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RESUMO

Introducéo: A doenca hepética alcoolica (DHA) e a doenca hepatica gordurosa
ndo alcoolica (DHGNA) estdo entre as principais causas de morte por doencas
hepaticas no mundo. Apesar das etiologias distintas, sendo a DHA causada pelo
consumo excessivo de alcool e a DHGNA por dieta inadequada e sedentarismo,
apresentam curso de doenca semelhante, que pode evoluir de esteatose, para
esteato-hepatite, fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular. Tanto a DHA quanto a
DHGNA estdo relacionadas a disbiose, aumento de permeabilidade intestinal,
inflamacdo e dano hepéatico. Entretanto, ainda ndo esta claro se a doenca hepatica
precede as alteracdes no epitélio intestinal ou se € o aumento da permeabilidade que
promove o dano hepatico. Objetivo: Avaliar a expressao génica de Tight Junctions em
modelo de DHA e DHGNA em zebrafish (Danio rerio). Métodos: No modelo de DHA,
os peixes foram divididos em dois grupos: Etanol (n=30), expostos a 0,5% de etanol
por 28 dias e controle (n=30). No modelo de DHGNA, os peixes foram divididos
também em dois grupos: Frutose (n=24), expostos a frutose 6% durante 2 horas por
14 dias e controle (n=24). Ao término dos experimentos 0s animais foram
eutanasiados e coletados figados, para avaliagdo histolégica por coloracédo
hematoxilina-eosina (HE) e de esteatose por Oil Red, e intestinos para avaliagdo da
expressdo génica dos marcadores de permeabilidade intestinal cldnC, cldnl5a,
cldn15b e f11r por Real Time gPcr. Resultados: Tanto 0os animais expostos ao alcool
guanto a frutose apresentaram esteatose hepatica por coloragdo HE e Oil Red quando
comparados aos seus respectivos controles, sem sinais de infiltrados inflamatérios e
de fibrose hepética a microscopia O6ptica. Ndo houve diferenga significativa na
expressao génica das tight junctions intestinais, tanto para a DHA quanto DHGNA (p >
0,05). Concluséo: Os resultados sugerem que em estagios iniciais de DHA e DHGNA
ndo ocorre alteracdo da permeabilidade intestinal, e que possivelmente o dano

hepatico precede o dano intestinal.



Palavras-chaves: Esteatose hepatica, Tight Junctions, Etanol, Frutose,
Zebrafish.



ABSTRACT

Introduction: Alcoholic liver disease (ALD) and non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD) are among the leading causes of death from liver disease worldwide. Despite
the different etiologies, ALD is caused by excessive alcohol consumption and NAFLD
is due to inadequate diet and sedentary lifestyle, they have a similar disease course,
which can progress from steatosis to steatohepatitis, fibrosis, cirrhosis and
hepatocellular carcinoma. Both ALD and NAFLD are related to dysbiosis, increased gut
permeability, inflammation, and liver damage. However, it is not yet clear whether liver
disease precedes changes in the intestinal epithelium or whether it is the increased
permeability that promotes liver damage. Objective: To evaluate the gene expression
of tight junctions in ALD and NAFLD models in zebrafish (Danio rerio). Methods: In the
ALD model, fish were divided into two groups: Ethanol (n=30), exposed to 0.5%
ethanol for 28 days and control (n=30). In the NAFLD model, fish were also divided into
two groups: Fructose (n=24), exposed to 6% fructose for 2 hours for 14 days and
control (n=24). At the end of the experiments the animals were euthanized and livers
were collected for histological evaluation by hematoxylin-eosin (HE) staining and
steatosis by oil red staining and intestines for evaluation of the gene expression of gut
permeability markers cldnC, cldn15a, cldn15b and f11r by Real Time gPcr. Results:
Both animals exposed to alcohol and fructose presented hepatic steatosis by HE and
Oil Red staining when compared to their respective controls, without signs of
inflammatory infiltrates under optical microscopy. There was no significant difference in
the gene expression of the tight junctions for both ALD and NAFLD (p>0.05)
Conclusion: The results suggest that in the early stages of ALD and NAFLD there are
no changes in intestinal tight junctions, and that possibly liver damage precedes

intestinal damage.

Key words: Hepatic steatosis, Tight Junctions, Ethanol, Fructose, Zebrafish.
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1. INTRODUCAO

A doenca hepética alcoolica (DHA) e a doenca hepatica gordurosa nao-
alcdolica (DHGNA) estdo entre as causas lideres de mortalidade por doencas do
figado'. A Organizacdo Mundial de Saude estima que o consumo excessivo de alcool
seja responsavel por 5,1% da carga global de doencas e cerca de 5,9% de todas as
mortes no mundo?, além disso é a principal causa de internacdes por problemas
hepéticos®. J4 a DHGNA tem sido reconhecida como uma condicdo altamente
prevalente nos Gltimos 20 anos®, estimada em torno de 20-30% nos paises ocidentais,
cuja incidéncia tem aumentado em conjunto com as suas condi¢cdes clinicas

associadas: obesidade, resisténcia a insulina (RI), sindrome metabdlica e diabetes °.

Apesar de apresentarem curso de doenca semelhante, caracterizado pela
presenca de esteatose em pelo menos 5% dos hepatodcitos, podendo evoluir para
esteato-hepatite, fibrose, cirrose e até carcinoma-hepatocelular 67 s3o causadas por
fatores distintos. Na DHA, a acumulac¢éao de lipidios intra-hepéaticos é consequéncia do
consumo crénico de etanol entre 40-80g/dia para homens, e 20-40g/dia para
mulheres®. Por outro lado, na DHGNA h& uma forte associa¢do com o estilo de vida
ocidental, caracterizado por sedentarismo e dieta inadequada, com elevado consumo
de alimentos industrializados, altamente processados, fontes de gordura de baixa
qualidade, carboidratos simples e de rapida absorcdo, além do consumo excessivo de

frutose e teor reduzido de fibras e micronutrientes essenciais® °.

Tanto o alcool quanto os fatores relacionados a dieta podem promover
modificagBes no epitélio intestinal, alterando a sua funcéo de barreira e provocando
aumento de permeabilidade. A barreira do epitélio intestinal preservada permite a
absorcdo de nutrientes da dieta e previne a passagem de patdgenos e toxinas na
circulacdo sistémica'®, sendo que crescentes evidéncias tém demonstrado que o seu

correto funcionamento é crucial para garantir a satde.' O intestino e o figado estdo
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intimamente ligados por meio da circulacdo éntero-hepatica, onde o figado esta
continuamente exposto a produtos toxicos e ndo toxicos advindos do intestino e vice-

versal®,

A integridade do epitélio intestinal é determinada principalmente pelas Tight
Junctions (TJ), um complexo de proteinas altamente dindmico, seletivamente
permeéavel, que se forma dentro de dominios lipidicos da membrana plasmatica *2. As
Tight junctions sdo divididas em dois grupos principais: proteinas de Unico dominio
transmembrana, como as JAM (junctional adhesion molecule) e proteinas de quatro
dominios transmembranas como as claudinas. Estas Ultimas constituem a maior parte
da complexa arquitetura das Tight Junctions e exercem papel determinante na

permeabilidade das células endoteliais e epiteliais'***.

O comprometimento da funcgéo intestinal est4 associado a um conjunto de
condigbes clinicas, tanto gastrointestinais quanto sistémicas, como doenca
inflamatéria intestinal (DIl), sindrome do intestino irritavel, diabetes™, além das
doencas hepaticas™*°. No entanto, ndo esta claro se o aumento da permeabilidade
intestinal é causa ou consequéncia da doenca hepética, e neste Ultimo caso, em que
estagio da doenca ela ocorre. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi verificar se
ocorre alteragdo na expressdo das Tight Junctions cldnC, cldnl5a, cldn1l5b e fi1r,
indicando dano intestinal, em dois modelos experimentais de esteatose hepética em

zebrafish: induzida por alcool (DHA) e por frutose (DHGNA).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doenca Hepatica Alc6olica — DHA
2.1.1 Definicdo, etiologia e epidemiologia

A doenca hepatica atribuida ao &lcool é a maior causa de morbidade e

mortalidade no mundo™***’

, que afeta uma parcela consideravel da populagéo,
causando graves problemas sociais, econdmicos e de saide®. A doenca hepética
alcéolica é caracterizada pela acumulagdo de lipidios intra-hepaticos, sendo a

esteatose consequéncia do consumo crbénico de etanol acima de 40-80g/dia para

homens, e 20-40g/dia para mulheres®.

A acumulacao de lipideos nas células parenquimatosas do figado geralmente &
a primeira manifestacdo da doenca hepatica alcodlica e se desenvolve em cerca de

90% a 95% das pessoas que consomem grandes quantidades de alcool**%

, podendo
acometer individuos com consumo menor®*®?°. O alcool também afeta o intestino,

aumenta a permeabilidade intestinal e altera o microbioma bacteriano®.

A probabilidade de desenvolver doenga hepatica ou cirrose progressiva
induzida pelo alcool ndo é completamente dependente da dose, pois acomete apenas
um pequeno grupo de pacientes. Apesar da quantidade total ingerida de alcool ser o
principal fator de risco, existem outros fatores determinantes no desenvolvimento,
progressdo e severidade da DHA: consumir alcool longe das refeigcBes principais
aumenta o risco de DHA em 2,7 vezes quando comparado ao consumo de alcool junto
as refeicdes”; mulheres sdo mais sensiveis ao consumo de &lcool, e podem
desenvolver DHA mais severa que 0os homens, com menores doses?®®; deficiéncias de
micronutrientes como vitamina A e E, podem agravar a doenca®. Além dos fatores
ambientais, fatores genéticos podem predispor ao desenvolvimento da DHA, assim

como polimorfismos de genes envolvidos no metabolismo do alcool (incluindo as
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enzimas alcool desidrogenase — ALD, acetaldeido desidrogenase — ALDH e o sistema

citocromo P450), além da regulacdo de endotoxinas mediadas por citocinas™.

A verdadeira prevaléncia da DHA é de dificil estimativa®. Em linhas gerais, o
alcool causa 38 0Obitos por 100.000 homens e 28 mortes por 100.000 mulheres por ano
na Europa devido a cirrose hepatica, hepatite alcoolica, lesbes ou cancer atribuiveis
ao consumo de alcool?®. Em consonancia com estes dados, o alcool é a causa mais
comum de cirrose hepatica na Europa®’. No mundo todo, de cada 100 mortes, o alcool
causa 5,9 6bitos (7,6 Obitos por 100 mortes em homens e 4 mortes por 100 mortes em

mulheres)®.

Cerca de 10% a 40% das pessoas com esteatose hepatica desenvolvem
fibrose™?. Um quinto das pessoas que desenvolvem fibrose também desenvolvem
cirrose alcodlica hepética ou fibrose avancada®. Cerca de 10% a 35% das pessoas
que consomem grandes guantidades de &lcool também podem desenvolver hepatite
alcodlica®®. A hepatite alcodlica é caracterizada por necrose e inflamagdo do
parénquima hepatico®, e clinicamente apresenta ictericia e insuficiéncia hepatica que
geralmente ocorrem apés varias décadas de consumo de grandes quantidades de
alcool®®. Cerca de 30% das pessoas com hepatite alcodlica morrem dentro de trés
meses de internacdo hospitalar®®. O progresso de hepatite para cirrose acomete em

torno de 18% dos alcoolistas, sendo que uma proporcéo significativa de pessoas pode

desenvolver cirrose alcodlica sem desenvolver hepatite alcodlica’®.

