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RESUMO

A obesidade reune diversas doencgas metabolicas com alteracdes na homeostase glicémica que
resultam em resisténcia a insulina, diabetes melittus tipo 2 e doencas cardiovasculares. Todas
essas alteragdes estdo associadas a uma inflamagdo de baixo grau que contribui para
desenvolvimento e manuten¢do desse estado. A participagdao do intestino na inflamagao tem
sido estudada recentemente como uma inovadora hipdtese que propde uma associacio entre a
alteracdo na integridade da barreira intestinal com a obesidade. Vérios nutrientes sdo
estudados como possiveis aliados no controle dessas alteragdes. Os acidos graxos de cadeia
curta e, em especial o butirato, j4 possuem diversos mecanismos descritos que poderiam
auxiliar na melhora da integridade da barreira intestinal. A tributirina, um triglicerido com trés
moléculas de butirato esterificadas a uma de glicerol, tem sido mais utilizada por ser uma pré
droga de butirato com mais vantagens farmacocinéticas e menor toxicidade. Assim, o objetivo
desse trabalho foi avaliar os possiveis efeitos da tributirina na permeabilidade intestinal em
modelo murino de obesidade induzida por dieta. Para isso foram usados camundongos C57BL
machos que foram divididos em dois grupos: obeso (OB), recebendo uma dieta indutora de
obesidade e obeso recebendo a mesma dieta acrescida de suplementacdo de 0,5% de
tributirina durante dezesseis semanas experimentais. Os efeitos da suplementa¢do foram
avaliados apos eutandsia e andlise da adiposidade, permeabilidade intestinal e translocagdo
bacteriana. Os resultados mostram que a suplementagdo de tributirina nao teve efeitos na
adiposidade e na evolugdo ponderal. O grupo suplementado, OB TBT teve diminui¢do da
permeabilidade intestinal em relacdo ao grupo OB. Ainda no grupo OB TBT, foi constatado
aumento da expressdo da proteina Z0-1 avaliada no ileo e nenhuma mudanca na expressao de
ocludina e da enzima MLCK. O grupo com a suplementagdo teve diminui¢do da translocagao
bacteriana nos orgdos de via sanguinea e ndo apresentou diferencas relacionadas a
translocagdo bacteriana no linfonodo. Com esses resultados podemos concluir que a
suplementagdo de tributirina melhora a permeabilidade intestinal e a translocagdo bacteriana
por um mecanismo que envolve o aumento da expressao da proteina da jun¢do firme, ZO-1,

que regula a montagem e controle da barreira intestinal.

Palavras-chave: obesidade; tributirina; permeabilidade intestinal.



ABSTRACT

Obesity comprises several metabolic disorders that, are associated with low-grade
inflammation that contributes to the development and maintenance of the disease itself. The
role of the intestine in the inflammation has been studied and this innovative hypothesis
proposes an association between changes in intestinal barrier integrity and obesity. The short
chain fatty acid, butyrate possesses various mechanisms that could improve the integrity of
intestinal barrier. Tributyrin, a triglyceride with three butyrate molecules, has been used as a
butyrate substitute since it less toxic and possesses pharmacokinetic advantages. Here, we
evaluate the possible effects of tributyrin in intestinal permeability in a murine model of diet-
induced obesity. Male C57BL mice were divided into two groups: Obese (OB), diet-induced
obesity and another group receiving the same diet supplemented with 0.5% tributyrin (OB
TBT), for 16 experimental weeks. We found that supplementation of tributyrin had no effect
on weight gain or adiposity. The supplemented group, OB TBT, showed decreased intestinal
permeability relative to the OB group. Moreover, we found na increased expression of ZO-1
protein measured in the ileum in the OB TBT group, there were no changes in the expression
of occludin or the MLCK enzyme. The supplemented group presented decreased bacterial
translocation in the liver, lung and spleen and no differences in terms of bacterial
translocation in the lymph nodes. We can conclude that tributyrin supplementation improves
intestinal permeability and bacterial translocation through a mechanism that involves
increased expression of the tight junction protein ZO-1, which regulates the control and

assembly of the intestinal barrier.

Key-words: obesity; trybutirin; intestinal permeability.
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1 INTRODUCAO

A obesidade ¢ uma doenca que tem prevaléncia crescente nos ultimos anos e
representa um dos principais desafios da saude publica na atualidade. Fatores genéticos
associados a fatores ambientais como alimentagdo, atividade fisica e o controle do gasto
energético podem acarretar em um balanco favoravel ao excesso de peso (1).

Esfor¢os tém sido feitos na tentativa de estabelecer possiveis aliados ao controle e
tratamento da obesidade. Estudos recentes estabeleceram uma relacdo entre o ambiente
intestinal e obesidade, onde alteracdes na permeabilidade intestinal associada a mudangas no
padrdo das jungdes firmes e outras alteragdes metabodlicas decorrente desse processo,
contribuem para a inflamacao e desordens metabolicas presentes na obesidade (2-4).

O padrao alimentar, especialmente dietas ricas em gorduras, parece influenciar
negativamente o controle da permeabilidade intestinal e, portanto, tem sido alvo frequente de
estudos. (5, 6). Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), possuem inimeros mecanismos ja
descritos na literatura, como efeitos anti-inflamatério e antioxidantes em doencas que
acometem o epitélio intestinal. (7). O butirato, em especial, tem sido descrito como possivel
aliado ao controle de alteragdes na barreira intestinal por ter agdo direta no controle da
expressao de algumas proteinas da juncdo firme e mudangas no perfil inflamatorio associado a
obesidade e doencas metabolicas (8, 9).

Além do butirato, estudos recentes, mostram vantagens do uso da tributirina
(triglicerideo contendo 3 butiratos) em relagdo ao butirato de so6dio com vantagens
farmacocinéticas, disponibilidade e outros fatores como toxicidade e odor. A tributirina tem
sido descrita como o nutriente benéfico no controle da inflamacdo de baixo grau presente
obesidade e em outras alteracdes associadas a ela (10, 11) .

Ainda ndo sdo descritos estudos que associem o uso da tributirina a redugdo de
permeabilidade intestinal relacionada a obesidade induzida por dieta hiperlipidica. Portanto,
torna-se promissor avaliar a possivel suplementacao desse em modelo de obesidade e,

portanto, justifica-se o desenvolvimento do presente estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Barreira intestinal

A Dbarreira intestinal ¢ composta de células epiteliais que permitem uma
permeabilidade seletiva. O epitélio intestinal no estado integro ¢ um limite entre o limen e a
lamina propria, que permite absorcdo adequada de nutrientes, dgua, solutos e previne de
forma efetiva a passagem de moléculas nocivas tais como patogenos, toxinas e antigenos (12,
13).

A permeabilidade intestinal é regulada pelos complexos juncionais € 0s seus principais
constituintes sdo as jungdes firmes e as jun¢des aderentes como mostra Figura 1. (12). Este
transporte de moléculas para limen intestinal por meio da membrana ¢ denominado transporte
transepitelial que engloba tanto o transporte transcelular, que ocorre através das células,

quanto o paracelular que ocorre entre elas (14).

Figura 1: Anatomia da barreira intestinal: complexos juncionais, juncoes firmes e
aderentes

F-actin Tight
My osin junction

COrecludin
- I—K oL-Catenin 1
P
Adherens
E-cad herin[ T juncticn
P-catenin

Keratin
Desmoglein -
Desmocollin

:| Desmosome
Desmoplakin

Notas:Micrografia eletronica e representagdo esquematica do complexo juncional das células epiteliais do
intestino. Abaixo das microvilosidades, as membranas plasmaticas de células adjacentes fundem-se na jungio
firme, onde as proteinas claudinas, zonulas ocludunte 1 (ZO1) e ocludinas interagem com a F-actina. E-caderina,
a-catenina 1, B-catenina, 31 catenina interagem com F-actina para formar a juncdo aderente. A quinase da cadeia
leve de miosina (MLCK) ¢é associada com o anel de actomiosina perijunctional e tem como funcdo a regulagéo
da barreira intestinal.

Fonte: adaptado de Turner et al. (2009).

As jungdes firmes sdo complexos proteicos localizados na extremidade apical da

membrana lateral das células epiteliais. Algumas proteinas transmembrana como: ocludina,
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claudina, molécula de adesdo juncional (JAM) fazem parte de enorme grupo que constitui
mais de 24 membros. Os dominios intracelulares dessas proteinas interagem com zdnulas
ocludentes (ZO-1), uma proteina citosdlica, que a partir dessa interagao fixa outras proteinas
transmembrana a um anel perinjuncional de actina e miosina que ¢ essencial para regulagdo
da barreira intestinal (4, 15).

Alteragdes na barreira sdo provocadas por reorganizagdo das proteinas das juncdes
firmes e contragdo do anel perijuncional ligado as células epiteliais. As mudangas na
contragdo do anel sdo provocadas por agao da quinase da cadeia leve de miosina - myosin
light chain kinase — (MLCK) que fosforila a cadeia leve de miosina (MLC) e provoca
contracdo do anel e assim, a abertura de via paracelular. (4, 16).

