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Resumo 

A aterosclerose é uma importante doença cardiovascular associada à elevada 

mortalidade em todo o mundo. Na busca pela prevenção ou tratamento de eventos 

cardiovasculares, estudos utilizando nutrientes tem se destacado fortemente. O 

butirato é produzido no organismo pela fermentação bacteriana de fibras e 

carboidratos não digeridos no cólon e constitui a principal fonte energética para os 

colonócitos. Diversos estudos têm mostrado que o butirato possui efeitos anti-

inflamatórios, anti-oxidantes, anti-carcinogênicos, bem como outras propriedades. 

Uma vez que a aterosclerose é uma doença de etiologia multifatorial onde 

inflamação e estresse oxidativo são fatores importantes, as propriedades anti-

inflamatórias e anti-oxidantes do butirato o tornam um nutriente promissor para o 

estudo do seu efeito sobre a aterogênese. Assim, o objetivo deste trabalho foi 

estudar o efeito da ingestão de butirato de sódio no desenvolvimento da 

aterosclerose utilizando camundongos deficientes na apoproteína E (ApoE-/-). Para 

tanto, foram utilizados animais machos, com 6-8 semanas de idade, divididos nos 

grupos Controle e Butirato, recebendo dieta padrão para camundongos, sem ou 

suplementada com butirato de sódio, respectivamente, por dez semanas. 

Previamente à eutanásia, foram realizados Teste de Tolerância Oral à Glicose e 

Teste de Sensibilidade à Insulina. Os resultados mostraram que o butirato não 

alterou o perfil lipídico e glicêmico nem a tolerância oral à glicose. No entanto, a 

sensibilidade à insulina foi melhorada no grupo Butirato. Apesar da ausência de 

efeito sobre a colesterolemia, houve uma importante redução da aterosclerose na 

aorta do grupo Butirato. Embora esta redução não tenha sido encontrada na válvula 

aórtica, essa apresentou menor presença de moléculas inflamatórias (CCL2 e 
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VCAM1) nas lesões, assim como maior estabilidade da placa, uma vez que 

apresentou menor quantidade de metaloproteinase-2 de matriz extracelular 

acompanhada de maior conteúdo de colágeno. A peroxidação lipídica no fígado dos 

animais tratados também foi reduzida, apresentando menores concentrações de 

malondialdeído e de hidroperóxidos, associado ao aumento da atividade da 

catalase. Foram realizados, também, experimentos in vitro com células endoteliais 

(EA.hy926) pré-tratadas com butirato  por 2h e, em seguida, estimuladas com LDL 

oxidada. O pré-tratamento com butirato atuou de maneira benéfica, reduzindo a 

secreção das moléculas pró-inflamatórias CCL2, VCAM1, TNF, IL-6 e IL-1β, bem 

como aumentando a secreção da citocina anti-inflamatória IL-10. O tratamento com 

butirato também reduziu a atividade do NF-kB e a expressão de NADPH oxidase-

p22phox. Os resultados sugerem, portanto, que os efeitos antiaterogênicos do 

butirato de sódio podem resultar das propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes 

desse nutriente. 

Palavras-chave: Aterosclerose, Butirato de sódio, Colesterolemia, Inflamação e 

Estresse oxidativo. 
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Abstract 

Atherosclerosis is a major cardiovascular disease associated with high mortality 

worldwide. In the search for prevention or treatment of cardiovascular events, studies 

using nutrients has emerged strongly. Butyrate is produced in the body by the 

bacterial fermentation of fiber and undigested carbohydrates in the colon and is the 

main energy source for colonocytes. Butyrate has anti-inflammatory, anti-oxidants, 

anti-carcinogenic effects and other properties. Since atherosclerosis is a 

multifactorial disease in which inflammation and oxidative stress are important 

factors, anti-inflammatory and anti-oxidant properties of butyrate make it a promising 

nutrient for the study of its effect on atherogenesis. Therefore, the objective of this 

work was to study the effect of intake of butyrate in the development of 

atherosclerosis in apoprotein E-deficient mice (ApoE-/-). Male animals (6-8 weeks 

old) were fed a control diet or butyrate-supplemented diet (1%) for 10 weeks; control 

and Butyrate group, respectively. Before euthanasia, Oral Glucose Tolerance Test 

and Insulin Sensitivity Test were performed. Butyrate did not affect the lipid and 

glycemic profiles or oral glucose tolerance. However, the insulin sensitivity was 

improved in the butyrate group. Despite the absence of effect on serum cholesterol, 

there was a significant reduction of atherosclerosis in the aorta of the butyrate group.  

Although this reduction was not found at the aortic valve, this had less inflammatory 

molecules (VCAM1 and CCL2) in the lesions, as well as increased stability of the 

plate, since showed less matrix metalloproteinase-2 and increased collagen content. 

Lipid peroxidation in the liver of treated animals was also reduced, with lower 

concentrations of malondialdehyde and hydroperoxide associated with increased 

catalase activity. We also performed in vitro experiments to study the effect of pre-
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treatment of endothelial cells (EA.hy926) with butyrate.  EA.hy926 cells were pre-

icubated with butyrate for 2h and then stimulated with oxidized LDL. The 

pretreatment reduced production of proinflammatory molecules CCL2, VCAM1, TNF, 

IL-6 and IL-1β, and increased secretion of anti-inflammatory cytokine IL-10. Butyrate 

also reduced the NF-kB activity and NADPH oxidase-p22phox expression. Therefore, 

the results suggest that the anti-atherogenic effects of butyrate may result from anti-

inflammatory and antioxidant properties of this nutrient. 

Keywords: Atherosclerosis, Sodium butyrate, cholesterol, inflammation and oxidative 

stress. 
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1- INTRODUÇÃO  

 

As doenças cardiovasculares são importantes causadoras de morbidade e 

mortalidade em todo o mundo. A principal característica dessas doenças é a 

ocorrência da aterosclerose, que é caracterizada pelo acúmulo de placas de gordura 

nas artérias podendo, progressivamente, reduzir o diâmetro do vaso ou mesmo 

obstruí-lo. A obstrução causada pelos ateromas leva à falta de suprimento 

sanguíneo, ou isquemia, podendo ocasionar a morte tecidual. Neste contexto, a 

aterosclerose está altamente associada às isquemias cardíacas e cerebrais, 

relacionadas ao infarto agudo do miocárdio e à acidentes vasculares cerebrais, 

respectivamente. 

A aterosclerose é uma doença inflamatória crônica de etiologia multifatorial, 

podendo-se citar diversos fatores de risco como dislipidemias, hipertensão, diabetes, 

obesidade, tabagismo, uso excessivo de álcool e sedentarismo. Esses fatores 

sozinhos ou associados são precursores de uma resposta inflamatória crônica 

causadora da disfunção endotelial, sendo, esse, um processo chave para o início e 

progressão da doença vascular aterosclerótica.  

A dieta possui um papel importante na ocorrência bem como na prevenção da 

aterosclerose. Os cuidados na alimentação vão desde um controle visando melhora 

no perfil lipídico e glicêmico sanguíneo a uma ingestão calórica adequada para 

controle do peso corporal, principalmente em caso de obesidade. Assim, o tipo de 

alimento consumido contribui de maneira expressiva para a obtenção de nutrientes 

que possam auxiliar na prevenção da aterosclerose. Neste contexto, a busca de 

nutrientes que possam ser suplementados na alimentação tem se destacado em 

diversos estudos para prevenção e/ou tratamento da aterosclerose. 
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O butirato é um nutriente encontrado em queijos e manteiga, mas sua 

principal fonte no organismo é pela fermentação bacteriana de fibras e amido não 

digerido no cólon. O butirato é a principal fonte energética para os colonócitos, mas 

também influencia uma ampla rede de funções celulares afetando beneficamente a 

saúde intestinal, principalmente devido ao seu potencial anti-inflamatório, 

anticarcinogênico e antioxidante. Essas propriedades fazem do butirato um nutriente 

promissor no estudo de seus possíveis efeitos no desenvolvimento da aterosclerose, 

uma vez que inflamação e estresse oxidativo são características intrínsecas dessa 

doença. 

O presente estudo, portanto, estuda os efeitos que a suplementação de 

butirato na dieta conferem ao desenvolvimento da aterosclerose e os seus possíveis 

mecanismos de ação.  
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2- REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1- Aterosclerose 

 

A aterosclerose é uma doença multifatorial crônica e progressiva com um 

importante componente inflamatório associado a mudanças no perfil lipídico. Pode 

ser considerada uma forma de inflamação crônica resultante da interação entre 

lipoproteínas modificadas oxidativamente, macrófagos e outras células do sistema 

imune. Tal resposta inflamatória ocorre em estímulo à presença de um agente 

inflamatório, sendo esse, frequentemente, a LDL oxidada. A agregação de 

lipoproteínas na íntima arterial tem sido proposta como sendo primordial na 

aterosclerose (Casos et al., 2008; Hansson et al., 2006; Mallika et al., 2007; 

Rosenson, 2004).  

O fluxo sanguíneo gera importantes forças físicas que agem nas células 

endoteliais, denominadas forças de cisalhamento ou shear stress, que tem efeito 

sobre a morfologia dessas células. Em regiões da ramificação arterial ou curvatura, 

onde o fluxo é perturbado (baixo shear stress), as células têm formas poligonais e 

sem orientação específica e estas áreas mostram aumento da permeabilidade a 

macromoléculas, tais como LDL sendo locais preferenciais para a formação de 

lesões ateroscleróticas (Lusis, 2000). 

Concentrações elevadas de LDL na corrente sanguínea aumentam sua 

migração por entre as células endoteliais e a interação com proteoglicanos da matriz 

subendotelial resulta em sua retenção. A ação de espécies reativas de oxigênio 

produzidas por macrófagos residentes, células musculares lisas e células endoteliais 

leva à oxidação das LDL aprisionadas (Steffens et al., 2004). As LDLs oxidadas 
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estimulam a síntese de moléculas quimiotáticas para monócitos (MCP1/CCL2) e a 

expressão de moléculas de adesão celular como P-Selectinas, VCAM e ICAM. As 

moléculas CCL2, então, atraem os monócitos que se ligam às selectinas 

aumentando o rolamento e, por fim, se aderem firmemente às demais moléculas de 

adesão, levando à sua migração via endotélio para a camada íntima do vaso (Casos 

et al., 2008). Os monócitos diferenciam-se, então, em macrófagos que expressam 

receptores scavenger CD36 e SR-A que se ligam às LDLs oxidadas e as endocitam 

levando à formação de células espumosas devido ao acúmulo de lipídeos nesses 

macrófagos. Isso ocorre porque não há uma regulação negativa, ou seja, a 

expressão desses receptores não é regulada pelo conteúdo de partículas captadas 

(Manning-Tobin et al., 2009). Assim, dá-se início a formação da estria gordurosa, 

que constitui a primeira fase da lesão (Figura 1) (Mitchinson et al., 1987). 

Na evolução da placa ocorre uma transição de estria gordurosa, relativamente 

simples, para lesão fibrogordurosa, caracterizada pela migração de células 

musculares lisas da camada média da parede arterial para a íntima ou espaço 

subendotelial. Estas células podem proliferar e também captar lipoproteínas 

modificadas formando células espumosas. As células musculares lisas sintetizam 

proteínas da matriz extracelular como colágeno, elastina e proteoglicanos, que 

levam à formação da capa fibrosa (Hansson et al., 2006; Mallika et al., 2007; 

Rosenson, 2004). O conteúdo de colágeno compreende cerca de 60% das proteínas 

situadas na placa aterosclerótica e exerce um papel chave na estabilidade das 

lesões (Adiguzel et al., 2009). Essas lesões, em estágio intermediário, desenvolvem 

um núcleo de material rico em lipídeos, sugerindo que elas representam um 

precursor para lesões mais avançadas (Ross, 1995). 

 



27 

 

 

 

Figura 1- Formação da aterosclerose 

As partículas de LDL modificada oxidativamente na cama íntima da artéria iduzem a secreção de 
moléculas quimiotáticas para monócitos (CCL2) e a expressão de moléculas de adesão celular que 
levam à adesão endotelial de monócitos e sua posterior migração para a camada íntima onde se 
diferenciam em macrófagos. Estes por meio de receptores scavenger (como CD36) captam as 
partículas de LDL oxidadas formando as células espumosas (foam cell) e o conseqüente 
desenvolvimento da placa aterosclerótica. Os macrófagos, assim como outras células, secretam 
citocinas, espécies reativas de oxigênio (ROS) e outros mediadores de ação próinflamatória, como 
metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs) que degradam colágeno, desestabilizando a placa. 
Fonte: Adaptado de Libby 2002 (Libby, 2002). 
 
 
 

As placas maduras ou fibrosas apresentam uma estrutura mais complexa. No 

centro da placa estão as células espumosas, os lipídeos extracelulares derivados de 

células que sofreram apoptose, cristais de colesterol e as células necróticas, 

envolvidos por uma capa de células musculares lisas e fibras de colágeno. Células 

dendríticas, mastócitos e poucas células B também estão presentes na placa, sendo 

a região de interface do centro e capa fibrosa abundante em células T. Calcificações 

são frequentemente encontradas próximas ao centro necrótico (Andres et al., 2012; 

Hansson et al., 2006; Ross, 1995). 
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Diversos componentes moleculares estão envolvidos na aterogênese e 

muitos deles têm sua produção estimulada por LDLox. As partículas de LDLox 

também estimulam a expressão de CD36, contribuindo de maneira importante para 

aumentar sua captação (D'Archivio et al., 2008; Feng et al., 2000). O CD36 é 

expresso em vários tipos celulares como células edoteliais, adipócitos, células 

dendriticas, células musculares lisas, dentre outras, mas os monócitos/macrófagos 

possuem um papel de destaque para o início do processo aterosclerótico via 

expressão desse receptor (Collot-Teixeira et al., 2007; Nicholson et al., 2004). A 

deficiência em CD36 reduz acentuadamente a captação de LDLox por macrófagos 

peritoneais e reduz o desenvolvimento da aterosclerose em camundongos ApoE-/- 

(Febbraio et al., 1999; Febbraio et al., 2000), sugerindo ser o principal receptor para 

lipoproteínas modificadas (Nicholson et al., 2004). Além de atuar na captação de 

LDLox, estudos tem mostrado que o CD36 pode estar envolvido na retenção dos 

macrófagos no sítio da lesão, pois a sinalização do CD36 em resposta à LDLox 

altera o citoesqueleto dos macrófagos aumentando sua adesão e inibindo sua 

migração (Park et al., 2009).   

Sequencialmente à ativação dos macrófagos redidentes pela LDLox, estes, 

juntamente com células endoteliais, secretam CCL2 que induzem o recrutamento de 

monócitos, atuando de maneira importante para aumentar o infiltrado de macrófagos 

na íntima arterial (Harrington, 2000). A expressão de CCL2 contribui de maneira 

expressiva para a gênese e evolução da aterosclerose, sendo que sua deficiência 

em modelo murino de aterosclerose possui efeito ateroprotetor (Gu et al., 1998). 

Além do recrutamento causado por CCL2, a participação de moléculas de adesão é 

fundamental para a migração dos monócitos atraídos. As LDLox também estimulam 

a expressão dessas moléculas pelo endotélio. A expressão de VCAM-1, por 
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exemplo, tem um efeito crítico na aterosclerose, particularmente nos primeiros 

estágio de formação de lesões (Cybulsky et al., 2001; Ley et al., 2001).  

Durante a progressão da aterosclerose, outros componentes inflamatórios 

surgem e contribuem para a progressão das lesões. Citocinas proinflamatórias como 

TNF e IL-1β possuem efeito proaterogênico, como, por exemplo, induzindo a 

secreção de outros fatores nocivos que aumentam ou agravam a aterosclerose 

(Tedgui et al., 2006). As citocinas próinflamatórias aumentam a expressão de CCL2, 

VCAM-1 e ICAM-1, acelerando o crescimento das lesões, e de metaloproteinases de 

matriz extracelular (MMPs), que reduz a estabilidade da placa. MMPs são 

secretadas por células ativadas, como macrófagos e células musculares lisas, e 

causam a degradação do colágeno tornando a placa vulnerável à ruptura (Adiguzel 

et al., 2009; Tedgui et al., 2006). MMP2 e MMP9 são as principais proteases 

envolvidas na aterosclerose, sendo sua expressão e atividade aumentadas em 

estágios avançados da placa ateromatosa (Wagsater et al., 2011). A deficiência 

dessas MMPs em animais ApoE-/- foi associada com redução na aterosclerose 

(Kuzuya et al., 2006; Luttun et al., 2004). 

A ativação do fator de transcrição-kappa B (NF-kB) é potencialmente uma das 

principais vias proinflamatórias na aterogênese. NF-kB ativado tem sido identificado 

em células endoteliais, células musculares lisas, macrófagos e outras células imunes 

em lesões ateroscleróticas (Brand et al., 1996). Essas células são essencialmente 

susceptíveis à ativação proinflamatória pela via do NF-kB nos eventos de iniciação e 

progressão da aterosclerose. Nos primeiros estágios, a via do NF-kB exerce papel 

importante na ativação endotelial e no recrutamento de monócitos, por regular a 

expressão gênica de moléculas de adesão, como ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina, e 

de moléculas quimiotáticas, como CCL2. Outros fatores proaterogênicos como TNF, 
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IL-1β, IL-6, MMPs, iNOS, dentre outros, também tem sua regulação gênica mediada 

pela via do NF-kB, exercendo efeito chave na evolução da placa (Monaco et al., 

2004).   

Além dos eventos inflamatórios, a patofisiologia da aterosclerose aponta o 

estresse oxidativo como fator chave associado às alterações fisiológicas 

desencadeadoras dessa doença, por atuar na oxidação de LDL, como já 

anteriormente comentado (Kinoshita et al., 2013; Libby et al., 2011). No entanto, o 

estresse oxidativo também é importante na progressão das lesões ateroscleróticas 

podendo aumentar a vulnerabilidade da placa e consequente ruptura (Parthasarathy 

et al., 2008). Aspectos sobre o estresse oxidativo e a oxidação de LDL serão 

melhores abordados posteriormente, bem como suas implicações no 

desenvolvimento da aterosclerose. 

