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RESUMO

INTRODUCAO: A obesidade pode ser caracterizada pelo acimulo do tecido adiposo e o
aumento da massa de gordura gerando um estado pré-inflamatério. Alguns mecanismos tém
sido associados as adipocinas e ao aumento da permeabilidade intestinal. A utilizacdo do
zebrafish como modelo de obesidade tem se apresentado promissor para compreensao das
causas metabdlicas da obesidade e de suas doengas associadas. OBJETIVO: Avaliar a
expressao génica de citocinas inflamatdrias intestinais e hepaticas e de moléculas constituintes
de barreira intestinal e em um modelo de obesidade induzido por dieta hipercaldrica em
zebrafish. MATERIAIS E METODOS: O estudo foi dividido em duas etapas. Na primeira
etapa definiu-se a dieta para estabelecer a obesidade e avaliar presenca de esteatose hepatica.
Avaliamos peso, indice de massa corporal (IMC) e presenca de acimulo de gordura no figado
por Oil Red O. O acimulo de gordura foi quantificado por ImageJ e Nile Red. Na segunda etapa
avaliamos niveis séricos do perfil lipidico, glicemia e expressdo génica de citocinas
inflamatorias intestinal e hepéatica — il-18, tnf-a e il-10 - e constituintes das tight junction (TJ)
da barreira intestinal - claudina-c (cldn-c), claudina-15a (cldn-15a), claudina-15b (cldn-15b) e
molécula de adesdo juncional-A (f11r). RESULTADOS: Na primeira etapa 30 peixes foram
divididos em trés grupos (n=10): grupo controle (GC), grupo obesidade 20% (G0O20) e grupo
obesidade 30% (GO30), o volume de dieta padrao utilizada no GC foi correspondente a 10%
do peso dos peixes; e os grupos GO20 e GO30 receberam o correspondente a 20% e 30% do
peso, respectivamente. No final de quatro semanas de dieta hipercalérica (DHC) foram
observados aumento de peso e de IMC e presenca de esteatose hepatica no GO30 quando
comparados com os demais grupos. Na segunda etapa 60 peixes foram divididos em dois grupos
(n=30): grupo controle (GC), que recebeu dieta correspondente a 10% do peso dos peixes; e 0

grupo obeso (GO), que recebeu dieta correspondente a 30% do peso dos peixes. ApOs quatro



semanas de dieta os animais do GO obtiveram aumento do nivel sérico de triglicerideos e
glicemia quando comparados com o GC. O nivel sérico de colesterol total ndo apresentou
diferenca entre os grupos. Os constituintes das TJ da barreia intestinal cldn-c e flir
apresentaram menor expressao génica no GO. Contudo cldn-15a e cldn-15b ndo apresentaram
diferenca entre 0s grupos na sua expressao. Houve aumento na expressdo génica das citocinas
intestinais il-1p, tnf-a e il-10 nos animais GO. Em relacéo as citocinas inflamatérias hepaticas
houve aumento na expressdo génica de il-1 enquanto a expressao génica de il-10 apresentou
diminuicdo no GO em comparagdo com o grupo GC. N&o houve diferenca na expressao génica
intestinal de tnf-a entre os grupos. CONCLUSAO: Nos animais submetidos & DHC houve
aumento dos niveis séricos de triglicerideos e de glicemia, e maior acimulo de gordura no
figado. Também houve aumento na expressdo génica de citocinas inflamatdrias intestinais e
houve aumento na expressdo da citocina inflamatoria hepaticas il-14 e diminuicdo de il-10.
Houve diminuicdo na expressao de componentes das TJ cldn-c e f11r em zebrafish obesos. Esta

Gltima alteracdo pode levar ao aumento na permeabilidade intestinal.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Obesity can be characterized by the accumulation of adipose tissue and
the increase of fat mass generating a pro-inflammatory state. Some mechanisms of this state
have been associated with adipokines and increased intestinal permeability. The use zebrafish
as obesity model has shown promise for understanding the metabolic causes of obesity and its
associated diseases. MATERIALS AND METHODS: The study was divided into two steps.
In the first step, the volume of diet to establish obesity in the animals was defined. We evaluated
weight, body mass index (BMI) and presence of fat accumulation in the liver of the animals by
histological staining with Oil Red O. And its quantification by ImageJ and Nile Red. In the
second step, we evaluated serum lipid levels, glycaemia and gene expression of hepatic and
intestinal inflammatory cytokines — il-1R, il-10 and tnf-a- and molecules constituents of tight
junction (TJ) - claudin-c (cldn-c), claudin-15a (cldn-15a), claudin-15b (cldn-15b) e junctional
adhesion molecules-A (f11r). RESULTS: Thirty fish were divided in three groups (n = 10):
control group (CG), 20% obesity group (OG20) and 30% obesity group (OG30). In CG, the
standard diet volume corresponds to 10% of fish weight; and the OG20 and OG30 groups
received 20% and 30% weight diet, respectively. At the end of four weeks of hypercaloric diet
(HCD) we observed weight gain, BMI increase and the presence of hepatic steatosis in GO30
when compared with the other groups. The second step was performed using 60 fish, which
were divided into two groups (n = 30): control group (CG) and obese group (OG). After four
weeks of diet, OG animals had increased serum triglycerides and glycaemia. When compared
with the CG, serum levels of total cholesterol did not show any difference. The molecules
constituents of TJ, cldn-c and the f11r had lower gene expression in the OG. However, cldn-
15a and cldn-15b showed no difference in expression when the OG and CG groups were

compared. There was an increase in the gene expression of the intestinal cytokines il-18, tmf-o



and il-10 in OG animals. In relation to hepatic inflammatory cytokines in OG, an increase in
the il-7/ gene expression was observed while the il-10 gene expression decreased. There was
no difference in tnf-a between the groups. CONCLUSION: In obese animals submitted to
hypercaloric diet there was an increase in triglyceride serum levels and glycaemia; besides fat
accumulation in the liver. There was also alteration in gene expression of intestinal and hepatic
inflammatory cytokines and components of the TJ of the intestinal epithelial barrier in obese

zebrafish. This last alteration may lead to increased intestinal permeability.
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1 INTRODUCAO

A obesidade tem se tornado um dos maiores desafios na satde publicaem todo o mundo.
A prevaléncia de obesidade mundial mais que dobrou entre os anos de 1980 e 2014 (WHO |
Obesity and overweight, 2016). O Ministério da Saude, do Brasil, divulgou uma pesquisa que
revela que mais da metade da populacéo brasileira esta acima do peso. Segundo dados da Vigitel
de 2017, 53,8% da populagéo estava acima do peso no ano de 2016 e 18,9% obesos (ABESO,
2016).

A obesidade é definida, de forma simplificada, como doenca cronica caracterizada pelo
acumulo excessivo de tecido adiposo no organismo. Como consequéncia do balango energético
positivo e acarreta repercussdes a saude, com perda na qualidade de vida (FONTAINE, 2001,
STEWART et al., 2009). Dentre as comorbidades associadas a obesidade podemos citar
dislipidemia, pressdo sanguinea elevada, resisténcia insulinica, deposicéo central de gordura e
aumento da inflamacdo (AGUILAR-VALLES et al., 2015; FIERABRACCI et al., 2015; JEBB
et al., 2004).

A obesidade tem causas multifatoriais e resulta de interacdo de fatores genéticos,
metabdlicos, sociais, comportamentais e culturais (JEBB et al., 2004). Na maioria dos casos,
associa-se ao abuso de ingesta caldrica e ao sedentarismo, em que o excesso de calorias
armazena-se como tecido adiposo, gerando o balanco energético positivo (KOLOTKIN et al.,
2001). O excesso de massa adiposa esta associado a niveis aumentados de marcadores pro-
inflamatorios, caracterizando a doenga como um estado inflamatorio crénico de baixa
intensidade propenso ao desenvolvimento de fatores debilitantes (AGUILAR-VALLES et al.,
2015). A obesidade parece estar relacionada com a inflamacéao através de alguns mecanismos
como: a hipdxia, infiltracdo e acimulo de macréfagos e aumento na permeabilidade intestinal

(AGUILAR-VALLES etal., 2015). O desequilibrio entre as citocinas pro e anti-inflamatorias,
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favorece as moléculas pro-inflamatorias contribuindo eventualmente para o desenvolvimento
de doencas associadas.

O modelo animal zebrafish se tornou uma ferramenta cientifica bastante importante para
a comprovacdo e para a compreensdo da causa metabdlica da obesidade e de suas doengas
associadas (FORN-CUNI et al., 2015; SCHLEGEL e GUT, 2015). As larvas de zebrafish foram
inicialmente utilizadas para o estudo genético ¢ para o “screening” quimico para 0
desenvolvimento de drogas tendo como alvo a obesidade (CHU et al., 2012; JONES et al.,
2008). Alguns tipos de doencas relacionadas a obesidade como a doenca hepatica gordurosa
ndo alcoolica (DHGNA) podem ser induzidos em zebrafish adultos saudaveis tanto
guimicamente, com uso de temoxifen (ANEZAKI et al., 2009), como por uma dieta
hipercaldrica (OKA et al., 2010). Alem disso, 0 modelo de obesidade induzido por dieta (OID)
padronizado por Oka e colaboradores demonstrou que o zebrafish partilha com os mamiferos
as vias fisiopatoldgicas da obesidade (OKA et al., 2010). O modelo de OID em zebrafish tem
sido utilizado para validar os efeitos de produtos naturais, como por exemplo, o extrato de cha
verde, na obesidade, como nos trabalhos de Tainaka e colaboradores (2011) (TAINAKA et al.,

2011) e Hasumura e colaboradores (2012) (HASUMURA et al., 2012).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 OBESIDADE

2.1.1 Aspectos gerais

A obesidade é um dos principais problemas de salde publica, constituindo-se em uma
epidemia mundial responsavel pelo aumento da morbimortalidade, uma vez que suas
consequéncias elevam o risco de possiveis e graves complicacdes (AGUILAR-VALLES et al.,
2015; FONTAINE, 2001; REUSER et al., 2009). A obesidade é definida como uma doenga
cronica, complexa e multifatorial, caracterizada pelo acimulo excessivo de tecido adiposo no
organismo (JEBB et al., 2004; KOLOTKIN et al., 2001; REUSER et al., 2009). Geralmente
estd associada ao abuso de ingesta caldrica e ao sedentarismo, em que o0 excesso de calorias
armazena-se como tecido adiposo, gerando o balango energético positivo acarretando perda na
qualidade de vida (FONTAINE, 2001; STEWART et al., 2009). Na obesidade ha um conjunto
de desordens metabdlicas que levam a distintas e diversificadas comorbidades (ABESO, 2016;
CAMPBELL, 2014; HASLAM e JAMES, 2005). Dentre as comorbidades associadas a doenca
da obesidade podemos citar dislipidemia (CARDIOLOGIA, 2005; JAHANGIR et al., 2014),
pressdo sanguinea elevada, resisténcia insulinica (BLUHER, 2013; CARDIOLOGIA, 2005),
deposicéo central de gordura (CARDIOLOGIA, 2005) e aumento dos processos inflamatorios
(JAHANGIR et al., 2014).

De acordo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a prevaléncia de obesidade mundial
se expandiu entre os anos de 1980 e 2014. A OMS classifica a obesidade baseando-se no indice
de massa corporal (IMC) definido pelo calculo do peso corporal, em quilogramas, dividido pelo
quadrado da altura, em metros (IMC = kg / m?) (“OMS | Publicagdes Da OMS” 2014). A

obesidade caracteriza-se quando o IMC do individuo se encontra acima de 30 kg / m?. A OMS
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define a gravidade da obesidade em: grau | (moderado excesso de peso) quando o IMC se situa
entre 30 e 34,9 kg / m?, obesidade grau Il (obesidade leve ou moderada) com IMC entre 35 e
39,9 kg / m? e, por fim, obesidade grau Il (obesidade mérbida) na qual IMC ultrapassa 40 kg /
m? (WHO | Obesity, 2014).

O Ministério da Saude do Brasil divulgou uma pesquisa que revela que mais da metade
da populacdo brasileira esta acima do peso. Segundo dados da Vigitel (Vigilancia de Fatores de
Risco e Protecdo para Doencas Crénicas por Inquérito Telefénico) em 10 anos, a prevaléncia
da obesidade cresceu 60%, passando de 11,8% em 2006 para 18,9% em 2016, atingindo quase
um em cada cinco brasileiros. Nestes mesmos 10 anos a prevaléncia de excesso de peso cresceu
26,3%, atingindo 53,8% da populagdo (BRASIL, 2017). Segundo Bloch e colaboradores
(2016) uma a cada trés criancas brasileiras, entre 5 e 9 anos, apresentam excesso de peso, e em
torno de 15% estdo com obesidade. Entre adolescentes de 12 a 17 anos, 25,5% estdo com

excesso de peso e aproximadamente 8,4% estdo obesos (BLOCH KV, 2016).

2.1.2 Condicoes patoldgicas relacionadas

As condi¢fes patoldgicas relacionadas a obesidade estdo associadas com inflamacéo
crénica, caracterizada por producdo anormal de citocinas, gerando a hipotese de a obesidade
ser um processo inflamatério crénico e sistémico de baixo grau (ROCHA e FOLCO, 2011;
SYMONDS et al., 2009).

O entendimento de que a inflamacdo desempenha um papel critico na patogénese de
distarbios derivados da obesidade levou a abordagens terapéuticas que visam diferentes pontos
da rede inflamatéria induzida por obesidade (ROCHA e FOLCO, 2011).

A obesidade estd fortemente associada a resisténcia a insulina, hipertensdo arterial e
dislipidemia. H& evidéncias de que o estado de inflamacao crénica tém um papel crucial na

patogénese da disfuncdo metabdlica relacionada a obesidade (MATARESE et al., 2017). O
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excesso de massa adiposa esté associado a niveis aumentados de marcadores pro-inflamatdrios,
através da producdo de mediadores paracrinos, as adipocinas (MATARESE et al., 2017;
ROCHA e FOLCO, 2011; ROCHA e LIBBY, 2009). Essas moleculas regulam o metabolismo
de carboidratos e lipidios, fungdo imune e podem servir como marcadores, no sangue, do risco
cardiovascular (ROCHA e FOLCO, 2011).

