencial efeito da MLT no modelo de colite, os animais foram
avaliados em diferentes tempos e condi¢Ges. Foram utilizados o0s seguintes grupos
experimentais: grupo O: utilizado para padronizagdo do experimento, sendo animais expostos
ao dextran sulfato de sodio (DSS) durante 10 dias e tratados diariamente com solucdo veiculo
(n=5) ou melatonina (n=5), a partir do terceiro dia de inducdo de colite até 0 15° dia. Os animais
foram analisados até o 36° dia, quando foram eutanasiados. Grupo | (n=5): animais controles
naive sem nenhuma intervencgéo experimental. Os grupos experimentais 11 e 111 foram avaliados
no momento de inducdo da colite. Ambos 0s grupos sdo constituidos por animais expostos ao
DSS durante 7 dias e eutanasiados nesse dia. O grupo Il (n=15) foi tratado diariamente com
solucdo veiculo a partir do 3° dia de inducdo de inflamacéo intestinal até o 6° dia. O grupo Il
(n=15) foi tratado diariamente com melatonina a partir do 3° dia de inducdo de inflamacéo
intestinal até o 6° dia. Os grupos IV e V foram avaliados durante o reparo da colite, apos a
retirada do DSS. Inicialmente foram expostos ao DSS durante 7 dias e, eutanasiados no dia 13.
Animais do grupo 1V (n=15) foram tratados diariamente com solu¢éo veiculo a partir do 3° dia
de inducdo de inflamacdo intestinal até o0 12° dia. Animais do grupo V (n=15) foram tratados
diariamente com solucdo de melatonina a partir do 3° dia de indugéo de inflamag&o intestinal
até o 12° dia. Em contrapartida, para analise da acdo da melatonina sem a presenca da
microbiota intestinal, grupos VI e VI, os camundongos tiveram a microbiota depletada através
da antibioticoterapia realizada durante 10 dias. Logo apos esse periodo, os animais foram
submetidos a inducéo de colite durante 7 dias. A avaliacéo destes grupos, que foram submetidos
a deplecdo da microbiota, também ocorreu na fase de reparo da colite, sendo realizada a
eutandsia no 13° dia ap0s inicio da inducéo da inflamacéo. O Grupo VI (n=15) foi tratado com

solucéo veiculo a partir do 3° dia de inducédo de inflamag&o intestinal até o 12° dia. O grupo VII
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(n=15) foi tratado diariamente com solugdo de melatonina a partir do 3° dia de indugéo de
inflamacéo intestinal até o 12° dia.

3.2. Inducéo de inflamacao intestinal experimental
A colite foi induzida com um Unico ciclo de administragdo exclusiva de agua contendo
DSS 3%, disponibilizada aos camundongos pelo periodo de 10 dias para o experimento de

padronizacéo e 7 dias para 0s outros experimentos.

3.3. Tratamentos controle e com melatonina

A MLT foi administrada aos camundongos por via oral (gavagem), na concentragao
de 10 mg/kg (64). A diluicdo foi realizada diariamente em 1% de etanol e solucdo salina
isotonica a 0,9% (65). Para os animais controles dos experimentos, solucéo salina isotbnica a

0,9%, acrescida de 1% de etanol (denominada solug&o veiculo), foi administrada por gavagem.

3.4. Deplecéo da microbiota intestinal

Para a deplecdo da microbiota intestinal, os camundongos foram tratados com a
associacao de 5 antibidticos diluidos em &gua estéril: ampicilina sddica (Nova Farma Industria
Farmacéutica, Anapolis, Goias, Brasil — 1 g/L), sulfato de neomicina (Galena Quimica e
Farmacéutica Ltda., Campinas, Sdo Paulo, Brasil — 1 g/L), metronidazol (Embrafarma
Produtos Quimicos e Farmacéuticos, Sdo Paulo, Brasil — 1 g/L), sulfato de gentamicina
(Pharmanostra, Rio de Janeiro, Brasil — 1 g/L) e cloridrato de vancomicina (Nova Farma
Industria Farmacéutica, Anépolis, Goias, Brasil - 0,5 g/L). Esses antibiéticos foram

administrados diariamente por gavagem, pelo periodo de 10 dias, previamente as intervencdes.

3.5. Avaliacao dos escores clinico e p6s-morte

Os camundongos foram avaliados diariamente para analise dos sinais clinicos da
colite. Cada sinal apresentado pelo camundongo correspondeu a um ponto e a soma dos pontos
de cada animal gerou um escore clinico diario. Os pardmetros avaliados foram perda de peso,
regido perianal umedecida, presenca de diarreia, pus, sangue nas fezes, hipoatividade e/ou
piloerecdo. Para a perda de peso, animais que apresentaram perda diaria entre 5% e 10%
obtinham 1 ponto atribuido ao escore diario, e aqueles com perda didria maior que 10%
receberam 2 pontos. Para 0s outros parametros analisados, 0s animais obtinham 1 ponto no
escore diério. Na auséncia de cada um desses sinais a pontuacdo correspondia a zero. O escore

clinico geral foi realizado através da somatoria do escore clinico diério de cada animal. A soma
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do escore clinico diario de todos o0s animais, durante todo o protocolo experimental, foi avaliada

através do indice denominado escore acumulado.

3.6. Eutanasia dos animais e obtencéo das amostras

Ao término dos protocolos experimentais 0os camundongos foram eutanasiados por
deslocamento de cervical, ap6s serem anestesiados via intraperitoneal com cloridrato de
guetamina (100 mg/Kg) e xilazina (10 mg/kg). O colon foi dividido em fragmentos para
avaliacbes imunoldgicas e de inflamacdo tecidual. Destes fragmentos, um foi imerso em
PBS/formaldeido 10% para inclusdo em parafina e analise histopatolégica. Os outros
fragmentos foram congelados imediatamente em nitrogénio liquido para os ensaios de qPCR,
ELISA, MPO/NAG e EPO. Houve também coleta do baco e linfonodos mesentéricos (MLN)
para dosagem de citocinas e ensaios celulares. O sangue foi coletado para contagem de células

totais e especificas e obtencdo de soro.

3.7. Contagem total e diferencial de leucdécitos e separacéo do soro

A contagem global de células foi realizada pela dilui¢do de sangue total em solucéo de
Turk na propor¢do 1:20. As células localizadas nos quatro quadrantes externos ao reticulo do
hemocitdmetro/camara de Neubauer foram contadas e a concentracdo foi expressa por mL de
sangue. O esfregaco sanguineo foi corado com pandtico rapido (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil),
que se utiliza do principio de coloracdo hematoldgica de Romanowsky. As células foram
guantificadas em microscopio (DM750, Leica, Wetzlar, Alemanha) com objetiva de imersao
em bleo. O exame foi realizado na parte mais fina da extensdo contando-se um total de 100
células. A contagem foi feita anotando-se separadamente cada tipo de leucdécito identificado
(neutrdfilos, células mononucleares, eosinéfilos e baséfilos). A quantidade absoluta de células
foi calculada multiplicando-se a frequéncia relativa dos leucécitos pelo nimero total de células
obtido na contagem no hemocitdmetro; o produto resultante foi dividido por 100 e expresso
como numero de células por mL de sangue.

O soro foi obtido pela centrifugacdo do sangue total a 5000 g, por 20 minutos, apos
um periodo de descanso de 30 minutos a temperatura ambiente, para permitir a formacéo do
coagulo. Posteriormente, o sobrenadante foi cuidadosamente coletado e armazenado a -70°C

para as analises posteriores.
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3.8. Quantificagdo indireta de neutrofilos, eosinofilos e macrofagos

A quantificagdo indireta da presenca de neutrdfilos, eosinofilos e macrofagos em
fragmentos do cdlon foi realizada pela determinacdo da atividade de enzimas caracteristicas
dessas populacdes celulares, como mieloperoxidase (MPO), eosinéfilo-peroxidase (EPO) e
N-acetilglicosaminidase (NAG), respectivamente, como descrito previamente (66).
Resumidamente, os fragmentos intestinais foram homogeneizados e as hemécias foram lisadas.
As células remanescentes foram lisadas para extracdo das enzimas, que foram quantificadas no
sobrenadante do extrato celular.

Para a dosagem de MPO, o sobrenadante foi incubado com o conjunto de reagentes de
substrato TMB (Tetrametilbenzidina - BD Bioscience, San Diego, CA, EUA). A reagdo foi
interrompida e absorbancia foi determinada a 450 nm. Para dosagem de NAG, foi utilizado o
sobrenadante do ensaio de MPO, e a atividade do NAG foi medida pela adi¢cdo de p-nitrofenil-
2-acetamida-B-D-glicopiranosideo e tampdo de citrato. Apds a incubacdo, a reacdo foi
interrompida e a absorbéncia foi determinada a 405 nm. Para a determinacdo de EPO, o
sobrenadante resultante foi colocado em reacdo com o substrato dicloridrato de o-
fenilenodiamina (OPD, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, EUA). A reacdo foi interrompida e
absorbancia foi determinada a 492 nm.

As leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotometro (BioTek ELx808;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Todos os resultados foram expressos em

densidade optica (DO) corrigidos pelo peso do tecido em gramas (g).

3.9. Ensaio de permeabilidade intestinal por FITC-Dextran e dosagem de LPS no soro

O ensaio de permeabilidade intestinal foi realizado para avaliar a funcdo da barreira
usando o método de quantificacdo de FITC-Dextran, presente no soro dos animais. Em resumo,
racao e agua foram retirados 12 horas antes da eutanasia dos animais, seguido da administracao
oral do marcador de permeabilidade na concentracéo de 44 mg/100 g peso corporal de Dextran
acoplado ao fluoroforo FITC (PM 4000; FD4; Sigma-Aldrich, St Louis, MO). O soro foi
coletado 4 horas ap6s a eutanasia e a intensidade de fluorescéncia foi determinada pela leitura
da absorbancia das amostras por espectrofotometria (excitagdo, 483 nm; emissdo, 525 nm). As
concentracdes de FITC-Dextran no soro foram determinadas usando uma curva padréo gerada
por diluigdo em série de FITC-Dextran, variando de 2000 a 0,06 pg/mL.

A dosagem sérica de LPS foi realizada pelo kit Limulus Amebocyte Lysate (LAL)
QCL-1000TM (LONZA, Walkersvilles, MD, USA), de acordo com as especificagdes do
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fabricante, para aferir provaveis translocacdes bacterianas e quebra de barreira intestinal

durante a inflamacgéo intestinal.

3.10. Proliferacdo com Violet Proliferation Dye 450

Para o ensaio de proliferacdo, baco e MLN provenientes dos grupos experimentais de
indugéo, reparo e antibioticoterapia foram imersos em meio de cultura RPMI contendo 5% de
soro bovino fetal (SBF). As amostras foram maceradas com auxilio de uma peneira (Cell
Strainer, 70 um, BD Biosciences) e mantidas em gelo até o término da coleta. Em seguida,
ambos os macerados (de bago e MLN) foram centrifugados (250 g, 10 minutos, 4°C) e os pellets
resultantes foram ressuspendidos em RPMI com 5% de SBF para contagem em camara de
Neubauer com azul de Tripan (0,2%). Nas amostras de baco, as hemécias foram lisadas com
tampaéo de lise (155 mM de NH4Cl; 10 mM de NaHCOz e 0,1 mM de EDTA).