 

2.2- Butirato 

 

Ácidos graxos de cadeia curta (SCFA), principalmente acetato, propionato e 

butirato, são ácidos orgânicos, produzidos no cólon por fermentação bacteriana de 

fibras dietéticas ou amido resistente. Essa fermentação permite a recuperação de 

energia de fontes alimentares que não foram digeridas no intestino delgado, e 

estima-se que este processo contribua com 5 a 15% do requerimento calórico total 

em humanos (Hamer et al., 2008).           

O butirato é um componente encontrado em alimentos como queijo e 

manteiga, adicionalmente à sua produção pela fermentação bacteriana no cólon  

(Hamer et al., 2008).  
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Além de sua função nutricional no cólon, tem-se encontrado diversos outros 

efeitos exercidos pelo butirato. O butirato destaca-se como componente fundamental 

para a saúde intestinal, particularmente pela prevenção e inibição do câncer de 

cólon (Hamer et al., 2008). Uma redução na produção de agentes pro-inflamatórios 

aponta esse ácido graxo como anti-inflamatório e, além do efeito imunomodulatório, 

o butirato promove apoptose em células com elevada proliferação e/ou ativação 

(Bailón et al., 2010; Ramos et al., 2002; Vinolo et al., 2011a; Vinolo et al., 2011b). 

Outra propriedade benéfica que tem sido atribuída ao butirato é o efeito antioxidante 

que, inclusive tem sido apontado como parte do mecanismo para redução da 

inflamação (Hamer et al., 2008; Leonel et al., 2012a; Russo et al., 2012). Assim, a 

seguir abordaremos as características e propriedades do butirato com maiores 

detalhes. 

 

2.2.1- Absorção do butirato: MCT1 

 

A absorção dos ácidos graxos de cadeia curta ocorre por diferentes 

mecanismos. A forma protonada dos SCFA pode ser absorvida por difusão, já que 

as formas não-dissociadas são lipossolúveis, podendo atravessar a membrana 

livremente. No entanto, os SCFA são ácidos fracos, apresentando pKa em torno de 

4.8, e por isso mais de 90% apresentam-se na forma iônica (dissociada) no lúmen 

colônico. Assim, outras vias de absorção são reportadas, como troca iônica, que 

medeiam a troca SCFA:HCO3 através da membrana citoplasmática, e proteínas 

transportadoras. Tem sido descrito um importante agente transportador envolvido no 

influxo dos SCFA através da membrana, o transportador de monocarboxilato-1 

(monocarboxylate transporter 1 - MCT1) que depende do gradiente de H+ (Figura 2)  
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(Cook et al., 1998; Gill et al., 2011; Hadjiagapiou et al., 2000; Hamer et al., 2008). 

Transportadores de monocarboxilatos são proteínas contendo 12 domínios α-hélice 

transmembrana com C- e N-terminal localizado no citoplasma. Eles são conhecidos 

carreadores de piruvato, lactato e corpos cetônicos para dentro das células 

(Halestrap, 2012) e, adicionalmente, MCTs também transportam os produtos de 

fermentação no cólon: ácidos graxos de cadeia curta (Hadjiagapiou et al., 2000).  

 

 

 

Figura 2- Absorção de função do butirato.  
O transporte de butirato para dentro da célula ocorre por difusão (forma protonada) e, principalmente, 
via transportador de monocarboxilato-1 (MCT1), forma dissociada. Em colonócitos normais (não 
cancerosos) o butirato é o principal nutriente utilizado como fonte energética e aumenta a proliferação 
e regeneração celular. Em colonócitos cancerosos, no entanto, o butirato não é utilizado no 
metabolismo energético e apresenta atividade inibidora de histona desacetilase (HDAC), induzindo 
hiperacetilação gênica. A inibição de HDAC por butirato tem sido associada à parada do ciclo celular 
e apoptose em células malignas, por modificação na expressão gênica. O efeito supressor de tumor 
por butirato também tem sido descrito via ativação de receptores acoplados à proteína G, como o 
GPR43. 
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O transporte do butirato é importante também para a homeostase dos 

colonócitos, através da regulação da expressão gênica.  MCT1, exerce um papel 

importante para os efeitos anticarcinogênico e anti-inflamatórios do butirato (Cuff et 

al., 2004; Thibault et al., 2010) 

 

 

2.2.2- Efeito do butirato mediado por GPR  

 

Além do efeito após sua absorção, os ácidos graxos de cadeia curta têm sua 

interação com as células do organismo também por meio de receptores acoplados à 

proteína G (GPR, ou receptor de ácidos graxos - free fat acid receptor - FFA), 

principalmente GPR41 (FFA3) e GPR43 (FFA2), presentes na membrana plasmática 

celular (Ulven, 2012). A expressão desses receptores tem sido descrita em diversas 

células do organismo, como colonócitos, células enteroendócrinas, adipócitos, 

células da medula óssea, dentre outras como as células do sistema imune (Brown et 

al., 2003; Karaki et al., 2006; Karaki et al., 2008; Tazoe et al., 2009). GPR43 possui 

maior especificidade, sendo encontrado em altos níveis em células 

polimorfonucleares (PMN), principalmente em neutrófilos, e em menores níveis em 

células mononucleares do sangue periférico (peripheral blood mononuclear cells - 

PBMC). RNA mensageiro para GPR43 também já foi detectado na medula óssea e 

baço. A expressão GPR41 parece ser mais amplamente distribuída com significante 

expressão no baço, linfonodo, medula óssea e PBMC (Le Poul et al., 2003). 

GPR43 está altamente envolvido no câncer de cólon (Figura 2). Esse receptor 

tem expressiva redução e, em alguns casos, completa perda da expressão, em 
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linhagens de células de câncer de cólon. Interessantemente, a restauração da 

expressão do receptor GPR43 em linhagem celular de câncer de cólon (HCT8), 

transfectadas com um vetor de GPR43, potencializou o efeito da atividade 

antitumorigênica do butirato, aumentando a apoptose nessas células (Tang et al., 

2011).  

Além do câncer, a via de ação extracelular do butirato também tem sido 

abordada na inflamação. Estudos realizados em camundongos deficientes em 

GPR43 (Gpr43-/-) mostraram que esses animais apresentaram exacerbada 

inflamação em modelo de colite, artrite e asma, havendo aumentada produção de 

mediadores inflamatórios e recrutamento de leucócitos. Adicionalmente, animais 

selvagens reconstituídos com medula óssea deficiente deste receptor também 

tiveram inflamação similar aos animais Gpr43-/- (Maslowski et al., 2009).  

 

2.2.3- Propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes do butirato 

 

O efeito do butirato sobre doenças inflamatórias intestinais tem sido o 

principal foco da literatura científica ao abordar os efeitos desse ácido graxo. O 

butirato tem mostrado sua ação protetora particularmente por reduzir a inflamação e, 

portanto, a evolução de condições patológicas como colite e mucosite intestinal 

(Ferreira et al., 2012; Hamer et al., 2010; Leonel et al., 2012a; Vieira et al., 2012). 

Além disso, esse efeito anti-inflamatório tem sido bastante evidenciado nos 

diferentes tipos celulares do sistema imune. 

A capacidade do butirato em atuar no sistema imune atenuando a inflamação 

indica que a possibilidade deste nutriente exercer efeitos sobre o sistema vascular 

prevenindo ou melhorando doenças é promissora. Neste contexto, podemos citar 



35 

 

importantes propriedades anti-inflamatórias do butirato que vão desde a redução na 

quimiotaxia e adesão de monócito bem como a redução na produção de citocinas 

por macrófagos (Park et al., 2007; Zapolska-Downar et al., 2004).  

 A redução no recrutamento de leucócitos ocasionada pelo butirato resulta 

principalmente de sua capacidade em diminuir a quimiotaxia e a adesão dessas 

células, como demonstrado em vários estudos (Meijer et al., 2010; Vinolo et al., 

2011b). O butirato tem mostrado ser eficaz em reduzir a expressão/secreção de 

CCL2 em várias condições experimentais de inflamação. Cox et al. (2009) 

demonstraram que o butirato reduziu a secreção de CCL2 de maneira concentração-

dependente por monócitos estimulados com lipopolisacarideo (LPS). CCL2 também 

foi inibida por butirato (10mM) em células Caco-2 estimuladas com Candida albicans 

e Saccharomyces cerevisiae (Saegusa et al., 2007). O tratamento com butirato 

igualmente reduziu a secreção de CCL2 num experimento em que macrófagos 

foram co-incubados com adipócitos in vitro. Este resultado demonstrou uma ação 

importante do butirato já que a interação entre macrófagos e adipócitos é comum na 

obesidade, uma condição altamente associada a doenças cardiovasculares (Ohira et 

al., 2013). 

 Após a atração dos leucócitos por quimiocinas, a expressão de moléculas de 

adesão vascular, tais como moléculas de adesão vascular (Vascular cell adhesion 

molecule - VCAM) e molécula de adesão intercelular (Intercellular adhesion molecule 

- ICAM), é importante para a firme adesão celular e posterior migração para a 

camada íntima arterial (Behrendt et al., 2002; Galkina et al., 2007; Smith, 2008). 

Estudos têm mostrado que o butirato também é capaz de reduzir a adesão endotelial 

de leucócitos. Zapolska-Downar et al. (2004) mostraram que a expressão proteica 

de VCAM-1 e ICAM-1 em células endoteliais umbilicais humanas (Human umbilical 
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vascular endothelial cells - HUVEC) estimuladas com TNF-α e IL-1β foi reduzida 

após pré-incubação com butirato, sendo essa inibição também observada na 

expressão gênica. Esse efeito foi acompanhado pela redução na adesão de 

monócitos e linfócitos às células endoteliais também estimuladas com TNF-α e IL-

1β. Os mecanismos envolvidos na inibição da expressão gênica das moléculas de 

adesão nesse estudo foram associados à redução na atividade do fator de 

transcrição nuclear–κappa B (NF–κB) nas células HUVEC após pre-incubação com 

butirato, assim como o aumento na atividade do receptor-α ativado por proliferador 

de peroxissomas (Peroxisome proliferator-activated receptor-α (PPAR-α). A 

capacidade do butirato em reduzir a expressão de moléculas de adesão, assim 

como a adesão monocítica em células endoteliais, também foi confirmada por outros 

autores (Menzel et al., 2004). Além disso, o butirato possui efetiva capacidade 

inibidora da secreção de citocinas pro-inflamatórias, como TNF-α, IL-1β e IL-6, além 

de induzir a produção da citocina anti-inflamatória IL-10 (Liu et al., 2012) em 

macrófagos, que exercem papel chave na aterogênese. 

Elevadas concentrações de oxido nítrico (NO) produzidas pela óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS) podem exercer efeitos adversos à saúde vascular (Kibbe et 

al., 1999; Stathopulos et al., 2001). Aumentada produção de NO por iNOS está 

associada à elevada formação de peroxinitrito (por sua reação com radicais 

superóxidos), que induz peroxidação proteica (formação de nitrotirosina), e também 

contribui com disfunção no miocárdio e falência cardíaca (Feng et al., 2001). 

Interessantemente, tem sido descrito que butirato reduz a produção de NO derivado 

de iNOS in vivo e in vitro (Liu et al., 2012; Ni et al., 2010). Chakravortty e 

colaborados (Chakravortty et al., 2000) mostraram que o butirato reduziu a produção 

de NO por macrófagos murinos RAW 264.7 sob estímulo inflamatório com LPS e 
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este efeito foi ocasionado pela inibição da expressão de iNOS via redução da 

atividade do fator de transcrição NF-kB. O efeito redutor do butirato sobre produção 

de NO também foi confirmado por outros trabalhos em macrófagos murinos RAW 

264.7 (Liu et al., 2012), em macrófagos peritoneais extraídos de camundongos 

C57BL/6 (Ramos et al., 2002) e em células microgliais (Kim et al., 2004; Huuskonen 

et al., 2004).   

A produção de NO induzida por iNOS em macrófagos está envolvida em 

várias disfunções no sistema vascular (Kajita et al., 2011). Além disso, a iNOS 

também está associada à oxidação de LDL e formação de células espumosas na 

aterogênese (Li et al., 2002) e sua expressão em lesões ateroscleróticas já foi 

descrita (Buttery et al., 1996; Depre et al., 1999). Esses dados reforçam que o efeito 

inibidor de iNOS pelo butirato descrito em macrófagos possa exercer efeito 

modulador na produção de NO por essas células durante o desenvolvimento da 

aterosclerose. 

 Além da atividade anti-inflamatória, o butirato possui propriedades 

antioxidantes importantes que também são responsáveis por seus efeitos benéficos, 

muitas vezes envolvendo a indução de enzimas antioxidantes. O tratamento de 

colonócitos humanos e de células de linhagens cancerosas (HT20 e HT29 19A) com 

butirato promoveu proteção contra danos ao DNA induzido por H2O2 (Rosignoli et al., 

2001). O efeito protetor do butirato em células musculares lisas de artérias de rato 

contra hiperóxia, por exemplo, foi associado ao aumento na atividade da enzima 

antioxidante catalase (Yano et al., 1989). O envolvimento do sistema 

glutationa/glutationa S-tranferase (GST) foi avaliado em células musculares lisas 

(VSMC) incubadas com butirato, onde se pode observar que o tratamento de VSMC 

em proliferação induziu expressão de GST que foi associada à redução de espécies 
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reativas de oxigênio e inibição da proliferação celular (Ranganna et al., 2007).  

Adicionalmente, o butirato reduziu a produção de ROS em células Caco-2 e em 

biopsias de pacientes com doença inflamatória intestinal sob estímulo com LPS e 

restaurou os níveis de GST (Russo et al., 2012) O efeito antioxidante do butirato via 

aumento em moléculas não enzimáticas como glutationa (GSH) também tem sido 

descrito (Hamer et al., 2009). 

 

2.2.4- Butirato e sensibilidade à insulina 

 

A resistência à insulina constitui um fator importante para o desenvolvimento 

de hipertensão e doença cardiovascular e a regulação da sensibilidade à insulina, 

bem como o metabolismo da glicose, é essencialmente mediado por Receptores-α 

ativados por proliferadores de peroxissomas (PPAR-α) (Newaz et al., 2009; 

Tordjman et al., 2001; Williams et al., 2005). 

Sumariamente, os diversos estudos tem mostrado o butirato como agente 

indutor de apoptose, anti-inflamatório, antioxidante, dentre outros efeitos. No 

entanto, pouco foi estudado sobre seu papel no metabolismo energético. Um estudo 

relacionando butirato e alterações metabólicas foi publicado por Gao e 

colaboradores (Gao et al., 2009).  Nesse estudo, os autores examinaram o papel do 

ácido butírico (5%) na regulação da sensibilidade à insulina em camundongos 

alimentados com uma dieta hiperlipídica. Os resultados mostraram que, na dieta rica 

em gordura, a suplementação com butirato impediu o desenvolvimento da 

resistência à insulina e obesidade em camundongos C57BL/6. Glicemia de jejum, 

insulina de jejum e resistência à insulina foram todos preservados nos animais 

tratados. Interessantemente, o butirato foi também capaz de reduzir a 
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colesterolemia. O conteúdo de gordura corporal foi mantido em 10% do peso total, 

embora a ingestão de alimentos não tenha sido alterada. Os autores também 

estudaram a termogênese adaptativa e oxidação dos ácidos graxos que foram 

aumentadas após tratamento com butirato. Houve também aumento da função 

mitocondrial no músculo esquelético e tecido adiposo marrom. A fibra do tipo I (de 

oxidação aeróbica) foi aumentada no músculo esquelético dos animais alimentados 

com butirato. Os autores concluíram que a suplementação com butirato pode 

impedir ou mesmo tratar a resistência à insulina induzida pela dieta e que seu 

mecanismo de ação está relacionado com o aumento do gasto energético e indução 

da função mitocondrial.  

A melhora na sensibilidade à insulina pelo butirato foi associada a um 

aumento na expressão gênica e proteica do PPAR-α (Gao et al., 2009). O PPAR-α 

possui importe efeito na função endotelial e na proteção contra o desenvolvimento 

da doença cardiovascular aterosclerótica (Dolezalova et al., 2007; Li et al., 2004; 

Zandbergen et al., 2007) e agonistas de PPAR-α estão associados à melhora na 

sensibilidade à insulina (Ye et al., 2001). Outros estudos também tem confirmado o 

efeito do butirato em aumentar a expressão do PPAR-α.  Em células endoteliais 

HUVEC o butirato induziu aumento na ativação de PPAR-α e este resultado foi 

associado á redução na expressão de moléculas de adesão e atividade do NF-κB 

(Zapolska-Downar et al., 2004). Este foi um resultado interessante uma vez que a 

ação inibitória de PPAR-α sobre a ativação do NF-κB tem sido sugerida (Delerive et 

al., 1999; Fruchart et al., 1999). Coletivamente, esses dados apontam para mais 

uma propriedade antiaterogênica do butirato: aumentar atividade PPAR-α. 

A inflamação no tecido adiposo tem uma importante associação entre a 

obesidade e a resistência à insulina associada ao diabetes mellitus tipo 2, e suas 
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consequências ao sistema cardiovascular  (McFarlane et al., 2001; Shah et al., 

2008). O infiltrado de macrófagos no tecido adiposo, associado à secreção de 

citocinas proinflamatórias, tem sido descrito na obesidade (Lumeng et al., 2007; 

Pereira et al., 2012; Weisberg et al., 2003). Interessantemente, o efeito anti-

inflamatório do butirato apresenta efeitos protetores também no tecido adiposo 

modulando a inflamação. Ohira e colaboradores (Ohira et al., 2013) mostraram que 

adipócitos em co-cultura com macrófagos apresentaram elevada expressão proteica 

e gênica das citocinas proinflamatórias TNF-α, IL-6 e CCL2. Porém, na presença de 

butirato a expressão genica e secreção dessas citocinas foram marcadamente 

reduzidas. 