O tecido adiposo de um individuo obeso produz quantidades aumentadas de mediadores
inflamatdrios e apresenta maior nimero de células inflamatdrias com papéis potencialmente
importantes na fisiopatologia de obesidade, local ou sistemicamente (MATARESE et al.,
2017). Algumas adipocinas apresentam-se diferentemente expressas tais como, fator de necrose
tumoral (TNF-a), proteina quimiotatica de monocitos-1 (MCP-1), inibidor do ativador do
plasminogenio-1 (PAI-1), interleucina-6 (IL-6), leptina e adiponectina (MATARESE et al.,
2017; MULLER et al., 2002; SPRANGER et al., 2003).

Hotamisligil postula que a sobrecarga de nutrientes em células metabélicas, como
adipocitos induz o estresse intracelular que resulta na ativacdo de cascatas inflamatorias
(HOTAMISLIGIL, 2006). Também € possivel que, em excesso, 0s proprios nutrientes possam
ativar sensores imunologicos de patdégenos na célula, como os receptores Toll-likes (TLRs), que
respondem ao excesso de acidos graxos e podem contribuir para a resisténcia a insulina (SHI
et al., 2006).

As adipocinas também séo liberadas por células endoteliais e macrofago do tecido
adiposo, contribuindo para a geracdo de um estado inflamatorio de baixo grau (AGUILAR-
VALLES et al., 2015; SYMONDS et al., 2009; TRAYHURN e WOOD, 2004; WINER et al.,
2016).

Diversos mecanismos tém sido sugeridos para o incremento destas adipocinas como:
remodelacao inflamatdria adaptativa do tecido adiposo branco (recrutamento de macréfagos);

hipoxia devido ao aumento do tamanho dos adipdcitos (aumento do estresse oxidativo) e
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aumento da permeabilidade intestinal (endotoxemia e altercdo na microbiota) e associado a
resposta inflamatoria (AGUILAR-VALLES et al., 2015; WINER et al., 2016).

Durante a obesidade o equilibrio entre a secrecao de moléculas pro-inflamatoérias e anti-
inflamatorias é favorecido para a secre¢do das pré-inflamatdrias, ocasionando um desequilibrio
entre estas moléculas (Figura 1)(AGUILAR-VALLES et al., 2015).

Figura 1 - Desequilibrio inflamatorio na obesidade

Tecido Adiposo

O equilibrio de adipocitocinas pro e anti-inflamatorias secretadas pelo tecido adiposo é desviado para um estado
pro-inflamatdrio durante a obesidade. Fonte: Modificado de Agullar-Valles et al, 2015.

2.2 PERMEABILIDADE INTESTINAL

O epitelio intestinal possui fungdes importantes na manutencao da satde, tanto pela sua
propriedade de absorver fluidos e nutrientes, quanto a de impedir que patdgenos e toxinas
rompam sua barreira entrem na circulagéo sistémica e causem danos ao organismo. Trata-se de
uma funcao regulatoria, com propriedade de absorcéo seletiva sobre ions, moléculas e demais
componentes, permitindo ou ndo a sua passagem, enquanto sua estrutura e funcéo de barreira

se mantém preservadas. Dessa forma, os termos “barreira intestinal” e “permeabilidade
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intestinal” descrevem dois aspectos diferentes da mesma estrutura anatdmica, a parede do
epitélio intestinal (BISCHOFF et al., 2014).

A permeabilidade intestinal (PI) pode ser definida como uma caracteristica mensuravel
da barreira intestinal (BISCHOFF et al., 2014), e diz respeito & entrada de componentes
originalmente pertencentes a luz intestinal para dentro da lamina prépria do intestino. Essa
entrada pode ocorrer por via paracelular, que é a preferida de ions e moléculas pequenas e
hidrofilicas (< 600 kda), ou por via transcelular por endocitose, difusdo passiva ou via
transportadores, no caso de moléculas grandes, antigénicas e lipofilicas (TURNER, 2009).

A regulacéo da permeabilidade da barreira intestinal possui dois elementos centrais, que
estabilizam e mantém a sua funcdo de barreira epitelial. Primeiro, a capacidade de renovacgéo
controlada das células, que é obtida através de um equilibrio bem regulado entre proliferacédo
celular e apoptose, e em segundo lugar, a presenca de juncOes intercelulares efetivas
(MANRESA e TAYLOR, 2017), que constituem uma complexa arquitetura celular, e
interagem com o0s demais componentes do epitélio intestinal, formando uma barreira
semipermedvel.

A perturbacdo da barreira intestinal pode determinar aumento de passagem de moléculas
do limen para a lamina propria, induzindo uma resposta do sistema imunolégico e atuando
como gatilho para o desenvolvimento de doengas intestinais e sisttémicas (Figura 2)

(ODENWALD e TURNER, 2013; SUZUKI, 2013).
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Figura 2 - Representacao simplificada da permeabilidade da barreira intestinal
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O epitélio intestinal fornece uma barreira fisica as bactérias do Iimen, toxinas e antigenos. A barreira é organizada
por diferentes componentes, incluindo as TJs. As TJs regulam a passagens de ions paracelular, solutos e 4gua entre
células adjacentes. As TJ impedem que as macromoléculas nocivas do Iimen entrem no epitélio. No entanto, o
comprometimento da barreira TJ permite a passagem de moléculas nocivas, que podem induzir a ativacdo
excessiva de células imunes e inflamacéo. Portanto, defeitos na barreira intestinal sdo associados a iniciagcdo e ao
desenvolvimento de varias doencas intestinais e sistémicas. Fonte: Traduzido Susuki et al, 2013.

A entrada de bactérias ou de produtos bacterianos, como lipopolissacarideos (LPS),
atraves da barreira intestinal esta associada com o desenvolvimento de inflamacao cronica e da
doenga metabdlica em obesos, tanto em humanos como em modelos animais (CANI et al.,
2008; TEIXEIRA, COLLADO, et al., 2012; TEIXEIRA, SOUZA, et al., 2012). Ha evidéncias
que a reducdo da expressdo das proteinas tight junction (TJ) e da degeneracdo de integridade
da barreira epitelial € uma caracteristica desta permeabilidade, no entanto, os mecanismos
subjacentes e associados permanecem mal definidos ou ndo elucidados (CANI et al., 2008;

TEIXEIRA, COLLADQO, et al., 2012).
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A realizagdo de uma avaliagdo in vivo da fungdo de barreira intestinal e sua
permeabilidade é possivel. Pode-se utilizar o tecido intestinal em ensaios de permeabilidade, e
atraves da avaliacdo de biomarcadores de integridade epitelial, da avaliagdo de biomarcadores
de imunidade ou inflamacéo, ou ainda de marcadores bacterianos como a endotoxina circulante
(Tabela 1). Além disso, abordagens histologicas e andlises de microscopia eletrénica sdo
utilizadas para visualizacdo das configuracBGes estruturais do citoesqueleto das células
(BISCHOFF et al., 2014).

As técnicas utilizadas para a avaliacdo da integridade da barreira e sua permeabilidade
varia dependendo da configuracdo (in vitro ou in vivo), da espécie (humanos ou animais), dos
tipos de moléculas utilizadas para avaliacdo (ions, carboidratos de diferentes tamanhos,
macromoléculas e antigenos, produtos bacterianos e bactérias) e dos tipos de amostras
bioldgicas usadas para a medicao das moléculas marcadoras (sangue periférico, sangue da veia
porta, urina). Algumas das diferentes técnicas e suas respectivas caracteristicas estdo descritas

da Tabela 1 (BISCHOFF et al., 2014).
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Tabela 1 - Métodos para avaliar a permeabilidade intestinal em seres humanos e em animais de experimentacao

Hu Na Moléculas teste Sitio teste Material Desvantagem
necessario
I-Testes de funcionalidade e relacionados com bactérias
A.Ex vivo
Ussing X X H20, ions, acucar, Sitio especifico Biopsia Invasivo
chamber etc.
B.In vivo — ensaio de
permeabilidade
Lactulose/mani X X Intestino delgado Urina Demorado
tol
Sucralose X (x) Colon Urina Demorado
Sucrose X (x) Estbmago Urina Demorado
51Cr- X X Todo intestino Urina Radioativo
EDTA
C.In vivo- relacionado com
bactérias
LAL ensaio X X Endotoxina LPS Todo intestino Plasma Limitacdes técnicas
EndoCAb X X Anticorpo anti- Todo intestino Soro Somente em fase aguda
LPS
D-lactato X X Lactato Todo intestino Plasma Baixa especificidade
Bacteriano
Teste X X Patdgenos Colon Fezes Laboratorios
hemolisina (cultura de especificos, limitacbes
células) resultados
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Esteatose X X Teor de gordura Todo intestino MRT/US Né&o especifico
hepatica no figado
Teste X X Teor de gordura Todo intestino GC/MS Especificidade pouco
respiracao no figado clara
11-Utilizagéo de Biomarcdores e
Histologia
A.In vivo — biomarcadores de dano nas células epiteliais
Citrulina X X Produto Intestino delgado Plasma
ep.enddgeno
FABP X X Marcador Sitio especifico Plasma Somente fase aguda
ep.enddgeno
aGST X X Enzima NA Plasma/urina Somente fase aguda
ep.endégena
Claudina-3 X X Proteina tight NA Urina Resultado limitado
juncion epitelial
Teste al-anti- X x) Aminoacidos Intestino delgado Soro/Fezes Especificidade pouco
tripsina enddgenos clara
slgA X X IgA (ELISA) Todo intestino Soro Baixa especificidade
B.In vivo - abordagens
histoldgicas
Expressdo de X X RNA (qPCR), Sitio-especifico Biopsia Invasivo
Tight junctions Western blot
Analisedas X X Histologia Sitio-especifico Biopsia Invasivo
células de

Goblet
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Perda do X X Histologia Sitio-especifico Biopsia Invasivo
epitélio
Defensinas RNA (gPCR), Sitio-especifico Biopsia Invasivo

Western blot

Hu=humanos; An=animais. Ep=epitelial. NA-ndo aplicavel. aGST:a-glutationa S-transferase. FABP: proteina de ligac&o de acido graxo. gPCR: PCR
quantitativo (Modificado de Bischoff et al., 2014)
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2.2.1 Barreira do epitélio intestinal

O epitélio intestinal funciona como uma barreira fisica que restringe a entrada de
moléculas antigénicas, ao mesmo tempo em que convive em equilibrio com a exposi¢do a uma
quantidade enorme de componentes dietéticos e microbianos (CRESCI e BAWDEN, 2015). A
parede do epitélio intestinal é 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 (MAYNARD et al., 2012). A capacidade de
contengdo da barreira intestinal é considerada dinamica, pois pode ser afetada por diversos
fatores como doencas, medicamentos, horménios, citocinas e toxinas exdgenas (LEE, 2015;

SUZUKI, 2013), como mostra a figura 3.
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Figura 3 - Epiteélio intestinal em homeostase
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O epitélio intestinal forma uma barreira que separa o limen da lamina prépria. As células epiteliais desempenham
véarias fungdes, como a producdo de mucinas, defensinas e absor¢do de nutrientes. As tight junctions regulam
seletivamente a passagem de componentes do limen para o meio interno. Fonte: Manresa e Taylor, 2017.

A funcdo da barreira do epitélio intestinal, portanto, é de evitar o acesso de patdgenos,
toxinas e antigenos a partir do limen intestinal para a lamina propria, atingindo os tecidos da
mucosa e corrente sanguinea ativando moléculas pré-inflamatérias (BISCHOFF et al., 2014).

A principal barreira fisica e constituida por uma Unica camada de células epiteliais entre
o limen e a mucosa. O espago paracelular é selado pelas TJ que regulam a passagem de ions
aquosos e pequenas moléculas através da composicdo de claudinas e outras proteinas do
complexo juncional (BALDA e MATTER, 2016; GROSCHWITZ e HOGAN, 2009). Abaixo
das TJ estdo as juncdes aderentes, que sdo importantes na sinalizacdo celular e restauracdo
epitelial, assim como os desmossomos que mantém a estabilidade epitelial (BISCHOFF et al.,

2014). Dessa forma, juncdes aderentes e desmossomos sdo responsaveis pela manutengdo da
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proximidade entre células através de conexdes moleculares intercelulares, enquanto as TJ sdo

responsaveis pela selagem do espaco paracelular (MANRESA e TAYLOR, 2017).

2.2.2 Tight Junctions e suas constituintes

As principais estruturas que regulam a passagem paracelular de macromoléculas sdo as
juncdes firmes (do inglés Tight Junctions, TJ, figura 4), que sdo complexos multiprotéicos,
localizados na extremidade apical da membrana das células intestinais. Sdo responsaveis pela
regulacdo da passagem paracelular de ions, solutos e agua, e também pelo bloqueio da difusdo
de proteinas e lipidios, mantendo a polaridade celular (ODENWALD e TURNER, 2013;
SUZUKI, 2013).

Em nivel molecular, as TJ sdo constituidas por grupos de proteinas transmembranas
cujos dominios extracelulares formam uma barreira seletiva por interacbes com as células
adjacentes: claudinas (cldn), ocludinas, moléculas de adesdo juncional (JAM) e a z6nula

ocludente (ZO) (Figura 4) (SUZUKI, 2013).
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Figura 4 - Esquema das estruturas de proteinas da barreira intestinal
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Logo abaixo da base da microvilosidades, as membranas plasmaticas das células adjacentes sdo fundidas por meio
das juncoes firmes (TJ). As proteinas formadoras dessas jungdes séo as claudinas, ocludina e ZO-1, que interagem
com os filamentos do citoesqueleto (F-actina e Miosina). Mais abaixo se encontram as proteinas das Jungdes
aderentes e os Desmossomos, que estdo localizados abaixo do complexo juncional apical. Fonte: Traduzido de
Suzuki, et al, 2013.