Em linhas gerais, podemos afirmar que a cirrose se desenvolve em apenas
uma pequena proporcdo de consumidores de alcool em excesso, sendo a hepatite
alcéolica a forma que mais acomete esse grupo da populacéo, e a forma mais tratavel
da doenca hepatica alcoolica. No entanto, cerca de 40% dos pacientes com hepatite
alcodlica grave morrem dentro dos 6 meses iniciais da manifestacao clinica, e por isto
o diagndstico e tratamento adequados sdo essenciais®®. Nos casos de cirrose,

enquanto a sobrevivéncia na fase compensada pode ser superior a 10 anos, na fase
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descompensada é inferior a dois anos®. O Unico tratamento definitivo para a cirrose
hepéatica descompensada é o transplante de figado, sendo a cirrose alcodlica a
segunda causa mais comum de transplante hepatico nos Estados Unidos da
América®. Além de melhorar a qualidade de vida destes pacientes®, o transplante

hepético aumenta a sobrevida em torno de 10 anos %2,

2.1.2 Patogénese

I*®, O alcool é

O figado é o principal 6rgédo envolvido no metabolismo do &lcoo
metabolizado no figado por trés vias: pela enzima éalcool desidrogenase (ALD), pelo
citocromo P-450E1 (CYP2El) e via catalase mitocondrial. Ambas as enzimas
convertem alcool em acetaldeido, que em parte também é responsavel pela injaria do
figado. Entretanto, este processo € bastante complexo, e resulta da interacdo das
desordens bioquimicas, genéticas, celulares, imunol6égicas e humorais com a ingestéo
e metabolismo de quantidades excessivas de &lcool®®. O estresse oxidativo
desempenha o maior papel neste processo, principalmente via CYP2E1, que ocorre
simultaneamente com a deplecdo de antioxidantes nos hepatdcitos e por Gltimo, pelo
acetaldeido sozinho ou em conjunto com o balanco de citocinas alteradas pelo fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a)*. Alteracdes no metabolismo lipidico e tecido adiposo
também aumentam o processo de injuria hepatica®. Todas estas alteracdes
promovem danos as membranas e organelas celulares, principalmente as
mitocondrias'®. Os mecanismos de dano hepatico com ingestéo excessiva de &lcool

sdo similares as alterac6es observadas na esteatohepatite ndo alcéolica, exceto pela

causa primaria de dano ser diferente®.

O élcool e seus metabdlitos, como o acetaldeido, também podem causar
supercrescimento de bactérias no intestino delgado (SIBO) e dishiose da microbiota
intestinal, levando a um aumento da permeabilidade intestinal e translocacdo de
endotoxinas do intestino para o figado. Endotoxinas sao os principais componentes da

parede celular de bactérias gram-negativas. Células de Kuffer e recrutamento de
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macrofogos no figado séo ativados via endotoxinas bacterianas (LPS) através do Toll-
like receptor 4 (TLR4), e sé@o responsaveis pela eliminagdo de endotoxinas derivadas
da microbiota intestinal, e indu¢cdo do TNF-q, interleucinas (IL)-6, IL-8 e IL-17,
acarretando aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e
hepatotoxidade induzida por alcool®**. As células de Kuffer parecem ser um elemento
central na patogénese da DHA*. A ingest&o de alcool pode gerar peroxidacao lipidica
acompanhada de EROS que podem levar a alteragbes de muitas proteinas e enzimas
envolvidas na resposta imune adaptativa®?°. Assim, individuos com DHA tendem a ter
niveis séricos elevados de anticorpos contra subprodutos da peroxidacao lipidica, tais
como o malondialdeido (MDA), e aumento da expressao dos linfécitos B e T no figado,

contribuindo para a ativacdo do sistema imune adaptativo®>*.

2.1.3 Opcdes de Tratamento

E preconizada a abstinéncia total de alcool, antes de ser considerado qualquer
tratamento para a doenca, e a abstinéncia pode proporcionar melhora nos sintomas
clinicos e inclusive regressdo parcial de estagios avancados da doenca, como a

cirrose**.

Ja foram testados tratamentos com silimarina (Silybum marianum), fosfolipidos
essenciais e vitaminas, desde que a via de estresse oxidativo foi implicada na
fisiopatologia da doenca. No entanto, ndo ha trabalhos conclusivos que demonstrem
melhoras com utilizacdo de medicamentos antioxidantes em termo de sobrevivéncia e
melhora clinica no tratamento da DHA. No momento, entre os agentes farmacolégicos
utilizados estdo os corticoides, recomendados nos Guidelines da AASLD (American
Association for the Study of Liver Diseases) e EASL (European Association for the
Study of the Liver), para tratamento das formas severas de hepatite alcéolica.
Entretanto, apesar dos efeitos positivos do tratamento, a mortalidade ap6s o inicio do
tratamento permanece em torno de 30-40% “*. Alguns ensaios clinicos randomizados

tém demonstrado um melhor risco/beneficio na utlizagcdo da Pentoxifilina em
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substituicdo aos esteroides, sugerindo que esta poderia ser tratamento de primeira

linha para pacientes com severa hepatite alcoolica®.

Em geral, a suplementacdo com vitaminas, acido félico e tiamina, parece ser
valiosa, no entanto, os dados na literatura sdo limitados'®. Adequacdes dietéticas
guanto a ajustes na ingestao energética e suporte proteico adequado séo importantes,
pois a desnutricdo é o fator de pior progndstico nas doencas hepaticas*. A nutricdo
enteral, para pacientes desnutridos, tem sido considerada como alternativa de

tratamento, apesar de alguns estudos se abstenham de confirmar efeitos favoraveis™®.
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2.2 Doenca Hepéatica Gordurosa Nao-Alcéolica — DHGNA
2.2.1 Defini¢ao, etiologia e epidemiologia

A Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcoodlica (DHGNA) € um importante
problema de salde publica associada ao aumento da incidéncia de obesidade®®“°.
Mudancas nos habitos alimentares e aumento do sedentarismo podem explicar o
aumento da prevaléncia dessa doenca hepatica em niveis globais*®. Dissociada de
outros fatores de risco, a DHGNA geralmente € uma condi¢do benigna e atinge em
torno de um terco da populacdo americana®. Seu diagnéstico é realizado através de
avaliacdo histolégica ou por imagem que evidencie a presenca de esteatose hepatica,

em individuo sem uso significativo de alcool ou outras causas conhecidas de doenca

hepética cronica®’.

A verdadeira taxa de incidéncia mundial de DHGNA ndo é conhecida.
Variagfes no desenho dos estudos, métodos diagndsticos e a natureza assintomatica
da doenca dificultam a obtencdo da sua incidéncia em grande escala. O método
diagnéstico padrdo-ouro, a bidpsia, devido ao seu carater invasivo, torna
provavelmente a verdadeira incidéncia e prevaléncia subdiagnosticada®. Estima-se
gue a prevaléncia da DHGNA esteja em torno de 20 a 30% nos paises ocidentais,
aumentando ao longo dos udltimos anos juntamente com suas condi¢gbes clinicas
associadas: obesidade, resisténcia a insulina, sindrome metabdlica e diabetes®.
Estudo brasileiro realizado em 2011 com 98 pacientes diabéticos encontrou
prevaléncia de 78% de esteatohepatite ndo alcéolica (EHNA) na bidpsia hepatica,
correlacionada com hipertrigliceridemia, elevac&o da alanina aminotransferase (ALT) e

baixa lipoproteina de alta densidade no soro (HDL)*.

Os fatores de risco relacionados ao desenvolvimento da DHGNA, obesidade,
resisténcia a insulina e dislipidemia, também sdo componentes da sindrome

metabdlica, cuja causa esta vinculada as mudancas no padrédo da dieta ao longo dos
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anos, com aumento na ingestao caldrica, principalmente de alimentos industrializados,
altamente processados, fontes de gorduras de baixa qualidade, carboidratos simples e
de rapida absorcdo, como a frutose® e aos desequilibrios entre o consumo e o
dispéndio de energia. Dessa forma, a DHGNA tem sido identificada como a

manifestacéo hepética desta sindrome .
2.2.2 Patogénese

A patogénese da DHGNA n3o esta totalmente esclarecida®. A esteatose é
caracterizada pela presenca de gordura em pelo menos 5% dos hepatdcitos, e cerca
de 20 a 25% dos casos evoluem para EHNA. Destes pacientes, 20% irdo desenvolver
fibrose e subsequentemente cirrose®’. Os mecanismos de lesdo hepatica em DHGNA
podem ser tidos como um “processo de multiplos hits” que envolvem resisténcia a
insulina, apoptose celular, estresse oxidativo, e perturbacdes nos niveis de

adipocinas®.

O modelo de dois “Hits” foi proposto pela primeira vez em 1998 por Day et al. O
primeiro “hit” reflete a acumulacdo de triglicerideos e &acidos graxos livres nos
hepatécitos como consequéncia da RI, maior influxo dietético e aumento da
lipogénese hepatica. O segundo “hit” envolve peroxidagdo lipidica, disfungéo
mitocondrial e inflamacg&o que resultam em danos aos hepatdcitos e desenvolvimento

de fibrose no figado®.

Pacientes com DHGNA apresentam reducao na sensibilidade & insulina tanto
muscular quanto no tecido hepatico e adiposo®®, o qué desempenha um importante
papel na patogénese desta doenca®. Devido a RI, o tecido adiposo torna-se resistente
ao efeito antilipolitico da insulina, o que provoca um aumento na entrega de acidos

graxos livres ao figado, conduzindo a Lipogénese De Novo*.

O acumulo de lipidios nos hepatécitos prejudica a capacidade oxidativa

mitocondrial, aumenta o estado reduzido dos complexos da cadeia de transporte de
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elétrons e estimula as vias peroxissomais de oxidacdo lipidica. Isto gera um
incremento nas EROS e derivados reativos de aldeidos o que causa estresse
oxidativo e morte celular por meio do esgotamento de ATP (trifosfato de adenosina),
NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo) e glutationa, além de danos ao DNA,
lipidios e proteinas. O estresse oxidativo também desencadeia a producdo de

citocinas inflamatédrias que causam inflamacao e resposta fibrogénica®°.

A ativagdo da via pré-inflamatéria € mediada por citocinas e receptores de
reconhecimento padrao como toll like receptors, e desta via emergem duas principais
vias de sinalizacdo intracelular, conhecidas como NFkB (nuclear factor kappa B) e
JNK (c-Jun N terminal Kinase)®® *. A ativacdo de NFkB leva & EHNA devido ao
aumento da transcricdo de varios genes pro-inflamatérios, enquanto JNK causa RI via
fosforilagéo e degradacéo do fator de substrato para insulina 1 (IRS-1), reduzindo a via
de sinalizaco celular para regulacdo do receptor de insulina®. A peroxidacéo lipidica
pode promover a proliferacdo das células estreladas contribuindo para a fibrogénese®®,
considerando que as EROS induzem a liberacdo de citocinas pelos hepatdcitos que
desencadeiam o inicio de varios mecanismos envolvendo mediadores imunoldgicos

gue contribuem para a leséo no figado.