 

2.2.5- Butirato inibe HDAC 

 

Vários estudos têm mostrado que o butirato é capaz de inibir a atividade de 

histonas desacetilase (HDAC) (Gill et al., 2011; Vinolo et al., 2011b). Este 

mecanismo induz hiperacetilação de histonas, alterando a expressão gênica positiva 

ou negativamente. A inibição das HDAC pelo butirato em células cancerosas, por 

exemplo, aumenta a expressão de genes que promovem a parada do ciclo celular, 

como p21, e de genes pro-apoptóticos, como Bak, mas também reduz a expressão 

de genes anti-apoptóticos, como BclxL (Davie, 2003; Gill et al., 2011; Hinnebusch et 

al., 2002; Ni et al., 2010). Na inflamação, a hiperacetilação de histonas ocasionada 

pelo butirato altera negativamente a expressão de genes inflamatórios diminuindo a 

produção e secreção de citocinas de ação pró-inflamatórias, mas também aumenta 

a expressão da citocina anti-inflamatória IL-10 (Bailón et al., 2010; Ferreira et al., 

2012; Ni et al., 2010; Säemann et al., 2000).  
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O efeito inibidor da atividade de HDAC pelo butirato, reduzindo mediadores 

pro-inflamatórios e/ou induzindo apoptose, além de classicamente mostrado em 

células cancerosas do epitélio colônico, tem ganhado atenção especial em células 

do sistema imune. No estudo de Aoyama e colaboradores (Aoyama et al., 2010), o 

butirato induziu apoptose em neutrófilos por meio da atividade de caspases-8 e 

caspases-9, dependentemente da inibição da atividade de HDAC pelo butirato.  

 

2.3- Metabolismo lipídico e aterosclerose 

 

Os lipídeos são compostos apolares e, por isso, insolúveis em água. Sendo 

assim, a associam-se com proteínas e são constituídas as lipoproteínas (chamadas 

apoproteína) para o transporte de lipídeos no plasma sanguíneo (Champe et al., 

2009; Franssen et al., 2008).  

As lipoproteínas diferem em tamanho e composição. Os quilomícrons (QM) 

têm menor densidade e maior tamanho. As lipoproteínas de densidade muito baixa 

(VLDL) e as lipoproteínas de densidade baixa (LDL) são sucessivamente mais 

densas, com maiores proporções de proteínas em relação aos lipídeos. As 

lipoproteínas de densidade alta (HDL) são as partículas mais densas (Champe et al., 

2009). 

Lipoproteínas ricas em TGs são secretadas na circulação sanguínea pelo 

fígado como VLDL e pelo sistema digestivo como QM. Sendo estes, oriundos dos 

lipídeos da dieta (Franssen et al., 2008). A ação da enzima lipase lipoproteica 

presente na membrana das células endoteliais dos vasos sanguíneos leva à 

remoção dos triglicerídeos das lipoproteínas. A remoção dos TG dos QM gera os 

quilomícrons remanescentes que são removidos da circulação pelo fígado. Já a 
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remoção dos triglicerídeos das VLDL leva à formação das lipoproteínas de 

densidade intermediária (IDL). Cerca de 50% das IDL são removidas da circulação 

pelo fígado e o restante é convertido em LDL pela lipase lipoprotéica ou após a 

perda de apoproteina-E, dentre outras modificações (Alvarez-Leite, 1995). 

A principal função das partículas de LDL é fornecer o colesterol aos tecidos 

periféricos. Por meio dos receptores nas superfícies celulares que reconhecem a 

apoproteína B-100, as LDL entram em contato com os tecidos e ocorre a deposição 

de colesterol nas membranas (Champe et al., 2009). 

A remoção do excesso de colesterol livre dos tecidos periféricos e 

lipoproteínas, e subsequente depósito no fígado (podendo ser posteriormente 

secretado na bile) é chamado transporte reverso de colesterol (Alvarez-Leite, 1995). 

 A quantidade e qualidade da gordura ingerida na dieta influenciam 

diretamente a concentração do colesterol na corrente sanguínea, cujos níveis 

elevados aumentam o risco de doenças cardiovasculares (Morais et al., 2003). A 

composição em ácidos graxos dos lipídeos ingeridos é um importante fator na 

modulação do metabolismo lipídico do organismo. Uma maior ingestão de ácidos 

graxos saturados aumenta os níveis de LDL e reduz HDL, o que constitui uma 

conhecida condição para o desenvolvimento de doença arterial coronariana, pois o 

HDL é inversamente relacionado à aterosclerose, enquanto o LDL é um importante 

fator de risco para eventos cardiovasculares (Águila et al., 2002; German et al., 

2004; Puiggrós et al., 2002).  
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2.4- Associação da resistência à insulina e Diabetes com a aterogênese 

  

 A associação entre Diabetes Mellitus tipo 2 e resistência à insulina com o 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares é bastante evidente clinicamente. O 

envolvimento da resistência à insulina e acelerado desenvolvimento da 

aterosclerose em pacientes com diabetes tipo 2 tem sido mostrado em diversos 

estudos prospectivos (DeFronzo, 2010; Semenkovich, 2006). Vários fatores ocorrem 

em consequência à resistência à insulina que levam à aterogênese, como 

dislipidemia, hipertensão, intolerância à glicose, disfunção endotelial, inflamação e 

estresse oxidativo, assim como uma disfunção na via de sinalização da insulina em 

células que participam da aterosclerose como células endoteliais, macrófagos e 

células musculares lisas (Bornfeldt et al., 2011; Cannizzo et al., 2012; Shoelson et 

al., 2006). 

 Cannizzo e colaboradores (Cannizzo et al., 2012) mostraram que resistência 

à insulina promovida por dieta rica em frutose em camundongos deficientes em 

apolipoproteína E aumentaram o desenvolvimento da aterosclerose. Os animais 

apresentaram hiperglicemia, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia acompanhada de 

inflamação vascular e estresse oxidativo que culminaram numa maior evolução das 

lesões ateroscleróticas. A melhora na sensibilidade à insulina proporcionada pela 

ingestão de butirato por Gao e colaboradores (2009), indica um promissor efeito 

desse ácido graxo na sensibilidade à insulina em animais ApoE-/- que possa resultar 

em implicações benéficas no desenvolvimento da aterosclerose. 
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2.5- Estresse oxidativo 

 

Fisiologicamente, a produção de espécies reativas de oxigênio (reactive 

oxygen species - ROS) é parte integrante do metabolismo do organismo. No 

entanto, a produção exacerbada de compostos oxidantes e produção insuficiente 

dos mecanismos de defesa do organismo, gerando um desequilíbrio no sistema pro 

e antioxidante, culmina numa condição denominada estresse oxidativo.  Este pode, 

então, causar dano aos tecidos e órgãos e está envolvido em grande número de 

doenças (Buonocore et al., 2007; Goetz et al., 2008). Quando o sistema antioxidante 

é suficiente para balancear o ataque das ROS, o organismo evita o estresse 

oxidativo (Monaghan et al., 2009; Powers et al., 2008).  

 

I- Espécies Reativas de Oxigênio  

 O radical ânion superóxido (O2
-) é produzido em sistemas biológicos por meio 

de uma redução de oxigênio catalisada enzimaticamente pela NADPH oxidase. Uma 

vez gerado, o O2
- pode agir como radical livre fraco, como elétron redutor ou como 

elétron oxidante. Possui uma longa meia-vida que permite a difusão dentro da célula 

e, consequentemente, o aumento do número dos alvos potenciais (Goetz et al., 

2008; Powers et al., 2008). A ativação da NADPH oxidase por mediadores pro-

inflamatórios, como citocinas e LDLox, gera uma produção exacerbada de ROS que 

age sobre diversas proteínas alvo estimulando a inflamação, como 

metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs), moléculas de adesão (VCAM-1 e 

ICAM-1), cicloxigenases, dentre outras (Heinloth et al., 2000; Lee et al., 2012). 

 O peróxido de hidrogênio (H2O2) é um composto reativo que pode facilmente 

gerar radicais livres como a hidroxila (OH-), que é altamente reativa. H2O2 pode ser 
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gerado a partir da ação da superóxido dismutase (SOD), é estável, permeável às 

membranas, e tem uma meia-vida relativamente longa. É citotóxico, mas é 

considerado um agente oxidante relativamente fraco (Goetz et al., 2008; Powers et 

al., 2008). 

  

II- Danos das ROS ao organismo 

 As ROS podem causar danos a biomoléculas como a oxidação de proteínas e 

aminoácidos, podendo induzir mudanças conformacionais que levam ao aumento da 

hidrofobicidade e subsequente desnaturação, agregação e precipitação. 

Eventualmente, esse processo contribui para a inflamação tecidual e morte celular 

(Goetz et al., 2008). 

Danos aos lipídeos causados pelas ROS possuem grande significância 

particularmente pelo fato de que a peroxidação lipídica nas membranas celulares 

podem causar lesões que podem culminar no início da morte celular. Esses danos 

podem ser diretos, por meio da oxidação de ácidos graxos poli-insaturados, ou 

indiretamente através da inibição da síntese de lipídeos ou ativação de lípases 

(Goetz et al., 2008; Monaghan et al., 2009).  

Modificações oxidativas podem também ocorrer ao DNA por ação das 

espécies reativas de oxigênio. Além do DNA nuclear, o mitocondrial é alvo desses 

danos, sendo ainda mais vulnerável, pois pertence a um sítio de geração das ROS 

(Monaghan et al., 2009).  

 

III- Estresse oxidativo e aterosclerose 

O estresse oxidativo está associado a várias doenças cardiovasculares, 

incluindo a aterosclerose, sendo a oxidação das LDL um fator importante para o 
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desenvolvimento dessa doença (Heistad, 2006; Kato et al., 2009). A oxidação das 

LDL leva à exposição de moléculas de fosforilcolina oxidada gerando um mimetismo 

molecular capaz de ativar o sistema imune (Figura 3) e o consequente 

reconhecimento pelos receptores scavenger dos macrófagos, desencadeando os 

processos envolvidos na formação da aterosclerose (Binder et al., 2002). As LDL 

oxidadas também se constituem como um fator desencadeante da produção de 

ROS por macrófagos contribuindo para aumentar ainda mais a oxidação das LDL 

que migrarem para o sítio de início da lesão (Gao et al., 2013; Moore et al., 2006). 

 

 

 

Figura 3 - Mimetismo molecular entre epítopos da LDL oxidada, célula apoptótica e fosforilcolina (PC 
– Phosphorylcholine) de patógenos. 
Fosforilcolina quando oxidada fica exposta podendo ser reconhecida pelo sistema imune (Binder et 
al., 2002). 

 

O estresse oxidativo desempenha um papel importante na disfunção 

endotelial, que também está associada à aterosclerose. Ânions superóxidos inativam 

óxido nítrico, que é um potente vasodilatador, levando à disfunção endotelial. Essa 
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condição favorece a entrada das partículas de LDL (Heistad, 2006; Mallika et al., 

2007). Vale ressaltar que a LDLox também constitui um fator causador da disfunção 

endotelial, pois além de ativar os macrófagos a produzirem ROS, contribuindo para 

aumentar o estado pro-oxidativo no subendotélio, induz a produção de citocinas pro-

inflamatórias, moléculas quimiotáticas para monócitos (CCL2) e moléculas de 

adesão resultando num estado de ativação endotelial. Essa ativação endotelial, por 

sua vez, precede a disfunção endotelial. Assim, a LDLox também é 

reconhecidamente indutora do estresse oxidativo, particularmente por promover  a 

produção de ROS (Gao et al., 2013; Mudau et al., 2012). 

O aumento das citocinas inflamatórias desencadeado pela LDLox pode 

também ativar a expressão da óxido nítrico sintase induzível (iNOS), 

desencadeando um aumento excessivo de óxido nítrico.  O óxido nítrico produzido 

pela iNOS está altamente envolvido com a disfunção endotelial e aterogênese. 

Associado à elevada síntese de NO, a produção de superóxido também é elevada 

por estímulo da LDLox, devido a ativação da NADPH oxidase. Nos primeiros 

estágios da aterosclerose, a NADPH oxidase localizada no endotélio é a principal 

fonte de superóxidos. Os radicais superóxidos reduzem a biodisponibilidade de NO 

por promover sua oxidação, formando peroxinitrito (ONOO-) que, por sua vez, 

constitui-se um poderoso agente oxidante. Desse modo, a LDLox pode ser 

responsável não somente pelo aumento do NO a concentrações excessivas, mas 

também pela sua oxidação e geração de peroxinitrito vascular (Kawashima et al., 

2004; Li et al., 2009). 
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IV- Sistema antioxidante 

O organismo contém antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos que atuam 

como uma unidade complexa de regulação das ROS. Enzimas como superóxido 

dismutase, catalase e glutationa peroxidase são importantes para a remoção de 

espécies reativas a fim de evitar o estresse oxidativo (Powers et al., 2008; 

Trachootham et al., 2008).  

A superóxido dismutase (SOD) constitui a primeira linha de defesa contra os 

radicais superóxido (O2
-), transformando-os em peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

oxigênio (O2). Existem três isoformas nos mamíferos que catalisam a reação de 

dismutação dos íons superóxidos sendo todas ligadas a um metal de transição no 

sítio ativo para realizar sua ação. A CuZnSOD está localizada no citoplasma, a 

MnSOD na mitocôndria e a SOD extra celular (ecSOD) localiza-se no espaço extra 

celular e também apresenta como cofator Cu e Zn. As três isoformas também são 

conhecidas como SOD1, SOD2 e SOD3, respectivamente (Afonso et al., 2007; 

Heistad, 2006; Powers et al., 2008). 

A glutationa peroxidase (GPx) catalisa a redução de peróxidos de hidrogênio 

ou hidroperóxidos orgânicos para água e álcool . A redução do H2O2, ocorre pela 

conversão da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSH) que é 

catalisada pela GPx. A ação da GPx é particularmente importante na mitocôndria, 

uma vez que outra enzima capaz de reduzir o peróxido de hidrogênio, a catalase, 

encontra-se nos peroxissomos (Lu, 2009; Powers et al., 2008; Trachootham et al., 

2008).  
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2.6- Apoproteína E (apoE) e Modelo murino de aterosclerose  

 

A apoproteína E (apoE) é uma glicoproteína sintetizada principalmente no 

fígado (mas também em macrófagos e no cérebro) e está presente em todas 

lipoproteínas plasmáticas, com exceção da LDL, e serve como ligante de receptores 

de lipoproteínas na superfície celular. Esses receptores pertencem à família de 

Receptores de LDL (LDLr), sendo que os receptores que se ligam à apoE são os 

receptores 2 de apoE  (apoEr2), VLDLr e LDLr. A apoE, então, participa  da 

captação de partículas aterogênicas como remanescentes de VLDL e Quilomícrons 

demonstrando sua importância no clearance de colesterol e, portanto, na proteção 

cardiovascular (Imaizumi, 2011; Meir et al., 2004). Além do transporte reverso de 

colesterol, a apoE também é antioxidante e anti-inflamatória, reduz a agregação 

plaquetária, aumenta o efluxo de colesterol de macrófagos e está envolvida na 

inibição da proliferação de linfócitos T (Greenow et al., 2005). 

Um número substancial de estudos em aterosclerose tem sido realizado em 

diferentes modelos animais, particularmente, em camundongos geneticamente 

modificados (Ohashi et al., 2004). Os camundongos selvagens são altamente 

resistentes ao desenvolvimento de aterosclerose, tendo como principal fator as 

elevadas concentrações sanguíneas das lipoproteínas HDL, uma vez que são 

responsáveis pelo transporte de mais de 85% do colesterol plasmático em 

camundongos, o que difere dos seres humanos nos quais as principais carreadoras 

de colesterol são as LDL, com 65-85% (Breslow, 1996; Fazio et al., 2001; Hofker et 

al., 1998; Neuzil et al., 1998). Outras características que diferem os camundongos 

dos humanos são: ausência da proteína de transferência de ésteres de colesterol 

(CETP) no plasma de camundongos (em humanos, essa proteína transfere ésteres 
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de colesterol da HDL para VLDL e transfere triglicerídeos na direção oposta), lipase 

lipoprotéica solúvel em camundongos ligada a membrana em humanos, reduzida 

síntese de apo B-100 em camundongos, alta eficiência da apo E murina no que diz 

respeito à remoção de lipoproteínas remanescente, quando comparada à apo E 

humana (Fazio et al., 2001). Apesar dessas diferenças, camundongos e humanos 

possuem, com poucas exceções, o mesmo conjunto de genes que controlam o 

metabolismo de lipoproteínas (Hofker et al., 1998). 

A deficiência da apo E em camundongos modificados geneticamente leva ao 

desenvolvimento de lesões ateroscleróticas. A ausência desta apoproteína resulta 

em níveis elevados de colesterol devido à remoção defeituosa das QM e VLDL 

remanescentes. Assim, a elevação dessas lipoproteínas remanescentes no plasma 

constitui o estímulo aterogênico nesses animais (Breslow, 1996; Meir et al., 2004; 

Zhang et al., 1992). Essas lesões têm sido extensivamente caracterizadas e 

apresentam semelhanças com as encontradas em humanos (Palinski et al., 1994). 

Os animais apoE-/- possuem elevada hipercolesterolemia e desenvolvem 

estrias gordurosas na aorta espontaneamente. As lesões são exacerbadas pelo 

consumo de dietas aterogênicas, ricas em gorduras e colesterol (Breslow, 1996; 

Zhang et al., 1992). Nos animais alimentados com dieta comercial, as lesões 

aparecem como nódulos amarelados em 10 semanas de idade (células espumosas), 

porém, com 8 semanas, a adesão de células mononucleares e a formação de 

células espumosas já podem ser observadas. A placa fibrosa aparece com 20 

semanas de vida e, em alguns casos, com até 30 semanas ainda predominam as 

células espumosas (Nakashima et al., 1994). 