Posteriormente, 1x10° células do bago ou MLN foram marcadas com Violet
Proliferation Dye 450 [VPD - BD Horizon™ (1 mM/mL)] de acordo com as recomendacdes
do fabricante. Apos a marcagido com VPD, 5 x 10° células/pogo foram estimuladas com o
mitdgeno Concanavalina A [ConA (3 pg/mL) por poco], melatonina (100 pM/poco) (67) ou
com ambos os estimulos juntos. As células foram deixadas em cultura por 72 horas a 37°C em
estufa contendo 5% de CO». Ap6s o tempo de cultura, as células foram distribuidas em tubos
FACS, e centrifugados a 250 g por 10 minutos, a 4°C. Em seguida, as células foram fixadas
com PBS-Formol 1% e posterior leitura em citdmetro de fluxo (LSRFortessa - BD

Bioscience™, San Diego, CA, EUA) e as analises realizadas pelo software FlowJo™ v10.

3.11. Ensaio imunoenzimatico para dosagem de citocinas por ELISA

Os fragmentos intestinais foram pesados e homogeneizados em 500 uL de tampéo
contendo inibidor de protease (Complete ® - Roche, Pharmaceuticals, Mannheim, Alemanha).
As amostras foram centrifugadas a 5000 g por 15 minutos, a 4°C e os sobrenadantes foram
utilizados para as reacbes de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, BD
Pharmingen™, San Diego, CA, USA). Foram utilizadas placas com 96 pogos, onde as amostras
foram incubadas com 0s anticorpos de captura e de detecgéo para IL-9, IL-10, IL-17A, IFN-y ¢
TNF, de acordo com as recomendagdes do fabricante (BD Biosciences™ - San Jose, CA, EUA).
As reacdes foram reveladas pela adicdo de TMB e interrompidas pela adi¢cdo de H.SO4 4 M,
sendo a leitura realizada em espectrofotdmetro a 450 nm. O resultado final da concentragéo foi
normalizado pelo peso do fragmento do intestino utilizado para o ensaio e mostrado como

pg/mL/g de tecido.
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3.12. Dosagem de citocinas por CBA

Os fragmentos intestinais e bacos foram pesados e homogeneizados em 500 pL de
tampdo contendo inibidor de protease (Complete ® - Roche, Pharmaceuticals, Mannheim,
Alemanha). As amostras foram centrifugadas a 5000 g por 15 minutos e o sobrenadante
coletado. Foram quantificadas as citocinas IL-6, IL-2, IL-12p70, IFN-y e TNF pelo teste BD™
Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation Kit (BD Biosciences, San Jose, CA,
EUA), seguindo as especificacbes do fabricante. As beads foram levadas para leitura em
citbmetro de fluxo (LSRFortessa - BD Bioscience™, San Diego, CA, EUA) e as analises foram
realizadas no software FCAP Array 3.0 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

3.13. Imunofenotipagem de células de baco e linfonodos mesentéricos

Para caracterizacdo fenotipica da populacédo de células ativadas e de meméria do baco
e MLN utilizamos os anticorpos contra CD3, CD4, CD8, CD28, CD62L, CD69 e CD44. Para
caracterizacdo das células T reguladoras foram marcados 0s antigenos de superficie ou
intracelulares CD3, CD4, CD25, GITR, PD-1, FoxP3 e CTLA-4. Para quantificar a producéo
de citocinas por linfocitos T, utilizamos os anticorpos contra CD3, CD4, IFN-y, IL-4, IL-10 e
IL-17. Os anticorpos usados para marcagdo eram conjugados aos fluorocromos FITC, PE,
PeCy-7, BV510, BV421, APC, ALEXA 647 ou PERCP (BD Pharmingen™, San Diego, CA,
EUA), incluindo os respectivos isotipos controles (BD Pharmingen™, San Diego, CA, EUA),
conforme tabela 1. A aquisicdo das células foi realizada em citbmetro de fluxo (LSRFortessa -
BD Bioscience™, San Diego, CA, EUA) e as andlises realizadas pelo software FlowJo™ v10.

Para a imunomarcacéao de superficie, as células foram divididas em tubos especificos
e incubadas com 50 ul de PBS/molico 1%, por 30 minutos a 4°C, para bloqueio dos sitios de
ligacGes inespecificas. Em seguida, foi realizada incubacdo com os anticorpos especificos aos
marcadores de superficie (CD3, CD28, CD4, CD8, CD62L, CD44 ou CD69), por 30 minutos a
4°C. Posteriormente, procedeu-se a lavagem das células com PBS, fixacdo com PBS/formol
1% e posterior leitura em citdmetro de fluxo.

Para caracterizacdo de células T reguladoras (FoxP3*, CTLA-4*, GITR" e PD-1%), as
amostras foram imunomarcadas, fixadas e permeabilizadas através do uso de BD
Pharmingen™ Mouse FoxP3 Buffer Set (BD Pharmingen™, San Diego, CA, EUA) de acordo
com as instrucgdes do fabricante.

Para avaliacdo da producdo de citocinas (IFN-y, IL-17, IL-10 e 1L-4) os leucécitos
foram restimulados in vitro por 4 horas com 50 ng/mL de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA
- Sigma- Aldrich, Saint-Louis, MO, EUA) e 500 ng/mL de ionomicina (Sigma-Aldrich, Saint-
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Louis, MO, EUA), na presenca de 1 uL/mL de brefeldina (Golgi stop, BD Bioscience™, San
Diego, CA, EUA), a 37°C em estufa com 5% de CO>. Posteriormente, as células foram
imunomarcadas, fixadas e permeabilizadas através do uso de BD Pharmingen™ Transcription
Factor Buffer Set (BD Pharmingen™, San Diego, CA, EUA) de acordo com as instrucdes do

fabricante.

Tabela 1- Relagéo de anticorpos conjugados a fluoréforos utilizados para imunofenotipagem

no estudo da inflamacao intestinal

Marcadores Fluoro6foros

CD3 FITC
CD4 PERCP
CD8 PeCy-7
CD25 BV510
CD28 PE
CD62L APC
CD44 BV510
CD69 BVv421
GITR PeCy-7
PD-1 BVv421
IFN-y PE
IL-4 PeCy7
IL-10 BV510
IL-17 BVv421
FoxP3 ALEXA 647
CTLA-4 PE

Fonte: autora

3.14. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizados com auxilio do software Graphpad Prism® 6
(versdo 6.0). Em todas as variaveis foram testadas a distribuicdo normal e a variancia
homogénea. Quando a distribuicdo foi considerada normal e com variancia homogénea foi
utilizado teste paramétrico ANOVA com pos-teste de Tukey para trés ou mais grupos ou teste
T de Student para 2 grupos. Nos casos em que a distribuicao ndo foi Gaussiana utilizou-se teste
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ndo paramétrico ANOVA Kruskal Wallis com pés-teste de Dunn no caso de trés ou mais grupos
ou teste Mann-Whitney para 2 grupos. Os resultados foram expressos em média = SEM (erro
padrdo da média). As diferencas observadas foram consideradas significativas quando p < 0,05
(5%).
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS
4.1 Avaliagdo clinica dos efeitos da melatonina em camundongos submetidos a colite

experimental: ensaio piloto

Inicialmente foi realizado um experimento piloto para a padroniza¢éo do nosso modelo
experimental e tratamento. Para a inducdo da colite, os camundongos foram submetidos a
administracdo de agua contendo dextran sulfato de sodio (DSS) 3% por 10 dias. Os animais
foram avaliados durante todo o protocolo, desde a inducdo da colite até a fase de reparo da
inflamacéo. Esse experimento contou com dois grupos, um deles foi tratado com solugéo
contendo MLT (10 mg/mL), diluida em 1% de etanol e solucéo salina isotdnica a 0,9%. O outro
grupo foi tratado com solucao salina isoténica a 0,9%, acrescida de 1% de etanol, denominada

solucdo veiculo. O esquema do delineamento experimental foi representado na figura 1 abaixo.

Figura 1. Delineamento do experimento piloto.
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Fonte: autora
A inflamac&o intestinal foi induzida por meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 10 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solug¢&o veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 15, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 36°
dia.

Cada animal, de ambos os grupos, tiveram os dados relativos ao peso corporal e escore
clinico (do dia 4 ao dia 36) normalizados em relacédo ao dia 3, quando foi iniciado o tratamento,
devido ao aparecimento dos primeiros sinais clinicos da doenca. Em relacdo ao peso corporeo,
ndo houve diferenca entre os grupos (Figura 2A). Entretanto, os camundongos tratados com
MLT apresentaram maior escore clinico quando comparados aos animais tratados apenas com
solucdo veiculo (Figura 2B). Durante o periodo de inducéo da colite, os camundongos do grupo
melatonina apresentaram escore superior especificamente nos dias 4 e 5; enquanto que na fase
de reparo, destacaram-se os dias 16 e 18.

Para avaliarmos os efeitos imunomoduladores da MLT nesse modelo, foi realizada a
quantificacdo de leucdcitos nos linfonodos mesentéricos (MLN) que drenam o intestino, sendo
detectado aumento da celularidade naqueles provenientes dos camundongos expostos ao

hormonio (Figura 2C). Ainda, a quantificagdo indireta de neutrofilos mostrou aparente aumento
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na atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no célon de camundongos tratados (Figura 2D),
embora estes resultados ndo tenham sido estatisticamente significativos. N&o foi observada

diferenca nos niveis da citocina TNF no colon entre os grupos experimentais (Figura 2E).

Figura 2. Caracterizacdo do modelo e estudo preliminar dos efeitos da melatonina na
colite experimental.
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Fonte: autora

A inflamac&o intestinal foi induzida por meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 10 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solug&o veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 15, quando o tratamento foi interrompido. Retangulos cinza destacam o
periodo de inducdo da colite. Os camundongos foram acompanhados até o dia 36, em relacdo a variacdo de peso
(A) e escore clinico da doenca (B). C- Contagem total de leucdcitos dos linfonodos mesentéricos (MLN), expressa
em numero de células por peso do tecido em gramas. D- Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no c6lon
dos animais. Os resultados sdo mostrados em densidade 6tica (DO) e normalizados pelo peso do tecido, em gramas.
E- Quantificacdo da citocina TNF no célon por ensaio de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA). Valores
expressos em pg/mL e normalizados pelo peso do tecido em gramas. Os resultados sdo representativos de 1
experimento. * p < 0,05.

4.2. Avaliacdo clinica dos efeitos da melatonina em camundongos submetidos a colite

experimental em ensaios de inducéo da inflamacéo — fase aguda

Como a MLT mostrou efeitos moduladores na evolugdo da colite durante o
experimento piloto, novos ensaios foram realizados, considerando-se dois tempos diferentes de
avaliacdo; ou seja, fase de inducdo da inflamacao intestinal e fase de reparo, apos a retirada do
agente colitogénico, DSS. No entanto, algumas alterac6es foram realizadas no delineamento
dos experimentos. Devido & perda excessiva de peso corporal dos animais durante a indugdo da

doencga, e consequente aumento do risco de mortalidade, o tempo de indugdo da colite foi
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reduzido de 10 para 7 dias. Neste novo delineamento, os animais foram expostos ao DSS para
inducdo da colite e eutanasiados em seguida para analise das amostras coletadas no momento

de inducdo da doenca, que representou a fase aguda do processo inflamatério (Figura 3).

Figura 3. Desenho experimental durante a fase de indugédo da inflamac&o intestinal.

[ 3% Dss | [ Eutanasia |
|
Q:i |
0 3 6 7 dias

Fonte: autora
A inflamac&o intestinal foi induzida por meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 6, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 7° dia.