A funcdo e localizagdo das proteinas da juncdo firme sdo descritos na literatura para
compreensdo das alteragcdes na barreira intestinal. Mas algumas informagdes acerca da funcao
de cada uma delas ainda ndo esta bem esclarecida. A ocludina ¢ sustentada pela familia das
proteinas zonulas ocludentes (ZO) para a ligagdo ao citoesqueleto de actina. A alteracdo ou
auséncia na atividade dessa proteina resulta em diminuicdo da integridade da barreira
intestinal. Proteinas ZO possuem multi dominios e participam, de forma relevante, na
regulacdo da estrutura das jung¢des firmes e consequentemente da barreira. A familia dessas
proteinas ZO que constituem ZO-I, ZO-2, ZO-3 localizam-se no contato nascente entre
células, mostrado por estudos de cultura celular e em modelos animais, o que a torna
importante para montagem inicial das jungdes firmes. (15, 17).

Diversos fatores podem acarretar mudanca na integridade da barreira intestinal.
Algumas citocinas pro inflamatdrias tém influéncia na integridade da barreira, no entanto um
mecanismo que justifique de que forma cada uma delas atua reduzindo a integridade da
barreira ainda ndo esta bem esclarecido. Ma Ty et al, (18) verificaram a a¢do de TNFa na
reducdo da permeabilidade intestinal por alteracao das jungdes firmes em células Caco2. Esse
estudo esclareceu de forma inédita uma possivel acao dessa citocina, comprovando que houve
uma regulacao negativa de ZO-1 mediada por NF-kB que resultou em alteragdo das juncdes
firmes. Muitos estudos relacionando o papel de citocinas na regulagdo da barreira ainda
apontam que mecanismos nao estdo claros e citam uma possivel influéncia de IL-4, IL-10 e
INF-y em diversas condigdes (12, 19, 20).

Além de doengas inflamatorias intestinais e outras condi¢des que acometem de forma
significativa e direta o epitélio, estudos recentes demonstram que a obesidade também esta

relacionada a essa condicao (21-24).
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2.2 Obesidade e permeabilidade intestinal

O aumento permeabilidade e redistribuicdo de proteinas da juncdo firme foram
demonstrados em modelos animais de obesidade (21-23).

Cani et al. (25) descreveram que em camundongos geneticamente obesos ob/ob e
naqueles que receberam dieta rica em gordura, as mudancas na microbiota intestinal estdo
associadas a endotoxemia metabolica, a desordens metabolicas e a inflamag¢dao por
mecanismos relacionados ao aumento de permeabilidade intestinal. Em seguida, Cani et al.
(2) verificaram nos mesmos grupos de animais do estudo anterior, que o uso de um espetro de
antibiodticos foi capaz de promover melhora da inflamagao, da intolerancia a glicose e do
ganho de peso e recuperar a integridade da barreira intestinal por mudangas na expressao de
proteinas como ocludina, ZO-1 e na permeabilidade intestinal.

O funcionamento correto da barreira intestinal € essencial para evitar a translocagdo de
moléculas inflamatérias como o lipopolissacarideo bacteriano (LPS). Evidéncias sugerem
uma hipotese inovadora, onde a alteracdo da integridade da microbiota intestinal pode ser
responsavel pela endotoxemia metabdlica, causada pelo aumento das concentragdes do LPS
no plasma que pode ocorrer em resposta a dieta rica em gordura. Infusdes continuas de
endotoxina ou aumento em seu nivel basal induzido por dieta rica em gordura pode levar ao
aumento de resisténcia a insulina e obesidade (2, 25, 26).

Foi também foi demonstrado que alteragdes no padrdo de distribui¢do das proteinas da
juncgao firme (ocludina e ZO-1) no epitélio da regido ileal em dietas ricas em gorduras e maior
liberacdo de toxinas bacterianas na circulagao portal em camundongos obesos (21). A Figura
2 apresenta a associacdo da dieta rica em gordura, permeabilidade intestinal e doencas

metabolicas.
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Figura 2: Relacio entre obesidade e mudancas na permeabilidade intestinal
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Notas: A microbiota intestinal estd envolvida nas doengas metabdlicas associadas a obesidade. A obesidade
induzida por dieta hiperlipidica e fatores genéticos ob/ob estdo associados com a disbiose intestinal. A mudanga
no perfil da microbiota intestinal leva a alteragdo na permeabilidade intestinal onde ocorre redistribuicdo das
proteinas da jungdo firme (ocludina e ZO-1). Isso resulta em aumento do LPS no sangue, sendo que essa
endotoxemia metabdlica contribui para exacerbar a inflamagdo cronica de baixo grau e a resisténcia a insulina
presentes na obesidade.

Fonte: Cani e Delzene (2011).

Brun et al. (21) verificaram uma nova evidéncia para patogénese da esteatohepatite
ndo alcoolica através da confirmacgdo da relagdo entre aumento de permeabilidade intestinal e
obesidade. Neste estudo, Brun e seus colaboradores observaram o aumento da permeabilidade
intestinal em camundongos geneticamente obesos ob/ob através do uso de medida da
resisténcia transeptitelial com a técnica de Usiing Chamber e da alteracdo das proteinas da
jungdo firme no ileo. Susuki e Hara (22) também comprovaram que o aumento da
permeabilidade intestinal estd associada com a inflamac¢do de baixo grau, caracteristica na
obesidade, por meio da anélise da mudanca na integridade da barreira intestinal e alteragdo na
expressao de proteinas da jungdo firme relacionadas a manutencao desse controle.

Lam et al. (27) estudando camundongos recebendo dieta indutora de obesidade,
encontraram aumento de permeabilidade intestinal com diminui¢do na expressao de ZO-1,
além da diminuigdo na resisténcia transepitelial, que confirma aumento da permeabilidade.

Outros estudos como de Kim ef al. (6) também verificaram que em dieta rica em gordura
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houve mudanga na permeabilidade intestinal e, consequentemente, aumento de endotoxemia
no limen, no plasma e inflamag¢do em camundongos.

Alguns fatores justificam o aumento da permeabilidade intestinal vista na obesidade
induzida por dieta rica em gordura ou fator genético. Resultados do trabalho de Lam et al (27)
mostram que a dieta rica em gordura provoca mudangas metabolicas que prejudicam a funcao
da barreira intestinal como a alteracdo da resisténcia transepitelial medida no intestino que se
traduz em aumento da permeabilidade intestinal e diminui¢ao da expressao de mRNA de ZO-
1 que ¢ uma das proteinas da juncdo firme responsavel por manutencdo da integridade da
barreira.

Algumas citocinas pro inflamatdrias como TNF-y estdo associadas com aumento da
expressdo e atividade de MLCK que por consequéncia leva a desordem da barreira e aumento
da permeabilidade intestinal(18). Portanto, ¢ possivel relacionar a expressao aumentada de
citocinas pr6 inflamatorias na obesidade com aumento da permeabilidade intestinal

principalmente via endotoxemia metabdlica e alteragdo das jungdes firmes (28).

2.3 Translocacao bacteriana relacionada a barreira intestinal

A translocacdo bacteriana ¢ definida por passagem de bactérias viaveis € ndo viaveis
ou endotoxinas do limen intestinal para linfonodos mesentéricos e posteriormente para
circulagdo (13, 29).

A translocacdo bacteriana pode ser mediada de trés formas que foram descritas por
Deitch et al., (30) sendo que uma delas se define pela ocorréncia da alteracdo na integridade
da barreira intestinal promovendo transloca¢do de bactérias e compostos toxicos que sao
drenados pelos linfonodos mesentéricos e causam reagdo inflamatoria.

Evidéncias recentes demonstraram que a translocagdo bacteriana pode resultar em
inflamacdo sistémica ndao somente pela passagem das bactérias, mas também por injarias
provocadas por componentes inflamatérios produzidos na parede intestinal e toxinas
produzidas no intestino. Essa hipotese ampliou a definicdo de translocagdo relacionada com
permeabilidade intestinal que resulta em inflamagdo sistémica e acomete orgdos distantes
(20).

A translocacdo que ocorre pelas junc¢des firmes € decorrente da osmolalidade luminal e
dano do citoesqueleto do enterocito e das proteinas da jungdo firme que estdo sustentadas por
filamentos de actina. Dessa forma, grandes moléculas ou toxinas podem alcancar a camada

mucosa subepitelial e posteriormente a corrente sanguinea devido a essa abertura das juncdes
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firmes.(20). Os mecanismos que envolvem a translocacdo incluem tanto uma alteracdo no
crescimento bacteriano normal que ¢ resultante de alteragdo na microbiota quanto o
rompimento fisico da barreira intestinal com alteracdo da resposta imunolédgica que ¢€

decorrente dos danos causados aos enterdcitos (13) ( Figura 3).

Figura 3: Mecanismos relacionados a transloca¢io bacteriana
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dos mecanismos envolvidos na translocagdo bacteriana envolvem o dano a barreira epitelial.
Fonte: Wiest e Rath (2003).

A fungdo da barreira intestinal integra depende de uma microbiota intestinal normal,
muco epitelial, secrecao de IgA e células imunoldgicas para que o mecanismo de defesa seja
eficiente.(20) Quando ocorre uma perda na funcdo da barreira por alteracdo da microbiota e
permeabilidade, torna-se possivel a translocacdo de endotoxinas que leva a producdo de
citocinas e moléculas pr6 inflamatérias contribuindo para o quadro de doengas metabdlicas
como obesidade(31).