Por fim, a DHGNA é uma doenca multifatorial, incluindo fatores genéticos,
inflamatérios e ambientais que podem contribuir para a sua patogénese. Dentre os
fatores ambientais, destaca-se a dieta, a qual exerce importante papel na modulagéo
da microbiota intestinal. A disbiose pode contribuir de inUmeras formas para o
desenvolvimento da EHNA, através da predisposicdo a obesidade, RI, alterando o

metabolismo da colina, entre outros.
2.2.3 Opcdes de tratamento

N&o héa tratamento farmacoldgico especifico preconizado para a DHGNA®. Tendo

em vista que a incidéncia de DHGNA esta fortemente associada ao aumento da
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prevaléncia de obesidade®, mudancas de estilo de vida que promovam perda de peso,
tanto por dieta quanto por exercicio fisico, constitui a primeira opgéo de tratamento e
pode contribuir para reducéo efetiva dos triglicerideos intra-hepaticos. Entretanto, uma
recente meta-andlise mostrou que mais da metade desses pacientes ndo alcancaram
a reducédo de peso desejada®. A recomendacéo é que seja reduzido pelo menos 3 —
5% do peso corporal total, para melhora da esteatose, entretanto, pode ser necesséria
uma maior perda de peso — acima de 10%, para melhora de necroinflamacao, através

de dieta em conjunto com pratica de atividade fisica®’.

J4 as medidas farmacolégicas sdo adotadas para tratar as complicacfes
associadas a DHGNA, sendo empregadas drogas com alvos terapéuticos distintos, ou
seja, que promovem a sensibilizacdo a insulina, melhoram a dislipidemia, a inflamacao

elou estresse oxidativo*”®°.

E preconizada a utilizagdo de Vitamina E (800Ul/dia) como primeira escolha
farmacologica para pacientes nao-diabéticos com diagnostico histolégico de EHNA
comprovado por biépsia*’, com monitoramento dos possiveis efeitos colaterais®® °2.
Tanto a pioglitazona quanto a metformina n&o séo preconizadas para o tratamento da

4762 Estatinas também ndo sdo

EHNA, mas para melhorar a resisténcia a insulina
recomendadas especificamente para DHGNA, mas para tratar dislipidemia, e reduzir a

frequéncia de disfuncéo cardiovascular nestes pacientes®,
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2.3 O Zebrafish como Modelo Experimental

O zebrafish (Danio rerio) € um pequeno peixe teledsteo (3-4 cm) de agua doce,
pertencente a familia Cyprinidae, muito utilizado como modelo experimental para

364 Sua alta fecundidade e rapido

estudo no desenvolvimento doencas
desenvolvimento o tornam um modelo ideal para elucidar as bases moleculares de
diversas doencas, inclusive das doencas hepéticas®’. Seus 6rgdos e tecidos tém
demonstrado semelhangas anatdmicas, fisiolégicas e moleculares com os de outros

mamiferos, apresentando vantagens como modelo experimental, devido ao baixo

custo de manutencéo, a necessidade de espaco reduzido e a alta taxa de reproducgéo

65

Figura 1. Zebrafish (Danio rerio)

Assim como outros integrantes da familia Cyprinidae, o zebrafish néo
apresenta estdbmago®, sendo que seu trato digestivo € composto por boca, faringe,
esbfago, intestino e anus. O esdfago se diferencia em intestino, que consiste em um
longo tubo, inicialmente largo que vai progressivamente estreitando no sentido rostro-
caudal. O intestino preenche a cavidade abdominal e possui trés divisbes funcionais:
anterior, média e posterior. A por¢do anterior, também conhecida como bulbo
intestinal, € o maior e o principal local de digestéo de proteinas e lipideos. O bulbo, a
porcdo média e o terco anterior caudal do intestino do zebrafish correspondem ao
intestino delgado dos mamiferos, e a por¢do posterior corresponde ao intestino
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grosso, terminando no anus. A auséncia de estbmago, criptas intestinais, células de
Paneth e glandulas submucosas moldaram o intestino do zebrafish como um 6rgéo

mais simples, mas Unico na biologia intestinal dos vertebrados®’.

Em comparacdo aos mamiferos, o zebrafish tem uma anatomia e arquitetura
celular hepatica singular, apesar da alta conservacéo dos tipos celulares no figado. O
figado do zebrafish é organizado em 3 Iébulos contiguos (2 laterais e 1 ventral) e
esses lobos ndo possuem o pediculo que separa os lobos distintos no figado dos
mamiferos. Em vez do sistema portal, os hepatécitos no figado do peixe estdo
dispostos em tiibulos, com ductos bilaterais que circulam entre 2 filas de hepatdcitos®®
" (Figura 2A e 2B). As membranas apicais enfrentam o interior do tGbulo e os

sinusoides seguem o lado basal dos hepatdcitos (Figura 2B).

Embora a base celular das doencas do figado pareca similar entre mamiferos e
peixes, as diferencas no microambiente podem contribuir para as respostas
especificas de cada espécie a lesdo hepatica. Com excecdo das células de Kupffer
(células imunes hepaticas), todos os outros tipos celulares encontrados no figado de
mamiferos foram identificados no zebrafish. Além disso, as células hepéticas do
zebrafish parecem semelhantes as dos mamiferos e desempenham muitas funcdes
idénticas as suas homoélogas em mamiferos, incluindo secregéo biliar, armazenamento

de glicogénio e lipidios™"

, capacidade de resposta a insulina, metabolismo de
xenobidticos e amoniaco, secrecdo de proteinas séricas, como fatores de

complemento e coagulacao, transferrina e proteina semelhante & albumina’.

Os peixes tém dois tipos de células biliares: pequenas células epiteliais biliares
pré-parciais, que criam lumens intracelulares para o transporte de bile dos hepatdcitos
e colangiécitos colunares maiores, que formam o sistema biliar intra-hepatico

68-70,75

completo . As células estreladas hepéticas foram descritas recentemente no

zebrafish como os miofibroblastos que se tornam ativados e secretam a matriz
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extracelular na lesdo hepatica’. As células endoteliais alinham os vasos hepaticos,
com sinusodides no lado basal dos hepatdcitos’’. Além disso, foram desenvolvidos
peixes transgénicos que expressam proteinas fluorescentes sob controle de
promotores especificos que permitem a visualizagdo de cada célula hepatica em
embrides vivos e larvas, sendo esta uma ferramenta Unica para visualizar o

comportamento e o desenvolvimento das células hepaticas’*.

E importante destacar que os mesmos principios subjacentes que regem as
variagbes no fendtipo e as respostas a fatores ambientais em seres humanos,
incluindo polimorfismos genéticos e fatores epigenéticos, alteram a suscetibilidade a
doenca no zebrafish. Por exemplo, as variagdes na suscetibilidade do zebrafish a
esteatose induzida pelo &lcool ou lesédo toxica mediada por acetaminofeno séo

semelhantes as dos seres humanos’® .

Dessa forma, o zebrafish & similar aos humanos na composicdo celular
hepatica, funcdo, sinalizacdo e respostas aos danos assim como aos pProcessos
celulares que intermediam as doencas do figado’. Os genes do zebrafish s&o
altamente conservados em relacdo aos humanos, tornando-o um sistema util para

estudar os mecanismos basicos da doenga hepatica.
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Figura 2. Anatomia e arquitetura celular do figado do zebrafish (A) e de humanos (B). Consta
uma secdo histolégica do figado de zebrafish adulto corado com hematoxilina-eosina (HE).
Fonte: Goessling e Sadler, 2015,

Tanto em humanos quanto no zebrafish, a DHGNA é caracterizada por uma série
de caracteristicas comuns, incluindo a ampliagdo e o balonamento de hepatdcitos, a
acumulacao de triglicerideos, a disfuncdo da via secretora e ativacdo da resposta a
proteina desdobrada (UPR) e o aumento das EROS. Embora o zebrafish tenha sido
uatil para estudar os fatores moleculares e celulares que causam EHNA, a interacéo
entre hepatdcitos e outros tipos de células, e a progressao para a esteatohepatite mais
grave que envolve inflamacgdo e fibrose, continuam a ser exploradas neste modelo.
Sera importante determinar se as caracteristicas da esteatohepatite aparecem no
zebrafish com esteatose hepatica, e estudos futuros podem, assim, identificar os
fatores modificadores que influenciam a progressdo da esteatose para a
esteatohepatite.”* Estudo recente demostrou que o microbioma intestinal influencia o
metabolismo de acidos graxos®® e seria interessante aprofundar a investigacéo sobre

como o microbioma afeta a doenga hepética usando este modelo.

Diversos modelos de esteatose hepética tém sido estabelecidos em zebrafish,

como resposta ao metabolismo deficiente de metionina®!, obesidade®, exposicdo a
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moléculas hepatotoxicas como a tiocetamina®® e o etano , e exposicéo a frutose®.

(Ferrari J - dados ainda ndo publicados).

2.3.1 Modelo de Etanol em Zebrafish

A exposicao do zebrafish ao etanol foi descrita pela primeira vez em 1971 por
Laale et al J exp zoo'*®°. Em 2009, foi publicado o modelo de DHA em zebrafish por
Passeri et al 2009’®, onde a exposicdo de larvas de zebrafish ao etanol na
concentracdo de 2% resultou em hepatomegalia, esteatose hepdética e alteracdes na
expressdo de genes ligados ao metabolismo lipidico no figado. JA em nosso
laboratério, 0 modelo foi desenvolvido por Schneider et al 2014, 2016 e 2017°848¢,
onde o zebrafish foi exposto ao etanol adicionado na diretamente na agua do aquario

na concentracdo de 0,5%, durante 28 dias, apresentado esteatose hepatica e

alteracdes em marcadores inflamatérios como TNF-a e IL-1p.

Goessling e Sadler 2015™ ressaltam que a utilizagéo de peixes adultos permite
ao pesquisador a coleta de amostras séricas e de figado maiores, sendo que o0s
peixes apresentam esteatose hepatica com baixas concentracdes de etanol por
periodos prolongados. No entanto, para inducéo de efeitos agudos do etanol, € mais
viavel a utilizacdo de larvas, pois a exposicao prolongada do zebrafish adulto acarreta
desafios logisticos e limita 0 nimero de animais que podem ser manipulados de forma

viavel.