Confirmando o observado no experimento piloto, os dados referentes ao peso corporeo
ndo apresentaram variacdo entre os grupos (Figura 4A); porém, 0s animais tratados com MLT
apresentaram escore clinico mais alto, especialmente nos dias 6 e 7 apds inicio do DSS (Figura
4B).

Figura 4. Avaliacdo do peso e escore clinico durante a fase de inducéo da inflamacéo

intestinal.
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Fonte: autora
A inflamacdo intestinal foi induzida por meio da ingestdo de dgua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 6, quando o tratamento foi interrompido. Retangulos cinza destacam o
periodo de indugdo da colite. Os animais foram acompanhados diariamente até 7° dia, em relacédo a variacao de

peso (A) e escore clinico da doenca (B). Os resultados sdo representativos de 4 experimentos independentes.
*
p <0,05.

4.3. Quantificacao de leucdcitos circulantes e proliferacéo de células do bago

O efeito da MLT foi avaliado em populagdes celulares do sangue periférico. Os

camundongos tratados apresentaram aumento significativo de leucdcitos circulantes totais
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(Figura 5A), incluindo células mononucleares e neutrdfilos, em comparacéo ao grupo veiculo

(Figuras 5B e C, respectivamente).

Figura 5. Contagem total e diferencial de leucdcitos circulantes no sangue periférico
durante a fase de inducéao da inflamacéo intestinal.
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Fonte: autora
A inflamac&o intestinal foi induzida por meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 6, quando o tratamento foi interrompido. A eutandsia ocorreu no 7° dia.
O sangue foi coletado para a quantificacdo de células em cdmara de Neubauer e no esfregago sanguineo, corado
com Panético. A- Namero total de leucdcitos do sangue periférico. B- Células mononucleares. C- Neutrofilos. Os
resultados séo representativos de 3 experimentos independentes. * p < 0.05.

Em seguida, avaliamos o efeito sistémico da MLT por meio de ensaio de proliferacdo
com células do baco provenientes de camundongos com colite, tratados in vivo com o hormdnio.
Para isso, os leucdcitos foram estimulados in vitro com MLT, Concanavalina A (ConA), ou
MLT + ConA. Os dados foram analisados segundo a estratégia de gating demonstrada na figura
6A. Os resultados mostraram que as células provenientes dos animais tratados in vivo com MLT
tiveram reducdo significativa na frequéncia de proliferacdo quando colocadas em cultura sem
estimulo proliferativo (Figura 6B). Em contrapartida, o estimulo in vitro com ConA induziu a

proliferacdo igualmente em leucdcitos provenientes de ambos os grupos (Figura 6B).

Figura 6. Proliferacéo celular durante a fase de indugéo da inflamagé&o intestinal.
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A inflamacédo intestinal foi induzida por meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 6, quando o tratamento foi interrompido. A eutandsia ocorreu no 7° dia.
O baco foi coletado e os leucécitos foram marcados com Violet Proliferation Dye 450 (VPD), seguido por
restimulagéo in vitro com Concanavalina A (ConA), MLT (10-1° M) ou ambos por 72 horas, para posterior leitura
em citdmetro de fluxo e anélise de proliferagdo. A- Estratégia de gating utilizada no software FlowJo para anélise
das amostras. B- O resultado indica frequéncia (porcentagem) de proliferacdo de células. Os resultados sdo
representativos de 1 experimento.

4.4. Influéncia da melatonina na producao de citocinas no célon

No contexto inflamatério, o perfil da resposta é influenciado pelas células e citocinas
presentes no local da lesdo. Neste trabalho, houve tendéncia a reducdo da atividade da enzima
N-acetilglicosaminidase (NAG), que € caracteristica de macrofagos, no intestino dos
camundongos tratados com MLT (dados ndo mostrados). Em relagdo as citocinas presentes no
célon, os resultados mostraram aumento de TNF e reducdo de IL-17A nos camundongos
tratados com MLT (Figuras 7A e B, respectivamente). Em contrapartida, ndo foi observada

diferenga entre 0s grupos nas citocinas IL-10 e IFN-y (Figuras 7C e D, respectivamente).

Figura 7. Efeito da melatonina na producéo de citocinas no célon durante a fase de
inducéo da inflamag&o intestinal.
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Fonte: autora

A inflamacdo intestinal foi induzida por meio da ingestdo de gua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solugéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 6, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 7° dia
e o colon foi coletado para avaliagdo das citocinas no sobrenadante do homogenato intestinal por ensaio de Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA). A- TNF. B- IL-17A. C- IFN-y. D- IL-10. Os resultados sédo
representativos de 2 experimentos independentes. Os resultados obtidos foram mostrados em pg/mL e
normalizados pelo peso do tecido em gramas. * p < 0.05.
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4.5. Efeito da melatonina na permeabilidade intestinal e translocagéo microbiana

Em seguida, buscamos avaliar se o tratamento com MLT interferia na integridade
intestinal, por meio da analise da permeabilidade e translocacdo bacteriana do intestino para o
sangue. Os dados mostram que a terapia hormonal ndo exerceu influéncia nestes parametros

(Figuras 8A e B, respectivamente).

Figura 8. Avaliacdo da permeabilidade intestinal e translocacdo microbiana durante a
fase de indugéo da inflamacéo intestinal.
A B

13- 1.0 =33 Veiculo

I Melatonina

Controle

D
LPS (EU/mL)

FITC-Dextran (Ug/ml)

=

Fonte: autora

A inflamac&o intestinal foi induzida por meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 6, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 7° dia
e sangue foi coletado. A- Quantificacdo do marcador FITC-Dextran no soro dos animais. Dados representativos
de 2 experimentos independentes. B- Quantificacéo de lipopolissacarideo (LPS) no soro dos animais. Os resultados
foram expressos em unidade de endotoxina por mililitro (EU/mL) e sdo representativos de 1 experimento. Linha
pontilhada: controle saudavel, sem indugéo de colite.

4.6. Efeito do tratamento prolongado com melatonina na fase de reparo intestinal

No protocolo experimental de inducdo de colite, os animais foram eutanasiados
juntamente com a retirada do DSS, durante a fase inflamatéria. Numa segunda analise, 0s
camundongos foram avaliados no periodo de reparo da inflamacéo, para verificarmos se o
tratamento com o hormaonio interferiria na resolugéo da inflamagé&o e recuperacgdo dos animais.
Para isso, houve a inducgdo da inflamacdo por 7 dias e, ap6s a retirada do DSS, os camundongos
foram acompanhados até o 13° dia, quando foram eutanasiados. O tratamento com solucgdo

veiculo ou MLT ocorreu do 3° ao 12° dia (Figura 9).

Figura 9. Desenho experimental do protocolo de inducéo de colite e fase de reparo da
inflamac&o intestinal.
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Fonte: autora
A inflamacédo intestinal foi induzida por meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sddio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia.

Os camundongos foram acompanhados diariamente e os dados referentes a variagao
do peso corpéreo e escore clinico da doenga foram representados nas figuras 10A e B,
respectivamente. Nao houve diferencga na perda de peso entre 0s grupos experimentais até o dia
7. No entanto, ap0s a retirada do DSS foi observado que os animais tratados com MLT tiveram
maior dificuldade na recuperacdo do peso corporeo perdido durante a inducéo da inflamacéo.
Em corroboracdo, houve um pico no escore clinico no 8° dia e, de forma geral, 0s animais
apresentaram agravamento da condi¢do e dificuldade de remissdo da doenga frente ao
tratamento com MLT.

Figura 10. Avaliacdo do peso e escore de camundongos na fase de reparo da colite

experimental.
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Fonte: autora
A inflamacdo intestinal foi induzida por meio da ingestdo de 4gua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 12, quando o tratamento foi interrompido. Retangulos cinza destacam o
periodo de inducdo da colite. Os camundongos foram acompanhados diariamente até 13° dia, em relagdo a variacdo
de peso (A) e escore clinico da doenca (B). Os resultados sdo representativos de 4 experimentos independentes.
*p<0,05

4.7. Efeito do tratamento prolongado com melatonina nos leucécitos do sangue periférico,

durante a fase de reparo intestinal

Em sequéncia, analisamos se o tratamento interferiu na quantidade das células
sanguineas circulantes. De fato, a MLT elevou o numero de leucdcitos circulantes,
especificamente células mononucleares e neutréfilos, como observado nas figuras 11A, B e C,

respectivamente.
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Figura 11. Contagem total e diferencial de leucdcitos circulantes no sangue periférico de
camundongos durante a fase de reparo da inflamag&o intestinal.
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Fonte: autora.
A inflamacéo intestinal foi induzida por meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia.
O sangue foi coletado para a quantificacdo de células em camara de Neubauer e no esfregaco sanguineo, corado
com Panético. A- NUmero total de leucécitos do sangue periférico. B- Células mononucleares C- Neutréfilos. Os
resultados sdo representativos de 3 experimentos independentes. * p < 0.05.

4.8. Proliferacdo celular e imunofenotipagem dos leucdcitos do baco

Posteriormente, avaliamos o efeito da MLT nos leucdcitos do baco em ensaio de
proliferacdo. Para isso, as células foram restimuladas in vitro com MLT, ConA, ou MLT +
ConA e analisadas conforme a estratégia de gating previamente apresentada na figura 6A. Os
tratamentos in vivo e estimulos proliferativos in vitro ndo promoveram diferencas entre 0s

grupos (Figura 12).

Figura 12. Avaliacado funcional ex vivo de células do baco de camundongos durante a
fase de reparo da inflamac&o intestinal.
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Fonte: autora

A inflamacdo intestinal foi induzida por meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia.
O baco foi coletado e os leucdcitos marcados com Violet Proliferation Dye 450 (VPD), seguido por restimulagao
in vitro com Concanavalina A (ConA), MLT (10-°M) ou ambos por 72 horas, para posterior leitura em citdmetro
de fluxo e analise de proliferacdo. O resultado indica frequéncia (porcentagem) de proliferacdo de células. Os
resultados séo representativos de 1 experimento.
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Para a andlise da producdo de citocinas por células T CD4 do baco, os leucdcitos foram
restimulados in vitro, com forbol-miristato-acetato (PMA) e ionomicina, conforme descrito em
Material e Métodos. A anélise foi realizada conforme a estratégia de gating demonstrada na
figura 13A, sendo avaliadas as citocinas IL-17, IFN-y, IL-4 e IL-10 (Figuras 13B-E,
respectivamente). N&o foi observada nenhuma diferenca entre os grupos. Entretanto, ao
analisamos a producao total de TNF no homogenato do baco, observamos aumento notavel

desta citocina em camundongos tratados in vivo com MLT (Figura 13F).

Figura 13. Avaliacéo das citocinas produzidas no bago durante a fase de reparo da
inflamacéo intestinal, frente ao tratamento com melatonina.
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Fonte: autora

A inflamacdo intestinal foi induzida por meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia.
O baco foi coletado e as células foram restimuladas com forbol-miristato-acetato [PMA (50 ng/mL)] e lonomicina
(500 ng/mL), na presenca de brefeldina, para quantificacdo das citocinas intracelulares. A- Estratégia de gating
utilizada no software FlowJo para andlise das amostras. B- CD3*CD4*IL-17* (%). C- CD3*CD4*IFN-y* (%). D-
CD3*CD4*IL-4* (%). E- CD3*CD4*IL-10* (%). F- Dosagem de TNF no sobrenadante do homogenato do baco,
por ensaio de Cytometric Bead Array (CBA). Os resultados obtidos foram mostrados em pg/mL e normalizados
pelo peso do tecido em gramas. Os resultados sdo representativos de 1 experimento. * p < 0.05.