Um estudo desenvolvido por Ammar et al. (32) demonstrou como a translocagdo
bacteriana de bactérias comensais pode influenciar hiperglicemia e uma inflamacdo de baixo

grau presente na diabetes tipo 2 por uso de dieta rica em gordura. O padrdo da dieta pode
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influenciar na alteracdo da microbiota que esta relacionado a inflamagao, alteragcdo na barreira
intestinal, resisténcia a insulina (5, 33).

Citocinas como TNFa e IFNy, que sdo frequentemente associadas a doencas
metabolicas, também influenciam o controle da barreira intestinal por promoverem mudancas
na contracdo do anel de actina e miosina, com isso, abertura das jungdes com perda da

integridade da barreira (34).

2.4 Nutrientes que influenciam na obesidade

Estudos que buscam nutrientes aliados a provavel reduc¢ao da inflamac¢do ou melhora
de desordens metabdlicas tem sido cada vez mais frequentes. Alguns nutrientes podem ser
capazes de alterar a microbiota de forma favoravel e agir como um possivel aliado no controle
da obesidade. Mc Allan et al., (35) observaram em camundongos com obesidade que em uma
dieta rica em gordura, a alteragdo do tipo de proteina ¢ capaz de alterar filos bacterianos, a
relacdo de massa gorda e massa magra e gasto energético.

A microbiota exerce forte influéncia no controle da homeostase da glicemia e no gasto
energético (2, 36). Portanto, o tipo de dieta e a modulacdo da microbiota tém sido alvos de
estudos que buscam aliados ao controle da obesidade.

Dietas ricas em gorduras tem sido cada vez mais investigadas como um forte
componente para alteracdo da microbiota, permeabilidade intestinal e desenvolvimento de
doencas metabdlicas. Cani et al. (25) descreveram o papel da dieta rica em gordura em
promover endotoxemia metabolica e influenciar na obesidade e resisténcia a insulina. A partir
desse estudo outros comprovaram novamente a influéncia da dieta rica em gordura na
alteracdo da microbiota, permeabilidade intestinal e a associagdo com doencas metabdlicas
incluindo a obesidade.

Trés filos tém sido relacionados as mudangas metabolicas relacionadas a obesidade.
Sendo eles: as bactérias gram positivas dos filos - Firmicutes e Actinobacteria ¢ as gram
negativas do filo- Bacteroidetes. Os obesos apresentam uma redu¢do da abundancia relativa
de aproximadamente 50% de Bacteroidetes ¢ aumento proporcional de Firmucutes. E essa
alteracdo esta diretamente relacionada a maior absor¢ao de energia advinda da dieta que ¢

comprovada por meio de experimentos com transplante de microbiota. (37, 38).
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Paralelamente aos estudos que definem fatores que contribuem para alteragdo da
microbiota e permeabilidade intestinal, outros trabalhos buscam entender quais nutrientes
poderiam exercer papel protetor ou modulador nessas alteracdes.

Mujico et al. (39) verificaram o efeito da suplementagdo de acidos graxos (EPA e
DHA, 3000 mg/kg) na modulagdo da microbiota intestinal e ganho de peso em camundongos
com ou sem dieta rica em gordura. A suplementa¢do utilizada promoveu mudancas em filos
bacterianos que resultou em melhora do ganho de peso. Na obesidade, ha maior abundancia
relativa de Bacteroidetes que esta associada ao ganho de peso e, portanto, as mudancas
encontradas foram favoraveis a este controle, uma vez que houve restauragdo da colonizagao
por Firmicutes ¢ Biffidobacterium.

Lin et al. (8) observaram que 4cidos graxos de cadeia curta: propionato, acetato e
butirato foram capazes de proteger camundongos contra dieta indutora de obesidade e do
aparecimento de obesidade resisténcia a insulina através da indugdo de hormonios intestinais
e reducdo de ingestdo alimentar. Dessa forma, é possivel observar como alguns nutrientes
como os 4cidos graxos de cadeira curta tem potencial de influenciar de forma benéfica em
parametros relacionados ao desenvolvimento e manutencgao da obesidade.

A dieta também pode influenciar na producdo de acidos graxos de cadeia curta e
influenciar de forma positiva o controle da obesidade como mostrado por Remely et al.(40)
que promoveram uma intervengao dietética baseada em “guidelines” para prevengao e terapia
da obesidade e constaram alteragdo favoravel no peso e nos filos bacterianos, com maior

abundancia relativa de espécies como Faecalibacterium prausnitzii , produtoras de butirato.

2.5 Butirato e Tributirina

2.5.1 Butirato

O butirato ¢ um acido graxo de cadeia curta produzido por fermentagao bacteriana
intestinal. A disponibilidade do butirato estd associada a sua produ¢do coldnica. A principal
fonte advém da fermentagdo colonica de fibras dietéticas, principalmente as fibras soluveis,
que estdo associadas a maior aumento dessa producdo. O butirato também pode ser
encontrado em alimentos como queijo e manteiga (41).

A habilidade em produzir butirato ¢ atribuida a uma diversidade de bactérias gram

positivas no célon e alteragdes na dieta podem modificar a abundancia relativa de espécies
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produtoras. Além de que nutrientes ingeridos, como carboidratos fermentaveis, e a quantidade
desse macronutriente dentro da dieta, influenciam na producdo do acido graxo(42).

A absorc¢ao do butirato pode ocorrer por diferentes formas ao longo da membrana
apical dos colonocitos e dependera da forma em que se encontra (ionizada ou protonada),
determinada pelo pH (43). Na forma dissociada e protonada, butirato se torna lipossoluvel e
sua absor¢do ocorre por difusdo, através das trocas de AGCC com HCO. Na forma ionizada
ocorre transporte ativo por transportadores de dacidos graxos de cadeia curta como o
transportador de monocarboxilatos (MCT1) que transporta o butirato através da membrana
luminal do colondcito. (41).

Os transportadores monocarboxilatos representam um tipo de transportador de acidos
graxos de cadeia curta. O MCT-1 ¢ uma isoforma associada a este transporte, no entanto Gill
et al (44) verificaram que outras isoformas, 4 ¢ 5 também poderiam estar envolvidas nesse
transporte. A isoforma 1 tem sua localizacdo ao longo do comprimento do intestino e na
membrana apical, enquanto que a 4 e a 5 s3o mais presentes no célon e se localizam na regiao
basolateral dos colondcitos. No entanto, em estudo mais recente, Halestrup et al. (45)
caracterizou a familia de transportadores monocarboxilatos e atribuiu a eles diversas fungdes
como: carreadores de piruvato, lactato e corpos cetonicos e manteve a defini¢do de que MCT-
1 ¢ a isoforma que possui maior afinidade para transporte de acidos graxos de cadeia curta,
incluindo butirato.

Dentro do colondcito, a abundéancia de butirato, por sua vez, ¢ capaz de aumentar a
concentragdo do mRNA do MCT-1 tanto pelo aumento da transcri¢cdo génica como pela maior
estabilidade do MCT-1 transcrito (46). Confirmando essa hipotese, Tudela et al. 2015
investigaram em porcos, com experimentos in vivo € in vitro, que a expressao colonica de
MCT-1 ¢ maior ao incubarem células Caco2 com butirato de sodio. Nesse trabalho
concluiram que hd uma regulacdo positiva na expressao do receptor MCT-1 pelo butirato.
Nesse aspecto, ¢ possivel inferir que esse mecanismo pode servir para aumentar a
disponibilidade de butirato intracelular, portanto, fonte de energia e manutencao da
homeostase no colon.

Apos sua absor¢ao, o butirato exerce seu papel na interacdo com células do organismo
através da ligagdo com receptores acoplados a proteina G (GPR) ou receptores de acidos
graxos (FFAR- free fatty acid receptor), especificamente o GPR41 (FFAI) e 43 (FFA3) que
estdo na membrana plasmatica celular. (47, 48)

Segundo estudo recente, desenvolvido por Kim et al (49), a ativacdo dos receptores

GPR41 (FFAT) e 43 (FFA3 pelos acidos graxos de cadeia curta estd associada a respostas
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imunes mediada em células epiteliais do intestino, como liberacdo de citocinas e producao de
quimiocinas, o que sugere efeito protetor desse processo. Em outro aspecto, estudos
relacionando o butirato a GPR41 E 43, como o de Vinolo ef al (9), também demonstraram um
papel importante no qual a ligacdo de butirato a esses receptores foi capaz de melhorar o

metabolismo da glicose por estimular secre¢do de GLP-1 (glucagon like peptide -1).

2.5.1.1 Butirato na inflamagdo

Butirato tem efeito anticarcinogénico, anti-inflamatorio, anti-oxidante e sacietogénico
e aumenta o controle da integridade da barreira intestinal(41). Essas a¢des do butirato podem
ser devidas a trés mecanismos principais: seu efeito como inibidor da enzima histona
desacetilase, sua a¢do via receptores acoplados a proteina G como GPR41 e 43 e FFAR
(receptor de acido graxo livre) e também pode agir se ligando a elementos responsivos a um
gene alvo. (48).

O butirato ¢ reconhecido pelo mecanismo de acdo relacionado a inibicao de histona
desacetilase (HDAC). Butirato inibira a agdo de HDAC, de forma que a atividade de histona
acetiltransferase (HAT) resulta em hiperacetilagdo das histonas, que remodela a estrutura da
cromatina e regula a expressdo génica. Em estudos relacionando a sua acdo no tratamento e
prevengdo de cancer, o butirato atua aumentando expressao de genes envolvidos com inibi¢ao
da proliferacao celular e induz apoptose em células cancerosas. Esses efeitos estdo ligados a
sua absor¢do no colonocito seguido de diferenciacdo e proliferacdo celular via inibi¢do de
histona desacetilase (50, 51).