2.2.2.1 Claudinas
As proteinas transmembranas medeiam as adesdes e vedam o0s espacos paracelulares,
podendo ser divididas conforme a quantidade de algas proteicas que cruzam a membrana
plasmatica. As familias das ocludinas, claudinas e a tricellulina sdo proteinas que contém quatro

alcas transmembranas e duas extracelulares (Figura 5) (BISCHOFF et al., 2014).
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Figura 5 - Estrutura das Tight Junctions
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Representacdo esquematica de proteinas das tight junctions de células epiteliais intestinais e sua localizagdo. Fonte:
Traduzido de Collins et al.,2017.

As claudinas (CLDNS) sdo uma familia de proteinas multigénicas que contém pelo
menos 24 tipos em humanos e camundongos e cada isoforma mostra um padrdo Unico de
expressdo em determinado tecido ou linhagem celular (BISCHOFF et al., 2014; LEE, 2015;
SUZUKI, 2013). As CLDNS compdem a maior parte da arquitetura complexa das TJ e séo
geralmente consideradas como as principais proteinas responsaveis pela regulacdo da
permeabilidade paracelular do epitélio (BISCHOFF et al., 2014; LEE, 2015). Essencialmente,
isso ocorre porque as CLDNS podem: 1) evitar a passagem de agua e solutos através da “fenda”
paracelular (funcdo de vedacdo); 2) restringir e/ou facilitar a passagem de solutos selecionados
(funcdo seletiva) (KOLOSOQV et al., 2013; TAMURA e TSUKITA, 2014).

Estudos recentes utilizando camundongos knockout de Cldns mostraram que as
claudinas desempenham um papel critico na formacao de barreiras e seletividade paracelular

de varios tecidos. Os camundongos knockout para Cldn-1 morrem dentro de 24 horas apds
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nascerem devido a uma perda dréstica de liquidos e eletrdlitos através da barreira epidérmica

comprometida (LEE, 2015; TAMURA et al., 2011).

2.2.2.2 Zonulas ocludentes

As proteinas citoplasmaticas acessorias Z6nulas Ocludentes (ZO), subdividem-se em
Z0-1, Z0O-2 e ZO-3, e conectam as proteinas transmembranas ao citoesqueleto de actina
(BISCHOFF et al., 2014; SUZUKI, 2013) (Figura 4). Esta interacdo das proteinas TJ com o
citoesqueleto é necesséria para a manutengéo da integridade estrutural da funcéo de barreira do
epitélio intestinal (BISCHOFF et al., 2014; SUZUKI, 2013; TURNER, 2009).

As proteinas ZO poderiam mediar a construgdo precoce das proteinas TJ em contato
célula-célula (LEE, 2015). Estudos recentes tém demonstrado que as células deficientes em
Z0O-1 ainda sdo capazes de formar as estruturas das TJ e mostram permeabilidade intestinal
normal; no entanto, ha atraso na estruturacao de outras proteinas das TJ, incluindo as ocludinas
e claudinas, sugerindo que as proteinas ZO tém um papel importante na regulacdo da

estruturacdo das demais proteinas das TJ (LEE, 2015; UMEDA et al., 2004).

2.2.2.3 Moléculas de adesao juncional
As Moléculas de Adesdo Juncional (do inglés Junctional adhesion molecules; JAMS)
sdo moléculas proteicas que estdo envolvidas na formacao das TJ junto com as ocludinas e as
claudinas. A familia JAM pertence a superfamilia das imunoglobulinas (1g), caracterizada por
dois dominios Ig extracelulares (GROSCHWITZ e HOGAN, 2009). Os membros da JAM séo
expressos em varios tipos de células epiteliais, incluindo as células endoteliais e células do
sistema imunologico, e exibem distintos padrdes de expressdo (GROSCHWITZ e HOGAN,

2009; SUZUKI, 2013).
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Nas células epiteliais intestinais, 0 JAM-A e 0 JAM-4 sdo expressas e estdo envolvidas
na regulacdo do TJ. Estudos in vivo e in vitro demonstram que a JAM-A participa da regulacao
e manutencdo da barreira do TJ (LEE, 2015; LIU et al., 2000). Estudos recentes mostraram que
camundongos knockout Jam-A exibem maior permeabilidade ao dextrano e atividade de
mieloperoxidase no célon em comparacdo a camundongos selvagens. Além disso, a lesdo
cronica e inflamacédo induzidas pelo dextran sdo mais graves nos camundongos knockout para

Jam-A do que para camundongos selvagens (LAUKOETTER et al., 2007; LEE, 2015).

2.2.2.4 Outros componentes da barreira intestinal

Além das TJ ha na barreira intestinal outros complexos proteicos como: as juncdes
aderentes (JA) e os desmossomos, ambos compdem o restante dos componentes do complexo
paracelular (Figura 4) (TURNER, 2009; ULLUWISHEWA et al., 2011). As JA sdo compostas
pelas caderinas (E-caderinas) que estdo localizadas imediatamente abaixo das TJ (TURNER,
2009). A perda de juncdes aderentes resulta na ruptura da polarizacéo epitelial, diferenciacéo e
apoptose precoce das células epiteliais intestinais (SUMIGRAY e LECHLER, 2015; TURNER,
2009).

Os desmossomos formam estruturas que se conectam aos filamentos intermediarios do
citoesqueleto, proporcionando fortes ligacdes adesivas que mantém a proximidade celular e séo
também locais de comunicagbes intercelulares (SUMIGRAY e LECHLER, 2015;
ULLUWISHEWA et al., 2011).

Conforme observa-se na tabela 1 as diferentes técnicas e seus respectivos materiais
biolégicos para avaliar a integridade da barreira epitélio intestinal sdo de dificil acesso,
invasivos, e quando ndo sdo invasivos sua especificidade é baixa e suas limitagdes diversas. A
escolha da técnica a ser utilizada para avaliacdo depende tanto do modelo experimental quanto

da clareza e especificidade da técnica escolhida.
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2.2.2.5 Componentes da barreira epitélio intestinais em zebrafish

Os tecidos epiteliais de uma maneira geral sdo variados e exibem aspectos fisioldgicos
complexos. Pode-se descrever um epitélio como sendo uma camada de células com funcéo
primariamente de transporte que sdo interconectadas e especializadas. Nos vertebrados, as
conexdes celula-célula ou complexo juncional de um epitélio € um arranjo tripartido de
elementos que residem em uma posicao justaluminal (KOLOSQV et al., 2013; KWONG et al.,
2013). O componente apical do complexo juncional € a TJ cujas principais fun¢bes sdo (1)
prevenir a passagem descontrolada de solutos e agua através da fenda paracelular e (2) confinar
as proteinas da membrana das células epiteliais (GUNZEL e FROMM, 2012; KOLOSOV et
al., 2013; KWONG e PERRY, 2013).

Nos teledsteos, a TJ alem de atuar como barreira seletivamente permeavel também atua
com o potencial de prevenir a passagem de solutos e dgua. O complexo TJ foi relatado pela
primeira vez em um peixe teledsteo por Oberg (1967) e Farquhar e Palade (1963), esse Gltimo
descreveu detalhes por imagens no epitélio branquial de peixes Fundulus similis (FARQUHAR
e PALADE, 1963; KWONG e PERRY, 2013; OBERG, 1967).

Um grande avan¢o no entendimento da funcdo da TJ foi a descoberta das proteinas
CLDN (FURUSE et al., 1998). Hoje, sabe-se que as CLDNs constituem a maior parte da
arquitetura do complexo TJ, e sdo consideradas as principais proteinas responsaveis pela
regulacdo das propriedades de permeabilidade paracelular de epitélios de vertebrados
(GUNZEL e FROMM, 2012). Essencialmente, isso ocorre porque as CLDNs podem ser
funcionalmente divididas nas que: (a) melhoram as propriedades de barreira de TJ e (b)
reforcam as propriedades de formagao de poros da TJ (GUNZEL e FROMM, 2012; KOLOSOV
etal., 2013).

Chin e colaboradores foram o0s primeiros autores a demonstrar cldn em peixes

teleosteos. Eles utilizaram a clnd-7 para marcar o intestino distal em embrides de zebrafish.
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(CHIN et al., 2000). Pouco depois, Kollmar e colaboradores relataram outras 14 cldns em
zebrafish e discutiram sua importancia na morfogénese dos vertebrados. Desde esses primeiros
estudos aproximadamente 63 cldns foram descritas em 16 especies diferentes de peixes

teleosteos (KOLLMAR et al., 2001).

2.3 EIXO ENTERO-HEPATICO

O figado € o primeiro 6rgdo exposto a exotoxinas derivadas do intestino, recebendo 70%
do suprimento de sangue deste 6rgao através da circulacdo entero-hepatica da comunicacéo via
sistema porta (LAMBERTZ et al., 2017). Por este motivo, o figado é o 6rgdo fundamental na
defesa contra bactérias patogénicas oriundas do intestino, o que pode explicar estreita a relacédo
entre influxo de endotoxinas e progressdo de doengas hepaticas (MOUZAKI e ALLARD,
2012). Os é&cidos biliares, produzidos no figado, tém entre as suas funces a de inibir a
proliferacdo bacteriana, modulando a expressdo da célula hospedeira aos genes
antimicrobianos. (SCHNABL e BRENNER, 2014). Segundo Mouzaki e Allard (2012), a
microbiota patogénica é capaz de estimular a deposicao lipidica no figado, contribuindo para
as doencas hepaticas como a doenca hepatica gordurosa nao alcoolica (DHGNA) e a
esteatohepatite ndo alcoolica (EHNA) (MOUZAKI e ALLARD, 2012). Néo esta claro até que
ponto as alteracBes no figado contribuem para alteragdes na mucosa do epitélio intestinal

(SCHNABL e BRENNER, 2014).
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2.4 ZEBRAFISH COMO MODELO EXPERIMENTAL

2.4.1 Consideragdes gerais

O Danio rerio, conhecido popularmente como paulistinha ou zebrafish, pertence a
familia Cyprinidae e € um peixe pequeno (3-4cm) da classe dos teledsteos de agua-doce,
originario da India (Figura 6) (PARICHY, 2015). Seu genoma ja foi totalmente mapeado,
apresentando uma homologia genética de 70% com os seres humanos (HOWE et al., 2013) e
tonou-se um modelo de experimentacdo para o estudo de mecanismos genéticos e bioldgicos
para numerosas doengas humanas (BRIGGS, 2002; SILVEIRA et al., 2012). O zebrafish tem
sido utilizado como modelo experimental para estudo no desenvolvimento de doencas. Sua
elevada taxa de fecundidade e rapido desenvolvimento o tornam um modelo ideal para elucidar

as bases moleculares de diversas doencas (CHEN e EKKER, 2004; MCGRATH e LI, 2008).

Figura 6 - Zebrafish e sua localizagédo geogréafica

Sri Lanka

(A) Locais onde o zebrafish tem sido encontrado na india. (B) Diferentes populag@es de Zebrafish do nordeste da
India, os dois peixes superiores sdo machos, e os dois peixes inferiores sdo fémeas. Fonte: Modificada de Parichy,
2015.
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Os métodos laboratoriais para manejo, reproducdo e manutencao do zebrafish ja foram
bem estabelecidos por Westerfield (WESTERFIELD, 2000). Em geral possui facilidade e baixo
custo de manejo e manutengdo, quando comparada com a exigida por animais experimentais
como roedores, por exemplo. Além disso, o zebrafish € um modelo animal promissor por
apresentar caracteristicas moleculares, bioquimicas, celulares e fisioldgicas muitos semelhantes
aos mamiferos (LIESCHKE e CURRIE, 2007). Outrossim, apresentam elevada taxa de
fecundidade, transparéncia de embrides e larvas, rapido desenvolvimento, tonando-se ideal para
investigacdo da organogénese e de aspectos do desenvolvimento embrionario. E, também, um
bom modelo para o estudo do metabolismo.

Assim como outros integrantes da familia Cyprinidae, o zebrafish ndo apresenta
estdmago, sendo que seu trato digestivo € composto por boca, faringe, eséfago, intestino e anus.
O esofago se diferencia em intestino, que consiste em um longo tubo no sentido caudal (WANG
et al., 2010).

O intestino preenche a cavidade abdominal e possui trés divises funcionais: anterior,
média e posterior. Trés segmentos intestinais sdo definidos com base na histologia, pela
aparéncia das dobras epiteliais e pela distribui¢do dos tipos de células epiteliais diferenciadas;
as trés divisbes funcionais sdo: anterior (bulbo intestinal), média e posterior (WANG et al.,
2010). A porcéo do bulbo intestinal é a principal regido onde ocorre a digestdo de proteinas e
lipidios (WANG et al., 2010). Consistente com 0 seu papel de absorcdo de nutrientes, as
enzimas digestivas sao fortemente expressas no segmento anterior e no epitélio (WALLACE et
al., 2005). A regido terminal do intestino médio é composta por enterdcitos especializados que
parecem desempenhar um papel na imunidade da mucosa. Esta regido do intestino médio pode
ser analoga a regido do ileo de mamiferos, onde antigeno apresentando células epiteliais (células

M) e submucosa agregados linfoides conhecidos como Placas de Peyer (WALLACE et al.,



40

2005). A figura 7 apresenta esquematicamente a diferencga entre o intestino do zebrafish adultos

e do mamifero.

Figura 7 - Comparacéo da arquitetura intestinal de mamiferos e de teledsteos
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Este esquema descreve as camadas intestinais no intestino dos mamiferos (A) e teledsteos (B). Os teledsteos ndo
possuem uma mucosa muscular (linha preta entre a lamina propria e a submucosa em (A). Como resultado, apenas
uma fina camada de tecido conjuntivo separa epitélio na base das dobras da camada circular interna do misculo
liso. O epitélio intestinal do teledsteo esta disposto em dobras irregulares do que vilosidades, e ndo tem criptas de
Lieberkuhn. Os corpos celulares neuronais mioentéricos individuais observados no peixe-zebra também sdo

representados em (B). Fonte: Wallace, 2005.