Posteriormente, avaliou-se o efeito da MLT sobre diferentes populacgdes de linfocitos
do bago. A andlise das células foi realizada conforme a estratégia de gating demonstrada na
figura 14A. Para ambas as populacGes de células, CD4* ou CD8", foi observado aumento na
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porcentagem de linfocitos T de memoria efetora (TEM) nos animais tratados com MLT
(Figuras 14C e F, respectivamente). Entretanto, ndo houve diferenca entre 0s grupos na
frequéncia de linfocitos T de memdria central (TCM) e T de memdria residente (TRM) tanto

para células CD4", quanto para CD8" (Figuras 14B, D, E e G, respectivamente).

Figura 14. Imunofenotipagem dos linfécitos do baco de camundongos durante a fase de
reparo da inflamacéo intestinal.
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Fonte: autora

A inflamacdo intestinal foi induzida por meio da ingestdo de gua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solugéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanésia ocorreu no 13° dia.
O bago foi coletado e os linfécitos foram marcados com anticorpos especificos de interesse. A- Estratégia de gating
utilizada no software FlowJo para andlise das amostras. B- Frequéncia de células T CD4 de memdria central
(TCM). C- Frequéncia de células T CD4 de memoria efetora (TEM). D- Frequéncia de células TCD4 de memoria
residente (TRM). E- Frequéncia de células TCD8 TCM. F- Frequéncia de células TCD8 TEM. G- Frequéncia de
células TCD8 TRM. Os resultados sdo representativos de 1 experimento. * p < 0.05.
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Foi avaliado ainda o perfil de células T reguladoras (Treg) nas populagdes de células
CD25" ou CD25", conforme estratégia a estratégia de gating demonstrada na figura 15A. Nas
populacdes de células CD3"CD25" e CD3*CD25', o tratamento com MLT reduziu a frequéncia
de linfocitos expressando FoxP3 (Figura 15B e C, respectivamente). Entretanto, para ambas as
populacbes de linfécitos, ndo foi observada diferenca entre os grupos na frequéncia de
expressao de CTLA-4, PD-1ou GITR™ (Figura 15B e C, respectivamente).

Figura 15. Imunofenotipagem de T reguladoras do bago de camundongos durante a fase
de reparo da inflamacéo intestinal.
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Fonte: autora

A inflamacdo intestinal foi induzida por meio da ingestdo de dgua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia.
O bago foi coletado e os linfécitos foram marcados com anticorpos especificos de interesse. A- Estratégia
de gating utilizada no software FlowJo para analise das amostras. B- Frequéncia (%) de células CD3*CD25* e
positivas para os marcadores FoxP3, CTLA-4, PD-1 e GITR. C- Frequéncia (%) de células CD3*CD25 e positivas
para os marcadores FoxP3, CTLA-4, PD-1 e GITR. Os resultados séo representativos de 1 experimento. * p <
0.05.
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4.9. Proliferacdo celular e imunofenotipagem dos leucdcitos dos linfonodos mesentéricos

Os leucdcitos provenientes dos MLN foram analisados de modo semelhante aos do
baco. Inicialmente, as células foram colocadas em cultura na presenca apenas de meio, MLT,
ConA, ou MLT + ConA. A proliferacdo das células foi analisada conforme a estratégia de
gating apresentada na figura 6A. Leucdcitos provenientes dos animais tratados in vivo com
MLT, quando cultivados na presenca apenas de meio, apresentaram reducdo na frequéncia de
proliferacdo em comparacéo as células de camundongos tratados com veiculo. O mesmo efeito

foi observado em leucdcitos estimulados com ConA ou MLT + ConA (Figura 16).

Figura 16. Cultura ex vivo de células dos linfonodos mesentéricos de camundongos
durante a fase de reparo da inflamacao intestinal.
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Fonte: autora

A inflamac&o intestinal foi induzida por meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia.
Os linfonodos mesentéricos (MLN) foram coletados e os leucocitos marcados com Violet Proliferation Dye 450
(VPD), seguido por restimulagdo, in vitro, com Concanavalina A (ConA), MLT (101 M) ou ambos por 72 horas,
para posterior leitura em citdmetro de fluxo e andlise de proliferacdo. O resultado indica frequéncia (porcentagem)
de proliferacdo de células. Os resultados sdo representativos de 1 experimento. * p < 0.05.

Para verificacao do perfil fenotipico dos linfocitos provenientes dos MLN, realizamos
0s mesmos ensaios de imunofenotipagem efetuados com as células provenientes do baco. As
células foram também restimuladas in vitro para avaliacdo das citocinas intracelulares. A
analise foi realizada conforme a estratégia de gating ja demonstrada na figura 13A. Ndo houve
alteracdo entre os grupos quando avaliamos as citocinas IL-17, IFN-y ou IL-4 (Figuras 17A-C,

respectivamente). Porém, houve reducdo significativa da frequéncia de linfocitos
CD3"CD4"IL-10" nos animais tratados com MLT (Figura 17D).
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Figura 17. Citocinas intracelulares de células dos linfonodos mesentéricos de
camundongos durante a fase de reparo da inflamac&o intestinal.
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Fonte: autora

A inflamacdo intestinal foi induzida por meio da ingestdo de dgua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia.
Os linfonodos mesentéricos (MLN) foram coletados e as células foram reestimuladas com forbol-miristato-acetato
[PMA (50 ng/mL)] e lonomicina (500 ng/mL), na presenga de brefeldina para quantificagdo das citocinas
intracelulares. A- CD3*CD4*IL-17* (%). B- CD3*CD4*IFN-y* (%). C- CD3*CD4*IL-4* (%). D- CD3*CD4*IL-10*
(%). Os resultados sdo representativos de 1 experimento. * p < 0.05.

Posteriormente, avaliamos se a MLT interferia nas diferentes populacGes de linfocitos
de memoria provenientes dos MLN. A andlise das células foi realizada segundo a estratégia de
gating previamente demonstrada na figura 14A. Na populacdo de linfécitos CD4", foi
observada reducdo na frequéncia de células T de memoria residente (TRM) em camundongos
tratados com MLT (Figura 18C). No entanto, ndo houve diferenga entre os grupos na frequéncia
de linfécitos de memdaria central (TCM) e efetora (TEM) como demonstrado nas figuras 18A e

B. Em relacdo a populacdo de linfécitos CD8", ndo foi observada diferenca entre os grupos

analisados (Figuras 18D-F).

Figura 18. Imunofenotipagem dos linfocitos dos linfonodos mesentéricos de
camundongos durante a fase de reparo da inflamacéo intestinal.
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Fonte: autora

A inflamacéo intestinal foi induzida por meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia.
Os MLN foram coletados e os linfécitos foram marcados com anticorpos especificos de interesse. A- Frequéncia
de células T CD4 de memdria central (TCM). B- Frequéncia de células T CD4 de meméria efetora (TEM). C-
Frequéncia de células TCD4 de memoria residente (TRM). D- Frequéncia de células TCD8 TCM. E- Frequéncia
de células TCD8 TEM. F- Frequéncia de células TCD8 TRM. Os resultados sdo representativos de 1 experimento.
*p <0.05.

Para a avaliagdo das células Treg seguimos a estratégia de gating demonstrada na
figura 15A. Para as células CD3"CD25", o tratamento com MLT elevou a frequéncia de
linfocitos FoxP3* (Figura 19A). Néo foi encontrada diferenca entre os grupos na frequéncia de
células CTLA-4%, GITR" e PD-1* (Figura 19A). Por outro lado, o tratamento dos camundongos

com MLT levou a redugdo das células CD3"CD25 CTLA-4" nos MLN (Figura 19B). N&o
houve alteracdo entre os grupos na frequéncia de células FoxP3*, GITR" e PD-1* (Figura 19B).

Figura 19. Imunofenotipagem de células T reguladoras dos linfonodos mesentéricos
durante a fase de reparo da inflamacao intestinal.
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Fonte: autora

A inflamacdo intestinal foi induzida por meio da ingestdo de 4gua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia.
Os linfonodos mesentéricos (MLN) foram coletados e os linfécitos foram marcados com anticorpos especificos de
interesse. A- Frequéncia (%) de células CD3*CD25" e positivas para 0os marcadores FoxP3, CTLA-4, PD-1e GITR.
B- Frequéncia (%) de células CD3*CD25 e positivas para os marcadores FoxP3, CTLA-4, PD-1 e GITR. Os
resultados séo representativos de 1 experimento. * p < 0.05.

4.10. Influéncia da melatonina no infiltrado inflamatorio e na producéo de citocinas no

célon

Em seguida, buscou-se avaliar se o tratamento prolongado com MLT influenciaria no
infiltrado inflamatdrio local. Para isso, a presenca de neutréfilos, eosinofilos e macréfagos foi
analisada indiretamente pela quantificacdo de MPO, EPO e NAG, respectivamente, no célon

dos animais. Foi observado aumento da atividade enzimatica de MPO e NAG, inferindo maior
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atividade de neutrofilos e macréfagos no intestino (Figuras 20A e B, respectivamente), frente a
administracdo de MLT. N&o houve diferenca entre os grupos para a atividade enzimatica de
EPO, conforme figura 20B.

Figura 20. Avaliacdo do infiltrado intestinal de camundongos durante a fase de reparo

da inflamacéo intestinal.
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Fonte: autora

A inflamac&o intestinal foi induzida por meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia.
No colon dos animais foram avaliadas as atividades das enzimas (A) mieloperoxidase (MPO), (B) eosintfilo-
peroxidase (EPO) e (C) N- acetilglicosaminidase (NAG). Os resultados foram mostrados em densidade 6tica (DO)
e normalizados pelo peso do tecido, em gramas. Linha pontilhada: controle saudavel, sem indugéo de colite. Os
resultados séo representativos de 2 experimentos independentes. * p < 0.05.

Avaliamos por ensaio de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ou
Cytometric Bead Array (CBA) o perfil de algumas citocinas presentes no colon. Os resultados
apresentados na figuras 21A-H mostraram que ndo houve diferenca entre 0s grupos na producéo
das citocinas IL-9, IL-10, IL-17A, TNF, IL-6, IFN-y, IL-2 e IL-12p70. Embora os resultados
néo tenham sido estatisticamente significativos, houve tendéncia ao aumento das citocinas TNF

e IL-12p70 em camundongos tratados com MLT, em comparagdo aos tratados com veiculo

(Figuras D e H, respectivamente).

Figura 21. Efeito da melatonina na producao de citocinas intestinais durante a fase de
reparo da inflamacéo intestinal.
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Fonte: autora

A inflamacéo intestinal foi induzida por meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia
e 0 célon foi coletado para avaliacdo das citocinas no sobrenadante do homogenato intestinal por ensaio de
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (A-D) ou Cytometric Bead Array (CBA) (E-H). A- IL-9, B- IL-
10, C- IL-17A. D- TNF, E- IL-6, F- IFN-y, G- IL-2 e H- IL-12p70. Os resultados obtidos foram mostrados em
pa/mL e normalizados pelo peso do tecido em gramas. Os resultados sdo representativos de 2 experimentos
independentes.

4.11. Efeito do tratamento prolongado com melatonina na avaliacdo da permeabilidade

intestinal durante o reparo da inflamacéo intestinal

Avaliamos, em seguida, se a dificuldade de remissdo da doenca frente ao tratamento
prolongado com MLT poderia estar relacionado a alteragdes na permeabilidade intestinal. Para
isso, quantificamos o marcador FITC-Dextran no soro dos animais. Porém, os dados mostraram

que ndo houve diferenca entre os grupos (Figura 22).