O efeito anti-inflamatorio do butirato envolve diversas fungdes como a regulacao da
producdo de citocinas por leucocitos (IL-2, IL-6, TNFa e IL-10) e o recrutamento para o sitio
de inflamacdo. Além disso, inibe o estimulo induzido por expressdo de moléculas de adesao,
producdo de quimiocinas e suprime recrutamento de mondcitos/macrofagos o que controla a
inflamacao. E ainda, papel desse acido graxo como inibidor de HDAC também esta associado
ao controle de inflamacao por inibir o fator de transcricdo NF-kB (10, 41, 52, 53).

O butirato também reduz danos na mucosa intestinal associado a inflama¢ao mediada
por citocinas pré inflamatorias e células do sistema imunologico (54). Leonel et al,.(7)
verificaram o efeito anti-inflamatorio exercido por butirato, através da administracdo de
tributirina, um triglicerideo contendo butirato, em modelo de colite induzida em

camundongos. Os resultados desse estudo mostraram a capacidade do butirato em reduzir o



26

dano a mucosa com a diminui¢do do infiltrado de neutrofilos e eosinodfilos, aumento de

células T reguladoras e citocina IL-10 na lamina propria.

2.5.1.2 Butirato na reduc¢do da permeabilidade e translocagdo bacteriana

Butirato desempenha um importante papel no controle da permeabilidade intestinal.
Diversos estudos relacionam vias de atuacao do acido graxo na integridade da barreira. Huang
et al,.(55) avaliaram em células intestinais Caco2 a diminui¢do da permeabilidade intestinal
com uso de butirato e sugerem nesse estudo que esse controle esta relacionado a ativacao da
via de p38 mitogen activated protein kinase (MAPK).

O mecanismo de atuagao de butirato como inibidor de HDAC descrito anteriormente,
pode promover regulagdo na expressdo das proteinas de jun¢do firme, como as proteinas da
zonula de oclusdo: ZO-1 e ZO-2 em cultura celular, regulando positivamente essa expressao
(56).

Em outro estudo, butirato também foi capaz de aumentar a expressao de outra
proteina da juncdo firme, claudina 1, por promover maior associacdo do seu fator de
transcri¢do, SP1 com seu gene promotor, em células intestinais (57) .

Kinoshita et al.(58) observaram que a capacidade do butirato em reduzir a
permeabilidade celular vista em doengas inflamatdrias intestinais ocorre através do aumento
de ativagdo de PPARy o que se torna favoravel para prevencdo de inflamagdo uma vez que
esse fator de transcri¢do € altamente expresso em células epiteliais colonicas e sua modulagao
se torna eficiente no controle de doengas inflamatdrias intestinais.(59).

A manuten¢do da integridade da barreira intestinal com suplementacdo de butirato
também esta associada ao controle da expressdao de proteinas da junc¢ao firme que regulam a
barreira intestinal e a a¢do do butirato em promover este controle. Wang et al,.(57)
verificaram que butirato de sddio foi capaz de diminuir a permeabilidade intestinal através do
aumento da expressdo de claudina-1 que influenciou na redistribuicdo de ocludina e ZO-1
normalizando a fun¢do da barreira. Atribuiram esse mecanismo pelo efeito de butirato em

favorecer a transcrigao génica de caludina-1.
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2.5.2 Tributirina e vantagens em relag¢do ao uso de butirato

O butirato tem diversas aplicagdes ¢ formas de administracdo, no entanto, quando
administrado por via oral, dois fatores se tornam importantes: sua aceitagdo, devido a baixa
palatabilidade , forte odor caracteristico e sua baixa disponibilidade no intestino grosso.(48)

Dessa forma, alguns estudos comprovam as vantagens da administracdo da tributiruna,
uma pr6é droga do butirato, que ¢ um triglicerideo que contém trés porcdes de butirato
esterificados a um glicerol e se encontra na forma liquida. Quando metabolizada ha liberagao
do butirato por acgdo de lipases o que a torna mais favoravel em manter quantidades maiores
de butirato apos administracdo. De forma especifica, tem-se que um grama de tributirina
produz 10 mmoles de butirato (11) .

Egorin et al. (60) identificaram os principais aspectos relevantes em relagdo as
vantagens farmacocinéticas e toxicidade quando compararam as doses de butirato e tributirina
administradas em ratos. Chei e Bretman (61) também afirmam que a meia vida curta de
butirato de sodio teve seus efeitos solucionados ao se utilizar a tributirina, essa forneceu
aumento de quatro vezes na diferenciagdo celular em relagao ao butirato e portanto efeitos
melhores para o tratamento proposto neste estudo. Gashot et al. (62) também comprovaram
efeitos superiores da administracao de tributirina para diferenciagdo celular em células Caco2
que podem ser grande aliado ao tratamento de cancer colorretal.

Trabalhos recentes também avaliam a tributirina como um aliado a diminuicdo da
permeabilidade intestinal via regulacdo das proteinas da jungdo firme. Cresci et al. (62)
investigaram a suplementagdo de tributirina como um tratamento profilatico para os danos
intestinais provocados pelo uso de alcool e verificaram que seu papel protetor esta associado a
reestabelecimento da barreira por aumento da expressdao de ZO-1, ocludina e no receptor de
butirato, GPR109A, no ileo de camundongos.

No entanto, ainda sdo poucos os estudos que relacionam a tributirina com controle na
obesidade ou alteragdes associadas. Vinolo et al. (9) verificaram esse aspecto, a administragao
de tributirina em camundongos e observou melhora em pardmetros inflamatdrios e desordens
metabolicas como resisténcia a insulina que estao associadas a obesidade induzida por dieta.

Um outro estudo desenvolvido por Weng et al. (10) também verificaram o provavel
mecanismo da tributirina na melhora do metabolismo lipidico e portanto aliado a controle de
obesidade. Observaram o papel da tributirina em induzir PPARy e um fator para biogénse de
peroxissomos, Pex11la, que por estarem relacionados com a B- oxidagdo podem promover

melhora do metabolismo lipidico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar efeitos da tributirina (TBT) sobre a permeabilidade intestinal em modelo

murino de obesidade induzida por dieta.

3.2 Objetivos especificos

Observar no modelo murino de obesidade induzida por dieta se:

1.
2.

A ingestdo de TBT altera o ganho de peso e adiposidade corporais;

E possivel detectar mudancas na concentracdo de TBT e de seu receptor intestinal nos
periodos de jejum prolongado;

A TBT tem efeitos troficos do intestino delgado;

Ocorrem mudancas na permeabilidade intestinal consequente ao uso de TBT,
avaliadas por meio das técnicas de administragdo oral de DTPA marcado com

tecnécio, expressdo das proteinas da juncdo firme e enzima MLCK;

. A translocagdo bacteriana, avaliada com a presenca de E. coli marcada com tecnécio

em tecidos periféricos, ¢ alterada pela ingestao de TBT.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6 entre quatro a seis
semanas de idade obtidos do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas -
CEBIO e mantidos no Biotério Enio Cardillo Vieira, do Instituo de Ciéncias Biologicas (ICB)
da UFMG. Os animais foram expostos a ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura
controlada (28 = 2°C).

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG),
protocolo de pesquisa n°. 230 / 2013.

4.2 Delineamento Experimental

Os camundongos foram mantidos em gaiolas com até trés animais durante todo
experimento. Os animais foram divididos entre 2 grupos:
1. Grupo obeso: 26 animais receberam dieta indutora de obesidade DIO e agua
ad libitum.
2. Grupo obeso + tributirina: 26 animais receberam dieta indutora de obesidade

com adicdo de 0,5% de tributirina DIO TBT e 4gua ad libitum.

4.3 Dieta indutora de obesidade e suplementacio de tributirina

Os animais receberam a dieta indutora de obesidade durante 16 semanas
experimentais. Para indugdo da obesidade, os animais receberam dieta hiperlipidica, com 60%
a energia em forma de gordura saturada durante o periodo citado (63), sendo grupo obeso e
grupo obeso + tributirina com a suplementacdo ja& adicionada no preparo da dieta na
concentracdo de 0,5%. A composicdo e relagdo de percentual de nutrientes das dietas

administradas estdo a seguir representadas nas Tabelas 1 e 2 abaixo.
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Tabela 1: Composicao das dietas DIO e DIO suplementada com 0,5%de tributirina

Quantidade (g)
Ingredientes
DIO DIO + Tributirina 0,5%

Banha de porco 355,0 355,0
Groselha 310,0 310,0
Caseina 200,0 200,0
Amido de milho 62,0 62,0
Celulose 50,0 50,0
Mix de minerais 35,0 35,0
Oleo de soja 20,0 20,0
Mix de vitaminas 10,0 10,0
Cistina 3,0 3,0

Bitartarato de colina 2,50 2,50
BHT 0,014 0,014
Tributirina 0 0,5

BHT: hidroxitolueno butirato; DIO: dieta indutora de obesidade.

Tabela 2: Distribuicdo energética (% do valor calorico total) e densidade caldrica das
dietas DIO e DIO + TBT

DIO DIO + TBT
Carboidrato (% kcal totais) 233 23,2
Proteina (% kcal totais) 14,9 14,8
Lipideos (% kcal totais) 61,8 62,4
Calorias/g 5,21 5,21

Notas: kcal: quilocalorias; DIO: dieta indutora de obesidade; TBT: Tributirina.