Os camundongos apoE-/- contêm componentes celulares e uma sucessão de 

lesões similares às observadas durante a aterogênese humana, tornando-se um 
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modelo importante para o estudo dos vários fatores que controlam ou influenciam o 

desenvolvimento da placa aterosclerótica (Moghadasian et al., 2001; Nakashima et 

al., 1994). Além disso, a ausência da apoE confere a esses animais um elevado 

estado oxidativo e inflamatório basal o que propicia um bom modelo para estudo do 

estresse oxidativo e inflamação envolvida no desenvolvimento da aterosclerose 

(Pereira et al., 2012; Vasquez et al., 2012).  
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3- Justificativa 

 

Estudos realizados no Laboratório de Aterosclerose e Bioquímica Nutricional 

(LABiN) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) têm confirmado as 

propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes do butirato de sódio em modelo 

experimental de doença intestinal (colite ulcerativa) e de mucosite intestinal (Ferreira 

et al., 2012; Vieira et al., 2012), bem como da tributirina que é um triglicerídeo 

constituído de três moléculas de ácido butírico (Leonel et al., 2012b). 

Adicionalmente, a propriedade do butirato em induzir apoptose foi demostrada em 

macrófagos murinos (Ramos et al., 2002). 

O conjunto de propriedades do butirato abordadas aqui apontam para vários 

possíveis efeitos benéficos desse nutriente no sistema cardiovascular. Dentre eles 

estão seu efeito hipocolesterolêmico, anti-inflamatório, antioxidante e no aumento da 

sensibilidade à insulina. Diante disso, percebe-se ser promissora a capacidade 

desse ácido graxo em atuar beneficamente no desenvolvimento da aterosclerose. 
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4- Objetivos 

 

4.1- Objetivo geral 

 

Avaliar os efeitos da suplementação oral com butirato de sódio no 

desenvolvimento da aterosclerose in vivo, em camundongos deficientes na 

apoproteína E (ApoE-/-), bem como os mecanismos de tais efeitos in vitro. 

 

4.2- Objetivos específicos 

A- In Vivo 

Com a finalidade de comparar os efeitos da ingestão de butirato em relação 

ao controle, os objetivos específicos in vivo são: 

 

- Acompanhar o consumo alimentar e a evolução ponderal dos animais;  

- Avaliar o perfil lipídico;  

- Avaliar a homeostase da glicose; 

- Verificar o número total e diferencial de leucócitos sanguíneos; 

- Avaliar o desenvolvimento da aterosclerose;  

- Verificar a estabilidade da placa aterosclerótica (deposição de colágeno e 

MMP2); 

- Avaliar o infiltrado de macrófagos e a presença de moléculas quimiotáticas para 

monócitos (CCL2) e moléculas de adesão (VCAM-1) na válvula aórtica; 

- Mensurar a formação de superóxido e peroxidação proteica na válvula aórtica 

- Analisar a peroxidação lipídica no fígado, bem como a atividade das enzimas 

antioxidantes; 
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- Verificar a produção sérica de autoanticorpos anti-LDLox; 

- Avaliar o efeito ex vivo da suplementação com butirato sobre a produção de ROS 

por macrófagos peritoneais. 

 

B- In vitro 

Com a finalidade de comparar os efeitos do pré-tratamento com butirato sobre 

parâmetros inflamatórios e de estresse oxidativo in vitro, os objetivos 

específicos são: 

 

- Avaliar a expressão e secreção de moléculas inflamatórias em células 

endoteliais; 

- Analisar a expressão e atividade do NF-kB em células endoteliais; 

- Verificar a expressão de CD 36 e captação de LDLox em macrófagos peritoneais; 

- Analisar a produção de ROS e NO, bem como a expressão de iNOS em 

macrófagos peritoneais; 

- Avaliar a expressão de NADPH oxidase-p22phox em células endoteliais; 

- Verificar a expressão da superóxido dismutase e catalase em células endoteliais. 
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5- Materiais e Métodos 

5.1- Animais e grupos experimentais 

 

 Foram utilizados camundongos machos deficientes na apolipoproteína E 

(ApoE-/-), com 6-8 semanas de idade, divididos em dois grupos: grupo Controle e 

Butirato. O experimento foi desenvolvido durante dez semanas, sendo a dieta e 

água disponibilizadas ad libitum (Figura 4).  

 

Figura 4- Desenho experimental. 

 

Os animais foram obtidos do Biotério Ênio Cardillo Vieira do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), onde 

também foram mantidos durante o período experimental. 

Os animais foram separados homogeneamente de acordo com peso inicial. 

Ao término do período experimental e jejum noturno, os animais foram anestesiados 

intraperitonealmente (xilazina-quetamina, 12mg/kg e 75mg/kg de peso corporal, 

respectivamente) para coleta de sangue pelo plexo inguinal e distribuído em tubo 

sem anticoagulante, para obtenção de soro, e com anticoagulante (contendo fluoreto 
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de sódio como antiglicolítico), para obtenção de plasma. As amostras sanguíneas 

foram centrifugadas a 6.000rpm durante 5 minutos para a separação do soro e 

plasma.  

Após a eutanásia, foram retirados fígado, coração e aorta, após perfusão com 

salina tamponada com fosfato (PBS), e os mesmos foram armazenados a -80ºC, 

para análises posteriores.  

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética de Experimentação Animal da 

UFMG (CETEA/UFMG): nº do protocolo 47/2010. 

 

5.2- Preparo das dietas 

 

 Foi utilizada dieta padrão para camundongos AIN-93M sem butirato de sódio 

(Grupo Controle) ou suplementada com 1% de butirato de sódio (Grupo Butirato), 

como mostra a Tabela 1.  

 

Tabela 1- Composição das dietas ofertadas aos animais, baseadas na dieta padrão (AIN-

93M), controle ou suplementada com 1% de butirato de sódio 

INGREDIENTES AIN Controle (gramas) AIN Butirato (gramas) 

Amido de milho1 465,692 465,692 

Caseína2 140,0 140,0 

Sacarose 100,0 100,0 

Matodextrina 155,0 155,0 

Óleo de soja3 40,0 40,0 

Celulose 50,0 50,0 

Mix de minerais4 35,0 35,0 

BHT 0,008 0,008 

Mix de vitaminas4 10,0 10,0 

Bitartarato de colina 2,5 2,5 

Metionina 1,8 1,8 

Butirato de sódio - 10,0 
1 
Milhena, Emifor Indústria de Alimentos S.A. 

2
Proquimios 

3
Liza, Cargill Agricola S.A. 

4
Rhoster, |ndústria e Comércio LTDA 
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 O butirato de sódio adicionado à dieta foi preparado com ácido butírico (Sigma 

Chemical). Uma solução aquosa (100mL) contendo 10,0g de ácido butírico teve o pH 

ajustado para 7,2, com hidróxido de sódio e, então, adicionada a 1kg de dieta. 

 

5.3- Verificação do consumo da dieta  

 

Para a quantificação do consumo alimentar, as dietas ofertadas foram 

pesadas semanalmente. O restante de dieta ofertada foi quantificado pela soma da 

sobra e o resto no fundo da gaiola (obtido por peneiração da maravalha). A diferença 

entre dieta ofertada e o restante não consumido forneceu o consumo semanal de 

dieta. O valor obtido foi, então, dividido pelo número de animais por gaiolas. O 

número de animais por gaiola variou entre 1 e 2. 

 

5.4- Avaliação da variação ponderal 

 

Os camundongos foram pesados semanalmente para acompanhamento da 

evolução ponderal. O ganho de peso corporal total foi obtido pela diferença entre 

peso final e peso inicial. O ganho de peso foi também calculado em percentual. 

 

5.5- Verificação de possíveis alterações hepáticas 

 

 A enzima gama glutamil transpeptidase (Gama GT) é um sensível indicador 

de alterações hepáticas. Portanto foram medidos os níveis séricos de Gama GT a 

fim de avaliar se a dose ingerida de butirato poderia causar dano hepático. A 

dosagem foi realizada utilizando kit comercial (Bioclin, Brasil) seguindo as 

recomendações do fabricante. 
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5.6- Avaliação do perfil lipídico sérico 

 

O perfil lipídico dos animais foi avaliado por meio da obtenção dos níveis 

bioquímicos séricos do Colesterol total (CT), HDL-colesterol (HDL-c), Colesterol não-

HDL (n-HDL), razão n-HDL/HDL-c e Triglicerídeos (TG). 

O CT, HDL-c e TG foram dosados utilizando kits comerciais (Labtest, Brasil) 

segundo orientações do fabricante. O Colesterol n-HDL foi obtido pela diferença 

entre CT e HDL-c. 

 

5.7- Avaliação da homeostase da glicose 

 

Devido a associação entre Diabetes e Resistencia à Insulina com o 

desenvolvimento da aterosclerose, nós investigamos a homeostase da glicose após 

a ingestão ou não de butirato. A homeostase da glicose foi avaliada pela dosagem 

da glicemia de jejum ao término do experimento, Teste de Tolerância Oral à Glicose 

(TTOG) e Teste de Sensibilidade à Insulina (TSI). O TTOG e o TSI foram realizados 

previamente à eutanásia dos animais. 

Os níveis de glicose no plasma foram dosados por meio do kit enzimático 

Labtest (Brasil), seguindo as recomendações do fabricante. 

 O TTOG, juntamente com o TSI, é usado para estimar a resistência insulínica, 

e foi realizado conforme descrito anteriormente por Santos e colaboradores (Santos 

et al., 2008).  Para o TTOG os animais foram deixados em jejum, por 6 horas. Em 

seguida, os animais receberam solução de D-glicose, 2g/kg de peso corporal, por 

gavagem. Foi feita a leitura da glicemia, com auxílio de um glicosímetro Advantage, 
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nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos após a gavagem. Para tal, foi retirada uma 

gota de sangue caudal. A glicemia foi dada em mg/dL. 

 O TSI foi realizado com os animais em estado alimentado. Foi injetado 

intraperitonealmente 0,75 unidades de insulina por kg de peso do animal e, em 

seguida feita a leitura da glicemia, com auxílio de um glicosímetro Advantage (Accu-

CHEC Performa), nos tempos 0, 15, 30 e 60 minutos após a injeção, retirando-se 

uma gota de sangue caudal. A glicemia foi dada em mg/dL. 

 

5.8- Contagem total e diferencial de leucócitos 

 

 No dia do sacrifício foi retirado sangue caudal para contagem de leucócitos 

totais no sangue. Ao sangue retirado foi adicionado o corante Turk, responsável pela 

lise de eritrócitos, numa diluição de 1:10 e a contagem foi feita em câmara de 

Neubauer, sendo contadas as células presentes nos quatro quadrantes externos. 

Após a contagem, o número total de leucócitos foi dado pela fórmula: 

n° total de leucócitos = somatório do n° de células nos quadrantes x 2,5 x 10 

Sendo 10 o fator de diluição e 2,5 o fator relacionado à área e altura da câmara. 

 Para a contagem diferencial de leucócitos no sangue foi feito o esfregaço e, 

em seguida, corado pelo kit Panótico Rápido (LaborClin, Pinhais, PR), e levado ao 

microscópio para observação. A avaliação da lâmina foi feita com objetiva de 100x. 

A contagem de células foi realizada da metade para o fim da borda do esfregaço, em 

zigue-zague, totalizando a contagem de 100 células, entre neutrófilos, eosinófilos, 

monócitos, linfócitos e basófilos. 
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5.9- Avaliação da aterosclerose 

 

 Para avaliar o desenvolvimento da aterosclerose foi quantificado o percentual 

da área da aorta acometida pela lesão aterosclerótica e a área da lesão na válvula 

aórtica. Na válvula foi feita também a caracterização das lesões quanto à presença 

de MMP2 e deposição de colágeno. Como parâmetros inflamatórios foi quantificado 

a presença de CCL2, quimiotática para monócitos, e da molécula de adesão VCAM-

1 na válvula aórtica. 

 

5.9.1-Percentual da aorta acometida por lesão aterosclerótica 

 

Para avaliação da deposição lipídica, cada aorta foi cuidadosamente retirada, 

dissecada removendo toda a adventícia a partir da válvula aórtica até a bifurcação 

ilíaca e, em seguida, lavada em PBS e armazenada a –80º para quantificação da 

placa através da coloração em Sudan IV. 

Para a coloração, as aortas foram abertas longitudinalmente e fixadas 

overnight com solução de formol-sacarose (4% paraformoldeído, 5% de sacarose, 

20µmol/L de BHT, e 2µmol/l EDTA, pH 7,4) a 40C. Depois de fixadas, as aortas 

foram submetidas a uma solução de 70% de etanol durante cinco minutos para 

desidratação e, posteriormente, coradas por 10 minutos sob agitação em uma 

solução filtrada contendo 0,5% de Sudan IV, 35% de etanol, e 50% de acetona. Em 

seguida, as aortas foram descoradas por cinco minutos em solução de etanol 80%, 

de maneira que apenas as placas de gordura permanecem coradas, devido à 

afinidade do Sudan IV por lipídeos (Palinski et al., 1994).  
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As imagens das aortas coradas com Sudan IV foram capturadas por scaner e 

digitalizadas em computador. O programa analisador de imagens Image-Pro Plus 

versão 6.3 (Image-Pro Plus Software, Bethesda Maryland - USA) foi utilizado para 

obtenção das medidas.  

 O cálculo das lesões nas aortas foi realizado considerando a porcentagem da 

lesão em relação à área total da aorta.  

 

5.9.2-Lesões ateroscleróticas na válvula aórtica 

 

  Os corações foram retirados e cortados na linha mediana, sendo utilizada a 

parte proximal, onde se localiza a válvula aórtica. Esta foi primeiramente fixada em 

solução de formol 10% por cinco horas e, em seguida, transferida para uma solução 

de sacarose a 30% em salina fisiológica por 24 horas, para desidratação do tecido. 

O tecido foi, então, incluído em Tissue Freezing Médium (Jung Tissue Freezing 

Medium; Leica Microsystems, Wetzlar - Germany) e cortados em criostato (secções 

de 10µm). Os cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina. Esse material foi, 

então, codificado, examinado e submetido à análise morfométrica das lesões. Para 

isso, foram selecionados 10 cortes, amostrando uma extensão média de 250-

300m, com as estruturas anatômicas referenciais da válvula aórtica, cujas imagens 

foram capturadas (aumento de 100x) e a medida das áreas de lesão feita com o 

auxilio do software analisador de imagens Image-Pro Plus. O cálculo da lesão 

média/animal foi feito somando-se todas as medidas dos 10 cortes, representando o 

valor da área da lesão. 
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5.9.3- Avaliação da deposição de colágeno e presença de MMP-2 na válvula 

aórtica 

 

A deposição de colágeno e presença de metaloproteinase-2 de matriz 

extracelular (MMP-2) na válvula aórtica foram analisadas por imunofluorescência. 

Simplificadamente, o procedimento consistiu em fixar os cortes com acetona por 20 

minutos à temperatura ambiente. Após lavar as lâminas com PBS, foi realizado a 

permeabilização e bloqueio (Triton X-100 a 0,1% e BSA a 4% em PBS 1x), por 1h à 

temperatura ambiente. Procedeu-se, então a incubação com o Anticorpo primário 

(overnight a 4ºC). No dia seguinte, após lavar as lâminas, foi aplicado os anticorpos 

secundários (incubação por 2h, no escuro à temperatura ambiente). As lâminas 

foram montadas com meio de montagem contendo DAPI.  As imagens foram 

capturadas em microscópio de fluorescência NIKON do Centro de Microscopia 

Eletrônica do ICB/UFMG (CEMEL) e a intensidade de fluorescência analisada com o 

auxilio do software analisador de imagens Image-J. A quantidade de colágeno e 

MMP2 é dada em porcentagem por área de lesão. 

 

5.9.4- Avaliação do infiltrado de macrófagos (MOMA), presença de moléculas 

quimiotáticas para monócitos (CCL2) e moléculas de adesão VCAM-1 na 

válvula aórtica 

  

A válvula aórtica foi analisada quanto ao infiltrado da monócitos/macrófagos, 

e à presença de CCL2 e VCAM-1 na placa aterosclerótica por imunofluorescência. O 

procedimento foi realizado como descrito no item anterior.  
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5.9.4- Avaliação da formação de superóxido e peroxidação proteica na válvula 

aórtica 

 

 Como parâmetros de estresse oxidativo, foi realizada a análise da produção 

de superóxido nas lesões por fluorescência com Dihydroethidium (DHE, 10mM), que 

forma o composto fluorescente ethidium após oxidação por O2
- (Carter et al., 1994), 

bem como a formação de nitrotirosina, por imunofluorescencia. Para a fluorescência, 

os cortes foram lavados 3x com PBS e, em seguida, colocado a sonda DHE (10mM) 

por 45min. à 37°C. Para a imunofluorescencia, os cortes foram fixados em acetona 

gelada por 20 minutos. A permeabilização e bloqueio (Triton X-100 a 0,1% e BSA a 

4% em PBS 1x) foram feitas por 1h antes da incubação overnight com o anticorpo 

primário (mouse-monoclonal anti-nitrotirosina, Santa Cruz). Após lavagem, as 

lâminas foram incubadas com anticorpo secundário por 2h no escuro e, após 

lavagem com PBS 1x, recobertas com meio de montagem contendo DAPI.  As 

imagens foram capturadas em microscópio de fluorescência NIKON e analisadas 

com o auxilio do software analisador de imagens Image-J. O resultado foi expresso 

como intensidade de fluorescência por área de lesão. 