Figura 22. Avaliagéo da permeabilidade intestinal de camundongos durante a fase de
reparo da inflamacao intestinal.
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Fonte: autora
A inflamac&o intestinal foi induzida por meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3%
por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem
(10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia 12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia.
O sangue foi coletado para a quantificacdo do marcador FITC-Dextran no soro dos animais. Os resultados séo
representativos de 1 experimento.
4.12. Participacdo da microbiota intestinal nos efeitos moduladores da melatonina durante

a colite experimental

Com base nos resultados apresentados até aqui, estabelecemos um novo delineamento
experimental, que teve por objetivo avaliar se a microbiota estaria envolvida nos efeitos da
MLT na colite experimental. Para tal, os camundongos foram tratados com um amplo espectro
de antibioticos e em seguida, iniciou-se a inducdo da colite e tratamentos com solugdo veiculo
ou de MLT. Os animais foram eutanasiados no 13° dia ap0s inicio da colite, na fase de reparo

da inflamagé&o (Figura 23).
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Figura 23. Desenho experimental do protocolo de deplecdo da microbiota, inducéo de
colite e reparo da inflamacéo intestinal.
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Fonte: autora
A deplecdo da microbiota foi realizada pelo tratamento com antibiéticos pelo periodo de 10 dias, previamente a
inducdo de colite, conforme descrito em Material e Métodos. Em seguida, a inflamacédo intestinal foi induzida por
meio da ingestdo de dgua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3% por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais
foram tratados com solugéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem (10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia
12, quando o tratamento foi interrompido. A eutandsia ocorreu no 13° dia pds inducéo de colite.

Os resultados mostraram que ndo houve diferenca entre 0s grupos experimentais até o
dia 7. No entanto, apos a retirada do DSS foi observado que os camundongos tratados com
veiculo tiveram maior dificuldade na recuperacdo do peso corporeo perdido durante a indugéo
da inflamacéo (Figura 24A). Além disso, os camundongos tratados com veiculo apresentaram
escore mais elevado em comparac¢do ao grupo MLT (Figura 24B). De forma geral, em contraste
aos resultados obtidos das analises durante a inducdo e reparo da colite, a deplecdo da

microbiota reverteu os efeitos da MLT na condic¢éo clinica da doenca.

Figura 24. Avaliacéo do peso e escore de camundongos submetidos a colite experimental
pés deplecdo da microbiota intestinal.
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Fonte: autora

A deplegdo da microbiota foi realizada pelo tratamento com antibiéticos pelo periodo de 10 dias, previamente a
inducao de colite, conforme descrito em Material e Métodos. Em seguida, a inflamagao intestinal foi induzida por
meio da ingestdo de 4gua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3% por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais
foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem (10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia
12, quando o tratamento foi interrompido. Retangulos cinza destacam o periodo de inducdo da colite. Os
camundongos foram acompanhados diariamente até 13° dia, em relacéo a variacdo de peso (A) e escore clinico da
doenca (B). Os resultados sdo representativos de 3 experimentos independentes. * p < 0,05
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4.13. Efeito do tratamento prolongado com melatonina nos leucdcitos do sangue periférico

durante o reparo da inflamacao intestinal, pos deplecdo da microbiota

Com o intuito de melhor avaliar os efeitos 0 da MLT via microbiota, quantificamos as
populacbes de leucdcitos do sangue periférico. Embora ndo tenha havido diferenca na
quantificacdo de células totais (Figura 25A), continuamos observando aumento significativo da
quantidade de neutréfilos circulantes na auséncia da microbiota (Figura 25C), o que indica que
estas alteracOes induzidas pela MLT na fase de reparo (Figura 11) ndo foram dependentes da
microbiota intestinal. Entretanto, houve reducdo na quantidade de células mononucleares do
sangue periférico frente ao tratamento com MLT em camundongos submetidos a
antibioticoterapia, sugerindo que um dos mecanismos de acdo da MLT nesta populacdo pode

ser via microbiota (Figura 25B).

Figura 25. Contagem total e diferencial de leucdcitos circulantes no sangue periférico
durante a fase de reparo da inflamacao intestinal, p6s deplecdo da microbiota e
tratamento com melatonina.

15 124 4 3 Veiculo

— . mm Melatonina

—

Leucocitos totais
(x10%/mL)

w
n

Células mononucleares
(x10%/mL)

@
Neutrofilos
(x10%/mL)

~

Fonte: autora

A deplegdo da microbiota foi realizada pelo tratamento com antibidticos pelo periodo de 10 dias, previamente a
inducdo de colite, conforme descrito em Material e Métodos. Em seguida, a inflamagao intestinal foi induzida por
meio da ingestdo de 4gua contendo dextran sulfato de s6dio (DSS) 3% por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais
foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem (10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia
12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia pds indugdo de colite. O sangue foi
coletado para a quantificagdo de células em cdmara de Neubauer e no esfregaco sanguineo, corado com Panotico.
A- Numero total de leucdcitos do sangue periférico. B- Células mononucleares. C- Neutréfilos. Os resultados séo
representativos de 2 experimentos independentes. * p < 0.05.

4.14. Avaliacgéo do efeito da melatonina nas células do bago durante o reparo da inflamacéao

intestinal, p6s deplecdo da microbiota intestinal

Para a avaliacdo da proliferacdo dos leucocitos do baco, as células foram analisadas
segundo a estratégia de gating previamente demonstrada na figura 6A. Em oposicdo aos
resultados encontrados anteriormente, nos quais ndo houve diferenca entre os parametros

analisados (Figura 12), foi observado que, ao depletarmos a microbiota, houve reducdo na
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frequéncia de proliferacdo dos leucocitos de animais tratados com MLT in vivo, quando
restimulados in vitro com ConA ou MLT + ConA (Figura 26).

Figura 26. Proliferacéo de células do baco de camundongos durante a fase de reparo da
inflamacéo intestinal, p6s deplecdo de microbiota.
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Fonte: autora

A deple¢do da microbiota foi realizada pelo tratamento com antibidticos pelo periodo de 10 dias, previamente a
inducéo de colite, conforme descrito em Material e Métodos. Em seguida, a inflamagéo intestinal foi induzida por
meio da ingestdo de 4gua contendo dextran sulfato de sddio (DSS) 3% por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais
foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem (10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia
12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia pés indugéo de colite. O bago foi coletado
e os leuctcitos marcados com Violet Proliferation Dye 450 (VPD), seguido por restimulacéo, in vitro, com ConA,
MLT (10%° M) ou ambos por 72 horas, para posterior leitura em citdmetro de fluxo e analise de proliferagdo. O
resultado indica frequéncia (porcentagem) de proliferagdo de células. Os resultados sdo representativos de 1
experimento. * p < 0.05.

Posteriormente, avaliamos a producdo de citocinas por células TCD4 do baco, por
meio da restimulacdo in vitro. A analise das citocinas IL-17, IL-4 e I1L10 foi realizada conforme
estratégia de gating previamente demonstrada na figura 13A. Diferentemente dos animais que
ndo tiveram a microbiota depletada, a antibioticoterapia, levou ao aumento significativo de
células CD3"CD4"IL-4* (Figura 27B) e tendéncia ao aumento de células CD3*CD4"IL-10*

(Figura 27C) em camundongos tratados com MLT. Nesse sentido, 0s resultados sugerem que o
horménio pode estar agindo via microbiota, na modulacao da resposta esplénica.

Figura 27. Citocinas intracelulares de células do baco durante a fase de reparo da

inflamac&o intestinal, pos deplecdo da microbiota.
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Fonte: autora
A deplegdo da microbiota foi realizada pelo tratamento com antibiéticos pelo periodo de 10 dias, previamente a
inducao de colite, conforme descrito em Material e Métodos. Em seguida, a inflamagao intestinal foi induzida por
meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sddio (DSS) 3% por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais
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foram tratados com solugéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem (10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia
12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia pés indugdo de colite. O baco foi coletado
e as células foram reestimuladas com forbol-miristato-acetato [PMA (50 ng/mL)] e lonomicina (500 ng/mL), na
presenca de brefeldina para quantificacdo das citocinas intracelulares. A- CD3*CD4*IL-17* (%). B- CD3*CDA4"IL-
14* (%). C- CD3*CD4*IL-10* (%). Os resultados sdo representativos de 1 experimento. * p < 0.05.

Em seguida, avaliamos se o tratamento com MLT interferia nas diferentes populacdes
de linfécitos do baco de camundongos submetidos a deplecdo de microbiota. Para isso, as
células foram analisadas de acordo com a estratégia de gating demonstrada na figura 28A. Em
oposicdo aos resultados obtidos em camundongos sem a deplecdo da microbiota, que
apresentaram aumento na porcentagem de linfécitos TCD4" e TCD8" de memodria efetora
(TEM), quando tratados com MLT (Figuras 14C e F, respectivamente), para ambas as
populacdes de células, ndo houve alteracdo na frequéncia dos linfécitos de memoria avaliados
em animais submetidos a antibioticoterapia (Figuras 28A-G). Os dados indicam que estas

alteracdes induzidas pela MLT na fase de reparo, foram dependentes da microbiota intestinal.

Figura 28. Imunofenotipagem dos linfocitos do bago de camundongos durante a fase de
reparo da inflamacao intestinal, pds deplecdo da microbiota.
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Fonte: autora

A deple¢do da microbiota foi realizada pelo tratamento com antibiéticos pelo periodo de 10 dias, previamente a
inducéo de colite, conforme descrito em Material e Métodos. Em seguida, a inflamagéo intestinal foi induzida por
meio da ingestdo de 4gua contendo dextran sulfato de s6dio (DSS) 3% por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais
foram tratados com solugéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem (10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia
12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia pés indugéo de colite. O bago foi coletado
e os linfécitos foram marcados com anticorpos especificos de interesse. A- Estratégia de gating utilizada no
software FlowJo para analise das amostras. B- Frequéncia de células T CD4 de memoria central (TCM). C-
Frequéncia de células T CD4 de memodria efetora (TEM). D- Frequéncia de células TCD4 de memoria residente
(TRM). E- Frequéncia de células TCD8 TCM. F- Frequéncia de células TCD8 TEM. G- Frequéncia de células
TCD8 TRM. Os resultados sdo representativos de 2 experimentos independentes.

O perfil de células Treg nas populagdes de células CD25* ou CD25", de animais com
deplecdo da microbiota, foi avaliado conforme estratégia de gating demonstrada na figura 29A.
Em conformidade com os resultados observados em camundongos ndo submetidos a deplecéo
da microbiota (Figura 15B), houve reducdo de células CD4*CD25"FoxP3* no grupo tratado
com MLT (Figura 29B). Infere-se entdo, que esta reducdo ndo é influenciada pela acdo do
horménio via microbiota intestinal. Ndo houve diferenca entre 0s grupos na expressdo de
CTLA-4, PD-1 e GITR em células CD4"CD25" (Figura 29B).