E importante destacar que o zebrafish € um modelo experimental interessante
para estudar doencas hepaticas alcéolicas, pois apresenta as vias de metabolizacéo
do alcool e sua exposicao ao etanol é facilitada, pois este € simplesmente adicionado

Nz

agua do aquéario’’®. Enquanto modelos experimentais em roedores (camundongos,

|87

ratos, hamsters), possuem como desvantagem sua aversao natural ao alcool®’, sendo

necessario realizar técnicas como gavagem intragastrica ou administracdo
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endovenosa, procedimentos mais invasivos, para possibilitar a exposicdo aguda ou

continua ao etanol®,

2.3.2 Modelo de Frutose em Zebrafish

Sapp e colaboradores (2014)° realizaram estudo experimental onde larvas de
zebrafish expostas a 4% de frutose apresentaram acumulo hepatico de lipideos,
inflamacdo, estresse oxidativo, esteatohepatite e anormalidades do reticulo
endoplasmético em comparacdo as larvas tratadas com glicose. O modelo possui
correlagdo com o desenvolvimento e progressdo da DHGNA em humanos, que esta
associado ao aumento no consumo de frutose na dieta nos ultimos anos®’. Em nosso
laboratério, foi desenvolvido o modelo de DHGNA induzida por frutose, através da
exposicao continua do zebrafish a frutose 6% durante duas horas diérias, pelo periodo

de 14 dias (Ferrari, J — dados ainda néo publicados).
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2.4 Permeabilidade Intestinal

2.4.1 Definicbes
O epitélio intestinal possui fungdes cruciais na manutencéo da saude, seja pela
sua propriedade de absorver fluidos e nutrientes, quanto de impedir que patégenos e
toxinas rompam sua barreira, entrem na circulacao sistémica e causem danos ou até
mesmo doencas ao organismo. Trata-se de uma funcao regulatoria, com propriedade
de absorcao seletiva sobre ions, moléculas e demais componentes, permitindo ou nao
a sua passagem, enquanto sua estrutura e funcdo de barreira se mantém

preservadas.

Dessa forma, os termos “barreira intestinal” e “permeabilidade intestinal”
descrevem dois aspectos diferentes da mesma estrutura anatémica, a parede do

epitélio intestinal®.

A barreira intestinal foi descrita por Cummings em 2004°* como “barreira da
mucosa”, compreendendo uma complexa estrutura que separa o meio interno do
[imen intestinal. A parede do epitélio intestinal € composta por quatro camadas:
mucosa, submucosa, muscular e serosa, sendo constituida por componentes celulares
como o endotélio vascular, o revestimento das células epiteliais e a camada de
muco®. Nas proximidades da barreira fisica, substancias quimicas também assumem
a funcdo de barreira: secrecbes digestivas, moléculas imunes, produtos celulares
como citocinas, mediadores inflamatérios e peptideos antimicrobianos, produzidos
principalmente pelas células de Paneth nas criptas do intestino delgado®. Apesar de a
microbiota intestinal estar envolvida em processos metabdlicos e modular a funcéo de
barreira, ela ndo faz parte da sua constituicao. Assim, a barreira intestinal € um termo
que foi estabelecido mais recentemente por gastroenterologistas, imunologistas e
microbiologistas para enfatizar o componente protetor do intestino contra a invaséao de

microorganismos e suas toxinas™.
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J4 a permeabilidade intestinal pode ser definida como uma caracteristica

mensuravel da barreira intestinal®

, € diz respeito a entrada de componentes
originalmente pertencentes a luz intestinal para dentro da lamina prépria do intestino.
Essa entrada pode ocorrer por via paracelular, que € a preferida de ions e moléculas
pequenas e hidrofilicas (< 600 kda), ou por via transcelular por endocitose, difusédo
passiva ou via transportadores, no caso de moléculas grandes, antigénicas e

lipofilicas®* .

A regulacdo da permeabilidade da barreira intestinal possui dois elementos
centrais, que estabilizam e mantém a sua funcdo de barreira epitelial. Primeiro, a
capacidade de renovagdo controlada das células, que é obtida através de um
equilibrio bem regulado entre proliferacao celular e apoptose, e em segundo lugar, a
presenca de juncdes intercelulares efetivas®, que constituem uma complexa
arquitetura celular, e interagem com o0s demais componentes do epitélio intestinal,

formando uma barreira semipermeavel.

2.4.2 Estrutura do Epitélio Intestinal

A principal barreira fisica é constituida por uma Unica camada de células
epiteliais entre o limen e a mucosa. O espago paracelular é selado pelas tight
junctions (TJ) que regulam a passagem de ions aquosos e pequenas moléculas

através da composicdo de claudinas e outras proteinas do complexo juncional®’®°.

Abaixo das TJ estdo as juncdes aderentes, que sdo importantes na sinalizacdo
celular e restauracdo epitelial, assim como o0s desmossomos que mantém a
estabilidade epitelial®®. Dessa forma, juncbes aderentes e desmossomos s&o
responsaveis pela manutencdo da proximidade entre células através de conexdes
moleculares intercelulares, enquanto as tight junctions sédo responsaveis pela selagem

do espaco paracelular®.
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Os complexos TJ consistem em proteinas intramembranas, ocludinas e demais
membros da familia claudina que se ligam dentro do espago paracelular. Ocludinas,
claudinas e tricelulinas ligam células adjacentes ao citoesqueleto de actina através de

proteinas andaimes citoplasmaticas como a zona de oclus&o (Z0)*".

As claudinas séo proteinas integrais transmenbranas, principal familia das tight

junctions, que constituem tanto a barreira paracelular quanto os poros***.

Proteinas zona de ocluséo (ZO-1, ZO-2 e Z0O-3) sao importantes proteinas TJ
intracelulares, que atuam como um componente de ancoragem, ligando as células do

citoesqueleto as proteinas tight junctions transmembrana®.

Enquanto as ocludinas e as moléculas jungbes de adesdo tem um papel
regulatério, as claudinas sdo as principais proteinas responsaveis pela funcao de
barreira intestinal, exercendo papel determinante na permeabilidade das células

endoteliais e epiteliais>**91%
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seletivamente a passagem de componentes do limen para o meio interno. Fonte: Manresa e
Taylor, 2017°°.

2.4.3 Tight Junctions

Conforme mencionado anteriormente, as células epiteliais estdo unidas umas
as outras através de sua membrana lateral por um complexo de jungdes

intercelulares®®

. A mais apical das junc®es intercelulares é a tight junction (TJ), sendo
que suas duas principais funcdes sao regular a passagem de solutos e agua através
das fendas paracelulares entre as células epiteliais e confinar proteinas de membrana

da célula epitelial™.

Bioguimicamente, as tight junctions sdo compostas por um complexo de
mdltiplas proteinas que incluem proteinas transmembranas, de placa citoplasmatica,

de sinalizacéo e adaptadoras que as ligam ao citoesqueleto de actina®®.

As proteinas transmembranas das tight junctions podem pertencer a trés
grupos: de dominio Unico transmembrana, incluindo as JAM (junction adhesion
molecule), Crb3 (Crumbs protein homolog 3), e CAR (coxsackievirus and adenovirus
receptor); ao triplo dominio protéico transmembrana, Bves (blood vessel epicardial
substance); e a quatro dominios proteicos transmembrana como as claudinas e TAMP
(tight junction associada a proteinas familia MARVEL), incluindo as ocludinas,
tricellulin, e MarvelD3. Entre estes, a maioria das evidéncias sugerem que as

claudinas s&o as principais determinantes da permeabilidade paracelular®®.

Além de atuar como uma barreira seletivamente permeavel entre
compartimentos aquosos tém sido atribuidas as Tight Junctions epiteliais outras
funcdes, como de fenda e cerca dentro da membrana da célula, restringindo
mecanicamente a difusdo de proteinas e lipidios no interior da bicamada lipidica'®. Tal

vedacdo garantiria que os componentes lipidicos e proteicos da membrana plasmatica
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permanecam separados nos diferentes dominios: basal e apical, um pré-requisito para

0 transporte trans epitelial.

A estrutura e funcdo do complexo tight junction nos peixes teledsteos parecem
ser fundamentalmente semelhantes a estrutura e funcdo do complexo TJ em outros
grupos de vertebrados. Mais especificamente nos teledsteos, é geralmente aceito que
as TJ atuam como uma barreira seletivamente permeavel, que regulam o movimento
de solutos e fluidos entre os compartimentos. Além disso, parece provavel que as TJ
tenham uma propriedade de “vedagdo”, embora os estudos ndo abordem isto

especificamente™.

2.4.3.1 Claudinas

Um grande avanco na compreensédo das Tight Junctions foi a descoberta das

claudinas, que constituem a maior parte da complexa arquitetura das Tight Junctions™®.

As claudinas sdo proteinas integrais transmembrana, que constituem tanto a
barreira paracelular quanto o0s poros, exercendo papel determinante na

permeabilidade das células endoteliais e epiteliais*>**.

As claudinas estao expressas em todos os tecidos epiteliais conhecidos. Além
disso, parece haver a expressdo simultanea de mdltiplas claudinas em todos os
epitélios. Elas podem ser consideradas as principais proteinas responsaveis pela

regulacdo da permeabilidade intestinal no zebrafish**.

Até o momento, foram relatados em torno de 63 genes que codificam as
proteinas claudinas nas TJ em 16 espécies de teledsteos. Coletivamente, as claudinas
sdo encontradas em uma ampla variedade de tecidos dos peixes teledsteos, mas
genes selecionados exibem padres de expressao restritos. Evidéncias atuais indicam
gue as claudinas desempenham um papel vital no desenvolvimento embrionario de

peixes teledsteos e na fisiologia dos tecidos e 6rgéos até agora estudados™.
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As claudinas nos peixes teledsteos recebem a mesma nomenclatura adotada
para humanos (cldn-1, cldn-7). No entanto, quando determinada claudina néao foi

identificada em humanos, um sufixo é atribuido (cldn-c)*.
= ClaudinaC

Em embrides de zebrafish, a claudina C é expressa principalmente no estagio
inicial do desenvolvimento do trato gastrointestinal e estd envolvida na formacéo e
espessamento da haste endodérmica entre os dias 1 e 2 poés-fertilizacdo (dpf). A
medida que o desenvolvimento intestinal prossegue, a claudina C persiste em todos
0s estagios de desenvolvimento: formagédo do limen intestinal, diferenciacdo, dobra
epitelial e motilidade intestinal 5 dpf. Além disso, acredita-se que ela esta envolvida na

|103

sinalizacdo transmembrana durante a estratificacdo do epitélio intestina Nos

estagios posteriores do desenvolvimento embrionario do intestino, como a formacao

do limen, a claudina 15 também parece estar envolvida®*.

= Claudina 15

A presenca da Claudina 15 parece ser essencial na formacdo do Iumen

intestinal do zebrafish durante seu desenvolvimento embrionario.

A Claudina 15 é expressa em todo o intestino e encontrada nas juncdes e
vilosidades das criptas celulares nos peixes adultos. Pode comportar-se como um

canal de Na ou Cl, dependendo do contexto celular'® *°°197,

2.4.3.2 Molécula de Adesé&o Juncional - JAM
As proteinas JAM desempenham uma importante fungdo na formagéo e
manutencdo da adesdo das Tight Junctions entre as células'®. Existem trés tipos de
JAM no genoma humano, cada um codificando um receptor de superficie celular tipo |
com dois dominios de imunoglobulina, um Gnico dominio transmembrana e uma regido
citoplasmatica curta, terminando em uma ligacdo ao dominio PDZ c-terminal. Os

membros da familia sdo chamados JAM A (f11r), JAM B (JAM2) e JAM C (JAM3)'®.
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Além do papel na inflamacé&o, sdo propostas diversas a¢cdes dos membros da
familia JAM: angiogénese, cancer (cancro), desenvolvimento e motilidade do

esperma’® e a manutencéo da bainha de mielina formada pelas células Schwann®.