A zona das vilosidades e das criptas intestinais € homologa em estrutura e funcéo a dos
mamiferos. Analises histolégicas mostram que o intestino do zebrafish adulto é disposto em
camadas concéntricas semelhantes no intestino dos mamiferos (WALLACE et al., 2005). O
segmento intestinal posterior possui um maior nimero de col6nias de bactérias do que o

segmento anterior, como nos mamiferos (RAWLS et al., 2004).
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As células epiteliais do intestino sdo unidas de maneira apical através de um conjunto
complexo de TJ; as JA e os desmossomos. Estes complexos restringem a passagem de
componentes da membrana entre os dominios celulares apical e basolateral, e servem como
uma barreira para o espaco paracelular através do qual o conteudo luminal pode entrar no
organismo. O estudo de Wallace e Packer (2003) demonstrou a presenca de caderinas
basolateral em células epiteliais de intestino apds 34 horas pds-fertilizagdo (hpf) em zebrafish.
Esta distribuicdo é considerada evidéncia para a presenca de jungdes aderentes. (WALLACE e
PACK, 2003).

A organizacdo do epitélio intestinal em amplas dobras irregulares em vez de vilosidades
semelhantes a dedos, e a presenca de células proliferativas na base dessas dobras, e ndo em
criptas, sdo outras caracteristicas distintas do intestino do zebrafish. Esta configuracdo do
compartimento proliferativo do intestino de zebrafish se assemelha a organizacédo de células do
intestino embrionario dos mamiferos (KORINEK et al., 1998). Em comparacdo a esses, 0
zebrafish tem uma anatomia e arquitetura celular hepatica singular, apesar da alta conservacédo
dos tipos celulares no figado.

O figado do zebrafish é responsavel por fungbes metabolicas semelhantes as dos
mamiferos, incluindo o processamento e armazenamento de nutrientes, sintese de enzimas e
cofatores, excrecdo de metabdlitos e de compostos xenobioticos. Ele é organizado em 3 lobos
contiguos (2 laterais e 1 ventral) posicionados no eixo dorsoventral, levemente lateral ao
intestino e a outros 6rgdos do sistema gastrointestinal (GOESSLING e SADLER, 2015). Os
lobos ndo possuem o pediculo que os separa, como nos mamiferos (Figura 8). Diferentemente
da presenca de espacos porta presente na arquitetura hepatica dos mamiferos, os hepatdcitos
estdo arranjados como corddes que apresentam um padrédo de organizagdo mais ou menos
cilindrica, onde se concentram pequenos ductos biliares. Formam uma rede de canais onde a

bile é coletada e transportada para vesicula biliar e intestinos através de ductos maiores do
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sistema biliar extra-hepaticos. Este sistema de coleta e transporte e da bile se d& de maneira

semelhante ao de mamiferos (GOESSLING e SADLER, 2015).

Figura 8 - Comparacdo da arquitetura hepatica de zebrafish e de humanos
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Anatomia celular e arquitetura do figado em (A) zebrafish (A- dentro) corte hitologico figado de zebrafish adulto
corado com H&E e (B) humanos. Fonte: Traduzido Goesslig e Sadler, 2015.

Os zebrafish e os mamiferos apresentam, no figado, tipos celulares semelhantes, com
excecdo das células de Kupffer. As estruturas e as células hepaticas realizam funcdes
homdlogas as dos mamiferos incluindo: 1) secrecdo biliar, glicogénio e armazenamento de
lipidios; 2) responsividade a insulina, xenobidticos e metabolismo de amonia; e 3) secrecdo de
proteinas séricas tais como fatores de complemento e coagulacdo, transferrina e albumina
(GOESSLING e SADLER, 2015).

E importante ressaltar que muitas das funcBes hepaticas estudadas nos zebrafish o
foram, na sua grande maioria, em larvas com 5 dias pos fertilizacdo (dpf). Recentemente foram
descritas células estreladas hepaticas zebrafish como miofibroblastos que se tornam ativados e
secretam matriz extracelular na leséo hepatica (GOESSLING e SADLER, 2015). Contudo, ndo
ha descricédo de doenca hepatica crénica com fibrose progressiva em zebrafish. Também nédo ha

nenhum relato confidvel de cirrose devido a qualquer fator etiologia.
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2.4.2 Zebrafish como modelo de obesidade

O modelo experimental de zebrafish tornou-se uma ferramenta bastante utilizada para
compreensdo dos mecanismos metabolicos da obesidade, bem como de suas doencgas associadas
(FORN-CUNI et al., 2015; SCHLEGEL, 2015; SCHLEGEL e GUT, 2015). Com excegio do
estdmago, o zebrafish possui os 6rgdos necessarios para o controle metabdlico, desde o controle
do apetite, presente no hipotalamo, e os outros 6rgaos como, figado, masculo e tecido adiposo
(SETH et al., 2013).

Atualmente, ha na literatura estudos que demonstram diferentes modelos de obesidade
em zebrafish. (MEGURO et al., 2015; OKA etal., 2010; TAINAKA et al., 2011; ZANG et al.,
2014). Na Tabela 2 apresentamos alguns estudos que utilizam o zebrafish para estudo de

Obesidade Induzida por Dieta (OID).
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Tabela 2 - Estudos de obesidade em zebrafish desencadeado por dieta

Autores Tipo de dieta Tipo de alimentacdo e N Tratamento Avaliacdes realizadas
tempo amostral
Oka et al. Superalimentacdo Artémia fresca 109 Restricdo caldrica por 2 Peso e IMC, TG plasmaticos, OR
2010 Adultos semanas. (hepatico), NR e Microarry (TA
8 semanas visceral)
Tainaka et Superalimentacdo Artémia fresca 180 Utilizacdo de Tomate Peso, TG plasmaticos, OR
al. Adultos Campari hepatico. DNA Microarry e PCR
2011 4 semanas real-time (ppar-ab e ppargcl-like)
Hassamura  Superalimentacao Artémia fresca ND Extrato de cha verde AcUmulo de gordura corporal,
etal. (Camellia sinensis). visceral e subcuténea. Expressao
2012 6 semanas de genes do metabolismo lipidico
na gordura vicerale hepaticos de
catabolismo de lipidios.
Zang et al. Superalimentacdo ~ Racéo seca e Artémia 450 Efeito do citros Yuzu. Peso, TG plasmatico, volume TA
2014 fresca Adultos visceral, OR hepatico, PCR real-
time
6 semanas
Menguroet  Ricaem Gordura Racdo 160 Extrato de cha verde. Peso, volume gordura corporal,
al. Adultos atividade da 3-HAD e da CS.
2015 6 semanas
Forn-Cuni Superalimentacéo Racdo em pellet ou ND Na&o realizou tratamento. Peso, analise microarray, OR, PCR
etal. granulada e Artémia Inducéo inflamagéo com Real Time citocinas inflamatorias
2015 fresca LPS.
8 meses
Devid, Ricaem Racédo em pellet 36 N&o realizou tratamento. IMC, acumulo de gordura
2016 colesterol Adultos subcutdneo e intra-abdominal.
8 semanas Comportamento.
Montalbano  Superalimentacédo Artémia fresca 56 N&o realizou tratamento.  Peso e IMC, avalicdo morfolégica
et al. Adultos e morfometrica, tecido adiposo e
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2016 6 semanas adipaocitos. gRT-PCR e
imunohistoquimica (BDNF e
TrkB).
Landgraf,20  Ricaemgordura Artémia fresca, Artémia 30 Na&o realizou tratamento. Peso, IMC, percentual de gordura,
17 com gema em po Adultos glicose, TG e CHO plasmatico,
histologia (figado e gordura). PCR
8 semanas real time (TA visceral e figado),
W (figado).
Maniaetal.  Superalimentacdo Artémia fresca 30 N&o realizou tratamento. IMC, Expressdo de leptina A e
2017 Adultos leptina B, Imunohistoquimica.
5 semanas

OR=0il Red; NR=Nile Red; 3-HAD=atividade da enzima de oxidacdo de acidos graxos; CS=
TG=triglicerideos; CHO= colesterol; ND= Ndo descrito. LPS = Lipopolissacarideo.

citrato sintase. WB= western blot,
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3 JUSTIFICATIVA

A obesidade tornou-se um dos principais problemas de saide no mundo. Estudos
recentes tém demonstrado um importante papel da relacdo entre processos inflamatérios e
alteracdo na permeabilidade intestinal no desenvolvimento da doenca, onde o efeito
inflamatorio poderia estar associado a disfuncéo da barreira intestinal. Além disso, o papel de
citocinas inflamatorias relacionados a obesidade estd cada vez mais valorizado, porém ainda
s80 necessarias pesquisas relacionadas aos mecanismos envolvidos.

A disfuncdo da barreira intestinal causada por reacdes inflamatorias traz um
desequilibrio para o hospedeiro. A obesidade induzida no zebrafish pode gerar danos sistémicos
e hepaticos acarretando alteracbes na barreira intestinal. Neste sentido, aprofundar o
conhecimento das vias de ativacdo inflamatdrias envolvidas na obesidade podera contribuir

para um melhor entendimento da doenca e sua conducao.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a expressdo génica de citocinas inflamatorias intestinais, hepéticas e de

constituintes da barreira do epitélio intestinal bem como a esteatose hepéatica em zebrafish.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estabelecer modelo de obesidade com dieta hipercalérica em zebrafish;

2. Auvaliar a presenca de esteatose hepética;

3. Analisar o perfil bioquimico de triglicerideos, colesterol total, colesterol-HDL e
glicemia;

4. Avaliar a expressdao génica de componentes das tight junction da barreira
intestinal;

5. Auvaliar a expressdo génica de citocinas inflamatérias no tecido intestinal,

6. Avaliar a expressao génica de citocinas inflamatérias no tecido hepatico.
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5 HIPOTESE

1. A obesidade induzida pela dieta hipercalorica no zebrafish ativa a resposta
inflamatoria proporcionando um desequilibrio entre as citocinas anti e pro-
inflamatdrias, e consequentemente diminui a expressdo génica de tight junctions da
barreira intestinal.

2. Os animais obesos tém maior susceptibilidade de desenvolver esteatose hepatica
oriundo da alimentacdo e do aumento de citocinas pré-inflamatorias hepaticas e

intestinais.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 LOCAL

Os procedimentos experimentais foram realizados no Centro de Pesquisa Experimental
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), no Laboratorio de Experimental de
Hepatologia e Gastroenterologia (LEHG), no Departamento de Patologia Experimental e na
Unidade de Analises Moleculares e de Proteinas (UAMP). Os animais foram alocados na

Unidade de Experimentacdo Animal (UEA) do HCPA.

6.2 ANIMAIS E CALCULO AMOSTRAL

Foram utilizados peixes da espécie Danio rerio, wild type, adultos de ambos os sexos
obtidos da loja de aquarismo Flower Fish (Porto Alegre, RS, Brasil). A manutencdo do
zebrafish exige cuidados basicos, a comecar pelo periodo de quarentena no qual os peixes sdo
submetidos na entrada do laboratério. Para isso, duas semanas antes do inicio dos experimentos
os peixes foram aclimatados e observados. Nesse periodo ocorre maior mortalidade devido ao
estresse do animal pelo transporte e novo ambiente, animais doentes podem ser detectados e
retirados. Pode ocorrer uma mortalidade em torno de 20% dos animais recebidos.

Os peixes foram mantidos em aquéarios com a densidade 2 peixes/L, com ciclo de
claro:escuro de 14h:10h, em temperatura entre 28 + 2°C. Alimentados com artémia
(BioArtemia, RN, Brasil) em uma concentragdo equivalente de 10% do peso corporal e
suplementado com 20 calorias de racdo suplementar dividido em quatro vezes ao dia, exceto 0s

finais de semana que foram alimentados duas vezes ao dia, respeitando a concentracao
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necessaria diéria. Os valores nutricionais da artémia congelada e da racdo estdo descritas nas

tabelas 3 e 4.
Tabela 3 - Composic¢éo nutricional da artémia congelada
Matéria Seca (%) Seco ao Ar (%)

Matéria Seca 100 9,96

Umidade 90,04
Matéria Organica 78,63 0
Proteina Bruta 60,44 0
Fibra Bruta 4,69 0
Extrato Etéreo 6,94 0
Cinzas 21,37 0
Extrato N@o Nitrogenado 6,56 0
Energia Bruta (kcal/kg) 4920 0
Nutrientes digestiveis 82,45 0

totais

* Analise Bromatologica realizada pelo Laboratério de Nutricdo Animal (LNA) do
Departamento de Zootecnia da Faculdade de Agronomia da UFRGS.

Tabela 4 - Composicéo nutricional da racdo complementar

Ingredientes Quantidade (%)

Farinha de peixe 5

Farinha de soja 59.4
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Milho 31,1

Oleo de soja 0,4

Fosfato de calcio 2,6

Mix de minerais e vitaminas* 0,5

Sal 0,5

BHT** (antioxidante) 0,02

Cinzas 8,2

Extrato Etéreo 2,96

Proteina Bruta 32,3

Fibra Bruta 3,6
Energia Bruta (kcal/Kg) 4047,83

*Vit. A, 1,200,0001U; Vit. D3, 200,000Ul; Vit. E, 12,000mg;
Vit. K3, 2400mg; Vit. B1, 4800mg; Vit. B2, 4800mg; Vit. B6,
400mg; Vit. B12, 4800mg; acido folico, 1200mg;
pantotenato de calcio, 12,000mg; Vit.C, 48,000mg; biotina,
48mg; colina, 65,000mg; niacina, 24,000; Iron, 10,000mg;
cobre, 6000mg; manganés, 4000mg; Zinco, 6000mg; iodo,
20mg; Cobalto, 2mg; Selénio, 20mg. ** butilhidroxitolueno.

Diariamente foram verificados os parametros de qualidade da agua dos aquarios: pH,
presenca de nitratos e nitritos, aménia e temperatura. Os parametros foram mantidos de acordo
com protocolos estabelecidos (WESTERFIELD, 2000).