Na populacéo de células CD4"CD25  de camundongos sem deple¢do da microbiota,
houve reducgdo na frequéncia de expressdo de FoxP3 em animais tratados com MLT (Figura
15C), o que ndo ocorre apos deplecdo da microbiota. Foi observada também, redugdo na
frequéncia de células PD-1" e GITR" nos animais tratados com MLT, pos deplecdo da

microbiota (Figura 29C). Sugere-se que essas alteragdes ocorreram via microbiota intestinal.
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Figura 29. Imunofenotipagem de T reguladoras do baco de camundongos durante a fase
de reparo da inflamacéo intestinal, pds deple¢do da microbiota.
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Fonte: autora

A deplecdo da microbiota foi realizada pelo tratamento com antibi6ticos pelo periodo de 10 dias, previamente a
inducdo de colite, conforme descrito em Material e Métodos. Em seguida, a inflamagdo intestinal foi induzida por
meio da ingestdo de 4gua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3% por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais
foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem (10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia
12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia pés indugéo de colite. O baco foi coletado
e os linfécitos foram marcados com anticorpos especificos de interesse. A- Estratégia de gating utilizada no
software FlowJo para analise das amostras. B- Frequéncia (%) de células CD4*CD25* e positivas para 0s
marcadores FoxP3, CTLA-4, PD-1 e GITR. C- Frequéncia (%) de células CD4*CD25 e positivas para os
marcadores FoxP3, CTLA-4, PD-1 e GITR. Os resultados sdo representativos de 1 experimento. * p < 0.05.

4.15. Avaliacdo do efeito da melatonina nas células dos linfonodos mesentéricos durante o

reparo da inflamacé&o intestinal, pds deplecdo da microbiota

Para avaliacdo da proliferagédo dos leucocitos dos MLN de camundongos com deplegéo
da microbiota intestinal, as células foram analisadas segundo a estratégia de gating previamente
demonstrada na figura 6A. Em animais ndo submetidos & deplecdo da microbiota e tratados
com MLT, foi observada reducéo estatistica na frequéncia de proliferagéo celular (Figura 16).
Efeito semelhante foi observado pds deplecdo da microbiota. Embora as células provenientes

de animais tratados com MLT in vivo e reestimuladas in vitro com ConA tenham apresentado
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reducdo na frequéncia de proliferagdo celular, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
(Figura 30).

Figura 30. Proliferacéo de células dos linfonodos mesentéricos durante a fase de reparo
da inflamacéo intestinal, pos deplecdo de microbiota.
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A deple¢do da microbiota foi realizada pelo tratamento com antibiéticos pelo periodo de 10 dias, previamente a
inducéo de colite, conforme descrito em Material e Métodos. Em seguida, a inflamagéo intestinal foi induzida por
meio da ingestdo de 4gua contendo dextran sulfato de s6dio (DSS) 3% por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais
foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem (10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia
12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia pds inducdo de colite. Os linfonodos
mesentéricos (MLN) foram coletados e os leucécitos marcados com Violet Proliferation Dye 450 (VPD), seguido
por restimulacdo, in vitro, com ConA, MLT (10-1° M) ou ambos por 72 horas, para posterior leitura em citdmetro
de fluxo e andlise de proliferagdo. O resultado indica frequéncia (porcentagem) de proliferacdo de células. Os
resultados séo representativos de 1 experimento.

Realizamos, também, a avaliacdo da producdo de citocinas por linfécitos TCD4 dos
MLN de camundongos tratados com com antibioticoterapia. A analise das citocinas IL-17, IL-
4 e IL10 foi realizada conforme a estratégia de gating previamente demonstrada na figura 13A.
Dentre as citocinas avaliadas, houve maior porcentagem de IL-4 e IL-10 nos animais tratados
com MLT, embora os dados ndo tenham sido estatisticamente diferentes (Figuras 31B e C
respectivamente). Ao contrario, haviamos observado reducdo da frequéncia de linfécitos
CD3*CD4*IL-10", em camundongos sem deplecdo de microbiota e tratados com MLT (Figura
17D).

Figura 31. Citocinas intracelulares de células dos linfonodos mesentéricos de
camundongos durante a fase de reparo da inflamac&o intestinal, pos deplecédo da

microbiota.
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A deplegdo da microbiota foi realizada pelo tratamento com antibiéticos pelo periodo de 10 dias, previamente a
inducao de colite, conforme descrito em Material e Métodos. Em seguida, a inflamagao intestinal foi induzida por
meio da ingestdo de 4gua contendo dextran sulfato de s6dio (DSS) 3% por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais
foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem (10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia
12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia pds inducéo de colite. Os linfonodos
mesentéricos (MLN) foram coletados e as células foram reestimuladas com forbol-miristato-acetato [PMA (50
ng/mL)] e lonomicina (500 ng/mL), na presenca de brefeldina para quantificacdo das citocinas intracelulares. A-
CD3*CD4*IL-17* (%). B- CD3*CD4*IL-4* (%). C- CD3*CD4*IL-10* (%). Os resultados sdo representativos de 1
experimento.

Posteriormente, avaliamos se o tratamento com MLT interferia nas diferentes
populacdes de linfocitos de memoria dos MLN de animais submetidos a antibioticoterapia. A
analise das células foi realizada conforme a estratégia de gating anteriormente demonstrada na
figura 28A. Os resultados da figura 32C mostraram que ndo foi mais observada a reducao da
frequéncia de linfocitos T CD4 de memoria residentes (TRM) no grupo tratado com MLT
conforme visto previamente (Figura 18C), sugerindo que a modulagdo desta populacéo pelo

horménio é microbiota-dependente.

Figura 32. Imunofenotipagem dos linfocitos dos linfonodos mesentéricos durante a fase
de reparo da inflamacao intestinal, pds deplecdo da microbiota.
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Fonte: autora

A deple¢do da microbiota foi realizada pelo tratamento com antibidticos pelo periodo de 10 dias, previamente a
inducao de colite, conforme descrito em Material e Métodos. Em seguida, a inflamagao intestinal foi induzida por
meio da ingestdo de agua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3% por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais
foram tratados com solugdo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem (10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia
12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia pds inducdo de colite. Os linfonodos
mesentéricos (MLN) foram coletados e os linf6citos foram marcados com anticorpos especificos de interesse. A-
Frequéncia de células T CD4 de memdria central (TCM). B- Frequéncia de células T CD4 de memodria efetora
(TEM). C- Frequéncia de células TCD4 de meméria residente (TRM). D- Frequéncia de células TCD8 TCM. E-
Frequéncia de células TCD8 TEM. F- Frequéncia de células TCD8 TRM. Os resultados sdo representativos de 2
experimentos independentes.
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Para a avaliagdo do perfil fenotipico dos linfocitos Treg, analisamos as células de
acordo com a estratégia a estratégia de gating anteriormente demonstrada na figura 28A.
Conforme observado nas figuras 33A e B, houve reducdo na frequéncia de células GITR" em
ambas as populacoes de linfécitos, CD4*CD25" e CD4*CD25, nos animais tratados com MLT.
N&o houve diferenca entre 0s grupos para os outros marcadores analisados. Em animais sem
antibioticoterapia, o tratamento com MLT proporcionou aumento da expressao de FoxP3 em
células CD3*CD25" e reducdo de CTLA4 em células CD3"CD25" (Figuras 19A e B).

Figura 33. Imunofenotipagem de T reguladoras dos linfonodos mesentéricos de
camundongos durante a fase de reparo da inflamacao intestinal, pos deplecéo da

microbiota.
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A deplecdo da microbiota foi realizada pelo tratamento com antibi6ticos pelo periodo de 10 dias, previamente a
inducdo de colite, conforme descrito em Material e Métodos. Em seguida, a inflamagdo intestinal foi induzida por
meio da ingestdo de 4gua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3% por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais
foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem (10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia
12, quando o tratamento foi interrompido. A eutandsia ocorreu no 13° dia pds inducéo de colite. Os linfonodos
mesentéricos (MLN) foram coletados e os linfocitos foram marcados com anticorpos especificos de interesse. A-
Frequéncia (%) de células CD4*CD25* e positivas para os marcadores FoxP3, CTLA-4, PD-1 e GITR. B-
Frequéncia (%) de células CD4*CD25 e positivas para os marcadores FoxP3, CTLA-4, PD-1 e GITR. Os
resultados sdo representativos de 1 experimento. * p < 0.05.

4.16. Influéncia da melatonina no infiltrado inflamatério e na producéo de citocinas no
colon de camundongos durante o reparo da inflamacdo intestinal, p6s deplecdo da

microbiota

Em seguida, foi avaliada a influéncia da MLT no infiltrado inflamatorio leucocitario
local, através da quantificacdo das enzimas MPO e NAG no c6lon de camundongos submetidos
a antibioticoterapia. Ao contrario dos resultados observados na presenca da microbiota
intestinal (Figura 20A e C), ndo houve diferenca entre os grupos em relacdo a atividade de

neutrdfilos (Figura 34A) e houve tendéncia a reducdo de NAG frente ao tratamento com o
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hormonio, pos-deplecdo de microbiota (Figura 34B), sugerindo que o efeito pode ser via a¢do

direta ou indireta da MLT nas bactérias intestinais.

Figura 34. Avaliacdo do infiltrado intestinal durante a fase de reparo da inflamagéo
intestinal, pos deplecdo da microbiota.
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A deplecdo da microbiota foi realizada pelo tratamento com antibi6ticos pelo periodo de 10 dias, previamente a
inducéo de colite, conforme descrito em Material e Métodos. Em seguida, a inflamagdo intestinal foi induzida por
meio da ingestdo de 4gua contendo dextran sulfato de s6dio (DSS) 3% por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais
foram tratados com solucéo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem (10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia
12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia pds indugdo de colite. No c6lon dos
animais foram avaliadas as atividades das enzimas (A) mieloperoxidase (MPQO) e (B) N- acetilglicosaminidase
(NAG). Os resultados sdo mostrados em densidade ética (DO) e normalizados pelo peso do tecido, em gramas.
Linha pontilhada: controle saudavel, sem inducdo de colite. Os resultados sdo representativos de 2 experimentos
independentes.

Para finalizar, foi avaliado por ensaio ELISA o perfil de algumas citocinas no colon
dos animais pds deplecdo da microbiota. N&o foi observada diferenca na quantificagdo de IL-
17A, IFN-y e IL-10 (Figuras B-D). Entretanto, houve notavel redugdo na quantidade de TNF

nos animais tratados com MLT (Figura 35A) indicando, novamente, que os efeitos do horménio

na modulagéo da imunidade intestinal (Figura 21D) podem ocorrer via microbiota.

Figura 35. Efeito da melatonina na producao de citocinas intestinais durante a fase de

reparo da inflamacao intestinal, pds deplecéo da microbiota.
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Fonte: autora
A deplecdo da microbiota foi realizada pelo tratamento com antibi6ticos pelo periodo de 10 dias, previamente a
inducdo de colite, conforme descrito em Material e Métodos. Em seguida, a inflamagdo intestinal foi induzida por
meio da ingestdo de 4gua contendo dextran sulfato de sédio (DSS) 3% por 7 dias, a partir do dia zero. Os animais
foram tratados com solucdo veiculo ou melatonina (MLT) por gavagem (10 mg/mL), diariamente, do dia 3 ao dia
12, quando o tratamento foi interrompido. A eutanasia ocorreu no 13° dia pds inducéo de colite. O cdlon foi
coletado para avaliacdo das citocinas no sobrenadante do homogenato intestinal por ensaio de Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA). A- TNF. B- IL-17A. C- IFN-y. D- IL-10. Os resultados obtidos foram mostrados
em pg/mL e normalizados pelo peso do tecido em gramas. Os resultados sdo representativos de 1 experimento.
*p<0.05.
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5. DISCUSSAO

As DIl séo inflamagdes crbnicas que afetam o trato gastrointestinal e resultam de
resposta imune desregulada. Diversos estudos investigam novos alvos terapéuticos e
tratamentos que visem o controle da resposta inflamatoria exacerbada. Tem sido relatado o uso
da MLT como agente coadjuvante no tratamento de doencas intestinais; porém, ndo had um
consenso sobre seus efeitos e 0os mecanismos pelos quais 0 hormdnio atua ainda ndo estao
claros. Em modelos experimentais de colite por DSS (68, 69), ou acido dinitrobenzeno
sulfonico (DNBS) (56, 57), a utilizacdo da MLT por curto periodo de tempo ou baixas dosagens
foi benéfica na contencéo da inflamagdo. Contudo, em estudos de caso de pacientes acometidos
por UC (60), CD (59) e uso cronico da MLT em ratos (61), o tratamento com este horménio
agravou os sintomas da colite.