O controle da ingestdo alimentar e a medigdo do peso corporal foram feitos
semanalmente. Para obten¢do do dado de ingestao alimentar por animal foi feita a diferenca
de peso dos potes com a dieta antes e apds cada oferta de racdo. O valor obtido era entdo
dividido pelo niimero de animais correspondente a gaiola e entdo dividido pelo nimero de
dias correspondente a esse balango (em geral 7 dias). O mesmo procedimento foi feito para
calculo da dgua ingerida. Apenas o valor de um animal por cada gaiola foi computado para

obtengao dos calculos estatisticos.
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Apds 16 semanas e apos jejum de 2,4 ou 14h, foi feita a eutandsia dos animais sob
anestesia- ketamina (70mg/Kg) e xilazina (15mg/kg) para retirada de sangue e 6rgdos. O
jejum de 14h foi feito para andlise de butirato residual no intestino e regido porta do figado,
além da retirada do tecido adiposo. O jejum de 2h antes da eutanasia foi feito nos
experimentos de medida de translocacdo bacteriana e avaliagdo de permeabilidade intestinal.
A administragdo de DTPA ou da E.Coli marcados com tecnécio foi feita apos jejum de 4h por

gavagem.

4.4 Retirada do tecido adiposo epididimal e calculo de adiposidade

O tecido adiposo epididimal foi retirado para determinag¢do do peso e em seguida
calculo através de uma regra de trés para determinacdo da adiposidade onde: peso total do
animal € cem por cento e multiplica-se entdo o peso do TAE por 100 e divide pelo peso total e

com este resultado tem-se valor correspondente a adiposidade.

4.5 Analise de altura das vilosidade

O ileo foi retirado apds a eutanasia e colocado em solu¢do de formaldeido 10% por 24
horas e depois transferido para solugao de alcool etilico 70%, onde permaneceu até o
momento da inclusdo. O tecido foi, entdo, incluido em paraplast (Paraplast Plus — Sigma
#P3683) para cortes histoldgicos de Spm e coloragdo com hematoxilina e eosina (HE).

Fotos de trés campos representativos de cada amostra foram adquiridas em
microscopico (Zeiss) acoplado com camera digital (Axio Cam MRc) com objetiva de 10x. As

imagens foram analisadas no software Image Pro Plus 6.3 (Media Cybernetics).

4.6 Quantificacio de Butirato - por HPLC

Estomago, figado (na regido da veia porta) e ceco foram pesados em microtubos e 900
puL de acido metafosforico (-25%) foram adicionados. A mistura foi agitada e deixada em
repouso por 30 mim em uma temperature ambiente. Em seguida foi feita centrifugagdo a
13.200 g por 30 mim. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 13.200 g por 20 mim e
entdo congelado a - 20 °C. A concentracdo de acidos graxos de cadeia curta foi determinada
utilizando o aparelho SHIMADZU SPD-10A VP High Performance Liquid Chromatographer

(HPLC) acoplado a detector de UV em comprimento de onda de 210 nm. Para realizar a
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separagdo cromatografica, 20 pL de amostra foi injetada no 101H SHIMADZU 30 ¢cm x 7.9
mm SCR em uma coluna moével a uma taxa de fluxo de 1.0 ml/min and 113 Kgf de pressao

usando 4cido metafosforico a 1% como fase movel (64).

4.7 Avaliagio da permeabilidade intestinal por DTPA (*™Tc¢)

Para determinacao do tempo de coleta de sangue no experimento de permeabilidade
intestinal, os animais (n=5) foram submetidos a 2h de jejum e previamente anestesiados
(ketamina e xilazina) para eutanasia. Os animais foram posicionados em camas para retirada
dos 6rgaos e obtengdo das imagens foram retirados na seguinte ordem: estdmago, intestino
(duodeno, jejuno, ileo e ceco).

Foram feitas inicialmente as imagens na Gama Camara apds 4h por gavagem de 0.1
mL de Acido Dietilenotriaminopentacético (DTPA) marcado com tecnécio 99m (*™Tc). O
MTc  forma de pertecnato de sodio (Na””™TcOs) foi obtido do gerador de
%Molibdénio/**™Tecnécio (IPEN/CNEN, Sio Paulo, Brasil).

A gama camera utilizada foi Nucleine™ TH 22, Hungria. Janela de 20% de simetria
foi utilizada para pico de energia de 140keV e colimador de baixa energia do tipo Low
Energy High Resolution (LEHR) foi utilizado para direcionar os raios. As imagens foram
obtidas durante 10 minutos e armazenadas em uma matriz 256 x 256 pixels. Com estes
resultados foi possivel determinar que tempo adequado para avaliagdo da permeabilidade
intestinal deveria ser 4h e o outro tempo poderia ser 2h apds a gavagem.

A avaliacdo da permeabilidade intestinal foi feita apds 16 semanas experimentais. Os
animais ficaram em jejum 2h antes da administragdo do DTPA marcado com tecnécio (*™Tc)
que foi feita através de gavagem e 4h apds a coleta do sangue caudal foi retirado, em
quantidade média de 50-100ul e colocados em tubos para leitura da radiagdo na a
radioatividade determinada por contador gama (Wizard, Finlandia). Padrdes de dose contendo
a mesma quantidade de radioatividade administrada nos animais foram utilizados para corrigir
o decaimento fisico e para calcular o percentual da dose administrada.

Os resultados foram expressos como percentual da dose administrada por grama de
tecido (% Dose/g), calculados pela seguinte equagao:

cpm /g de argio

% Dose/g =

x 100 = /
cpm da dose padrio cpm = contagem por minuto
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4.8 Analise da amplificacio de mRNA de proteinas da junc¢io firme

A andlise da expressao de proteinas da Jungdo firme ocludina, ZO-1 e da enzima
MLCK foram feitas a partir da por¢ao de ileo e congeladas imediatamente por nitrogénio
liquido e em seguida preservadas no gelo seco. A porcdo do ileo foi colocada em tubo
microtubos livre de RNase e congelados em nitrogénio liquido antes de serem armazenados a
-70°C. Posteriormente, os tecidos foram submetidos a trés etapas: 1. Extragdo do RNA; 2.
Sintese do cDNA e 3. Amplificagdo do cDNA por PCR em tempo real (reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real).

4.8.1 Extra¢do do RNA

Para extragdo do RNA, 50 a 100mg do ileo que foi homogeneizado com 1mL de trizol
(Trizol Reagent, Invitrogen #15596). Apds a homogeneizacdo o tecido adiposo subcutaneo foi
centrifugado a 13.000rpm, 4°C por 10 minutos e o sobrenadante descartado.

Foram adicionados 200puL de cloroféormio, os tubos foram agitados vigorosamente por
30 segundos, incubados a temperatura ambiente por 5 minutos e novamente centrifugados a
13.000rpm, 4°C por 15 minutos. A fase superior foi transferida para outro tubo contendo
500uL de isopropanol e misturadas por inversdao durante um minuto. Em seguida, os tubos
foram incubados a -70°C por 90 minutos, para precipitagdo do RNA.

As amostras foram, entdo, centrifugadas a 13.000rpm, a 4°C por 20 minutos. O
sobrenadante foi removido e o pellet formado lavado com ImL de etanol 75%. Apos
centrifugacdo por 10 minutos sob as mesmas condi¢des, o sobrenadante foi descartado e o
procedimento de lavagem e centrifugagao repetidos.

Novamente desprezou-se o sobrenadante e o pellet foi seco em temperatura ambiente
por cerca de 15 minutos. Depois de seco, o pellet foi ressuspendido em 4gua e incubado em
banho-maria a 55°C por 10 minutos. Espectrofotometro foi utilizado para determinagdo da
concentragdo (ng/uL) e da pureza do RNA (por meio da razdo 260/280) (Spectrophotometer
ND-1000). Todos os materiais utilizados, incluindo microtubos, ponteiras e 4gua foram livres

de RNase e DNase.

4.8.2 Sintese do cDNA
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Para a sintese do cDNA, o RNA extraido de cada amostra foi transcrito em cDNA por
meio da transcriptase reversa (MMLV RT). Um micrograma do RNA foi diluido em 5uL de
agua livre de RNase e DNase. Adicionou-se 0,5uL de Oligo(dT)15 primer (Promega #C1101)
e 1,25uL de agua. Apds homogeneizacdo com a pipeta, os tubos foram colocados em
termociclador a 72°C por 5 minutos (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems).

Em seguida, 3,25uL do mix contendo 0,5uL. de M-MLV RT (Promega #M1705), 2uL
de M-MLV 5x tampao, 0,5uL de dNTP Mix (Promega #UI1515), 0,1uL de RNAsin
(Ribonuclease inhibitor, Promega #N2511) e 0,25uL de agua foram adicionado. Os tubos
foram novamente colocados no termociclador a 42°C por trés horas e, em seguida, 72°C por
15 minutos. As amostras foram armazenadas a -20°C para posterior amplificagdo pela técnica

de PCR em tempo real.