 

5.10- Avaliação da peroxidação lipídica e atividade de SOD e Catalase hepática 

 

Para avaliação do estresse oxidativo, foi analisada a peroxidação lipídica no 

fígado, e dosadas a atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase 

(SOD) e catalase. 
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5.10.1- Peroxidação lipídica  

 

Para avaliar a peroxidação lipídica, procedeu-se a determinação das espécies 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) no fígado dos animais, na qual é possível 

realizar a medida de malondialdeído (MDA). Foi também realizada a dosagem de 

hidroperóxidos. 

 

A- Dosagem de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico – TBARS 

 

 A formação de malondialdeído (MDA), resultante da quebra de ácidos graxos 

poli-insaturados, é um conveniente índice para se determinar o grau de peroxidação 

lipídica. O ácido tiobarbitúrico reage com o MDA, formando um aduto na proporção 

de 2:1, sendo este detectado espectrofotometricamente a 535nm (Figura 5). 

 

 

Figura 5- Fórmula molecular do aduto formado na reação entre o ácido tiobarbitúrico e o 

malondialdeído na técnica de TBARS. Sua coloração róseo-alaranjada é detectável 
espectrofotometricamente a 535nm. 
Fonte: (Buege et al., 1978). 

 

A determinação das espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) foi 

realizada segundo o método já anteriormente descrito (Buege et al., 1978; Wallin et 

al., 1993). Para tal, o homogenato do fígado foi obtido triturando-se 100mg de tecido 

em 1mL de PBS (pH = 7,4). Uma alíquota de 500L do homogenato foi misturada a 

1mL da solução de ácido tricloroacético 15% (p/v), ácido tiobarbitúrico 0.38% (p/v) e 
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HCl a 0.25N. A mistura foi aquecida em banho-maria fervente por um período de 15 

minutos. Após resfriamento em água corrente, adicionou-se 1,5mL de butanol, para 

extração do cromóforo, e a mistura foi centrifugada a 3.000rpm por 10minutos. A 

absorbância do sobrenadante foi lida a 535nm e o resultado foi normalizado pela 

concentração de proteínas, dosada pela técnica de Lowry (Lowry et al., 1951). 

 

B- Dosagem de hidroperóxidos 

 

O ensaio da oxidação ferrosa do xilenol orange consiste basicamente na 

oxidação de íons ferrosos (Fe2+) a férricos (Fe3+) sob condições ácidas pelos 

hidroperóxidos (Banerjee et al., 2002; Nourooz-Zadeh et al., 1994). O indicador 

utilizado é o Xilenol Orange, que se liga ao íon férrico produzindo um cromóforo 

azul-arroxeado. Os homogenatos de tecidos foram centrifugados a 12000rpm por 5 

minutos e o sobrenadante foi utilizado para análise de hidroperóxidos. A 

mensuração foi realizada em microplaca. No momento da realização do ensaio, uma 

parte da solução FOX (ferrous oxidation in xylenol orange - preparada pela 

dissolução do xilenol orange e do sulfato ferroso amoniacal em 250mM de H2SO4 

para uma concentração final de 1 e 2,5mM, respectivamente) foi diluída em nove 

partes da solução de metanol grau-HPLC contendo 4,4mM de BHT, obtendo-se o 

reagente FOX-2. 

 Para as dosagens, foram utilizados 20L de amostra acrescida de 180L do 

reagente FOX-2 (diretamente na microplaca) em triplicata, seguidos de incubação 

por 30 minutos à temperatura ambiente. Posteriormente a absorbância foi lida a 

560nm em um leitor de microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus). 
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 Adicionalmente, foi realizada a redução dos hidroperóxidos com Trifenilfostina 

(TPP). A TPP é utilizada como eficiente ferramenta para distinção entre peróxido de 

hidrogênio e outros hidroperóxidos (não-H2O2), já que a presença ou a ausência de 

TPP indica o teor de H2O2 da amostra (Banerjee et al., 2002; Nourooz-Zadeh et al., 

1994). 

 Em 15L de amostra foram adicionados 5L de TPP a 10mM (a TPP foi 

diluída em metanol), diretamente na microplaca, em duplicata e mantida em 

temperatura ambiente por 30 minutos. Logo após, foram acrescidos 180L do 

reagente para FOX-2 em cada poço. Após 30 min., a absorbância foi lida a 560nm 

em um leitor de microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus). 

 O Xilenol Orange ao se ligar aos íons férricos produz um cromóforo azul-

arroxeado com coeficiente de extinção de 1,5 x 10-4M-1 a 560nm. A concentração de 

hidroperóxidos pode ser estimada uma vez que o coeficiente de extinção dos 

hidroperóxidos é de 4,3 x 10-4M-1 a 560nm. Concentrações inferiores a 1M podem 

ser detectadas. 

 Para quantificar os hidroperóxidos da amostra foram subtraídas as dosagens 

com TPP daquelas sem TPP (sem TPP - com TPP = quantidade de hidroperóxidos 

da amostra) que pode ser expressa em absorbância ou em µmolar. O resultado foi 

normalizado pela quantidade de proteínas (por amostra) dosadas pela técnica de 

Lowry (Lowry et al., 1951). 
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5.10.2 -Avaliação da atividade de enzimas antioxidantes 

 

 Para avaliar se o efeito antioxidante da dieta contendo butirato de sódio teve 

alguma relação com a atividade de enzimas antioxidante, foi quantificada a atividade 

das enzimas superóxido dismutase e catalase nos fígados dos animais. 

 

A- Determinação da atividade de superóxido dismutase 

 

A dosagem da atividade da superóxido dismutase (SOD) é baseada na sua 

habilidade em catalisar a dismutação de radicais superóxidos (O2
-), à H2O2 e O2, 

diminuindo a razão de auto-oxidação do pirogallol (Dieterich et al., 2000).  

A técnica consiste em homogeneizar o tecido em tampão fostafo (50mM). 

30μL de homogenato foi plaqueado em placa de 96 poços e acrescido de 99μL de 

tampão fosfato, 6μL de MTT (brometo de dimetiltiazol-difeniltetrazolium) e 15μL de 

pirogallol. Para o branco, o pirogallol foi substituído por tampão fosfato e para o 

padrão, a amostra foi substituída por tampão fosfato. Após cinco minutos de 

incubação a 37ºC, a reação foi parada com 150μL de DMSO (dimetil sulfóxido) e a 

absorbância foi lida a 570nm. Para o cálculo do resultado foi considerado que 1 

unidade (U) de SOD é capaz de evitar a autoxidação de 50% de pirogallol do 

padrão. O resultado foi expresso em Unidades por mg de proteína (U/mg proteínas). 

 

B- Determinação da atividade de catalase 

A dosagem da atividade de catalase se baseia no decaimento da absorbância 

do peróxido de hidrogênio (H2O2) – (A240) pela decomposição deste pela catalase 

(2H2O2  2H2O + O2) (Nelson et al., 1972). 
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 Resumidamente, 25μL de homogenato de tecido em tampão fosfato (50mM) 

diluído (1:25) foram acrescentados a 1mL de tampão fosfato 50mM em uma cubeta 

de quartzo. Foram acrescidos 25μL de solução de H2O2 0,3M e lida a absorbância 

(A240) durante um minuto. Os cálculos foram feitos pela diferença de leitura no tempo 

final pelo tempo inicial, dividido pelo volume (mL) da amostra. O resultado é 

expresso por concentração de proteína (Atividade/mg de proteína), dosada pelo 

método de Lowry et al. (1951). 

 

5.11- Avaliação da produção sérica de autoanticorpos anti-LDL oxidada 

 

 Como medida indireta da oxidação sérica de LDL, foi investigada a produção 

de autoanticorpos anti-LDLox no soro dos animais. Primeiramente, procedeu-se o 

isolamento e oxidação da LDL para a realização do ensaio. 

 

I- Separação da LDL  

 

Após a coleta de 10mL do sangue de indivíduo saudável (voluntário) não 

fumante, em tubo vacutainer com EDTA 10%, procedeu-se a centrifugação a 

3.000rpm por dez minutos, em centrífuga de mesa (Fanem Excelsa Baby, mod. 

205N). O plasma foi coletado e adicionado os conservantes: aprotinina, benzamidina 

2mM, solução de azida sódica 5% com EDTA 5% e clorafenicol 0,1% e, por fim, o 

PMSF 0,5mM em DMSO. O plasma teve sua densidade elevada para 1,21 

(densidade da lipoproteína HDL) com solução de Brometo de potássio (KBr). Três 

mililitros deste plasma foram colocados em tubos de polipropileno, com volume total 

de 10mL, próprios para ultracentrífuga Sorvall Ultra pro-80/Du Pont, utilizando o rotor 
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875T. Após o plasma, foi adicionada a solução de KBr de densidade 1,006 até 

completar o volume total do tubo, formando assim o gradiente descontínuo de 

densidade de duas camadas. Os tubos devidamente equilibrados foram colocados 

para centrifugação por duas horas e meia a 50.000rpm e 40C, para separação das 

lipoproteínas de alta densidade. Terminada a rodada, foi retirada a camada 

composta pela LDL e a amostra foi submetida à diálise em solução de tampão 

fosfato (PBS), por um período de vinte e quatro horas a 40C, com três trocas do 

tampão. Em seguida, o material foi filtrado e guardado estéril em atmosfera de 

nitrogênio a 40C, em recipiente protegido da luz (Chung et al., 1986). 

 

II- Oxidação da LDL 

 

Para a oxidação da LDL foi acrescido CuCl2 a 1mM, para concentração final 

de 5μM. Após 3 horas e 30 minutos de oxidação, a 37ºC, sob agitação constante e 

envolto em papel alumínio, a reação foi finalizada com EDTA 0,5M (proporção de 2 

EDTA: 1 CuCl2). 

 

III- Ensaio de ELISA para detecção de IgG anti-LDLox 

 

As Imunoglobulinas foram dosadas pelo ensaio de ELISA (Lee et al., 1999), 

descritos resumidamente:  

Microplacas de poliestireno (Nunc, Maxisorp, Denmark) foram incubadas 24 

horas, em temperatura ambiente, com 100μL/poço de solução do antígeno (LDL 

oxidada e nativa, com concentração proteica de 50μg/mL). Após o período de 

sensibilização, as placas foram incubadas por uma hora à 37°, com 200μL de uma 
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solução BSA 1,0% em PBS, por poço, para bloqueio. A solução de bloqueio foi 

desprezada e as placas foram lavadas 5 vezes com salina fisiológica contendo 

0,05%  de Tween 20 (SIGMA Chemical Co., St Louis, MO, USA). Em seguida, 

100μL/poço das amostras de soro (diluído 1:10) foram incubadas a temperatura 

ambiente, overnight. As placas foram lavadas cinco vezes com salina-Tween 0,05% 

e incubadas, por duas horas a 37°C, com 100μL de uma solução de IgG conjugado 

à peroxidase, na diluição 1:5000. As placas, após serem lavadas, foram incubadas 

no escuro, com 100μL de uma solução de tampão citrato (10mL, pH=5,0) contendo 

40μl de H2O2 e 10mg do substrato ortofenileno-diamino (OPD). Após trinta minutos 

de incubação, a reação foi interrompida pela adição de 30μL/poço de H2SO4 1:20. A 

absorbância foi lida no comprimento de onda de 492nm por leitor automático (Model 

450 microplate Reader, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

Os resultados foram obtidos pelo cálculo da média das repetições da LDL 

oxidada subtraída pela LDL nativa em cada grupo experimental, sendo o resultado 

final dado em unidades arbitrárias. 

 

5.12- Avaliação ex vivo da suplementação com butirato na produção de ROS 

por macrófagos peritoneais  

 

Para verificar o efeito do butirato na produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) por macrófagos peritoneais, foi realizado um estudo ex vivo (Aguilar 

et al., 2012).  

 Camundongos ApoE-/- foram submetidos à dieta controle ou suplementada 

com butirato por 4 semanas. Após esse período, foi injetado tioglicolato (2mL, a 3%),  

intraperitonealmente, nos animais e após 4 dias, os mesmos foram sacrificados e os 
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macrófagos peritoneais retirados com RPMI incolor gelado e estéril. Após 

centrifugação, o RPMI sobrenadante foi descartado e os macrófagos ressuspensos 

em 3 mL de meio de cultura para contagem das células. Para medir a produção de 

ROS, os macrófagos foram plaqueados em triplicata/animal numa concentração de 

1x106 células por poço, e submetidos a estímulo com zymosan (partículas derivas da 

parede celular de fungo, ricas em β-glucana, que são reconhecidas e fagocitadas 

por macrófagos ativando a produção de ROS). Como reagente foi utilizado luminol e 

a luminescência foi lida por 90 minutos em intervalos de 60 segundos. A produção 

basal de ROS também foi acompanhada plaqueando os macrófagos sem uso de 

estímulo. Após subtração da absorbância do estimulado pelo basal, a área sob a 

curva da produção de ROS foi calculada. 

 

5.13- Avaliação da inflamação in vitro 

 

Como a inflamação é parte fundamental no desenvolvimento da 

aterosclerose, foi investigado o efeito anti-inflamatório do butirato de sódio in vitro 

em células endoteliais e macrófagos peritoneais estimulados com LDL oxidada, 

agente fundamental desencadeador da aterogênese. 

 

I- Cultura de células 

 Células endoteliais da veia umbilical humana (EA.hy926) foram utilizadas para 

a realização de experimentos in vitro como o objetivo de investigar o efeito do 

estímulo com LDLox nessas células pré-tratadas com butirato de sódio. Foram 

realizados experimentos in vitro para Imunofluorescência e Western blot das células 

e o sobrenadante utilizado para dosagem de citocinas por ELISA.  
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A- Distribuição das células  

 

Foram utilizadas placas para cultura celular de 6 poços. Lamínulas estéreis 

foram colocadas em cada poço. Em seguida as células foram distribuídas na placa 

numa concentração de 1x106 células/poço, em meio de cultura DMEM completo e 

com estreptomicina e penicilina (10unid/mL). 

 

B- Pré-incubação com butirato e estímulo  

 

As células foram incubadas com solução de butirato de sódio (esterilizada em 

filtro de 0,45µm) nas concentrações 0,1; 0,5 e 1,0mM nos respectivos poços, por 2h. 

Após 2h, o meio de cultura foi substituído pelo meio sem butirato e efetuado o 

estímulo por 4h com LDLox (50µg/mL). Após o período de estímulo o sobrenadante 

foi coletado e foi, então, realizada imunofluorescência nas células ou western blot no 

lisado celular. 

 

C- Avaliação da expressão de CCL2, VCAM-1 e CD36 em células EA.hy926 

pré-incubadas com butirato 

 

 Simplificadamente, o procedimento consistiu em fixar as células (na própria 

placa de cultura) com paraformaldeído 4% em PBS 1x por 5 minutos à temperatura 

ambiente. Após lavar com PBS, foi fixado com metanol gelado por 1min. para ajudar 

na permeabilização das células. Foi, então, realizada a permeabilização e bloqueio 

(Triton X-100 a 0,1% e BSA a 4% em PBS 1x), por 10min. à temperatura ambiente. 
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Procedeu-se, então a incubação com o Anticorpo primário por 1h à temperatura 

ambiente. Foram utilizados anticorpos anti-VCAM-1 (camundongo anti-humano, 

Santa Cruz), anti-CCL2 (coelho anti-humano; Santa Cruz) e CD36 (camundongo 

anti-humano; BioSource). Em seguida (após lavar com a solução de bloqueio) foi 

aplicado os anticorpos secundários (Alexa 488 anti-IgG de camundongo e anti-IgG 

de coelho, respectivamente) e mantido por 30min. no escuro à temperatura 

ambiente). As lâminas foram montadas com meio de montagem contendo DAPI.  As 

imagens foram capturadas em microscópio de fluorescência NIKON do Centro de 

Microscopia Eletrônica do ICB/UFMG (CEMEL) e analisadas com o auxilio do 

software analisador de imagens Image-J. A expressão das proteínas analisadas é 

dada em porcentagem.  

 

D- Determinação da secreção de citocinas por células EA.hy926 pré-

incubadas com butirato 

 

Para confirmar o efeito anti-inflamatório do butirato de sódio em células 

estimuladas com LDLox, foram determinadas as concentrações de TNF, IL-6, IL-1β 

e IL-10 no sobrenadante da cultura celular, por Elisa. Os experimentos foram 

conduzidos com estímulo por 4 e 24h com LDLox (50μg/mL), após pré-incubação 

com butirato (0,5mM). Para os ensaio de ELISA foram utilizados kits comerciais (BD 

Biosciences – BD OptEIA), seguindo as instruções do fabricante. 
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E- Expressão proteica de NF-κB e IκB em células EA.hy926 pré-incubadas 

com butirato 

 

 A cultura celular para determinação da expressão proteica da subunidade p65 

do NF-κB e do IκB por Western blot foi realizada como descrita anteriormente. No 

entanto, o pré-tratamento com butirato de sódio foi realizado apenas na 

concentração de 0,5mM e estímulo com LDLox por 4 horas. 

Western blot: Após o período de incubação, as células foram lisadas em tampão 

de lise (NaCl 150 mmol/L; Tris 50 mmol/L; EDTA.2Na 5 mmol/L; MgCl2 1 mmol/L) 

acrescido de 0,3% de Triton X-100, 0,5% de SDS e de cocktail de inibidores de 

proteases (SigmaFast®, Sigma), na proporção de 106 células para 150μl de tampão 

de lise enriquecido com o cocktail de inibidores de proteases. O lisado celular foi 

aliquotado e congelado a -80ºC para posterior utilização. A quantidade de proteínas 

das amostras foi mensurada de acordo com o método descrito por Lowry et al. 