Em analise de bidpsias de humanos, os niveis de proteina e transcricdo de
JAM-A foram significativamente menores na mucosa intestinal de pacientes com
DHGNA do que nos pacientes sem a doenca. A diminuicdo da expressao de JAM A

correlacionou-se com o aumento da inflamag&o da mucosa nesses pacientes™*°.

Segundo Gunzel e Yu 2013%, apesar de haver um vasto campo de
conhecimento a ser desbravado para que possamos compreender melhor o papel das
claudinas de uma forma geral, jA € conhecido o seu papel em diversas doencas.
Mutacdes em genes claudinas estdo envolvidas na origem de doencas hereditarias
Mendelianas como a colangite esclerosante neonatal com ictiose, devido a mutacdes
no gene claudina-1 (OMIM 607626)*'®. Além disso, polimorfismos em genes
claudinas tém sido associados com doencas poligenéticas, onde podemos citar a
associacdo da claudina-1 com dermatite atépica'’, e claudina-14 com célculos
renais’*?. Anormalidades adquiridas na expressdo ou localizacdo de claudinas podem
desempenhar papéis importantes na doenca clinica. Por exemplo, a desregulagéo da
claudina-2 é consistente com a doenca inflamatéria intestinal em humanos *** **, bem
como em modelos animais'*®, e provavelmente contribui significativamente para o
aumento permeabilidade intestinal de ions nesta doenca, o que provoca diarreia de

fluxo.

Apesar de ter sido descrita a presenca de pelo menos 30 claudinas no trato
gastrointestinal dos peixes teledsteos estudados até agora, apenas uma pequena

fracdo delas foram examinadas até o momento. Considerando a importancia e
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complexidade do trato gastrointestinal do peixe do teledsteo, o papel das claudinas

neste tecido serd uma area de grande interesse para estudos futuros™.

Dessa forma, o continuo aprofundamento no vasto campo de conhecimento
das TJ, especialmente das claudinas em modelos experimentais no zebrafish, se torna
relevante para investigar seu papel no desenvolvimento de diversas doencas, assim
como a sua modulacdo podera contribuir para o desenvolvimento de futuros

tratamentos.
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2.5 Eixo entero-hepatico

O intestino se comunica com o figado através da circulacdo entero-hepatica,
via sistema porta. O figado é o primeiro 6rgdo exposto a exotoxinas derivadas do
intestino, recebendo 70% do suprimento de sangue deste 6rgéo*'’. Por este motivo, o
figado € a primeira defesa contra bactérias patogénicas oriundas do intestino, o qué
explicaria a relacdo entre influxo de endotoxinas e a progressdo de doencas
hepéticas™®.

Os &cidos biliares, produzidos no figado através da conjugacédo do colesterol
com o0s aminoacidos glicina ou taurina, para secre¢cdo no intestino delgado,
intermediam a comunicacéo entre figado e intestino’®. Entre as fun¢des dos acidos
biliares, est4 a de inibir a proliferagdo bacteriana, modulando a expressdo da célula
hospedeira aos genes antimicrobianos. Dessa forma, a modificagdo microbiana pelos
acidos biliares € um importante mecanismo pelo qual a microbiota intestinal pode
interagir com o hospedeiro e afetar ndo somente as doencas hepaticas, mas outros
6rgéos e vias metabdlicas'®. Segundo Mouzaki e Allard 2012, a microbiota patogénica
€ capaz de estimular a deposigéo lipidica no figado, contribuindo para as doencgas
hepéaticas como a DHGNA e EHNA™®,

Uma caracteristica proeminente no abuso do consumo de alcool é a ruptura da
barreira intestinal. Modelos animais de DHA apresentam permeabilidade intestinal

aumentada®®

, € pacientes demonstram comprometimento na funcdo de barreira
intestinal®®>. O &lcool e acetaldeido, seu principal metabdlito, podem romper a
integridade das tight junctions, através da quebra da homeostase intestinal, por
alteracdes na composicdo da microbiota, com aumento das bactérias patogénicas e
reducdo nas bactérias comensais, redugdo na camada de muco e aumento da
endotoxemia *?°. Além disso, a sintese enddgena de etanol pelo microbioma pode

lesar as TJ*!. A propria doenca hepética induzida pelo alcool poderia reduzir a funcédo

de barreira intestinal, aumentando os niveis sistémicos de IL-18 ou TNF-a, que
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causam ruptura das TJ%. N&o esta claro até que ponto as alteraces no figado
contribuem para alteracdes na mucosa do epitélio intestinal*®.

Evidéncias sugerem que existem trés possiveis mecanismos envolvidos na
endotoxemia induzida pelo alcool: 1) disfungéo das células de Kupffer, reduzindo a
sua capacidade para detoxificar endotoxinas, 2) supercrescimento bacteriano no
intestino levando a geracdo excessiva de endotoxinas e 3) ruptura da funcédo de

barreira intestinal e aumento da permeabilidade a endotoxinas e bactérias. A terceira

possibilidade tem recebido crescente atencdo nos ultimos anos'?.
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Figura 5. Efeito da microbiota intestinal na Doeng¢a Hepatica Alcdolica: Tanto o etanol quanto o
acetaldeido alteram a microbiota, promovendo direta ou indiretamente a ruptura das tight
junctions, permitindo o acesso de produtos microbianos ao figado, causando inflamacéo e
doenca hepética. Fonte: Schnabl e Brenner, 2014%.

Assim como o &lcool, a ingestéo cronica de frutose também esta associada a
prejuizos na funcdo de barreira no epitélio intestinal, promovendo ruptura das TJ,
aumento na translocacdo de endotoxinas e inflamacao"’.

A frutose pode ser responsavel pela ativacdo de uma cascata inflamatoria,
através da inducao de toll-like receptors (TLRs) no figado. Os TLRs séo ativados pelos
padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs), como o LPS
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(lipopolissacarideos de membrana das bactérias gram negativas). O LPS se liga ao
TLR4 induzindo o NFkB, resultando em uma expressdo aumentada de citocinas pré-
inflamatdrias como o TNF-q, IL-6 e IL-1B*’. Especialmente as TJ ocludina e claudina-
1 tem demonstrado declinio com o consumo de frutose'?’. Este processo causa
inflamacdo da mucosa, ruptura da funcao de barreira do epitélio intestinal e aumento
da translocacédo de endotoxinas™*®.

O supercrescimento bacteriano no intestino delgado é uma desordem em que
um grande numero de bactérias cresce no intestino delgado. Pacientes obesos ou
com DHGNA tem uma alta prevaléncia de SIBO '?®. Segundo o estudo de Miele e
col. 2009, pacientes com DHGNA tem aumento significativo da permeabilidade
intestinal e alteracbes nas TJ intestinais, quando comparados com individuos
saudaveis. Neste estudo, 0 aumento da permeabilidade intestinal e o
supercrescimento bacteriano sdo correlacionados com esteatose severa, mas nao
fibrose ou inflamacdo hepéatica, baseado em anélises de bidpsias hepaticas'®. Dessa
forma, Schnabl e Brenner 2014 reforcam a importancia da barreira intestinal integra,
para prevenir translocacdo de produtos microbianos, que podem contribuir para a

progressdo de DHGNA, EHNA, DHA, esteatohepatite alcéolica entre outras™®**2°.
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Fonte: Lambertz et al, 20177,

2.6 Agentes moduladores da permeabilidade

Alteragbes de permeabilidade intestinal se referem a danos na fungéo de

barreira do epitélio intestinal, que podem ser causadas por diversos fatores como o

|36,37,127

consumo excessivo de alcoo , componentes da dieta ocidental como alimentos

ricos em energia, gorduras e agucares, especialmente a frutose**'?°

, modificagbes na
microbiota intestinal e alteragcdes na camada de muco®. A seguir, serdo detalhados os

principais fatores que contribuem para 0 aumento da permeabilidade intestinal:

Alcool

Pesquisas recentes tém sido capazes de detectar mudangas quantitativas e
gualitativas no microbioma associadas a ingestdo de alcool, sendo observado
IlG

supercrescimento bacteriano em todo o trato gastrointestina A disbiose é

caracterizada por uma significativa redugdo na proporcdo de bactérias probioticas
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como os Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc e Lactococcus™. Estas alteracdes
na composi¢do do microbioma e um decréscimo nas batérias probiéticas comensais

podem contribuir para a perda da barreira protetiva das TJ .

Além disso, o etanol e seu metabdlito derivado, o acetaldeido, produzido por

J¥20131 - microbioma intestinal

bactérias intestinais, rompem a integridade das T
também sintetiza etanol, que pode ter um efeito deletério adicional na barreira

intestinal®®.
Dieta Ocidental

Estudos populacionais em humanos tém atribuido a dieta atual os indices
crescentes de obesidade e comorbidades associadas, enquanto o0s estudos
experimentais em modelos animais tém evidenciado os mecanismos pelos quais este
processo ocorre. A dieta ocidental é caracterizada pelo alto consumo de alimentos
industrializados, altamente processados, ricos em gorduras e carboidratos simples,
especialmente a frutose oriunda do xarope de milho (HFCS)***2, E bastante estudada
em modelos animais, através da administracdo de uma alimentacdo composta por
altas concentracdes de carboidratos e gorduras, com ou sem adicdo de frutose. Os
resultados destes estudos tém indicado altos niveis de endotoxinemia e aumento da
permeabilidade intestinal*®**. A frutose, um monossacarideo obtido originalmente das
frutas, e atualmente muito utilizado pela indastria alimenticia na sua forma sintética,
obtido a partir do xarope de milho, tem sido um dos componentes da dieta ocidental
com alto poder atribuido de lesar a mucosa intestinal e causar danos ao organismo

como um todo, o qual iremos dedicar um tépico detalhado.
Frutose

Estudos preliminares tém demonstrado o potencial da frutose como disruptor

129
7

da barreira intestinal. De acordo com Volynets 2017, ratos que ingeriram agua

adicionada de frutose apresentaram aumento nas concentracdes de endotoxemia no
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sangue portal, independente de terem sido alimentados com uma dieta rica em acglcar
e gordura (dieta ocidental) ou com uma dieta controle padréo. A dieta ocidental
resultou em ganho de peso, mas ndo em translocacdo de endotoxinas, que ocorreu
apenas com a alta ingestdo de frutose. As concentracdes de LPS também estavam
aumentadas nos grupos que ingeriram frutose, tanto no grupo controle quanto no
grupo dieta ocidental. No entanto, apenas os ratos alimentados com a dieta ocidental
adicionada de frutose apresentaram aumento da permeabilidade intestinal pelos testes
da lactulose & manitol e FITC-D4000. Em 2003 Busserolles'® j& havia relatado que o
tratamento concomitante de ratos alimentados com frutose e pré e probioticos eram
protegidos dos danos ao figado induzidos por frutose, cuja hipétese de injuria
hepatica, pelo menos em parte, se devia a mecanismos que envolvem
supercrescimento bacteriano e aumento da permeabilidade intestinal, assim como de
endotoxemia. No entanto, os mecanismos subjacentes sobre como frutose leva ao
SIBO e aumento da permeabilidade intestinal ainda ndo foram totalmente

elucidados'?.
Emulsificantes

Emulsificantes dietéticos como a carboximetilcelulose (CMA) e o polissorbato-
80 (P80) sao utilizados em alimentos industrializados, altamente processados em
concentragfes acima de 2%'®. Estudos experimentais tém demonstrado que estes
aditivos alimentares induzem ganho de peso corporal, baixo nivel de inflamacgéo e
disturbios metabdlicos, através de alteragcbes da microbiota e disfuncdo da barreira
intestinal™*®. Estes estudos sugerem que a ampla utilizacdo de agentes emulsificantes
pode estar contribuindo para uma maior incidéncia de obesidade, sindrome metabdlica

e outras doencas inflamatdrias cronicas™>>**°.
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Antibidticos
Estd bem documentada a acdo de antibidticos sobre a microbiota intestinal,
gque acarreta reducdo na quantidade e diversidade das bactérias comensais, além de

promover danos a parede epitelial intestinal, aumentando a sua permeabilidade™®’.