4.8.3 Amplificagdo do cDNA por PCR em tempo real

O c¢DNA sintetizado foi amplificado pela técnica de PCR em tempo real, utilizando
especificos primers. As amostras foram diluidas em agua livre de RNase (1:10) e 2,5uL foram
adicionados a 7,5uL do mix em placa de 96 pogos especifica para PCR em tempo real. O mix
foi composto de 0,75uL de primer foward, 0,75uLL de primer reverse, 1uL de agua e SuL de
Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems #4367659).

A andlise foi feita em maquina especifica (ABiPrism — 7900HT Sequence Detection
System) e analisados o programa SDS 2.4. Todas as amostras foram analisadas em duplicata e
a quantidade de mRNA normalizada pelo GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase). Os
valores foram expressos em quantidade de gene amplificado em comparagdo ao grupo
controle (2"22¢T). A curva de dissocia¢do indicou que um tnico produto de amplificacio foi
obtido em cada reagcdo. A Tabela 3 mostra a sequéncia de nucleotideos de cada primer

utilizado.
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Tabela 3: Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados para o PCR em tempo real

no ileo.

Gene Sequéncia foward Sequéncia reverse
GAPDH CTCAAGATTGTCAGCAATGC CAGGATGCCCTTTAGTGGGC
OCLUDINA ATGTCCGGCCGATGCTCTC TTTGGCTGCTCTTGGGTCTGTAT
Z0-1 CCAGCTTATGAAAGGGTTGTTC  TCCTCTCTTGCCAACTTTTCTC
MLCK AGTTTGTGGCTCCTGAAGTGAT AGTCCGCTGACCAGAATATAGC

Z0-1: Zoénula ocludente 1; MLCK: Myosin light Chain Kinase.

4.9 Translocacao Bacteriana

Para complementar a avaliacao da permeabilidade intestinal, a translocacao bacteriana
foi verificada por meio de gavagem de E.coli marcada com tecnécio (*™Tc). O tempo da
gavagem até a coleta do sangue e dos 6rgdos foi o mesmo de 4h apds a gavagem e 2h de

jejum prévio.

4.9.1 Procedimento de marcacdo da E. coli

Para avaliagio da translocacdo bacteriana foi utilizado a °’™Tc -E.coli como
radiotracador sendo necessario inicialmente, a marcagdo da referida bactéria com o isétopo
radioativo. Este procedimento foi realizado conforme descrito por DINIZ et al. (1999). De
uma cultura mae de E. coli foi feito o repique em agar tripticaseina (Merck). Apos 18 horas de
50 crescimento a 370C a bactéria foi transferida, para solucao salina estéril e sua concentragao
ajustada espectrofotometricamente em 31% de transmitancia a 580 nm, correspondente a 108
UFC/ml. Posteriormente, uma aliquota dessa suspensao bacteriana (2 ml) foi incubada em
tubos contendo 1 ml de solugdo de cloreto estanoso (580 mM, pH 7,0) a 37° C por 10 min.

Apoés a incubacdo, 37,0-55,5 MBq de 99mTc, obtido por elui¢do do gerador
99Mo0/99mTc estéril (IPEN / Brasil) foi adicionado e a preparac¢do foi mantida em 37° C por
10 min. Os tubos foram entdo centrifugados a 3.000 x g por 25 min. Este procedimento foi
repetido trés vezes. Apds a ultima centrifugacdo, a radioatividade do sobrenadante e
precipitado foi medida em calibrador de dose (CRC®-25R Dose Calibrator, Capintec,
Ramsey, E.U.A.) e o percentual de 99mTc incorporado nas células bacterianas foi

determinada utilizando a seguinte equacgao:
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cpm (precipitado)

Ymarcacdo = 100 x
’ ¢ cpm (precipitado + sobrenadante)

cpm = a contagem por minuto

4.9.2 Determinacdo da translocacdo bacteriana

Apos 16 semanas e avaliagao da permeabilidade intestinal, animais foram submetidos
a0 jejum de 2h e em seguida receberam 0,1 ml de suspensdo contendo 1,8 MBq de *™Tc -
E.coli que foi administrado por gavagem a todos os animais. Apds 4h, os camundongos (10 ¢
11 animais por grupo, obeso e obeso TBT, respectivamente) foram submetidos ao
procedimento com anestésico (ketamina e xilazina) e posteriormente a eutandsia com retirada
de sangue, linfonodo mesentérico, figado, baco e pulmdes. Estes foram pesados e colocados
em tubos apropriados para a determinagdo da radioatividade(65). As amostras foram contadas
em um contador com cristal Nal (Tl) (ANSRAbott, Chicago, E.U.A.). Os valores foram

expressos em cpm/g ou ml.

4.10 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados pela média e erro padrdo e a normalidade foi
avaliada pelo teste de D’Agostino-Pearson ou Kolmogorov-Sminorv quando o n foi menor
que 8. A presenca de outliers foi detectada pelo teste de Grubbs (variaveis paramétricas).

Os dados que assumiram a distribui¢cdo normal foram submetidos ao teste t de Student
e os dados ndo-paramétricos foram analisados pelo teste de Mann-Whitney.

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do sofware GraphPad Prism 5.0 e

o nivel de significancia utilizado foi de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Consumo calérico, evolucio ponderal e adiposidade

O consumo calorico (Figura 4-A) bem como na evolucio ponderal (Figura 4-B) foram
semelhantes nos grupos obesos e obesos suplementados com tributirina. O peso do tecido
adiposo epididimal (TAE) e a adiposidade relativa do grupo obeso com tributirina também

foram similares em relagdo ao grupo obeso sem a suplementacgao (Figura 4-C,D).

Figura 4: Consumo caldrico, evolucio ponderal, tecido adiposo epididimal (TAE) e
adiposidade
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Notas: A — Consumo caldrico de cada grupo calculado a partir de quilocalorias consumidas por cada animal por
dia durante as 16 semanas experimentais. B — Peso do tecido adiposo epididimal (g) (TAE). C — Adiposidade
calculada peolo percentual de peso de TAE em relagdo a peso corporal total. D - Peso corporal (g) em cada
semana do periodo experimental.

OB = grupo obeso recebendo dieta indutora de obesidade (DIO) sem tributirina. OB TBT = grupo obeso
recebendo DIO acrescida de TBT 0,5%. C — Peso do TAE. D - % Peso do TAE em relagdo ao peso corporal.
Resultados expressos como média + erro padrdo. n=26/26. Teste t de student. *p<0,05.
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5.2 Avaliacao da altura de vilosidades

Para avaliar se houve qualquer alteracao no aspecto histologico entre os grupos obesos
com ou sem a suplementagao da tributirina, mediu-se a altura das vilosidades entre os animais
(Figura 5). Nao houve diferenca entre a altura das vilosidades entre os grupos e mesmo do
grupo obeso comparado & uma faixa de normalidade para esse parametro, sugerindo que a
tributirina nao foi capaz de alterar este padrao.

Figura 5: Altura das vilosidades do ileo

C Artura da VoS 85

Notas: A, B — Micrografia do ileo corado com hematoxilina e eosina (HE); objetiva de 10X. A — Animal obeso.
B — Animal obeso + tributirina a 0,5%. C — Medida da altura das vilosidades (um). OB = grupo obeso
recebendo dieta indutora de obesidade (DIO) sem tributirina. OB TBT = grupo obeso recebendo DIO acrescida
de TBT 0,5%. n. =5/2. Teste t de student. *p<0,05.

5.3 Quantificacdo de butirato residual

A concentragdo de butirato (Figura 6) foi medida no estdbmago, ceco e figado, na

regido da veia porta, 14h apds jejum. Observou-se uma menor concentracdo de butirato no
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ceco dos animais que receberam a suplementacdo. Os demais Orgdos ndo apresentam

diferenga na concentragdo de butirato entre os grupos.

Figura 6: Concentracio residual de butirato avaliada em estomago, ceco e figado

Concentracao de Butirato

12 = OB
9 @@ OB TBT
o
B 0.8
£
©
g
) 0.4+ .
<
o
S

0.0-

Estdbmago Ceco Figado

Notas: Medida da concentragdo residual de butirato (mg de acido graxo/mg de amostra) em estdmago, ceco ¢
figado apos jejum de 14h por HPLC (cromatografia liquida de alta pressdo). OB = grupo obeso recebendo dieta
indutora de obesidade (DIO) sem tributirina. OB TBT = grupo obeso recebendo DIO acrescida de TBT 0,5%. n=
8/9. Teste t de student. *p<0,05.

5.4 Avaliacao da permeabilidade intestinal e translocacao bacteriana

O aumento da permeabilidade intestinal foi avaliado com 2h e 4h apds a gavagem de
Acido Dietilenotriaminopentacético-(DTPA) marcado Tecnécio 99™° para analise da
detec¢do de difusdo da radioatividade no sangue dos grupos obeso e obeso TBT. Inicialmente
foram analisados os tempos mais apropriados para tal avaliagdo com base nas imagens do
trato gastrointestinal (estdbmago e intestino) feitos com a gama camara 4h apds a gavagem do
DTPA. Comprovou-se que neste tempo, pela localizacdo da maior quantidade do DTPA no
intestino delgado distal, o tempo adequado para coleta de sangue e avaliagdo da
permeabilidade intestinal aumentada deveria ser no maximo 4h para que ndo houvesse perda
dos dados.