(1951). As amostras foram diluídas em tampão da amostra (4X tris HCl/SDS, 

pH=6.8, 3% Glycerol, 1% SDS, 0.6% b-mercaptoetanol, Azul de Bromofenol) e 

aquecidas a 100 °C por 5 minutos. Para separação, foram aplicados 20μg de 

proteína em gel de SDS-PAGE (sodium dodecyl (lauryl) sulfate-poliacrilamida) a 

10%. Após serem separadas no gel de poliacrilamida, as proteínas foram 

transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Millipore®, USA) com poro de 

0,45μm. A qualidade da transferência foi monitorada através da coloração da 

membrana com solução de Ponceau 0,3%. A membrana foi então lavada em água 

destilada e colocada por 1 hora em solução de bloqueio (solução de albumina (3%) 

e Tween (0,1%) em TBS). Após o bloqueio, a membrana foi incubada overnight a 

4ºC com o anticorpo primário específico, diluído em 3% de albumina em TBS-Tween 
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(solução de bloqueio). Os seguintes anticorpos primários foram utilizados: p65 e IκB 

(1:1000; monoclonal feito em coelho e cabra, respectivamente; Santa Cruz) e anti-β-

actina (diluição 1:2000; monoclonal feito em coelho; Santa Cruz). Em seguida, a 

membrana foi lavada com TBS contendo 0,3% de Tween 20 (TBS-T) por 5 minutos 

(por três vezes) e incubada por duas horas com o anticorpo secundário conjugado a 

peroxidase (HRP) (1:5000, IgG-HRP; Sigma,St.Louis, MO) diluído em 1% de 

albumina em TBS-Tween. Após o período de incubação a membrana foi novamente 

lavada em TBS-T (5 minutos por três vezes). As bandas foram detectadas por uma 

reação de quimioluminescência (kit ECL plus – Amersham Biosciences do Brasil 

Ltda) e a intensidade das mesmas foi avaliada por análise densitomérica através do 

software ImageJ. Foram utilizados o sistema Mini Protean III-Tetracell e Mini Trans-

Blot Electrophoretic Transfer Cell (BIORAD®, CA, USA). 

 

F- Atividade de NF-κB em células EA.hy926 pré-incubadas com butirato 

 

Para melhor compreender os mecanismos de ação do butirato, além da 

expressão do NF-κB e IκB, foi medida a atividade do fator de transcrição por análise 

de sua migração para o núcleo. Foi realizada imunofluorescencia para p65, p50 e 

IκB em células endoteliais EA.hy 926 após pré-incubação com butirato e estímulo 

com LDLox por 4 horas, segundo protocolos descritos anteriormente. Anticorpo: anti-

p65, feito em coelho; p50, feito em camundongo; anti-IκB, feito em cabra – 

BioSource) 
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II- Cultura de macrófagos peritoneais 

 

Macrófagos peritoneais extraídos de camundongos deficientes em ApoE, 4 

dias após injetados intraperitonealmente com tioglicolato (Ramos et al., 2002), foram 

cultivados em RPMI completo em placas de 6 poços (1x106 células/poço) recobertas 

com lamínulas estéreis, em cada poço. As células foram pre-tratadas com butirato 

(0,5mM) por 2h e, então, estimulados com LDLox (50µg/mL) por 4h. Após o período 

de incubação, as células foram fixadas com paraformaldeído 4% em PBS 1x. 

 

A- Avaliação da expressão de CD36 e captação de LDLox em macrófagos 

peritoneais pré-incubados com butirato 

 

  Após a pré-incubação e estímulo, prosseguiu-se a imunofluorescência (como 

descrito anteriormente) para detecção de CD36 (mouse monoclonal - Santa Cruz, 

USA) e fluorescência com Vermelho de Nilo (Nile Red) para análise da captação de 

LDLox (Nile Red: Sigma, Brazil, Ltda).  

 

B- Avaliação da produção de óxido nítrico e expressão de iNOS em 

macrófagos peritoneais pré-incubados com butirato 

 

Macrófagos peritoneais foram pré-incubados com butirato por 2h e estimulados 

com LDLox por 4h.  Após fixação, as células foram incubadas com a sonda 4-amino-

5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein (DAF-FM, 5mM)  (Planchet et al., 2006), para 

mensuração da produção de NO. A oxidação do DAF-FM por NO origina o composto 

fluorescente triazole. Concomitantemente, macrófagos peritoneais foram também 
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analisados quanto à expressão de iNOS, por imunofluorescenia, após pré-incubação 

com butirato e estímulo com LDLox. Anticorpo: mouse monoclonal anti-iNOS, Santa 

Cruz. 

 

5.14- Avaliação do estresse oxidativo in vitro 

 

 Além da inflamação, o estresse oxidativo é outro fator essencial na 

aterogênese. Assim, foi averiguado o papel do butirato no status oxidativo em cultura 

celular após estímulo com LDLox. 

  

A- Detecção da produção de superóxido e peróxido de hidrogênio por 

macrófagos peritoneais pré-incubados com butirato 

 

Após pré-incubação com butirato e estímulo com LDLox (como já descrito), os 

macrófagos foram investigados quanto à produção de superóxido (O2
-), com a sonda 

fluorescente DHE (10mM) (Carter et al., 1994), e peróxido de hidrogênio (H2O2), com 

2,7-dichlorodihydrofluorescein (DCFH, 10mM) (Carter et al., 1994). A oxidação do 

DHE por O2
- forma o composto fluorescente ethidium e a oxidação do DCFH por 

H2O2 origina o composto fluorescente 2',7'-dichlorofluorescein (DCF, 5mM). 

 

B- Avaliação da expressão da NADPH oxidase em células EA.hy926 pré-

incubadas com butirato  

 

Como a produção de ROS durante a explosão respiratória/oxidativa 

(respiratory/oxidative burst) ocorre por meio da ativação da NADPH oxidase, foi 
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verificada a expressão protéica da subunidade regulatória p22phox em células 

endoteliais por western blot (metodologia descrita anteriormente), como medida 

indireta da atividade dessa enzima. Anticorpos: anti-p22, monoclonal feito em 

camundongo, e anti-β-actina, policlonal feito em cabra (1:1000, Santa Cruz 

Biotechnology - Santa Cruz, CA, EUA). 

 

C- Avaliação da expressão de SOD e Catalase em células EA.hy926 pré-

incubadas com butirato 

 

Devido a associação entre a atividade antioxidante das enzimas SOD e 

catalase e a proteção contra o estresse oxidativo, a expressão dessas enzimas foi 

avaliada nas células endoteliais pré-incubadas ou não com butirato e estimuladas 

com LDLox. Foi, então realizado western blot utilizando os anticorpos anti-SOD1 

(policlonal feito em cabra; Santa Cruz Biotechnology), anti-catalase (monoclonal feito 

em camundongos; Sigma-Alderich) e anti-β-actina (monoclonal feito em 

camundongo; Santa Cruz Biotechnology). 

  

 

 

5.15- Métodos estatísticos de tratamento dos dados 

 

Para detecção de outliers foi realizado o teste de Grubbs. Os dados foram 

analisados quanto à distribuição pelo teste de D’Agostino and Pearson, sendo, 

posteriormente, os paramétricos submetidos ao teste T de student, considerado 

como significante p<0,05, e os não-paramétricos ao teste de Mann Whitney. Os 
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dados dos experimentos de cultura celular foram submetidos teste One-way analysis 

of variance (One-way ANOVA) com pós teste de Newman-keuls. 

  As análises foram realizadas utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0 

(GraphPad Software, San Diego California - USA). Os resultados foram expressos 

como média ± erro padrão, para os dados com distribuição normal, e como mediana, 

quando não paramétricos. 
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6- Resultados 

 

6.1- Consumo alimentar, peso corporal e avaliação de alterações hepáticas 

 

 O consumo semanal de dieta foi avaliado em cada grupo durante o período 

experimental. Não foi encontrada diferença no consumo entre os grupos Controle e 

Butirato (Tabela 2). 

 

Tabela 2- Consumo alimentar, peso inicial, peso final, ganho de peso e gama GT dos 

animais ApoE-/- submetidos a dieta controle ou suplementada com butirato de sódio por dez 

semanas 

Parâmetro Controle Butirato 

Ingestão diária/animal (g) 3,8 ± 0,1 3,7 ± 0,2 

Peso inicial (g) 19,4 ± 1,8 19,0 ± 1,2 

Peso final (g) 27,5 ± 1,6 27,1 ± 1,8 

Ganho de peso (g) 8,1 ± 1,3 9,4 ± 1,2 

Gama GT (U/L) 17.6 (4.4) 12.5 (4.4) 

Os valores são apresentados como Média ± Erro padrão (n=8/7). (Teste t) 

 

 Para acompanhamento da evolução ponderal, os animais foram pesados 

semanalmente e, ao término do experimento, o ganho de peso total foi obtido pela 

diferença entre peso final e inicial. Não houve diferença no peso corporal dos 

camundongos durante o período experimental (Figura 6). O ganho de peso total 

também foi semelhante entre os grupos Controle e Butirato (Tabela 2). 
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Figura 6- Evolução ponderal dos animais ApoE-/- submetidos a dieta controle ou suplementada com 
butirato de sódio por dez semanas (n= 8/7). 

 

A enzima Gama glutamil transpeptidase, utilizada como marcador de dano 

hepático também foi semelhante entres os grupos, confirmando que a ingestão de 

butirato nas doses utilizadas neste estudo são seguras (Tabela 2).  

 

6.2- Metabolismo lipídico e homeostase da glicose  

 

 Para avaliação do metabolismo lipídico, foi analisado o perfil lipídico sérico 

dos animais ao final do experimento. A avaliação da glicemia foi obtida por meio da 

dosagem dos níveis de glicose no plasma sanguíneo dos animais em jejum. Foi 

também avaliada a tolerância oral à glicose e a sensibilidade à insulina. 

 

6.2.1- Perfil lipídico e glicêmico sanguíneo 

 

 Os níveis elevados de colesterol total nos animais confirmaram o 

desenvolvimento de hipercolesterolemia em ambos os grupos. Os parâmetros 
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lipídicos analisados foram iguais entre os grupos Controle e Butirato. A glicemia de 

jejum também não apresentou diferença entre os grupos (Tabela 3). 

 

Tabela 3- Perfil lipídico e glicêmico sanguíneo dos animais ApoE-/- submetidos à dieta 

controle ou suplementada com butirato de sódio por dez semanas 

Parâmetro Controle Butirato 

Colesterol total (mg/dL) 525 ± 40,2 513 ± 74,6 

HDL-colesterol (mg/dL) 24 ± 3,8 22 ± 2,9 

Colesterol não-HDLa (mg/dL) 498 ± 40,7 490 ± 73,9 

Razão n-HDL/HDL-cb  21,5 ± 3,7 23,5 ± 3,8 

Triglicerídeos (mg/dL) 58 ± 12,3 70 ± 11,9 

Glicose (mg/dL) 113 ± 17,6 121 ± 8,5 

Valores apresentados como média ± Erro padrão (n=8/7). *Diferença estatística (p<0,05, teste t). 
a
 CT – HDL-c (Fração aterogênica). 

b
n-HDL/HDL-c. 

  

 

6.2.2- Tolerância oral à glicose e sensibilidade à insulina 

 

 Os animais de ambos os grupos não apresentaram diferença na tolerância 

oral à glicose. No entanto, o grupo butirato apresentou maior sensibilidade à insulina 

(Figura 7).  
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Figura 7- Teste de tolerância oral à glicose (TTOG - A) e Teste de sensibilidade à insulina (TSI- B) 
dos animais apoE-/- submetidos à dieta controle ou suplementada com butirato de sódio por dez 
semanas. Área sob a curva do TSI (C). n=7. *Diferença estatística (p<0,05, teste t). 

 

 

6.3- Contagem total e diferencial de leucócitos 

 

 O número total de leucócitos não apresentou diferença entre os grupos. A 

contagem diferencial de leucócitos mostrou que apenas os monócitos estavam 

aumentados no grupo Butirato em comparação ao grupo Controle (Tabela 4). 
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Tabela 4- Leucograma sanguíneo dos animais apoE-/- submetidos à dieta controle ou 

suplementada com butirato de sódio por dez semanas. n=8/7.  

Parâmetro Controle Butirato 

Leucócitos totais (células/mm3) 19228 ± 2019 20632 ± 2309 

Monócitos (%) 3,7 ± 0,9 6,4 ± 0,8* 

Neutrófilos (%) 10,4 ± 2,0 13,4 ± 2,3 

Linfócitos (%) 73,3 ± 5,6 70,9 ± 3,4 

Basófilos (%) 5,0 ± 0,8 5,5 ± 1,0 

Eosinófilos (%) 2,5 ± 0,9 2,5 ± 0,8 

*Diferença estatística (p<0,05, teste t). 

  

6.4- Avaliação da aterosclerose 

 

 O desenvolvimento da aterosclerose foi avaliado por meio da quantificação da 

área de lesão na aorta e na válvula aórtica. 

 

6.4.1- Medida da lesão aterosclerótica na aorta e válvula aortica 

 

 Na aorta foi encontrada uma relevante redução na área de lesões 

ateroscleróticas, em cerca de 50%. No entanto, o tamanho das lesões na válvula 

aórtica foi semelhante entre os grupos Controle e Butirato, podendo-se notar lesões 

em estágio intermediário, com presença de capa fibrosa e áreas isoladas de 

deposição de cristais de colesterol (Figura 8).  
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Figura 8- Desenvolvimento da aterosclerose em animais apoE-/- submetidos à dieta controle ou 

suplementada com butirato de sódio por dez semanas. (A) Aortas contendo lesões ateroscleróticas 

coradas com Sudan IV. (B) Representação gráfica da área de lesão na aorta. (C) Histologia da 

válvula aórtica mostrando a área de lesão aterosclerótica (setas). Cortes histológicos corados com 

Hematoxilina-Eosina: aumento de 100x. (D) Gráfico da área de lesão aterosclerótica na válvula 

aórtica. Os valores nos gráficos são apresentados como média ± Erro padrão (n=7/6). *Diferença 

estatística (p<0,05, teste t). 

 

 

6.4.2- Análise qualitativa da lesão aterosclerótica 

 

 Embora a área de lesão na válvula aórtica seja semelhante, outros 

parâmetros associados ao desenvolvimento da placa foram analisados.  
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A presença de colágeno nas lesões ateroscleróticas é um fator importante, 

principalmente pela constituição da capa fibrosa que confere estabilidade à placa. As 

metaloproteinases de matriz extracelular possuem efeito prejudicial às lesões 

aterosclerótica uma vez que essas enzimas degradam o colágeno, reduzindo, 

portanto, a estabilidade da placa. Assim, com a finalidade de avaliar a estabilidade 

das lesões na válvula aórtica foi realizada imunofluorescência para colágeno e 

metaloproteinase 2 de matriz extracelular (MMP2). Foi observado que o grupo 

Butirato apresentou maior deposição de colágeno nas lesões que foi associada à 

redução de MMP2 em comparação ao grupo Controle (Figura 9), sugerindo sua 

menor degradação. 

 

 

A 

 

 

 

B 

 

 

 

 

 

Figura 9- Deposição de colágeno (A) e presença de metaloproteinase 2 de matriz (MMP2 - B) na 

válvula aórtica dos animais apoE-/- submetidos à dieta controle ou suplementada com butirato de 
sódio por dez semanas. Representação gráfica dos valores de intensidade de fluorescência 
apresentados como média ± Erro padrão (n=5/6). As setas indicam as lesões onde pode-se observar 
a intensidade de fluorescência. *Diferença estatística (p<0,05, test t). 
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Parâmetros inflamatórios também foram avaliados na válvula aórtica. Foi 

realizada imunofluorescência para detecção do infiltrado de monócitos/macrófagos, 

moléculas quimiotáticas para monócito CCL2 e molécula de adesão VCAM-1 nas 

lesões ateroscleróticas. O grupo Butirato apresentou um perfil menos inflamado já 

que o infiltrado inflamatório, a presença de CCL2 e VCAM-1 foi menor em relação ao 

grupo Controle (Figura 10).  

A 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

C 

 

 

 

 

 

Figura 10- Infiltrado de monócitos/macrófagos (MOMA - A), moléculas quimiotáticas para monócitos 

CCL2 (B) e de adesão VCAM-1 (C) na válvula aórtica dos animais apoE-/- submetidos à dieta 
controle ou suplementada com butirato de sódio por dez semanas. Representação gráfica dos valores 
de intensidade de fluorescência apresentados como média ± Erro padrão (n=5/6). As setas indicam 
as lesões onde pode-se observar a intensidade de fluorescência. *Diferença estatística (p<0,05, test 
t). 
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 6.4.3- Estresse oxidativo na válvula aórtica 

 

 Além da inflamação, o estresse oxidativo também foi avaliado nas lesões da 

válvula aórtica. Notavelmente, a produção de superóxido foi menor nas lesões do 

grupo Butirato em relação ao Controle. Corroborando esse dado, a formação de 

nitrotirosina também foi reduzida nas lesões do grupo suplementado (Figura 11), 

indicando uma menor peroxidação proteica. 
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Figura 11- Produção de superóxido (DHE - A) e nitrotirosina na válvula aórtica dos animais apoE-/- 

submetidos à dieta controle ou suplementada com butirato de sódio por dez semanas. Representação 
gráfica dos valores de intensidade de fluorescência apresentados como média ± Erro padrão (n=4). 
*Diferença estatística (p<0,05, teste t). IF: intensidade de fluorescência. 
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6.5- Avaliação do estresse oxidativo sistêmico  

 

6.5.1- Peroxidação lipídica hepática 

 

 A análise da concentração de malondialdeído (MDA) e de hidroperóxidos 

mostrou que a suplementação com butirato de sódio na dieta resultou em uma 

significante diminuição da peroxidação lipídica hepática avaliada (Figura 12). 
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Figura 12- Peroxidação lipídica no fígado dos animais apoE-/- submetidos à dieta controle ou 
suplementada com butirato de sódio por dez semanas. Os valores são apresentados como média ± 
Erro padrão (n=8/7). *Diferença estatística (p<0,05, teste t). 