O presente estudo foi dividido em duas etapas. O calculo amostral para a primeira etapa
do estudo foi baseado no estudo de Oka e colaboradores (OKA et al., 2010), para isto foram
utilizados n = 10 peixes/grupo. Na segunda etapa o célculo do tamanho amostral foi baseado
segundo estudos realizados anteriormente em nosso laboratério. O estudo de Schneider e

colaboradores, utilizaram soro dos animais para realizacdo das analises bioquimicas



52

(SCHNEIDER et al., 2014), juntamente com o auxilio do programa de estatistica Winpepi

V11.43 a fim de obter um nivel de significancia de 5% e poder de 80%.

6.3 DIETA

A dieta utilizada neste estudo foi estabelecida pelo grupo de pesquisa. Apds analisarmos
as condicdes de producdo de artémia fresca e a possibilidade de avaliagdo do consumo e
pesagem da mesma ficou estabelecido o uso da artémia congelada.

Para realizar o experimento de obesidade precisamos estabelecer uma dieta controle de
consumo dos animais, esta dieta foi padronizada e utilizada para os demais estudos. A dieta
controle foi determinada a partir do peso dos animais (utilizando a média de peso dos animais
de cada aquério), sendo utilizada uma quantidade de artémia correspondente a 10% do peso
corporal dos animais (Siccardi et al., 2009; Watts et al., 2012(GONZALES, 2012). Além disso,
realizamos a avaliagdo bromatologica da artémia utilizada (Tabela 3) a fim de sabermos a
quantidade caldrica que os animais estavam recebendo. Com o intuito de suprir as necessidades
nutricionais dos animais adicionamos 20 calorias (cal) de uma ragédo preparada (Tabela 4).

Segundo o estudo de Oka e colaboradores (OKA et al., 2010), foi relatado que a
necessidade de energia (calorias) de um peixe seria de 30 cal. Contudo, ao realizarmos um
experimento modelo (dados ndo mostrados) percebemos que se alimentamos os animais com
30 cal por animal os peixes acabam perdendo peso. Por este motivo decidimos utilizar as 20 cal
da ragéo formulada.

A fim de fazer com que os animais mantivessem o recebimento de alimento de acordo
com 0 peso por quarto semanas, apos pesar os animais (conforme descrito posteriormente) a
dieta de artémia era ajustada conforme o0 novo peso dos peixes. Dessa forma mantinhamos o

volume de dieta estabelecida durante todo o experimento. O volume de alimentacéo total foi
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dividido em quatro vezes ao dia, exceto aos finais de semana, quando os animais foram

alimentados duas vezes ao dia, respeitando as concentracdes necessarias diarias.

6.4 ETAPA 1: ESTABELECIMENTO DO MODELO DE OBESIDADE INDUZIDO

POR DIETA HIPERCALORICA EM ZEBRAFISH ADULTOS

Para determinar o modelo de obesidade foram testadas duas concentracGes de dieta com
artémia congelada. Os animais foram divididos em trés grupos (n=10 peixes/grupo) e mantidos
em dieta por quatro semanas (Figura 9):

e GC: Grupo Controle, recebeu concentracdo correspondente a 10% do seu peso
corporal suplementado com 20 cal de racao.

e (G020: Grupo Obesidade, recebeu a concentracdo de artémia correspondente a
20% do seu peso corporal, suplementado com 20 cal de ragao.

e (GO30: Grupo Obesidade, recebeu a concentracdo de artémia correspondente a

30% do seu peso corporal, suplementado com 20 cal de racao.



54

Figura 9 - Desenho Experimental e linha do tempo da primeira etapa do estudo

Tempo de indugdo de dieta

Semana0 Semanal Semana 2 Semana 3 Semana4
| | | | |
| | | | |
Separagdo Grupos Verificagdo Peso Verificagdo Peso Verificacdo Peso Eutandsia
Inicio dieta Ajuste da dieta Ajuste da dieta Ajuste da dieta
- Grupo Controle Corresponde a 10% do
IH“/;:” (GC) = | DietaNormal - peso corporal de artémia*

\’f"‘f_f‘ Grupo Obeso 20 - Dieta - Corresponde a 20% do
iw (G020) Hipercaldrica peso corporal de artémia*
\(::.:__ Grupo Obeso 30 - Dieta ‘ Corresponde a 30% do
H}_, (GO30) Hipercalérica peso corporal de artémia*

*Suplementagdo de 20 calorias
de ragdo complementar.

Estabelecimento da obesidade, divisdo dos peixes em trés grupos (n=10/grupo), com concentra¢des distintas de
dietas 10% (grupo controle), 20% (grupo obeso 20) 30% (grupo obeso 30). O estabelecimento da obesidade deu-

se em 4 semanas.
Apobs as 4 semanas de experimento os animais foram anestesiados por imersao em
tricaina (400 mg/L) e mortos por exsanguinacdo. O sangue foi obtido através da veia retro-

orbital utilizando um micropipetador (VLIEGENTHART et al., 2014).

6.4.1 Avaliacéao do peso e IMC
O peso dos animais foi avaliado semanalmente. Para isso foram anestesiados em
tricaina (400 mg/L) e a afericdo do peso foi realizada em uma balanca analitica (BEL
Engineering®, Mildo, Italia). Para a obtencio do indice de Massa Corporal (IMC) os animais

também foram medidos, da cabeca até a cauda, utilizando um paquimetro.
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6.4.2 Avaliacao dos aspectos histoldgicos do figado
O tecido hepatico foi congelado a -20° C com Tissue Tek® O.T.C Compound (Sakura,
California, USA), seccionado em criostato (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha) na
espessura de 3 um e montado em lamina de microscopia.

Coloracdo com HE

As laminas foram colocadas no corante Hematoxilina de Harris (LaborClin, Parana,
Brasil) por 5 minutos, depois lavadas em agua corrente, diferenciadas em alcool-acido por 1
minuto, lavadas novamente em &gua corrente e mergulhadas em carbonato de litio 1%.
Posteriormente as laminas foram colocadas no corante eosina (Synth, Sdo Paulo, Brasil) por 3
minutos e desidratadas em alcool absoluto (Dindmica, Sdo Paulo, Brasil) e colocadas em xilol
(Dinamica, Sao Paulo, Brasil) para a montagem com resina do tipo Entellan (Merck,
Alemanha).

Coloracéo com QOil Red O

As laminas contendo o tecido hepatico com cortes criopresevados em tissue tek foram
fixadas em formol 10% por 10 minutos, lavados 3 vezes com &gua (cuidadosamente) e
adicionado propilenoglicol 100% (LabSynth, Diadema, SP) por 2 min. Em seguida lavados
novamente 3 vezes com agua e adicionado o corante Oil red O (5 mg/mL em propilenoglicol)
durante 1h em temperatura ambiente. Transcorridas a 1h a lamina foi lavada 2 vezes com agua
e acrescentado propilenoglicol 60% (v/v) por 2 minutos e lavada 3 vezes com agua. Por ultimo
foi adicionado hematoxilina durante 2 a 3 minutos e lavados novamente em &gua corrente. Para
a montagem da lamina foi utilizado glicerina e uma laminula. As microfotografias foram

obtidas por microscépio 6tico (Olympus, Japéo) (n= 4 tecidos /grupo).
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6.4.3 Quantificacao dos lipideos hepaticos por Nile Red
A técnica de Nile Red modificada de Goémez (GOMEZ-LECHON et al., 2007) foi
utilizada para quantificar o acimulo de lipideos no tecido hepético. O tecido hepético foi
homogeneizado com PBS (20 mg/mL; Laborclin, Brasil). Em uma placa de ELISA preta foi
adicionado 50 pl do homogeneizado acrescido de 1ul da solucdo de Nile Red (Img/ml em
acetona) (Sigma-Aldrich, Alemanha) por 15 min a 37°C. Apds incubacéo, a fluorescéncia do
sobrenadante foi medida em leitora de placa de ELISA (SpectraMax M5 Molecular Devices,

EUA) em excitacdo de 488nm e emissdo de 550nm (n=4pool contendo 3 figados /grupo).

6.5 ETAPA 2: AVALIACAO DOS MECANISMOS PATOLOGICOS ASSOCIADOS

COM A OBESIDADE

Apos estabelecida a concentragdo de artémia necessaria para o desenvolvimento do
modelo e o estabelecimento da obesidade, foi realizada a segunda etapa do estudo, onde os
animais foram divididos em dois grupos (n=30 animais/grupo, figura 10):

e GC = Grupo Controle, receberam a concentracdo de artémia correspondente a
10% do peso corporal suplementado com 20 cal;
e GO = Grupo Obesidade, recebeu a concentracdo de artémia correspondente a
30% do seu peso corporal suplementado com 20 cal.
A quantidade de artémia era ajustada semanalmente de acordo com o peso dos animais

segundo protocolo estabelecido na Etapa 1.
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Figura 10 - Desenho experimental e linha do tempo da segunda etapa do estudo

Tempo de indugdo de dieta

Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana3 Semana 4
| | | | ]
| | | | |
Separagdo Grupos Verificagdo Peso Verificagdo Peso Verificagdo Peso Eutandsia
Inicio dieta Ajuste da dieta Ajuste da dieta Ajuste da dieta
%’ | p————— l - - Corresponde a 10%
- i P do peso corporal de
= ¥ artémia

Suplementacdo de 20
calorias de ragdo
complementar.

, *
g— : Corresponde a 30%
- N | Grupo Obeso (GO) I - _hsE - do peso corporal de
~ Hipercaldrica 5
L artémia

Linha do tempo da etapa 2 do experimento. Os animais foram divididos em dois grupos o grupo controle (GC),
que recebeu artémia o correspondente a 10% do peso corporal e o grupo obeso (GO), que recebeu artémia o
correspondente a 30% do peso corporal. Ambos os grupos receberam suplementacdo de 20 cal de racéo.
Semanalmente foi realizada a afericdo do peso dos animais e o ajuste do volume de dieta. O experimento teve
duracdo de quatro semanas.

6.5.1 Avaliacdo do perfil biogquimico no soro

Para as andlises bioquimicas os animais foram mantidos em jejum por 8h. O sangue dos
animais foi coletado da veia retro orbital e 0 soro obtido através da centrifugacao por 10 minutos
a 2400 rpm (n= 6/ grupo/ teste) foi armazenado a temperatura de -20°C para as analises
bioguimicas.

Para as analises séricas foram utilizados kits comerciais da Labtest® (Minas Gerais,
Brasil), colesterol-HDL, colesterol total e triglicerideos, segundo as instrugcdes do fabricante
modificado por Pedroso (Pedroso et al., 2012).

Para calcular as concentracgdes de colesterol-HDL das amostras, primeiramente diminui-
se a absorbancia encontrada no branco, de todas as amostras e do padrdo, para que se

desconsidere a contribuicdo da cor do proprio reagente na hora de quantificar a cor da reacao.
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Em seguida, dividiu-se a absorbancia de cada uma das amostras pela absorbancia do padréo e
multiplicou-se por 40.

Formula para calcular o valor de colesterol- HDL.:

Absorbancia do Teste
Colesterol HDL (mg/dL) = x40
Absorbancia do Padrao

As absorbancias das amostras foram determinadas em espectrofotdmetro (SpectraMax
M5 Molecular Devices, EUA) a 500 nm e 505 nm, para analise de colesterol total e de
triglicerideos respectivamente.

Para calcular as concentracBes de colesterol total e triglicerideos das amostras,
primeiramente diminuiu-se a absorbancia encontrada no branco de todas as amostras e do
padréo, a fim de desconsiderar a contribui¢do da cor do proprio reagente na hora de quantificar
a cor da reacdo.Em seguida, dividiu-se a absorbancia de cada uma das amostras pela

absorbancia do padrdo e multiplicou-se por 200.

Férmula para calcular o valor de colesterol total e de triglicerideos.

Absorbancia do Teste Absorbanciado Teste
Colesteral (mg/dl) = ——————————x200 Triglicérides (mg/dL) = x200
Absorbancia do Padrao Absorbéncia do Padrao

6.5.2 Avaliacao glicemia
A glicemia foi avaliada a partir do sangue da veia retro orbital (VLIEGENTHART et
al., 2014), com tiras reativas e um medidor de glicose Freestyle Optium (Abbot, Chicago,

EUA). Para analises de glicemia os animais foram mantidos em jejum por 8h (n=10/grupo).
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6.5.3 Quantificacao de lipideos por Oil red O
A andlise quantitativa da esteatose hepética dos animais foi realizada utilizando a
coloracdo de Oil Red O (conforme descrito anteriormente), para avaliar a quantidade de
deposito de lipideos foi utilizado o software ImageJ 1.46b (NIH Image, Rockville, MD, USA).
Para verificar a quantidade de goticulas de lipideos do tecido hepatico, foram obtidas imagens
por microscdpio Optico de 5 areas aleatdrias de cada lamina (n=4/grupo). O processamento de
cada imagem foi realizado através da marcacao das goticulas de lipidios através da ferramenta

automatizada Threshold, a fim de estimar a area ocupada pela esteatose.

6.5.4 Expressdo génica de citocinas inflamatorias e de constituintes das tight
junctions

Apo6s 4 semanas 0s animais foram eutanasiados como descrito anteriormente. Ambos 0s
tecidos, figado e intestino, foram coletados em RNAlater (Invitrogen, EUA) e armazenados a
temperatura de -80°C. O RNA total dos mesmos foi extraido utilizando RNeasy mini kit
(Qiagen, Hilden, Alemanha), segundo as instrucdes do fabricante. Duas microgramas (2j.g) de
RNA foram convertidos a cDNA com o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosytem, California, EUA), n=10 pools /grupo/ tecido.