Atualmente, os dados disponiveis na literatura sdo inconclusivos; portanto, em nosso
projeto, avaliamos se o tratamento com a MLT de fato impactaria na inflamagao intestinal, tanto
durante a inducdo da colite quanto no reparo tecidual que mimetizariam, respectivamente, a
fase aguda e remissdo da doenca. Os resultados preliminares mostraram aumento do escore
clinico, maior nimero de leucdcitos nos MLN e tendéncia de aumento de MPO e TNF no c6lon
de camundongos tratados com MLT, o que nos levou a busca da melhor compreensdo acerca
dos efeitos deste hormoénio na colite e, especialmente, se as variagdes observadas poderiam ser
microbiota-dependentes.

Em nosso modelo experimental, avaliamos a fase aguda da inflamacdo frente ao
tratamento com MLT pelo periodo de 4 dias. Os sinais clinicos foram acentuados durante a
indugéo da colite e tratamento com o horménio. Marquez e colaboradores avaliaram o uso da
MLT (2 mg/kg) em modelo de colite (61). Nesse estudo, foi avaliada administracéo
intraperitoneal do horménio em 5 aplicac@es, sendo 3 delas antes da inducéo da colite por &cido
trinitro-benzensolfonico (TNBS) e 2 apds indugdo da inflamagdo. Os animais tratados com
MLT apresentaram a inflamacdo atenuada. Entretanto, no mesmo trabalho, a utilizacéo
prolongada da MLT por 21 dias promoveu agravamento da colite (61). Nesse sentido, o
hormonio pode ter um papel dual na inflamacgdo dependente da duracéo do tratamento. Além
disso, a0 compararmos com nossos resultados, em que utilizamos 10 mg/kg de MLT por 4 dias,
em comparacao com 5 aplica¢6es de 2 mg/kg, podemos sugerir que a dose do horménio também
pode influenciar na resposta inflamatoria. Outras divergéncias podem ser referentes ao

momento em que o tratamento foi iniciado e diferentes vias de administracao.
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Ao analisarmos os resultados do ensaio de proliferacdo dos esplendcitos durante a fase
de aguda, os linfécitos de camundongos tratados in vivo com MLT quando ndo estimulados
com mitdgeno in vitro, apresentaram reducdo na capacidade proliferativa. Pahlavani e Harris
mostraram que diferentes concentra¢fes de MLT em cultura ndo interferiram na proliferacéo
de linfécitos esplénicos de ratos na presenca e auséncia de estimulagdo com mitégeno (70).
Aparentemente, em nosso modelo, o tratamento in vivo com o hormonio parece ter agido de
forma a inibir a proliferacdo dos linfécitos. No entanto, ndo sabemos explicar porque a reducéo
ndo ocorreu em todos os estimulos in vitro. Novos ensaios precisariam ser realizados para
compreensdo desses dados.

A piora clinica dos animais tratados com MLT pode ser parcialmente explicada pelo
aumento de TNF. Estudos mostraram aumento da producdo de TNF em amostras de c6lon de
individuos com DIl ou animais com inducdo de colite e, o tratamento com inibidores de TNF,
auxiliaram no controle da inflamagdo (71-73).

Complementando as analises de citocinas na fase aguda da colite, surpreendentemente,
houve reducdo significativa de IL-17 no intestino de camundongos tratados com MLT. A IL-
17, em conjunto com as citocinas IL-21 e IL-22, estdo relacionadas com células do perfil de
resposta imune Th17. Em pacientes com CD e UC houve maior expressdo dessas citocinas no
soro e colon, juntamente com aumento do namero de células Th17 no c6lon, em comparacao
com individuos saudaveis (27, 28). As células Thl7 e suas citocinas caracteristicas,
desempenham um papel de extrema importancia no desenvolvimento de DII, contribuindo para
a patogenicidade por favorecer inflamacédo e danos na mucosa intestinal. Em contrapartida, a
IL-17 também possui papel protetor. Quando presente em inflamagdes, promove o
recrutamento de neutréfilos e controle da carga bacteriana (74, 75).

Além das alteracdes clinicas observadas, o tratamento com MLT levou ao aumento de
leucdcitos circulantes, especificamente de células mononucleares e neutrdfilos. Durante
infeccdes, células do sistema imunoldgico sdo recrutadas do sangue periférico para locais
inflamados. Para isso, ha inicialmente aumento da producéo de leucocitos pela medula 0ssea,
que trafegam pela corrente sanguinea até sitios inflamat6rios. Mesmo com o aumento de
leucocitos circulantes, ndo foi observada diferenca entre os grupos nas dosagens de MPO e
NAG (dados ndo mostrado), que quantificam indiretamente a presenca de neutrofilos e
macrofagos no colon. Possivelmente, devido a redugdo de IL-17 no colon de animais tratados
com MLT, o recrutamento de neutréfilos ndo foi favorecido nesses camundongos (dados nao

mostrados).
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Referente aos dados de perda de peso corporeo e escore clinico avaliados durante o
reparo da inflamacéo, estes corroboram com o estudo citado anteriormente, que demonstrou
agravamento da colite em camundongos tratados com MLT por 21 dias (61). Em contrapartida,
camundongos submetidos a deplecdo da microbiota antes da inducéo da colite, apresentaram
reversao do fendtipo. Sugerimos entdo, que o agravamento da inflamagdo pode ter
envolvimento da microbiota intestinal e que a MLT pode agir direta ou indiretamente
modulando essas bactérias ou a resposta imune local. Em concordancia com os resultados
obtidos na fase aguda, durante a remissdo da inflamacédo, o tratamento com MLT também
promoveu o aumento de células mononucleares e neutrdfilos circulantes. Entretanto, a reducéo
de mondcitos apos a deplecdo da microbiota corrobora a menor necessidade de contencéo da
inflamacdo intestinal nestes animais.

O ensaio de proliferacdo de células do baco ndo mostrou diferenca entre os tratamentos
durante a remissdo da doenca; porém, apds a antibioticoterapia, linfécitos de animais tratados
com MLT in vivo e estimuladas in vitro com ConA ou MLT + ConA, apresentaram reducgéo da
frequéncia proliferativa. Em relacdo as células dos MLN, houve reducdo da proliferacdo de
linfocitos de animais tratados com MLT in vivo e estimuladas in vitro com meio, ConA e MLT
+ ConA e, ap6s a deplecdo da microbiota, ndo foi observada diferenca. Os fatores que induziram
diferentes frequéncias proliferativas entre os 6rgdos ndo estdo claros e novos ensaios seriam
importantes para esclarecer melhor os resultados. Entretanto, de maneira geral, o estimulo com
MLT in vitro ndo induziu reducdo ou aumento da capacidade proliferativa dos linfécitos, o que
corrobora com os resultados descritos por Pahlavani e Harris (70). Além disso, podemos
verificar que proliferacdo celular foi reduzida ap6s a antibioticoterapia sob o estimulo de
mitdgeno, tanto de linfécitos do baco quanto dos MLN. Podemos inferir que nos animais
submetidos a deplecdo da microbiota, a agressdo da mucosa foi menor devido a reducdo da
exposicdo antigénica. Consequentemente, a inflamacédo tecidual foi menor, o que implicaria
também na reducdo da proliferacdo linfocitaria. Em oposicéo, aos nossos resultados, um estudo
identificou maior capacidade proliferativa de linfocitos murinos na presenca de MLT (76). O
ensaio de proliferacdo pode refletir o que acontece in vivo nos animais. Em nosso modelo,
previamente ao ensaio, 0s animais estavam em condic¢do inflamatdria devido a inducéo de
colite, enquanto no outro estudo os animais estavam saudaveis.

A imunofenotipagem dos linfocitos foi importante para a caracterizacéo de diferentes
populagdes celulares no bago e MLN, que poderiam estar envolvidas no agravamento da colite
frente ao tratamento com MLT. Os linfocitos T de meméria sdo células de vida longa que

respondem de forma antigeno-especifica e coordenam respostas imunes apos a reexposic¢ao ao
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antigeno. Estas células podem ser divididas em subpopulac¢@es devido & expressao heterogénea
de moléculas de adesao e receptores de quimiocinas, promovendo distintos padrdes de migracao
(77, 78). Séo elas, as células T de memdria central (TCM), células T de memoria efetora (TEM)
e células T de memdria residentes (TRM). As células TCM expressam os receptores CCR7 e
CD62L e trafegam para orgdos linfoides secundarios. As células TEM podem perder a
expressdo desses receptores, migrando para tecidos periféricos inflamados, em estimulo a
antigenos patogénicos (77, 78). As células TRM formam um subconjunto ndo circulante que
residem em tecidos periféricos (79).

Curiosamente, em nosso trabalho, foi observado aumento de células TEM no baco de
animais tratados com MLT. Normalmente, essas células tendem a migrar para tecidos
periféricos inflamados, a exemplo da mucosa intestinal. Especulamos que as células TCM
podem ter reduzido a expressao de CD62L sem, entretanto, terem migrado para o colon, que é
o principal foco da inflamagdo, no momento avaliado. Linfécitos TEM CD4* ou CD8*
aumentados na mucosa intestinal promovem maior inflamacéo. Em oposic¢do, apés a deplecao
da microbiota intestinal, ndo foi observado o0 mesmo aumento de células TEM. Dessa forma,
sugere-se que 0 aumento dessa subpopulacdo seja dependente da interacdo da MLT com as
bactérias presentes no intestino ou resposta imune local, que poderia modular a populacdo
microbiana.

Nos MLN, a MLT promoveu reducao de linfécitos TRM CD4* durante o reparo. Essa
populacdo de células é importante em tecidos periféricos inflamados, onde atuam no controle
de patogenos resistentes. Sabe-se que ha aumento desses linfocitos em locais com alta carga
patogénica. Possivelmente, a diminuicdo dessa populacdo de linfocitos de memoria residentes
esta relacionada com a sua migracdo para o célon, onde poderiam atuar de forma a induzir
maior inflamacdo. O mesmo néo foi observado apds a antibioticoterapia, indicando que efeito
da MLT ocorreu via microbiota.