 

6.5.2- Atividade de catalase hepática 

 

 Foi avaliada uma possível relação entre o efeito antioxidante da dieta 

contendo butirato de sódio e a atividade das enzimas antioxidantes superóxido 

dismutase e catalase no tecido hepático. Não foi encontrada diferença entre os 

grupos quanto à atividade enzimática da superóxido dismutase. No entanto, a 

atividade da catalase mostrou aumentada no grupo Butirato (Figura 13).  
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Figura 13- Atividade enzimática da superóxido dismutase (SOD) e catalase no fígado dos animais 
apoE-/- submetidos à dieta controle ou suplementada com butirato de sódio por dez semanas. Os 
valores são apresentados como média ± Erro padrão (n=8/7). *Diferença estatística (p<0,05, teste t). 

 

6.5.3- Produção de autoanticorpos anti-LDLox 

 

A presença de autoanticorpos anti-LDLox representa uma medida indireta da 

oxidação de LDL, uma vez que a concentração de seus anticorpos específicos pode 

aumentar com o aumento da concentração de LDL oxidada no soro (Aguilar et al., 

2012; Tsimikas et al., 2001). Neste estudo, foi observado que os animais 

alimentados com butirato apresentaram concentração de IgG anti-LDLox menor em 

comparação aos animais do grupo controle (Figura 14), sugerindo efeito benéfico 

sobre a oxidação de LDL na corrente sanguínea. 

 

 

 

 

 

 

Figura 14- Autoanticorpos anti-LDLox no soro dos animais apoE-/- submetidos à dieta controle ou 
suplementada com butirato de sódio por dez semanas. Os valores são apresentados como média ± 
Erro padrão (n=8/7). *Diferença estatística (p<0,05, teste t). 
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6.5.4- Produção de ROS por macrófagos peritoneais ex vivo  

 

Para estudarmos o efeito do butirato sobre estresse oxidativo em células 

vivas, nós conduzimos um experimento ex vivo com macrófagos peritoneais 

extraídos de animais suplementados ou não com butirato, para avaliação da cinética 

de produção de ROS após estímulo com zymozan. Nós encontramos que os 

macrófagos obtidos do grupo suplementado com butirato apresentaram menor 

produção de ROS em comparação ao grupo controle (Figura 15), sugerindo que a 

ingestão de butirato foi capaz de reduzir a ativação dos macrófagos induzida por 

zymozan. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 15- Produção de ROS (ex vivo) por macrófagos peritoneais (estimulados com Zymosan) 
obtidos de animais apoE-/- submetidos à dieta controle ou suplementada com butirato de sódio por 4 
semanas. Os valores são apresentados como média ± Erro padrão (n=8/7). *Diferença estatística 
(p<0,05, teste t). RLU (Relative Light Unit): Unidade Relativa de Luz. 

 
 

6.6- Avaliação da inflamação in vitro 

 

 Com o objetivo de estudar o comportamento imunomodulatório do butirato de 
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utilizando células endoteliais e macrófagos pré-tratados com butirato e estimulados 

com LDL oxidada.   

 

6.6.1- Expressão de CCL2 e VCAM-1 em células EA.hy926 estimuladas com 

LDLox 

 

 A avaliação da presença de CCL2 e VCAM-1 por imunofluorescência, 

mostrou que o pré-tratamento com butirato de sódio foi capaz de reduzir essas 

moléculas inflamatórias em células endoteliais estimuladas com LDLox, a partir  da 

concentração de 0,5mM (Figura 16). 
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Figura 16- Imunofluorescência para CCL2 (A e C) e VCAM-1 (B e D) em células endoteliais EA.hy926 

pré-tratadas (2 horas) com diferentes concentrações de butirato de sódio (0,1; 0,5 e 1,0mM) e 
estimuladas com LDLox (50µM) por 4 horas. Os gráficos representam a média da razão da IF para 
CCL2/VCAM-1 em células pré-tratadas com butirato dividida pela IF em células sem pré-tratamento 
(Controle) x 100. (B) Imagem representativa da imunofluorescência de CCL2 das células pré-tratadas 
com 0,5mM de butirato. Os valores são apresentados como média ± Erro padrão. IF: Intensidade de 
Fluorescência. *Diferença estatística (p<0,05, ANOVA). 
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6.6.2- Expressão de CD36 em células EA.hy926 estimuladas com LDLox 

 

A expressão de CD36 constitui um importante meio de aumentar a captação das 

partículas de LDLox. O butirato mostrou-se capaz de reduzir a expressão de CD36 

nas células endoteliais estimuladas com LDLox (Figura 17). 

 

 

 

                                                  

            

                                              

Figura 17- Intensidade de CD36 expressa por células endoteliais EA.hy926 pré-tratadas ou não com 
butirato de sódio (0,5mM, por 2 horas) e estimuladas com LDLox (50µM), por 4 horas. Gráfico da 
intensidade de fluorescência. Imagens representativas das células sem pre-incubação com butirato e 
pré incubadas, respectivamente. Os valores são apresentados como média ± Erro padrão. *Diferença 
estatística (p<0,05, teste t). 
 

 

6.6.3- Citocinas pró-inflamatórias e IL-10 no sobrenadante da cultura celular 

 

 Para elucidar o efeito do butirato de sódio sobre a secreção de citocinas foi 

realizada a dosagem de TNF, IL-6, IL-1β, reconhecidamente pro-inflamatórias, e de 

IL-10, anti-inflamatória, no sobrenadante da cultura celular, após estímulo com 

LDLox. As células foram pré-incubadas com butirato na concentração de 0,5mM, 

concentração mínima já capaz de exercer efeito anti-inflamatório (como visto na 

expressão de CCL2 e VCAM-1, Figura 18). Foi observada a capacidade do pré-

tratamento com butirato em reduzir significativamente a concentração das citocinas 

proinflamatórias, bem como o aumento de IL-10 (Figura 18).  
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Figura 18- Secreção de citocinas por células endoteliais EA.hy926 pré-tratadas com butirato de sódio 
(0,5mM, por 2 horas) e estimuladas com LDLox (50µM), por 4 ou 24 horas. Os valores são 
apresentados como média ± Erro padrão. Letras diferentes identificam diferença estatística (p<0,05, 
ANOVA). n=8. 
 

     

6.6.4-Expressão de CD36 e a captação de LDLox em macrófagos peritoneais  

 

Para determinar a capacidade do butirato em reduzir a formação de células 

espumosas, foi realizada cultura de macrófagos peritoneais pré-incubados com 

butirato e estimulados com LDLox, a fim de analisar o seu efeito sobre a expressão 
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proteica do receptor scavenger CD36 e a captação de LDLox. Foi observado que o 

butirato reduziu a expressão de CD36 o que também resultou numa menor captação 

de LDLox pelos macrófagos (Figura 19) estando, portanto, em conformidade com a 

menor presença de células espumosas nas lesões da válvula aórtica. 

 

 

 

 

Figura 19- Expressão de CD36 (Imunofluorescência) e captação de LDLox (fluorescência com 

Vermelho de Nilo) em macrófagos peritoneais (de camundongos ApoE-/-) pré-tratados ou não com 
butirato de sódio (0,5mM, por 2 horas) e estimuladas com LDLox (50µM), por 4 horas. Gráfico da 
intensidade de fluorescência. Imagens representativas das células sem pre-incubação com butirato 
(Controle) e pré incubadas, respectivamente. Os valores são apresentados como média ± Erro 
padrão. *p≤0.05 (Teste t). 
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6.6.5- Produção de óxido nítrico e a expressão de iNOS em macrófagos 

peritoneais 

  

 Sob estímulo inflamatório, os macrófagos ativados também aumentam a 

produção de oxido nítrico a concentrações prejudiciais, via ativação de iNOS. Ao 

avaliarmos a produção de NO por macrófagos pre-tratados com butirato e 

estimulados com LDLox, foi encontrada produção reduzida de oxido nítrico, 

acompanhada por menor expressão proteica de iNOS, em relação ao controle 

(Figura 20). 

 

Figura 20- Produção de óxido nítrico (NO) e de iNOS (in vitro) em macrófagos peritoneais (de 
camungongos ApoE-/-) pré-tratados ou não com butirato de sódio (0,5mM, por 2 horas) e estimuladas 
com LDLox (50µM), por 4 horas. Gráfico da intensidade de fluorescência. Imagens representativas 
das células sem pre-incubação com butirato (Controle) e pré incubadas, respectivamente. Os valores 
são apresentados como média ± Erro padrão. *Diferença estatística (p<0,05, teste t). 
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6.6.6- Atividade do NF-κB em células endoteliais  

 

 Para compreender o mecanismo de ação do butirato, foi avaliado seu efeito 

na expressão e atividade do fator de transcrição NF-κB, que é altamente associado 

à inflamação. A expressão do inibidor IκB também foi investigada. Os resultados 

mostram que NF-κB estava reduzido em células tratadas com butirato, sem que 

houvesse modificações na concentração de seu inibidor IκB (Figura 21). A ativação 

de NF-κB pode ser avaliada pela sua translocação para o núcleo. Nossos resultados 

mostraram uma menor translocação da subunidade p65 para o núcleo das células 

pre-tratadas com butirato (Figura 22), sem apresentar diferença na concentração 

citoplasmática, sugerindo uma menor atividade desse fator de transcrição. A 

subunidade p50 do NF-κB estava aumentada no citoplasma das células pre-

incubadas com butirato, mas sem alterações nas concentrações nucleares (Figura 

22). Os dados de fluorescência de IκB também confirmaram aqueles vistos por 

western blot.    

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21- Expressão do NF-kB e de IkB por células endoteliais humanas EA.hy926 pré-tratadas ou 

não com butirato de sódio (0,5mM, por 2 horas) e estimuladas com LDLox (50µM), por 4 horas. 
Western blot para p65 e IkB Os dados são reportados como media ± erro padrão. *p≤0.05 (teste t). 
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Figura 22- Atividade do NF-kB em células endoteliais humanas EA.hy926 pré-tratadas ou não com 

butirato de sódio (0,5mM, por 2 horas) e estimuladas com LDLox (50µM), por 4 horas. 
Imunofluorescência para as subunidades p65 e p50 do NF-kB e IkB. Imagem representativa da 
imunofluorescencia para p65, p50 e IkB. Os dados são reportados como media ± erro padrão. 
*p≤0.05 (teste t). 

 

6.7- Avaliação do estresse oxidativo in vitro 

 

 O butirato mostrou-se eficaz em melhorar o status oxidativo nos experimentos 

in vivo. Portanto, estresse oxidativo foi também investigado in vitro, sendo analisado 

também seu mecanismo envolvendo a NADPH oxidase. 
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6.7.1- Produção de superóxido e peróxido de hidrogênio em macrófagos  

 

Já que a produção de ROS por macrófagos desempenha um papel chave na 

oxidação das partículas de LDL aprisionadas na camada íntima das artérias, nós 

investigamos se sua produção por macrófagos peritoneais é afetada pela pré-

incubação com butirato seguida de estímulo com LDLox. Os resultados mostraram 

que os macrófagos pré-incubados com butirato apresentaram menor produção de 

superóxido e peróxido de hidrogênio em comparação ao controle, após serem 

estimulados com LDLox (Figura 23). 

 

 

 

Figura 23- Produção de ROS (in vitro) em macrófagos peritoneais (de camungongos ApoE-/-) pré-

tratados ou não com butirato de sódio (0,5mM, por 2 horas) e estimuladas com LDLox (50µM), por 4 
horas. Gráfico da intensidade de fluorescência. Imagens representativas das células sem pre-
incubação com butirato (Controle) e pré incubadas, respectivamente. Os valores são apresentados 
como média ± Erro padrão. *Diferença estatística (p<0,05, teste t). 
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6.7.2- Expressão de NADPH oxidase-p22phox em células endoteliais EA.hy926 

 

Como a produção de ROS durante a explosão respiratória (oxidative burst) 

ocorre por meio da ativação da NADPH oxidase, nós analisamos a expressão 

protéica da subunidade regulatória p22phox em células endoteliais, como medida 

indireta da atividade dessa enzima. Como previsto, a pré-incubação com butirato 

reduziu a expressão proteica de p22 após estímulo com LDLox (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24- Expressão de NADPH oxidase (p22phox) em células endoteliais EA.hy926 pré-tratadas ou 

não com butirato de sódio (0,5mM, por 2 horas) e estimuladas com LDLox (50µM), por 4 horas. Os 

valores são apresentados como média ± Erro padrão. *Diferença estatística (p<0,05, teste t). 
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6.7.3- Expressão de SOD1 e catalase em células EA.hy926 

 

 Interessantemente, enquanto fora mantida a expressão da SOD1, a 

expressão proteica da catalase foi reduzida pelo butirato após estímulo com LDLox 

(Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25- Expressão de SOD e catalase em células endoteliais EA.hy926 pré-tratadas ou não com 

butirato de sódio (0,5mM, por 2 horas) e estimuladas com LDLox (50µM), por 4 horas. Os valores são 

apresentados como média ± Erro padrão. *Diferença estatística (p<0,05, teste t). 
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7- DISCUSSÃO 

 

Vários efeitos extraintestinais e sistêmicos do butirato têm sido descritos e 

muitos deles correlacionam com sua ação anti-inflamatória e antioxidante (Ferreira et 

al., 2012; Hamer et al., 2008; Hamer et al., 2009; Leonel et al., 2012b; Vieira et al., 

2012). Porém, as possíveis ações da suplementação oral de butirato na aterogênese 

ainda não foram estudadas. Sua possível participação no desenvolvimento da 

aterosclerose foi sugerida indiretamente pelos efeitos do butirato vistos em 

componentes importantes da lesão aterosclerótica como o endotélio e os leucócitos 

(Siennicka, 2005; Zapolska-Downar et al., 2004; Zimmerman et al., 2012) . Assim, 

nosso estudo é pioneiro em mostrar o efeito benéfico do butirato em modelo de 

aterosclerose.  

A suplementação de butirato utilizada neste estudo (1%) não se mostrou 

deletéria ao desenvolvimento do animal, uma vez que a ingestão alimentar, peso 

corporal e a concentração sérica de Gama GT foram similares entre os grupos.  

As fibras solúveis são reconhecidos agentes hipocolesterolêmicos, devido ao 

seu efeito na absorção do colesterol e excreção de ácidos biliares (Alvarez-Leite et 

al., 1994a; Alvarez-Leite et al., 1994b; Rideout et al., 2008). Como a principal fonte 

de butirato no organismo é a fermentação de fibras no colon (Hamer et al., 2008), 

decidimos analisar se o butirato, como subproduto, também teria algum efeito no 

perfil lipídico. Porém, em condições de hipercolesterolemia, característica intrínseca 

do modelo murino utilizado, nenhum efeito foi visto nos níveis do colesterol total e 

suas frações, nem nos triglicerídeos com a suplementação de butirato.  
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A resistência à insulina, independentemente da obesidade, possui uma alta 

associação com o desenvolvimento da aterosclerose (Bornfeldt et al., 2011; 

DeFronzo, 2010). Portanto, dada a importante associação da sensibilidade à insulina 

com a aterogênese, foi avaliado o efeito da suplementação oral com butirato na 

tolerância oral à glicose e na sensibilidade à insulina nos animais. O butirato não 

alterou o teste de tolerância oral à glicose, mas aumentou significativamente a 

sensibilidade à insulina. A resistência à insulina em animais ApoE-/- está associada 

ao aumento na aterosclerose (Cannizzo et al., 2012) e é acompanhada por aumento 

em moléculas pro-inflamatórias como VCAM-1 e MMP-9, além de aumentado 

estresse oxidativo, caracterizado por elevada atividade da NADPH oxidase. Embora 

no presente estudo os animais tenham apresentado glicemia semelhante, a 

sensibilidade à insulina aumentada está em conformidade com o efeito anti-

inflamatório e antioxidante encontrado após ingestão de butirato. Interessantemente, 

VCAM-1 e MMP2, e NADPH oxidase (discutidas à frente) foram reduzidas neste 

estudo, estando em conformidade com o trabalho de Cannizzo e colaboradores 

(Cannizzo et al., 2012). Assim, a maior sensibilidade à insulina conferida pelo 

butirato abre perspectivas promissoras sobre seus possíveis efeitos na resistência à 

insulina. 

 Embora alguns estudos in vitro mostrem um efeito apoptótico em leucócitos, 

o número de leucócitos circulantes foi semelhante entre os grupos. Isso ocorre, 

provavelmente, pelo fato de as concentrações circulantes alcançadas após a 

suplementação oral serem inferiores àquelas utilizadas em culturas (1 a 5mM) 

(Bailon et al., 2010; RAMOS, 2002) não afetando de forma significativa a viabilidade 

dessas células. Os monócitos foram os únicos leucócitos alterados pela 

suplementação de butirato possivelmente devido à menor infiltração. 
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Ao analisarmos a lesão aterosclerótica em dois locais, nota-se que a área da 

lesão na aorta foi reduzida com a suplementação com butirato, enquanto que na 

válvula aórtica a área de lesão foi semelhante.  Tais diferenças podem ser devido à 

distinta evolução da placa nos dois sítios.  Em camundongos ApoE-/-, a lesão ocorre 

mais rapidamente na válvula aórtica, devido ao intenso fluxo e turbilhonamento do 

sangue pela elevada taxa de batimentos cardíacos (360bpm). A lesão na artéria 

ocorre mais lentamente e assim, no momento da eutanásia, encontra-se uma lesão 

em estágio mais inicial nessa região comparado à válvula, principalmente com 

alterações no endotélio e presença de células espumosas na íntima (VanderLaan et 

al., 2004). Na válvula aórtica, no entanto, as lesões apresentam-se mais 

desenvolvidas, podendo-se, inclusive, avaliar mais componentes além dos vistos na 

aorta, como estabilidade da capa fibrosa e a interação entre os diversos 

componentes celulares que compõem a placa. Assim, é possível analisar a 

aterosclerose em dois estágios distintos: inicial e intermediário.   

A menor área de lesão vista na aorta dos animais suplementados, sugere 

menor quimiotaxia e/ou migração de monócitos para o local, uma vez que não há 

diferenças nos níveis circulantes de lipoproteínas aterogênicas nem de triglicerídeos. 