No estudo de Tulstrup 2015, a administracdo dos antibiéticos amoxicilina,
cefotaxime (CTX), vancomicina (VAN) e metronidazol (MTZ), em modelo experimental
em ratos, alteraram tanto a composi¢do bacteriana quanto provocaram alteracdo na
barreira epitelial intestinal avaliada pelo teste FITC-dextrano, sendo que a CTX e VAN
diminuiram e a MTZ aumentou a permeabilidade. Curiosamente, nenhuma alteracao

na familia de tight junctions foi encontrada com o uso dos antibi6ticos.

Antiinflamatdrios ndo-esteroidais

Os antiinflamatérios nao esteroidais sdo largamente conhecidos por seus
danos a parede do epitélio intestinal, causando aumento da permeabilidade. De

acordo com Utzeri e Usai 20178

, as alteracbes na microbiota causadas por esta
classe de antiinflamatérios pode contribuir para o desenvolvimento de DHGNA, por
duas vias: primeiro, causando danos ao funcionamento das tight junctions, que
possuem um papel importante na permeabilidade intestinal e segundo, levando ao

desenvolvimento de resisténcia a insulina, ganho de peso corporal, lipogénese,

fibrogénese e estresse oxidativo hepatico.

Vitaminas Ae D

Tem sido demonstrado que a vitamina A e seus derivados regulam o
crescimento e diferenciagdo de células intestinais, enquanto sua deficiéncia esta
associada com aumento da suscetibilidade a infec¢bes tanto em humanos quanto em
modelos animais®*%*. Estudo de coorte com criancas com altas taxas de deficiéncia

subclinica de vitamina A demonstrou que a concentracdo de retinol é inversamente
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correlacionada com permeabilidade intestinal**’. J& o retinol, uma forma da vitamina A,
atenua parcialmente a reducéo na TEER induzida pela toxina A do clostridium difficile

2141

em células intestinais Caco-2""*. Assim como a vitamina A, a deficiéncia de vitamina D

parece ter um papel importante na permeabilidade intestinal®®. Experimentos com
receptores de vitamina D em ratos demonstraram que a sua deficiéncia pode
comprometer a barreira da mucosa, acarretando danos e aumentando o risco de
doenga inflamatéria intestinal**>. No mesmo estudo, foi verificado que a vitamina D

melhora a expressdo de TJ como a claudina-1 e ZO-1*2,

Prebiéticos

Os prebidticos sdo substancias alimentares, constituidos principalmente por
polissacarideos ndo-amido e oligassacarideos mal digeridos por enzimas humanas,
gue nutrem um grupo selecionado de microorganismos que vivem no intestino. Eles
favorecem o crescimento de bactérias benéficas sobre as prejudiciais'**. Exemplos de

prebiéticos s&o os fruto-oligossacarideos (FOS) e a inulina™*.

Podem atuar modulando a parede da barreira intestinal tanto como produtos
para fermentagdo dos &cidos graxos de cadeia curta, quanto diretamente,

estabilizando a barreira intestinal®

. Recentemente, Pachikian BD demonstrou que o
prebiotico FOS atenuou esteatose hepatica experimental, possivelmente pela

modulac&o da microbiota intestinal, funcéo de barreira ou ambos™*.

Acidos graxos de cadeia curta

Sao acidos organicos compostos pelo acetato, propionato, butirato e valerato
que sdo produzidos pela fermentacdo microbiana de carboidratos néo digeriveis no
co6lon. Conforme demonstrado na DI, a deficiéncia de butirato causa lesées nas TJ e
aumento da permeabilidade intestinal**®. Em consonancia com estes dados, estudo in
vitro demonstrou que o butirato protegeu as células IPEC-J2 expostas ao LPS, através

do aumento na expressao das claudinas 3 e 4'°.
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Probioticos

Os probidticos sdo definidos pela Organizagdo Mundial de Saude como
“organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem

um beneficio para a satde do hospedeiro™’.

Diversos estudos com probidticos tém demonstrado que promovem a
integridade da barreira intestinal, apesar de alguns estudos serem negativos ou
inconclusivos. Por exemplo, a administragéo do Lactobacillus Plantarum no duodeno
de voluntarios saudaveis mostrou aumento significativo de ZO-1 e ocludina nos

arredores das estruturas tight junctions **.

Estes resultados sugerem que a
administracdo do Lactobacillus Plantarum pode melhorar a estabilidade dos

complexos TJ em humanos e atenuar a sua ruptura por citocinas, toxinas e patdégenos.

Em suma, o desequilibrio na composicdo da comunidade bacteriana no
intestino pode levar a disfun¢des no transito intestinal, na modulagéo da barreira, e a
doengas cronicas como DII. O entendimento de como este ecossistema é regulado por
dieta e outros fatores exdgenos, e como isto pode ser manipulado, é essencial para a

prevencao e tratamento de doencas®.
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2.7 Métodos de avaliacdo da permeabilidade intestinal

A permeabilidade intestinal pode ser avaliada de varias formas, tanto in vitro
como in vivo, em humanos ou em modelos animais, com a utilizacdo de diferentes
moléculas como marcadores para a avaliagdo como ions, carboidratos de diferentes
tamanhos, macromoléculas e antigenos, bactérias ou produtos bacterianos. Além
disso, deve ser selecionado o compartimento utilizado, como sangue periférico,
sangue via veia porta ou urina®. A seguir serdo destacados alguns testes bastante

utilizados tanto para avaliagdo em humanos quanto em modelos animais:

In-vitro

TEER - Resisténcia elétrica transepitelial: é considerado padrdo ouro para
avaliacdo da permeabilidade intestinal em estudos in vitro''®. Esta técnica permite
avaliar a expressao funcional e a regulacdo das TJ**, através da medicao do fluxo de
fons paracelulares. A linhagem celular mais utilizada para avaliar permeabilidade
intestinal é a Caco-2, obtida a partir de células epiteliais de adenocarcinoma colorretal
em humanos™. Quando cultivada em condicdes especificas, podem criar uma

monocamada de células com uma polarizacao luminal e basolateral.

FITC-Dextrano: Avalia a permeabilidade a partir de extratos de bidpsia
humana através do isotiocianato de fluoresceina em monocamadas confluentes de

células Caco-2'°.

Ex-vivo

Ussing Chamber: ou camara de uso, € utilizada tanto em humanos quanto em
modelos animais, € uma técnica ex-vivo que necessita de tecido intestinal fresco,
obtido via biépsia ou cirurgia, caracteristica que limita a sua utilizacdo. Permite a
mensuragdo de correntes com curtos-circuitos como indicador da atividade de

transporte de jons através do epitélio®.

48



In-vivo

Teste da lactulose e manitol: trata-se de um ensaio para avaliagdo de
permeabilidade intestinal em humanos. Consiste na administracdo de
oligassacarideos com pesos moleculares elevados, como a lactulose, e acUcares de
tamanho pequeno, como o0 manitol. Considera-se que a molécula de tamanho grande
atravessa a via paracelular intestinal somente se a funcdo de barreira estiver
comprometida. Nesse caso, tais aglcares atravessam a barreira intestinal, entram na
circulacdo e podem ser detectados na urina apds a excregdo renal. A molécula de
tamanho pequeno atravessa a barreira intestinal livremente, independente da perda da
funcao barreira e é afetada da mesma forma que moléculas maiores por fatores de
confundimento como diluicbes gastricas, motilidade gastrointestinal, degradacao
bacteriana e funcao renal. Dessa forma, a razdo da concentracdo urinaria de ambas
as moléculas medidas apés 5-6 horas, reflete com maior precisdo a passagem
paracelular através da barreira intestinal do que a medida isolada dos
oligossacarideos urinarios®. A utilizacdo clinica deste teste é (til, pois discrimina a
passagem via paracelular (lactulose) e transcelular (manitol), e pode fornecer
informagdes importantes sobre o status geral do intestino (atrofia dos vilos e

inflamac&0)'*°. E considerado teste padréo ouro para mensuracdo da permeabilidade

intestinal em humanos®®2.

Mais recentemente, tém sido utilizado “teste multi acucar”, baseado na
administracdo simultanea de sacarose, lactulose, sucralose, eritritol e rhamnose para
avaliar a permeabilidade de diferentes segmentos do trato gastrointestinal. Consiste
na administracdo de bebida composta pelos 4 acglcares diluidos em &gua, e coleta de
urina em 24 horas, em dois tempos: 0 — 5h, que reflete a permeabilidade
gastroduodenal e do intestino delgado através da excregdo urinaria de sacarose e

razdo entre lactulose e L-ramnose (L/R), respectivamente; em 5 — 24h, a razéo
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sucralose e eritritol (S/E) representou a permeabilidade do cdlon, enquanto a sua

quantificacdo em 0 — 24h indicou a permeabilidade total do intestino**.

Medicdo de LPS: Séo ensaios utilizados para demonstrar endotoxemia, que
pode indicar translocacao bacteriana do Iimen intestinal para a circulagdo em fungéo
de falhas na funcéo de barreira do epitélio celular. Possui como limitacédo o fato de que
0s LPS séo detectaveis apenas em baixos niveis no sangue periférico. J& em modelos
experimentais, é facilmente medido através da veia porta dos animais®. Em humanos,
tem sido utilizado com sucesso para demonstrar endotoxemia em pacientes com

sepse'®

e niveis aumentados de LPS em pacientes com obesidade e sindrome
metabdlica **>'*°. Schnabl & Brenner 2014 referem que provavelmente o melhor
método para avaliar aumento da permeabilidade intestinal é através da medida direta

de produtos bacterianos que se originam apenas no lumen intestinal e, portanto,

devem ser translocados para 0 espago extraintestinal, sangue e 6rgaos.