Dessa forma, verificou-se que em 2h e 4h, houve aumento da permeabilidade intestinal
e uma melhora no grupo obeso com tributirina em ambos os tempos avaliados como mostra a

Figura 7.
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Figura 7: Avaliacio da permeabilidade intestinal por **™Tc-DTPA 2h e 4h apos
gavagem
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Notas: A — Desenho esquematico representando a disposi¢ao do trato gastrointesintal usado para realizacdo das
imagens cintolograficas. B - Imagens cintilograficas do trato gastrointestinal obtidas em gama camara
(Nucleine™ TH 22, Hungria) realizadas 4h ap0s eutanasia para localizagdo do. C, D - Medida de permeabilidade
intestinal 2h (C) e 4h (D) apds gavagem de ***Tc-DTPA por coleta de 50-100ul de sangue caudal e leitura da
radiagdo por contador gama (Wizard, Finlandia). OB = grupo obeso recebendo dieta indutora de obesidade
(DIO) sem tributirina. OB TBT = grupo obeso recebendo DIO acrescida de TBT 0,5%. n= 7/7. Teste t de
student, *p<0,05.

Para complementar a avaliagdo da permeabilidade intestinal, também foi avaliada a
expressao das proteinas das jungdes firmes, a ocludina, ZO-1 e a enzima MLCK. A ocludina
teve a expressdo diminuida em relagdo a normalidade (Figura 8-A). Ja a expressdo de ZO-1
foi menor no grupo com obesidade e essa alteracao foi modificada no grupo suplementado
com tributirina que apresentou melhora (Figura 8-B). J4 a enzima MLCK nao teve mudanca

na sua expressao em ambos os grupos (Figura 8-C).
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Figura 8: Avaliacio da expressio das proteinas da juncio firme (ocludina e ZO-1) e da
enzima MLCK no ileo por PCR em tempo real
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Notas: A — Expressdo de ocludina no ileo. B — Expressdo de ZO-1(zonula ocludente- 1) no ileo. C — Expressao
da enzima MLCK (Myosin light chain kinase) no ileo. OB = grupo obeso recebendo dieta indutora de obesidade
(DIO) sem tributirina. OB TBT = grupo obeso recebendo DIO acrescida de TBT 0,5%. n =9/8. Teste t de
student, *p<0,05

Em seguida, translocag¢do bacteriana foi avaliada apds a gavagem de E.coli marcada
com Tecnécio (99™7¢). Em todos os 6rgdos analisados (Figura 9-B,C,D,E) exceto linfonodos
mesentéricos (Figura 9-A) observa-se uma menor presenca de bactérias marcadas sugerindo o

efeito da tributirina em reduzir translocagao bacteriana.
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Figura 9: Avalia¢io de transloca¢io bacteriana por *™Tc-E. coli em linfonodo, figado,
sangue, pulmio e bago
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Notas: A medida da translocagdo bacteriana foi realizada em linfonodo mesentérico (A), figado (B), sangue
caudal (C), pulmdo (D) e bago (E) 4h apos gavagem de E. Coli marcada com tecnécio (*™Tc) e leitura da
radiagdo por contador gama (Wizard, Finlandia). OB = grupo obeso recebendo dieta indutora de obesidade
(DIO) sem tributirina. OB TBT = grupo obeso recebendo DIO acrescida de TBT 0,5%. n =10/11. Teste t de

student, *p<0,05.
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6 DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que a suplementacao de tributirina é capaz de reduzir a
permeabilidade intestinal e a translocagdo bacteriana vistas na obesidade, por um mecanismo
que envolve o aumento da proteina da jungao firme z6nula ocludente (ZO-1).

Virios esforcos tém sido feitos para entender os mecanismos de controle e quais
ferramentas podem auxiliar no manejo e tratamento da obesidade. Nesse contexto, o butirato e
a tributirina estdo sendo estudados em seus varios aspectos. Vinolo et al. (9) observaram
melhora de resisténcia a insulina e reducdo na inflamacdo associada a obesidade com a
suplementagdo de tributirina, no entanto os autores ndo avaliaram a diminuicdo da
permeabilidade intestinal nesse trabalho. Outro estudo, desenvolvido por Myoshi et al.(11)
também verificaram que a suplementacdo com a tributirina foi capaz de reduzir injlria
hepatica resultante de endotoxemia metabdlica, no entanto também ndo avaliaram
permeabilidade intestinal que esta associada a propensdo a endotoxemia nessa condi¢do. De
forma complementar a esses estudos anteriores com a suplementacdo de tributirina, 0 nosso
presente trabalho buscou identificar o papel desse triglicerideo na reducdo da permeabilidade
intestinal que ndo havia sido avaliado anteriormente de forma especifica na obesidade.

Em nosso estudo ndo foram observadas mudancas nos parametros de evolucao
ponderal e adiposidade entre os grupos obesos com ou sem a suplementacdo. Um resultado
divergente foi visto por Vinolo ef al. (9) que observaram em camundongos C57BlJ6 que o
tratamento com tributirina atenuou o ganho de peso e de tecido adiposo em animais com
obesidade induzida por dieta. As diferencas entre os resultados podem ser devidas ao modo de
administracao da TBT. No estudo de Vinolo, TBT foi dada por gavagem a cada 48 h durante
um periodo de 10 semanas e em concentragdo de 2g/kg/peso do animal.

Até o momento, os trabalhos que utilizam a administracdo de tributirina ndo possuem
uma metodologia semelhante ao nosso trabalho e, portanto, apresentam resultados divergentes
ou improvaveis para comparacao. A administracdo da tributirina por gavagem, onde a
concentragdo ¢ definida por kg/peso corporal do animal, pode ter impacto em diminuir peso
do animal como foi visto por Vinolo (9) uma vez que a cada semana o animal ganha peso e
recebe um aumento na suplementagdo que ¢ decorrente do seu ganho de peso. Com base no
estudo de Vinolo, no nosso trabalho e tendo em vista outros estudos que utilizam dosagens
menores € ndo encontraram reducdo no peso, supde-se que a tributirina parece exercer esse

efeito quando administrada em dosagens semelhantes a 2g/Kg/peso do animal.
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Embora o estudo acima tenha mostrado um possivel efeito protetor da tributirina no
ganho de peso, ndo foi mostrado nenhum mecanismo claro que a relaciona com a indugdo de
perda de peso. Por outro lado Cresci et al. (66) avaliando a suplementacao de tributirina por
gavagem entre valores que variaram de 0,83 a 10 mM, nao observaram alteracdes no peso
corporal, embora tenha sido demonstrada melhora de pardmetros relacionados a jungao firme,
como o aumento da expressao de ZO-1, corroborando com os nossos resultados. Myoshi ef al.
(11) também ndo observaram perda de peso embora tenham usado a gavagem como método
de administra¢dao e um periodo experimental semelhante ao utilizado por Vinolo, no entanto o
que poderia justificar € o uso de uma dosagem de tributirina de apenas 1g/kg/peso do animal.

Nossos dados estdo de acordo com os descritos anteriormente na literatura.
Mostramos que a absor¢do de butirato ocorre rapidamente, sendo que apos 14 de jejum ndo ha
diferengas na concentragdo de butirato no estdbmago e na regido hepatica da veia porta. Porém
animais que receberam a suplementacdo de tributirina tiveram menor concentragao de butirato
no ceco, sugerindo que possa ter havido maior absor¢ao no intestino proximal. Este fato pode
ter sido devido a capacidade do butirato em regular positivamente 0 mRNA do seu receptor,
MCT-1 como mostrado previamente (46, 67). Cuff et al.(46) desenvolveram o primeiro
trabalho que mostrou a regulacdo da expressdo de MCT-1 exclusiva do butirato. Os autores
mostraram que por dose dependente, butirato pode aumentar a abundancia do mRNA de
MCT-1 tanto pela da transcrigdo génica quanto pela estabilidade do mRNA. Viram ainda que
o aumento na indugdo da proteina de MCT-1 foi capaz de aumentar o transporte de butirato,
que teve uma taxa de captagdo cinco vezes maior. Entdo, concluiram a partir desses resultados
que o butirato ¢ capaz de aumentar a sua disponibilidade via regulacao do seu receptor. Outro
estudo desenvolvido por Borthurkatur ef al. (67) verificou de forma detalhada como butirato
regula positivamente o seu receptor através da identificacdo de uma regido promotora em
MCT-1.Com esses dados, viram em experimento in vitro que o butirato € capaz de estimular a
atividade dessa regidao em MCT-1 aumentando por dose dependente sua transcri¢do. Com os
estudos acima e os dados da absor¢ao de butirato no ceco verificados em ambos os grupos do
nosso estudo, podemos entender que a suplementacdo de tributirina pdde exercer esse efeito
de regulagdo positiva, promovendo o aumento absor¢do de butirato por mecanismo descrito
pela literatura, onde butirato ¢ capaz de regular positivamente seu receptor, aumentando a taxa
de captagdo de butirato, o nimero de receptores, o que torna favoravel uma maior absorg¢ao.

A reducdo da permeabilidade intestinal sugerida pela maior expressdo de ZO-1 pode
ser confirmada pelos resultados de permeabilidade intestinal obtidos pela administragdo de

DTPA marcado com tecnécio (**™Tc). Nossos resultados mostram uma reducdo da
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permeabilidade ap6s 2h e 4h ap6s administragao do radiofdrmaco e coleta do sangue para essa
avaliagdo. Resultados semelhantes em estudo com camundongo foram vistos por Cresci et
al.(66) que constataram que a tributirina foi capaz de melhorar a expressao de ZO-1, além de
reverter danos relacionados a montagem da barreira. Através de imagens obtidas por
imunohistoquimica, foi possivel a esses autores detectar alteracdo na co-localizagdo de ZO-1
com ocludina e demonstrar a sua reversdo com uso de tributirina, o que ¢ crucial para
montagem e manutencao da integridade da barreira.