Nossos dados de cultura utilizando concentrações de butirato a 0,5mM, mostraram 

sua capacidade em reduzir a expressão de CCL2 e VCAM-1 em células endoteliais 

sugerindo sua capacidade de reduzir a migração de monócitos para o subendotélio 

ativado por LDLox. iNOS tem papel importante na migração de macrófagos (Maa et 

al., 2008) e o butirato possui efeito inibidor da migração de macrófagos que foi 

associado com a redução na expressão dessa enzima (Maa et al., 2010). Neste 

estudo também foi encontrada reduzida produção de NO associada com diminuição 

na expressão de iNOS em macrófagos peritoneais pré-tratados com butirato e 
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estimulados com LDLox, estando de acordo com Chakravortty e colaboradores 

(Chakravortty et al., 2000). Portanto, esse resultado confirma o efeito anti-

inflamatório do butirato e sugere que, além de reduzir a quimioatração (por atuar em 

células endoteliais), a migração de macrófagos também pode estar sendo afetada, 

uma vez que o butirato inibe a expressão de iNOS. Adicionalmente, o pré-tratamento 

de macrófagos peritoneais com butirato reduziu a expressão de CD36 e, 

consequentemente, a captação de LDLox, confirmando a reduzida formação de 

células espumosas na aorta.  

Na válvula aórtica, a lesão apresentou-se mais desenvolvida e foi possível 

avaliar o efeito da suplementação com butirato em outros componentes da lesão, 

principalmente os ligados à estabilização da capa fibrosa, importante para a 

prevenção de sua ruptura. Os dados de maior deposição de colágeno associado à 

menor presença de MMP2 observados na lesão sugerem que a maior deposição 

pode ser devido à menor degradação do colágeno por essa enzima. MMP-2 é a 

principal metaloproteinase de matriz derivada das células musculares lisas e é 

positivamente regulada e ativada nas lesões ateroscleróticas em animais e humanos 

(Li et al., 1996; Page-McCaw et al., 2007; Sasaki et al.). As MMPs podem ser 

induzidas ou estimuladas por citocinas proinflamatórias, incluindo TNF (Han et al., 

2000). Assim, a redução de MMP2 é uma provável consequência do efeito anti-

inflamatório do butirato em reduzir TNF.  

À semelhança do que ocorreu na aorta, houve menor infiltrado de 

macrófagos/monócitos nas lesões da válvula aórtica, estando em conformidade com 

a menor expressão de CCL2 e VCAM-1 neste sítio. Assim, esses dados reforçam o 

efeito do butirato em reduzir a quimiotaxia e migração de monócitos/macrófagos 

como já discutido. Aliados à redução em MMP2, esses resultados confirmaram um 
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menor status inflamatório na válvula aórtica e, juntos, mostram o efeito benéfico de 

butirato, reduzindo a área de células espumosas e mantendo a estabilidade da 

placa, pelo aumento no conteúdo de colágeno.  

Além dos componentes mais relacionados à inflamação, o estresse oxidativo 

também foi avaliado na válvula aórtica. A produção de ROS durante a aterogênese é 

responsável por aumentar a oxidação de LDL na íntima arterial contribuindo assim 

para a elevada progressão da aterosclerose (Kinoshita et al., 2013). Adicionalmente, 

os radicais superóxido reagem com NO, reduzindo sua biodisponibilidade e levando 

à formação de peroxinitrito, que está associado à oxidação proteica e formação de 

nitrotirosina. Nitrotirosina constitui um marcador de estresse oxidativo (Darwish et al., 

2007) altamente encontrado em lesões ateroscleróticas e seus níveis séricos 

possuem correlação positiva com a ocorrência de doença cardiovascular 

(Shishehbor et al., 2003; Upmacis, 2008). Ao avaliarmos a produção de O2
- nas 

lesões, foi observada produção reduzida nas lesões dos animais suplementados 

com butirato em comparação ao controle. Em conformidade com este resultado, a 

presença de nitrotirosina também foi significativamente menor nas lesões do grupo 

butirato. Esses resultados confirmam que o butirato reduz o estresse oxidativo nas 

lesões da válvula e, dada a conhecida associação entre estresse oxidativo e 

inflamação com a aterogênese (Cachofeiro et al., 2008), esse resultado sugere 

menor inflamação também encontrada neste sítio. 

ROS são responsáveis pelo aumento na produção de citocinas pro-

inflamatórias (Naik et al., 2011) que desempenham um papel chave na ativação de 

MMPs (Rajagopalan et al., 1996; Spallarossa et al., 2006). Assim, a produção 

reduzida de superóxido no grupo butirato também pode estar associada ao menor 
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perfil inflamatório, particularmente com relação a menor expressão de MMP2 

encontrada nas lesões. 

Como a produção de ROS por macrófagos tem um papel chave na oxidação 

das LDL aprisionadas na camada íntima arterial e foi encontrada menor produção de 

superóxido na válvula aórtica, foi investigado o efeito da suplementação com butirato 

na produção de ROS por macrófagos peritoneais ex vivo. O estudo da liberação de 

ROS em células vivas constitui uma ferramenta mais adequada para se investigar o 

estresse oxidativo. A suplementação oral com butirato mostrou-se capaz de reduzir 

a liberação de ROS em macrófagos peritoneais estimulados com zymosan ex vivo. 

Esse resultado foi também confirmado in vitro em macrófagos peritoneais pré-

incubados com butirato e estimulados com LDLox (reconhecidamente indutora da 

produção de ROS (Park et al., 2009)), onde foi encontrada reduzida produção de 

superóxido e peróxido de hidrogênio em comparação ao controle. Juntos, esses 

dados sugerem que o butirato inibe a produção de ROS por macrófagos ativados, 

sendo  benéfico contra a gênese e evolução da aterosclerose, particularmente, pela 

capacidade de reduzir a ativação após estímulo pelo principal agente 

desencadeador da aterosclerose, a LDLox. 

Autoanticorpos contra LDL oxidada ocorrem naturalmente na corrente 

sanguínea e têm sido associados com o desenvolvimento da aterosclerose. Níveis 

elevados de IgG anti-LDLox têm sido mostrados proaterogênicos sendo 

positivamente correlacionados com espessamento da íntima arterial (Hulthe et al., 

2001). Possivelmente, isso ocorre porque IgG anti-LDLox formam imunocomplexos 

com LDLox que podem se ligar aos receptores Fc de macrófagos gerando um sinal 

inflamatório proaterogênico (Burut et al., 2010; Huang et al., 1999; Kiener et al., 

1995). No presente estudo nós encontramos níveis séricos reduzidos de IgG anti-
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LDLox nos animais suplementados com butirato em comparação ao controle, 

estando em conformidade com o efeito ateroprotetor do butirato em reduzir a 

formação de lesões na aorta. Como as LDLox são partículas imunogênicas que 

estimulam a produção de anticorpos anti-LDLox, níveis elevados desses 

autoanticorpos sugerem aumento da oxidação das LDL nativas (Aguilar et al., 2012; 

Shoenfeld et al., 2004; Tsimikas et al., 2001). Assim, a redução nos níveis de IgG 

anti-LDLox sugere menor oxidação das partículas de LDL nos animais 

suplementados com butirato, estando de acordo com o estudo de  TSIMIKAS e 

colaboradores (Tsimikas et al., 2001) que mostraram que a redução em 

autoanticorpos teve positiva correlação com a redução na presença de LDLox na 

aorta. 

O estresse oxidativo basal no fígado é naturalmente aumentado em 

camundongos deficientes em apoproteina E (Pereira et al., 2012) e, por isso, 

também foi investigado o efeito da suplementação com butirato na peroxidação 

lipídica hepática. Interessantemente, foi confirmado um efeito sistêmico do butirato 

em reduzir o estresse oxidativo, pois também foi encontrada menor peroxidação 

lipídica no fígado dos animais suplementados. Essa melhora foi associada a uma 

maior atividade da enzima antioxidante catalase, que tem sido demostrada ser 

aumentada por butirato (Yano et al., 1989), confirmando a capacidade do butirato 

em reduzir o estresse oxidativo via aumento na expressão ou atividade de enzimas 

antioxidantes (Sauer et al., 2007; Vanhoutvin et al., 2009). 

O endotélio ativado produz algumas citocinas como TNF, IL-1β e IL-6 

(Gomaraschi et al., 2005; Niu et al., 2008; Ogawa et al., 2003), sendo que IL-6 é 

induzida no endotélio indiretamente após ativação por outras citocinas (Gomaraschi 

et al., 2005; Niu et al., 2008). Nossos resultados mostram que butirato reduz 
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rapidamente a produção de IL-1β e TNF (após 4h de estímulo por LDLox) e mais 

tardiamente inibe IL-6. A redução na secreção da IL-6 pode ser um efeito direto e 

indireto do butirato, tendo ocorrido menor indução por IL-1β e TNF, já que estas 

foram reduzidas pelo pré-tratamento (Kasza, 2013). Foi também encontrado que 

após 4h de estímulo o butirato induziu o aumento de IL-10, que possui importante 

papel imunorregulador incluindo a inibição da síntese de citocinas pro-inflamatórias 

(Murray, 2005; Wang et al., 1995). Interessantemente, a capacidade do butirato em 

aumentar IL-10 pode estar associada à redução no receptor CD36 vista tanto nas 

células endoteliais quanto em macrófagos peritoneais, uma vez que tem sido 

descrito que a IL-10 reduz a expressão de CD36 em macrófagos, prevenindo uma 

sobrecarga de colesterol captado de LDLox, além de promover aumento do efluxo 

de colesterol. Ambos os efeitos podem explicar a ação anti-aterogênica da IL-10 

observada em vários experimentos em modelos animais (Rubic et al., 2006). 

Portanto, esses dados indicam que o butirato modula a ativação das células 

endoteliais, reduzindo a secreção de citocinas pro-inflamatórias e aumentando IL-10.  

NADPH oxidase é associada ao desenvolvimento da aterosclerose e o 

controle na geração de ROS é uma ferramenta benéfica na prevenção de eventos 

cardiovasculares (Kinoshita et al., 2013). Neste estudo o butirato diminuiu a 

expressão da subunidade regulatória da NADPH oxidase, p22phox, o que explica a 

redução na produção de ROS também encontrada. A inibição da NAPDH oxidase 

confere um efeito benéfico na aterogênese. Já foi mostrado que a inibição dessa 

enzima pela apocinina suprimiu a progressão da aterosclerose em animais ApoE-/- 

(Kinoshita et al., 2013).  

A inibição da NAPH oxidase pelo butirato também está de acordo com a 

reduzida produção de superóxido encontrada nas lesões da válvula aórtica. Esse 
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resultado é importante para a estabilidade da lesão, pois a NADPH oxidase aumenta 

a ativação de MMP2 (Spallarossa et al., 2006). Assim, este resultado encontra-se 

em conformidade com a reduzida expressão de MMP2 e aumentado conteúdo de 

colágeno nas lesões dos animais alimentados com butirato. 

NF-κB é um fator de transcrição chave na inflamação e estresse oxidativo, por 

regular a expressão de moléculas pro-inflamatórias e da NADPH oxidase, 

respectivamente e pode ser ativado por estímulos pró-inflamatórios como LDLox ou 

citocinas (IL-1β e TNF) (Han et al., 2000). A atividade do NF-κB depende não 

apenas de sua produção, mas de sua translocação para o núcleo, que ocorre após 

fosforilação do seu inibidor IκB, no citoplasma. Após estímulo, IκB Kinase (IKK) 

fosforila o IκB ligado à subunidade p65 do NF-kB e esta fosforilação induz a 

degradação do IκB pelo proteassomo, liberando o dímero p65-p50 que migra para o 

núcleo, onde induz a transcrição gênica (Napetschnig et al.). Nossos dados 

mostraram que o butirato reduz a concentração total da subunidade p65 e mantem a 

concentração do seu inibidor IκBα.  Além disso, butirato leva a uma menor ativação 

do NF-κB, demonstrada pela menor concentração nuclear de p65, responsável pela 

ligação na sequência gênica. Em relação ao p50, nota-se que há aumento no 

citoplasma de células tratadas com butirato, o que favorece a formação do 

homodímero p50-p50 inativo (Oeckinghaus et al., 2009; Zhong et al., 2002). Assim, 

nossos resultados estão em concordância com a hipótese de que butirato reduz a 

expressão e a atividade de NF-κB, afetando assim a cadeia de produção de 

citocinas pró-inflamatórias como TNF e IL1-β, reduzindo também a produção 

endotelial de quimiocinas e outras moléculas importantes na aterogênese, como 

CCL2, VCAM-1, CD36 e p22phox (Figura 26). 
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Figura 26- Hipótese da ação do butirato no endotélio. 

O butirato captado pelas células endoteliais por difusão simples ou transportado pelo MCT1 

promove redução na atividade do NF-kB, via hiperacetilação (Ac) no DNA induzida pela inibição de 

histona desacetilase (HDAC).  Essa menor atividade reduz a expressão de moléculas envolvidas na 

quimiotaxia, rolamento e adesão de monócitos, contribuindo para uma menor migração de 

leucócitos para o sítio de inflamação na íntima arterial. Isso resulta em menor formação de células 

espumosas atenuando a aterogênese. O butirato extracelular também possui ação anti-inflamatória 

via ligação a receptores acoplados à proteína G (GPR).  



 

112 

 

Estudos realizados em outros tipos celulares concordam, em sua maioria, 

com os resultados obtidos neste estudo em relação à redução de NF-κB ativo com o 

uso de butirato (Machado et al., 2012; Schwab et al., 2007; Segain et al., 2000; 

Zapolska-Downar et al., 2004). Porém, os mecanismos são divergentes: nas células 

HT-29, o butirato reduziu a formação do dímero p65/p50 após estímulo de LPS ou 

TNF sem afetar IκB, em efeito dependente de PPARα (Schwab et al., 2007). Em 

células endoteliais da microvasculatura intestinal (HIMEC), butirato reduziu a 

expressão de IL-6 como visto em nosso estudo, sendo que NF-κB e IκB não foram 

afetados (Ogawa et al., 2003). 

 A subunidade da NADPH oxidase, p22phox, também é regulada pelo NF-κB 

(Manea et al., 2007). Portanto, possivelmente o butirato reduziu a expressão dessa 

subunidade por exercer efeito na via de ativação do fator de transcrição NF-kB. 

Assim, redução da produção de p65 vista em nosso estudo pode estar 

relacionada tanto com os efeitos anti-inflamatórios quanto antioxidantes do butirato. 

O mecanismo envolvido nessa redução pode ser em consequência da ação do 

butirato como inibidor da histona desacetilase (HDAC) (Davie, 2003; Monneret, 

2005; Steliou et al., 2012; Yin et al., 2001), modulando a expressão gênica do fator 

de transcrição (Figura 26). Nós mostramos que o butirato promove uma menor 

atividade na via do NF-κB. Resultados semelhantes foram vistos em colonócitos, 

onde butirato reduziu a degradação do IκB e estava associado à inibição de HDAC 

(Yin et al., 2001).  

A associação dos efeitos do butirato nas células endoteliais com a inibição da 

atividade do NF-kB, permite inferir que os macrófagos neste estudo também tiveram 

sua transcrição gênica afetada por butirato via ação neste fator de transcrição. 
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Assim, além dos efeitos que culminaram numa menor quimiotaxia/migração de 

monócitos, o butirato provavelmente induziu nos macrófagos a um menor perfil 

proinflamatórios e pro-oxidante que desencadeou numa reduzida formação de 

células espumosas (Figura 27). Possivelmente, os macrófagos aprisionados na 

camada íntima tenham uma redução na atividade da NADPH oxidase, ocasionando 

menor produção de ROS e, consequentemente, apresentem menor efeito na 

oxidação de LDL. Adicionalmente, a reduzida expressão de CD36 diminui a 

captação das LDLox. É provável que uma menor expressão de iNOS e produção de 

NO, associada à reduzida geração de ROS, também esteja sendo ocasionada pelo 

butirato nas lesões, estando em conformidade com a menor formação de 

nitrotirosina na válvula aórtica. 
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Figura 27- Hipótese da ação do butirato em macrófagos. 

O butirato tem sua ação via ligação à receptores acoplados à proteína G (GPR), ou após captado, por 

difusão ou MCT1. O butirato induz hiperacetilação no DNA por inibir desacetilases de histonas 

(HDAC) e, assim, reduz a síntese do NF-kB promovendo menor perfil pró-oxidante e proinflamatório 

nos macrófagos. Deste modo, a menor expressão de NADPH oxidase-p22phox diminui a produção de 

ROS e, consequentemente, a oxidação de LDL. A inibição de CD36, então, leva a menor captação de 

LDL e formação de células espumosas. Adicionalmente, a expressão de iNOS é reduzida, diminuindo a 

produção de NO. 
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8- CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, a suplementação oral com butirato de sódio (1%) foi capaz de 

retardar a evolução da lesão aterosclerótica e este efeito resultou das propriedades 

anti-inflamatórias e antioxidantes desse nutriente. O butirato reduziu a quimiotaxia, 

adesão e migração de monócitos, como demonstrado pela redução em CCL2 e 

VCAM-1, bem como menor infiltrado de macrófagos. Adicionalmente, as lesões 

apresentaram menor status oxidativo e maior estabilidade da capa fibrosa, 

evidenciados pela redução de superóxido/nitrotirosina e maior deposição de 

colágeno, respectivamente, sendo este efeito ocasionado por sua menor 

degradação, já que o butirato reduziu MMP2. Essas ações ateroprotetoras foram 

confirmadas in vitro pela redução de CD36, culminando em menor captação de 

LDLox, e pela diminuição na produção de ROS. Os mecanismos de ação do butirato 

resultam da menor produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL-6 e TNF, 

e expressão de p22phox, ocasionados pela menor atividade do NF-κB. 
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