Para as avaliacGes da expressdo de genes que compdem as tight junctions da barreira do
epitélio intestinal como cldn-c, f11r, cldn-15a, cldn-15b e, também, a expressao génica das
citocinas inflamatorias intestinais e hepéticas il-/ g, tnf-a e il-10, foi realizado RT-gPCR
utilizando sondas tagman (Invitrogen, Califérnia, EUA, Tabela 5). Como normalizador foi
utilizada a sonda efa-1 (elongation factor 1 alpha, Tabela 5). Os valores foram calculados pela

formula 2 2A<t,
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Tabela 5 - Sondas Tagman utilizadas para as analises de citocinas inflamatérias
hepaticas e intestinas e da barreira intestinal

Gene Sondas

il-1p Dr03114368_m1
tnf-a Dr03126850 _m1
il-10 Dr03103209_m1
flir Dr03118078_m1
cldn-c Dr03138426_s1
cldn-15a Dr03145240 ml
cldn-15b Dr03072501_ml
efo-1 Dr03432748_m1

6.6 AVALIACAO ESTATISTICA

Para realizar a analise estatistica foram utilizados na primeira etapa:
e ANOVA two-way com post-hoc Bonferroni, para avaliacdo da diferenca entre o
peso e o IMC dos trés diferentes grupos.
e Kruskal-Wallis, para avaliar a Glicemia e a quantificagdo de lipidios (Nile Red).
Na segunda etapa do estudo foram utilizados os seguintes testes:
e ANOVA one-away com post hoc Tukey, para avaliar a variacdo do peso ao longo
do tempo.
e Teste U de Mann-Whitney, para as avali¢es bioquimicas e para analises de
expressdes génicas.
Os resultados foram considerados significativos quando o valor de p < 0,05. Para
realizagGes dos testes estatisticos foram utilizados o pacote estatistico do SPSS v.18 e o

programa GaphPhad Prism v.7.0.
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6.7 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi desenvolvido segundo a Lei N° 11.794, de 8 de outubro de 2008, que
estabelece normas para a criacéo e a utilizacdo de animais em atividades de ensino e pesquisa
cientifica e seguindo os regulamentos da utilizacdo humanitaria dos animais das resolugdes
normativas n°12 (Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos - DBCA) e n°13 (Diretrizes da Préatica de Eutanasia) do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA. Além disso, os procedimentos
de experimentacdo sdo amparados na oitava edicdo do Guide for the Care and Use of
Laboratory Animal de 2011, provenientes do National Research Council of the National
Academies.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité em Etica e Pesquisa e pelo Comité de Etica

para uso de Animais para pesquisa do HCPA, sob o nimero de registro 15.0065 (ANEXO C).
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7 ARTIGO 1: ZEBRAFISH OBESITY MODEL INDUCED BY HYPERCALORIC

DIET FOR FOUR WEEKS.
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Abstract

Obesity is a major public health problem. Zebrafish has been used in scientific research as a
vertebrate model for understanding the metabolic causes of obesity and its associated diseases.
The aim of this study was to present a model of obesity induced by a hypercaloric diet in
zebrafish using a diet of frozen arthemia for 4 weeks. Thirty wild type fish were divided into
three groups: CG, OF20 and OF30. The standard diet volume for the CG group was calculated
as the equivalent of 10% of total fish weight; the OF20 and OF30 groups received a diet of 20%
and 30% of the total fish weight, respectively. At the end of the four weeks the effects of the
hypercaloric diet the OF30 group were: weight gain of 1.2-fold and BMI of 1.3-fold compared
with the CG group. An increased presence of hepatic steatosis was also observed in the CG
group. Thus we concluded that the OF30 group is an adequate model for inducing obesity with

a hypercaloric diet.

Keywords: Obesity, hypercaloric diet, zebrafish, model of obesity.

Introduction

Obesity can be defined as a chronic, complex and multifactorial disease characterized
by the excessive accumulation of adipose tissue in the body. Obesity is usually associated with
an abuse of caloric intake and sedentary lifestyle, as well as with genetic susceptibility
(BLUHER, 2013; CHOQUET e MEYRE, 2011; KOLOTKIN et al., 2001; STEWART et al.,
2009) that leads to a loss in the quality of life (FIERABRACCI et al., 2015; FONTAINE, 2001;
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STEWART et al., 2009). There are several comorbidities associated with obesity, including
dyslipidemia (CARDIOLOGIA, 2005; JAHANGIR et al., 2014), high blood pressure, insulin
resistance (BLUHER, 2013; CARDIOLOGIA, 2005) and central fat deposit inflammation
(JAHANGIR et al., 2014; REAVEN, 1988).

Obesity is currently a major public health problem that constitutes a worldwide
epidemic responsible for increased morbidity and mortality (WHO | Obesity and overweight,
2016; FONTAINE, 2001). According to data from the World Health Organization (WHO), the
prevalence of obesity worldwide has more than doubled between 1980 and 2014 (WHO |
Obesity and overweight, 2016).

In recent years, zebrafish has been widely used in scientific research as a vertebrate
model due to ease of maintenance and handling, rapid life cycle and 70% immunological,
physiological and molecular homology to mammals, including humans (MCGRATH e LI,
2008; SILVEIRA et al., 2012). The liver of the zebrafish resembles that of mammals from a
pathophysiological perspective (BEST e ALDERTON, 2008; LIESCHKE e CURRIE, 2007;
SETH et al., 2013). Zebrafish has been used for implementing animal models of obesity
(MEGURO etal., 2015; OKA et al., 2010; TAINAKA et al., 2011; ZANG et al., 2014), but all
of these models have a low level of reproducibility due to the way the diets are presented.

Understanding the physiopathological mechanism of obesity using a lower cost and easy
maintenance experimental model can amplify the knowledge in this area. And establishing a
reproducible model of obesity induced by a hypercaloric diet (HCD) in zebrafish is of interest
for studies investigating the pathophysiological mechanisms involved in obesity and a treatment

for the obese population.

Results

After 4 weeks of diet administration, the OF30 group had a 1.2-fold increase in weight
when compared to the CG group, whereas the CG group had a 1.3-fold increase in BMI (p<0.05)
(Fig. 1A and 1B). The weight differences in the animals can be observed by the second week
of the diet (data not shown). The animals of the OF30 group also showed an increase in

abdominal volume (Fig. 1C).
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Figure 1. Body evaluation after four weeks of hypercaloric diet. (A) Mean animal weight.
The animals of the OF30 group showed an increase in weight when compared to the OF20 and
CG groups. (B) Mean BMI. Animals of the OF30 group showed an increase in BMI when
compared to the OF20 and CG groups. Two-way ANOVA with a post hoc Bonferroni test, * p
<0.05; n = 10 / group. (C) Images showing the differences in abdominal volumes for the
different groups.

Upon histological evaluation of the hepatic tissue, hepatocyte nucleus decentralization
and presence of microvesicles were observed in the OF30 group (Fig. 2A top line). The Oil Red
O staining demonstrated that the more food the fish received, the greater was the accumulation

of lipid in liver tissue (Fig.2A bottom line).
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Figure 2. Assessment of accumulation of hepatic lipids. (A) Histological evaluation using
H&E and Oil Red O staining. The OF30 group had a higher hepatic steatosis than the OF20
group (n =5/ group). (B) Quantitative assessment of lipid accumulation demonstrated an
increase in lipids seen in the OF30 group when compared to the OF20 and CG groups (n = 4
pools / group). Statistical analysis was performed using the Kruskal-Wallis test, * p<0.05.

The accumulation of hepatic lipids was quantified, and the results demonstrated a
significant increase in animals from the OF30 group when compared to those from the CG and
OF20 groups (p<0.05; Fig. 2B). These results could not be compared with the studies in Table

1, since the same parameters were not evaluated.
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Discussion

To develop a zebrafish model of HCD, we overfed fish with frozen arthemia. We
divided the animals into 3 groups: CG, OF20 and OF30, respectively (Fig. S1). The amount of
arthemia that was fed was adjusted weekly according to weight and maintaining 20 cal of feed.
After 4 weeks of HCD we observed some differences in the animals of OF30 group. They have
increased in weight and BMI and showed the presence of hepatic steatosis.

Currently, there are several studies in the literature which propose models of obesity in
zebrafish. Table 1 presents a comparison between studies using diet-induced obesity (DIO)
models in adult zebrafish with arthemia as a food source. The table distinguishes zebrafish
lineage, type of food, length of diet administration and final weight increase in relation to the
control group. The present study demonstrated some differences with those shown in table 1.
Among these differences, the animals in the present study were wild type, whereas most of the
other studies used animals from the AB line. Also, in the present study animals were not
separated by sex. We also used frozen arthemia, while other studies used fresh arthemia. These

differences did not seem to influence the increase in weight.



Table 1. Obesity in zebrafish models induced by diet.

Reference Strain of Type of food Volume of food Number of Induction time Weight
zebrafish animals of obesity Increment”
Okaet al., AB Fresh arthemia CG=5 mg/ day /fish 64 fish 8 Weeks 1.2 times™*
2010 OF=60 mg/ day /fish
Tainaka et AB Fresh arthemia CG=5 mg/ day /fish 80 fish 2 Weeks 1.75 times™*
al., 2011 OF=60 mg/ day /fish
Hasumura AB Fresh arthemia CG=5 mg/day /fish 45 fish 5 Weeks 1.7 times*
etal., 2012 OF=60 mg/ day /fish
Montalbano ND Fresh arthemia CG=20 mg/ day /fish 28 fish 6 Weeks 1.3 times**
etal., 2016

OF=60 mg/ day /fish

75
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Mania et ND Fresh arthemia CG=20 mg/ day /fish 30 fish 6 Weeks 1.7 times*>*
al., 2017 OF=60 mg/ day /fish
Present WT Frozen CG=5,25 mg/ day /fish® 30 fish 4 Weeks 1.2 times™*
study arthemia OF20=10 mg/ day /fish ®

OF30=18 mg/ day /fish®

The animals used for the studies described in Table 1 were all adults. OF = overfed group. CG = control group. # in relation to the control group.

* Average between males and females. ** Only males. ND (not described) $ values used at the beginning of the experiment.
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When comparing the amount of weight gained in the studies presented in table 1, we
observe that the results shown by Oka and coworkers were similar to what was seen in our study
(a 1.2-fold increase), although they overfed their animals for 8 weeks (OKA et al., 2010). In
the studies by Montalbano et al. and Mania et al., the study animals gained an increase of 1.3
and 1.7 times their body weight, respectively. This increase was larger than the weight gain
observed in our model, but the animals in the other studies were overfed for 6 weeks (MANIA
et al.,, 2017; MONTALBANO et al., 2016). It should be noted that male fish were used
exclusively in both studies. Hasumura et al. also observed a weight increase that was greater
than what we observed in our model (1.7 times), even though the animals were only overfed
for 5 weeks; moreover, the other study used both male and female fish (HASUMURA et al.,
2012).

Tainaka et al. demonstrated that in a short 2-week period of DIO the overfed fish had a
1.75-fold increase in weight compared to the control group (TAINAKA et al., 2011). This
increase may seem superior to our study; however, as in the other studies, the overfed group of
animals received 60 mg of arthemia per fish per day. In comparison, the present study showed
a 1.2-fold increase in the weight of the animals using only 18 mg per fish per day in the OF30
group. Although the amount of food administered increased according to the animal weights,
we did not reach 29.5 mg per fish per day in the present study. Therefore, the amount of feed
used was approximately 3 times lower than what was used in the models described in Table 1.
On the other hand, this study’s CG used a similar or lesser amount of arthemia.

The Oil Red O stain demonstrated that the accumulation of lipids in the liver tissue was
greater as the fish received more food. These results agree with the studies by Oka et al. and
Tainaka et al., which both showed hepatic steatosis through the same coloration (OKA et al.,
2010; TAINAKA et al., 2011).

Conclusions

In conclusion, our study demonstrates that feeding a volume of frozen arthemia
equivalent to 30% of the animal's weight for 4 weeks can generate an increase in weight and
BMI, as well as an increase in the presence of hepatic steatosis. It is important to note that
amount of diet is almost 3 times smaller than the amount diets used in other studies and is easily

reproducible. We propose that this diet can be used for an accurate HCD model.
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Methods

Animals

Thirty wild type zebrafish, both male and female, were used. The animals were kept in
aquariums at a density of 2 fish/L and at a temperature of 28° C + 2° C with a light:dark cycle
of 14 h:10 h. The water quality conditions, such as pH, nitrite and ammonia levels, were
maintained in accordance with the established protocol and regularly monitored (ZFIN
Publication: Westerfield, 2000, 2000). The animals were fed frozen arthemia (BioArtemia, RN
Brazil) of nutritional composition, as shown in Table S1, and 20 calories (cal) of supplementary
ration (elaborated by Fabio Marshall, UFPR, Parand, Brazil) with a nutritional composition, as

shown in Table S2.

Experimental Design

The animals were divided into three groups (n = 10 animals/group): the control group (CG),
which received arthemia equivalent to 10% of the animal’s body weights, and the overfed group
(OF) 20 and 30 (OF20 and OF30), which received a volume of arthemia equivalent to 20% and
30% of the animal’s body weights, respectively (Table S1). Amounts of fed arthemia were
adjusted weekly according to the weight of the animals and maintained 20 cal of feed
(SICCARDI et al., 2009; WATTS et al., 2012). After 4 weeks, the animals were anesthetized
with tricaine (400 mg/L, Sigma Aldrich, Missouri, USA) and euthanized by exsanguination,

and then, the liver tissues were collected and stored at -20°C for further analysis.

Body Evaluation and Serum Glucose Evaluation

The animals were anesthetized in tricaine, weighed and measured every week for four weeks.
After four weeks, at the time of euthanasia, the blood glucose of the retro orbital vein
(VLIEGENTHART et al., 2014) was evaluated with reactive strips and a glucose meter
(Freestyle Optium, Abbot). The animals were fasted for 8 hours before these analyses were

performed.

Evaluation of Hepatic Lipids
The hepatic tissue was stored at -20°C and then homogenized with PBS (20 mg/mL; Laborclin,
Pinhais, PR) and incubated with Nile Red solution (stock solution 100 ng/mL, Sigma-Aldrich,

Missouri, USA) for 15 minutes at 37°C. The fluorescence of the supernatant was measured in
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a plate reader (SpectraMax M5 Molecular Devices, California, USA) at 488 nm excitation and

550 nm emission.