Células T reguladoras (Treg) desempenham papel essencial na manutencdo da
homeostase intestinal. Nas DII, essas células atuam restringindo a atividade de outras células,
como células T efetoras, linfécitos B, células NK e producéo de citocinas pro-inflamatorias
com a finalidade de inibir a progressdo das doencas (80). Os linfécitos Treg sdo caracterizados
pela expressdo de algumas moléculas, como CD25. A expressdo da molécula CD25 pode ser
induzida em linfocitos CD25", tornando-os capazes de suprimir atividades pro-inflamatorias
(81). Outras moléculas caracteristica das populag¢fes de linfocitos Treg sdo FoxP3, CTLA-4
(81), GITR e PD-1 (82).
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Em especial, as células Treg (CD25"FoxP3") se acumulam no célon e em 6rgdos
linfoides secundarios em condi¢des de saude, sendo encontradas em maior nimero durante
processos inflamatorios. Para a resolucdo da colite em camundongos foi relatado o acimulo de
linfocitos TCD4*CD25*FoxP3* no colon, baco e MLN. Além disso, a remissdo da doenca foi
dependente da presenca de IL-10 e células Treg produtoras de IL-10 no célon (83).

Em nosso estudo, houve reducdo da frequéncia de células Treg CD25"FoxP3* e
CD25FoxP3* no bago de camundongos sem deplecdo da microbiota e tratados com MLT.
Similarmente, ap6s a deplecdo da microbiota, também houve reducdo de linfocitos Treg
FoxP3"; porém, apenas na populacdo de linfécitos CD25". Estes resultados indicaram que a
acdo da MLT reduzindo essa populacdo, ndo ocorreu por interacdo direta ou indireta com a
microbiota. A diminuicdo de células reguladoras CD25"FoxP3*, juntamente com reducdo de
CD25FoxP3*, populacdo que pode passar a expressar a molécula CD25, possivelmente
resultou no aumento de mecanismos efetores e reducdo de resposta anti-inflamatérias.

Analisando a producdo de citocinas no baco, houve expressivo aumento de TNF
induzido pelo tratamento com MLT em animais ndo submetidos a antibioticoterapia. Nos MLN,
o tratamento com o horménio induziu menor frequéncia de linfécitos CD3"CD4"IL-10" na
presenca da microbiota intestinal. Em camundongos submetidos a deplecdo da microbiota,
houve tendéncia ao aumento na frequéncia de células CD3"CD4*IL-10" e significativo aumento
de células CD3"CD4"IL-4". As citocinas IL-4 e IL-10 aumentadas ap6s a deplecao corroboram
a melhora da colite, confirmada pela menor perda de peso e escore clinico da doenca.

A producdo de citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10 estd relacionada com
mecanismos reguladores do organismo para controle das inflamagdes. A produgdo de I1L-10 por
subconjuntos de células Treg promoveram a manutencdo da tolerdncia da mucosa (84). Um
estudo demonstrou que o equilibrio entre respostas Th1l e Th2 sdo importantes para a regulacdo
da resposta inflamatoria, e que o0 aumento de IL-4 e IL-10 foram essenciais para a melhora da
colite (85).

Durante o processo inflamatorio, hd acdo de células residentes e células recém
migradas para a mucosa intestinal, o que promove maior producdo de citocinas pro-
inflamatdrias. Em nosso trabalho, durante a fase de reparo que representaria a remissao clinica,
foi observada maior atividade enzimatica de MPO e NAG, caracterizando maior infiltracdo de
neutrofilos e macréfagos, respectivamente, no colon de animais tratados com MLT. Sabe-se
que o recrutamento excessivo de neutrofilos é umas das principais causas da inflamacéo
peristente na DIl. Uma vez recrutados para o sitio inflamatorio, reconhecem patdgenos e em

resposta produzem altas quantidades de ROS, peptideos antimicrobianos, proteases e
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mediadores inflamatérios (86, 87). Nesse sentido, o recrutamento e acimulo exagerado de
neutrofilos ativados no colon pode acarretar em leséo tecidual e condi¢do patolégica. Em
animais submetidos a deplecdo da microbiota, a quantificacdo de MPO ja nao foi mais diferente
entre os grupos, indicando que uma das formas de piora da colite frente 8 MLT pode ser via
acumulo local de neutrofilos, para responder a disbiose intestinal causada pelo DSS. De fato,
os neutrofilos sdo de crucial importancia para o controle da translocacéo bacteriana.

Em relacdo aos macrofagos, estes possuem a funcdo de eliminacdo de ceélulas
apoptoticas ou senescentes (88), possuem atividade bactericida e producéo de citocinas, como
IL-10, IL-6 e TNF (89, 90), sendo que a Ultima, em nossos resultados, estava aumentada no
célon e no baco de camundongos tratados com MLT. Em contrapartida, no célon de
camundongos submetidos a deplecdo da microbiota, foi observada reducao de TNF e NAG apds
tratamento prolongado com MLT. A reducdo de NAG caracteriza menor atividade de
macréfagos no intestino, possivelmente devido & menor necessidade de mecanismos
bactericidas ap0s antibioticoterapia. Além disso, seus mecanismos pré-inflamatérios, como
producdo de TNF, também foram provavelmente reduzidos apds a deplecdo da microbiota.

Shaw e colaboradores descreveram diferentes subconjuntos de macréfagos no
intestino e demonstraram a importancia da presenca de microbiota comensal ativa para
estabelecimento das subpopulacfes dessas células. O numero total de mondcitos e macréfagos
no colon é menor em camundongos livre de germes (germfree - GF) em comparacdo com
camundongos livre de patogenos especificos (Specific Pathogen Free — SPF) (90). Resultado
semelhante foi apresentado por Bain e colaboradores, que verificaram menor quantidade de
macrofagos no colon de camundongos livre de germes ou tratados com antibidticos de amplo
espectro, apontando para a influéncia da microbiota no recrutamento de macréfagos (89). Nesse
sentido, correlacionando o importante papel da microbiota nessa populacdo de células,
sugerimos que 0 aumento da atividade de macrofagos poderia ser induzido pela acdo da MLT
via microbiota intestinal, ja que ap0s a antibioticoterapia, o fenotipo é revertido.

Ensaios in vitro mostram que a MLT atua na ativagdo de mondcitos humanos e
promove a producédo de citocinas como TNF, IL-1 e IL-6 (91). Resultados semelhantes foram
observados em camundongos, nos quais a administracdo do horménio pode aumentar a resposta
inflamatdria (92). Macrofagos esplénicos de camundongos tratados in vivo com MLT (10
mg/kg) ou com solugéo salina foram incubados com células do timo. O pré-tratamento com o
hormdnio proporcionou maior produgdo das citocinas TNF e IL-1 e elevou a expressdo de
moléculas de MHC de classe Il em compara¢do com o controle. Além disso, macrofagos e

células T foram expostos previamente a um antigeno e, em seguida, foram colocados em cultura
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pelo periodo de 5 dias. Linfocitos T cultivados com os macréfagos de animais tratados com
MLT apresentaram maior proliferacdo celular. Esses resultados, aumento das citocinas e
expressao de MHC 11, podem em conjunto ter induzido a maior proliferacdo das células T (92),
resultados que corroboram 0s nossos.

Em nosso trabalho, aléem do aumento de TNF no c6lon de animais, houve tendéncia ao
aumento de IL-12. A IL-12 é uma citocina pro-inflamatdria, produzida rapidamente durante
infeccbes. Monocitos humanos cultivados na presenca de diferentes dosagens de MLT
produzem IL-12, de maneira dose-dependente de MLT (93). No sitio inflamatorio, a IL-12 pode
atuar em células T e NK, induzindo producdo de outras citocinas pro-inflamatérias e
aumentando respostas citotoxicas. Além disso, a IL-12 esté correlacionada com a diferenciacéo
dos subtipos de perfis de células T, direcionando a polarizacao para linfocitos Thl (94).

As citocinas do perfil Thl tem grande influéncia no desenvolvimento e patogenicidade
da CD. O modelo experimental de colite por DSS em camundongos C57BL/6, a resposta
inflamatoria é polarizada para o perfil Th1, com aumento de TNF e IFN-y (95). Nesse sentido,
em nossos resultados, sugerindo polarizacdo para a resposta Th1 em camundongos tratados com
MLT, pode ter influenciado o agravamento da colite nesses animais.

Estudos indicam que a microbiota muda conforme a idade, dieta e doengas (96-99).
Essas alteracdes tém impactos na funcdo do sistema imunoldgico, tanto localmente no célon,
quanto sistemicamente. Trabalhos recentes demonstraram que bactérias intestinais podem
responder ao estimulo com o horménio MLT (62, 63). Neste contexto, nossos resultados
apresentam fortes indicios de que a MLT poderia modular a microbiota intestinal e,
consequentemente, regular a inflamagéo no modelo de colite induzida por DSS. Por outro lado,
aacdo da MLT em diferentes células poderia também estar diretamente relacionada com a piora
da inflamacao intestinal no grupo tratado com o horménio, na presenca da microbiota. De forma
geral, a MLT agravou a colite experimental induzida por DSS durante a inducdo da colite e
reparo da inflamagdo. A MLT proporcionou maior infiltracdo de leucocitos, como neutrofilos
e macrofagos no colon, com consequente maior producdo de citocinas pro-inflamatdrias, como
TNF. Além disso, o aumento de linfocitos TEM e reducgdo de células Treg FoxP3™ no bago,
podem estar associados ao aumento de mecanismos efetores inflamatérios e reducdo de
mecanismos reguladores. Em conjunto, sdo resultados importantes que podem, contribuir para
um ambiente mais pro-inflamatorio nesses animais, o que foi microbiota-dependente. Nesse
sentido, a MLT atuou de modo a regular a resposta inflamatdria, de forma dependente da

microbiota local, direta ou indiretamente.
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Estudos futuros ainda serdo realizados para se averiguar, de forma mais aprofundada,
0s mecanismos de acdo da MLT na regulacdo da inflamagdo, via microbiota intestinal.
Consideramos a utilizacdo de um antagonista do horménio, como o luzindole, para bloqueio da
acao da MLT, além da caracterizacdo das principais populacdes de bactérias no colon dos

camundongos nos diferentes grupos estudados.
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CONCLUSOES

e A melatonina agravou a colite experimental durante a fase aguda da
inflamacao.

e A melatonina dificultou a remiss&o do processo inflamatoério durante a fase de
reparo tecidual.

e A MLT regula a resposta inflamatéria via microbiota intestinal.
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ANEXO A — Autorizacio da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA)

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

AUTORIZACAO

Certificamos que a proposta intitulada “Estudo dos efeitos da melatonina no
controle da colite experimental, via modulagdo da microbiota intestinal”, registrada sob n°
17.1.1073.60.3, sob a responsabilidade de Lia Vezenfard Barbosa e Cristina Ribeiro de
Barros Cardoso, que envolve a manuten¢do e utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto ° 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), foi aprovada na reunido de 13/06/2018 da Comiss&o de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEUA
FCFRP).

Lembramos da obrigatoriedade de apresentagdo do relatério de atividades,
em modelo da CEUA, para emissdo do certificado, como disposto nas Resolugbes
Normativas do CONCEA.

Colaboradores: Jefferson Luiz da Silva, Camila Figueiredo Pinzan, Murillo
Duarte da Silva e Viviani Nardini.

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizagao 21/06/2018 a 05/05/2019
Espécie/Linhagem/Raca Cam. Isogénico C57BL/6

N° de animais 180
Sexo Macho
Peso/ldade 209/ 6 semanas
Origem Biotério Central da PUSP RP

Ribeirdo Preto, 20 de junho de 2018.

An i_DatrimaY ;suda Natsui
Coordenadora da CEUA-FCFRP

Avenida do Café S/N: - Monte Alegre - CEP 14040-903 — Ribeirdo Preto - SP
Comissao de Etica no Uso de Animais - ceua@fcfrp usp br
Fone: (16) 3315-8569 - Fax (16) 33152-4892
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