Embora outros estudos tenham sido realizados in vitro, outros resultados semelhantes
foram vistos em relagdo aos efeitos do butirato na melhora da permeabilidade intestinal.
Estudos prévios mostraram que o butirato ¢ capaz de atenuar o dano da barreira intestinal.
Vias de sinaliza¢dao envolvem a montagem, desmontagem e a manutencdo das jungdes firmes
sao controladas por varias moléculas de sinalizacdo como proteina quinase ativada por
mitégeno (AMPK), proteina quinase C (protein kinase C-PKC) (68). Em um estudo in vitro
desenvolvido por Peng et al. (69) foi constatado o papel de butirato em facilitar a montagem
das jungdes firmes que ocorre via ativacdo da proteina quinase ativada por mitdgeno
(activated mitogen protein kinase — AMPK). Foi constatado que butirato aumenta a atividade
de AMPK o que acelera a reorganizagdo das juncgdes firmes e montagem da barreira por
translocagdo de proteinas da juncdo firme como a ZO-1 e a ocludina, do citoplasma para a
juncao. Esse mecanismo no controle das jungdes firmes foi visto anteriormente por um estudo
desenvolvido por Zhang et a/ (70) que demonstrou que AMPK ¢ ativada durante a inducao de
calcio na montagem da barreira e isso ocorre quando ha a reorganizacdo da ZO-1 e o
estabelecimento da resisténcia transepitelial.

Outro estudo desenvolvido por Wang et al. (57) também comprovou com experimento
in vitro o papel de butirato em melhorar a funcdo da barreira intestinal. Nesse estudo eles
identificaram que butirato ¢ capaz de aumentar a transcricdo de claudina-1, outra proteina
relacionada a regulagdo da barreira, e verificaram ainda que, ao silenciar o gene da proteina a
diminuicdo na sua expressdo estd relacionada a mudanca na integridade por interferir na
redistribuicdo de ocludina ¢ ZO-1. Esses mecanismos descritos na literatura corroboram e
sugerem de que forma butirato pode diminuir a permeabilidade intestinal verificada em
nossos resultados.

Somado aos resultados de permeabilidade encontrados no experimento com tecnécio
(®’™Tc), a alteracdo da integridade da barreira intestinal também foi verificada em nosso
estudo, com analise de expressdo das proteinas de juncdo firme. Na literatura o butirato tem

sido descrito em atenuar essas alteragdes da integridade da barreira (57, 68). Confirmamos
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essa hipotese com o presente trabalho ja que a tributirina foi capaz de melhorar a diminui¢do
da expressdo de ZO-1. Em relagdo a ocludina, o mesmo efeito ndo pode ser visto.
Provavelmente a diferenca entre estes resultados se deve ao fato de que os componentes da
juncdo firme sdao compreendidos por multiplas interagdes transmembrana e proteinas
citoplasmaticas que estdo ligadas ao citoesqueleto de actina, o que demonstra uma diferenca
pequena na localizagdo e papel de ZO-1 e ocludina. Além disso, a forma de controle
especifica que ¢ exercida pelas proteinas da juncao firme em relagdo a barreira intestinal ainda
nao estd totalmente esclarecida na maioria dos estudos e apesar de formarem um complexo
estavel desempenham funcdes diferentes e podem ser reguladas de forma individual por
estimulos diversos como a¢des de citocinas, bloqueadores e outros (16, 71).

A ZO-1 desempenha importante papel tanto na montagem quanto na manutengdo da
barreira, pois ela pertence a familia das proteinas zonulas ocludentes (1,2,3) que se ligam
tanto aos componentes citosolicos quanto aos transmembrana que regulam a barreira. ZO-1
desempenha uma fun¢ao de ancoramento de outras proteinas como a ocludina no filamento de
actina presente no anel perijuncional que regula a permeabilidade (4, 17). Em relagdo ao
aumento na expressao de ZO-1, nos hipotetizamos que mais butirato estaria disponivel nos
enterdcitos e poderia assim interferir na expressao de algumas proteinas da juncdo firme,
como o aumento na expressao de ZO-1. Essa associacdo entre butirato e ZO-1 ja havia sido
descrita anteriormente no estudo desenvolvido por Bordin et al. (56), no qual observaram o
efeito de butirato em inibir a histona desacetilase e portanto controlar a barreira intestinal
principalmente pela via de expressdo de proteinas da zonula ocludente, ZO1,2 e 3 e cingulina,
uma outra proteina capaz de regular as jungdes firmes.

Fanning et al. (17) esclareceram um importante papel de ZO-1, sua ligacdo com
filamento de actina. Os autores identificaram uma regido de aminoacidos em ZO-1 que seria
responsavel por integrar a proteina ao filamento. A partir da analise dessa ligacdo, os autores
concluiram que essa interagdo direta exerce papel na montagem da barreira em diversas
etapas, uma vez que verificaram que, na auséncia dessa regiao ligante de actina (actin biding
region-ABR), embora ndo ocorra mudanga na localizagdo de ZO-1 na jungdo firme, ocorre a
interacdo de ZO-1 com f-actina por regulagdo de ABR, que ¢ que promove o contato inicial
célula-célula para a montagem da barreira.

Além da ZO-1, a ocludina e a MLCK também sdo componentes importantes da juncao
firme estudados nesse trabalho. A ocludina, descoberta na década de 1990 ¢ uma proteina
transmembrana cuja fun¢do nao estd totalmente esclarecida (4). Sabe-se que ela possui um

dominio que se liga a ZO-1 para que essa ultima entdo ela se ligue ao citoesqueleto de actina.
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Dessa forma, nossos resultados sugerem que a mudanca na permeabilidade intestinal teve
efeito do butirato de forma especifica para regulacao na expressdo de ZO-1. Tendo em vista
as funcdes de ZO-1 discutidas com base na literatura, podemos associar que sua regulagdo se
torna importante e significativa para melhora da permeabilidade intestinal e translocagao
bacteriana. Nos trabalhos aqui citados, podemos entender que com os resultados apresentados
por eles, a alteragdo em proteinas transmembranas como ocludina e claudina-1 parecem estar
sempre ligadas a regulagao inicial de ZO-1 (56, 57, 70).

A MLCK possui papel importante na regulacdo do anel perinjuncional uma vez que
pode fosforilar a cadeia leve da miosina e entdo aumentar o espago paracelular, o que
ocasiona em maior permeabilidade (18). Embora mudanga na expressio de MLCK nao foi
detectada, a fosforilacio de MLC poderia ter sido influenciada pela tributirina, exercendo
efeito protetor.

A tributirina e o butirato t€m sido alvos de estudos relacionados ao controle de peso na
obesidade induzida por dieta. (8, 9). No entanto, at¢ o momento os efeitos de TBT na
translocagdo bacteriana relacionada a obesidade nao havia sido estudado. Nos mostramos que
a translocacdo bacteriana pode ser diminuida com uso de TBT. Exceto no linfonodo
mesentérico, que a presenga de bactérias foi menor que em todos os 6rgaos testados. Esse fato
de ndo haver mudan¢a no linfonodo mesentérico, pode ser justificado por duas hipdteses.
Inicialmente temos que a via linfatica € a primeira via que teria presenca de bactérias pelo
conceito de translocagdo bacteriana via intestino (72). No entanto, no presente trabalho,
sabemos que a translocacdo foi mediada por dano da mucosa intestinal e provavel passagem
paracelular das bactérias diretamente para a via sanguinea (30). Isso justificaria a falta de
diferenca entre os grupos Obeso € Obeso TBT da bactéria translocada para o linfonodo, em

contraste com os demais tecidos.
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Em conclusdo, nossos resultados mostram que a administragao da tributirina em 0,5%

reduz a permeabilidade intestinal e a translocacdo bacteriana em animais com obesidade

induzida pela dieta. Esse efeito ndo ¢ devido a diminui¢ao do peso corporal, mas por um

processo que envolve o aumento da expressao da proteina da juncao firme ZO-1.
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ANEXO A: Certificado de aprovacio da pesquisa pelo Comité de Etica no Uso de

Animais
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ETICA MO USD DE
UFMG ANIMAIS
CERTIFICADD

Certificamos que o Pratocola n2. 230/
2013, relativo ao projeta intitulado
“Influéncia da obesidade na
permeabilidade intestinal e oz possivels
efeitos moduladares da tributirina”, que
tem como responsavel Jacqueline saura
Alvarez Leite, esta de acordo com os
Principios Eticos da Experimentacio
Amimal, adotados pela Comissao de Etica
ne Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo
sido aprovado na reuniao de 05/11/2013,

Este certificado espira-se em 05/11/2018.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n&, 230
2 3, related to the Project entilted
"Influence of ohesity on intestinal
permeability and the possible modulatory
effects of ributyrin®, under the supervision
of Jacqueline Isaura Alvarez Leite, is in
agreement with the Ethical Principles in
Amimal Expenimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal
Experimentation {CEUA/UFMG), and was
approved in 05/11/2013. This certificates
expires in 05/11,/2018.