Liver Histological Analysis

The hepatic tissues were frozen at -20°C with Tissue-Tek® O.C.T. Compound (Sakura,
California, USA) and sectioned at a thickness of 3 um in a cryostat at a cross-sectional
orientation. The tissue was stained with H&E and Oil Red O (0.5% on propylene glycol), as
previously reported with some modifications (MEHLEM et al., 2013). The microphotographs

were obtained using an optical microscope (Olympus, Japan).

Statistical Analysis

For the statistical analysis, a two-way ANOVA with a post hoc Bonferroni test was used to
evaluate the differences in weight and BMI between the three different groups. For the non-
parametric analyses, including the Nile Red technique and the evaluation of glycemic levels
between groups, a Kruskal-Wallis test was used. The results were considered significant when
p < 0.05. Statistical tests were performed using the SPSS v.18 statistical package and the
GraphPad Prism v.5.0 program.
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Supplementary Material

Table S1. Nutritional composition of frozen Arthemia (BioArtemia).

Dry Matter (%) Dried Air (%)
Dry Matter 100 9.96
Moisture 90.04
Organic 78.63 0
Matter
Crude 60.44 0
Protein
Crude 4.69 0
Fiber
Ether 6.94 0
Extract
Ashes 21.37 0
Nitrogen 6.56 0
(Not Extracted)
Raw 4920 0
Energy (kcal/kg)
NDT 82.45 0

* Bromatological Analysis was performed by the Animal Nutrition Laboratory (LNA) of the

Animal Science Department of Agronomy Faculty of the UFRGS.



Table S2. Nutritional composition of the feed supplement.

Ingredients Quantity (%)
Fish meal 5
Soy flour 59.4
Corn 31.1
Soybean oil 0.4
Calcium Phosphate 2.6
Mix of minerals and vitamins* 0.5
Salt 0.5
BHT** (antioxidant) 0.02
Ashes 8.2
Ether Extract 2.96
Crude Protein 32.3
Crude Fiber 3.6
Raw Energy (kcal/Kg) 4047.83

*Vit. A, 1200,000 1U; Vit. D3, 200,000Ul; Vit. E, 12,000 mg; Vit.
K3, 2400mg; Vit. B1, 4800mg; Vit. B2, 4800mg; Vit. B6, 400 mg;
Vit. B12, 4800mg; folic acid 1200 mg; Calcium Pantothenate,
12,000 mg; Vit C, 48,000 mg; biotin, 48mg; colina, 65,000 mg;
Niacin, 24,000; Iron, 10 mg; copper, 6000 mg; manganese, 4000
mg; Zinc, 6000 mg; iodine, 20 mg; Cobalt, 2 mg; Selenium, 20
mg. ** butylhydroxytoluene.
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Figure S1. Experimental design. Division of the diet groups to establish the model of obesity

induced by hypercloric diet.
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8 ARTIGO 2: INFLAMMATORY CYTOKINES AND INTSTINAL BARRIER IN

OBESE ZEBRAFISH
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Inflammatory cytokines and intestinal barrier in obese zebrafish.

Ayres, RM2; Ferrari, J.T? , Bruch-Bertani J.P2,Guerreiro, G.T.S?, Uribe-Cruz?, C; Da Silveira, T!; Matte, Ut
1. Programa de Pés-graduagdo Satde da Crianga e do Adolescente

2. Laboratério Experimental de Hepatologia e Gastrenterologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Abstract

Obesity can be characterized by accumulation of adipose tissue and increase of fat mass that
generates a pro-inflammatory state. Some mechanisms of this state have been associated with
adipokines and increased intestinal permeability. The use of zebrafish as a model of obesity has
been shown as promising for presenting immunological and molecular similarities with
mammals. The aim of this study was to evaluate the modifications of intestinal and hepatic
inflammatory cytokines and intestinal barrier markers in the obese zebrafish. The fish were
divided in two groups (n=30): obese group (OG) animals fed on concentration equivalent to
30% of body weight, and the control group (CG) animals fed on concentration equivalent to
10% of body weight. After four weeks of diet, OG showed an increase in their weight and serum
triglycerides levels when compared to CG (p<0,05). When evaluating the presence of hepatic
steatosis, the OG presents a higher concentration of hepatic lipids than the CG. Gene expression
analysis of hepatic inflammatory cytokines in OG, showed an increased expression of il-/5
while the expression of il-10 was decreased. The evaluation of these cytokines in the intestinal
tissue had their increased expression in the OG, as well as tnf-a. The constituent molecules of
tight junction (TJ) claudin-c (cldn-c) and junctional adhesion molecule-A (f11r) showed
decreased expression in OG when compared to CG. However, claudins-15a (cldn-15a) e
claudins-15b (cldn-15b) showed no difference in their expression when the OG and CG groups
were compared. Modifications in intestinal markers and hepatic inflammatory cytokines, as
well as markers of the intestinal epithelial barrier in obese zebrafish, suggest an increased

intestinal permeability and a stimulus in the accumulation of fat in the liver.
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zebrafish.

Introduction

Obesity is one of main public health problem, constituting in a global epidemic
responsible for increased morbidity and mortality—(AGUILAR-VALLES et al.,, 2015;
FONTAINE, 2001; REUSER et al., 2009). It is characterized by the presence of dyslipidemia
(CARDIOLOGIA, 2005; JAHANGIR et al., 2014), elevated blood pressure, insulin resistance
(BLUHER, 2013; CARDIOLOGIA, 2005) central fat deposition (CARDIOLOGIA, 2005) and
increased inflammation (JAHANGIR et al., 2014; REAVEN, 1988). Among the main causes
associated with obesity are excess of caloric intake, absence or reduction of physical activity
and genetic susceptibility (CHOQUET e MEYRE, 2011).

Pathological conditions related to obesity are associated with chronic inflammation,
characterized by abnormal production of cytokines, generating the hypothesis that obesity is a
chronic and systemic low-grade inflammatory disease (AGUILAR-VALLES et al., 2015;
ROCHA e FOLCO, 2011; WINER et al., 2016). Several mechanisms have been suggested for
the increase of adipokine such as: recruitment of immune cells, including macrophages;
hypoxia due to increased adipocyte size (increased oxidative stress); increased intestinal
permeability (endotoxemias and changes in microbiota), associated with the inflammatory
response (AGUILAR-VALLES et al., 2015; WINER et al., 2016).

Intestinal epithelium works as a physical barrier that restricts the input of antigenic
molecules, in balance with the exposure an amount of dietary and microbial components

(CRESCI e BAWDEN, 2015).
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When there is damage of the intestinal barrier it occurs an increase of passage of
molecules from the lumen to the lamina propria, inducing an immune system response.
According with Odenwald and Turner (2013); and Suzuki and col, (2013) the injury in intestinal
barrier would lead to an increase in intestinal permeability and could act as stimulus for the
development of intestinal and systemic diseases (ODENWALD e TURNER, 2013; SUZUKI,
2013).

The animal model of zebrafish has become a widely used tool for understanding the
cause of obesity as well as its associated diseases (FORN-CUNI et al., 2015; SCHLEGEL,
2015; SCHLEGEL e GUT, 2015). Currently in the literature some studies have presented
different models of obesity on zebrafish (MEGURO et al., 2015; OKA et al., 2010; TAINAKA
etal., 2011; ZANG et al., 2014).

The obesity model induced by diet by that was used in this study was developed by our
group (data not shown; Ayres, et al. 2018), in which were evaluated different feed
concentrations (20% and 30%) according to the animal’s body weight . The results showed that
after 4 weeks of diet the group that received arthemia concentration equivalent to 30% of their
weight were obese, had increased glycemia and hepatic steatosis. Therefore, it was established
that the concentration of 30% feed according body weight is able to determinate obesity (data
not shown).

The main objective of this research was to study inflammatory intestinal and hepatic

marks on obese zebrafish evaluating the gene expression of intestinal barrier components.

Material and methods
Zebrafish feeding and maintenance
Sixty adult zebrafish, wild type, male and female were used. The animals were kept in

aquariums at the density of 2 fish/L. Fish were kept at 28°C £ 2°C, light:dark cycle of 14h:10h,
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and water quality conditions such as temperature, pH, nitrite and ammonia were maintained
according to established protocol and periodically monitored (WESTERFIELD, 2000). The
animals were fed with frozen arthemia (BioArtemia, RN Brazil; table 1, supplemented with 20
calories (cal) of fed (Elaborated by Fabio Meurer, UFPR, PR, Brazil) of fed of nutritional

composition according to table 2.

Table 1. Nutritional composition of frozen Arthemia (BioArtemia).

Dry Matter (%) Dried Air (%)
Dry Matter 100 9.96
Moisture 90.04
Organic 78.63 0
Matter
Crude 60.44 0
Protein
Crude 4.69 0
Fiber
Ether 6.94 0
Extract
Ashes 21.37 0
Nitrogen 6.56 0
(Not Extracted)
Raw 4920 0

Energy (kcal/kg)

NDT 82.45 0
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Table 2. Nutritional composition of the feed supplement.

Ingredients Quantity (%)
Fish meal 5
Soy flour 59.4
Corn 31.1
Soybean oil 0.4
Calcium Phosphate 2.6
Mix of minerals and vitamins* 0.5
Salt 0.5
BHT** (antioxidant) 0.02
Ashes 8.2
Ether Extract 2.96
Crude Protein 32.3
Crude Fiber 3.6
Raw Energy (kcal/Kg) 4047.83

*Vit. A, 1200,000 1U; Vit. D3, 200,000Ul; Vit. E, 12,000 mg; Vit.
K3, 2400mg; Vit. B1, 4800mg; Vit. B2, 4800mg; Vit. B6, 400 mg;
Vit. B12, 4800mg; folic acid 1200 mg; Calcium Pantothenate,
12,000 mg; Vit C, 48,000 mg; biotin, 48mg; colina, 65,000 mg;
Niacin, 24,000; Iron, 10 mg; copper, 6000 mg; manganese, 4000
mg; Zinc, 6000 mg; iodine, 20 mg; Cobalt, 2 mg; Selenium, 20
mg. ** butylhydroxytoluene.

Experimental design
The animals were divided into two groups (n=30 animals/group): Control Group (CG)
which received arthemia concentration equivalent to 10% of body weight supplemented with

20 cal of fed; and the Obesity Group (OG) which received arthemia concentration equivalent
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to 30% of the body weight supplemented with 20 cal of fed. Weekly, the amount of arthemia
was adjusted according to the weight of the animals (SICCARDI et al., 2009; WATTS et al.,
2012). After four weeks the animals were anesthetized in tricaine submersion (400 mg/L, Sigma
Aldrish, Missouri, USA) and euthanized by exsanguination; the blood was collected and stored

at -20°C. The liver and intestinal tissues were collected for analysis.

Body and Serum evaluation

The animals were weighed and measured (head to tail) weekly during the study, they
were anesthetized in tricaine immersion (400 mg / L; Sigma Aldrish, Missouri, USA).

For serum evaluations, the animals were fasted for 8 hours and the blood was collected
from the retro orbital vein at the time of euthanasia. Serum was obtained by centrifugation.
Serum levels of HDL-cholesterol, total cholesterol and triglycerides were evaluated using
Labtest® colorimetric kits (Minas Gerais, Brazil) according to the manufacturer's instructions
modified by Pedroso et al. (PEDROSO et al., 2012). For each test we used n = 3 pools

serum/group (1 pool serum = 10 fish).

Evaluation of inflammatory cytokines and tight junction constituents

The intestine was collected and stored in RNAlater at -80°C. Extraction of total RNA
was done using the RNeasy Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the
manufacturer's instructions. RNA was converted to cDNA with the High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Invitogen, California, USA) according to the manufacturer's
instructions. Expression of the cldn-c, f11r, cldn-15a, cldn-15b (tight junction components) and
il-14, tnf-a and il-10 inflammatory cytokines were evaluated by RT-qPCR using TagMan
probes (Invitrogen, California, USA, table 3). The efla gene was used as the normalizer. The

values were calculated by the formula 2 -2A¢t (n = 10 pool / group).
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Table 3. Tagman probes used for the analysis of inflammatory cytokines of the liver and

intestine and the components of tight junctions.

Gene

Assay ID

il-18

Dr03114368_m1

tnf-a

Dr03126850_m1

il-10

Dr03103209_m1

filir

Dr03118078_m1

cldn-c

Dr03138426_s1

cldn-15a

Dr03145240_m1

cldn-15b

Dr03072501_m1

efla

Dr03432748_m1l

Evaluation of inflammatory cytokines and hepatic steatosis

In the hepatic tissue the gene expression of inflammatory cytokines il-14, tnf-a and il-

10 (table 3) was evaluated as previously described (n = 10 pool/group).

The lipid deposits in the tissue were analyzed and quantified using the histological

staining technique of Oil Red O and its quantification as described below.

The hepatic tissue was frozen at -20°C with Tissue Tek® O.T.C Compound (Sakura,

California, USA) for subsequent histological cross-sections in a cryostat in the thickness of 3-

5 um. The tissue was stained with HE and Oil Red O (0.5% on propylene glycol) following

modified protocol from Mehlem et al. (Mehlem et al., 2013). Microphotographs were obtained

by optical microscope (Olympus, Japan).
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Quantitative analysis of hepatic steatosis was performed using ImageJ software 1.46b
(NIH Image, Rockville, MD, USA). Using Oil Red O staining, optic microscopy images of 5

random areas of each slide (n = 4/group) were obtained.

Statistical analysis

The ANOVA one-way test with Tukey post-hoc was used to evaluate the weight
variation. For the non-parametric analyzes the Mann-Whitney U test, for biochemical
evaluations and evaluations of inflammatory cytokines and constituents of tight junctions. The
results were considered significant when the value of p < 0.05. Statistical tests were performed

using the SPSS v.18 statistical package and the GaphPhad Prism v.7.0 program.