Anticorpos de ntcleo de endotoxina circulante (EndoCAb): E utilizado
para o dano da barreira intestinal de fase aguda, como medida alternativa aos ensaios
de endotoxemia. E medido no sangue periférico, e permite a quantificacio de
imunoglobulinas como a IgA, contra o nlcleo interno que consiste de uma parte
hidrofébica, o lipido A, que esta ligado a um oligossacarideo central. O lipido A é
altamente conservado em todas as bactérias gram-negativas. Além disso, essa parte é

157,158' Essas

considerada a responsavel pela toxicidade da endotoxemia
imunoglobulinas circulantes fornecem informacdo sobre a funcdo da barreira epitelial
intestinal. Esta abordagem é limitada, pois fornece informag8es apenas em pacientes

pos-operatorios®.

Concentracgéo de butirato fecal: A deficiéncia de butirato pode ser utilizada
como uma medida indireta para danos na funcéo de barreira intestinal, tendo em vista

que o butirato diminui a translocacdo bacteriana em modelos celulares®® e modifica a
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expresséo das claudina-1 e claudina-2**'®°, e das claudina-3 e claudina-4'° em favor
da preservacdo da barreira. No entanto, os testes de butirato estdo mal estabelecidos

para avaliacédo de permeabilidade até o momento®.

Avaliacdo do contetudo bacteriano no muco intestinal: Bischoff e col.
sugerem que a medicao de bactérias no muco do célon interno, através de bidpsias,
pode servir como um novo marcador para a permeabilidade intestinal, tendo em vista
que estudo recente demonstrou que defeitos de barreira associado a penetracao de
bactérias do muco geraram colite em animais e humanos®®®. Entretanto, os autores
alertam para a necessidade de padronizacdo dessa andlise para o fim a que se

destina.

Biomarcadores da integridade celular epitelial: podem ser utilizadas
diversas particulas, como a citrulina, proteinas de ligacdo de &cidos graxos, glutationa
S-transferases e tight junctions para avaliar a barreira intestinal em humanos.
Especialmente as TJ séo utilizadas como marcador para avaliar a perda da
integridade da barreira paracelular, sendo as claudinas as principais proteinas

epiteliais responsaveis pela funcéo de barreira®.

. . bacteria

ions/H,O antigens macrlomolecules

L L L

ti-defects apoptotic €rosions  transcytosis
leaks ulcers

Figura 7. Disfunc¢des da barreira intestinal. A mensuragéo da permeabilidade intestinal
€ determinada por marcadores moleculares, desde que o tipo de molécula analisada passe
pelo lesdo. Fonte: Bischoff et al, 2014%.
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3. JUSTIFICATIVA

As doengas hepaticas constituem importante problema de saude publica e
entre elas, a Doenca Hepética Alcdolica e a Doenca Hepatica Gordurosa néo alcéolica
estdo entre as principais causas de morte por doenca hepética no mundo. Os
mecanismos de desenvolvimento das doencas ndo estdo completamente elucidados,
e recentemente tem sido implicado o0 eixo entero-hepatico como importante via ha
patogénese das doencas, entretanto, ndo é possivel determinar se as lesbes

intestinais sdo causa ou consequéncia do dano hepatico.

Sendo os modelos de doencas hepaticas desenvolvidos em zebrafish uma
importante ferramenta para elucidar a patogénese destas doencas, e contribuir para o
desenvolvimento de futuros tratamentos, a avaliacdo de marcadores de dano intestinal
como as Tight Junctions em modelos de esteatose hepatica induzida por élcool (DHA)

e frutose (DHGNA) se tornam relevantes para avangar neste campo de conhecimento.
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4. QUESTAO DE PESQUISA

A exposicdo ao alcool e a frutose pode causar alteracdo nas Tight Junctions,
indicando dano intestinal nos modelos experimentais de esteatose hepética alcdolica e

ndo alcéolica em zebrafish?
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5. HIPOTESE

5.1 Hipotese verdadeira

Os animais expostos ao etanol e a frutose apresentam alteracao na expresséo
génica das Tight Junctions cldn C, cldn 15a, cldn 15b e f1lr, em relacdo aos seus

controles em estagios iniciais de esteatose hepdtica, induzida por alcool e frutose.

5.2 Hip6tese nula

Os animais expostos ao etanol e a frutose ndo apresentam alteragdo na
expressao génica das Tight Junctions cldn C, cldn 15a, cldn 15b e f11r, em relagdo
aos seus controles em estagios iniciais de esteatose hepdtica, induzida por alcool e

frutose.
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6. OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao génica das Tight Junctions intestinais, cldn C, cldn 15a,
cldn 15b e f11r em dois modelos experimentais de esteatose hepética no zebrafish:

induzida por alcool (DHA) e por frutose (DHGNA).

55



7. ARTIGO

Intestinal tight junctions are not altered in the early stages of alcoholic

and non-alcoholic hepatic steatosis in zebrafish

Status: a submeter
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ABSTRACT

Background: Alcoholic liver disease (ALD) and non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD) are among the leading causes of death from liver disease worldwide. Both
ALD and NAFLD are related to dysbiosis, increased gut permeability, inflammation,
and liver damage. However, it is not clear whether liver disease precedes changes in
the intestinal epithelium or whether it is the increased permeability that promotes liver
damage. Aim: To evaluate the gene expression of tight junctions in ALD and NAFLD
models in Zebrafish (Danio rerio). Methods: In the ALD model, fish were divided into
two groups: Ethanol (n=30), exposed to 0.5% ethanol for 28 days and control (n=30).
In the NAFLD model, fish were also divided into two groups: Fructose (n=24), exposed
to 6% fructose for 2 hours for 14 days and control (n=24). At the end of the
experiments the animals were euthanized and livers were collected for histological
analysis (hematoxylin-eosin - HE and Oil Red staining) and intestines for evaluation of
the gene expression of gut permeability markers cldnC, cldnl5a, cldn15b and f11r by
Real Time gPcr. Results: Both animals exposed to alcohol and fructose presented
hepatic steatosis by HE and Oil Red staining, without signs of inflammatory infiltrates
under optical microscopy. There was no significant difference in the expression of the
gut tight junctions for both ALD and NAFLD (p>0.05) Conclusion: The results suggest
that in the early stages of ALD and NAFLD there are no changes in intestinal tight

junctions, and that possibly liver damage precedes intestinal damage.

Key Words: Hepatic steatosis, tight junctions, ethanol, fructose, zebrafish.
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INTRODUCTION

Alcoholic liver disease (ALD) and non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) are
among the leading causes of death from liver diseases?'®. The World Health
Organization estimates that excessive alcohol consumption is responsible for 5.1% of
the global burden of disease and about 5.9% of all deaths worldwide?. However,
NALFD has been recognized as a highly prevalent condition in the last decades?,
estimated at around 20-30% in Western countries, along with the obesity epidemic’.
Although they present a similar disease course, characterized by the presence of
steatosis in at least 5% of the hepatocytes, with the possibility of progressing to
steatohepatitis, fibrosis, cirrhosis and even hepatocellular carcinoma®”’, they are
caused by different factors. The Western diet, with a high consumption of
ultraprocessed foods, sources of low quality fat and simple carbohydrates, such as
fructose, is among the main factors associated with NAFLD®*¢#9Y7 However, ALD is a
consequence of chronic ethanol consumption between 40-80g/day for men and 20-

40g/day for women®.

It is known that both alcohol and fructose may promote changes in the intestinal
epithelium, altering its barrier function and causing increased permeability'®'®?. The
integrity of the intestinal epithelium is determined mainly by tight junctions (TJ), a highly
dynamic protein complex, selectively permeable, which forms within plasma membrane
lipid domains*?, and are composed of two main groups: single transmembrane domain
proteins, such as JAM (junctional adhesion molecule) and four-transmembrane domain
proteins such as claudins. These constitute the major part of the complex architecture
of TJ and play a key role in the permeability of endothelial and epithelial cells, both in
humans and animal models, especially in zebrafish'***. The study of liver diseases in
zebrafish has been shown to be a valuable tool due to the high conservation of liver
cells as with mammals, and also has correspondence in intestinal functions, although

they have a simpler structure”™. Thus, the objective of this study was to verify if
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intestinal permeability changes through the expression of tight junctions cldnC,
cldn15a, cldn15b and JAM A (f11r) in two experimental models of hepatic steatosis in

|64,84

zebrafish: alcoho and fructose induced (Ferrari 2017, manuscript submitted).

ANIMALS AND METHODS

Animals

A total of 108 zebrafish (Danio rerio), wild type, adult, male and female were
purchased from a commercial distributor. The animals were kept under controlled
conditions: water temperature of 28 + 2°C, light/dark cycle of 14/10 hours and fed with
Artemia feed (BioArtémia - Brazil), calculated at the proportion of 7% of the animals’
weight, fractionated into 4 times a day. The following parameters of water quality were
monitored daily: pH, ammonia, nitrates and nitrites. To maintain the equalization, the
animals were weighed and allocated in the aquariums maintaining a similar weight

between the groups, with the density of 3 fish/L.

Two different experiments were performed to induce hepatic steatosis: ALD
model and NAFLD model. The studies were approved by the Research Ethics
Committee for the Use of Animals of Hospital de Clinicas de Porto Alegre/RS and
conducted according to the international standards for the use of animals in the

laboratory.

Alcoholic Hepatic Disease

The ALD model was previously standardized in our research group®®. The
animals were divided into two groups (n=30): Ethanol, with animals exposed to 0.5%
(v/v) of ethanol (Merck® KGaA, Germany) in the aquarium water, and control, kept in
the aquarium without the addition of ethanol. The aquarium water was changed every

two days. The animals were euthanized after 28 days.
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Non-Alcoholic Fatty Liver Disease

The fructose induced hepatic steatosis model was also previously standardized
by our group (Ferrari J - manuscript submitted). The animals were divided into two
groups (n=24): Fructose, with animals exposed to 6% of fructose (Synth, Brazil), and
control, without exposure to fructose. The animals were kept in an aquarium called
“residence” and transferred daily for two hours to an aquarium called "induction" that
contained fructose. The control group was submitted to the same transfer to another
aquarium daily, but without addition of fructose. The water of the residence aquarium
was changed daily, and the aquarium's induction water every other day with added
fructose. All the aguariums were maintained with 250 mg/ml fungizone (Gibco, USA),
25 pg/ml ampicillin (Blau, BRA) and 5 pug/ml kanamycin (Gibco, USA) to avoid possible
microbial contamination due to the presence of fructose®. The animals were euthanized

after 14 days.

At the end of each experiment the animals were anesthetized by immersion in
400 pg/mL tricaine (Sigma-Aldrich, Germany) and euthanized by exsanguination®®.
Livers and intestines were collected from all animals and stored according to the

necessity of each technique.
Histological Analysis

For histological evaluation liver sections were used (n=3/group), which were
fixed in 10% formalin, embedded in paraffin, stained with hematoxylin-eosin (HE) and

examined under an optical microscope.