Ethical consideration

This study was approved by the CEUA and the CEP of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (RS), under number 15-0065. All experiments were carried out in accordance with Law
No. 11,794 of October 8, 2008 and following the regulations of normative resolutions n° 12

and 13 of the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA).

Results
Weight gain and BMI of zebrafish submitted to hypercaloric diet

At the end of four weeks of diet, the OG presented a 1.2-fold increase in their weight
compared to CG, as well as an increase 1.3-fold in their BMI (p<0.05) (Figure 1A and 1B). The
animals’ weight and BMI difference could be observed from the second week of diet. The OG

also presented a representative increase in its abdominal volume (Figure 1C).



0,85 = = Control Group

Obese Group

BMI (g/cm?)

wWeght(g)

0,041

0,039

0,037

0,40 : 0,035 +

CcG

oG

95

Figure 1. Body evaluation after four weeks of diet. (A) Weight. The OG showed an increase
in weight from the second week of diet compared to CG. (B) BMI. OG shows an increase in
BMI compared to GC from the second week. ANOVA ONE-WAY, mean + standard deviation,
* p <0.05 n = 30/group. (C) Animals photograph at the end of the 4" week of experiment,
showing the difference in the abdomen size between the groups. GC = control group, GO =

obese group.

Lipid profile in the obesity model

The OG had higher serum triglyceride levels when compared to the CG (p = 0.021).

Serum levels of total cholesterol and HDL-cholesterol did not show significant differences

between groups (Table 4).

Table 4. Biochemical analyzes of serum lipid profile.

Variables CG oG P
Mean + SD Mean + SD

Triglyceride 638.69+41.222 1090.6+264.1° 0.021

Total cholesterol 381.0+ 38.9° 437.7+76.92 0.218

HDL-cholesterol 0.06+0.052 0.07+0.002 0.507

Glycemia® 43.0+11.02 233.0+45.0° 0.05

ab Equal letters do not differ by the Mann-Whitney test at 5% significance n=3 pool/10 animals

each. *Kruskal-Wallis, p < 0.05.
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Gene expression of intestinal inflammatory disease/state (bowel disease)

Gene expression of inflammatory intestinal cytokines was evaluated, since obesity
generates a low-grade chronic and systemic inflammatory state (AGUILAR-VALLES et al.,
2015; ROCHA e FOLCO, 2011). In this sense, OG animals showed a significant increase

(p<0.05) in the expression of il-1f, tnf-a and il-10 genes in the intestinal tissue when compared

with CG (Figure 2A-2C).
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Figure 2. Evaluation of gene expression the inflammatory cytokines of intestinal tissue.
(A) il-15 gene expression was increased in OG when compared to CG. (B) tnf-a, the OG showed
an increase in its expression when compared to CG. (C) il-10, showed an increase in its
expression in OG when compared with CG. Mann-Whitney U test, mean + standard error; *
p<0.05. n= 10 pool/group

Expression of genes forming tight junction

Expression of tight junction (TJ) genes from the intestinal barrier was evaluated. The

fl1r and cldn-c genes had their expressions decreased in OG; 1.5-fold and 1.6-fold,
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respectively, compared to CG (Figure 3A and 3B). However, the TJ cldn-15a and cldn-15b had
no difference in their expression when compared between the groups (Figure 2C and 2D,

respectively).
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Figure 3. Evaluation of the gene expression of tight junction components of the intestinal
epithelium. (A) f11r gene, showed a decrease in its expression in OG compared to CG. (B)
cldn-c gene, the OG showed a decrease in its expression when compared to CG. (C) and (D)
genes cldn-15a and cldn-15b, respectively; showed no difference in their expression when
compared to CG and OG. Mann-Whitney U test, mean + standard error * p<0.05. n = 10
pool/group.

Inflammatory cytokines and accumulation of hepatic lipids
The hypercaloric diet generates an increase of fat in liver. In the histological staining

with Oil Red O in the hepatic tissue, the OG presents more accumulation of lipids than the GC
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(Figure 4A-B). The quantification of this accumulation of lipids shows that the OG compared

with the GC has more fat in the liver (p<0.05; Figure 4C).
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Figure 4. Evaluation of accumulation the hepatic lipids. Coloration Oil Red O. CG, control
group (A) and OG, obese group (B). 100x. (C) Quantification of hepatic lipid accumulation.
The OG has a higher accumulation of hepatic lipids than CG (n = 4/group). Mann-Whitney U
test; mean = standard error, * p<0.05.

The gene expression of inflammatory cytokines in hepatic tissue was evaluated. We
observed that il-1 showed a 2.81-fold increase in its expression in OG compared to CG (Figure
5A, p<0.05). And il-10 presented a 2.5-fold decrease in OG when compared to CG (Figure 5C,
p<0.05). However, tnf-a, did not present significant statistical difference between the groups

(Figure 5B).
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Figure 5. Evaluation of the gene expression of hepatic inflammatory cytokines. (A) il-15,
OG showed an increase in its expression when compared to CG. (B) il-10, showed a decrease
in its expression in the OG when compared with the CG. (C) tnf-a, showed no difference in its
expression when compared to OG and CG. Mann-Whitney U test, mean * standard error; *
p<0.05. n = 10 pool/group

Discussion

In this study, we showed in an adult zebrafish model that the hypercaloric diet that
corresponds to 30% of the body weights of frozen arthemia supplemented to 20 calories of
usual ration produces obesity. After four weeks with diet the animals increased weigh and BMI,
there was accumulation of hepatic lipids and hypertriglyceridemia. In order to evaluate the

effect of diet in relation to inflammation, intestinal permeability and lipid accumulation in the
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liver, we evaluated the gene expression of inflammatory cytokines and of molecules genes
belonging to intestinal tight junction.

The obesity model used in this study was previously established by our group when we
observed a weight gain 1.2-fold higher in the OG group compared to the CG. The same weight
gain has now been observed. Compared with studies analyzing obesity in adult zebrafish, we
emphasize that the amount of fed used was approximately 3-fold lower (FORN-CUNI et al.,
2015; MONTALBANO et al., 2016; OKA et al., 2010; TAINAKA et al., 2011).

In the study by Johnson and coworkers, rats with a high fat diet showed inflammatory
alterations through the activation of NF-kf and the expression of TNF-a and IL-1p, that
contribute to the onset of increased intestinal permeability (JOHNSON et al., 2015). Our study
in zebrafish demonstrated an increase intestinal tissue gene expression of il-1f, tnf-a and il-10
compared the OG and CG animals (p<0,05).

In relation to the intestinal lesion IL-1f is involved in both the early and late
inflammatory response (AL-SADI e MA, 2007). Pendyala et al. evaluated proinflammatory
cytokines and gene expression in colonic mucosa biopsies of obese women before and after a
very low-calorie diet. The authors observed association between weight loss and reduction in
TNF-a, IL-1p and IL-8 expression, and down-regulation of genes linked to proinflammatory
signaling pathways (PENDYALA et al., 2011). Van der Heidjein et al (2015), in mouse,
showed that IL-10 overexpression maybe associated with immunological activation, meaning
that the persistence of this cytokine would represent protection, neutralizing proinflammatory
events (VAN DER HEIJDEN et al., 2015). In our study, we also observed overexpression of
i110 in the intestinal tissues of zebrafish submitted to HCD.

The molecules that make up the TJ are important in the regulation of solutes and water
in the cells of vertebrates and also play an important role in the selective regulation of intestinal

permeability in relation to the intestinal microbiota in human and in zebrafish (KWONG et al.,



101

2013; VAJRO et al., 2013). Our results showed that HCD determined a decrease in gene
expression of cldn-c about 1.6 - fold in the OG compared to CG. Likewise, the gene expression
of f11r decreased 1.5-fold in OG. Cani et al. (2008), in mice, and Teixeira et al. (2012), in
humans, suggest that the reduction of TJ protein expression leads to an increase in intestinal
permeability. It is known that the intestinal microbiota plays a relevant role in the intestinal-
liver relations (CANI et al., 2008; TEIXEIRA, SOUZA, et al., 2012).

When dysbiosis is present the barrier function will be altered by increased intestinal
permeability and endotoxin may translocate from the intestinal lumen to the submucosa and
from there to the bloodstream (VAJRO et al., 2013). It is known that intestinal dysbiosis
stimulate the IL-1p production, which plays a central role in the proinflammatory response in
obesity. Heine-Mejia et al (2012) have shown that the genetic deficiency of the constituents of
inflammasome associated with dysbiosis determines a high concentration of bacterial products
in the portal vein system, which can trigger hepatic steatosis (HENAO-MEJIA et al., 2012).

In quantitative evaluation of fat droplets in the liver with the Oil Red staining it was
demonstrated that the OG animals presented higher lipid accumulation when compared to the
CG (p=<0,05). We observed that in addition to fat gain there was also elevation in the expression
of inflammatory cytokine genes in the liver. In a recent study, Negri and colleagues
demonstrated the importance of IL-1p in cases of obesity-induced hepatic steatosis and
suggested that the inflammatory process of the liver is responsible for hepatic lipogenesis in
obesity (NEGRIN et al., 2014). In our study, the gene expression of cytokine il1-# was was
increased in the OG in comparation to CG. However, the il-10 gene expression in liver was

reduced, whereas tnf-a gene expression showed no difference between the groups.
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Conclusion

We have shown that HCD in addition to weight change and BMI also had effects on the
gene expression of inflammatory cytokines and components of the intestinal epithelial barrier.
Obese animals showed hepatic steatosis, hypertriglyceridemia and elevated glucose. There was
increased gene expression of inflammatory hepatic and intestinal cytokines and decreased gene
expression of intestinal barrier components. We believe that the proposed model resembles the

characteristics frequently observed in obese patients.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Limitacdes:

Nosso estudo apresentou algumas limitag6es. Os peixes utilizados neste estudo foram
adquiridos de lojas de aquarismo. Nao sabemos, portanto, a sua procedéncia e se 0s animais
estavam saudaveis ou sob que condi¢es foram manejados. Isso implicou a utilizacdo de altos
periodos de quarentena

Houve dificuldade no preparo de artémia viva, por isso utilizamos artémia congelada.
Mas ndo encontramos nenhum outro estudo que tenha utilizado este tipo de alimentagdo para
estabelecer obesidade nos animais. Assim, houve dificuldade de equiparar os meétodos
utilizados com estudos j& publicados mesmo tendo realizado a anélise bromatol6gica da artémia
utilizada no estudo. Isso, no entanto, nos garantiu a composicao nutricional do alimento e a

capacidade de realizarmos os célculos da quantidade de calorias de ingesta do peixe.

Perspectivas:

Hoje tem se falado na associagdo da microbiota intestinal com uma gama de doengas,
dentre estas a obesidade. O aumento da ingesta caldrica altera o perfil da microbiota intestinal
destes individuos. A disbiose também tem sido associada com o desenvolvimento de esteatose
hepética e sua progressdo para esteatohepatite. A interacao entre a microbiota intestinal e outros
fatores, como a deficiéncia de inflamassomas, podem ser mecanismos que influenciem o
desenvolvimento da obesidade e de suas comorbidades. Disbiose e aumento da Pl, ocorrem
devido ao acumulo de LPS e de endotoxinas, estimulando a sintese de NF-kB e da produgéo de
IL1-B. Neste sentido de acordo com os resultados encontrados no presente estudo, as
perspectivas seriam aprofundar o estudo com inflamassomas e microbiota intestinal. E também

avaliar profundamente as analises de PI, com pesquisas de microscopia eletrénica e associa¢do
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de outros genes. E ainda realizar um tratamento com inibidor de IL-1B e/ou bloqueador da via

de NF-kB.
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10 CONCLUSOES

1. Estabelecer um modelo de obesidade com dieta hipercalorica em zebrafish.
O modelo de obesidade com dieta hipercalérica em zebrafish adultos foi estabelecido,
utilizando a concentragcdo de 30% do peso corporal do animal de artémia congelada

suplementada com 20 cal de ragéo.

2. Analisar o perfil bioguimico de triglicerideos, colesterol total e colesterol-HDL e
glicose no soro.
Houve aumento nos niveis de glicemia e de triglicerideos nos peixes submetidos a DHC,

GO. O nivel de colesterol-total ndo apresentou diferenca entre 0s grupos.

3. Avaliar a presenca de esteatose hepatica.
Houve aumento da presenca de acimulo de gordura no figado dos peixes submetidos a
DHC.

4. Avaliar a expressdo génica de componentes das tight junction da barreira
intestinal.
Houve diminuicdo na expressao génica de clnd-c e f11r nos animais submetidos & DHC.

E ndo houve alteracdo na expressédo das cldn-15a, cldn-15b.

5. Avaliar a expressao génica de citocinas inflamatorias no tecido intestinal.
Houve aumento na expressao das citocinas inflamatorias il-1f, tnf-a e il-10 nos peixes
submetidos a DHC.

6. Avaliar a expressdo génica de citocinas inflamatdrias no tecido hepético.
Houve aumento na expressédo genica de il-14 e diminui¢do na expressao genica de il-10

nos animais obesos. A expressao genica de tnf-a ndo apresentou diferenca entre os grupos.

Em resumo, a partir desse estudo foi possivel desenvolver um novo modelo de
obesidade em zebrafish adulto. As alteracfes observadas nesse modelo em relagdo as citocinas
inflamatorias hepéticas e intestinais associadas a esteatose hepatica e as modificacbes nas tight

junction parecem exercer um aumento na permeabilidade intestinal. Novos achados a respeito
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de inflamag&o e permeabilidade intestinal em zebrafish adultos e obesos foram observados neste
estudo. Até o presente momento ndo observamos na literatura qualquer referéncia a expressédo
génica de citocinas inflamatorias hepéticas e intestinais associadas a permeabilidade intestinal
aumentada como no modelo estudado na presente tese. Acreditamos que este estudo tem
potencial para explorar as relagdes entre a dieta hipercaldrica e 0s seus mecanismos patogénicos

que contribuem a obesidade.
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