For the evaluation of hepatic steatosis, liver sections were used, (n=3/group),
which were fixed in Tissue-Tek (Sakura Finetek, USA) and cryosectioned (8u thick)

and stained with Oil Red (Sigma-Aldrich, USA)*.
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Evaluation of Gene Expression

For both experiments, the samples were grouped into a pool of 3 intestines.
The intestines were preserved in RNAlater (Invitrogen, USA) and stored at -80°C. Total
RNA was isolated with a RNeasy Mini Kit (Invitrogen, USA), and converted to cDNA
with High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Termo Fisher Scientific, USA)
according to the manufacturer's instructions. Gut permeability markers cldnC, cldn15a,
cldn1l5b, and fllr gene expression were assessed by TagMan probes (Life
Technologies, USA). Number of Assay ID in table 1. PCR was performed in Step
One™ Real Time PCR System (Applied Biosystems, USA) and the temperature cycling
was 2 minutes at 50°C, 10min at 95°C followed by 40 cycles with 15s at 95°C and 1min

at 60°C. Gene expression was quantified by: 2724

(threshold cycle) method and
normalization was done using the elongation factor- alpha 1 gene (efa-1)**. Were used

for the ALD model the n=10 pools and for the NALFD model the n=8 pools.

Table 1. Probes identification assays:

Gene Assay ID

cldnC dr03138426
cldnl5a dr03145240
cldn15b dr03072501
f11ir dr03118078
efa-1 dr03432748
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Statistical analysis

The results were described in medians and interquartile ranges. Differences
between groups were measured using the Mann-Whitney test. The SPSS program
(Statistical Package for Social Sciences), version 18.0 was used to process and

analyze the data. The level of significance was 5%.

Results

Effects of Ethanol and Fructose on the histological analysis of the Liver

The hematoxylin-eosin (HE) stained liver sections of the control groups, in both
of ethanol and fructose experiments, presented hepatocytes with preserved
characteristics, with no signs of lipid deposition (Figures 1B and 2B). After the
exposure period to ethanol and fructose, increased lipid droplets infiltrated into
hepatocytes can be observed causing displacement of the nucleus to the periphery of
the cytoplasm (Figures 1A and 2A). No signs of inflammatory infiltrates were identified

by optical microscopy.

The liver sections of control groups stained with Oil Red, both ethanol and
fructose present a small amount of lipid droplets (Figures 1D and 2D) in relation to the
groups exposed to ethanol for fructose, which present an abundance of lipid droplets

(Figures 1C and 2C).
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Figure 1. HE staining (100x) of zebrafish liver sections: in figure B, enlarged

hepatocytes by lipid infiltration due to exposure to ethanol in relation to the control: A.
Oil Red staining (100x) of zebrafish liver sections: in figure D, hepatocytes present

abundant lipid droplets due to exposure to ethanol in relation to control, in figure C.
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Figure 2. HE staining (100x) of zebrafish livers sections exposed to fructose,

demonstrating enlarged hepatocytes by lipid infiltration in figure B in relation to control:
A. Oil Red staining (100x) of zebrafish livers exposed to fructose with abundant

presence of lipid droplets in figure D in relation to control, in figure C.

Evaluation of Gene Expression

In the evaluation of the gene expression of the cldnC, cldn15a, cldnl5b, and
f11r markers, there was no significant difference between the groups for both the ALD

and the NAFLD model, as shown in the table below:
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Table 2. Evaluation of the gene expression of tight junctions as gut permeability

markers in experimental models of alcoholic liver disease (ALD) and non-alcoholic fat

liver disease (NAFLD).

NAFLD
Evaluated value p
Genes P value
Control Ethanol Control Fructose
0,66 0,42 1,41 1,38
cdnC  044-a57) (©030-078) O (0ea-155 (125-155 0674
1,39 1,34 1,25 1,55 0,074
cdnisa 504" 173)  (105-163 %0  (079-154)  (1.42-170)
0,53 0,52 1,31 1,48 0,345
cldnisb 5 "479)  (036-064) 9%  (068-156) (0,93 18,16)
1,29 1,34 0,69 2,05
fr (041-204)  077-230)  %®9  (037-263  (070-298 929

Mann-Whitney test: Median [q1 - g3]; value of p> 0.05.

DISCUSSION

The experiments confirm the findings of previous studies carried out in our

64,84

laboratory where exposure to ethanol and fructose resulted in hepatic steatosis in

zebrafish, without signs of inflammatory infiltrate. Although several studies in zebrafish

have demonstrated hepatic steatosis for different causes®**#*

, according to Goessling
and Sadler’, it has not yet been possible to identify the evolution to more advanced

stages of disease such as fibrosis and cirrhosis.

Kottra G and colleagues in 1983%

already emphasized the importance of tight
junctions as the main causers of the paracellular flow in an intact epithelium, whose
alterations may indicate increased permeability. In this study, we used TJ belonging to
the JAM and claudins groups, which have a determinant role in the permeability of

endothelial and epithelial cells in zebrafish'®*.

In the evaluation of the gene expression of the TJ, there was no significant

difference for the evaluated markers, between the exposed groups and their controls
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for both ethanol and fructose experiments. The results seem to indicate that hepatic
damage precedes the intestinal lesion, and that perhaps in the early stages of the
disease, without characteristics, steatohepatitis, fibrosis or cirrhosis, it is not possible to
identify significant intestinal changes. These findings are in agreement with data from
the study by Miele and col. 2009 *°, where there was no increase in permeability in

lower degrees of steatosis.

There is still a discussion, in both experimental and human studies, whether
loss of intestinal barrier alone is sufficient to trigger disease'. Likewise, it is still unclear
whether liver damage is a cause or consequence of intestinal damage®®. A study
performed on patients with NAFLD showed a significant increase in gut permeability
with changes in TJ compared to healthy individuals, evaluated by the gene expression
of zonula occludens-1 (ZO-1)"°. Besides that, was demonstrated that increased
permeability occurs in parallel with the increased prevalence of bacterial overgrowth in
the small intestine (SIBO). These findings were associated with severe steatosis. In the
present study, in zebrafish, the liver histological characteristics found are compatible
with simple steatosis, both for exposure to ethanol and fructose, signaling that these

are early stages of the disease.

Alcohol and its metabolites, mainly acetaldehyde, are central elements in the
pathogenesis of alcoholic liver disease, since they cause inflammation, increased
intestinal permeability, changes in the microbiota and endotoxin translocation through
the gut-liver axis™® *'. Its effects on the dysfunction of the intestinal epithelial barrier can
occur by the increase of the systemic levels of inflammatory cytokines such as

interleukin 18 (IL-18) and Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a)*

or promoting the
disruption of TJ and increased paracellular permeability to macromolecules******, The
disruption of the intestinal barrier function would be the essential condition for the

endotoxins produced by the intestinal microbiome to invade the systemic circulation

and access the liver®. However, some studies of murine have not demonstrated a
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significant difference in the translocation of bacterial endotoxins into the systemic

circulation in initial periods of exposure to alcohol*®®**’

. In vitro studies suggest that
alcohol concentration may have an influence on increased permeability. According to
Rao 2009'®, ethanol concentrations above 1% are needed for rupture of the intestinal
barrier'®>!%1%° Reduction in the expression of TJ ZO-1 and claudin-1, consistent with
increased permeability by transepithelial electrical resistance - TEER in Caco-2 cells,

6486 showed that with

occurred only with 5% alcohol exposure'”. Our research group
the exposure of zebrafish to the concentration of 0.5% of ethanol it was already
possible to identify the presence of steatosis, a much lower concentration used than

that by Wang Y, at al 2014,

Regarding fructose, previous studies have demonstrated its potential as a

7'%° rats that

disruptor of the intestinal barrier. According to Volynets V, et al 201
ingested fructose-added water, fed either a Western diet or a control diet, showed an
increased endotoxin translocation, which did not occur with the Western diet group. In
addition, the ingestion of fructose resulted in a reduction in the mucus layer, alteration
of the intestinal microbiota and increase in intestinal permeability by lactulose and
mannitol and FITC-D4000 tests. The dysfunction in the intestinal barrier caused by
fructose occurred both in the control diet group, with reduction of mMRNA expression
levels for TJ occludin and claudin-2 in the ileum, as for the Western diet with fructose,
with reduction in the occludin and ZO-1 mRNA expression. These data demonstrate

the harmful power of fructose, including in relation to an unhealthy diet such as the

Western diet, rich in sugars and fats.

According to Ouyang X et al 2008%, fructose, especially synthetic, deriving from
high fructose corn syrup (HFCS), which is widely used by the industry due to its low
cost and high sweetening power, has a direct effect on the intestinal barrier, favoring
the endotoxin translocation and reduction in mucus layer, leading to microbiota

alteration and increased intestinal permeability®®'?°. In the present study, we also used
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synthetic fructose for the induction of NAFLD, as well as Volynets V, et al 2017*?°. In

humans, Jin R and colleagues 2014'"*

reported that adolescents with NAFLD have
elevated endotoxin levels after ingesting fructose beverages when compared to healthy

adolescents.

Significant changes in intestinal barrier function, as in the Volynets V, et al 2017
study, may have occurred in more advanced stages of disease, which can be
demonstrated by the severe increase in liver weight in relation to control, especially in
the fructose with Western diet (80%). In addition, the time of exposure of the mice to
fructose was 12 weeks, in contrast to our study, where the zebrafish was exposed to
fructose for only 14 days, except for the unigque characteristics of each experimental

model, demonstrating hepatic steatosis without advanced disease characteristics.

In the present study, both the experimental model of alcoholic disease and that
of non-alcoholic disease induced by fructose, were able to cause liver damage, proven
by the presence of steatosis. No significant changes in tight junctions were identified,

suggesting that liver disease precedes intestinal damage, not the other way around.
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8. CONCLUSAO

No presente estudo, tanto 0 modelo experimental de doenca hepatica alcdolica
quanto o de doenca hepatica ndo alcéolica induzida por frutose, foram capazes de
provocar dano ao figado, atestado pela presenca de esteatose. Nao foram
identificadas alteracbes significativas nas tight junctions, sugerindo que a doenca

hepéatica possa preceder a lesao intestinal, e ndo o contrario.
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9. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O objetivo deste estudo foi verificar se os efeitos deletérios do etanol e da
frutose, nos dois modelos experimentais de doenca hepéatica em zebrafish,

produziriam danos intestinais, além de esteatose hepética.

Através das andlises realizadas, foi possivel demonstrar que ambos o0s
modelos de doenca hepética em zebrafish, induzida por alcool e frutose, causam dano
hepatico em estagio inicial, caracterizado pela esteatose simples. A literatura atesta
gue ndo foi possivel até o presente momento encontrar doenga hepatica em estagios
mais avancados no zebrafish, com a presenca de fibrose ou cirrose. Considerando
gue ndo obtivemos alteracdo nas Tight Junctions intestinais analisadas, podemos

sugerir que a doenga hepatica preceda as lesdes intestinais.

Para o futuro, seria interessante estudar ambos o0os modelos em tempos
distintos, buscando o desenvolvimento de esteatose em estagios mais avangados,
para avaliacdo tanto de danos hepéticos e intestinais, com o propésito de desenvolver
possiveis alvos terapéuticos no futuro. Além disso, seria importante validar as Tight
Junctions utilizadas neste estudo como marcadores de permeabilidade intestinal no
zebrafish, comparando com outros métodos ou formas de avaliacdo de disfuncdo na
barreira intestinal, que ainda s&o limitadas neste modelo animal. O estudo da
microbiota intestinal no zebrafish também pode auxiliar no avangco neste campo de

conhecimento.
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